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l. 
INTRODUCCION 

1.1 Lipoproteínas plasmáticas 

Los lípidos, moléculas insolubles en agua, se transportan en Cl plasma en forma de complejos n¡acromolceulares 

llamados lipoproteínns. &tas moléculas son partículas glÓbul'arei de eJevad~ peso nl~lecular co;istiluid~s 
" • :": < /. ·-·: '·.,. ·, • •• :. ·; ~- -: •• 

principalmente por triglicéridos, ésteres de.colesterol yTosfolípÍdó~:L:~' :\::. ·, : ·' .;,'.'~. · '\,:·, ,,; ' .. :· ,.,,, ., .··:.·· ,··-(··- .. ,.,. -.,: >·- ·;, 

Cada una de estas 111oléculas contiene•~.:.n/j'~~:'.~:~r~X1if ~~~;1~~¡u~i1~i1~~~f;r,~~;1t;~:~\i1Ja;~l:~J}f;,;partícula, 
y el cual está formado principalmente por:'triglicéridos:f:·és!Cics·:'de :colésteroFe1iéconcentraCióriés variablci;, 

. ::~ .. :· '.; ;:~-~-·-.· ;;;_~j~~7ó.~~.~I;:s~~~:?~:-~¿:*i!,~:'.:~::·¡ifü.~)::}~~~;'.~~:~~'.:-1?~;.);~~~~~,-~:-~~-~~ .. ,~-:~~;~~-~:~ :·: ~~/r ~: :. ~,~- -,~ .: ,-;_- · 
dependiendo de la lipoproteína qúe se triite:·Afrédc'dór'dé'cste'1íúi:Íéo'cxisfo üítacaj:i:i'sújícrficial dc.lí¡iidos poíares 

-. : :'.·,.) :. , : ~--~;:r 2 /n~:.:.:-~~~r1~~~':Y::$t~:;·::t~-(~~~~:(V;;;~,:~/-·;~~~;/~,:.,f;~11~~·;.8;:~r!:1:?;:~~~\J:}~:?:~J~}/~ '.'..+:::·~;~· · .. 
(como fosfolípidos y colesterol no esterific~o)'/tj~c csÍabiH?ii~ít á la' partícu'1á 'd~'iípojiiotcínÍI, de lníidéÍ que pueda 

·- _ _ ·.:.r·'r'i~: ·· ~'·'·:·"" ·. ":"'' · ·, ~·.-~<" .1<;, ·.,:·~·!''"" ,,._·~. 

permanecer en solución en el plásm~:·c~da,:pilrtfcula de llpÜ¡íroteíiÜ coi1Ü~11ci tÍlmbié;1'ÍJroicí1íás específicas 

localizadas en su superficie, den~niinad~s a¡;~proteínas o apolipoprotclnas (Figura l)(ll. 

Figun11. Diagrama esquemático de las principales lipciproteínas plasmáticas. 



TABLA 1 Características de las principales Iipoproteínas del plasma humano.<tl 

Clase de lipoprotcína Lípidos más Apoprotcínas Origen Funciones Diámetro 
y densidad (g/ml) importantes principales (Á) 

Quilomicroncs Triglicéridos de la Al, AII, B48, CIII, E Intestino delgado Transportan triglicéridos 800-500 
(d<0.95) dicta y colesterol del intestino 

al plasma. 

Remanentes de Colesterol y B48, E Derivan de la lipólisis de Transportan colesterol y 
Quilomicrones triglicéridos quilomicrones por LPL triglicéridos al hígado. 
(d<0.95) 

Triglicéridos BlOO, CI, CII, E Hígado Transportan triglicéridos 300-800 
VLDL endógenos a diferentes tejidos. 
(d<l.006) 

IDL Esteres de colesterol BlOO, E Derivan de la lipólisis de Algunas son precursoras 
(d=l.006-L019) y triglicéridos VLDLporLPL de LDL; otras proveen 

colesterol al hígado. 

LDL Esteres de colesterol BlOO Derivan de la lipólisis de Proveen colesterol a 50-350 
(d=l.019-1.063) IDL por LPL diferentes tejidos. 

HDL Esteres de colesterol y Al, Ali Derivados de la hidrólisis Facilitan la remoción de 50-120 
(d=l.063-1.21) fosfolípidos de quilomicrones y VLDL colesterol de tejidos 

y de la síntesis de novo cxtrahcpáticos para 
del híb'Bdo e intestino. transportarlos al hígado. 

'Abreviaciones: VLDL lipoproteínas de muy baja densidad; IDL, lipopro1eínas de densidad inlermcdia; LDL. lipoproreínas de baja densidad; HDL. lipoproleínas de alta densidad; LPL. lipasa 
lipoproteica. 

'" 



INTRODUCCION 

Existen 6 clases principales de lipoproteínas que se diferencian entres( tanto en ia composición de los frpidos no 

polares del 11úclco y el tip~,-~e ~1ioproieÍ1i~;: ~o~n9 en ~u densidad, tamaño,' moviHdad ekclrofor_ética, _etc ('l'nbla 

1)0>. Las vías de forma~ió;1 de llÍiop;~;~Ílt~~. s~ ¡;;ie~conversió1Í y su mel~ líoÚsmo e1i el orga;iismo, son procesos 
• : ' • • ' ::· "· < ' •• '; ·;:-,;, ;!' ·" •• -;;:\:' '· .- ' - . :_ •.. '., • . '.. ' ·:.· ·::, ', -·: - - . ' ~ 

de enonne compl~jidad y p~eci¿ión,;~~rl;:q~~;;;()s·1imiwmos a dar una dcscripciónd/end~:a grandes rasgos en 

la Figura 2<2>. En las célul~s epÍÍcliairiLcl;int~~~no!~~s ;;glicfaldo~ y el ~olestero1;d~'1?~)~~a,~e hicorporan en 
- ,., ~.i;.,S?J~-,- .··.1:/·: : 

Figura 2. Vías de fonnación y caL1bolis1110 de las lipoproleínas. LDL, lipoproteína de baja 
densidad; VLDL, lipoprotcína de muy baja densidad; IDL, lipoproteína de densidad 
intermedia; HDL, lipoproteína de alta densidad; LCAT, lecitin-colesterol aciltransfcrasa. 

