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RESUMEN 

Han sido purificadas diversas proteínas que aceleran el 

recambio de lípidos entre la fracción soluble y microsomal del 

hígado de rata. 

el reacambio de 

También se han descrito proteínas que facilitan 

sanguineo, 

celulares. 

y 

lípidos entre las lipoproteínas del 

entre estas mismas lipoproteínas y algunos 

plasma 

tipos 

Sin embargo, a pesar de que existen evidencias de 

cómo el colesterol es integrado de sus sitios de síntesis a la 

membrana plasmática y del recambio pasivo de este esterol entre 

los diferentes tipos de membranas~ en la actualidad es totalmente 

desconocida la existencia de mecanismos de regulación de las 

concentraciones de colesterol en las membranas biológicas. 

Con base en experimentos iniciales realizados en nuestro 

laboratorio, el proposito de la presente tesis fué el investigar 

la existencia de moléculas intrínsecas de la membrana plasmática 

de la célula muscular cardíaca o sarcolema, capaces de transferir 

colesterol entre los diferentes compartimientos celulares. 

La fracción sarcolema! se aisló por centrifugación diferen­

cial y centrifugación en gradientes de sacarosa a partir de 

mQsculo cardíaco de conejo. Esta fracción fue solubilizada con 

Triton X-100 y centrifugada. El sobrenadante, se sometió a 

cromatografía de afinidad en una columna de colesteril 

hemisuccinato-agarosa. 

Al emplear un sistema de geles de poliacrilamida en condi­

ciones nativas, se observó que una de las proteínas que eluye de 

la columna con KCl 100 mM fue capaz de unir colesterol al encon­

trarse embebida en el gel. Esta proteína se recuperb de los 
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geles nativos y se reconstituyó en membranas artificiales, donde 

se observó que es capaz de transferir colesterol del medio al 

interior de la membrana. 

El análisis elecroforético en geles con SOS indica que esta 

proteína tiene un peso molecular aproximado de 73 kilo-

daltones CkDa>. 

El presente trabajo~ constituye el primer reporte de una 

proteína aislada de la membrana plasmática capaz de recambiar 

colesterol entre el medio y la membrana plasmática de la célula 

muscular cardíaca. Actualmente, nos encontramos explorando la 

presencia de esta proteína en membranas de otros tipos celulares. 
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I. INTRODUCCION: 

1. GENERALIDADES SOBRE EL COLESTEROL. 

a> Estructura y Propiedades del Colesterol 

El compuesto conocido ahora como colesterol, fue descrito 

por primera vez a fines del siglo XVIII por De Fourcroy, quien lo 

aisló a partir de los calcules biliares (1). Posteriormente en 

1816 Chevreul, introdujo el termino colesterina (del griego 

chole=bilis y steros=sólido) para designar a esta sustancia. 

Hacia 1835, la colesterina se encontró en la sangre humana, en el 
' 

cerebro y otros tejidos; por lo tanto se fue reconociendo gra-

dualmente como un constituyente normal de todas las células 

animales y de varias secreciones, así como un componente de 

ciertos depósitos patológicos (1). En 1843, Vogel lo encontró en 

arterias ateromatosas. Berthelot en 1859 demostró que la coles-

terina era un alcohol y preparó ésteres de éste; mientras que 

Hürtle aisló colesterol oleato y colesterol palmitato del suero, 

con base en lo cual años más tarde se demostró que el colesterol 

presente en los ateromas estaba en forma esterificada (1). 

Sin embargo, hay quien menciona que este compuesto era ya 

conocido por los Egipcios y los Griegos, en los cálculos bilia-

res, y fueron estos últimos quienes lo nombraron colesterol <2>. 

Después de varios años de investigación se estableció la 

estructura química de este esterol. La molécula de colesterol es 

un sistema condensado de cuatro anillos (figura 1>; tres anillos 

de seis carbonos <A,B,C>, y un anillo de cinco carbonos <D>, 

tiene una cadena lateral en el carbono 17, y dos grupos metilo 

CC-18 y C-19) unidos a los carbonos 13 y 10 respectivamente, 
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conocidos como grupov;; metilo angulares; además tiene una doble 

1 i gadur a en la posi c.i ón 5 y un grupo OH en el carbono 3. Cabe 

señalar que los estudj.os de cri stalografi a con rayos X han 

revelado que el colesterol no es una molécula plana, si no que 

tiene cierto grosor, y sus dimensiones son 7.2 X 4.5 X 20 A Cl>. 

21 22 

20 
23 26 

18 

24 

11 13 16 

e D 
19 14 15 

27 

2 10 8 

A B 
7 

HO 

Figura l. Estructura del colesterol. 

Dentro de sus principales propiedades y constantes físicas 

podemos mencionar: es un compuesto de C27H46o, cuyo nombre sis­

temático es Colest-5-en-3~-ol; tiene un peso molecular de 386.64. 

su porcentaje de carbono es del 83.87 t., hidrogeno 11.99 l. y 

oxigeno 4.14 %; densidad 1.03 en forma monohidratada, y 1.052 en 

forma anhidra; es practicamente insoluble en agua C3x10-e M>, y 

soluble en solventes orgánicos como el éter, cloroformo, benceno 

y otros. 
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b> Importancia del Colesterol en el Funcionamiento Celular 

El significado funcional del colesterol, uno de los prin­

cipales constituyentes de las membranas de células eucariontes ha 

recibido un gran inter~s en los Qltimos affos. Numerosos estudios 

en que se han aplicado varias técnicas, han establecido que el 

colesterol modula la estructura y propiedades dinámicas de las 

membranas. Algunos de estos estudios han demostrado que el coles­

terol puede tener efectos en la movilidad de lípidos en las 

membranas biológicas (3-5). En general se ha aceptado que en las 

membranas el colesterol tiene un efecto "solidificante" o 

"condensante" a temperaturas por arriba del estado de transición 

de la mayoría de los lípidos, y un efecto "flLtidizante" a tempe­

raturas por debajo de dichas temperaturas de transición. Estos 

cambios en la fluidez de la membrana dados por el colesterol, se 

piensa que juegan un papel importante en la regulación de las 

funciones membranales, y se han relacionado con fenómenos tan 

variados como: el transporte de a:úcares C6,7>; el transporte 

activo CB,9>, la actividad de proteínas de membrana, tanto 

enzimas como acarreadores C6-13>; permeabilidad (14-16>; inmuno­

quimica C17>, y otros. 

En el caso del eritrocito se sabe que la fluidez de membrana, 

puede regular: el transporte de oxígeno, el cual se reduce al 

incrementarse el colesterol en la membrana; el transporte mediado 

por acarreadores. También interviene en: la respuesta inmunoló­

gica; la capacidad de agregación intercelular; la interacción con 

proteínas del plasma y la fusión celular (3). Por otro lado, en 

la superficie interior, la interacción entre el citoesqueleto y 

otros componentes de membrana puede afectarse por cambios en la 
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fluidez de membrana (3). Así también, se ha visto que los eritro­

citos incubados con colesterol tienen mayor resistencia a la 

hemólisis por choque hipotónico y a alteraciones mecánicas de 

la membrana <3>. 

La relevancia del colesterol en términos de permeabilidad es 

evidente; estudios en sistemas modelo y membranas biológicas de 

microorganismos, eritrocitos, y otros tipos celulares, han esta­

blecido que el colesterol reduce la permeabilidad a los no elec­

trolitos a temperaturas fisiológicas <7,14~16>. Ciertos procesos 

de difusión facilitada a través de la membrana del eritrocito se 

aumentan por la depleción del colesterol; mientras que otros son 

inhibidos <7>. El transporte de Na+ y K• sensible a ouabaina se 

aumenta por la depleción del colesterol (11,14>; mientras que el 

enriquecimiento con este esterol al parecer no tiene efecto en 

dicho proceso. Adicionalmente se ha encontrado que el transporte 

pasivo de Na+ insensible a ouabaina, es inhibido por un enrique-

cimiento de colesterol en las membranas C14). No obstante= la 

mayoria de los trabajos establecen un efecto inhibitorio del 

colesterol, Grunze y cols. <7>, han reportado que el colesterol 

tiene un efecto dual en procesos de transporte Gimple y mediado 

en eritrocitos de humanos. 

Por otro lado, se ha encontrado que los niveles de coleste­

rol en la membrana plasmática pueden modular la actividad de 

algunas enzimas como son: la ATPasa de Na+/K+ y la ATPasa de 

Para estas enzimas se ha observado que los incre-

mentes de colesterol en la membrana tienen un efecto inhibitorio; 

mientras que, la depleción de colesterol estimula la actividad de 

dichas enzimas; es decir hay una relación inversa entre el con-
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tenido de colesterol en la membrana y la actividad enzimática 

CS,11-13>. Respecto a la ATPas~ de calcio del retículo sarco­

plásmico existe c~ntrovercia, en vista de evidencias que sos­

tienen que los incrementos en la cantidad de colesterol en el 

retículo causan un decremento proporcional en la actividad 

(10,18>; mientras que Warren y cols. (19>, encontraron que el 

colesterol no tiene ningún efecto en la actividad de la ATPasa 

reconstituida con mezclas de fosfatidilcolina/colesterol a tempe-

raturas mayores de 30°C. Sin embargo, estos mismos autores 

demostraron que a temperaturas menores de 30°C, el colesterol 

aparentemente inhibe la actividad de la enzima. 

Se han tratado de establecer los posibles mecanismos por los 

cuales el colesterol ejerce su efecto regulatorio en estas enzi­

mas, al respecto se han propuesto varias alternativas: una de 

ellas sostiene, con base en estudios de resonancia magnética 

nuclear, que el efecto inhibitorio del colesterol está relaciona­

do con la disminución del movimiento molecular dentro de la 

bicapa CB>; otra propone que una interacción directa entre el 

colesterol y la ATPasa de Na•/K•, así como para la ATPasa de 

(Ca2 •,Mg 2 •) de sarcolema cardiaco puede modular la actividad, 

donde al parecer el efecto es directo sobre la enzima (11-13,19>. 

También se ha sugerido la interacción directa entre el coles­

terol y algunas proteínas membranales del eritrocito (3). Sin 

embargo, el papel especifico del colesterol en la estructura y 

función de las membranas no ha sido totalmente elucidado~ a pesar 

de los estudios extensivos acerca de los efectos de dicho esterol 

en membranas modelo y membranas biológicas, por lo que continQa 

siendo éste un campo muy atractivo de trabajo. 
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Por otro lado, la importancia del colesterol en mamíferos y 

otros vertebrados, no radica unicamente a nivel de membrana; si 

no también a otros niveles del funcionamiento celular, ya que el 

colesterol es el precursor de moléculas de importante partici­

pación cerno lo son: las hormonas asteroides, los ácidos biliares, 

los esteroles fecales neutros, así como los mineralocorticoides y 

los glucocorticoides. La cantidad de colesterol rnetabolizadó a 

hormonas esteroides no es muy grande, sin embargo fisiológica­

mente es importante~ los esteroles neutros y los ácidos biliares 

son los principales metabolitos derivados del colesterol, los que 

a su vez constituyen su vía de excreción. 

En el hombre y otros rnamiferoa, ciertas patologías se han 

asociado con las concentraciones alteradas de colesterol en la 

sangre. De esta manera, cuanto más elevado es el nivel sanguineo 

de colesterol contenido en partículas denominadas lipoproteinas 

de baja densidad CLDL>, tanto más rápido es el desarrollo de la 

enfermedad conocida como aterosclerosis Cver sección 2 c>. Esta 

enfermedad, en la cual el colesterol se acumula en las paredes de 

las arterias y forma placas ateroscleróticas que obstruyen la 

luz, es la causa primaria en los infartos del miocardio, que 

constituye una de las causas principales de muerte en paises 

occidental es. 

En vista de que las lipoproteínas son el vehículo principal 

de transporte de colesterol y otros lípidos, y por la participa­

ción de estas lipoproteínas en los procesos de recambio de coles­

terol y fosfolipidos, los cuales se discuten en secciones poste­

riores; se consideró de interés el describir detalladamente su 

metabolismo y función. 
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2. METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS Y SU FUNCIQN. 

a) Clasificación y Formación de las Lipoproteínas. 

Esencialmente todos los lípidos del plasma, con excepción de 

los ácidos grasos libres los cuales se unen a la albúmina~ viajan 

1 i poproteí n.::\s. Las lipoproteínas son partículas globulares, en 

su parte central se encuentran triglicéridos y ésteres de coles-

terol, con una cubierta externa de apoproteínas, fosfolipidos y 

colesterol libre. Con base en la proporción de sus constituyentes 

lipídicos y al tipo de apoproteina presente se pueden distinguir 

cuatro clases discretas de lipoproteínas: Quilomicrones~ Lipopro-

teínas de muy baja densidad <VLDL>, lipoproteinas de baja densi-

dad CL.DL) y Li poprc1teí nas de al ta den!:d. dad <HDU (tabla I >. 

CLASE DE 
LIPDPROTEIHA 

Qui lomicrones 

1/LDL 

LDL 

HDL 

TRIGLICERIDOS 
(X DEL PESDl 

80-95 

45-65 

4-8 

2-7 

Toaada de la referencia 20. 

TABLA I 

Co~posición de las Lipoproteinas del Plasma Humano. 

FOSFDLIPIDOS 
O: PESOl 

3-6 

15-20 

18-24 

26-32 

COLESTEROL 
LIBRE 
t:t PESO> 

1-3 

4-8 

6-8 

3-5 

COLESTEROL 
ESTERIFICADO 
o: PESO!. 

2-4 

16-22 

45-50 

15-20 

PROTEIHAS 
(X PESOl. 

1-2 

6-10 

18-22 

45-55 

APOPROTEINAS 
PRINCIPALES 

A-I,A-IV,B 
CI, CII, E 

B,E, CI, CII 
cm. 

B 

A-I, A-II, 

Las vías de formación, interconversión y catabolismo de las 

lipcproteínas en el organismo son complejas. Los principales 
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ciclos metabólicos se ilustran en la figura 2. 

Los quilomic~ones son producidos en el hígado a partir de 

las grasas de la dieta y contienen principalmente triglicéridos. 

