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RESUMEN

Han sido purificadas diversas proteinas que aceleran el
recambio de lipidos entre la fraccidn soluble vy microsomal del
higado de rata. También se han descrito proteinas que facilitan
gl reacambio de lipidos entre las lipoproteinas del plasma
sanguinen, vy entre estas mismas lipoproteinas y algunos tipos
celulares. Sin embargo, a pesar de gue existen evidencias de
coamo el colesterol es integrado de sus sitios de sintesis a la
membrana plasmatica y del recambio pasivo de este esterol entre
los diferentes tipos de membranas, en la actualidad es totalmente
desconocida la existencia de mecanismos de regulacion de las
concentraciones de colesterol en las membranas bioldgicas.

Con base en experimentos iniciales realizados en nuestro
laboratorio, el proposito de la presente tesis fug el investigar
la enistencia de moléculas intrinsecas de la membrana plasmatica
de la célula muscular cardiaca o sarcolema, capaces de transferir
colesterol entre los diferentes compartimientos celulares.

La fraccidén sarcolemal se aisld por centrifugacidon diferen—
cial vy centrifugacidn en gradientes de sacarosa a partir de
misculo cardiaco de conejo. Esta fraccion fue solubilizada con
Triton X-100 vy centrifugada. El! sobrenadante, se sometid a
cromatografia de afinidad en una columna de cblesteril
hemi succinato—agarosa.

Al emplear un sistema de geles de poliacrilamida en condi-
ciones nativas, se observd gue una de las proteinas gue eluye de
la columna con KC1 100 mM fue capaz de unir colesterol al encon-—

trarse embebida en el gel. Esta proteina se recuperd de 1lops



geles nativos y se reconstituyd en membranas artificiales, donde
sg observd gue es capaz de transferir colesterol del medio al
interior de la membrana.

El analisis elecroforético en geles con SDS indica que esta
proteina tiene un peso molecular aproximado de 73 kilo-
daltones (kDa).

El presente trabajo, constituye el primer reporte de una
proteina aislada de la membrana plasmitica capaz de recambiar
colesterol entre el medio v la membrana plasmatica de la célula
muscular cardiaca. fctualmente, nos encontramos explorando la

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

1. GENERALIDADES SOBRE EL COLESTEROL.

a) Estructura y Propiedades del Colesterol

El compussto conocido ahora como colesterol, fue descrito
por primera vez a fines del siglo XVIII por De Fourcroy, quien lo
aisld a partir de los calculos biliares (1), Posteriormente en
1Bl1&6 Chevreul, introdujo el termino colesterina (del griego
chole=bilis vy steros=snlido) para designar a esta sustancia.
Hacia 1835, la colesterina se epcontro en la sangre humana, en el
cerebro vy otros tejidos; por lo tanto se fue treconociendo gra-
dualmente como wn constituyente normal de tpdas las células
animales vy de wvarias secreciones, asi comb un componente de
ciertos depdsitos patolégicos (1). En 1843, Vogel 1o encontrd en
arterias ateromatosas. Berthelot en 1859 demostrd gue la coles-—-
terina era un alcohol y prepard ésteres de éste; mientras gue
Hirtle aisld colesterol oleato vy colesterol palmitato del suero,
con base en lo cual afos mas tarde se demostrd gue el colesterol
presente en los ateromas estaba en forma esterificada (1).

Sin embargo, hay guien menciona que este compuesto era va
conocido por los Egipcios v los Griegos, en los calculos bilia-
res, y fueron estos dltimos guienes 1o nombraron colesterol (2).

Después de varios afos de investigacidn se establecid 1la
estructura guimica de este esterol. La molécula de colesterol es
un sistema condensado de cuatro anillos (figura 1)3 tres anillos
de seis carbonos (A,B,L), Y un anillo de cinco carbonos (D),
tiene una cadena lateral en el carbono 17, vy dos grupos metilo

(C-18 v C-19) unidos a los carbonos 13 y 10 respectivamente,
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conocidos como grupos metilo angularess ademas tiens una doble
ligadura en la posicidn 5 v un grupeo OH en el carbono 3. Cabe
sefalar gue los estudios de cristalografia con rayos X han
revelado gque el colesterol no es una molécula plana, i no gue

tiene cierto grosor, y sus dimensiones son 7.2 X 4.3 X 20 & (1).

Figura 1. Estructura del colesterol.

Dentro de sus principales propiedades y constantes fisicas
podemos mencionar: es un compuesto de CerHaeDs cuyo nombre sis—
tematico es Colest-S-en-~33-nl; tiene un peso molecular de 386.64,
su  porcentaje de carbono es del 83.87 %, hidrogeno 11.99 % vy
oxigeno 4.14 %: densidad 1.03 en forma monchidratada, y 1.052 en
forma anhidras es practicamente insoluble en agua (3x1078 M), vy
spluble en solventes orgénicos como el éter, cloroformo, benceno

y otros.



b) Importancia del Colesterol en el Funcionamiento Celular

El significado funcional del colestereol, uno de los prin-
cipales constituyentes de las membranas de celulas eucariontes ha
recibido un gran interés en los altimos afos. Numerosos estudios
en gque se han aplicado varias técnicas, han establecido que el
colesterol modula la estructura y propiedades dinamicas de las
membr-anas. Algunos de estos estudios han demostrado gue el coles-
terol puede tener efectos en la movilidad de lipidos en las
membranas bioldgicas (3-8). En general se ha aceptado que en las
membr-anas el colesterol tiene un efecto "solidificante! (a]
"condensante” a temperaturas por arriba del estado de transicion
de la mavoria de los lipidos, vy un efecte "fluidizante" a tempe-
raturas por debajp de dichas temperaturas de transicidn. Estos
cambios en la fluidez de la membrana dados por el colesterol, se
piensa qgue Jjuegan un papel importante en la regulacidn de las
funciones membranales, vy se han relacionado con fendmenos tan
variados como: el transporte de aztQcares (6,73 el transporte
active (B,9), la actividad de proteinas de membrana, tanto
enzimas como acarreadores (6-13)3 permeabilidad (14-14)3; inmuno-
gquimica (17), y otros.

En 21 caso del eritrocito se sabe gue l1a fluidez de membrana,
puede regular: el transporte de oxigeno, el cual se reduce al
incrementarse el colesterol en la membrana; el transporte mediado
por acarreadores. También interviene en: 1la respuesta inmunold-
gica; la capacidad de agregacidn intercelular; la interaccion con
proteinas del plasma y la fusidn celular (3). For otro lado, en
la superficie interior, la interaccion éntre el citoesqueleto v

ptros componentes de membrana pusde afectarse por cambios en la
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fluidez de membrana (3). Asi también, se ha visto gue los eritro-
citos incubados con colesterol tienen mayor resistencia a la
hemdélisis por chogue hipotdénico y a alteraciones mecdanicas de
la membrana (3).

La relevancia del colesterol en términos de permeabilidad es
evidente; estudios en sistemas modelo vy membranas bioldégicas de
microorganismos, eritrocitos, y otros tipos celulares, han esta-
blecido gue g1 colesterol reduce la permeabilidad a los no elec-
trolitos a temperatwas fisinlégicas (7,14,16), Ciertos procesos
de difusidén facilitada a través de la membrana del eritrocito se
aumentan por la deplecidn del colesterol; mientras gue otros son
inhibidos (7). El transporte de Ma* y K+ sensible a ouabaina se
aumenta por la deplecidn del colesterol (11,14)3; mientras gue el
enriquecimiento con este esterol al parecer no tiene efecto en
dicho procesc. Adicionalmente se ha encontrado gue el transporte
pasivo de Ma* insensible a ouabaina, es inhibido por un enrigue-—
cimiento de colesterol en las membranas (14). Mo obstante., 1la
mayoria de los trabajos establecen un efecto inhibitorio del
colesternl, Grunze y cols. (7), han reportado gue el colesterol
tiene un efecto dual en procesos de transporte simple y mediado
en eritrocitos de humanos.

FPor otro lado, se ha encontrado gque los niveles de coleste-
rol esn la membrana plasmatica pueden modular la actividad de
algunas enzimas como son: la ATPasa de Mav/K* yv la ATFasa de
(Ca=» ,Mg="). Fara estas enzimas se ha observado gue los incre-
mentos de colesterol en 1la membrana tienen un efecto inhibitoriog
mientras gue, la deplecidn de colesterol estimula la actividad de

dichas enzimasi es decir hay uwna relacidn inversa entre el con-




tenido de ﬁulesterol en la membrana v la actividad enzimatica
(B,11-13). Respecto & la ATPass de calcio del reticulo sarco-
plasmico existe controvercia, en vista de evidencias gue sos-—
tienen qgque los incrementos en la cantidad de colesterol en el
reticulo causan un  decremento proporcional en la actividad
(10,183 mientras gue Warren y cols. ((19), encontrarun.que el
colesterol no tiene ningon efecto en la actividad de la ATPasa
reconstituida con mezclas de fostatidileolina/Zcolestercl a tempe-—
raturas mayores de 30°C. &in embargo, estos mismos autores
demostraron gue 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 colesternl ejerce su sfecto regulatorio en estas enzi-
mas, al respecto se han propuesto varias alternativas: una de
ellas sostiene, con base en estudios de resonancia magnética
nuclear, gue el efecto inhibitoric del colesterol esta relaciona-
do con la disminucidén del movimiento mplecular dentrn de la
bicapa (8): otra propone gue una interaccidn directa entre el
colesterol y la ATPasa de MNa*/K*, asi como para la ATFasa de
(Ca=+,Mg=*) de sarcolema cardiaco puede modular 1la actividad,
donde al parecer el efecto es directo sobre la enzima (11-13,19).
También se ha sugerido la interaccién directa entre el coles—
terol vy algunas proteinas membranales del eritrociteo (3. Sin
embargon, £l papel especifico del colesterol en la estructura vy
funcisn de las membranas no ha sido totalmente elucidado, & pesar
de los estudios extensivos acerca de los efectns de dicho esterol
en membranas modelo y membranas hioldgicas, por 1o gue continda

siendo éste un campo muy atractive de trabajo.



For otro ladn, la importancia del colesterol en mamiferos y
otros vertebrados, no radica unicamente a nivel de membrana; si
no también a otros niveles del funciornamiento celular, vya gue el
colesterol es el precwsor de moléculas de importante partici-
pacidn como lo son: las hormonas esteroides, los acidos biliares,
los ecsteroles fecales neutrns, asi como los mineraloceorticoides y
los glucoeocorticoides. La cantidad de colesterol metabolizadd a
hormonas esterocides no es muy grande, sin embargo fisioldgica~-
mente es importanite, los esterocles neutros y 1os aclidos biliares
son los principales metabolitos derivados del colesterol, los gue
a su vezr constituyen su via de excrecidn.

En 21 hombre y otros mamiferos, ciertas patologias se han
aspriado con las concentraciones alteradas de colesterol en la
sangre. De esta manera, cuanto mé&s elevado es el nivel sanguineo
de colesterol contenido en particulas denominadas lipoproteinas
de baja densidad (LDL), tanto ma&s rapido es el desarrollo de la
enfermedad conocida como ateroscierosis (ver seccidn 2 o). Esta
enfermedad, en la cual el colesterol se acumula en las paredes de
las arterias vy forma placas aterosclerdticas gue obstruyen 1la
luz, es la causa primaria en los infartos del miocardio, que
constituye wna de las causas principales de muerte en paises
occidental es.

En vista de gue las lipoproteinas son el vehiculo principal
de transporte de colesternl y ptros lipidos, vy por la participa-
cion de estas lipoproteinas en los procesos de recambio de coles—
ternl y fosfolipidos, 1os cuales se discuten en secciones poste-
riores; se considerd de interéds el describir detalladamente su

metaholismo y funcidn.



2. METABOLISMD DE LAS LIPOPROTEIMAS Y 54U FUMCION.

a) Clasificacién y Formacidn de las Lipoproteinas.

Esegncialmente todos los lipidos del plasma, con excepcion de
lps acidos graseos libres los cuales se unen & la albamina, viajan
£ Son transportadons 8n Complejons @ultinolecul ares conocidos como
lipoproteinas. Las lipoproteinas son particulas globulares, en
su parte central se encuesntran triglicédridos v édsteres de coles-—
terol, con oura cubierta exbterna de apoproteinas, fosfolipidos vy
colesterol libre. Con base en la proporcidn de sus constituyentes
lipidicos vy al tipo de apoproteina presente se pueden distinguir
cuatrop clases discretas de lipoproteinas: Guilomicrones, Lipopro-
teinas de muy baja densidad (VLDL), Lipoproteinas de baja densi-—

dad (LDL) vy Lipoproteinas de alta densidad (HDL) (tabla ID.

TRBLA 1
Cosposicién de las Lipoproteinas del Plassza Humano.

CLAGE DE TRIGLICER1IDDS FOSFOLIPIDDS COLESTERDL COLESTERDL PRUTEINAS APOFROTEINAS

LIPOPROTEINA (% DEL PESD) {% PESD) LIBRE ESTERIFICADD {1 PESD). FRINCIPALES
{% PESD) {% PESD).

Builomicrones 80-95 3-8 -3 2-4 1-2 A-1,A-1V,B
L1, CiL, E

YLIL 45-63 15-20 4-8 16-22 410 B,E, L1, €11
£1It.

Lt 4-8 18-24 6-8 45-30 18-22 B

HOL 2-1 26-32 3-5 15-20 45-53 -1, A-11,

Tozada de 1a referencia 20.
Las vias de formacidon, interconversign y catabolismo de las

lipoproteinas en el organismo son complejas. los principales



ciclos metabdélicos se ilustran en la figura 2.