grandes partículas de lipoproteína denomiuadas quilomicroncs, los cuales son secrewdos hacia la linfa intestinal 

y pasan a la circulación general, donde se adhieren a las paredes capilares. Unidos a estas superficies endoteliales, 

quedan expuestos a una enzima localizada en la superficie del endotelio vascular: la lipasa de lipopro_teína .(LPL), 

la cual se activa por la apoproteína CII que contienen los quilomicrones, promoviendo, l~ scéreclÓ~ :d~· ácidos 

grasos libres y monoglicéridos. Una vez que se han eliminado los triglicéridos del núcleo, elrest_~Al quilmnicrón 

se disocia del endot~lio capilár-y'vuelve ¡j la circulacióil. Ahora se ha transforn;ado enun;··1m~l~~la.~lativamente 
pobre en triglicéridos, enriquecida eÍl 'ésteres .de Colesterol, y .ha experimentadoun .. i1iterc~111bio de apoproteínas 

. . --·~-,--_::'_.· T·_~- . .. . < ... . ,:-~ 

con otras lipoproteínas del plasma. El resuitadrineto es la conversión del qui101Í1icró1\ en una partícula remanente 
: . -- . 

de quilomicrón, enriquecida en ésttfres de-coÍcsterol .y en 'apolipoproteínas B48 y E (liigura 3)co, Este remanente 

3 
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Síntesis y catabolismo de Iipoproteínas derivadas del intestino. (Ver texto) 

pasa al hígado, donde es captado con gran eficacia por medio de la fijación de la apoproteína E a receptores 

específicos ubicados en la superficie de los hepatocitos. Estos remanentes unidos a la superficie son captados en 

el interior de la célula donde los lisosomas los desintegran por un proceso llamado endocitosis mediada por 

A. OIGESTION EXTRACELULAR 
DE LAS LIPOPROTINAS RI· 
CAS EN TRIGLICERIDOS 

B.ENDOCiTDSIS MEDIADA POR RECEPTOR DE 
LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN COLES-

TEROL Colulo• hepÓ!lm '""•hopJ!lm 

Oui~GJmlcrone~~\@ ::~ 
<l TG 17;\j Adipocilo ~ 

Ll'L~ .-

VLDL ~~, )~ 
)J f} 

L111 d1I C¡l11l11 C~l11la 
C11pll111 1nd11l11liof 11111tc11101 

Figura 4. Mecanismos por los cuales Iaslipciproteí~as ricas ei1'trÍgJlcariJds'/ri¿1se11 colesterol 
liberan sus lípidos a los tejidos bl.anco. ( ':f: .~;~~ 'ir \}· .·.· .. : . . . . . . 

La síntesis de triglicéridos en el hígado se intcns;~ca cmuidó' Ia;iétit~6ntlc1Íc•Í;idra;~::·,d~;t~·rbóiio en exceso. El 
. :· -_, · .. - . º ':.:::---.__<~~-~,_.-.: ~,·· ~,,-: .:;.--::~ -. ·.' ~ :, :;· --:'·-;- ;·. :.º-::: ~- .. _,,.;,:-~·-;, :::r~··:·.-;~',·r? -:--;:J(;': :-~~!,-/.:-~'-: ~i: ... _. __ :; ~~ . - : ,,,, 

hígado convierte esos hidmtos dé carbono ~ií ái:idos grasos, los éii'terlfica cÓit glicc'rorjiára:.rór;iíar.triglicéridos, 
; • \ _., ••••• ,-. - • ••• "c. • •• •• ;. -,.:, •••• • ··' -· •• ":-.·: .- • : •••• 
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INTRODUCCION 

FFA 

SínJesis y catabolismo de las lipoproteínas derivadas del hígado (ver texto). 

densidad(VLDL) (Figura S)l'J. Las partículas de VLDLson transportadas hacia los capilares de los tejidos, donde 

. interactúan con la misma Ji pasa de lipoproteína (LPL) que cataboliza a los quilomicrones. Los triglicéridos del 

núcleo de VLDL son hidroli?Á1dos y los ácidos grasos se utilizan para síntesis de triglicéridos dentro del tejido 
. . ; 

adiposo. Los remanentes originados de la acción de ia Üpasn sobre la VLDL se llaman lipoproteínas de densidad 

intem1edia (IDL). Una porción de las pa~rb~fa{~t{bL'son cataboiizadas por el hígado uniéndose a receptores 
--. ,:>··;(, '.·'.·;,.;:-. 

diferentes de los receptores de los rema_neÚl~~di: ~~_ü6;{1i~;~rl~; ~l resto de la IDL permanece en el plasma, donde 

experimenta una transfonnaeió11.adi~ion~&~~I~\N~~~~i'f::'r:;J;;~(~~~t~;si todos los trigiicéridos residuales. Durante 

esta conversión, todas las apoproteín~s ~Ó~i\xtm as,d(ia. ¡Ía;\iéiiiá co_Ít excepción de la apoproteína BlOO. El 

resultado es la transformación de la 1ia~iL;~:/j{J~~;·~;~-~1i~ilip~p~teína de baja densidnd (LDL) rica en 
-:_· .':.:-.~:".:~~:E;.~;:c3il~~;~~;t1~{t~~\~/;?~~f:{{-~i·~·;::_~ .· -:-.. · . __ -

co1estero1. El núcleo de LDL se compone, casi cntera111ente d,e ~\eres d~ colesterol, y la capa superficial contiene 

~:·::·,::::::~;~.:;.::~~f ~~lSi!~~1'.ii~1~it;~~~·: 00r 
las de la corteza suprarrenal,· linfocitos·;: músculo· y· riñ6ií;1

; lás ·cúa lés:tienen ·receptores·' de' LDL·ubicados en su 
·. · . · . ·, .: · .'·. ~ ::~·.:>··~-~;.~-~· \~~1.::.:·~[,N"~:~'.~~~.:.1~~?.~:~J:~Y'.~:::~0;~~'.<.·~'::'.~:v:;..:. :· 

superficie celular. · L1 concentración de est~s Ü¡ioprotcínas 'en; pl~sí~~ ·~~iá ;~6,{ie1á'~i~n~d~ c<l1i Ía •propensión a 

enfermedades coronarias, como in aterosclerosis. u1 LD~que:':j·~;:~a-~~:~\~~-rpf~i;·~¡;~¡i~~~;bradaa.iá.céiula 
por una endocitosis mediadn por receptor y es digerida po;·lisoso'f1;;,s in;;a~eiitla;es (Fi¡iiim4)i''·' 



INTRODUCCION 

Los ésteres de colesterol de LDL se hidrolizan por acción de una lipasa ácida, y el colesterol liberado se utiliza 

para la síntesis de membrana y como precursor en la síntesis de las hormonas esteroides. Como los tejidos 

extra hepáticos, el hígado también tiene receptores para la LDL; utiliza el colesterol unido a LDL para la síntesis 

de ácidos biliares y para producir colesterol libre, que se secreta hacia la bilis. 