Los quilomicrones son secretados en la linfa, entran a la cir­

culación sanguínea a través del dueto torácico y pasan a la 

circulación periférica, donde la lipoproteína lipasa <LPL>, loca­

lizada en la superficie del endotelio vascular, hidroliza la 

mayor parte de los triglicéridos. Después de la lipólisis, los 

quilomicrones remanentes son tomados por el hígado, el cual 

produce lipoproteínas de muy baja densidad CVLDL>, las cuales son 

secretadas a la circulación hepato-periférica. 

En la circulación sanguinea, las lipoproteínas de muy baja 

densidad CVLDL> son el sustrato de la lipoproteína lipasa, enzima 

que hidroliza los triglicéridos. Esta hidrólisis produce un 

aumento en la densidad de las partículas, hasta que se forman 

las lipoproteínas de baja densidad <LDL>, que pasan por un estado 

intermediario conocido como lipoproteínas de densidad intermedia 

<IDL>, parte de las cuales son tomadas por el hígado. 

Las LDL son las principales acarreadoras de colesterol en el 

plasma humano y abastecen de colesterol a las células hepáticas y 

extrahepaticas, mediante una vía conocida como endocitosis media-

da por receptores a apoproteínas B/E (sección 2 b). Las HDL 

sirven como aceptoras del exceso de materiales de la superficie 

de los quilomicrones depletados de triglicéridos y partículas 

VLDL. El exceso de colesterol libre es esterificado por medio de 

la lecitina-colesterol transferasa <LCAT> y es transferido a las 

lipoproteínas de baja densidad por medio de la acción de pro­

teínas del plasma <ver sección 4>. 
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VIA ENfJOGENA 

Ac1do!; P~ l Ja re!: 

l __ R.,.r•'"ªcml,_JJ_L __ 

Intestino 
Tejidos 

Extrahepático 

Por 

Figura 2. 

Ca¡:iilares 

Liporotelna 
Lipasa 

Capilares 

Lil'ºP"ote!na 
Llpasa 

Vfas de formación y catabolismo de las lipoproteínas. R, receptor; 
LDL, lipoproteína de baja densidad; VLDL, lipoproteína de muy baja 
densidad; InL • l fporprotdna de di,11oldad intermedia; HDL, 1 ipopro­
t(c!na .de alta densidad; LCAT, lecitina colesterol aciltransferasa 

tomaao de la referencia 20). 

otro lado, se ha encontrado que las HDL son aparente-

mente las lipoproteínas responsables del transporte reverso de 

moléculas de colesterol provenientes de varios tejidos, 
para ser 

llevadas al hígado <21 y sección 3 h>. 

El colesterol que retorna al hígado puede ser secretado en 

la bilis como ácidos biliares, y una fracción de éstos se pierden 

en 1 as heces. 
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b> Endocitosis Mediada por Receptores y Catabolismo de las LDLm 

El fenómeno de endocitosis mediada por receptores, fue iden­

tificado por primera vez en los estudios acerca de los receptores 

para LDL C22>. Subsecuentemente se ha demostrado que este mismo 

fenómeno se aplica a una gran variedad de moléculas como son: el 

factor de crecimiento epidermoide, la insulina, la transferrina, 

algunas tod nas, etc. C23). 

En su forma funcional el receptor para las LDL es una glico­

proteína transmembranal con un peso molecular aparente de 160 kDa 

<24). Inicialmente se sintetiza un precursor con un peso mole-

cular aparente de 120 kDa. Después de la síntesis, el precursor 

de 120 kDa es convertido a la forma madura de 160 kDa por la 

adición de residuos de carbohidratos (23,25>, la cantidad de 

carbohidratos que se adiciona no es suficiente para provocar un 

incremento real de 40 kDa en el peso molecular, pero muy proba­

blemente provoca una serie de cambios conformacionales, los que 

a su vez producen una migración anormal en los geles de poli­

acri lamida con SDS <25>. 

Aproximadamente 45 minutos después de su síntesis, el recep­

tor para la LDL aparece en la superficie de la célula, donde es 

agrupado jLmto con otros receptores en regiones de 1 a membrana 

plasmática llamados hoyos o pozos cubiertos (coated pits> 

(26,27>. Estos pozos son recubiertos en su parte citoplásmica por 

una proteína llamada clatrina, la cual está conectada al cito­

esqueleto. Los receptores localizados en dichos pozos reconocen a 

las LDL y se unen a ellas mediante la apoproteina B. El receptor 

también interactua con la apoproteína E, por lo que al receptor 

para LDL, también se le ha llamado receptor apo-B,E <21>. 
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De 3 a 5 minutos depués de su formación, los pozos cubiertos 

se invaginan y forman vesículas endocitóticas cubiertas, y rápi-
1 

damente la clatrina se disocia de la superficie de las vesículas 

cubiertas que pasan a ser vesículas con una superficie lisa 

. (figura 3). Varias vesículas de éstas, se fusionan para formar 

estructuras llamadas .endosomas C28). Se ha encontrado que el pH 

de los endosomas es más bajo que el del citoplasma que lo rodea, 

debido a la presencia de bombas de protones en la membrana del 

endosoma que acidifica su contenido (23). 

Retículo 
Endoplásmico 

Vesícula 
Cubierta 

~ HMG CoA Reductasa 

' Receptores para LDL 

@~ 
/ Pozo ._,..,......,,_. 
~ Cubierto 

,. 

Figura 3. 

-&""'º'º~ 
\.(}/ 

Vesícula de 
Reciclaje 

Endocitosis mediada por receptores. HMG-CoA reduclasa denota la 
3-hidroxi-3-metilgl utaril-coem. ima A reductasa; ACAT denota la 
acil-CoA:coleslerol acillransferasa; LDL, lipoproteína de baja 
densidad. Las flechas verlicales indican efectos regulatorios 
(lomado de la referencia 23). 
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Bajo la influencia de un pH ácido, las LDL se disocian de 

sus recpetores, y entonces éstos pueden regresar a la superficie 

(figura 3>, aparentemente se agrupán con otros receptores en un 

segmento de la membrana del endosoma que se constriffe para formar 

una vesícula de reciclaje que regresa roceptoras a la superficie 

celula1'" C23>. Una vez que la vesícula de reciclaje alcanza la 

superficie, el receptor se puede unir a otra partícula LDL, e 

iniciar otro ciclo de endocitosis y reciclaje. Cada receptor 

hac.:e un viaje completo cada 10 minutos de manera continua (23). 

Las LDL que se disocian del receptor, permanecen en el 

endosoma, el cual se fusiona a un lisosoma en donde las LDL son 

e:< puestas a Lma variedad de hidrolasas ácidas CH gura 3). Sus 

componentes proteicos son hidrolizados por proteasas, produciendo 

aminoácidos. Los ésteres de colesteril son hidrolizados por una 

lipasa ácida que libera colesterol y ácidos grasos C26). Cuando 

el colesterol se ha acumulado en el citoplasma, éste media tres 

reacciones de regulación por retroinhibición~ lo que permite 

mantener un nivel constante de colesterol dentro de la célula 

(26). 1) bloqueo de la síntesis intracelular de colesterol por 

la supresión de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa; 2) activa­

ción de la acil-CoA:colesterol aciltransferasa <ACAT>, la cual 

le une un ácido graso para que el exceso de colesterol pueda ser 

almacenado en gotas citoplásmicas, como ésteres de colesteril; 3) 

Probablemente el efecto más importante la supresión de la sín­

tesis de receptores para LDL, constituye el tercer punto de 

regulación <23,26>. A través de este mecanismo de retroinhibi­

ción, las células ajustan el número de receptores de tal manera 
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que solo aporten el colesterol necesario para su crecimiento. 

Cuando las células están creciendo activamente y requieren gran­

des cantidades de colesterol para la sintesis de nuevas membranas 

plasmáticas, sintetizan un gran número de receptores para LDL y 

tomRn el colesterol contenido en estas particulas (26). Cuando 

las células en cultivo llegan a la confluencia, éstas pueden 

suprimir la producción de receptores para LDL en un 90%, lo que 

las protege de una sobreacumulación de colesterol cuando sus 

necesidades por este esterol disminuyen (23~26). 

C) Defectos Genéticos en los Receptores para LDL y 

Aterosclerosis 

Desde 1913 Anitsckow, demostró que un nivel alto de coles-

terol en conejos puede producir aterosclerosis. Estudios en 

animales han demostrado que cuando se elevan los niveles de 

colesterol en el plasma por ingestión de colesterol se tiene como 

resultado la aterosclerosis. Datos epidemidiológicos sostienen 

una relación entre niveles elevados de LDL en el plasma y la 

incidencia de enfermedades cardiacas de las coronarias en la 

población humana <20>. 

El papel de les niveles altos de LDL y de sus receptores en 

la génesis de la aterosclerosis se ha establecido por la disponi­

bi 1 i dad de fibroblastos en cultivo de pacientes con hipercoles­

terolemia familiar CHF>, un desorden genético, cuyos individuos 

no pueden producir receptores funcionales para LDL. Esta enferme-

dad es heredada como un padecimiento autosomal dominante 

<20,23,26>. La forma hornozigótica en la cual dos genes anormales 

son heredados es sumamente rara, aproximadamente un caso en un 
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millón de personas. En estos pacientes el colesterol sanguíneo 

puede alcanzar 1 g/día, 6 a 10 veces el nivel normal. La ate-

rosclerosis en las coronarias se desarrolla antes de los 20 affos, 

siendo letalª Los heterocigotos para esta enfermedad son relati­

vamente comunes, aproximadamente uno en 200 a 500 personas. 

Estos individuos tienen niveles de LDL 2 a 4 veces por arriba del 

normal y desarrolla aterosclerosis severa entre la 3~ y 5~ década 

de vida (23,26>. En ambos casos la elevación de los niveles de 

LDL en el plasma se debe a la remoción reducida de las LDL, 

debido a la ausencia de receptores funcionales para estas partí­

culas en las células del organismo. 

Los estudios de incorporación de c~esJmetionina en recep­

tores inmunoprecipitables, han revelado que las mutaciones en el 

gene del receptor de pacientes con HF, caen en por lo menos cinco 

clases <29,30). El alelo mutante más común en el locus del 

receptor para LDL, no codifica la síntesis de alguna molécula de 

receptor inmunoprecipitable. Una segunda clase de alelos mutan­

tes, produce receptores que son sintetizados, procesados y lleva­

dos normalmente a la superficie celular. Una vez en la superfi­

cie, estos receptores se unen a anticuerpos mono y policlonales 

dirigidas contra receptores de personas normales; sin embargo 

dichos receptores defectuosos son incapaces de unirse a las LDL. 

Una tercera clase de mutaciones, codifica para receptores que son 

sintetizados como precursores de 120 kDa que aparentemente son 

normales, pero que no son debidamente procesados en cuanto a los 

carbohidratos, por lo que no alcanzan la superficie celular 

(25,29,30). Una cuarta clase de mutación, está dada por la sin-

tesis de precursores anormales de 100, 135 y 170 kDa, en contras-
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te con el precursor normal de 120 kDa <29,30). Algunos de estos 

precursores anormales pueden ser procesados y transportados hasta 

la superficie celular, pero son incapaces de unirse a las LDL 

(23). Una quinta clase de mutaciónes incluye varios ~lelos 

mutantes, en los cualDs los receptores anormales son llevados a 

la superficie, donde se unen a las LDL con una afinidad normal, 

pero son incapaces de migrar a las pozas cubiertas C23). Por lo 

que estos receptores no pueden llevar LDL al interior de la 

célula. 

Con base en estos estudios llevados a cabo en pacientes 

con HF <29,30), se ha demostrado que las mutaciones antes mencio­

nadas, se dan en el 19.9:l2. del receptor para LDL, y no en pro­

teínas necesarias para modificar o transportar el receptor a la 

superficie celular. La elucidación del papel de los receptores 

para LDL, fue también facilitada por la disponibilidad de conejos 

con hipercolesterolemia y aterosclerosis espontánea, descrita 

primeramentQ por Watanabe y cols. <31>. 

Por otro lado se ha demostrado que en rnacrófagos, existen 

dos tipos diferentes de receptores: 1> receptores para LDL aceti­

ladas, y 2> receptores para B-VLDL. Se sugiere que estos recep­

tores juegan un papel en la conversión de estas células en 

células espumosas Cfoam cells>, ya que por estos dos tipos de 

receptores los macrófagos son capaces de internalizar un exceso 

de colesterol, el cual se acumula en el citoplasma en forma de 

gotas de ésteres de colesteril <21,32-34). Estas gotas dan al 

citoplasma una apariencia espumosa al ser vistas en el microsco­

pio electrónico. 

Sin embargo, la aterosclerosis no solam~nte se desarrolla 
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por la falta de receptores funcionales para LDL o por la presen­

cia de lipoproteínas modificadas, sino también, se puede dar por 

la síntesis de apoproteínas defectuosas, principalmente apo-B, 

las cuales no pueden ser reconocidas por sus receptores, por lo 

tanto ne pu2den ser transportadas al interior de la célula; y por 

consiguiente su nivel en el plasma se eleva. También se ha 

descrito una enfermedad conocida como sindrcme se Wolman, cuyos 

pacientes carecen de la lipasa ácida lisosomal, enzima que nor­

malmente hidroliza los ésteres de colesteril y triglicéridos. 

Debido a ésto, los ésteres de colesteril provenientes de las LDL 

se acumulan en los lisosomas. Esta acumulación es particular-

mente marcada en las arterias, dando como consecuencia la forma­

ción de ateromas (26). 

De la misma manera, se podrían mencionar otros padecimientos 

relacionados con el metabolismo del colesterol y lipoproteínas 

que conllevan a la hipercolesterolemia y aterosclerosis. Sin 

embargo, están fuera de los objetivas de la presente tesis. 