Los quilomicrones son producidos en el higado a partir de
las grasas de la dieta y contienen principalmente triglicéridos.
Los quilomicrones son secretados en la linfa, entran a la cir-
culacidn sanguinea a través del ducto tordcico y pasan a la
circulacion periférica, donde la lipoproteina lipasa (LFL), loca-
lizada en la superficie del endotelio vascular, hidroliza la
mayor parte de log triglicéridos. Después de la lipdlisis, los
guilomicrones remanentes son tomados por el higado, el cual
produce lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las cuales son
secretadas a la circulacidn hepato-periférica.

En 1la circulacidén sanguinea, las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) son el sustrato de la lipoproteina lipasa, enzima
gue hidroliza los triglicéridos. Esta hidrdlisis produce un
aumento en la densidad de las particulas, hasta gue se forman
lag lipoproteinas de baja densidad (LDL) . que pasan por un estado
intermediario conocido como lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL), parte de las cuales son tomadas por el higado.

Las LDL son las principales acarreadoras de colesterol en el
plasma humanoly abastecen de colesterol a las células hepaticas y
extrahepaticas, mediante una via conocida como endocitosis media—~
da por receptores a apoproteinas B/E (seccidn 2 b). Las HDL
sirven comp aceptoras del exceso de materiales de la superficie
de los quilomicrones depletados de triglicéridos y particulas
VLDL. El exceso de colesterol libre es esterificado por medio de
la lecitina-colesterol transferasa (LCAT) y es transferido a las
lipoproteinas de baja densidad por medio de la accidn de pro-

teinas del plasma (ver seccion 4).
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VIA FEXOGENA VIA ENDOGENA

Acidos Biliares
’

Colestero]
de la dieta Colesterol »
~ R para lDL
g R para : i -
) L K
Intestino Higado % ¢ Tejidos

Extrahepético;

R pars
kenauenfe

8 OQuilomicrones ., Quilomicrones

Remanentes  J

Capilares Capilares
Plasmu
Liporoteina Lipoproteina
Lipasa Lipasa

Figura 2. Vias de formacidn y catabolismo de las lipoproteinas. R, receptor;

LDL, lipoprotefna de baja densidad; VLDL, lipoproteina de muy baja
densidad; IDL, liporprotcina de densidad intermedia; HDL, lipopro-

te{na de alta densidad; LCAT, lecitina colesterol aciltransferasa
(tomado de la referencia 20).

For 'Dtro lado, selha encontrado gue las HDL son aparente-
mente las lipoproteinas responsables del transporte reverso de
moléculas de colesterol provenientes de varios tejidos, para ser
l1levadas al higado (ZiAy seccidén 3 h).

Ei colesterol gue retorna al higado pusde ser secretado  en
la bilis como Acidos hiliares, y una fraccion de éstos se pierden

en las heces.
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b) Endocitosis Mediada por Receptores y Catabolismo de las LDL.

El fendmeno de endocitosis mediada por receptores, fue iden-—
tificado por primera ve: en los estudios acerca de los receptores
para LDL (22). Subsecuentemente se ha demostrado gque este mismo
fendmeno se aplica a una gran variedad de mpléculas como son: el
factor de crecimiento epidermoide, 1a insulina, la transferrina,
algunas toxinas, etc. (23).

En su forma funcienal el recepteor para las LDL es una glico-
proteina 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 sintesis, el precursor
de 120 kDa es convertido a la forma madura de 160 kDa por 1a
adicidén de residuns de carbohidratos (23,25), la cantidad de
carbohidratos gue se adiciona no es suficiente para proveocar un
incremento real de 40 kDa en el peso molecular, pero muy proba-
blemente provoca una serie de cambios conformacionales, los gue
a su vez producen una migracidén anormal en ios geles de poli-
acrilamida con SDS (25).

Aproximadamente 45 minutos después de su sintesis, el recep-—
tor para la LDL aparece en la superficie de la célula, donde es
agrupado junto con Dtros_receptnres en regiones de la membrana
plasmatica llamados hoyos © pozops cubiertos (coated pits)
(26,27). Estos pozos son recubiertos en su parte citoplasmica por
una proteina llamada clatrina, la cual esta conectada al cito-
esqueleto. Los receptores localizados en dichos pozos reconocen a
las LDL y se unen a ellas mediante 1la apoproteina B. El receptor
también interactua con la apoproteina E, por lo gue al receptor

para LLDi., también =se le ha llamado receptor apo-B,E (21).
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De 3 a 5 minutos depués de su formacidn, los pozos cubiertos

se invaginan y forman vesiculas endocitéticas cubiertas, vy rapi-

|

damente la clatrina se dispria de la superficie de las vesiculas

cubiertas que pasan a ser vesiculas con una superficie

lisa

- {figura 3. Varias vesiculas de éstas, se fusionan para formar

estructuras llamadas endosomas (28). Se ha encontrado que el pH

de los endosomas 5 mas bajo gue el del citoplasma que lo rodea,

debido a 1la presencia de bombas de protonss en la membrana

endosoma que acidifica su contenido (23).

Reticulo
Endoplésmico

© [l — —
@Q) E © O

Aparato ;
de Golgi _ ~Juny
Vesicula

Cubierta

;

é HMG CoA Reductasa

§ Receptores para LDL

(} Vesicula de
Aminodcidos Reciclaje /

Figura 3. Endocitosis mediada por receptores. HMG-CoA reductasa denota la
3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa; ACAT denota la
acil-CoA:colesterol aciltransferasa; LDL, lipoproteina de baja
densidad. Las flechas verticales indican efectos regulatorios
(tomado de la referencia 23).

Pozo .
Cmierto% @
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Bajo la influéncia de un pH &rcido, las LDL se disocian de
sus recpetores, y entonces édcstos pueden regresar a la superficie
(figura 3)., aparentemente se agrupan con otros receptores en un
segmento de la membrana del sndosoma que se constrife para formar
una vesicula de reciclaje gqus rogresa receptores a la superficie
celular (23). Una ve: que la vesicula de reciclaje alcanza la
superficie, el receptor se puede unir a otra particula LDL, e
iniciar otro ciclo de endocitosis vy reciclaje. Cada receptor
hace un viaje completo cada 10 minutos de manera continua (23

Las LDL gue se disocian del receptor, permanecen en el
endosoma, el cual se fusiona a un lisosoma en donde las LDL son
expuestas a una variedad de hidrolasas acidas (figwa 3. Sus
conponentes proteicos son hidrolizados por proteasas, produciendo
aminoacidos. Los ésteres de colesteril! son hidrolizados por una
lipasa acida gue libera colesterol y dcidos grasos (26). Cuando
el colesterol se ha acumulado en el citoplasma, éste media tres
reacciones de regulacidn por retroinhibicidén, lo gue permite
mantener un nivel constante de colesterol dentro de la célula
(26) . 1) blogueo de la sintesis intracelular de colesterol por
la supresién de la hidroximetilglutaril—-Cof reductasa; 2) activa-—
cidn de la acil-CofA:colesterol aciltransferasa (ACAT), la cual
le une un &cido graso para gue el exceso de colesterol pueda ser
almacenado en gotas citoplasmicas, como ésteres de colesteriliy 3)
Frobablemente el efecto mas importante la supresidén de la sin-
tesis de receptores para LDL, constituye el tercer punto de
regulacion (23,26). A traves de este mecanismo de retroinhibi-

cidn, las células ajustan el namero de receptores de tal manera
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gue solo aporten el colesterol necesario para su  crecimiento.
Cuando las ceélulas estan creciendo activamente vy requieren gran-
des cantidades de colesterol para la sintesis de nuevas membranas
plasmiaticas, sintetizan un gran namero de receptores para LDL vy
toman el colesterol contenido en estas particulas (Z26). Luando
las células en cultivo llegan a la confluencia, éstas pueden
suprimir la produccidén de receptores para LDL en un 90%, 1o gque
las protege de una sobreacumulacidén de ecolesterol cuando sus

necesidades por este estarol disminuyen (23;26).

c) Defectos Genédticos en los Receptores para LDL v
Aterosclerosis

Desde 1212 Anitsckow, demostrd gue un nivel alto de coles-
ternl en conejos pusde produtir aterosclerpsis. Estudios en
animales han demostrado que cuando se slevan los niveles de
colesterol =n el plasma por ingestidn de colesterol se tiene como
resultado la aterosclerosis. Datos epidemidioldgicos sostienen
una relacidén entre niveles elevados de LDL en el plasma vy la
incidencia de enfermedades cardiacas de las coronarias en 1la
poblacidn humana (20).

El papel de los niveles altos de LDL y de sus receptores en
la génesis de la aterosclerpsis se ha establecido por la disponi-
bilidad de fibroblastos en cultivo de pacientes con hipercoles—
terolemia familiar (HF), un desorden genético, cuyos individuos
no pusden producir receptores funcionales para LDL. Esta enferme-—
dad &5 heredada como un pédecimiento autosomal dominante
(20,23,26). La fo?ma homoeigdtica en la cual dos genes anormales

son  heredados es sumamente rara, aproximadamente un caso en un



millén de personas. En estos pacientes el colesterol sanguineo
puede alcanzar 1 g/dia, & a 10 veces el nivel normal. La ate-
rosclerosis en las coronarias se desarrolla antes de los 20 abos,
siendo letal. Los heterocigotos para esta enfermedad son relati-
vamentes comwbngs, aproximadamente uno en 200 a D00 personas.
Estos individuos tienen niveles de LDL 2 a 4 veces por arriba del
normal y desarrplla aterosclerosis severa entre la 3¢ y 5% década
de wvida (23,26). En ambos casps la elevacidén de los niveles de
LDL en el plasma se debe a la remocidn reducida de las LDL,
debido a la ausencia de receptores funcionales para estas parti-
culas en las celulas del organismo.

Los estudios de incorporacidn de [®®5lmetionina en recep-
tores inmunoprecipitables, han revelado gu= las mutaciones en el
gene del receptor de pacientes con HF, caen en por 1o menbs cinco
clases (29,30). El alelo mutante mas comin en &1 locus del
receptor para LDL, no codifica 1a sintesis de alguna molécula de
receptor inmunoprecipitable. Una segunda clase de alelos mutan-—
tes, produce recentores gue son sintetizados, procesados y lleva~
dos normalmente a la superticie celular. tina vez en la superfi-
cie, estos receptores se unen a anticuerpos mono v policlonales
dirigidos contra receptores de personas normales; sin  embargo
dichos receptores defectuosos son incapaces de uniree a las LDL.
Una tercera clase de mutaciones, cpdifica para receptores gue son
sintetizados como precursores de 120 kDa que aparentemente son
normales, pero gue no son debidamente procesados en cuanto a los
carbohidratos, por 1o gue no alcanzan la superficie celular
(25,29,30), Una cuarta clase de mutacidn, estad dada por la sin-

tesis de precursores anormalss de 100, 135 y 170 kDa, en contras-

16



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 wnirse a las LDL
(23 . Una gquinta clase de mutacidnes incluye varins alslos
mutantes, en los cuales los receptores anormales son llevades a
la superficie, donde se unen a las LDL con una afinidad normal,
pero son incapaces de migrar a las pozas cubiertas (23). Feor lo
gue estos receptores no pueden llevar LDL al interior de la
célula.

Con base en estos estudios llevades a cabo en pacientes
con HF (29,30), se ha demostrado que las mutaciones antes mencio-
nadas, se dan en el locus del receptor para LDLy, vy no en pro-
teinas necesarias para modificar o transportar el receptor a 1la
superficie celular. La elucidacidén del papel de los receptores
para LDL, fue también facilitada por la disponibilidad de conejos
con hipercolesterplemia vy aterosclerosis esponténea, descrita
primeramentoe por Watanabe y cols. (31).

For otro lado se ha demostrado gue en macrofagos, existen
dos tipos diferentes de receptores: 1) receptores para LDL aceti-~
ladas, vy 2) receptores para 3~VLDL. 8e sugiere gue estos recep-
tores Jjuegan wun papel en la conversion de estas células en
células espumosas (foam cells), vya gue por estos dos tipos de
receptores  los macrdfagos 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
citpplasma una apariencia espumosa al ser vistas en el aicrosco-
pio electrénico.

Sin embargo, la aterosclerosis no solamente se desarrolla
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por la falta de receptores funcionales para LDL o por la presen—
cia de lipoproteinas modificadas, sino también, se puede dar por
la sintesis de apoproteinas defectuosas, principalmente apo~B,
las cuales no pusden ser reconocidas por sus receptores, por lo
tanto no pu=sden ser transportadas 2l interior de la célulay y por
consiguiente su nivel en &l plasma s eleva. También se ha
descrito una enfermedad conocida como sindrome se Wolman, cCuyos
pacientes carecen de la lipasa acida lisosomal, enzima gue nor-
malmente hidroliza los ésteres de colesteril vy triglicéridos.
Debido a ésto, los ésteres de colesteril provenientes de las LDL
se  acumulan en los lisosomas. Esta acumulacidon es particular-—
mente marcada en las arterias., dando como consecuencia la forma-
cidn de ateromas (26).

De la misma manera, se podrian mencionar otros padecimientos
relacionados con 21 metabolismo del colesterol y lipoproteinas
gue conllevan & la hipercolesterolemia v aterosclerosis. 8in
embargo, estan fusra de los obljetivos de la presente tesis.

A pesar de conocerse el papel de los receptores para LDL en
l1a génesis de la aterosclerosis, el mscanisue molecular por el
cual las LDL v otras lipoproteinas son aterogénicas, aun no ha
sido elucidado. 8in embargo se han propuesto dos posibilidades:
1) los niveles eslevados de LDL en el plasma sanguineo pueden
dafar a las células endoteliales (20) por lo tanto, las células
del misculo liso pueden estar directamente expuestas a las LDL vy
otros censtituyentes de la sangre como las plaguetas. Estas
titimas al agregarse provocan la liberacidn de un factor de
crecimiento, el cual puede estimular & las células del misculo

lisp a proliferar y secretar una matriz de elementos de tejido
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conectivo; 1o gue a su vez puede provocar el inicio de uwna placa
aterosclerbtica. 2  un  segundo meCcanismno propone gque cliertas
subclases de lipoproteinas como lo son las acetil~LDL v 3-VLDL,
pueden ser consideradas especificamente aterogénicasy debido a
que los macrofagos no las pueden astabolizar, se acumulan en su
citoplasma, por lo gue se convierten en células espumosas, las
cuales se han asociado con los ateromas (21,32-34).