Como las membranas de las células parenquimatosas experimentan recambio a medida que las células mueren y 

se renueva1~ este colesterol no csterificado se libera hacia el plasma donde se une inicialmente a las lipoproteínns 

de alta densidad (HDL). La concentración de las HDL es inversamente proporcional al riesgo de desarrollar 

aterosclerosis ya que estas lipoproteínas promueven la salida de colesterol de las células. Este colesterol no 

esterificado se une entonces a un ácido graso por una reacción de transesterificaeión cata !izada por la enzima 

plasmática lecitincolcsterol acil transfcrasa (LCAT). Los ésteres de colesterol que se forman en la superficie de 

HDL se transfieren a VLDL, y finalmente aparecen en LDL puesto que estas últimas derivan de las VLDL. Esto 

establece un ciclo a través del cual LDL transporta colesterol a las células extrabepáticas, regresando al hígado 

vía HDL. 

1.2 Proteínas transferidoras de lípidos 

La composición de las lipoprotehms plasmáticas se ve continuamente modificada durante su metabolismo 

intravascular, como resultado del intercambio dinámico y la transferencia neta de lípidos que existe entre ellas. 

Evidencia reciente muestra que la transferencia y el intercambio de lípidos entre las lipoproteínas es regulada por 

proteínas especializadas que realizan estas funciones. 

Estas proteínas plasmáticas facilitan la transferencia e intercambio neto tanto de lípidos neutros (ésteres de 

colesterol y triglicéridos), como de fosfolípidos entre las lipoproteínas,<'·11 l aunque también existe movimiento 

espontáneo o no facilitado, de lípidos. 

1.2.I Mecanismos de tra11sfere11cia no facilitada de lípidos 

El intercambio o transferencia de ésteres de colesterol y fosfolípidos entre lipoproteínas plasmáticas, es catalizado 

6 



INTRODUCCION 

por proteínas intercambiadoras, mientras que Jos mecanismos de movimiento de colesterol libre entre partículas 

no se han establecido aún:' · 

Se ha demostrado que ~J recamb.io espontáneo de colesterol en el plasma y en eritrocitos, reportado por primera 

vez por Hagennan Y.Gou1cl<121, oéurre en una gran variedad de membranas biológicas, lipoproteínas y liposomas. 

Aunque el recambio de colesterol está bien documentado, el mecanismo para este proceso no ha sido basta la 

fecha debidamente establecido. Al respecto se han propuesto dos posibilidades: el primer mecanismo, propuesto 

inicialmente por Hagerman y Go~ld("l, propone la transferencia o recambio de colesterol libre por difusión a 

través de una rase acuosa; el coi_ésterol,o fosfolípidos se desprenden de la vesícula o partícula donadora y quedan 

"solubles" en la rase a9uos:i: El ,de~pre~tdimiento del lípido de Ja partícula donadora parece ser el paso limitante, 

después del cual difun~c en la;fase acuosa hasta alcanzar la partícula aceptara mediante un proceso totalmente 

alcatorio<131, Una vcz'q~e éi lípid~·ha l1;tcraétuado con !~ p~~ticui~'acepi~ra; éste se absorbe rápidamente (Figura 
.• ',-,. - ·-····.-· -.' ... ',•-.. , .. :... . . -

Fignni 6. 

Q··~1lt'
1 8 

.... b~/ 

HO..ct:J. 

Mecanismo de intercambio y transferencia de colesterol entre liposomas. El 
desprendimiento del Jípido de Ja partícula donadora y su liberación a Ja fase acuosa 
parece ser el paso limitante; el lípido liberado choca con Ja partícula aceptara y se 
absorbe rápidamente. 

La transferencia de masa neta .ocurre únicamente cuando Ja actividad lipídil'a en las partículas donadoras.esmucho 

mayor que Ja actividad enlas'par(~cúl:is. aceptaras; es decir, cuando la conceútración. dcllípido que se va a 

transferir es mayor eít las' jia'rtícuiá'(donadoras qúc ei1 las acc1itciras; se cre:iun gradienté de conceútración que 
: ';: - """;;:>}'. >.:·~·-: · t_.'.. .>, • :¡-. ··-· >>:·\. '-·o>.; 

facilita Ja transfcrcncia'c1~1¡iii1iif· X:_. {i '< ,: \ '·· ···.· ... ·· · · . ): . ; .\.•· >< 
Un segundo .1itccáIÍis1iio Ífr~¡iücsio' inicialme1uh por Gurdc121 sugicr.c qui el 'rc'~a1;1biá de. cétl~teiol entre las - ..... ·.'- ..... '_._, ._, .. -: _,_ - - . ·.·-.':-. _ .. ·_,. .·_ 

membranas· tiene Jugiir d~spués, <le ~n 'co;tiaéto direct~ e1Ítre éstas: Esta últ,hita 11ropri~~1 que Ía1nbién se aplica 
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INTRODUCCION 

al recambio de fosfolípidos, está basada solamente cu la obsciyación de que el colesterol y los fosfolípidos son 

cscncialmcntc insolubles cu agua. 

Actualmente no existe un acuerdo general sobre cual de los dos mecanismos es el que opera en In transferencia 

de colesterol y otros lípidos, ya que hay evidencias que sostienen ambas posibilidadesl•Z14l (Anexo 1). 

Trabajos recientes rcali1,1dos por McLcan & Phillips, han demostrado que el intercambio o transferencia de 

moléculas de ["C)-colcstcrol entre vesículas unilamclarcs pequeñas y células se lleva a cabo mediante difusión 

de estas moléculas a través de la fase acuosal"l. 

La cinética de recambio o transferencia de colesterol cu vesículas unilamelarcs pequeñas tiene las siguientes 

caracteríslicasl">: 

1) la velocidad de recambio de colesterol es de primer orden con respecto a la concentración de colesterol libre 

en la partícula donadora; 2) existe transferencia de aproximadamente 5 moléculas de colesterol por cada molécula 

de fosfatidilcolina, debido a que el primero es más soluble en agua que el segundo; 3) el proceso de recambio 

es dependiente de la temperatura; se ha determinado experimentalmente una energía de activación (dG) 

aproximadamente de 70 KJ/mol, asociada al desprendimiento del colesterol de la partícula donadora hacia la fase 

acuosa; y 4) el empico de liposomas con una alta relación liposomas accptores/Iiposomas donadores, nos muestra 

que la velocidad de recambio es de orden cero con respecto a la concentración de liposomas aceptares. 