A pesar de conocerse el papel de los receptores para LDL en 

la génesis de la aterosclerosis, el mocanisino molecular por el 

cual las LDL y otras lipoproteínas son aterogénicas, aQn no ha 

sido elucidado. Sin embargo se han propuesto dos posibilidades: 

1> los niveles elevados de LDL en el plasma sanguíneo pueden 

da~ar a las células endoteliales C20J por lo tanto, las células 

del músculo liso pueden estar directamente expuestas a las LDL y 

otros constituyentes de la sangre como las plaquetas. Estas 

últimas al agregarse provocan la liberación de un factor de 

crecimiento, el cual puede estimular a las células del músculo 

liso a proliferar y secretar una matriz de elementos de tejido 
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conectivo; lo que a su vez puede provocar el inicio de una placa 

aterosclerótica. 2> un segundo mecanismo propone que ciertas 

subclases de lipoproteinas como lo son las acetil-LDL y B-VLDL, 

pueden ser consideradas específicamente aterogénicas; debido a 

que los macrófagos no las pueden metabolizar, se acumulan en su 

citoplasma, por lo que se convierten en células espumosas, las 

cuales se han asociado con los ateromas (21,32-34). 

Existen evidencias firmes que sostienen que la disminución 

de las LDL del plasma puede reducir el riesgo de enfermedades 

cardíacas de las coronarias en pacientes hipercolesterolémicos. 

Por otro lado, se ha demostrado que los niveles bajos de HDL en 

el plasma están también asociados con enfermedades prematuras de 

las arterias coronarias. Los niveles reducidos de HDL y la 

apcliproteína A-I presumiblemente llevan a un transporte reverso 

ineficiente del colesterol, ya que la HDL es aparentemente el 

acarreador primario en esta vía Cver sección 3 h>. 
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3. TRANSFERENCIA Y RECAMBIO DE COLESTEROL LIBRE Y FOSFOLIPIDOS 

a> Consideraciones Generales y Mecanismos. 

Gran parte del colesterol ingresa a la célula por endoci-

tosis mediada por receptores (sección 2 b>. Sin emba.1~go, la 

transferencia de colesterol libre Cno esterificado>, la cual no 

es mediada por receptores, se supone que es fisiológicamente 

significativa C35). 

El recambio espontáneo de colesterol entre el plasma y 

eritrocitos, fue reportado por primera vez por Hagerman y Gould 

(36>' desde entonces se ha demostrado que ocurre en una gran 

variedad de membranas biológicas, lipoproteínas y liposomas. 

Aunque el recambio de colesterol está bien documentado, el meca-

nismo para este proceso aún no está bien establecido. Al res-

pecto se han propuesto dos posibilidades: La primera propuesta 

inicialmente por Hagerman y Gould (36>, y posteriormente discu­

tida pcr otros investigadores, llamada transferencia o recambio 

de colesterol libre por difusión a través de una fase acuosa <ver 

figura 4a). Este mecanismo propone que el colesterol o fosfolí­

pidos son extraídos de la vesícula o partícula donadora y quedan 

"solubles" en 1 a fase acuosa, en 1 a que di funden hasta alcanzar 

aceptora; se ha mencionado como 1 imitan te del la partícula 

proceso la velocidad de liberación del lípido de la partícula 

Un segundo mecanismo propuesto primeramente por Gurd donadora. 

(36) sugiere, que el recambio de colesterol entre las membranas 

tiene lugar 

resultado de 

después de un contacto de éstas membranas 

la colisión <ver figura 4b y 4c). Esta 

como un 

últime\ 

propuesta que también se aplica al recambio de fosfolípidos, sstá 
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Célula 

Célula 

Figura 4. Representación de los meca­
nismos de transferencia y re­
ca'ltbio de lípidos. a) trans­
ferencia o recambio de lípi­
dos por difusión del monómero 
a través de una fase acuosa; 
(b y c) transferencia y re­
cambio de lípidos por comple­
jos de colisión. Lv, lípido 
en la vesícula; L1, lípido 
incorporado; Lm, llpido mono­
mérico (tomado de la refe­
rencia 35). 
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basada solamente en la observación de que el colesterol y los 

fosfolípidos son esencialmente insolubles en agua. Sin embargo 

este mecanismo no puede explicar cómo el colesterol y los fosfo­

lípidos se transfieren a velocidades diferentes. 

Actualmente no hay un acuerdo general entre cual de los dos 

mecanismos es el que opera en la transferencia de colesterol y 

otros fosfolípidos, porque existen evidencias que sostienen ambas 

posibilidades (35,36). 

b) Transferencia y Recambio de Colesterol y otros Lipidos entre 

Liposomas. 

Los liposomas han sido de gran útilidad para tratar de 

elucidar los mecanismos de transferencia y recambio de lípidos, 

básicamente porque se pueden formar liposomas donadores y 

aceptores bien definidos, en cuanto a su composición, tamaRo, 

carga, etc. Bajo condiciones apropiadas, estos liposomas son 

estables y permiten una experimentaci~n e interpretación menos 

complicada de los datos cinéticos. 

Como lo discuten McLean y Phillips (37), la cinética de 

recambio o transferencia de colesterol en vesículas unilamelares 

peque~as tiene las siguientes características: 1) La velocidad de 

recambio de colesterol es de primer orden con respecto a la 

concentración de colesterol libre en la partícula donadora; 

2> Se transfieren aproximadamente 6 moléculas de colesterol por 

cada molécula de fosfatidilcolina, debido a que el primero es más 

soluble en agua (3 x 10-e M y 4.6 x 10-10 M> respectivamente; 

3) El proceso de recambio es dependiente de la temperatura, se ha 

determinado experimentalmente una energía de activación (AG0 > de 
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73 ± 5 kJ/mol; 4> y por dltimo~ al utilizar una relación alta de 

liposomas aceptares/donadores, se ha observado que la velocidad 

de recambio es de orden cero con respecto a la concentración de 

liposomas receptores (37). Con base en estudios de filtración 

en gel y estudios de microscopía electrónica~ se ha demostrado 

que durante el proceso de recambio de colesterol no ocurre fusión 

de liposomas (37). 

Experimentos recientes donde los liposomas donadores y 

receptores fueron separados por una membrana de diálisis, han 

demostrado que cierto porcentaje de colesterol marcado rad!acti-

vamente puede difundir a través de la membrana (36-38). ~n estos 

trabajos también se menciona, que la difusión de los lípidos se 

puede incrementar por la adición de etanol (37>, acetona o 

dimetil sulfóxido (38)~ los que aumentan la solubilidad del 

colesterol en fase acuosa, y con ello su transferencia. Estos 

resultados y las cuatro características antes mencionadas, así 

como los estudios de resonancia magnética nuclear (39) , han 

demostrado que no ocurre fusión entre las vesículas durante la 

transferencia de colesterol~ y son consistentes con un mecanismo 

que involucra la difusión de moléculas de colesterol en fase 

acuosa. 

Al emplear liposomas de fosfolípidos y colesterol, se ha 

encontrado una relación inversa entre la velocidad de recambio y 

la longitud de la cadena hidrocarbonada (40). La velocidad de 

recambia de un lípido ácido puede también ser sensible a la 

concentración de iones calcio, concentraciones apropiadas de 

iones calcio y fosfato reducen la velocidad de transferencia de 

la fosfatidilserina en 10 veces; mientras que, la velocidad de 
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transferencia para la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilglicerol, PN-succiniletanolamina y ácido fosfatídico no 

se ve afectada <41). La unión de moléculas de ácidos biliares 

a la superficie de las vesículas puede aumentar la liberación de 

la fosfatidilcolina por arriba de cinco veces, debido a que 

disminuye su 6G0 de liberación (42). 

Diferentes esteroles se recambian a diferentes velocidades y 

las constantes de velocidad de liberación, para algunos de los 

esteroles más polares son mayores que para el colesterol. Sin 

embargo, algunos esteroles menos polares se recambian más rápida-

mente que el colesterol, lo cual probablemente se debe a interac-

cienes menos fuertes con los fosfolípidos en la vesícula donadora 

(43). 

El tipo de fosfolipido empleado para hacer la vesícula 

donadora, puede modificar el tiempo medio de recambio del coles-

terol. Bittman y cols. <44>, han demostrado, que el tiempo de 

liberación del colesterol de vesículas de fosfatidilcolina, fos-

fatidiletanolamina y fosfatidilglicerol son similares; mientras 

que la incorporación de esfingomielina a la vesícula donadora, 

reduce significativamente la velocidad de recambio de colesterol 

<44,45). Esto implica, que la energía de las interacciones 

intermoleculares colestercl-esfingomielina son mayores que la del 

colesterol con otros fosfolípidos. 

Una variable adicional que puede influir en las interaciones 

moleculares en la superficie de una vesícula de fosfolípidos, es 

el tama~o de la partícula. Por ejemplo, la velocidad de recambio 

o 

del colesterol de liposomas unilamelares de 230 A de diametro es 

apraximadamente 5 veces mayor que para liposomas unilamelares con 
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o 
la misma composición, pero con un diámetro de 800 A <46). El 

tamaHo de los liposomas receptores, no afecta el recambio del 

colesterol libre C46). 

En resumen se puede decir, que los estudios de recambio de 

colesterol libre con liposomas han aportado evidencias de la 

manera en la que las interacciones entre los lípidos modulan la 

velocidad de liberación y recambio del colesterol. 

e> Transferencia y Recambio de Colesterol entre Lipoproteinas. 

Estudios de resonancia magnética nuclear, han establecido 

que tanto en liposomas, como en las HDL y LDL de humano, la 

localización y movimiento de moléculas de colesterol libre son 

similares <47-49>. Esencialmente todas las moléculas de celeste-

rol libre 8n los liposomas unilamelares, así como en las HDL y 

LDL humanas estan en una poza de recambio. En trabajos similares, 

se ha encontrado que más del 90 % del [~ 4CJcolesterol libre 

incorporado en las HDL se trasfiere a las LDL, en un proceso de 

primer orden, cuyo tiempo medio es 2.9 mina 37QC <SO>. El tiempo 

medio de transferencia de colesterol para otras lipoproteínas se 

muestran en el trabajo realizado por Phillips y cols. (35). 

El recambio de colesterol libre entre lipoproteínas, es de 

primer orden con respecto a la concentración de colesterol libre 

en la lipoproteína donadora y altamente dependiente de la tempe-

ratura C35>. Otros trabajos han establecido que el recambio de 

colesterol de las HDL es independiente de la concentracion de 

LDL, y que el recambio de fosfatidilcolina es más lento que el 

recambio del colesterol libre de las HDL C50). En vista de que 

los cuatro criterios mencionados en la sección 4 b, se aplican al 
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sistema HDL-LDL, es razonable suponer, que el mecanismo de recam­

bio de colesterol involuc~a la liberación de moléculas de coles­

terol de la lípoprcteína donadora y su difusión a través de la 

fase acuosa. 

La composición de fosfolípidos de la lipoproteína donadora, 

puede afectar la velocidad de recambio del colesterol. Al incre­

mentar la insaturación de los fosfolípidos, se favorece el flujo 

de colesterol, mientras que al incrementar la concentración de 

esfingomielina, esta velocidad de recambio disminuye (35). 

Adicionalmente se ha encontrado que la superficie de las LDL de 

humano es rica en fosfatidilcolina y esfingomielina, comparada 

con las HDL, por lo que el flujo de colesterol más bajo observado 

en las LDL se puede deber a la mayor cohesión entre el colesterol 

y los fosfolípidos de la superficie, lo que aumentaría la energía 

requerida para la liberación del colesterol (35). 

En vista de disponer de pocos datos en relación al recambio 

de colesterol en otras lipoproteínas, se ha dificultado proponer 

un mecanismo general de recambio de colesterol y lípidos en 

lipoproteínas ricas en triglicéridos. 

d> Transferencia y Recambio de Colesterol en Eritrocitos. 

El eritrocito ha sido ampliamente utilizado para realizar 

estudios de transferencia y recambie de lípidos~ debido a que es 

un sistema bastante conocido, cuyas membranas, que carecen de 

receptores para lipoproteínas son fáciles de aislar. Por otro 

lado los datos obtenldos en estos estudios, pueden tener un 

significado fisiológico directo. 

Los primeros en establecer la naturaleza fisicoquímica del 
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proceso de recambio de colesterol en eritrocitos, .,,, e: ' ... ~1 como el 

tiempo medio requerido para la transferencia de colesterol fueron 

Hagerman y Gould en 1951 y Murphy en 1962 (35,51>, desde entonces 

se han realizado un gran número de trabajos para tratar de eluci-

dar los mecanismos de transferencia y recambio de colesterol en 

esta célula. 

Bojesen (52) concluye que el mecanismo de difusión acuosa 

descd be adecuadamente el recambio de colesterol libre entre 

eritrocitos y lipoproteínas, y que durante el proceso de recambio 

no ocurre un contacto directo entre los des típos de partículas. 

Lange y cols. (53), han descrito la cinética de recambio de 

colesterol entre eritrocitos de humanos y lipoproteínas, en 

términos de un modelo de tres compartimientos, que incluye el 

colesterol disuelto en el compartimiento acuoso. Este óltimo 

grupo concluye que el modelo de transferencia de colesterol a 

través de una fase acuosa, satisface sus datos experimentales. 

Además, se ha demostrado que el mecanismo de recambio de coles-

terol libre no involucra la unión de lipoproteínas a sitios 

específicos en la superficie del eritrocito (53). 

Aunado a los datos antes mencionados, los cuatro criterios 

mencionados (sección 3 b) se satisfacen para la transferencia de 

colesterol en los eritrocitos. El recambio de colesterol libre en 

estas células es de primer orden respecto a la concentración de 

colesterol en el eritrocito donador C35>, y es dependiente de la 

temperatura. Se han reportado energías de activación medidas 

experimentalmente de 50 a 80 kJ/mol (54) • La velocidad de 

recambio de la fosfatidilcolina es más lenta que la del 

colesterol C35>, y la de éste último, es de orden cero con 
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respecto a la concentración de partículas aceptoras (52-54>. 