Existen evidencias firmes gue sostiensn gque la disminucidn
de las LDL del plasma puede reducir el riesgo de enfermedades
cardiacas de las coronarias en pacientes hipercolesterolémicos.
For otro lado, se ha demostrado gque los niveles bajos de HDL  en
el plasma estan también asociados con enfermedades prematuras de
las ariterias coronarias. Los niveles reducidos de HDL vy 1la
appliproteina  A-1 presumiblemente llevan a un transporte reverso
ineticiente del colesterol, va& oue la HDL es aparentemente el

acarreador primario en esta via (ver seccidn 3 h.
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3. TRANSFEREMCIA Y RECAMBIO DE COLESTEROL LIBRE Y FOSFOLIPIDUS

a) Consideraciones Generales y Mecanismos.

Gran parte del colesterpl ingresa a la célula por endoci-
tosis mediada por receptores (seccidon 2 b). g8in embargo, la
transferencia de colesterol libre (no esterificado), la cual no
es mediada por receptores, se supone gque es  fisioldgicamente
significativa (35).

El recambio espontdneo de colesterol entre el plasma vy
eritrocitos, fue reportado por primera vez por Hagerman y Gould
(36), desde entonces se ha demostrado gue ocurre en una gran
variedad de membranas bipldgicas, lipoproteinas y liposomas.
Aungue el recambio de colesterol esta bien documentado, el meca-
nismo para este proceso aun no estd bien establecido. Al res-
pecto se han propuesto dos posibilidades: La primera propuesta
inicialmente por Hagerman y Gould (36), vy posteriormente discu-
tida por otros investigadores, llamada transferencia o recambio
de colesternl libre por difusidén a través de una fase acuosa (ver
figura 4a). Este mecanismo propone gue £l colesternl o fosfoli-
pidos son extraidos de la vesicula o particula donadora y quedan
"splubles” en la fase acubsa, en la gue difunden hasta alcanzar
la particula aceptora; se ha mencionado como limitante del
proceso la velocidad de liberacion del lipido de la particula
donadora. Un segundo mecanismo propuesto primeramente por Gurd
(Z6) sugiere, qgue el recambio de colesterol entre las membranas
tiene Jugar despuéds de un contacto de éstas membranas como  un
resultado de la colisidn (ver figura 4b vy 4c). Esta dltima

propuesta gue también se aplica al recambio de fosfolipidos, esté
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Figura 4. Representacidén de los meca~
nismos de transferencia y re-
cambio de 1ipidos. a) trans-
ferencia o recambio de 1lipi-
dos por difusidn del mondmero
a través de una fase acuosa;
(b y c) transferencia y re-
cambio de lipidos por comple-
jos de colisidn. L,, 1lipido
en la vesicula; Lj, 1lipido
incorporado; Lm, 1ipido mono-

‘mérico (tomado de la refe-
rencia 35).
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basada solamente en la observacion de gue el colesterel vy los
fosfolipidos son esencialmente insolubles en agua. Sin embargo
este mecanismo no pusde explicar como el colesterpl y los fosfo-
lipidos se transtieren a velocidades diferentes.

Actualmente no hay un acuerdo general entre cual de los dos
mecanismos es el gue opera en la transferencia de colesterol vy
otros fosfolipidos, porgue edisten evidencias gue sostiensn ambas

posibilidades (35,36).

b) Transferencia y Recambio de Colesterol y otros Lipidos entre
Liposomas.

Los liposomas han sido de gran atilidad para tratar de
elucidar los mecanismos de transferencia y recambio de lipidos,
basicamente porgue se pueden formar liposomas donadores Y
aceptores bien definidos, en cuanto a su  composicidn, tama®o,
carga, etec. Bajo condiciones apropiadas, estos liposomas son
estables vy permiten una experimentacidon e interpretecidén menos
comblicada de los datos cindticos.

Comn 1o discuten Mclean y Phillips (37), 1la cinética de
recambio o transferencia de colesterol en vesiculas unilamelares
pequefas tiene las siguientes caracteristicas: 1) La velocidad de
recambio de colesterol es de primer orden con respecto a la
concentracién de colesterol libre en la particula donadoras
2) Be transfieren aproximadamente 6 moléculas de colesterol por
cada molécula de fosfatidilcocolina, debido a gue ] primero =s mas
soluble en agua (3 % 107® M v 4.6 % 10722 M) respectivamentes
3) El proceso de recambio es dependiente de la temperatura, se ha

determinado experimentalmente una energia de activacidn (AG=) de

22



73+ 5 kJ/moly 4) y por Altimo, al utilizar una relacidén alta de
liposomas aceptores/donadores, se ha observado gue la velocidad
de recambip es de orden cero con respecto a la concentracion de
liposomas receptores (37). Con base en estudios de filtracidn
en gel y estudipe de micrescopia electrdonica, =g ha dempstrado
gue durante el proceso de recambio de colesterol no ocurre fusidn
de liposomas (37).

Experimentos recientes donde los liposomas donadores %
receptores fueron separados por una membrana de didlisis, han
demostrado que cierto porcentaje de colesterol marcado radiacti-
vamente puede difundir a traves de la membrana (36~38). En estos

pidos se

Pén

trabajos tambidn se menciona, gue la difusidn de losg 1
puede incrementar por la adicidn de stannl (37), acetona o
dimetil sulfoxide (38), los gue aumentan la solubilidad del
colesternl en fase acuosa, vy con ello su  transferencia. Estos
resultados vy las cuatro caracteristicas antes mencionadas, asi
como  los estudios de resonancia magnética nuclear (393, han
demostrado que no ocurre fusidn entre las vesiculas durante la
transferencia de colesterol. vy son consistentes con un mecanismo
gue involucra la difusidn de moléculas de colesternl en fase
acunsa.

Al emplear liposomas de fosfolipidos vy colesterpl, se ha
encontrado una ralacidn inversa entre la velocidad de recambio vy
la longitud de la cadena hidrocarbonada (40). La velocidad de
recambio de wn  lipideo acido puede también ser sensible a la
concentracidn de iones calcio, concentraciones apropiadas de
iones calcio y fosfato reducen la velocidad de transferencia de

la Ffosfatidilserina en 10 veces; mientras que, la velocidad de
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transferencia para la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilglicerol, Pi-succiniletanolamina y acido fosfatidico no
se ve afectada (41). La unidn de moleculas de acidos biliares
a la superficie de las vesiculas puede aumentar la liberaciodn de
la +osfatidilcolina por arriba de cinco veces, debido a dgue
disminuye su AG® de liberacidn (42).

Diferentes esteroles se recambian a diferentes velocidades y
las constantes de velocidad de liberacidn, para algunos de los
esteroles mas polares son mayores gue para el colesterol. Sin
embargo, algunos esteroles menos polares se recambian mas rapida-
mente que el colesterol, 1o cual probablemente se debe a interac-
ciones menos fuertes con los fosfolipidos en la vesicula donadora
(433 .

El tipp de fosfolipido empleado para hacer la vesicula
donadora, puede modificar el tiempo medio de recambio del coles-
ternl. Bittman y cole. (44), han demostrado, qgue el tiempo de
liberacién del colesterol de vesiculas de fasFatidilcolina, fos-
fatidiletannlamina v fosfatidilglicerol son csimilares:y mientras
aue la incorporacidn de esfingomielina & la vesicula donadora,
reduce significativamente la velocidad de recambio de colesterol
(44,4%). Esto implica, que la energia de las interacciones
intermplecul ares colesterwvl-esfingomielina son mayores gue la del
colesterol con otros fosfolipidos.

Una variable adicional que pusde influir en las interaciones
moleculares en la superficie de una vesicula de fosfolipidos, es
el tamafio de la particula. Por ejemplo, la velocidad de recambio
del colesterol de liposomas unilamelares de 230 A de diametro es

apraximadamente 5 veces mayor que para liposomas unilamelares con
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la misma composicidn, pero con un diimetro de BOO & (46). EI1
tamafo de los liposomas receptores, no afecta el  recambio del
colesterol libre (46).

En resumen se puede decir, gue los estudios de recambio de
colesternl libre con liposomas han aportado evidencias de la
manera en la gue las interacciones entre los lipidos modulan la

velocidad de liberacidn y recambio del colesterol.

£) Transferencia y Recambio de Colesteronl entre Lipoproteinas.

Estudios de resonancia magnética nuclear, han establecido
gue tanto en liposomas, como en las HDL v LDL de humanp, la
localizacion y movimiento de moléculas de colesterol libre son
similares (47-4%). Esencialmente todas las moléculas de coleste-
rol  libre 2n los liposomas unilamelares, asi como en las HDL vy
LDL humanas estan en una poza de recambio. En trabajos similares,
se ha encontrado gue mas del 20 % del L[*2Clcolesterol libre
incorporado en las HDL se trasfiere a las LDL, en un proceso de
primer orden, cuyo tiempo medio es 2.9 min a 37<C (50). El tiempo
medio de transferencia de colesternl para otras lipoproteinas se
muestran en el trabajo realizado por Phillips y cols. (35).

El recambio de colesterol libre entre lipoproteinas, es de
primer orden con respecto a la concentracidn de colesterol libre
en la lipoproteina donadora vy altamente dependiente de la tempe-
ratura (35). Otros trabajos han establecido gue el recambio de
colesterol de las HDL es independiente de la concentracion de
LDL, vy que el recambio de fosfatidilcolina es mas lento que el
recambip del colesterol libre de las HDL (50). En vista de que

los cuatro criterios mencionados en la seccidn 4 b, se aplican al
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gsistema HDL-LDL, &5 razonable suponer, que el mecanismo de recam—
bio de colesterol involucra-la liberacidn de moléculas de coles-
terol de la lipoproteina donadora y su difusidn a traves de la
fase acuosa.

La composicion de fosfolipidos de la lipoproteina donadora,
puede afectar la velocidad de recambio del colesterol. Al incre-
mentar la insaturacidn de los fosfolipidos, se favorece gl flujo
de colesterol, mientras gue al incrementar la concentracidn de
esfingomielina, esta velocidad de rercambio disminuye (35).
fdicionalmente se ha sncontrado gue la superficie de las LDL  de
humano et rica sn fosfatidilcolina v esfingomielina, comparada
con las HDL, por lo gue el flujo de colesternl mas bajo observado
en las LDL se puede deber a la mayor cohesidn entre el colesterol
y los fosfolipidos de la superficie, lo gue aumentaria la energia
requerida para la liberacion del colestercl (35).

En vista de disponer de pocos datos en relacidn al recambio
de colesterol en otras lipoproteinas, se ha dificultado proponer
un mecanismo  general de recambip de colesterol vy lipidos en

lipoproteinas ricas en triglicéridos.

d) Transferencia y Recambio de Colesterol en Eritrocitos.

El eritrocito ha sido ampliamente utilizado para realizar
estudions de transferencia vy recambio de lipidos, debido a gue es
un sistema bastante conocido, cuyas membranas, gue carecen de
receptores para lipoproteinas son faciles de aislar. For otro
lado '105 datos obtenidos en estos estudios, pueden tener un
significado fisiolédgico directo.

Los primeros en establecer la naturaleza fisicogquimica del



proceso de recambio de colesterol en eritrocitos, asi como el
tiempo medio requerido para la transferencia de colesterol fueron
Hagerman vy Gould en 1951 y Murphy en 1962 (35,51), desde entonces
s han realizado un gran namero de trabajos para tratar de sluci-
dar los mecanismos de transferencia y recambio de colesterol en
esta célula,

Bojesen (52) concluye que el mecanismo de difusidn acuosa
describe adecuadamente el recambio de colesterol libre entrs
eritrocitos v lipoproteinas, vy gue durante el proceso de recambio
no ocurre un contacto directo entre los dos tipops de particulas.
Lange vy cols. (53), han descriteo la cinética de recambio de
colesternl  entre eritrocitos de humanos y lipoproteinas, en
términos de un modelo de tres compartimientos, gue incluye el
colesterol disuelto en el compartimiento acuoso. Este altimo
grupo concluye qgue el modelo de transferencia de colesterol a
través de una fase acuosa, satisface sus datos experimentales.
Ademas, <& ha demostrado gue el mecanismo de recambio de coles—
terol libre no involucrs la unidn de lipoproteinas a sitios
especificos en la superficie del eritrocito (83).

Aunado a los datos antes mencionados, los cuatro criterios
mencionados (seccidén 3 b) se satisfacen para la transferencia de
colesterol en los eritrocitos. El recambio de colesternol libre en
estas células es de primer orden respecto a la concentracidén de
colesterol en el eritrocito donador (35), y es dependiente de la
temperatura. 8Sg han reportado energias de activacion medidas
experimentalmente de 50 a B0 kd/mnl (54). La wvelocidad de
recambio de la fosfatidilcolina es més lenta que 1la del

colesterol (35, vy la de éste altimo, es5 de orden cero oon
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respectn a la concentracidn de particulas aceptoras (52-34).
Todos estos datos son consistentes con el mecanismo de transfe-—

rencia y recamhio de colesterol por difusion en fase acuosa.

e) Transferencia Yy Recambio de Colesterol ©n Células

Procariontes.