Estos cuatro criterios cinéticos pueden utilizarse para evaluar el mecanismo de intercambio de colesterol entre 

cualquier tipo de partículas donadoras y aceptaras. 

Experimentos recientes donde Jos liposomas donadores y receptores fueron separados por una membrana de 

diálisis, han demostrado que cierto porcentaje de colesterol marcado radioactiva mente es capaz de difundir a través 

de la mcmbranal•Z13
•
17l, En estos trabajos también se menciona que la difusión de los lípidos puede aumentar con 

la adición de etauoil'6J, acetona o dimetilsulfóxidol"l, ya que éstos aumentan la solubilidad del colesterol en la fase 

acuosa, y con ello su tmusfcrencia. Estos resultados junto con las cuatro características antes mencionadas, han 

demostrado que no ocurre fusión entre vesículas durante Ja transferencia de colesterol, y son consistentes con un 

mecanismo que involucra la difusión de moléculas de colesterol en fase acuosa, y no la fonuación de un complejo 
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IN1RODUCCION 

entre las partículas involucradas en la transferencia. 

Se ha establecido que tanto en liposomas como en las HDL y LDL de humano, la localización y movimiento de 

moléculas de colesterol libre son similaresC1
S-

20J. &encialmente todas las moléculas de colesterol libre en los 

Iiposomas unilamclarcs, así como en las HDL y LDL están en una poza de recambio. En trabajos similares, se 

ha encontrado que más del 90% de ("C]-colcstcrol librc inco11iorado en las HDL se transfiere a las LDL, en un 

proceso de primer orden con respecto a la concentración del colesterol en Ja partícula donadora, cuyo tiempo de 

vida media es de 2.9 min aproximadamente, a 37ºd">. 

Otros trabajos han establecido que el recambio de colesterol de las HDL es independiente de la concentración de 

LDL, y que el recambio de fosfatidilcolina es más lento que el recambio de colesterol libre de las HDU">. Por 

tanto, es razonable suponer que el mecanismo de recambio de colesterol involucra la liberación de moléculas de 

colesterol de la Iipoproteína donadora y su difusión a través de la fase acuosa. 

La composición de fosfolípidos de la lipoprotcína donadora puede afectar la velocidad de recambio de colesterol. 

Al aumentar Ja insaturación de los fosfolípidos, se favorece el ílujo de colesterol, mientras que al incrementar la 

concentración de csfingomiclina, esta velocidad de recambio disminuye'"'· Adicionalmente se ha encontrado que 

la superficie de las LDL de humano es rica en fosfatidilcolina y esfingomiclina, comparada con las HDL, por lo 

que el ílujo de colesterol más bajo observado en las LDL puede deberse a la mayor cohesión entre el colesterol 

y los fosfolípidos de la superficie, lo que aumentaría la energía requerida para la liberación del colesteroJC'4J, 

En condiciones de cultivo se ha oooervado que existe un ílujo bidireccional de colesterol, el cual permite el 

recambio y la transferencia del colesterol sin gasto de energía metabólica entre las células. Sin embargo, en 

condiciones adecuadas de cultivo se puede lograr un ílujo neto de colesterol de las células, condición que pcr111itc 

estudiar el flujo unidireccional, rclativa111entc más simple que el flujo bidireccional de colesterol libre. Esta 

condición se logra al adicionar al medio un accptor, generalmente en exceso, que no contiene colesterol libre. 

Las investigaciones realizadas por Stein y coJsC21>, en las que se empicaron diferentes complejos de 

fosfolípidos/apolipoproteínas para remover el colesterol de varias líneas celulares, demuestran que las 

apolipoprotcínas per se son pobres accptoras de colesterol libre celular, pero después de complcjarlas con varios 
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fosfolípidos se logra un ílujo eficiente de colesterol: al incrementar la concentración de fosfolípidos, aumenta el 

ílujo. 

Es importante considerar la distribución de colesterol celular, y al respecto algunos autores han propuesto que en 

la célula existen dos pozas de colesterol libre que se recambia a diferente velocidad; se considera que hay una 

poza de recambio rápido, localizada en la membrana plasmática y que constituye el mayor porcentaje (70-95%) 

del colesterol libre cclula(22l, y una poza de recambio lento, localizada en las membranas internas, como en el 

retículo endoplásmico<"J. 

Por otro lado y de manera interesante, se ha encontrado que el colesterol libre transferido a la membrana 

plasmática por medio de vesículas donadoras, provoca una regulación negativa de la síntesis de colesterol libre, 

disminuye la entrada de las LDL e incrementa la esterificación del colesterol libre citoplásmico<"·"l. 

Los estudios encaminados a determinar la cinética de recambio de colesterol libre entre células en cultivo y varios 

aceptores en el medio cxtracelular, han determinado que el ílujo de colesterol es de primer orden con respecto 

a la concentración de colesterol libre en las células donadoras; se ha calculado una energía de activación de 

aproximadamente 50 kJ/mol para dicho proceso!l•i. 

El recambio es prácticamente de orden cero con respecto a la concentración de las vesículas aceptoras, aunque 

para ello se requieren relaciones significalivamente altas de aceptor/ donadoi"·'6J. Estos datos son muy similares 

a los obtenidos para el caso de los liposomas, por lo que se puede suponer que el recambio de colesterol libre 

entre células y partículas aceptoras, involucra la liberación de moléculas de colesterol libre de la membrana 

plasmática y la difusión de éstas a través de la fase acuosa, hasta que entran en contacto con la partícula aceptara 

y son incorporadas por ésta. 

Se han reportado(l4.l7) algunos parámetros cinéticos de la salida de colesterol en varias líneas celulares. De manera 

interesante se encontró que existen diferencias cinéticas en la transferencia de colesterol libre en los diferentes 

tipos celulares. Estas diferencias pueden estar dadas por variaciones en parámetros tales como: contenido de 

colesterol libre, grndo de insaturación de fosfolípidos, relación fosfatidilcolina/esfingomielina, y la interacción del 

colesterol con las proteínas de la membrnna. 
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1.2.2 Mecanismo.~ de tran.~{erencia facilitada de lípidos 

Li primera evidencia de la exislencia de proleínas sin actividad enzimática involucradas en el metabolismo 

lipídico, fue una proleína que se une a los precursores del colesterol insolubles en agua, estimulando su velocidad 

de conversión al esterol, conocida como proteína aearrendora de esteroles (SCP·l)<'8J. Esta proteína fue 

purificada de la fracción soluble del citoplasma de hígado de rata, y es una proteína altamente tennose1t~iblc que 

participa específicamente en la conversión del escualeno a lanosterol<"J. 