Todos estos datos son consistentes con el mecanismo de transfe­

rencia y recambio de colesterol por difusión en fase acuosa. 

e> Transferencia 

Procariontes. 

y Recambio de Colesterol en Células 

Las ventajas de un sistema como los micoplasmas, es que 

estas células no pueden sintetizar colesterol, pero requieren 

esteroles para crecer. Las células intactas o membranas aisladas, 

pueden facilmente incorporar moléculas de colesterol. Estas cé­

lulas intactas no pueden pinocitar partículas, por lo que el 

movimiento de colesterol libre hacia las células, ocur~e solamen­

te por un proceso de transferencia superficial. Bittman y sus 

colegas, han estudiado la cinética de transferencia de colesterol 

libre y fosfolípidos marcados radiactivamente, de células de 

Mvcoplasma gallisepticum a liposomas (55-57). La cinética del 

proceso es consistente con el recambio de colesterol por difusión 

a través de una fase acuosa. El recambio de colesterol ocurre 

cuando las células donadoras y los liposomas aceptores son 

separadas por una membrana de diálisis. Se ha observado que la 

velocidad de recambio se incrementa cuando se adiciona dimetil 

sulfóxido y tiocianato de potasio, los cuales aumentan la 

solubilidad del colesterol en fase acuosa (35). 

El colesterol puede transferirse de liposomas de colesterol 

libre/fosfolípidos o lipoprotinas del suero en el medio extrace­

lular, a las membranas de los micoplasmas. La transferencia de 

colesterol libre de las HDL 6 LDL de humano a la membrana del 

micoplasma se da sin la entrada de la lipoproteina <58>, y para 
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el caso de las LDL no se requiere su unión a la membrana. Las 

LDL son donadores más efectivos de colesterol libre que las HDL, 

debido posiblemente a su relación relativamente alta de 

colesterol/fosfolípido (35). 

f) Transferencia y Recambio de Colesterol en Monocapas Celulares 

en Cultivo. 

Después de haber discutido acerca de la transferencia y 

recambio de colesterol en células que no lo sintetizan, en esta 

sección se tocará lo referente al recambio de colesterol en 

células que pueden sintetizar colesterol y ésteres de colesterol, 

lo cual complica aún más la interpretación de los datos~ porque 

hay que considerar la síntesis endogena y la distribución celular 

de colesterol. 

En condiciones de cultivo se ha observado que existe un 

flujo bidireccional de colesterol, el cual permite el recambio y 

la transferencia del colesterol sin gasto de energia metabólica 

entre las células y el medio de cultivo que puede contener: 

plasma sanguineo, suero o lipoproteínas aisladas¡ al respecto se 

han reportado varias constantes y datos cinéticos (35). Sin 

embargo, en condiciones adecuadas de cultivo, se puede lograr un 

eflujo neto de colesterol de las células, condición que permite 

estudiar el flujo unidireccional, relativamente más simple que el 

flujo bidireccional de colesterol libre. Esta condición se logra 

al adicionar al medio un aceptar, generalmente en exceso, que no 

contiene colesterol libre. 

Las investigaciones realizadas por Stein y cols. (59), en 

las que se emplearon diferentes complejos de fosfolípidos/apoli-
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poproteínas para remover el colesterol de varias lineas celulares 

demuestran, que las apolipoproteínas per se son pobres aceptoras 

del colesterol libre celular, pero después de acomplejarlas con 

varios fosfolipidos se logra un eflujo eficiente de colesterol. 

Al i ncremen'i:.ar 1 a 1:oncentr-aci ún de fosfol í pi dos aumenta el 

eflujo. 

Corno se mencionó anteriormente es importante considerar la 

distribución del colesterol celular, y al respecto algunos 

autores han propuesto que en la célula hay dos pozas de celeste-

rol libre que se recambian a diferente velocidad; se considera 

que hay una poza de recambio rápido, localizada en la membrana 

plasmática y que constituye el mayor porcentaje C70 a 95 %) del 

colesterol libre celular C60>, y una poza de recambio lento, 

localizada en las membranas internas C35). Por otro lado y de 

manera interesante se ha encontrado que el colesterol libre 

transferido a la membrana plasmática por medio de vesículas 

donadoras, puede provocar una regulación negativa de la síntesis 

de colesterol libre, disminuye la entrada de las LDL e incrementa 

la esterificación del colesterol libre citoplásrnico (61,62). 

Los estudios encaminados a determinar la cinética de re-

cambio de colesterol libre entre células en cultivo y varios 

aceptares en el medio extracelular, han determinado que el eflujo 

de colesterol es de primer orden con respecto a la concentración 

de colesterol libre en las células donadoras C35), se ha 

calculado una energía de activación de aproximadamete 50 kJ/mol 

para dicho proceso (35). El recambio es prácticamente de orden 

cero con respecto a la concentración de las vesículas aceptaras, 

aunque para ello se requieren relaciones significativamente altas 
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de aceptor/donador (63,64>. Estos datos son muy similares a los 

obtenidos para el caso de los liposomas <sección 3 b>, por lo 

que se puede suponer que el recambio de colesterol libre entre 

células y partículas aceptoras~ involucra la liberación de 

moléculas de colesterol libre de la membrana plamática y la 

difusión de éstas a través de una fase acuosa, hasta que son 

absorbí das por una part:í:cLtl a ac:eptora. 

Se han reportado (35,65) algunos parámetros cinéticos del 

eflujo de colesterol en varias lineas celulares. De manera 

interesante se encontró que existen diferencias cinéticas en la 

transferencia de colesterol libre en los diferentes tipos 

celulares. Estas diferencias pueden estar dadas por variaciones 

en parámetros tales como: 1> contenido de colesterol libre; 

2> grado de insaturación de fosfol :í. pi dos; 3) relación 

fosfatidilcolina/esfingomielina; y 4) la interacción del 

colesterol con las proteínas de la membrana. 

g> Aporte de Colesterol de las HDL a Células Esteroidogénicas. 

Existen varias evidencias que permiten decir que las HDL 

estan involucradas en el aporte de colesterol a células esteroi­

dogéni cas. Cuando son estimuladas las glándulas adrenales o 

células de la corteza adrenal con la hormona adrenocorticotró­

fica, éstas utilizan eficientemente el colesterol de las HDL, 

aumentándose la captura de colesterol libre y de análogos de 

ésteres de colesterol, como una respuesta al estímulo C66-6B>. 

Las glándulas adrenales en ratas intactas y células de la corteza 

adrenal en cultivo toman el colesterol y análogos de ésteres de 

colesterol de las HDL~ mucho más rápido que la entrada de las 
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apolipo-proteínas a la células (66-68). 

De la misma manera, las células de ovario de rata estimula­

das con hormona adrenoccrticotrófica utilizan eficientemente el 

colesterol asociado a las HDL para la producción de esteroides 

(69,70}. Experimentos en los que se han utilizado células de la 

granulosa de rata en cultivo y HDL artificiales reconstituidas 

con [ 14CJcolesterol y E~Hlésteres de colesterol, indican que la 

incorporación de colesterol libre proveniente de las HDL en las 

hormonas esteroides es cuatro veces mayor que la incorporación de 

colesterol esterificado de las HDL (35>. Estos resultados sugie­

ren que la transferencia superficial de colesterol de las HDL es 

cuantitativamente importante para la esteroidogénesis en células 

de ovario y en células adrenales. 

Al parecer el aporte de colesterol para la esteroidogénesis 

procede independientemente de la pegada especifica de la HDL a la 

superficie celular~ ya que el tratamiento de las HDL con tetra­

nitrometano~ tih reactivo que bloquea la pegada específica de las 

HDL a las superficies celulares, no tiene ningun efecto en la 

esteroidogénesis dependiente de HDL en células de ovario y de la 

granulosa C71>. 

h> Remoción del Colesterol de los Tejidos y su Transporte Reverso 

al Hígado. 

El concepto de transporte reverso de colesterol, para desig­

nar el movimiento de colesterol de los tejidos al hígado mediado 

por las HDL, ha recibido una gran atención en los últimos a~os, 

debido a que se ha demostrado una correlación negativa entre los 

niveles de HDL en el plasma y el desarrollo de la aterosclerosis. 
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Evidencias más concretas para el transporte reverso del coleste­

rol provienen de una variedad de experimentos en los que se han 

empleado células en cultivo~ los cuales han demostrado la capaci­

dad que tienen los complejos de apolipoproteinas/fasfolipidos o 

de las HDL para estimular el eflujo de colesterol libre de las 

células <sección III. f). En acuerdo con estos estudios, la 

regresión de lesiones ateroscleróticas en animales modelo, 

sugieren la existencia de un sistema de transporte de colesterol 

para remover el colesterol depositado en las paredes de las 

arterias C35>. Sin embargo, no se ha obtenido una demostración 

clara de la vla de transporte reverso de colesterol en estudios 

con animales completos, debido a las dificultades que ello repre­

senta. 

Actualmente existe una gran controversia entorno al mecanis­

mo por el cual las HDL remueven el colesterol de las células. 

Hay quienes sostienen que la pegada de las HDL a la célula pro-

mueve la remoción de colesterol C72,73>, mientras que otros 

autores reportan que el eflujo y remoción de colesterol de las 

células no requiere de la unión de las HDL a la célula C71,74>. 

En las células extrahepáticas, el transporte reverso de 

colesterol se inicia con la transferencia del colesterol libre de 

las membranas celulares a las HDL C75>. Esta transferencia 

probablemente es facilitada por la esterificación del colesterol 

en la HDL por la lecitina:colesterol acil transferasa, enzima que 

al parecer genera un gradiente continuo de colesterol libre 

necesario para mantener un movimiento neto de colesterol de las 

células a las liporpoteinas aceptoras C76,77>. 

Existen pocos datos de cómo el colesterol destinado para la 
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excreción es llevado al higado, y parece que están involucrados 

varios procesos c~mn: 1> la transferencia de colesterol libre de 

1 as HDL 

colesterl.l 

al hígado (78,79>; 2> la transferencia de ésteres de 

directamente de la HDL <67,68,BO>; 3) la entrada por 

endocitosis y degradación de las HDL <73,81>; 4> el aporte por 

endocitosis de ésteres de culesteril ~ trevés de una lipoproteína 

· t d · · (7~> Los estudios in iliQ. de baja densidad como in erme iar10 ~ · 

(79,82>, J.ª transferencia del colesterol no esteri­sugieren qu.e 

ficado de la HDL es el componente principal del aporte de coles­

terol al hígado, este aporte puede ser facilitado por la hidró­

lisis de fosfolípidos en las HDL~ una reacciórn mediada por la 

lipasa hepática <75>. Otras investigaciones in vivo han indj.ca-

do que el colesterol libre proveniente de las HDL sirve como 

sustrato preferencial para la síntesis de ácidos biliares (83). 

i> Mecanismos que Regulan la Homeostasis del Colesterol. 

Con base en los antecedentes mencionados y a manera de resumen 

se mencionarán los mecanismps o factores que regulan la homeostasis 

del colesterol en las células para su funcionamiento óptimo. 

Las células pueden utilizar ya sea colesterol exógeno o coles-

terol sintetetizado endogenamenta. La síntesis de !J..9.Y.E. o la 

movilización de los almacenes de ésteres de colesterol pueden 

aportar el colesterol endogeno; mientras que, el colesterol 

exógeno proviene de las lipoproteínas que circulan en la sangre. 

Las vías involucradas en el balance celular del colesterol, 

están resumidas en la figura 5. El aporte de colesterol a la 

célula, se da por medio de endocitosis mediada por receptores 

<sección 2 b>~ y por la transferencia de moléculas de celeste-
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rol libre de las lipoproteínas a la membrana plasmática celular 

mediante un proceso de difusión en fase acuosa. El 

procesamiento intracelular de las LDL ha sido discutido en deta-

lle (sección 2 b). Tanto el receptor para las LDL, como la 

HMG-CoA reductasa están sujetos a una regulación por retrohinhi-

bición dada por el colesterol. Como la endocitosis de las LDL 

provoca un aumento en los niveles intracelulares de colesterol, 

la síntesis de ambas proteínas se suprime; mientras que, las 

moléculas de colesterol libre que se acumulan activan a la acil­

CoA:colesterol aciltransferasa, enzima que esterifica el exceso 

de colesterol. Los ésteres de colesteril que se acumulan en 

inclusiones citoplásmicas, son el sustrato para la colesterol 

éster hidrclasa. En el caso de células que no producen hormonas 

esteroides o ácidos biliares, el ~nico mecanismo para remover el 

exceso de colesterol, es por el eflujo de moléculas de colesterol 

libre de la membrana a partículas aceptoras extracelulares. 

En ausencia de crecimiento celular, tanto la síntesis y 

metabolismo de colesterol como la distribución de colesterol 

libre entre las células y el medio que contiene lipoproteínas, se 

aproxima a un estado estacionario dado por la igualdad en el 

influjo y eflujo de colesterol libre. 
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Metabolismo y homeostasis del colesterol celular. CE, colesterol esterifi­
cado; CL, colesterol libre; MP, membrana plasmática; LDL, lipoproteína de 
baja densidad (modificado de la referencia 35). 

la. endocitosis mediada por receptores; lb. captura de colesterol libre por 
transferencia superficial, ésta involucra la'redistribución de moléculas de 
colesterol entre la membrana plasmática y las lipoproteínas extracelulares, 
con flujo de colesterol desbalanceado, el influjo es mayor que el eflujo; 
paso 2. hidrólisis de los ésteres de colesterol (CE) provenientes de las 
LDL; paso 3. síntesis de novo de colesterol, donde la HMG-CoA reductasa es 
la enzima que regula la-Vía;--paso 4. esterificación del colesterol libre 
(CL) por la acil-CoA:colesterol aciltransferasa, y almacenamiento de los 
ésteres de colesterol (CE) en inclusiones citoplásmicas; paso S. hidrólisis 
de los ésteres de colesterol; paso 6. remoción neta de colesterol libre de 
las células, por medio de un mecanismo de transferencia superficial (éste 
es el reverso del paso lb, siendo el eflujo mayor que el influjo). 
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4" PROTEINAS ACARREADORAS DE ESTEROLES V OTROS LIP!DOS. 

La primera evidencia de la egistencia de factores solubles 

citoplásmicos que estimulan la conversión de escualeno a coleste­

rol se dió al adicionar una fracción de sobrenadante de un homo­

genizado de hígado de rata obtenida a 105,000 x g, a una fracción 

microsomal del mismo tejido CB4>. Exarnenes posteriores han reve­

lado la presencia de una proteína no enzimática que se une a los 

precursores insolubles en agua, estimulando su velocidad de 

conversión a colesterol por las en2imas unidas a la membrana. 