Las wventajas de un sistema como los micoplasmas, 85 que
estas células no pueden sintetizar colesterol, pero reguieren
esteroles para crecer. Las células intactas o membranas aisladas,
pueden facilmente incorporar moléculas de colesterol. Estas cé-
lulas intactas no pueden pinocitar particulas, por lo gqgue el
movimiento de colesterol libre hacia las ceélulas, ocurre solamen-
te por un pro:éso de transferencia superficial. BRittman vy sus
cnlegas, han sstudiado la cinética de transferencia de cmles?erol
libre vy fosfolipidos marcados radiactivamente, de células de

Mycoplasma gallisepticum a liposomas (53-57). La cingtica del

proceso es consistente con el recambio de colesterol por difusidn
a traveés de wna fase acupsa. El recambio de colesterol ocurre
cuando las células donadoras vy los liposomas aceptores son
separadas por una membrana de didlisis. Se ha observado gue la
velocidad de recambio se incrementa cuando se  adiciona dimetil
sulfoxido y tiocianato de potasio, 1os cuales aumentan la
solubilidad del colesterol en fase acuosa (35).

El colesterol puede transferirse de liposomas de colesterol
libre/fosfolipidos o lipoprotinas del suero en el medio extrace-—
lular, a las membranas de los micoplasmas. La transferencia de
colesterol libre de las HDL 4 LDL de humano a l1a membrana del

micoplasma se da sin la entrada de la lipoproteina (S8), vy para



gl caso de las LDL no se requiere su unidn a la membrana. Las
LDL son donadores mas efectivos de colesterol libre gue las  HDL,
debido posiblemente a su relacion relativamente alta de

colesterol /fosfolipido (35).

f) Transferencia y Recambio de Colesterol en Monocapas Celulares
en Cultivo.

Despuess  de haber discutido acerca de la transferencia vy
recambio de colesternl en células gue no lo sintetizan, en esta
seccidon se tocard lo referente al recambio de colesterol en
células que pusden sintetizar colestercl y ésteres de colesterol,
1o cual complica adn mas la interpretacion de los datos, poroue
hay gue considerar la sintesis endogena vy la distribucidn celular
de colesterol.

En condiciones de cultivo se& ha observado gue existe un
flujo bidireccional de colesterol, el cual permite el recambio vy
la transferencia del colesterol sin gasto de energia metabélica
entre las células vy el medio de cultivo gue puede contener:
plasma sanguineo, suero o lipoproteinas aisladasi al respecto se
han reportado varias constantes y datos cinédgticos (35). 8in
embargo, en condiciones adecuadas de cultivo, se puede lograr un
vefluju netn de colesterol de las células, condicidn gue permite
estudiar el flujo unidireccional, relativamente mas simple gue el
flujo bidireccional de colesterol libre. Esta condicidn se logra
al adicionar al medio un aceptor, generalmente en exceso, que no
contiene colesternl libre.

lL.as investigaciones realizadas por Stein y cols. (52, en

las gue se emplearon diferentes complejos de fosfolipidos/apoli-



poproteinas para remover el colesterol de varias lineas celulares
demuestran, que las apolipoproteinas per sge son pobres aceptoras
del colesterol libre celular, pero después de acomplejarlas con
varips fosfolipidos se logra un eflulio eficiente de colesterol.
Al incrementar la& concentracidon de fosfolipidos aumenta el
eflujo.

Como se menciond anteriormente es importante considerar la
distribucion del colesterol celular, vy al respecto algunos
autores han propuesto que en la célula hay dos pozas de coleste~
rol libre gue se recambian a diferente velocidady se considera
gue hay una poza de recambio rédpido, localizada en la membrana
plasmatica vy gue constituye 8l mayor porcentaje (70 a 95 %) del
colesterol libre celular (60), vy una poza de recambio lento,
localizada en las membranas internas (35). For otro lado y de
manera interesante se ha encontrado que 1 colesterol libre
transferido a la membrana plasmatica por medio de vesiculas
donadoras, puede provocar una regulacidn negativa de la sintesis
de colesterol libre, disminuye la entrade de las LDL g incrementa
la esterificacidén del colesterol libre citoplasmico (&1,62).

Los estudios encaminados a determinar la cinédtica de re-
cambio de colesterol libre entre células en cultive y varios
aceptores en el medio extraceluwlar, han determinado que el eflujo
de colesterol es de primer orden con respecto a la concentraciodn
de colesterol libre en las células denadoras (35), se ha
calculado wna snergia de activaciden de aproximadamete 50 kd/mol
para dicho proceso (32). El recambio es practicamente de orden
cero con respecto a la concentracién de las vesiculas aceptoras,

aunque para 2110 se requieren relaciones significativamente altas



de aceptor/donador (63,64). Estos datos son muy similares a los
obtenidos para el caso de los lipospmas (seccidn 3 b))y por lo
que se puede suponer gue el recambioc de colesterol libre entre
células y particulas aceptoras, involucra 1la liberacion de
mpléculas de colesterol libre de la membrana plamdtica vy 1la
difusion de éstas a través de una fase acuosa, hasta gue son
absorbidas por una particula aceptora.

S8 han reportado (35,65) algunos parametros cinédticos del
eflujo de colesterol en varias lineas celulares. De manera
interesante se encontréd gue existen diferencias cinéticas en 1la
transferencia de colesterol libre en los diferentes tipos
celulares. Estas diferencias pueden estar dadas por variaciones
en parametros tales como: 1) contenido de colesterol libre;
2) grado ge insaturacion de fostfolipidos; ) relacion
fosfatidilenlina/esfingomielinas Y 4) la interaccidn del

colesterol con las proteinas de la membrana.

g) fAporte de Colesterol de las HDL a Células Esteroidogénicas.
Existen wvarias evidencias que permiten decir que las HDL
estan invelucradas en &l aporite de colesterol a células esteroi-
dogénicas. Cuando son estimuladas las glandulas adrenales o
células de la corteza adrenal con la hormona adrenocorticotré-
fica, éstas utilizan etficientemente g1 colesterol de las HDL,
aumentandose la captura de colesterol libre y de andlogos de
ésteres de colestercl, como una respuesta al  estimulo (66—-68).
Las glandulas adrenales en ratas intactas y células de la corteza
adrenal en cultivo toman gl colesterol y andlogos de ésteres de

colesterpl de las HDL, mucho mds rapido gue la entrada de las



apolipo-proteinas a la células (66-68).

De 1a misma manera, las células de ovario de rata estimula-
das con hormona adrenocorticotrdfica utilizan eficientemente el
colesterol asociado a las HDL para la produccidn de esteroides
(69,70). Experimentos en los que se han utilizado células de la
granulosa de rata en cultiveo y HDL artificiales reconstituidas
con [2%Clcolesterol y [PHlésteres de colestercl, indican gue la
incorporacidn de colesterol libre proveniente de las HDL en las
hormonas esteroides es custro veces mayor gue la incorporacidn de
colesterol esterificado de las HDL (33). Estos resultados sugie-
ren gque la transferencia superficial de colssterol de las HDL es
cuantitativamente importante para la esteroidogénesis en células
de ovario y en células adrenales.

A1 parecer el aporte de colesterol para la esterpidogénesis
procede independientemente de la pegada sspecifica de la HDL a la
superficie celular, va gue el tratamiento de las HDL zon  tetra-
fnitrometano, un reactivo gue bloguea la pegada especitica de las
HDL a 1las superficies celulares, no tiene ningun efecto en 1la
astervidogénesis dependiente de HDL en células de ovario y de 1la

granulosa (71).

h) Remocién del Colesterol de los Tejidos y su Transporte Reverso
al Higado.

El concepto de transporte reverso de colesterol, para desig-—
nar el movimiento de colesterol de los tejidos al higado mediado
por las HDL, ha recibido una gran atencidn en los Wltimos afos,
debido a gue se ha demostrado una correlacidn negativa entre los

niveles de HDL en el plasma v el desarrollo de la aterosclerosis.



Evidencias mas concretas para el transporie reverso del coleste-
rol  provienen de una variedad de experimentos en los que s han
enpleado células en cultivo, los cuales han demostrado la capaci-
dad gue tienen los complejos de apolipoproteinas/fosfolipidos o
de las HDL para estimalar el eflujo de colesterol libre de las
células (seccidén III.  F). En acuerdo con estos estudios, la
regresion de lesiones ateroscleroticas en animales modelo,
sugieren la existencia de un sistema de transporte de colesterol
para remover el coolesterol depositado en las paredes de las
arterias (35). 8in embargo, no se ha obtenido uwna demostracidn
clara de la via de transporie 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 ] cwal las HDL remueven el colesterol de las células.
Hay guienes sostienen gue la pegada de las HDL a la célula pro-

musyve 1

fu

romocidn de colesterol (72,730, mientias gue otros
autores reportan gue el eflujo y remocidn de colesterol de las
células no requiere de la unidn de las HDL a la célula (71,74).
En laz células extrahepaticas, el trangporte reverso de
colesterol se inicia con la transferencia del colesterol libre de
las membranas celulares a las HDL (73). Esta transferencia
probablemente es facilitada por la esterificacidn del colesterol
en la HDL por la lecitinatcolesterol acil transterasa, enzima gque
al parecer genera un gradiente continuo de colesterol libre
necesario para mantener un movimiento neto de rcolesterol de las

células a las liporpoteinas aceptoras (76,77).

Existen pocos datos de como el colesterol destinado para la

{4
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excrecidon es llevado al higado, vy parece que estan involucrados
varios procesps comn: 1) la transferencia de colesterol libre de

las HDL al higado (78,793 2% la transferencia de ésteres de

colesteril directamente de la HDL (67,468,800 3 la entrada por

endocitosis y degradacion de las HDL (73,8103 4 el aporte por

+ p— - . . a
endocitosis de ésteres de colesteril 2 través de una lipoprotein

Los estudios in vive

de baja densidad como intermediario (75).
(79,82), sugieren gue la transferencia del colesterol no esteri-
ficado de la HDL es el componente principal del aporte de coles-
terol al higado, este aporte puede ser facilitado por la hidro-
lisic de fosfolipidos en las HDL, una reacciom mediada por la
lipasa hepatica (75). Otras investigaciones in vivo han indica~-
do que &l colesterol libre proveniente de las HDL sirve como

sustrato preferencial para la sintesis de acidos biliares (83).

i) Mecanismos que Regulan la Homeostasis del Colesterol.

Con base en los antecedentes mencionados y a manera de resumen
se mencionardn los mecanismos o factores gque regulan la homeostasis
del colesterol en las células para su  funcipnamiento optimo.

Las células pueden utilizar ya sea colesterol exdgeno o coles—

terol sintetstizado endogenamento. La sintesis de novo o la

movilizacion de 1los almacenes de ésteres de colesterol pueden
aportar el colesterol endogenoy mientras gue, el colesterol
exégeno proviene de las lipoproteinas gue circulan en la sangre.
Las vias involucradas en el balance celular del colesterol,
estan resumidas en la figura 5. El aporte de colesterol a 1la
célula, se da por medio de endocitosis mediada por receptores

(seccion 2 b)), ¥y por la transferencia de moléculas de coleste—




rol libre de las lipoproteinas a la membrana plasmatica. celular
medi ante un proceso de difusidn  en fase acunsa. El
procesamiento intracelular de las LDL ha sido discutide en deta-
lle (seccion 2 bl. Tantp el receptor para las LDL, como la
HMG~CoA reductasa estan sujetos a una regulacion por  retrohinhi-
bicidén dada por el colesterol. Comp la endocitosis de las LDL
provoca un aumento en los niveles intracelulares de colesterol,
la sintesis de ambas proteinas se suprime; mientras gue, las
mol éculas de colesterol libre gue se acumulan activan a la acil-
Cof:colesterol aciltransferasa, enzima gue esterifica el exceso
de colesterol. Los ésteres de colesteril gue se acumulan en
inclusiones citoplasmicas, son el sustrato para la colesterol
ggster hidrolasa. En el caso de células gue no producen hormonas
esteroides o acidos biliares, &1 dnico mecanismo para remover el
exceso de colesterol, es por el eflujo de moléculas de colesterol
libre de la membrana a particulas aceptoras extracelulares.

En ausencia de crecimiento celular, tanto la sintesis vy
metabolismo de colesterol como la distribucién de colesterol
libre entre las células vy el medio que contiene lipoproteinas, se
aproxima a un estado estacionario dado por la igualdad en el

influjo v eflujo de colesterol libre.
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Figura 5.

Metabolismo y homeostasis del colesterol celular. CE, colesterol esterifi-
cado; CL, colesterol libre; MP, membrana plasmatica; LDL, lipoproteina de
baja densidad (modificado de la referencia 35).

la. endocitosis mediada por receptores; 1lb. captura de colesterol libre por
transferencia superficial, &sta involucra la'redistribucidn de moléculas de
colesterol entre la membrana plasmatica y las lipoproteinas extracelulares,
con flujo de colesterol desbalanceado, el influjo es mayor que el eflujo;
paso 2. hidrélisis de los ésteres de colesterol (CE) provenientes de las
LDL; paso 3. sintesis de novo de colesterol, donde la HMG-Coh reductasa es
la enzima que regula la via; paso 4. esterificacidn del colesterol libre
(CL) por la acil-CoA:colesterol aciltransferasa, Yy almacenamiento de 1los
ésteres de colesterol (CE} en inclusiones citoplésmicas; paso 5. hidrdlisis
de los ésteres de colesterol; paso 6. remocidn neta de colesterol libre de
las c@lulas, por medio de un mecanismo de transferencia superficial (é&ste
es el reverso del paso lb, siendo el eflujo mayor que el influjo).