Otra proteína acarreadora de esteroles es la llamada proteína inespeeílica tnmsferidora de lípldos (ns-LTP) 

también conocida como proteína acarreadora de esteroles (SCP-2)1"'· 

SCP-2 es una proteína de 14 kDa que se ha aislado del citoplasma del hígado de diferentes especies; esta proteína 

estimula la conversión enzimática de lanosterol a colesterol durante la biosíntesis de colesterol e incrementa la 

síntesis de ácidos biliares<"J. A su vez, tiene la propiedad de estimular la transferencia intermembranal de una gran 

variedad de lípidos como colesterol, fosfolípidos, esfingomielina, gangliósidos y glicoesfingolípidos neutros<30J, 

SCP-2 in vitro catali711 la transferencia de colesterol de liposomas hacia la mitocondria, facilita la transferencia 

de una gran cantidad de fosfolípidos , y afecta a diferentes enzimas involucradas en el metabolismo de esteroles 

(como A-CAT, 7-hidroxicolcsterol oxidasa y a las involucradas en la conversión del lanosterol al colesterol). 

El plasma de conejo, libre de lipoproteínas, contiene una proteína capaz de transferir [3H)triacilglicerol entre 

lipoproteínas<"J y se conoce como proteína transferidora de triglicéridos. Esta es una glicoproteína, con un peso 

molecular de aproximadamente 100-115 kDa y un punto isoeléctrico de 8-9. Esta proteína es diferente a la 

proteína que trait~fiere ésteres de colesterol también aislada de conejo, con un peso molecular de 99 KDa y un 

punto isocléctrico de s.2mJ, 

Existen en diferentes especies proteínas involucradas en el transporte y transferencia de ácidos grasos (FAilPs); 

algunas de ellas han sido aisladas de hígado, intestino, tejido adiposo y corazón de rata. Son proteínas con un peso 

molecular aproximado de 40 kDa y un punto isoeléctrico de 9.0. Están localizadas en la región externa de la 

membrana y desempeñan m1 papel muy importante en la transferencia de ácidos grasos entre sistemas 

membranalcs<"J. 
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Se piensa que estas proteínas juegan un papel muy imporlanle en Ja caplura y lransporte de ácidos grasos y en 

Ja regulación de Ja concenlración de cslos com¡rnes1os y de algunos de sus ésleres en Ja célula<">. 

Los ensayos realizados con plasma humano en condiciones fisiológicas, demos1raron una transferencia nela de 

lriglicéridos de VLDL y LDL a HDL, con una lransferencia recíproca de ésleres de coleslerol de HDL a LDL 

y VLDU34>. luicialmenle, Ja lransferencia de Jos ésleres de coleslerol y lriglicéridos se adjudicó a Ja apoD<4,SJ; sin 

embargo, esludios subsecuenles mostraron que al poner en contaclo suero con anlicuerpos anti-apoD Ja capacidad 

de lransferencia de ésleres de coleslerol no desaparece, descartando Ja posibilidad de ser apoD una proleína 

plasmática capaz de llevar a cabo esle mecanismo. 

Recienlemente se han ohlenido preparaciones de proteínas a partir de plasma humano, en las cuales se observa 

un incremento en Ja aclividad específica de transferencia de coleslerol de 10 a 15,000 veces, y en las que se 

oblienen fracciones puras que contienen una o más bandas de proteína de peso molecular aproximado de 60 a 70 

kDa en geles con SDS. Una de estas proteínas es Ja proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP), 

Ja cual facilita Ja transferencia e intercambio de ésteres de colesterol y triglicéridos entre las Iipoproteínas<». Es 

una glicoproteína, rica en aminoácidos hidrofóbicos (principalmente leucina), con un peso molecular de 74 kDa 

y un punto isoeléctrico de 5.2. 

CETP se considera Ja proleína plasmática más importanle involucrada en el transporte e intercambio de ésleres 

de colesterol. 

Morton y Zilversmitli"> muestrdn que CETP allamente purificada promueve el intercambio y Ja transferencia nela 

de triglicéridos y colesterol cstcrificado, dando como resullado un intcrcamlJio recíproco de triglicéridos y 

colesterol entre las lipoproteínas. &ludios recientes sugieren que CETP puede iníluir en Ja transferencia de ésteres 

de colesterol no sólo entre Iipoproteínas sino también entre lipoproteínas y células. 

La transferencia de ésteres de coleslerol de HDL mediada por CETP se lleva a cabo preferentemente hacia 

partículas con Ja relación más baja de triglicéridos/ésteres de colesterol, por ejemplo VLDL o quilomicrones, e 

incluso LDU'o.39>, Dado que Ja aclividad de L-CATaumenla Ja relación éster de colesterol/triglicérido en las HDL, 

Ja transferencia neta de ésteres de colesterol de HDL a VLDL es más pronunciada si L-CAT se encuenlra 
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presente. Por lo tanto, L-CAT modifica Ja transferencia de ésteres de'colcsterol no mediante un efecto directo 

sobre CETP, sino Jo modifica como resultado de las alteraciones que provoca en Ja composición lipídica de las 

lipoproteínas. 

La actividad de L-CAT crea un gradiente en Ja concentración de colesterol entre los tejidos y los componentes 

de la sangre (glóbulos rojos y Jipoproteínas), llevando el llujo de colesterol hacia la sangre. Bajo la inlluencia de 

CETP, los ésteres de colesterol sintetizados por L-CAT, son redistribuidos hacia las lipoproteínas ricas en 

triglicéridos y eventualmente hacia las LDL, puesto que estas últimas derivan de las VLDL. Dado que existen 

receptores hepáticos específicos parn VLDL y LDL, Ja redistribución de Jos ésteres de colesterol via CETP, 

proveen un mecanismo para Ja transferencia de ésteres de colesterol derivados de L-CAT del plasma hacia el 

hígado. Entonces, Ja transferencia de ésteres de colesterol mediada por CETP en el plasma, constituye un 

mecanismo muy importante en el transporte de colesterol de Jos tejidos periféricos hacia el hígado. 