Esta proteína ha sido nombrada como: proteina acarreadora de 

esteroles CSCP>~ y cuando se adiciona a una preparación micro­

sornal inactiva de higado de rata, restablece la actividad y la 

secuencia biosintética completa del escualeno al colesterol (84>. 

Johnson y Shah (85,86>, observaron en el higado de rata una SCP 

sensible al calor, requerida para la conversión de escualeno a 

lanosterol, y una SCP termoestable que participa en la conversión 

de lanosterol a colesterol. Subsecuentemente Scallen y cols. 

(84> reconocieron dos proteínas acarreadoras de esteroles. La 

proteína acarreadora de esteroles 1 <SCP1> y la proteína 

acarreadora de esteroles 2 (8CP2>· 

La SCP 1 ha sido puificada de la fracción soluble del cito­

plasma de hígado de rata, y es una proteína sensible al calor. 

Esta proteína participa en la conversión del escualeno a lanos­

terol como una prteina acarreadora de manera no catalitica 

(87,88). Algunas de las propidades de la SCP1 como son: la 

termosensibilidad; la reacción enzimática que estimulan y el 

tejido de donde se aisla semejan a las del factor proteico del 

sobrenadante de hígado de rata descrito por Ferguson y Bloch 
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C89)~ así como a la proteína descrita por Johnson y Shah <85,86>. 

Mientras que el factor proteico de sobrenadante requiere de 

fosfolipidos, para la SCP1 la adición de fosfatidil serina es 

estimulatoria pero no obligatoria (87>. 

La otra proteína acarreadora de esteroles, llamada por 

Scallen y col s. estimula la conversión de 

colesta-5,7-dien-3a-ol y 4,4-dimetil esteroles a colestrerol, 

pero no estimula la ciclización del escualeno para dar lanosterol 

(90). La SCP2 ha sido purificada a partir de la fracción citosó­

lica de hígado de rata <90). Es una proteína básica <punto 

isceléctrico 8.6>, tiene un peso molecular de 13.5 kDa determi­

nado por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y 

15 kDa determinado por filtración en gel, es estable 5 minutos a 

95°C. 

Con base en la composición de de aminoácidos y a las carac­

terísticas de la SCP2 antes mencionadas, se ha pensado que esta 

proteína podría corresponder a la proteína descrita por otros 

autores (90-93>. Al realizar un estudio comparativo entre las 

preparaciones repor·tadas por grupos diferentes, se ha encontrado 

que la proteína SCP2 es prácticamente idéntica a la proteína 

descrita por Zilversmit y cols., quienes la han llamado CM2 

(90,93). 

En vista que se ha demostrado que CM2 transfiere fosfolí­

pidos de microsomas a mitocondrias, al igual que es capaz de 

transferir colesterol de microsomas a mitocondrias <94). Si la 

CM2 y la SCP2 son la misma proteína entonces, la SCP2 puede estar 

involucrada no solamente en la activación de las reacciones 

enzimáticas microsomales que participan en la conversión de este-
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roles a colesterol, sino también en la transferencia intrace-

lular 

mismos 

de col esterol (90> . Al explorar esta 

autores han reportado que la proteína 

hipótesis, estos 

SCP2 transfiere 

colesterol de las gotas lipídicas citoplásmicas a la mitocondria 

en las glándulas adrenales (95)~ y que es capaz de estimular la 

producción mitocondrial de pregnenolona en el mismo tejido (96>, 

al parecer por un mecanismo que involucra la redistribución de 

colesterol de la membrana interna a la membrana externa mito­

condri ales (97>. 

Recientemente, se han determinado la estructura primaria y 

otras propiedades de la SCP2 <97>. La SCP2 está compuesta por una 

sola cadena polipeptidica con 122 residuos de aminoácidos, no 

contiene tirosina, arginina o histidina. Las predicciones de su 

estructura secundaria indican una región de a-helice para los 

residuos 21 a 34, y que probablemente sea el sitio de interacción 

con los fosfolípidos; así como una estructura B-plegada para los 

residuos 35 a 95. Con base en estudios inmunológicos, se ha 

determinado que la región comprendida entre los residuos 70 y 100 

esta probablemente involucrada en la captura de colesterol. Al 

hacer estudios comparativos, se encontró una gran homología entre 

la SCP2 de hígado de rata y la SCP2 de hígado de bovino y con 

algunas inmunoglobulinas, así como con la proteína que transfiere 

fosfatidilcolina, pero no con la proteína que se une a ácidos 

grasos <97). 

La SCP2 , también llamada proteína inespecífica transferidora 

de lipidos, no solamente ha sido purificada a partir de hígado de 

rata, sino también a partir de hígado de bovino (98) y de hígado 

de humano (99>; se ha encontrando una gran similitud entre ellas. 
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De manera interesante se encontró que la BCP2 está ausente en 

pacientes con el sindrome de Zellweger, lo cual puede contribuir 

a la acumulación de ésteres de colesterol, y a la síntesis defec­

tuosa de cortisol en las adrenales de dichos pacientes (99). 

En adición a los estudios antes mencionados, se ha reportado 

una prot.e:í. na qrn=:· se tmF' o fJP!Ja ,::11. cnl 1~st.erol CCBP>, aislada a 

partir del citosol de hígado de rata. Esta proteína aumenta la 

velocidad de recambio de colesterol entre rnicrosomas y mitocon­

drias en dicho tejido (100). La CBP ha sido purificada, se le ha 

determinado un peso molecular de 26 kDa por electroforesis en 

geles de poliacrilamida con SOS y 49 kDa por filtración en gel, 

tiene un punto isoeléctrico de 5.7 a 5.8. Los citosoles de varios 

tejidos extrahepáticos tales corno~ riffon, glándulas adrenales, 

testículos, corazón y otros, demostraron ser inmunoreactivos al 

antisuero contra CBP; por lo que se ha sugerido que esta proteína 

o proteínas similares pueden estar involucradas en el transporte 

intracelular de colesterol en los diferentes tejidos. Sin embar­

go, no se encontró reacción inmunoquímica con el suero total de 

rata, VLDL, LDL, HDL, extractos de eritrocitos o linfa intesti­

nal. Al comparar la proteína que se une al colesterol CCBP) con 

las proteínas acarreadoras de esteroles CSCP>, se encontró que la 

CBP es diferente a éstas óltimas (100). Además la CBP es diferen­

te a la proteína que se une a ácidos grasos descrita por Ockner 

y cols., y a la proteína recambiadora de fosfolípidos ClOOJ. 

Por otro lado, se ha encontrado un grupo de proteínas espe­

cializadas conocidas como proteínas del plasma que transfieren 

lípidos (101>. Estas proteínas facilitan el movimiento tanto de 

lípidos neutros (ésteres de colesterol y triglicéridos>, como de 
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fosfolipidos entre las diferentes clases de lipoproteínas (102>. 

Una de estas proteinas~ la proteína que transfiere ésteres de 

colesterol <CETP>, media la transferencia de ésteres de coles-

terol de las HDL a las LDL y VLDL; también facilita la transfe­

rencia de triglicéridos de las VLDL a las LDL y HDL ClOl,102). 

Debido a su papel en lA transferencia de ésteres de eolesterol, 

se ha pensado que la CETP puede participar en la vía de transpor­

te reverso del colesterol. Esta proteína ha sido purificada 

recientemente a partir de plasma de humane (101,103), es una 

proteína rica en aminoácidos hidrofóbicos, especialmente leucina, 

tiene un peso molecular de 74 kDa y un punto isoeléctrico de 5.2. 

Otras proteínas que aceleran el recambio de varios fosfo­

lípidos entre membranas naturales y artificiales han sido aisla-

das de varios tejidos. Algunas de estas proteínas han sido 

empleadas para estudiar la distribución y migración transmembrana 

de fosfolí pi dos ácidos grasos y col esterol <94>. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los estudios realizados por Brown y Goldstein han estableci­

do que la regulación de la homecstasis del colesterol en células 

de mamíferos se da principalmente a dos niveles: 1> entrada de 

las lipoproteinas de baja densidad por endocitosis mediada por 

receptores y 2> la biosíntesis de colesterol~ donde la Hidroxi­

metilglutaril-CcA reductasa es la enzima reguladora de la via. 

Adicionalmente se ha demostrado que el colesterol puede entrar a 

la célula por un mecanismo de difusió1i en fase acuosa. Sin 

embargo~ a pesar de ser conocido cómo el colesterol entra a la 

célula y cómo es metabolizado~ en la actualidad es practicarnente 

desconocido cómo esta molécula es integrada a la membrana plas­

mática y a membranas internas. 

Por otro lado, se han reportado proteínas solubles que se 

unen al colesterol y a los precursores del colesterol en el 

citoplasma de higado de rata~ y al parecer en otros tejidos. Asi 

también se ha reportado la existencia de proteínas capaces de 

transferir ésteres de colesterol entre las diferentes lipopro­

teínas del plasma de humano~ También se han descrito proteínas 

que aceleran el recambio de fosfolipidos entre membranas natura­

les y membranas artificiales~ en la actualidad no existen repor­

tes de proteinas especificas que aceleren el recambio de coles-

terol libre entre las lipoproteinas, 

y/o membranas artificiales. 

o entre membranas naturales 

Desde hace algunos a~os en el laboratorio ha existido el 

interés por conocer los mecanismos de regulación del colesterol 

en la membrana plasmática de la célula muscular cardiaca. De 
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manera interesante~ se ha llegado a dilucidar un importante papel 

de este esterol sobre la bomba de calcio de estas membranas 

(12,13). En específico, al encontrarse el colesterol en caneen-

traciones elevadas en la membrana plamática, se ha observado una 

importante i nhi bi c:i ón en la actividad de la ATPasc.~ de 

<Ca2•~Mg2•>. En contrastP la depleción de este lipido d8 las 

membranas produce un aumento en la actividad de dicha enzima. 

Estos cambios en la actividad de la ATPasa llevados a cabo 

colesterol pudierán suponer la existencia de mecanismos 

por 

de 

regulación de la concentración de colesterol en la sarcolema de 

músculo cardíaco (12,13>. Estos estudios nos han permitido 

iniciar la búsqueda de una molécula con importante participación 

en la modulación de la concentración de colesterol en la membrana 

plasmática de la célula muscular cardíaca. 

El objetivo de la presente tesis consistió en investigar la 

posible existencia de moléculas intrínsecas de la membrana plas­

mática de la célula muscular cardíaca, con afinidad por el coles-

terol, capaces de transferir y facilitar el recambio de este 

lípido entre el medio y la membrana plasmática. 
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IiI. MATERIALES V METODOS. 

1. Químicos. 

Tris~ Acido Etilendiaminotetraacético CEDTA>, Dodecil 

Sulfato de Sodio CSDS>, Triton X-100, resina de colesteril 

hemisuccinato-agarosa~ colesterol, fosfatidilcolina, fosfatidil-

serina, acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de amonio, 

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina <TEMED>, ditiotreitol CDTT>, 

albómina sérica bovina, ovoalbómina, estandares de peso mole­

cular, reactivo de Folin-fenol, dimetil sulfóxido y la sacarosa 

se obtuvieron de Sigma Chem. Ce. CSt. Louis, Mo, USA>. El 

[7-3 Hlcolesterol (actividad específica 12 Ci/mmol>, se obtuvo de 

ICN Radioquemicals Cirvine, CA, USA>. El glutaraldehido y el 

nitrato de plata se obtuvieron de Merck <México>. Todos los 

otros químicos empleados en este trabajo fueron de un alto grado 

de pureza. 

2. Aislamiento de la fracción de sarcolema cardíaco. 

El aislamiento de sarcolema cardiaco se hizó de acuerdo al 

método de St. Louis y Sulakhe C104>, modificado en nuestro 

laboratorio (105>, el cual se describe a continuación: 

Se emplearon corazones de conejos White Nueva Zelanda 

<machos adultos>, sacrificados por dislocación cervical. Los 

corazones fueron removidos, y entre 12 y 15 gramos de tejido 

ventricular previamente limpiados de tejido conectivo, fueron 

seccionados con un bisturí hasta obtener pedazos peque~os, los 

que se resuspendieron en 8 a 10 volumenes de amortiguador de Tris 

10 mM y ditiotreitol CDTT> 2 mM, ajustado con HCl a pH 7.4 y 4°C 
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<solución i). La suspensión fue homogenizada a 4°C, utilizando 

tres exposiciones de tres segundos cada una en un homogenizador 

Ultra-Turrax ajustado en 9. El homogenizado se filtró a través 

de una capa doble de gasa. Después de adicionar KCl 4 M (disuel­

to en solución 1> hasta alcanzar una concentración final de 

1.25 M, el homogenizado fue lentamente agitado Cen hielo> por 

10 minutos y centrifugado a 9,000 x g :: 10 mina 4°C, en una 

centrífuga Sorvall RC-5B. La pastilla resultante se resuspendió 

en solución 1 que contenía KCl 1.25 M, y se mantuvo en hielo 

por 10 min. Posterior a esta incubación, la suspensión fue 

centrifugada a 4,000 x g x 10 min a 4°C. La pastilla resultante 

de esta centrifugacion, se resuspendió en 30 volómenes de 

solución 1 para ser centrifugada a 3,000 x g x 10 min a 4°C 

Crepitiendose dos veces). La pastilla resultante se resuspendió 

en sacarosa 0.4 M (disuelta en solución 1>, y se sometió a 

centrifugación en gradientes de sacarosa, las concentraciones de 

sacarosa utilizadas fueron 1.17,1.39,1.60 y 1.83 M, preparadas 

con solución 1 ajustado a pH 8.2 <solución 2>. Una vez formados 

los gradientes a 4=C, se distribuyó la preparación cruda en la 

superficie del gradiente 1.17 M, y se centrifugo a 40,000 x g x 

60 min a 4°C en una centrifuga Bcckman L8-M empleando un rotor 

SW 27.1. Posterior a este paso, la banda o fracción movilizada a 

la interfase 1.60 a 1.83 M de sacarosa, se resuspendió con 

solución 1, y se centrifugó a 9,000 x g x lC min a 4°. La 

pastilla resultante se resuspendió en sacarosa 0.4 M (disuelta en 

solución 1> y se centrifugó a 40,000 x g x 10 min a 4° en un 

segundo gradiente con 1.39, 1.53, 1.60 y 1.83 M de sacarosa 

<preparadas con solución 2>. Se retiró la fracción ·ubicada 
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en la interfase de 1.53 a 1.60 M de sacarosa, se resuspendió 

en solución 1. Esta fracción final se centrifugó a 9,000 x g x 

10 min a 4° y la pastilla final recuperada en solución 1. Se 

prepararon alicuotas de esta última fracción, las que se almace-

naron a -72°C en un ultracongeladar REVCD hasta su ulterior uso 

(dos semanas>. 