4; PROTEINAS ACARREADDRAS DE ESTERCLES Y OTROS LIPIDOS,

La primera evidencia de la edistencia de factores solubles
citoplédsmicos gque estimulan la conversion de escualeno a coleste-
rol se did al adicionar una fraccidn de sobrenadante de un  homo—
genizado de higado de rata obtenida a 105,000 ¥ g, a una fraccion
microsomal del mismo teljido (84). Examenes posteriores han reve-
ladn la presencia de una proteina no enzimatica gue se uwne a los
precursores insplubles en agua, estimwlando su velocidad de
conversion  a colesterol por las enzimas wnidas a la membrana.
Esta proteina ha sido nombrada como: proteina  acarreadora  de
esternles (50F), vy cuando se adiciona a wuna preparacidon micro-
somal inactiva de higado de rata, restablece la actividad vy 1la
secuencia biosintética completa del escualeno al colesterol (84).
dohnson vy Shah (85,86), observaron en el higado de rata una SCP
sensible al calor, reguerida para la conversidn de escualeno a
lanosterol, vy una SCP termoestable gue participa en la conversion
de lancsterol a colesterol. Subsecuentemente Scallen vy cols.
(84) reconocieron dos proteinas acarreadoras de esteroles. La
proteina acarreadora de esteroles 1 (8CFPy) y la proteina
acarreadora de esterples 2 (5CP=).

La 5CP; ha sido puificada de la fraccidn soluble del cito-
‘plasma de higado de rata, vy es una proteina sensible al calor.
Esta proteina participa en la conversidn del escualeno a lanos-
ternol comp una prteina acarreadora de manera neo catalitica
(87,83). flgunas de las propidades de la BCFy comp son: la
termosensibilidad; la reaccidn enzimatica gue estimulan y el
tejido de donde se aisla semejan a las del factor proteico del

sobrenadante de higado de rata descrito por  Ferguson y Bloch



f89>5 asi como a ia proteina d@scrita por Jmhﬁaun y Shah (85;8&5.
Mientras que el factor proteico de sobrenadante requierev de .
fosfolipidos, para la B8P, la adicidn de fosfatidil serina es
estimulatoria pero no obligatoria (87).

La otra proteina acarreadora de esteroles, 1llamada por
Scallen Y colis. 8CFa, estimul a la conversion de
colesta~-5,7-dien-33~0cl vy 4,4-dimetil esteroles & colestrerol,
pero no estimula la ciclizacidn del escualeno para dar lanosterol
(90). La 5CFz ha sido purificada a partir de la fraccion citoséd-
lica de higado de rata (90). Es una proteina basica (punto
isceléctrico B.4), tiene un peso molecular de 13,5 kDha determi-
nado por electroforesis en geles de poliacrilamida con 8DE vy
15 kDa determinado por filtracidn en gel, es estable 5 minutos a
5°C.

Con base en la composicidon de de aminoacidos y a las carac-
teristicas de la SCPz antes mencionadas, se ha pensado que esta
proteina podria corvesponder a la proteina descrita por otros
antores (20-93). Al realizar un estudio comparativo entre las
preparaciones repot tadas por grupos diferentes. se ha encontrado
que la proteina ééPz es practicamente idéntica a la proteina
descrita por  Zilversmit vy cols., quienes la han llamado CHMz
(90,93 .

En vista gue se ha demostrade que CHM: transfiere +fosfoli-
pidos de microsomas a mitocondrias, al igual gue es capaz de
transferir colesterocl de microsomas a mitocondrias (94)., 51 la
CM= v la 5CF= son la misma proteina entonces, la S5CPz pusde estar
involucrada no solamente en la activacidn de las reacciones

enzimaticas microsomales gue participan en la conversidn de este-



Enles a colesterol, sino también en la transferencia  intrace-
lular de colesterol (20). Al explorar esta hipotesis, estos
mismos awutores han reportado gue la proteina 8SCPe transfiere
colesternl de las gotas lipidicas citoplasmicas a la mitocondria
en las glandulas adrenales (985), vy gque es capaz de estimular 1la
producecidn mitocondrial de pregnenclona en el mismo tejido (96),
al parecer por un mecanismp que involucra la redistribucidén de
colesterol de la membrana interna a la membrana externa mito-
condriales (7).

Recientemente, se han determinado la estructura primaria y
ptras propiedades de la SCF: (97). La 5CF2 estd compuesta por una
sola cadena polipeptidica con 122 residuns de amino&cidos, no
contiene tirosina, arginina o histidina. Las predicciones de su
estructura secundaria indican una regidén de x—helice para los
residuns 21 a 34, y gue probablemente sea =l sitio de interaccidn
con los fosfolipidos: asi como una estructura (-plegada para los
residuos 35 a 99. Con base en estudios inmunoldégicons, se ha
determinado gue la regidn comprendida entre los residucs 70 y 100
esta probablemente involucrada en la captura de colesterocl. Al
hacer estudios comparativos, s& encontrd una gran homologia entre
la B8CFPz de higado de rata y la 5CFs de higado de bovino y con
algunas inmunoglobulinas, asi como con la proteina gque transfiere
fosfatidilecolina, pero no con la proteina gue se une a acidos
grasos (97).

La S5CPz, también llamada proteina inespecifica transferidora
de lipidos, no solamente ha sido purificada a partir de higado de
rata, sino también a partir de higado de bovino (98) y de higado

de humano (29)3; se ha encontrando una gran similitud entre ellas.



De manera interesante se encontrd gue la BCPn esta ausente en
pacientes con el sindrome de Zellweger, 1lo cual puede contribuir
a la acumulacidn de eésteres de colesterol, v a la sintesis defec—
tunsa de cortisol en las adrenales de dichos pacientes (99).
En adicién a los estudios antes mencionados, se ha reportado
una nroteina  que se unr o pega al colesterol (CBPY, aislada a
partir del citosol de higado de rata. Ezta proteina aumenta la
velocidad de recambio de colesterol entre microsomas y  mitocon-
drias en dicho tejido (100, La CBP ha sido purificada, se le ha
determinado un  pesp molecular de 26 kDa por eslectroforesis  en
geles de poliacrilamida con 8DS y 49 kDa por fiitracion en gel,
tiene un punto isgeléctrico de 5.7 a 5.8. Los citosoles de varios
tejidos extrahepdticos tales como: rifony, glandulas adrenales,
testiculos, corazén y otros, demostraron ser inmunoreactivos al
antisuero contra CBP; por lo gue se ha sugerido gque esta proteina
o proteinas similares pusden estar involucradas en el transporie
intracelular de colesterol en los diterentes tejidos. 8in embar-
go, no se encontrd reaccidn inmunoguimica con el suero total de
rata, WVLDL, LDL, HDL, extractos de eritrocitos o linfa intesti-
nal. Al comparar la proteina gue se une al colesterol (CBF) con
las proteinas acarreadoras de esteroles (5CF); se encontrd gue la
CBP es diferente a éstas ultimas (100). Ademas la CBF es diferen-
te a la proteina gue se une a acidos grasos descrita por Ockner
y cols., v a la proteina recambiadora de fosfolipidos (100).
For otro lado, se ha encontrado un grupo de proteinas espe-
tializadas conocidas como proteinas del plasma gue transfieren
lipidos (101). Estas proteinas facilitan el movimiento tanto de

lipidos neutros (ésteres de colesterol y triglicéridos), como de
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fosfolipidos entre las diferentes clases de lipoproteinas (102).
Una de estas proteinas, la proteina que transfiere ésteres de
colesterol (CETP), media la transferencia de ésteres de coles-
terpl de las HDL a las LDL Y VLﬁL; también facilita la transfe-
rencia de triglicéridos de las VLDL a las LDL y HDL (101,102,
Debido a su papel en la transferencia de ésteres de celesterol,
se ha pensado que la CETF puede participar en la via de transpor-
te reverso del colesterol. Esta proteina ha sido puwrificada
recientemente a partir de plasma de humano (101,103, BS  Una
proteina rica en aminoacidos hidrofébicos, especialmentes leucina,
tiene un peso molecular de 74 kDa vy un punto isceléctrico de 5.2.

Otras proteinas que aceleran el recambico de varios fosfo—
lipidos entre membranas naturales y artificiales han sidc aisla-
das de varios tejidos. Algunas de estas proteinas han sido
empleadas para estudiar la distribucién y migracidn transmembrana

de fosfeolipidos acidos ograsos y colesterol (94).
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios realizados por Brown y Golgastein han estableci-
do que la regulacidn de la homeopstasis del colesterol en células
de mamiferos se da principalmente a dos niveles: 1) entrada de
las lipoproteinas de baja densidad por endocitosis mediada por
receptores vy 2) la biosintesis de colesterol, donde la Hidrowi-
metilglutaril -CofA reductasa es la enzima reguladora de la via.
Adicionalmente se ha demostrado gue £l colesterol puede entrar a
la célula por un mecanismo de difusidn en fase acucsa. 5in
embargo, a pesar de ser conocido cémo 2l colestercl entra a la
célula v como es metabplizado, en la actualidad es practicamente
desconocido cdmo esta molécula es integrada a la membrana plas-—
matica v a membranas internas.

For otro lado, =e han reportado proteinas splubles gue se
unen al colesterol vy 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 proteinas capaces de

transferir ésteres de colesterol entie 1

as diferentes lipopro-
teinas del plasma de humano. También se han descrito proteinas
nue 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-—
terpl libre entre las lipoproteinas, o entre membranas naturales
y/o membranas artificiales.

Desde hace algunos akfos en el laboratorio ha existido el

interés por conocer los mecanismos de regulacidn del colesterol

en la membrana plasmatica de la célula muscular cardiaca. De



maner a interesante, se ha llegado a dilucidar un importante papel
de este esterol sobre la bomba de calcio de estas membranas
(12,173, En especifico, al encontrarse el colesterol en concen—
traciones elevadas en la membrana plamatica, se ha observado una
importante inhibicidén en la actividad de 1la ATPasa de
(Ca=+,Mg=*). En contraste la deplecidn de este lipido de las
membranas produce un aumento en la actividad de dicha enzima.
Estos rcambios en la actividad de la ATPasa llevados a cabo por
colesterol pudieran suponer la existencia de mecanismos de
regulacidén de la concentracidn de colesterol en la sarcolema de
musculo cardiaco (12,13). Estos estudics nos han permitide
iniciar la busgueda de una molécula con importante participacion
en la modulacidn de la concentracidén de colesterol en la membrana
plasmidtica de la célula muscular cardiaca.

El objetivo de la presente tesis consistid en investigar la
posible vistencia de moléculas intrinsecas de la membrana plas-
matica de la celula muscular cardiaca, con afinidad por &1 coles-
terol, ;capaces de transferir y facilitar el recambio de este

lipido entre el medio y la membrana plasmatica.



171. MATERIALES Y METODOS.

1. Quimicos.

Tris, Acido Etilendiaminptetraacético (EDTA), Dodecil
Sulfato de Sodio (8D8), Triton X-100, resina de colesteril
hemisuccinato-agarosa., colesterol, fosfatidileolina, fosfatidil-
serina, acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de amonio,
MyN, N N ~Tetrametiletilendiamina (TEMED), ditiotreitol (DTT),
albtmina sérica bovina, ovoalbamina, estandares de peso mole-

cwlar, reactivo de Folin-fenol, dimetil sulfionido v la sacarosa

03

s ohtuvieron dalsigma Chem. L. (Bt. Louis, Mo, USA). El
[7-=Hlicolesterol (actividad especifica 12 Ci/mmol), se obtuvo de
ICN Radioguemicals (Irvine, Cf, USM. El glutaraldehido y el
nitrato de plata se obtuvieron de Merck (Méxicol. Todos los

ptros quimicos empleados en este trabajo fueron de un alto grado

de pureza.
2. Qislamiento de 1la fraccidn de sarcolema cardiaco.

El aislamiento de sarcolems cardiaco s hizcd de acuerdo al
método de 8t. Louis y Sulakhe (104), modificado en nuestro
laboratorio (103, el cusal se describe a continuacion:

Se emplearon corazones de conejos White Mueva Zelanda
{machos adultos), sacrificados por dislocacidn cervical. Los
corazones fueron removidos, vy entreuiz vy 15 gramos de tejideo
ventricular previamente limpiados de tejido conectivo, fueron
seccionados con un bisturi hasta obtener pedacos pequefos, los
gue se resuspendieron en 8 a 10 volumenes de amoriiguador de Tris

10 mM v ditiotreitol (DTT) 2 mM, ajustado con HCl a pH 7.4 y 4=C
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vfsblucioh i); La suép&nsién fue homogenizada a 4°C, utilizando
tres exposiciones de tres segundos cada vna en un homnogenizador
Uitra-Turrax ajustado en 2. El homogenizado se filtrd a través
de una capa doble de gasa. Después de adicionar KC1 4 M (disuel~-
to en solucién 1) hasta alcanzar una concentraciéon final de
1.23 M, el homogenizado fue lentamente agitado (en hielo) por
10 minutos vy centrifugado a2 2,000 % g « 10 min & 40, en una
centrifuga Sorvall RC-SB. La pastilla resultante se resuspendio
en solucion 1 gue contenia KC1 1.25 M, v se mantuvo en hielo
por 10 min. Fosterior a esta incubacidn, la suspensibn fue
centrifugada a 4,000 x g % 10 min a 4°C. La pastilla resultante
de esta centrifugacion, se resuspendid en 30 volamenes de

solucidén 1 para ser centrifugada a 3,000 % g

P

10 min a 4°C
{repitiendose dos veces). La pastilla resultante se resuspendid
en sacarosa 0.4 M (disuelta en solucidén 1), y se sometid a
centrifugacidn en gradientes de sacarosa, las concentraciones de
sacarosa utilizadas fueron 1.17,1.39,1.60 v 1.83 M, preparadas
con solucidn 1 ajustado a pH 8.2 (splucidn 2). Una ver formados

los

o

radientes a 4°C, se distribuyd la preparacion cruda en la
superficie del gradiente 1.17 M, v se centrifugd a 40,000 % g x
40 min a 4°C en una centrifugs Boeckman LB-M empleando un rotor
SW 27.1. Posterior a este paso, la banda o fraccidén movilizada a
la interfase 1.460 a 1.83 M de sacarpsa, se resuspendid oon
solucion 1, y se centrifugd a 9,000 x g ¥ 1C min a 4. La
pastilla resultante se resuspendid en sacarosa 0.4 M (disuelta en
solucion 1) vy se centrifugd a 40,000 v g % 10 min &a 4* en un
sequndo gradiente con 1.39, 1.33, 1.60 vy 1.83 M de sacarosa

{(preparadas con solucidén 2). Se retird la fraccidén ubicada



en la interfase de 1.93 a 1.60 Pl de  sacarosa, se tosuspendid
en solucidn 1. Esta fraccidn final se centrifugo a 2,000 % g ¥
I min a 4° y la pastilla final recuperada en soluciden 1. Se
prepararon alicuntas de esta Wltima fraccidn, las que se almace-~
naron a -72°C en un ultracongelador REVCD hasta su wvlterior uso
(dos semanas) .