Para determinar si los cambios en la composición lipídica de las lipoproteínas afectan también el proceso 

fisiológico de la transferencia de lípidos, se ha estudiado Ja distribución y actividad de CETP. Tanto el aumento 

en Ja cantidad de esta proteína en plasma, como el de su unión a las lipoproteínas, estimulan el intercambio de 

Jípidos mediado por CETP. El incremento en el intercambio total de ésteres de colesterol de HDL, combinado 

con el incremento en la relación triglicéridos/ésteres de colesterol en Ja lipoproteína aceptara, produce un 

intercambio neto mucho mayor de ésteres de colesterol hacia las Ji¡1oproteínas ricas en triglicéridos. 

La lipólisis i11 vivo e i11 vitro lleva a alteraciones en Ja composición de las lipoprotcínas, Ja cual provoca un 

incremento en la unión de CETP a las lipoproteínas. Este incremento está asociado con el aumento en Ja 

transferencia de ésteres de colesterol. 

Basados en estudios cinéticos se han propuesto dos mecanismos diferentes para explicar Ja transferencia de ésteres 

de colesterol dependientes de CETP. Uno de ellos, propone que CETP actúa como acarreador de ésteres de 

colesterol entre las partículas donadora y aceptara (ping-pong). (lligurn 7n). 

El otro mecanismo sugiere Ja fonnación de un complejo terciario que involucra tanto a las partículas aceptara y 

receptora, como a CETP (lliguru 7b). 
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Figura 711. 

Figura 7b. 

G CETP 

• 
EC o TG 

Modelo "ping-pong". CETP acarrea una o más moléculas de TG o EC desde Ja 
Jipoproleína donadora hacia la aceptara. CETP intercambia Ja molécula lipídica con 
alguna lipoproteina después de haberse unido a su superficie. 

88 > 03 L 
L 

ee > ~ L 
L 

Formación del complejo Ierciario, que involucra a CETP y a ambas lipoproleínas. 
L1 transferencia se lleva a cabo cuando CETP se encuentra unida a alguna de las 
lipoproteínas, previo a la transferencia del lípido. CETP intercambia la molécula lipídica 
con alguna lipoproteína después de haberse unido a su superficie. 

L1 unión de esta proteína a las lipoproieínas, que parece. ser de carácier electrostático, se cfeciúa por. medio de 
. . . . . . - r -

los grupos fosfato de los fosfolípidos presentes en Ja1i10Jécula <le.Jipo¡Írotefna; é¡~c só'1í en últhÍia insiancia los 

responsables de su interncción con CETP<'6l. ·· 
('> 

._ ·:··;·.·.; -~-;:,{·:··¡'.:~>· ~·:,.; 

'"". -·:· ~"···:· -· 

L1 formación de este complejo se favorece si CETP se rii1cudn1ra ~nÍda·a la Jl~rtícÚla ~écptora:o donadora previo 
•. . ., ~ " " ~- -~;/' .' . 

a la fonnación del complejo«º> (lligurn 7b), y CETP"adúa fa~iÜia1id~'I~ ¡ri;í1~f~~e1tci~ 'de lípidos directamente 

enlrc las parJículas involucradas, y no com~ ac~;;e~d~'~C ;>j.. :' · ; > . • 

Por otro lado, se ha estudiado tambi61;· i1it;~nif':~nbi~ d:~ ési·:~s d~ colesterol mediada por CETP entre 

membranas ariificialesCl6l, Eslos esJudios mÚéstrnn q·~e CETP-forma un complejo terciario bastanlc cslablc con 
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liposomas de fosfalidilcolina, con o sin otros lípidos, de la misma manera que lo hace con las lipoproteínas y que 

además, existe transferencia de lípidos una vez que se formó el complcjoC1'I, 

La fracción plasmática libre de lipoproteínas de diferentes especies, incluyendo aquellas con o sin actividad 

impo11ante en la transferencia de ésteres de colesterol, contiene inhibidores de CETP. Un inhibidor de Ja 

transferencia de ésteres de colesterol y triglicéridos con un peso molecular aproximado de 32 kDa, se purificó de 

plasma humano. ApoA, apoE y albúmina libre de ácidos grasos, inhiben también Ja transferencia al disminuir Jos 

sitios de unión de CETP a Ja superficie de Ja lipoproleír1aC41J, &las proteínas probablemente compiten por el sitio 

de unión de CETP a Ja superficie de Ja lipoproteína o Jo modifican. 

Se ha logrado clonar CETP a pa11ir de DNA de hígado de humano<51J y se ha deteminado Ja estructura de su 

genC5'J; éste, que existe como una sola copia, consta de 16 exones y abarca a¡iroximadamente 25 kbp del DNA 

genómicoC5
''· 

En el humano, las principales fuentes de RNA mensajero (mRNA) de CETP son el hígado, el bazo y el tejido 

adiposo; en menores cantidades se encuenlra en intestino delgado, ad renales, riflón y corazónC5
''· De igual manera, 

se ha encontrado que una gran variedad de tipos celulares secrelan CETP o contienen mRNA para CETPc5i.
54

•
59J, 

De manera interesante, al clonar el cDNA de CETP de !ejido adiposo, se encontró una variante nueva de mRNA 

de CETP, en el cual el exón 8 se encuenlra unido direelamente al exón 10, provocando Ja formación de una 

secuencia que no contiene al exón gr"''. 

1.1 ausencia del exón 9 provoca Ja remoción de 60 aminoácidos de la secuencia completa de CETP, sin alterar 

el marco de leclura de traducción de Ja secuencia. La expresión de este cDNA, en el cual no se encuentra el exón 

9, provoca Ja síntesis de una proteína más pequeña que no se encuentra en plasma (a diferencia de Ja que se 

obtiene del cDNA de CETP con los 16 exones), pero que se encuentra presente en homogenados de diferentes 

tejidos huma110sC"J. La abundancia de esta forma alternativa de edición del RNA varía desde el 20% del RNA total 

de CETP en hígado, hasta el 40%-60% en bazoC""J. Esta forma alternativa de edición del RNA puede ayudar a 

controlar la cantidad de CETP activa que secretan las células. 

La función de las formas alternativas de edición del mRNA se desconoce. En general, puede ser para actuar como 
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"switch" regulador o para producir isoprotcínas que tienen diferentes funciones especializadas en diferentes tejidos 

y/o en diferentes etapas del desarrollo. 