Esta fración ha sido previamente caracterizada en nuestro 

laboratorio con base en sus actividades enzimáticas intrínsecas, 

en comparación con preparaciones de retículo sarcaplásmico y 

mitocondria. Los resultados de esta caracterización han demos-

trado que la fracción obtenida corresponde a una fracción 

enriquecida de sarcolema (105). 

3. Solubilización de la fracción sarcolemal y cromatogafía en 

columna. 

La fracción de membranas <sarcolema>, se solubilizó mediante 

una solución de Tris 10 mM, KCl 10 mM, EDTA 1 mM ajustada a 

pH 7.4 con HCl, que contenía Triton X-100 al 0.1% (concentración 

final>. La solubilización se llevó a cabo durante 30 min en 

hielo con agitaciones suaves. Posteriormente el solubilizado de 

membranas se centrifugó a 60,000 x g x 30 min a 4QC en una 

ultracentrifuga Beckman LB-M. El sobrenadante se recuperó, y se 

aplicó a una columna de 1.0 x 10 cm que contenía 5 ml de coles­

teril hemisuccinato-agarosa, previamente equlibrada con amorti­

guador de Tris 10 mM, KCl 10 mM, EDTA 1mM, Triton X-100 0.1 % 

pH 7.4 (solución A>. Durante toda el proceso de cromatografía se 

empleó una velocidad de flujo de 10 ml por hora, y se colectaron 

fracciones de 0.5 ml a 4°C. 
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Después de cargar la columna con las proteínas contenidas en 

el sobrenadante de 60,000 x g y de colectarse los picos A y B, 

ésta se lavó con solución A hasta que la densidad óptica del 

efluente fue despreciable <aproximadamente 25 ml de solución A>. 

Para eluir las moléculas que se pegaron a la columna, ésta se 

lavó con un gradiente discontinuo de l<Cl W.1, ü.3 y 1.0 M>. Se 

colectaron fracciones en las condiciones ya indicadas. Las frac­

ciones que contenían proteína se unieron, y se concentraron a 4°C 

por medio de una camara de ultrafiltración Amicon y una membrana 

YM 5. El concentrado se repartio en alicuotas que se congelaron a 

-72°C en un ultracongelador REVCO. Después del gradiente de KCl, 

la columna se lavó con 250 ml de una solución de metanol al 90%, 

colectandose los 20 ml iniciales~ los cuales fueron concentrados 

en las condiciones mecionadas. 

4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

nativas 

Después de concentradas, las proteínas contenidas en las 

fracciones correspondientes al pico C se separaron por medio de 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 5 %, en condiciones 

nativas de acuerdo al método de Weber y Osborn C106>, a 200 mA de 

corriente constante. Se aplicaron 40 a 50 µg de proteína por 

cada pozo y al concluir el tiempo de corrida, los geles que no 

fueron te~idos ni fijados se emplearon para experimentos de 

pegada de colesterol, así como para la extracción de cada una de 

las bandas CI, CII, CIII y CIV. 

A partir de estos geles nativos sin te~ir ni fijar, en 

comparación con geles teñidos corridos en las mismas condiciones, 
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se cortaron en sentido longitudinal en la región correspondiente 

a cada una de las cuatro fracciones antes mencionadas. Las 

cuatro tiras de gel obtenidas se seccionaron y se homogenizaron 

con un homogenizador Ultra-Turrax, y se dejaron a 4°C en 20 ml de 

amortiguador de fosfatos CNaHP04/NaH~P04 25 mM, pH 7.1>. Las 

proteínas que difundieron del gel al amortiguador en 24 horas, 

fueron filtradas a través de filtros millipore (0.45 µm> y 

dializadas toda la noche contra agua destilada a 4°C. Finalmente 

las muestras fueron concentradas a 4°C por medio de una camara de 

ultrafiltración Ami.con y una membrana YM 5. Posteri.ormente se 

almacenaron a -72°C en un ultracongelador REVCO hasta su uso 

posterior. 

5. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. 

Las proteínas contenidas en cada una de las fracciones 

fuéron separadas en geles de poliacrilamida al 

140x140x1.5 mm, que contenían SDS al 0.1 % (107). 

7.5 

Las 

cienes de corrida fueron 30 mA de corriente constante y 

t. de 

condi-

durante 3 horas. Al concluir la corrida, los geles fueron fija-

dos y te~idos con plata segun el método de Oakley y cols. <108). 

6. Incorporación de colesterol a geles nativos. 

Al concluir la electrofóresis en condiciones nativas, los 

geles no te~idos ni fijados se incubaron por una hora a 37QC en 

un medio que contenía NaHP04/NaH2P04 0.1 M pH 7.1, dimetil sul­

fóxido al 20 %, colesterol 100 µM y 6 µCi de [7-~HJcolesterol/ml. 

Posteriormente los geles fueron lavados tres veces con el mismo 

medio pero que no contenia colesterol y secados por medio de un 

secador de geles CHoefer Scientific Instrumentes>. Finalmente los 
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geles fueron cortados en secciones de 0.5 cm. Estas secciones se 

colocaron en viales, a los que se les añadió 5 ml de tritosol, y 

se contaron en un contador de sentelleo liquido <Packard>. Los 

geles control fueron teñidos siguiendo el método de Oakley y 

col s. e 108). 

7. Incorporación de colesterol a liposomas reconstituidos con 

cada una de las fracciones. 

Se incorporaron 10 µg de proteína de cada una de las dife­

rentes fracciones CI,CII,CIII y CIV, en liposomas unilamelares de 

fosfatidilcolina/fosfatidilserina en una relación 9/1 previamente 

formados por medio de 30 minutos de sonicación, en un sonicador 

Bradsonic con baño de agua, enfriando en hielo cada 7 min. Se 

emplearon los siguientes controles: a> liposomas de fosfatidil­

colina/fosfatidilserina (9/1>; b) liposomas de la misma composi­

ción que contenían 10 µg de citocromo oxidase; y c) liposomas 

adicionados con 10 µg de albúmina sérica bovina. 

La incorporación de colesterol se llevó a cabo a 37°C en un 

medio que contenía plasma humano inactivado al 10 % (diluido con 

solución de fosfatos 50 mM pH 7.1>, colesterol frie 0.2 mg/ml y 

[~HJcolesterol. Después de cuatro horas de incubación, los lipo­

somas se lavaron con una solución de Tris-HCl 50 mM pH 7.4 por 

medio de un sistemas de filtros millipore (0.45 µm>. Los filtros 

una vez secos se transfirieron a viales donde se les añadió 5 ml 

de tritosol para ser contados en un contador Packard. 

Con el fin de determinar la proteína incorporada, los liposo­

mas fueron centrifugados a 108~000 x g x 45 min a 4°C en una 

ultracentrifuga TL-100, se recuperó la pastilla resultante, a la 
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que se le determinó la cantidad de prot~ína. 

8. Obtención de anticuerpos anti-fracción CI 

Con el fin de producir anticuerpos, la proteína Cl obtenida 

a partir de geles nativos se inoculó a un borrego para inducir la 

respuesta inmune~ de acuerdo al siguiente esquema de inmuniza-

ción: 150 µg de proteína CI Ceri solución de fosfatos) se mezcló 

con un volumen igual de adyuvante completo de Freund hasta formar 

una emulsión. Esta emulsión se inoculó al borrego por via 

subcutánea en el pliegue inguinal. Dos semanas más tarde~ el 

borrego se sangró a través de la vena yugular, y la inmunoreac­

tividad del suero se ensayó en placas de Ouchterlony (109). 

Segunda inmunización: 15 días después de la primera inmunización 

se reinmunizó al borrego con 150 µg de proteína CI con adyuvante 

incompleto de Freund por la misma vía. Una semana después se 

sangró nuevamente el borrego de la manera mencionada para inves-

tigar el titulo de anticuerpos. Tercera inmunización, ésta se 

llevó a cabo con 100 µg de proteína CI y adyuvante incompleto de 

Freund, por la vía ya mencionada. 

Con el objeto de mantener el título de anticuerpos anti-CI, 

y con miras en estudios posteriores, el borrego ha sido inmuniza­

do mensualmente. 

9. Reacciones de inmunoprecipitación en gel 

Con el fin de averiguar la presencia de anticuerpos anti-CI, 

los sueros obtenidos se diluyeron de manera seriada con solución 

salina de fosfatos CPBS>, y se pusieron a reaccionar con el 

antígeno CCI> en placas de agarosa al 1.5% durante 24 hrs, a 

temperatura ambiente y encamara humeda (109). Posteriormente, 
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las placas fueron lavadas con 6 cambios de solución salina al 

0.85% a 4°C. Finalmente fueron teffidas con azul de coomassie. 

10. Determinación de proteínas. 

Todas las determinaciones de proteína se hicieron de acuerdo 

al método de Bensadoun y Weinstein <109), usando como estandar 

albúmina sérica bovina. 

51 



IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

A partir de la fracción sarcolema! de múscJ10 cardíaco 

mediante solubilización con Triton X-100 y centrifugac!ón dife-

rencial, se obtuvo una mezcla de protPínas sarcolemales para ser 

separadas por medio de cromatografía en columna mediante una 

resina de colesteril hemisuccinato-agarosa. Como se observa en 

la figura 6, inicialmente eluyen de la columna tres picos de 

proteína denominados como A, B y c. 
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Figura 6. 

Pico A Pico B Pico C 
1-----i 1----1 

l 
SE 

SE + KCl 100 mM 

l 
20 30 40 50 60 70 80 

Número de fracción 

Perfil de elución del solubilizado sarcolemal a través de una 
columna de colesteril hemisuccinato-agarosa. S, sobrenadante de 
60,000 x g; SE, solución de elución. 
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Después de colectar los dos primeros picos A y B que repre­

sentan un 70% de la proteína total del sobrenadante de 60,000 x g 

y de lavar exhaustivamente la columna con una solución de Tris 10 

mM, KCl 10 mM, EDTA 1 mM y Triton X-100 0.1% pH 7.4, se cambió la 

fuerza iónica del amortiguador, al incrementar la concentración 

de KCl de 10 a 100 MM. Bajo estas condiciones eluyó de la 

columna un tercer pico de proteína denominado como e, el cual 

representa a un grupo de proteínas retenidas inicialmente por la 

columna, correspondientes a un 15% de la proteína aplicada a la 

columna. 

De la misma manera, al ~ambiar la concentración de KCl de la 

solución de elución a 0.3 y 1 M se obtuvieron otros dos picos de 

proteina los cuales representan el 10 y 5% del total de proteína 

inicialmente aplicada a la columna. Estos picos no se muestran 

en la figura 6, en vista de haber sido durante este estudio 

exclusivamente investigadas las características de los 

componentes del pico C. 

Los picos de proteína obtenidos de la columna de colesteril 

hemisuccinatc-agarosa, fueron sometidos a electroforesis en geles 

de poliacrilamida con SDS, de donde se obtuvo un patrón electro-

forético como el mostrado en la figura 7. En este gel se puede 

apreciar que cada uno de los picos que eluye de la columna, está 

formado por varias proteínas. 

Un análisis más detallado de este gel nos muestra 

inicialmente que, durante la solubilización de las membranas y la 

centrifugación diferencial del solubilizado se eliminan básica­

mente los componentes de alto peso molecular (carriles 8 y C>. 
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Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% con SDS de lñs 
fracciones eluidas de la columna de colesteril hemisuccinato-agarosa. 
A) marcadores de peso molecular; B) sarcolema cardiaco; C) sobrenadan­
te de 60,000 x g; D) picos A-B; E) pico C (KCl 0.1 M); F) pico D (KCl 
0.3 M); G) pico E (KCl 1 M). En cada pozo se aplicaron 25 ){g de 
proteína excepto para el pozo A en el que se emplearon 10 )Jg. Las 
letras en la parte derecha corresponden a las bandas de proteína 
referidas en el texto (experimento representativo de 10). 
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Por otro 1 ado, durante la elución de las proteínas del 

sobrenadante de 60,000 x g a través de la columna, se puede 

observar claramente como las proteínas son fraccionadas al 

emplear un gradiente discontinuo de KCl. De esta manera algunas 

cen, es decir, eluyen de la columna de manera gradual. Por 

ejemplo, las bandas de proteína (d, e, j y ~> < f i g ur e:"'t. n , no 

son ni parcialmente retenidas por la columna, mientras que otras 

proteínas son parcialmente retenidas por 18 columna. En especí-

fice, las bandas de proteína denominadas como Cb, f, g y m> 

(figura 7> eluyen de la columna prácticamente en su totalidad con 

KCl 100 mM. Otras prc1t.r.::'inas (e,. f, i, !::, l y o son muy svi den-

tes en las fracciones que eluyen con KCl 0.1 y 0.3 M y finalmente 

las proteínas <a, h y n> (figura 7) aparentemente tienen mayor 

afinidad por la columna, ya que eluyen de ésta con KCl 1 M. 

Se decidió emplear un gradiente de KCl para liberar las 

moléculas unidas a la columna~ en lugar de haber empleado coles­

terol para liberar específicamente las posibles moléculas afines 

a este esterol~ debido a que se ha mencionado C111> que concentra­

ciones altas de sal pueden romper todas las interacciones no 

hidrofóbicas entre el ligando inmovilizado y la proteína. Al 

incrementar la concentración de sal, aparentemente se favorecen 

las interacciones hidrofóbicas. Sin embargo la sal normalmente 

desplaza las proteínas unidas a la resina. En el presente 

trabajo el gradiente de sal fue suficiente para liberar todas las 

proteínas retenidas por la columna, ya que el eluyente obtenido 

al lavar la columna con metanol al 90% no contenía proteínas. Lo 

que a su vez podría sugerir que las interacciones hidrofóbicas no 
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se favorecieron con el gradiente de KCl. 