Esta fracidn ha sido previamente caracterizada en nuestro
laboratorio con bhase en sus actividades enzimaticas intrinsecas,
en comparacion con preparaciones de reticulo sarcoplasmico vy
mitocondria. Los resultados de esta caracterizacidon han  demos-
trado que l1la fraccidon obtenida corresponde a wna fraccidn

enriguecida de sarcolema (105).

3. Solubilizacidn de la fracrcidn sarcolemal y cromatogafia en
columna.

lLa fraccién de meabranas (sarcolema), se splubilizd mediante
una splucion de Tris 10 mM, KCI 10O mM, EDTA 1 mM ajustada a
pH 7.4 con HCl, que contenia Triton X-100 al 0.1% (concentracidn
final). La solubilizacidn se lievd a cabo durante 30 min  en
hielo con agitaciones suaves. FPosteriormente 21 solubilizado de
membranas se centrifugd a 60,000 % g % 30 min a 4<C 2N una
ultracentrifuga Beckman L8-M. El sobrenadante se recuperd, y se
aplicd a wuna columna de 1.0 % 10 cm gue contenia S ml de coles-
teril hemisuccinato-agarosa, previamente egulibrada con amorti-
guador de Tris 10 mM, kKCI 10 mM, EDTA imM, Triton X-100 0.1 %4
pH 7.4 (splucidn M. Durante todo el proceso de cromatografia se
empled una velocidad de flujo de 1@ ml por hora, vy se colectaron

fracciones de 0.5 ml a 4<C.
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Despuds de cargar la columna con las proteinas contenidas en
2l cobrenadante de 60,000 % g vy de colectarse los picos & v By
data se lavéd con solucion A hasta gue la densidad optica del
efluente fue despreciable (aproximadamente 25 ml de solucidon A).
Fara eluir las moléculas gue se peEgaron a la columna, ésta se
lavd con un gradiente discontinue de KC1 (G.1, 0.3 y 1.0 ). Be
colectaron fracciones en las condiciones ya indicadas. Las frac-
ciones gque contenian proteina se uniaron, y se concentraron a 4<C
por medin de una camara de ultrafiltracion Amicon y una membrana
Y 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 lavd con 250 ml de una solucidn de metanol al 0%,

colectandose los 20 ml inigciales, 1os cuales fueron concentrados

en las condiciones mecionadas.

4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
nativas
Después de concentradas, las proteinas contenidas en las
fracciones correspondientes al pico € se separaron por medio de
electroforsesis en geles de poliaciilamida al 3 %, en condiciones
nativas de acuerdo 21 método de Weber y Osborn (106), a 200 mft de
corriente constante. Se aplicaron 40 a 50 pg de proteina  por
cada pozo y al concluir 2l tiempo de corrida, 1los geles gue no
fueron teWidos ni  fijados se emplearon para experimentos de
pegada de colesternl, asi como para la extraccion de cada una de
las bandaz CI, CII, CI1I y EIV.
A partir de estos geles nativos sin teRir ni fijar, en

comparacion con geles tefidos corridos en las mismas condiciones,
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S8 >cnrtarmn en sentido longitudinal en la region currespmndisntai
a cada una de las cuatro fracciones antes mencionadas. Las
cuatro tiras de gel obtenidas se seccionaron y s& homogenizaron
con un homogenizador Ultra-Turrax, y se dejaron a 4°C en 20 ml de
amortiguador de fosfatos (NaHPDa/NaHzF0Oa 25 mM, pH 7.1). Las
proteinas que difundieron del gel al amortiguador en 24 horas,
fueron filtradas a través de filtros millipore (0.45 pm) vy
dializadas toda la noche contra agua destilada a 4°C. Finalmente
las muestras fueron concentradas a 490 por medio de una camara de
ultrafiltracidn Amicon y una membrana YM 5. Fosteriormente se
almacenaron a -72°9C en un ultracongelador REVCO hasta su  uso

posterior.

9. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

Las proteinas contenidas en cada uwna de las fracciones
fueron separadas en geles de poliacrilamida al 7.5 % de
140x140%1.5 mm, gue contenian 8BRS al 0.1 %4 (107). Las condi-
ciones de corrida fueron 30 mA de corriente constante vy 10=C
durante 3 horas. #1 conciuir la corrida, ios geles fueron +ija-

dos y tefidos con plata segun el método de Oakley vy cols. (108).

6. Incorporacidn de colesterol a geles nativos.

Al concluir la electroféresis en condiciones nativas, los
geles no tefidos ni fijados se incubaron por una hora a 37°C  en
un medio gue contenia NaMPO4/MaH2P0O, O.1 M pH 7.1, dimetil sul-
fornido al 20 %, colesterol 100 pM vy 6 pCi de [7-"Hlcolesterol/ml.
Fosteriormente los geles fusron lavados tres veces con el mismo
medio pero gue no contenia colesterol y secados por medio de wun

secador de geles (Hoefer 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 gue se les avadio 5 ml de tritosol, vy
se contaron en un contador de sentelleo liguido (Packard). Los
geles control fueron tefidos siguiendo el método de Oakley vy

cols. (108).

7. Incorporaciétn de colesterol a liposomas reconstituidos con
cada una de las fracciones.

Se incorporaron 10 pg de proteina de cada una de las dife-
rentes fracciones CILCIILCIII vy CIV, en liposomas unilamelares de
tosfatidilocolina/fosfatidilserina en una relacidn ?/1 previamente
formados por medio de 30 minutos de sonicacidén, en un sonicador
Bradsonic con bafo de agua, enfriando en hielp cada 7 min. Se
emplearon los siguientes controles: a) liposomas de fosfatidil-
colina/fosfatidilserina (2/1): b) liposomas de la misma composi-
cidén gque contenian 10 pg de citocromo odidasay vy ) liposomas
adicionados con 10 pg de albudamina sérica bovina.

La incorporacidn de colesterol se llevd a cabo a 37°C en  un
medio que contenia plasma humano inactivado al 10 % (dilwuido con
solucion de fosfatos 50 mM pH 7.1), colesterol frio 0.2 mg/ml vy
[*Hlcolesterol. Después de cuatro horas de incubacidn, los lipo-
somas se  lavaron con una solucidén de Tris-HC1I S0 mM pH 7.4 por
medio de un sistemas de filtros millipore (0.45 pm). Los filtros
una ve:z secos se transfivieron a viales donde se les adadio S ml
de tritosol para ser contados en un contador Fackard.

Con el fin de determinar la proteina incorporada, los liposo-
mas +fueron centrifugados a 108,000 % g % 45 min a 4°C en una

uwltracentrifuga TL-100, se recuperd la pastilla resultante, a la
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gue se le determind la cantidad de proteina.

8. Obtencidén de anticuerpos anti—fraccidn CI

Con el fin de producir anticuverpos, la proteina Cl obtenida
a partir de geles nativos se inoculd a un borrego para inducir la
respuesta  inmune, de acuerdo al siguiente esguema de inmuniza-
ciony 150 pg de proteina CI (en solucidn de fosfatos) se mezcléd
con un volumen igual de adyuvante completo de Freund hasta formar
una emulsion, Esta emulsiodon ge inoculd al  borrego por via
subcutanea en el plisgue inguinal. Dos semanas mas tarde. el
borrego se sangrd a través de la vena vugular, vy la inmunoreac-—
tividad del suero se ensay6 en placas de Ouchterlony (109).
Sequnda inmunizacion: 15 dias después de la primera inmunizacion
se treinmunizd al borrego con 150 pg de proteina CI con adyuvante
incompletn de Freund por la misma via. Una semana despugs se
sangrd nuevamente =l borrego de la manera mencionada para inves-—
tigar el titulo de anticuerpos. Tercera inmunizaciodn, ésta se
llevd a cabo con 100 pg de proteina CI y adyuvante incompleto de
Freund, por la via ya mencionada.

fon el objeto de mantener el tituleo de anticuerpos anti-CI,
y con miras en estudios posteriores, el borrego ha sido inmuniza-

do mensualmente.

?. Reacciones de inmunoprecipitacidn en gel

Con el fin de averiguar la presencia de anticuerpos anti-Cl,
los sueros obtenidos se diluyeron de manera seriada con solucion
salina de fosfatos (FBS), vy se pusieron a reaccionar con el
antigeno (CI) en placas de agarpsa al 1.54 dwrante 24 hrs, a

temperatura ambiente vy en camara humeda (109). Posteriormente,



las placas fueron lavadas con & cambios de solucidn salina al

0.85% a 4*C. Finalmente fueron tefidas con azul de coomassie.

10. Determinacidn de proteinas.
Todas las determinaciones de proteina se hicieron de acuerdo
al método de Bensadoun y Weinstein (109), usando como estandar

albumina sérica bovina.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la fraccidn sarcolemal de muscdlo cardiaco
mediante solubilizacion con Triton X-100 Y uentrifugac;ﬁn di fe-
rencial, =se obtuve una mezcla de nprotedinas sarcolesmales para ser
separadas por medio de cromatografia en columna mediante wna
resina de colesteril hamisuccinatawagaraaav Como se observa en
la figura &, inicialmente eluyen de la columna tres picos de

proteina denominados como A, B y C.

Pico A Pico B Pico C
} 4 4 —A
|l5 ™ -
g
[=}
o
)
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® 1.0F -
]
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+ KC
205F SE + K -
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i I} i 1 | | []
10 20 30 40 50 60 70 80
NGmero de fraceién
Figura 6. Perfil de elucidn del solubilizado sarcolemal a través de una

columna de colesteril hemisuccinato-agarosa. S, sobrenadante de
60,000 x g; SE, solucién de elucidn.
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Después de colectar los dos primeros picos A y B que repre-
sentan un 70% de la proteina total del sobrenadante de 60,000 % g
y de lavar exhaustivamente la columna con una solucion de Tris 10
mM, KECL 10 mM, EDTA 1 mM y Triton X-100 0,14 pH 7.4, se cambid la
fuerza idnica del amortiguador, al incrementar la concentracidn
de kKCI de 10 a 100 MM, Bajo estas condiciones egsluyd de la
columna un tercer pico de proteina denominado como ©, el cual
representa  a un grupo de proteinas retenidas inicialmente por la
columna, correspondientes a un 19% de la proteina aplicada a la
columna.,

De la misma manera, al cambiar la concentracidon de KCl de la
splucidén de slucidn a 0.3 v 1 M se cbhtuvieron otros dos picos de
proteina los cuales representan el 10 v 54 del tptal de proteina
inicialmente aplicada a la columna. Estos picos no se muesstran
en la figura &, en vista de haber sido dwante este estudio
exclusivamente investigadas las caracteristicas de los
componentes del pico C.

lLos picos de proteina obtenidos de la columna de colesteril
hemisuccinato-agarosa, fueron sometidos a slectroforesis en geles
dge poliacrilamida con 8DS, de donde se obtuvo un patrén electro-
forético como el mostrado en la figura 7. En este gel se puede
apreciar que cada uno de los picos gque sluye de la columna, esta
formado por varias proteinas.

Un analisis mis detallado de este gel nos muestra
inicialmente gue, durante la solubilizaecvidn de las membranas y la
centrifugacidn diferencial del solubilizado se eliminan basica-

mente los componentes de alto peso molecular (carriles B y ©).

u
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Figura 7.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% con SDS de 1las
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 (KC1 0.1 M); F) pico D (KCl
0.3 M); G) pico E (KC1 1 M). En cada pozo se aplicaron 25 Mg de
proteina excepto para el pozo A en el que se emplearon 10 Mg. Las
letras en 1la parte derecha corresponden a las bandas de proteina
referidas en el texto (experimento representativo de 10).



For otro lado, durante la elucion de las proteinas del
sobrenadante de 60,000 % g a través de la columna, se puede
observar claramente como las proteinas son  fraccionadas al
emplear un gradiente discontinuo de KCI. De esta manera algunas
fracoiones de proteina e snrigquecen mlantyas gue ouras desapare-
ren, egs decir, esluyen de la columna de manera gradual. For
ejemplo, las bandas de proteina (d, e, 3 v #) {(figura 7}, no
son ni parcialmente retenidas por la columna, misntras gue otras
proteinas son parcialmante retenidas por la columna. En especi-
fico, las bandas de proteine denominadas como (h, f, g vy m
(figura 7) eluyen de la columna practicamente en su totalided con
KC1 100 mM. Otras proteinas (o, £, i, I, 1 y o ) son sowy eviden-
tes en las fracciones gue eluyen con FCI 0.1 vy 0.3 M v finalmente
las proteinas (a, h y m (figura 7)) apesrentemente tienen mayor
afinidad por la columna, yva que sluyen gde ésta con KC1 1 M,

Se decidid emplear un gradiente de KC1 para liberar 1las
moléculas unidas a la columna, en lugar de haber empleado coles-
ternl para liberar sspecificaments las posibles moléculas afines
a este esteronl, debido a gus se ha mencionado (111) gue corncentra-
ciones altas de sal pueden romper todas las interacciones no
hidrofdébicas entre el ligando inmovilizado y la proteina. Al
incrementar la concentracidn dg sal, aparentemente se favorecen
las interacciones hidrofébicas. Sin embargo la sal normalmente
desplaza las proteinas unidas a la resina. En &l presente
trabajo el gradiente de sal fue suficiente para liberar todas las
proteinas retenidas por la columna, ya gus &l eluyente obtenido
al lavar la columna con metanol al 90% no contenia proteinas. Lo

gque a su vez podria sugerir gue las interacciones hidrofdbicas no

o
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se favorecieron con gl gradiente de KCl.

lLa razdn principal por la que se empled o] gradiente de sal
para liberar las moléculas unidas a la columna, fue la de tener
en mente la realizacidon de experimentos de pegada vy transferencia
de colesterol, nor lo que se penst recupsrar de la columma las
proteinas libres de dicho esternl para poder determinar si
alguna de estas proteinas tenia atinidad por este.