Aunque CETP altamente purificada promueve el intercambio tanto de fosfolípidos como de ésteres de colesterol 

y triglicéridos(7.•J, existe evidencia de que el plasma contiene una proteína distinta que transfiere fosfolípldos 

(l'TP), que media la transferencia de una gran variedad de fosfolípidos incluyendo fosfatidilcolina, csíingomielina, 

fosfatidilctanolamina, fosfatidilscrina y fosfatidilglicerol, pero no media la transferencia de ésteres de 

colcstcroll9•1º·'Z43l, PTP inicialmente caracterizada por su habilidad para aumentar la transferencia de fosfolípidos 

de liposomas a HDU'~ll . .J.JJ fue puriíicada de la fracción plasmática d > 1.21 g/ml y se le determinó un peso 

molecular aproximado de 41 kDa. 

PTP puede aumentar la transferencia neta y el intercambio de fosfolípidos entre lipoprotc!nas ricas cn triglicéridos 

(VLDL) y HDL1'lJ. Esta transferencia es seguida del movimiento de colesterol hacia las HDL desde otras 

lipoprotcínas y células, proveyendo entonces ambos sustratos que requiere la LCAT (fosfolípidos y colesterol). 

PTP también es capaz de mediar la transferencia neta de fosfolípidos de vesículas a HDL, resultando en la 

formación de partículas HDL menos dcnsas111·'·'J. 

El mecanismo de intercambio facilitado por PTP a diferencia del intercambio espontáneo de fosfolípidosº"'~'16•47> 

en el que se supone que la molécula de fosfolípido se desprende de la lipoproteína donadora y difunde a la 

aceptora a través de la fase acuosa dependiendo de la hidrofobicidad de la molécula, parece ser independiente de 

la hidrofobicidad y debe llevarse a cabo mediante la formación de un complejo que involucra a ambas 

lipoprotcínas y a PTP, similar ni que se forma para CETpl·••l. 

Dentro de los antecedentes experimentales que tenemos en el laboratorio, conocemos que la molécula de colesterol 

de membrana plasmática juega un papel importante en la regulación de las funciones de membrana. Como tales 

pueden entenderse por ejemplo, tanto transporte activo de ca++ por la ATPasa (Ca++-Mg++), como la unión de un 

ligando a un receptor. Estos estudios demuestran que existe relación directa entre la concentración del colesterol 

en la membrana, y la actividad de ciertas proteínas como la ATPasa/(Ca2'-Mg2')149J: la actividad de la enzima es 

inversamente proporcional a la con,·cntración del colesterol en la membrana, mostrando una baja actividad de 
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ATPasa con concentraciones elevadas de colesterol, y alta actividad cuando Ja concentración de colesterol es baja. 

De esta manera, se planteó Ja existencia de mecanismos de regulación de Ja concentración de este esterol en la 

membrana, donde moléculas intrínsecas de Ja membrana con afinidad por colesterol, pudieran llevar a cabo este 

mecanismo. 

Así, recientemente en el laboratorio, se aisló una proteína de sarcolema cardíaco de conejo, que puede ser 

incorporada en Jiposomas y llevar a cabo la transferencia de colesterol del medio de incubación al liposoma. Por 

ello se Je denominó proteína transferidora de colesterol (CHTP)<'°1• Brevemente, CHTP fue purificada a partir 

de una fracción sarcolema! de músculo cardíaco obtenida mediante solubilización con Tritón X-100 y 

centrifugación diferencial, donde inicialmente se obtuvo una mezcla de proteínas que fueron separadas por 

cromatografía en columna empicando una resina de colcsteril hemisuccinato-agarosa. Al eluir esta columna con 

amortiguadores de diferente fuerla iónica, se obtuvo una fracción de proteínas con alta afinidad por colesterol. 

Las proteínas contenidas en esta fracción, fueron sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones nativas. Bajo estas condiciones, se observó que cuatro proteínas migran en estos geles. Estas cuatro 

bandas se denominaron CI, CII, Clll y CJV. 

De manera interesante se encontró que de las cuatro fracciones, únicamente CI, que corresponde a Ja proteína de 

mayor peso molecular, fue capaz de unir colesterol estando embebida en el gel. Este resultado por primera vez, 

sugirió Ja posibilidad de la presencia de una proteína con afinidad por colesterol contenida en el solubilizado de 

sarcolema cardíaco. 

La movilidad aparente entre las fracciones CI, CII, CIII y CIV, sugirió Ja posibilidad de contar con una proteína 

monomérica (que correspondería a CIV), considerando que las fracciones CI, CII y Clll podrían representar 

multímeros de esta misma proteína. Con base en esta posibilidad, se decidió extraer cada una de las fracciones 

de Jos geles nativos y someterlas a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. De manera interesante, se 

observó que las cuatro fracciones corresponden a una misma proteína con un peso molecular de 73 kDa Ja cual 

aparentemente puede representar el monómero de CHTP. 

Para reforLar estos resultados, se probaron anticuerpos policlonales anti-CI obtenidos de suero de borrego con cada 

17 



INTRODUCCION 

una de las fracciones Cl, Cll, CIII y CIV, donde se observó que mediante reacciones de inmunoprecipitación 

(Westen blot) éstos anticuerpos reconcen a las cuatro fracciones. Posteriormente, estas cualro fracciones fueron 

reconstituidas en liposomas de fosfatidilcolina/ fosfatidilserina para estudiar la afinidad de cada una de ellas por 

el colesterol. Se encontró que únicamente la fracción CI reconstituida en liposomas era capaz de incorporar o 

transferir colesterol del medio de incubación a las membranas artificiales. Las fracciones Cll, CIII y CIV, fueron 

incapaces de incorporar colesterol al estar reconstituidas en membranas artificiales. 

Estos resultados nos permitieron concluir que CHTP es una proteína intrínseca de la membrana plasmática del 

con afinidad por colesterol y capaz de transferir a este lípido al ser la forma nrnltimérica de la proteína 

reconstituida en liposomas. 

Consideramos que CHTP pudiera pertenecer a una superfamilia de proteínas involucradas en el transporte de 

lípidos entre lipoproteínas o enlre membranas naturales y/o artificiales. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Recientemente en el laboratorio se aisló una proteína a partir de sarcolema cardíaco de conejo, que al ser 

incorporada en liposomas, es capaz de llevar a cabo la transferencia de colesterol del medio de incubación a la 

membrana liposomal, razón por la cual se denominó proteína transferidora de colesterol (CHTP). 