La razón principal por la que se empleó el gradiente de sal 

para liberar las moléculas unidas a la columna, fue la de tener 

en mente la realización de experimentos de pegada y transferencia 

de colesterol, por lo que se pensó recuperar de la columna las 

proteínas libres de dicho esterol para poder determinar si 

alguna de estas proteínas tenía afinidad por éste. 

Se han empleado exitósamente columnas de este mismo material 

para separar a la enzima colesterol oxidasa y lipoproteínas del 

plasma, en cuyo caso la liberación de la enzima o la partícula 

se logró mediante la adición de detergentes Cll2,113). En vista 

de haber empleado en el presente estudio un detergente como lo es 

el Triton X-100 para mantener en solución a las proteínas 

extraídas de las membranas, es probable que la presencia de este 

detergente haya modificado las propiedades de la columna. 

Al considerar que las proteínas retenidas por la columna 

correspondientes al pico e fueron las primeras en eiuir de ésta, 

se decidió iniciar la búsqueda de proteínas afines por el coles-

terol en esta fracción. Por consiguiente, se realizó un estudio 

sistemático exclusivamente de los componentes de esta fracción 

<pico C>, y se dejó para un futuro las otras fracciones que 

eluyen de la columna con mayor fuerza iónica. 

Con base en lo anterior, las proteínas contenidas en el pico 

C fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones nativas con el objeto de llevar a cabo un siguiente 

paso de purificación. Bajo estas condiciones, se observa que de 

las múltiples bandas obtenidas en el sistema de geles con SDS, 

Qnicamente cuatro migran en estos geles. Estas cuatro bandas o 
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Una vez conocida la migración electroforética de las pro­

teínas contenidas en el pico C en condiciones nativas, se decidió 

investigar si bajo estas condiciones alguna de las fracciones 

antes mencionadas presentaba afinidad por el colesterol, para lo 

que se empleó [ 3 HJcolesterol. 

De manera interesante se encontró que de las cuatro frac­

ciones, la correspondiente a CI fue capaz de unir colesterol aún 

estando embebida en el gel, este fenómeno de unión de colesterol 

ne se obsevó en las fracciones CII, CIII y CIV (figura 9). 

Este resultado por primera vez sugirió la presencia de una 

proteína con afinidad por colesterol contenida en el solubilizado 

de sarcolema cardíaco. 

A pesar de que no se logró (debido a la ausencia de deter­

gentes y reductores) la calibración del sistema de los geles 

nativos con los marcadores de peso molecular, la secuencia 

aparente en el peso molecular entre las fracciones CI, CII, CIII 

y CIV (figuras 8 y 9>, sugirió la posibilidad de contar con una 

proteína multimérica CCI>, considerando que las fracciones CII, 

CIII y CIV podrían representar subfracciones de esta misma 

proteína. Con base en lo anterior y al resultado que se obtuvo 

al usar [:ZHJcol esterol Cfi gura 9), se decidió e:árae·r de 1 os 

geles nativos las cuatro fracciones antes mencionadas. 

Con la finalidad de apoyar experimentalmente la posibilidad 

de contar con una proteína multimérica, se realizaron electrofo­

resis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS de las frac-

ciones CI~ CII, CIII y CIV, las cuales previamente habían sido 

extraidas de los geles nativos. 

58 



fracciones se han denominado CI, CII, CIII y CIV (figura 8) • 
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Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilarni­
da al 5% en condiciones nativas de la 
fracción del pico C. A) marcadores de 
peso molecular (20f!g); B-F fracción 
de proteínas del pico e, se aplicaron 
de 40 a SOflg de proteína en cada 
pozo. CI, CII, CIII y CIV correspon­
den a las fracciones referidas en el 
texto (experimento represen ta ti vo 
de 20). 
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Después de someter a electroforesis en 

poliacrilamida con SDS a las cuatro fracciones CI, 

geles de 

CII, CIII y 

CIV y de te~ir estos geles con plata ClOB>, se observó de manera 

sumamente interesante que el bandeo de las cuatro fracciones 

correspondía principalmente a una proteína con un peso molecular 

aparente de 73 kDa (figura 10). 

Es importante comentar, que al emplear este sistema de geles 

en presencia de SDS, en algunas ocasiones de los m~ltiples geles 

realizados, se observó en la preparación de la fracción de 

proteína CI una banda con un peso molecular aproximado de 47 kDa 

adicional a la banda de proteina siempre presente de 73 kDa. Al 

respecto se pensó que esta prote:í. na de LJ.7 !:.Dé: pudiera ser un 

producto de la proteólisis, ya que no se emplearon inhibidores de 

proteasas, o bien a las condiciones en las que se realizó el 

corte de la banda correspondiente a la proteína CI de los geles 

nativos, en las que pudo haber errores de apreciación en el 

momento de realizar dicho corte. 

Los resultados mostrados en la figura 10, en los que se 

obser-va que 1 e.s c11atro fr acci enes CI, CI I, CI I I y CI\I mi gran a una 

misma posición 

fuertemente la 

multimérica. 

en los geles de poliacrilamida 

posibilidad de contar con 

con SDS apoyan 

una proteina 

Al tomar como base el peso molecular de 73 kDa de la pro-

teína purificada en este estudio, podría ser posible establecer 

una comparación entre esta proteína y la proteína que transfiere 

ésteres de colesterol, la cual ha sido aislada a partir de plasma 

de humano y a la cual se le ha determinado un peso molecular de 

74 kDa < 101, 103). Para lograr esta posible comparación es 
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Figura 10. 

A B e DE F G H 

Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% con SDS 
de las fracciones CI, CII, CIII y CIV. Al marcadores de 
peso rnolelcular (10.Mg); Bl fracción sarcolernal (25 .Ag); 
C) sobrenadante de 60,000 x g (20J.l.g); D) pico C (10/tg); 
El fracción CI (2 }lg); F) fracción CII (2 }'g); G) frac­
ción CIII (2 ¡t;g) ¡ H) Cracción CIV (2 )'g) (representativo 
de 20 experimentos). 
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necesario realizar una car ac:teri zaci 6n e}~hausti va de 1 a proteína 

CI, la cual se llevará a cabo en nuestro laboratorio durante los 

pr ó:{ i mns meses. 

Al partir de los resultados que se muestran en la figura 10 

'l trat.c-tr de rE•forz.i11~ la posi bi J. :i. r.lad dG": cont.::\r con un.;:, proteína. 

activa en estado multimérico, las cuatro fracciones CI, CII, CIII 

y CI\I, fueron reconstituidas en liposomas para así estudiar la 

capacidad de ~ada una de las fracciones en relación con la 

transferencia de colesterol. De esta manera se encentró que 

únicamente la fracción CI fue capaz de aumentar la incorporación 

o transferencia de colesterol del medio de incubación a las 

membranas artificiales. En contraste las fracciones CII, CIII y 

CIV no mostraron aumento en la incorporación de colesterol 

(-figura 11)" En esta misma figura, se observa que los controles 

utilizados cie liposomas adicionados con alb~mina y de liposomas 

reconstituidos con citocromo cxidasa como una proteína control 

intrínseca de membrana, no favorecen la transferencia de coles­

terol del medie a las membranas, sino por el contrario~ la alb~-

mina parece inhibir la incorporación de colesterol a las msmbra-

nas liposomales. El efecto dado por la albúmina probablemente 

esté relacionado con la capacidad de asociación y de transporte 

de ácidos grasos que tiene esta proteína. Estos datos permiten 

pensar que el aumento en la transferencia de colesterol dado por 

la proteína CI es especifico, y que no se trata de un simple 

artefacto dado por la presencia de una proteína intrínseca en las 

membranas liposomé\J.es. Ya qtw los U.posomas 12er se incoi~pnran en 

sus membranas moléculas de colesterol al encontrarse en un medio 

que contenga este esterol, la cantidad de colesterol incorporada 
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por les liposomas control (no adicionados con proteína> se consi-

deró como el valor basal. 
En los liposcmas reconstituidos con 

1 

cada una de las fracciones, 
este valor basal fue restado para 

observar ~nicamente el [~HJcclesterol transferido especlficamente 

por cada una de las fracciones. 
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Incorporación de colesterol a liposomas 
reconstituidos con las fracciones CI 
CII, CII _Y CIV. C) control; A) lipo~ 
s~mas adicionados con albúmina; CO) 
11~osomas reconstituidos con citocromo 
ox1dasa; CI-CIV liposomas reconstituidos 
con cada una de las fracciones (experi­
mento representativo de 3). 
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En las condiciones en las que se llevó a cabo el experimente 

de transferencia de colesterol, al considerar que la proteína CI 

tiene un peso molecular de 73 kDa y que se incorpora entre un 70 

y 90% en los liposomas~ se ha determinado que esta protei~a 

transfiere del medio a las membranas mntre 98 y 127 pmolas de 

colesterol/pmola de proteína/h a 37°C. En vista de observar un 

aumento importante en la transferencia de colesterol en los 

liposomas reconstituidos con la proteína CI, a ésta se le ha 

denominado proteína transferidora de colesterol CCTP por 

Cholesterol Transfer Protein, ver anexo>. 

Adicionalmente se pue~e comentar que el tiempo empleado para 

llevar a cabo los experimentos de transferencia de colesterol 

C4 horas>, corresponde al tiempo medio requerido para transferir 

más del 50% del colesterol del medio a las membranas liposomales 

(35). 

La tabla II muestra el porcentaje de recuperación de pro-

teína a lo largo del proceso de purificación. A partir de ~stos 

datos se puede comentar que el el porcentaje de recuperación de 

la proteína Cl es del crd~n de 0.15% en relación al total de 

proteína presente en la fracción sarcolema!. En vista de no 

poder determinar la actividad de la proteína CI a le largo del 

proceso de purificación~ no se puede establecer el grado de 

purificación de esta proteína, por lo que por el momento se ha 

concretado a expresar únicamente su porcentaje de recuperación. 
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TABLA II 

Porcentaje de recuperación de proteína durante el procedimiento 

empleada para la purificación de la CI 

Muestra mg de proteína l. 

Sarcolema cardíaco 100 100 

Sobrenadante de 26 26 ± 6.03 Cn=B> 
60,000 X g 

Pico e 2.6 2.6 ± 0.41 Cn=7> 

CI 0.15 0.15 ± 0.025 <n=5> 

Estos datos muestran el bajo rendimiento del procedimiento 

empleado en la extracción de la proteína CI de la fracción sarco-

lemal~ siendo la separación y extracción de los geles nativos el 

paso limitante. Como se comentará más adelante, con la fortuna 

de contar con anticuerpos policlonales anti-proteína CI, se esta-

blecerá uan nueva metodología para el aislamiento de la proteína 

CI por medio de cromatografía de afinidad antigeno-anticu~rpo. 

En la figura 12, se pueden observar los resultados obtenidos 

en los experimentos de inmunoprecipitación en gel con doble 

inmunodifusión. Claramente se puede apreciar la formación de una 

banda continua de precipitación al utilizar diluciones seriadas 

del antisuero y la proteína CI aislada. Estos resultados nos 

indican la pureza del antígeno CCI> empleado para la inmunización 

del borrego. 
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Figura 12. Doble inmunodifusión en placas 
de agarosa. Las letras indican 
diluciones del suero anti­
fracción CI. a) 1:32; b) 1:16; 
c) 1:8; d) 1:4; e) 1:2; 
f) 1:1. En el pozo central 
se colocaron 5 }-lg de la 
fracción CI (representativo de 
5 experimentos). 

Con el fin de investigar la especificidad del antisuero 

obtenido contra la protein~ CI, se pusieron diluciones de este 

antisuero a reaccionar con albúmina sérica bovina y con ovoalbú-

mina en placas de Ouchterlony C109). Mediante estos experimentes 

se encontró que las proteínas arriba mencionadas (albúmina y 

ovoalbúmina>, ne reaccionan con suero anti-proteína CI Cresulta-

des no mostrados>. Este indica qu~ la cspocificid~d que tiene el 

antisuero se debe a la presencia del anticuerpo correspondiente. 

En vista de contar con anticuerpos anti-proteína CI, se 

están realizando experimentos de inrnunotransferencia, mediante 

los cuales se explorará la posible presencia de CI en los picos D 

y E que eluyen de la columna de colesteril hemisuccinato-agarosa 

con KCl 0.3 y 1 M respectivamente. 
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V. CONCLUSIONES 

Los resultados presentados en este trabajo permiten 

concluir: 

1. Se ha pw~ificado una proteína intrínseca de la membrana 

plasmática de la célula muscular cardíaca con afinidad por 

colesterol, denominada CTP. 

2. La proteína CTP es capaz de transferir colesterol al ser 

reconstituida en membranas artificiales. 

3. Los datos mostrados sugieren la posibilidad de que la CTP 

para ser activa necesita encontrarse en estado multimérico. 

4. De manera exitosa se ha obtenido un anticuerpo policlonal 

anti-CTP~ el cual será sumamente útil en el refinamiento del 

procedimiento de purificación, así como para la caracteriza­

ción ulterior cinética y estructural de la proteína CTP. 
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VI. PERSPECTIVAS 

Con base en las propiedades de la proteína CTP descritas en 

el presente trabajo, se piensa que esta proteína podría cons-

tituir un sistema totalmente nuevo en la regulación del contenido 

de colesterol de la membrana plasmática~ no sólo de la célula 

muscular cardiaca, sino también en otros tipos celulares. Por lo 

anterior se considera de sumo interés el continuar con la carac-

terización de esta proteína, asi como iniciar la exploración de 

su posible existencia en la membrana plasmática de otros tipos 

celula1~es. 

Para llevar a cabo ésto último, primeramente se establecerá 

una nueva metodología para la purificación de la proteína CTP, ya 

que el procedimeinto hasta ahora empleado tiene una serie de 

desventajas en cuanto a rsndimiento, tiempo y costos. Al respec­

to se piensa que la cromatografía de afinidad antígeno-anticuerpo 

permitirá realizar un aislamiento específico y más rápido de la 

pr c1t e:í. na CTP. 

Para ésto, se cuenta ya con sueros anti-CTP de donde se 

aislará una fracción de inmunoglobulinas G CigGs>. Una vez 

aisladas, estas inmunoglobulinas se acoplarán a una columna de 

sefarosa activada, mediante la cual se aislará la proteína CTP. 