Se han empleado exitdsaments columnas de este mismo material
para ssparar a la snrima colesterol oxidasa y lipoproteinas del
plasma, en cuyp casn la liberacidon de la enzima o 1a particula
se logrd mediante la adicidn de detergentes (112,113). En vista
de haber empleado en el presente estudic un detergente como lo es
gl Triton X-100 para mantenser en solucidn a las proteinas
extraidas de las membranas, es probable gue la presencia de este
detergente haya modificado las propiedades de la columna.

#l considerar gue las proteinas retenidas por 1a columna
correspondientes al pico £ fueron las primeras en eluir de ésta,
se decidid iniciar la basqueda de proteiﬁas afines por el coles-
tercl en =sta fraccisn, For consiguiente; se realizd un estudio
sistematico exclusivamente de los componentes de esta fraccion
(pice ©), vy se dejd para un futwo las otras fracciones gue
eluyen de la columna con mayer fuerza idnica.

Con base en lo anterior, las proteinas contenidas en &l pico
C fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones nativas con el objeto de llevar a cabo un siguiente
paso de purificacidn. Bajo estas condiciones, se observa gue de
las miltiples bandas obtenidas en el sistema de geles con  8DS,

tnicamente cuatro migran en ecstos geles. Estas cuatro bandas o
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lna ver conocida la migracidn electroforética de las pro-
teinas contenidas en &l pico £ en condiciones nativas., se decidid
investigar si bajo estas condiciones alguna de las fracciones
antes mencionadas presentaba afinidad por el colesterol, para lo
que se empled [FHicolesterol.

De manera interesante se encontrd gque de las cuatro frac—
ciones, la correspondiente a CI fue capaz de unir colesterol atn
estando embebida en el gel, este fendmeno de unidén de colesterol
no se obsevd en las fracciones TII, CITI y CIV (figura 9).

Este resultado por primera ver sugirid la presencia de una
proteina con afinidad por colesterol contenida en el solubilizado
de sarcolema cardiaco.

A pesar de oue no se logro (debido a2 1a ausencia de deter-—

ot
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genteé y reductores) calibracidn del sistema de los geles
nativos con los marcadores de peso molecular, la secuencia
aparente en el peso molecular entre las fracciones €I, CI1, CIII
vy CIV (figwras 8 v 9, sugirid la posibilidad de contar con  una
proteina multimérica (1), considerando gque las fracciones CI1,
111 vy CIVY peodrian representar subfracciones de esta misma
proteina, Con base en lo anterior vy al resultado que se obhtuvo
al usar [PHlcolesterol (figura ), se decidid extraer de los
geles nativos las cuatro fracciones antes mencionadas.

fon la finalidad de apoyar experimentalmente la posibilidad
de contar con una proteina multimérica, se realizaron electrofo-
resis en geles de poliacrilamida en presencia de 5DS de las  frac-

ciones LI, CII, CIII y CIV, las cuales previamente habian sido

extraidas de los geles nativos.



fracciones se han denominado CI, €17, CIII vy CIV (figura 8).

Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilami-
da al 5% en condiciones nativas de 1la
fraccidén del pico C. A) marcadores de
peso molecular (20Mg); B-F fraccidn
de proteinas del pico C, se aplicaron
de 40 a 50AMg de proteina en cada
pozo. CI, CII, CIII y CIV correspon-
den a las fracciones referidas en el
texto (experimento representativo
de 20).
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Figura 9. Incorporacion de [3H]c:1esterol a geles nativos. De
: izquierda a derecha las -andas en el gel corresponden a CI,
CII, CII1I y CIV {experimsato representativo de 3).




Después de someter a electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS a las cuatro fraecciones CI, C€CII, CIII vy
CIV v de tefir estos geles con plata (108), se observd de manera
sumamente interesante gque gl bandeo de las cuatro fracciones
correspondia principalmente a una proteina con uwn peso molecul ar
aparente de 73 kDa (figura 10%.

Eg importante comentar, que al emplear este sistema de geles
en presencia de 8RB, en algunas ocasiones de los miltiples geles
realizados, =g observd en la preparacidn de la fracecion de
proteina CI wna banda con un peso molecular aprodimado de 47 kDa
adicional a la banda de proteina siempre presente de 73 kDa. Al
respecto se  pensd que esta proteina de 47 Da pudisra ser  un
producto de la protedlisis, va gue no =e emplearon inhibidores de
proteasas, © bien a las cvondiciones 2n las gque se realizd el
corte de la banda correspondiente a la proteina €I de los geles
nativos, en las gque pudn haber errores de apreciacion en el
momento de realizar dicho corte.

Loe resultados mostradeos en la figura 10, en los que se
phserva gque las cuatro fracciones £I, €I, CIII y CIV migran a una
misma posicién en los geles de poliacrilamida con SDE  apoyan
fuertemente la posibilidad de contar con una proteina
multimérica.

Al tomar como base el peso molecular de 73 kDa de la pro-
teina purificada en este estudin, podria ser posible establecer
una comparacién entre esta proteina vy la proteina 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). FPara lograr esta posible comparacidn es
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Figura 10.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% con SDS
de las fracciones CI, CII, CIII y CIV. A) marcadores de
peso molelcular {10Adg); B) fraccidn sarcolemal (25 Ag);
C) sobrenadante de 60,000 x g (20Mg); D) pico C (10M4q);
E) fraccidn CI (2 Mg); F) fraccidon CII (2 Ag); G) frac-

cibn CIII {2 mg); H) {raccidn CIV (2 Mg) (representativo
de 20 experimentos).
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necesarin realizar una caracterizacion exhaustiva de la proteina
LI, la cual se llevard a cabo sn nuestro laboratorio durante los
ProYimns mesES.

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

1]

y tratar de reforzar la posibilidad de contar con una proteina
activa en estado multimérico, las cuatrop fracciones CI, CIT, CIII
y CIM,  fusron reconstituidas sn liposomas para as. estudiar  la
capacidad de rcada wna de las fracciones sn relacion con  la
transferencia de oolesterol. De pata mangra se  gncontrd gque
inicamente la fraccidn €I fue capar de aumsntar la incorporacidn
o transferencia de colesterol del medio de incubacidn a las
membranas artificiales, En contraste las fracciones CII, CIIT y
IV no mostraron avmento en la incorporacion de colesterold
{(figura 113, En esta misma figwa, =g observa que los controles
utilizados de liposomas adicionados con albumina y de liposomas
reconstituidos con citocromo odidasa comp una proteina control
intrinseca de membrana, no favorescen la transterencia de coles-
terol del medio a las membranas, sino por el contrario, l1a albu-
mina parece inhibir la incorporacidn de colesterol & las moembra-
nés liposomales. El efecto dado por la albumina probablemente
egsté  relacionado con la capecidad de aspoiacidn y de transporte
de Aacidos grasos gue tiene esta proteina. Estos datos permiten
pensar gue el avmento en la transferencia de colesterol dado  por
la proteina CI es especifico, vy que no se trata de un simple
artefacto dado por la presencia de una proteina intrinseca en las

membranas liposomneles. Ya gue los liposomas per se incorporan en

sus  membranas moléculas de colesterol al encontrarse en un medio

que contenga este esterol, la cantidad de colestercl incorporada

o
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‘Figura 11. Incorporacidn de colesterol a liposomas |

reconstituidos con las fracciones CI,
CII, CII y Civ. C) control; A) lipo-
somas adicionados con albiimina; CO)
liposomas reconstituidos con citocromo
oxidasa; CI-CIV liposomas reconstituidos
con cada una de las fracciones (experi-
mento representativo de 3).



En las condiciones en las gue se llevd a caho el experimento
de transferencia de colesterol, al considerar gue la proteina CI
tiene un peso molecular de 73 kDa vy gue se incorpora entre un 70
y 904 en los liposomas, s2 ha determinado que esta proteina
transtiere del modio & las membranas entre 98 v 127 pmonlas  de
colesterol /pmola  de proteinash a 37<C. En vista de observar un
aumento importante en la transferencia de celesterol en los
liposomas reconstitwidos con la proteina CI, a ésta se le bha
denominado proteina transferidora de ocolesterol (CTP por
Cholesterol Transfer Frotein, ver anexo).

Adicionalmente se pusde comentar que el tiempo empleado para
llevar a cabo los experimentos de transferencia de colesterol
{4 horas), corresponde al tiempo medio reqguerido para transferir
mas del 50% del colesterol del medio a las membranas liposomales
(35).

La tabla 1II muestra el porcentaje de recuperacidn de pro-
teina a 1o largo del proceso de purificacidn. & partir de estos
datos se puede comentar que el el porcentaje de recuperacion de
la proteina €1 es del orden de 0.13% en relacidn al  total de
proteina presente en la fraccion sarcolemal. En vista de no
poder determinar la actividad de la proteina CI & lo largo del
proceso de puwificacidén, no se puede establecer 1 grado de
purificacidn de ssta proteina, por lo gue por £l momento se  ha

concretado a expresar dnicamente su porcentaje de recuperacion.
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TABLA 11

Forcentaje de recouperacidon de proteina durante el procedimiento

empleado para la purificacidon de la CI

Muestra mg de proteina “

Sarcolema cardiaco 100 100
Sohrenadante de 26 26 6,03 (n=8)
&L0,000 x g

Pico C 2. 2.6 & 0,41 (n=7)
CI 0.15 0.15 T 0.025 (n=2)

Estos datos musstran el bajo rendimiento del procedimiento
empleado en la extraccidn de la proteina CI de la fraccion sarco-
lemal, siendo la separacidn y extraccidn de los geles nativos el
paso limitante. Como se comentard mas adelante, con la fortuna
de contar con anticuerpos policlonales anti-proteina CI, se esta-
blecerd uan nueva metodologia para el aislamiento de la proteina
CI por medio de cromstogratia de atinidaed antigeno-anticusrpo.

En la figuwa 12, se pueden observar los resultados obtenidos
en lps esxperimentos de inmunoprecipitacidn en gel con doble
inmunodifusidén. Claramente se puede apreciar la formacion de una
banda continua de precipitacidn al wtilizar diluciones seriadas
del antisuero v la proteina CI aislada. Egtos resultados nos

indican la pureza del antigeno (CI) empleado para la inmunizacidn

del borrego.
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Figura 12. Doble inmunodifusién en placas
de agarosa. Las letras indican
diluciones del suero anti-
fraccidn 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 Mg de 1la
fraccion CI (representativo de
5 experimentos).

fon el +fin de investigar la especificidad del antisuero
pbtenido contra la prot&inq £, se pusieron diluciones de este
antisupro a reaccionar con albdmina serica bovina y con ovoalbua-
mina en placas de Duchterlony (10%9). Mediante estos experimentos

se encontrd gue las proteinas arriba mencionadas  (albimina vy

pvoalbaminal, no reaccionan con suero anti-proteina CI (resulta-

1

des no 1

4 3 ks 5 maem e repe g LG Nl tlsl Ad e
) Esgto indica gue la espocificidad gue tiens

g
10

antisueroc se debe a la presencia del anticuesrpo correspondiente.

En vista de contar con anticuerpos anti-proteina CI, se
ggtan realizando experimentos de inmunotransferencia, mediante
lps cuales sg edplorard la posible presencia de O en los picos D
y E gue sluyen de la columna de colesteril hemisuccinato-agarosa

-

con KC1 0.3 v 1 M respectivamente.
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V. CONCLUSIOMES

los resultados presentados en este trabajo permiten

concluirs:

1. e ha purificado una proteina intrinseca de la membrana
plasmatica de la celula muscular cardiaca con afinidad por
colesterol, dencminada CTF.

2. La proteina CTF es capaz de transferir colesterol al  ser
reconstituida en membranas artificiales.

3. Los datos mostrados sugieren la posibilidad de que la CTF
para ser activa necesita encontrarse en estado multimérico,

4. De manera exitosa s2 ha obtenido un  anticuerpo policlonal
anti~CTF, el cual serd sumamente 4til en €l refinamiento del
procedimiento de purificacidn, asi como para la caracteriza-

cidon ulterior cingtica v estructwal de la proteina CTR.
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Vi. PERSPECTIVAS

Con base en las propiedades de la proteina CTF descritas en
el presente trabajo, se piensa gque esta proteina podria cons-
tituir un sistema totalmente nuevo en la regulacion del contenido
de colesterol de la membrana plasmatica, no s6lo de la célula
muscul ar cardiaca, sino también en otros tipos celulares. Por lo
anterior ss considers de sumo interés el continwar con la carsc-
terizacion de esta proteina., asi como iniciar la sxploracidén de
s posible existencia en la membrana plasmidtica de otros tipcs
celulares,

Para llevar a cabo ésto altimo, primeramente se establecera
una nueva metodologia para la purificacidn de la proteina CTF, ya
aque el procedimeinto hasta ahora empleado tiene una serie  de
desventajas en cuanto & rendimisnto, tismpo v ceostos. Al respec-
to se piensa gue la cromatografia de afinidad antigeno—anticuerpo
permitird realizar un aislamiento especifico y mas rapido de la
proteina CTF.