Al haber establecido y comprobado la eficiencia de esta 

metodología para la purificación de la proteína CTP, y con base 

en los resultados que se obtengan de los experimentos de 

inmunotransferencia, se intentará de ser el caso, purificar dicha 

proteína a partir de membranas de otros tipos celulares. 

Al haber resuelto el problema del aislamiento preparativo de 
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la proteína CTP, se iniciará el estudio sistemático de la 

cinética de asociación-disociación del complejo CTP-colesterol. 

Por· medio de los métodos ya bien descritos de equilibrio de 

diálisis y filtración Millipore. 

Con el uso de las IgGs anti-CTP mediante técnicas inmunoló­

gicas, se explorará la posible relación entre CTP y las diferen­

tes apolipoproteinas, así como con otras proteínas que facilitan 

el recambio de lipidos. 

De poder demostrar un papel claro de la proteína CTP en la 

homeostasis del colesterol en células normales, resultará de 

interés el estudiar si cambios de esta proteína pueden estar 

relacionados con el desarrollo de la hipercolesterolemia. 
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A N E X O 

Por considerar que los resultados obtenidos durante la presente 

investigación constituyen la primera evidencia de una proteína de 

la membrana plarnática que favorece la transferencia de coles­

terol, en este anexo se incluye una copia del manuscrito enviado 

para su publicación a la revista Biochim. Biophys. Acta. 
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A cholesterol transfer protein CCTP> has been isolated from a 

cardiac sarcolemmal fraction by detergent solubilization, column 

chromatography, and preparative electrophoresis using nondissociating 

polyacrylamide gels. In contrast to several sterol carrier proteins 

that have been isolated from soluble cytosolic fractions, a CTP must 

be reconstituted into an artificial membrane to mediate cholesterol 

transfer acti vi ty. A CTP also must be present in the membrane in a 

multimeric form for the expression of its full activity, since the 

monomer ~Jas shown not to be active. We believe that this novel 

protein might represent an important molecule in the regulation of the 

homeostasis of cholesterol in cardiac sarcolemma. 
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Severa! kinds of proteins that accelerate the exchange between 

membranes of different types of lipids have been purified &nd 

characterized t1,2J. Sorne of these cytosolic proteins have recently 

been used to study the distribution and transmembrane migration cf 

Studies by Brown and Goldstein E5J have demonstrated that 

cholesterol homeostasis is regulated by two proteins: the cel 1 

surface receptor for the low-ciGnsity lipoprotein that specifically 

bi.nds this cholesterol-carrying lipoprotein, and the 3-hydroxy-

3-methylglutaryl-coenzyme A reductase, the rate-controlling enzyme in 

the internal synthesis of cholesterol [6J. However, although both the 

endc1genm.1s chol esterol synt.hesj. ::-.ed in the endopl asmi e n?ti cul um [ 7J 

and the e:-: ogencH.\S chol estE·rol a1~e 1~api dl y tr ansported th1~oughout the 

liver cell and are integrated in all intracellular membranes [8J, 

the regulatory mechanisms for the transport of cholesterol, and 

specifically the way cholesterol is integrated and withdrawn frorn 

plasma membranes. are not well understood. 

Rat liver cytosol contains several proteins called sterol carrier 

proteins CSCP>. Sterol carrier protein-1 apparently participates in 

the rnicrosomal conversion of squalene to lanosterol [9,10J, and SCP-2 

in the conversion of lanosterol to cholesterol E9,10J. Chol e~;;terol -· 

binding protein, also isolated from rat liver cytosol, has been 

reported to enhance the rate of cholesterol exchange between rat liver 

microsomes and rnitochondria E11l. Because cytcsols from sevP-ral 

e:·:trahepat i e tissues i.ncluding heart, have been shown to be 

immunoreactive to a cholesterol-binding protein antiserum [12J, 

it has been suggested that this protein or a similar class cf 

proteins might be involved in the intracellular transport Clf 
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chalesterol in different tissues. In light of the mechanism of 

transfer of cholesterol between the erythrocyte and plasma, it has 

been suggested that aqueous diffusion might govern the movement of 

cholesterol between compartments E13J. However~ lipoproteins may also 

partirfp~te in the exchange process [14J. 

The pn:?sent isolation é.<.nd i ni tLd 

characterization of a CTP from cardiac muscle sarcolemma. This CTP 

binds cholesterol and, when reconstituted, facilitates the transfer of 

chalesterol from a serum/buffer system into artificial membranes. In 

contrast to the sterol carrier proteins and the cholesterol-binding 

protein isolatsd from the J. i. ve1r CE·l 1 cytosc;J. ~ CTP has to be 

solubiJi2ed from the sarcolemmal vesicles and reconstituted into an 

artificial mernbrane fur observation of its transfer activity. 

The procedure developed in this study for the isolation of 

the cholesterol-transfer prctein consistPd in the elution of a 

cholesteryl-hemisuccinate-agarose column <CHS-agarose column> with 

step changes in ionic strength. As shown with other systems, 

CHS-agarose can be used in the isolation of cholesterol oxidase and 

serum lipoproteins E15J. Fer the serum lipoproteins, specific 

desorpti on was achi eved lfJi th detP-rgents that apparent 1 y decrease the 

affinity of bound proteins to the adsorbent. Therefcre, since we used 

the properties of the CHS-agarose for the selectiva separation of 

proteins in a detergent medium, our CHS-agarose column might be 

considered a weak affinity column. 

Elut:i. on of the CHS-agarose column result.erJ in 

protein peaks <Fig. 1>. Peak e, which eluted with a 100 mM KCl 

buffer, was concentraterJ and dialyzed befare being subjected to a 

further purification step employing preparativa non-dissociating 
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pclyacrylamide gel electrophoresis. Among the several bands cbtained, 

four fractions called CI~ CII, CIII~ and CIV were recovered from 

these preparative gels CFig. 2>. The CI fraction was able to bind 

while embeddcd in the acrylamide gel <Fi g. 2). 

Although this system was not successfully calibrated with a set of 

CIII, and CIV suggested that these fractions might correspond to 

multiples of each other CFig. 2>. Therefore, the possibility of having 

isolated an active multimeric protein was considered. 

Despite the differences in the apparent molecular weights of the 

different fractions when the non-dissociating preparative gels were 

employed CFig. 2>, all four fractions exhibited the same main band 

under dissociation conditions using SDS gels corresponding to a 

protein with a molecular weights of 73,000 when silver stained 

CFig. 3). These results support the idea that under the conditions 

employed in this investigation~ CTP isolated from cardiac sarcolemma 

corresponds to a protein active only in the multimeric form. 

To further test this hypothesis, fractions CI, CII, CIII, and 

CIV were concentrated, dialyzed, and incorporated by sonication into 

preformed unilamellar liposomes ~fter protein recovery from the 

preparative gels. In contrast to fractions CII, CIII, and CIV, which 

behaved like the control liposomes, fraction CI showed a great 

capacity to incorporate cholesterol into the liposomal membranes 

(Fig. 4>. The incorporated CI fraction transferred 95.5 pmol of 

cholesterol/pmol of protein/hr. The addition of albumin te these 

liposomes interfered substantially with the inccrpcration of the CI 

fraction since the c~HJcholesterol incorporation values dropped below 

the control measurements of those without albumin. Moreove1~, the 
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reconstitution of cytochrome oxidase into the liposomal membranes, 

as a control measurement employing another integral membrane protein, 

did not increase the incorporation of [ 3 HJcholesterol into the 

liposomal membranes (Fig. 4>. These results support our early 

experiments showinq the affinity of ~rP for cholesterol and the 

necessity of having the protein in a multimeric form fer the 

development of its full transfer activity. Since the transfer of 

cholesterol might be carried out via a pool of mcnomers present 

in the medium or through a diffusion mechanism between particles 

Clipoprotein-liposom8), further work is needed to clarify whether 

the activity of CTP is dependent on any of these conditions. The 

irnmunologic characteristics of CTP in cornparison with a series of 

lipoprotein apoproteins are currently being investigated. 

On the basis of the main properties of CTP described in this 

study, we believe that this protein could represent an entire new 

system of regulation of the cholesterol content in cardiac sarcolemrna. 

However, the presence of CTP in the plasma membrane of other cell 

types is also being investigated in our laboratory. 

Since we have previously proposed that changes in the sarcolernmal 

cholesterol concentration might alter the equilibrium of cytoplasmic 

calcium through changes in the sarcolemmal calcium pump [16,17J, we 

believe that alterations in the expression or regulation of CTP in the 

membrane might be of major biological significance in the normal 

physiolcgy of the cardiac muscle cell. 
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FIGURES 

Fig.1 Continuous elution profile cf the sarcolemmal solubilized on a 

column el.O x 10.0 cm> ccntaining 5 ml cf cholesteryl­

hemisuccinate-agarose CCHS-agarose>. The enriched sarcolemmal 

preparation was i=olat2d from ~!ew Zealanrl White rabbit hearts as 

previously described by us (16~17). The sample applied to the 

cclumn consisted of 10-15 ml of the supernatant obtained by 

centrifugation C60,000 x g x 30'> of the detergent-treated 

sarcolemmal vesicles (11) contained in 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 

0.1% Triton X-100 and 10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4 Celution 

buffer, EB>. The flow rate employed was 10 ml/hr, and 0.5 ml 

fractions were collected at 4°C. After chromatography of the 

sample and collection of peaks A and B~ the colurnn was washed 

with the same buffer until the optical density of the effluent 

was negligible. For elution, the gel was washeci with 50 ml of 

10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, 0.1% Triton X-100 containing 1 mM 

FOTA, and increments in the ionic strength of the buffer 

employing 0.1, 0.2, and 1.0 M KCl <only peak e, corresponding to 

0.1 M KCl, is shown>. The protein load corresponds to 15 mg of 

solubilized protein from 43 mg of sarcolemmal vesicles. Peak C 

contains 835 µg of protein. Tubes containing eluted protein were 

pooled, concentrated at 4°C either with a YM5 Amicon membrane or 

a concentration bag Spectropor-3 and Aquacide, dialyzed against 

water, and tested for their cholesterol-biding activity in 

non-dissociating polyacrylamide gels. 
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Fig. 2 Non-dissociating polyacrylarnide gel electrophcresis of peak e 

obtained frcm the CHS-agarose column. Five percent Weber and 

Osborn gels [18J were run at constant 200 mA. The protein 

load was 40-50 µg, as measured by the Bensandoun and 

Wein5tein meth0d [!9J. Frorn !eft t" right the dots in the 

gel ceirresponrJ to frac:U.ons CI, CII, CI II and CIV. After 

electrophoresis, unfixed and unnstained gels were incubated 

for one hour at 37°C in a medium containing 100 mM 

(pi-! 7. l) , 20% DMSO CpH 7.1>, 500 

chal esterol, and 10 µCi [7-~HJcholesterol/ml (speci-Fi e 

activity~ 12 Ci/mmol>. After this procedure, the gels were 

times \•.'i th 52.IT:e buffe1~ 

[ 3 HJcholesterol, followed by slicing. Control gels were 

silver stained with the method describeci by Oakley et al [20J. 

Following the same procedure, we used unfixed and unstained 

sliced gels for the specific extraction and isolation of 

fractions CI, CII, CIII, and CIV. Minr.:ed ge•ls viere placed in 

20 ml of a phosphate buffer ( 25 mM NaHP0 4 /NaH2 P04 pH 7.1>, at 

4°C fer 48 hr, filtered through Millipore (0.45>, dialyzed for 

24 hr against water, and concentrated with an Amicon micro­

concentration unit employing a YM5 membrane. In a typical 

experiment from two gels (14.0 x 14.0 x 0.15 cm) loaded with 

1.6 mg of protein frorn peak e, between 70 and 100 µg of CI 

fraction is obtained. 
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Fi g. 3 Sod). urn dodecylsulfate-polyacrylamide gel e:•l ectrophoresi s 

of fractions CI, CII, CilI~ and CIV obtained from the 

non-dissociating gel system. 7.5% Laemmli gels E21J were run 

at constant 30 mA and 10°C. The protein load was measured 

by the Bensandoun and Weinstein rnethod E19l. A·fter electro-

phoresis the gel was fixed and stained with the method 

described by Dakley et al E20J. a> molecular weight 

standards (5 µg>; b) sarcolemmal fraction ClO j..lg>; e> 60,000 g 

SLlpE•rnatant (10 pg)~ d) peak C (5 pg/; e) fn'lction CI (1 pg>; 

f) fr<~c:tion CII (1 pg>; g) fr·actton CIII Cl pg>; h) fraction 

CIV (1 pg>. 
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Fig. 4 r~HJcholesterol j. ncorporation into preformed liposomes 

reconstituted with fractions CI, CII, CIII, and CIV. The 

different fractions obtained from the non-dissociating gel 

system were concentrated with a YM5 Amicon membrane, and 

ciialyzed overniqht against water at 4°C and 10 vg of protein 

incorporated into preforrned unilarnellar liposomes by 1 min 

sonication in a Brandsonic water bath sonicator set at full 

poi-ier and employing a 50 mi'i Tris-HCl. buffer, pH 7.4. The 

incorporated protein was measured following the Bensandoun and 

Weinstein method [19J. Using a lipid to protein ratio of 

1~,000/1, fract:ions CI~ CII~ CIII~ CIV and cytoctu·c1me o:ddase 

CCO> were sonicated with phosphatidylcholine/phosphatidylserine 

(9/1) liposomes, and the E3 HJcholesterol transfer activity was 

measured immediately. CA> corresponds to the addition of 10 µg 

of albumin to the liposomal suspension. The incorporation 

procedure was followed at 37~c i.\s pi~ evi ousl y clescribed 

by us E16,17J employing E7-3 HJcholesterol <specific activity: 

12 Ci/mmol>. At the end of the incubation period, the 

incorporated liposomes were placed en Millipore filters 

(0.45 µm) and thoroughly washed with a 50 mM Tris-HCL buffer, 

pH 7. 4. The filters were transfered to scintillation vials~ 

and 5 ml of tritosol was added before counting in a Packard 

scintillation counter. 
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