Fara é=sto, se cuenta vya con sueros anti-CTP de donde cse
aislara una fraccidn de inmuenoglobulinas 6 (Igs). Una wve:z
aisladas, estas inmunoglebulinas se acoplardn a una columna de
sefarosa activada, mediante la cual se aislarda la proteina CTF.

Al  haber establecido v comprobado la eficiencia de esta
metodologia para la purificacidn de la proteina CTF, vy con base
en los resultados gue se obtengan de los experimentos de
inmunotransferencia, se intentara de ser el caso, purificar dicha
proteina a partir de membranas de otros tipos celulares.

Al haber resuelto el problema del aislamiento preparativo de



la proteina CTF, se iniciarda el estudio sistematico de la
cindtica de asociacidn—disociacidn del complejo CTR-colesterol.
For medio de los métodos ya bien descritos de equilibrio de
dialieis v filtracidn Millipore.

Con el uso de las IghGs anti—-CTF mediante técnicas inmunold—
gicas, s explorara la posible relacidn entre CTP y las diferen-
tes apolipoproteinas, a&si como con otras proteinas gue facilitan
el recambio de lipidos,.

De  peoder dempstrar un papel claro de la proteina CTF en  la
homepnstasis del colesterol en células normales, resultara de
interés el estudiar si cambios de esta proteina pueden estar

relacionados con 21 desarrollo de la hipercolesterolemia.
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ANE XD

For considerar gue lps resultados pbtenidos durants la presente
investigacion constituyen la primera evidencia de una proteina de
la membrana plamatica gue favorece la transferencia de coles-
terol, en este anexo se incluve una copia del manuscrito enviado

para su publicacidn a la revista Riochim. Biophys. Acta.
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A cholesterol transfer protein (CTP) has bheen isolated from a
cardiac sarcolemmal fraction by detergent solubilization, column
chromatography, and preparative electrophoresis using nondissociating
polyvacrylamide gels. in contrast to several sterol carrier proteins
that have been isolated from spluble cytosolic fractions, a CTP must
be reconstituted into an artificial membrane to mediate cholesterol
transfer activity. A CTP also must be present in the membrane in a
multimeric form for the eupression of its full activity, since ithe
monomer was shown not to be active. We believe that this novel
protein might represent an important molecuie in the regulation of the

homepnstasis of cholesterol in cardiac sarcolemma.



Several kinds of proteins that accelerate the enchange between
rmembranes of different yvpes of  lipids have been purified and
characterized [1.21. Some of these cytosolic proteins have recently
been used to study the distribution and transmembrane migration of
phospholipids, tatly s&cids, and oholesterol 3,47,

Studies by Erown and Goldstein [9%1 have demonstrated that
cholesterol homeostasis is regulated by two proteins: the cell
surface receptor  for the low-density lipocprotein  that specifically
binds this cholesterol-carrving lipoprotein, and  the 3-hydrody-
I-methylglutaryl -coenzyme & reductase, the rate-controlling enzyme in
the internal synthesice of cholesterol [61. However, although both the
endogenous cholesterol synthesized in the endoplasmic reticulum [7]
and the exogenous cholesterol are rapidly transported throughout the
liver cell and are integrated in all intracellular membranes [ai,
the regulatory mechanisms +for the transport of cholesterol, and
specifically the way cholesterol is integrated and withdrawn from
plasma membranes. are not well understood.

Rat liver cvytosol contains several proteins called sterol carrier
proteins (SUF). Bterol carrier protein-1 apparently participates in

the microsomal conversion of sgualene to lanosterol [9,101, and S5CP-2

in the conversicn of lanosterol to cholesterol [2,103. Cholesterol-
binding protein, also isplated from rat liver cytosol, has been

reported to enhance the rate of cholesterol exchange between rat liver
microsomes and mitochondria [111. Because cytosols  from several
wtrahepatic tigssues including heart, have been shown to be
immunoreactive to a cholesterol-binding protein antiserum [121,
it has been suggested that this protein or a similar class of

proteins might be inveolved in the intracellular transport of
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cholesternl in different tissues. In light of the mechanism of
transfer of cholesterol between the eryithrocyte and plasma, 1t has
been sugpgested that agusouws diffusion might govern the movement of
cholesterol between compartments [133.  However, lipoproteins may also
partiripate in the exchange process [141.

The present study describes the isolation aing initial
characterization of & CTF from cardiac muscle sarcolemma.  This CTP
binds cholestereol and, when reconstituted, facilitates the transter of
cholesterol from a serum/budfer system into artificial membranes. In
contrast to the stereol carrigr preoteins and  the cholesterol-binding
protein isolated $from the liver cell cytosol, CTF has to be
splubilized from the sarcolemmal vesicles and reconstituted into  an
artificial membrane for observation of its transfer activity.

The procedure developed in this study for the isclation of
the cholesterol-transfer protein consisted in  the elution of a
cholesteryl ~-hemisuccinate-agarcse column  (CHS-agarose  column)  with
step changes in ipnic strength. fs  shown with other systems,
CHS—-agarose can be used in the ispolaticn of cholesterol oxidase and
SE UM lipoproteins [151, For the serum lipoproteins, specific
desorption was achiesved with detergents that apparently decrease the
affinity of bound proteins to the adsorbent. Therefore, since we used
the properties of the CHS-agarpse for the selective separation of
proteins  in a detergent medium, owr CHS—agarose columnn might be
considered a weal affinity column.

Elution of the CHS-agarose colwmm resulted in several
protein peaks (Fig. 1). Feak C, which eluted with a 100 mM KCl
buffer, was concentrated and dialyzed before being subjected to a

further purification step employing preparative non-dissociating
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nolyacrylamide gel electrophoresis. Gmong the several bands obtained,
four fractions called CI, C€CII, CIII, and CIV were recovered from

these preparative gels (Fig. 20, The 0] fraction was able to  bind

Hicholesterol while embedded in the acrylamide gel (Fig. 2).

Althougt this svstem was not successfully calibrated with & set of
molecular welght marbers bhe ssnuenco of molecolar weights of CL, CII,
CI111, and CIV suggested that these fractions might correspond to
multiples of esach other (Fig. 2). Therefore, the possibility of having
izolated an active multimeric protein was considered.

Despite the diffzrences in  the apparent molecular weights of the
different fractions when the non-dissociating preparative gels were
employed (Fig. 2), all four fractions exhibited the same main  band
under dissociation conditions using 8DS gels corresponding to a
protein with a molescular weights of 73,000 when silver stained
(Fig. 3. These results support the idea that under the conditions
employed in this investigation, CTF isolated from cardiac sarcolemma
corresponds to a protein active only in the multimeric form.

To further test this hypothesis, fractions 1, CII, CIil, and
CIV were concentrated, dialyzed, and incorporated by sonication into
preformed unilamellar liposcaes after 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 cholestercol into the liposomal  membranes
{Fig. 4. The incorporated CI fraction transferred 23.5 pmol  of
cholesterol /pmol  of protein/hr. The addition of albumin to these
liposomes interfered substantially with the incorporation of the CI
fraction =zince the [FHlicheolesterol incorporation values dropped below

the control measuwrements of those without albumin. Moreover, the
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recongtitution of cvtochrome oxidase into the liposomal membranes,
as a control measwemsnt employing another integral membrane protein,
did not increase the incorporation of [PHlcholesterol inteo the
liposomal membranes (Fig., 4. These results support ow  early
#periments  showing the affinity of CTF for cholesterol and the
necessity ©f having the protein in a multimeric form for  the
development of its full transfer activity. Since the transfer of
cholesterol might bs cerried out via a pool of monomers present
in the medium or through & diffusion mechanism bestween particles
(lipoprotein-liposoms), further work is nesded to- clarifty whether
the activity of CTP is depsndent on any of these conditions. The
immunolonic characteristics of CTRP in comparison with a series of
lipoprotein apoproteins are currently being investigated.

i the basis of the main propertiss of CTF described in  this
study, we  believe that this protein could represent an entire new
system of regulation of the cholesterol content in cardiac sarcolemma.
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 sarcolemmal
cholesterol concentration might alter the eguilibrium of cytoplasmic
calocium through changes in the sarcolemmal calcium pump {16,173, we
believe that alterations in the expraséion or regulation of CTR in the
membrange might be of major biological significance in  the normal
physiology of the cardiac muscle cell.

We would like to thank Dir. Armando Gémez~-Fuyor for his continuous
advice, Dr. fntonio Fefa for his generous gift of ysast cytochrome
oxidase, and Mrs. M. Elena GButidrrez for the secretarial work. This
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FIGURES

Fig.1

Continuous elution profile of the sarcolemmal solubilized on  a
column (1.0 ¢ 10.9 ocm) containing 5 ml of cholesteryl-
hemisuccinate-aparose (CHS-agaro=e). The enriched sarcolemmal
preparation was izolatod from Mew Zéaland White rabbit hearts as
previously described by us (14,17). The sample applied to the
column  consisted of 10-15 m)l of the supsrnatant obtained by
centrifugation (0,000 x g % 20"y of the detergent-treated
gsarcolemmal vesicles (11 contained i 10 mM KCL, 1 mM EDTAH,
0.1% Triton X100 andg 10 oM Tris-HC1 buffsr, pH 7.4 (=glution
buffer, ERB). The flow rate employed was 10 wml/hr, and ©.5 ml
fractions were collected at 4=C. After chromatography of the
sample and collection of peasks & and B, the colunn was washed
with the same buffer until the optical density of the effluent
was negligible. For glution, the gel was washed with 50 ml of
10 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, 0.14 Triton X-100 containing 1 mM
EDTa, and increments in  the ionic strength of the buffer
employing 0.1, 0.2, and 1.0 M ECI (only peak C, corresponding to
D.1 M EKCL, is shown). The protein load corresponds to 15 mg of

solubilized protein from 43 mg of sarcolemmal vesicles. Peak C

contains 835 pg of protein. Tubes containing eluted protein were
3 F

pooled, concentrated at 4°C either with a YMI Amicon membrane or
a concentration bag Spectropor-3 and Aguacide, dialyzed against
water, and tested for their cholestercl-biding activity in

non-dissociating polvacrylamide gels.
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Fig.

NMon—-dissociating pelyacrvlamide gel! electrophoresis of peak C©
obtained from the CHB—aparose column. Five percent Weber and

Dsborn gels [1831 were run at constant 200 mA. The protein

load was 40-850 pg, as measured by the Bensandoun and
Weinetein method 101 Fronm  left to right the dote in  the
gel correspontd to fractions CI, CII, CIII and CIV. After

electrophoresis, unfixed and unnstainsd gels were incubated
for one  nouwr at 370 in & medium containing 100 mi

MaHPD4/NaHzFD.  (pH 7.1),  20% DMSO  (pH 7.1),  S00  pM

cholesterol, and 10 p€i [7-"Hicholesterol /ml {(specific
activity: 12 Ci/mmol). ffter this procedure, the gels were
washed thres times with the zame huffer without
[*Hicholesternl, followed by slicing. Control gels were

silver stained with the method described by Oakley et al [2037.
Following the same procedure, we ussd unfixed and unstained
gliced ge=ls for the specific extraction and isolation of
fractions €I, CII, CIII, and CIV. PMinced gels were placed in
20 ml of a phoszphate buffer ( 25 mM NaHFDs/NaHzFOs pH 7.1), at
4o for 48 hr, filtered through Millipore (0.45), dialyred for
24 hr against water, and concentrated with an Amicon micro-
concentration unit employing & YMI membrane. In a typical
experiment from two gels (14.0 % 14.0 « 0.15 cm} loaded with
1.6 mg of protein from peak C, between 70 and 100 pg of CI

fraction is obtained.



Fig.

Sodium dodecylsul fate-polyacrylamide gel electrophoresis
of fractions £I, CII, CIII, and CIV obtained from the
non-dissociating gel system. 7.5% Laemmnli gels L2131 were run
at constant 20 wA and 1090, The protein load was measured
by theg Bensandoun and Weinstein method [1971. After electro-
phoresis the gel was fiwxed angd stained with the method
described by Oakley et al L2031, a) molecul ar weight
standards (5 pgly B sarcolemmal fraction (10 pgly c) &60,000 g
supernatant (10 pgry d) peak © (5 poyy &) fraction CI (1 pg)s
£) fracticn CII (1 pg)ly; o) fraction CIII (1 pg)y; h) fraction

CIivV (1 pgd.
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Fig.

4

[*Hlcholesterol incorporation into preformed liposomes
reconstituted with fractions CI, £If, CIII, and CIV. The
different fractions obtained from the non-disscciating gel
system were concentrated with a YMS Afmicon membrane, and
dialyzed overnight against water at 4oC and 10 pg of protein
incorporated into preformed unilamellar liposomes by 1 min
sonication in a Brandsonic water bath sonicator set at  4ull
power and emploving a 50 M Tris-HCL  butfer, pH 7.4, The
incorporated protein was measured following the Bensandoun and
Weinstein method L0191, Uzing a lipid to protein ratio of
1,000/, fractions CI, CII, CIII, CIV and cytochrome odidase
(COY were sonicated with phosphatidylcholine/phosphatidylserine
(8/1) lipozomes, and the [BHlicholesteropl transfer activilty was
measured immediately. (A) cerresponds to the addition of 10 upg
of albumin teo the liposomal suspension. The incorporation
procedure was  followsd at 37°C As  previously described
by us £16,173 employing [7-"Hicholesternl (specific activity:
12 Ci/emol). At the end of the incubation period, the
incorporated liposomes were placed on Millipore filters
(0,45 pm) and thoroughly washed with a 50 wmM  Tris—-HCL buffer,
pH 7.4. The filters were transfered to scintillation vials,
and 5 ml of tritosol was added before counting in a Pachkard

scintillation counter.
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