Estudios realizados por divcros grupos, han reportado la existencia de varias proteínas que participan en la 

transferencia de lípidos. Una de estas proteínas, la proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP), que se 

encuentra en el plasma sanguíneo, intercambia ésteres de colesterol por triglicéridos entre los diferentes tipos de 

lipoprotcínas. Esta proteína ha sido purificada y caracterizada a partir de plasma humano. 

Estas dos proteínas, CHTP y CETP, ¡ircscntan características similares en cuanto a peso molecular y a la función 

que llevan a cabo, por lo que en este trabajo, se decidió investigar la posibilidad de que CETP reconstituida en 

una membrana, pudiera comportarse como CHTP transfiriendo colesterol libre entre partículas lipoprotcicas y la 

membrana, y así pensar en la posibilidad de que estas dos proteínas pudieran ser miembros de una familia de 

proteínas asociadas a la membrana plasmática, importantes en la regulación de la homcostasis del colesterol. 

Para ésto, realizamos experimentos de transferencia de ["CJ-colcstcrol entre lipoprotcínas de alta densidad y 

liposomas con CETP reconstituida, para posteriormente cuantificar la cantidad del esterol remanente en la partícula 

donadora. 

En vista de la reciente donación y sccucnciación de CETP, así como de las similitudes cstmcturalcs entre esta 

molécula y CHTP, se decidió a partir de esta secuencia iniciar la deducción de la secuencia de CHTP. 

Ya que existen tejidos que no secretan CETP y ticnc1i la señal para producirla, decidimos iniciar la investigación 

de si esta señal puede corresponder a proteínas relacionadas que pudieran estar asociadas a la membrana, entre 

ellas pudiendo incluir a CHTP. Para poder llevarlo a cabo, sintetizamos oligonucleótidos específicos de la 

secuencia de CETP y amplificamos segmentos de ésta por PCR en tejidos con abundante contenido de CETP 

(como lo es el hígado, por ejemplo). Una vez que logramos hacerlo, decidimos buscar la señal para CETP en 

tejidos con un metabolismo del colesterol disminuido o en tejidos que no sintetizan CETP, con la finalidad de 

iniciar el estudio de si alguna forma altcnmtiva de CETP pudiera corresponder a CHTP. De ser este el caso, en 

un futuro se estudiará la relación existente entre la cstmctura de estas proteínas y su capacidad de quedar en la 
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membrana plasmática o de ser secretadas. 
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3. 
MATERIALES Y METODOS 

3.1 Reactivos y materiales 

Bromuro de potasio, cloruro de sodio, acetato de sodio se obtuvieron de MERCK (México). 

Tris, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), dodecilsulfato de sodio, acrilamida, bis-acrilamida, resina de fcnil-

sefarosa, resina de concanavalina A-scfarosa, fosfatidilcolina, colesterol, bcnzamidina, inhibidor de tripsina, 5,5'-

ditiobis-(2-ácido nitrobcnzoico) (DTNB), N,N,N',N'-tetrametil-etilcndiamina (TEMED), hcparina (sal sódica), 

cloruro de manganeso, a-mctil-D-manósido, albúmina sérica bovina, estándares de peso molecular, pcrsulfato de 

amonio, reactivo Folin-fenol, se obtuvieron de Sigma Chem. Co. (St. Louis MO, USA). 

Método calorimétrico para la detenuinación de colesterol MONOTEST de Boehringer Mannheim (distribuido en 

México por Fanuaceúticos Lakesidc). 

[
3H]-colcstcrol (actividad específica 22.0 Ci/mmol), (1'

1C)-colesteril-oleato (actividad específica 55.0 mCi/mmol), 

y [32P)·ATP (gamma) (actividad específica 1000 Ci/mmol) se obtuvieron de New England Nuclear (NEN), 

Rcscarch Products (Boston MA, USA). 

El plasma humano fue donación del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Neurología. 

Cloruro de sodio, fosfato de sodio dibásico heptahidrntado, fosfato monobásico de potasio, acetato de sodio, Tris, 

ácido ctilediaminotetrnacético (EDTA), dodecilsulfato de sodio (SDS), agarosa, bromuro de etidio, hidróxido de 

sodio, citrato de sodio, MOPS, etanol, pirofosfato de sodio y DNA de esperma de salmón, se obtuvieron de Sigma 

Chem. Co. (St. Louis MO, USA), reactivos para biologia molecular. 

Fenal, formaldehído y alcohol isoamílico, se obtuvieron de ICN Biomcdicals, !ne (Cleaveland OH, USA); 

clorofonuo se obtuvo de Mallinckrodt Chemical Works (St. Louis, Ncw York, Montrcal). 

Marcadores de peso molecular (fragmentos lambda Hind II1 y Phi) se obtuvieron de Boehringcr Mannheim. 

Membmnas de nylon-nitrocelulosa (Nytran) empicadas para transferencias, se obtuvieron de Stratagene. 

Kit empicado para el marcaje de oligonucleótidos se obtuvo de Pbarmacia y kit de RT-PCR de Perkin Elmer 

Cetus (Norwalk CT, USA). El tcrmociclador empicado para las reacciones de PCR, también es de Perkin Elmcr 

Cetus. 

Método para aislamiento de RNA, RNAzol·B, se obtuvo de Biotecx Laboratories, INC (Houston TX, USA). 
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Películas KODAK (X-OMAT) de 8 X 10 pulgadas para aulorradiografía. 

Rcaclivos empicados para la síntesis de oligonuclcótidos, así como el sintetizador, se obtuvieron de Applicd 

Biosystcms. 
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3.2 Aislamiento de lipoproteínas: 

3.2.1 Lipoproteínas de baja densidad 

A Ja fracción de plasma inicial deben agregarse: inhibidor dr. tripsina (0.01 %), benzamidina (0.01 %), DTNB 

1.SmM, estreptomicina (0.1%) y gentamicina (1 vial/unidad de plasma). 

Las lipoprotcínas de baja densidad (LDL, densidad 1.019-1.063), se obtienen mediante ultracentrifugación 

diferencial de plasma humano fresco, de acuerdo al método empicado por Havel et aJ("l, siguiendo las 

modificaciones de Goldstein y Brown<02J (Fib'llnl 8). 

Inicialmente se ajusta el plasma a una densidad de 1.019 g/ml con KBr de acuerdo a Ja fónnula de Radding y 

Steinberg:<•JJ 

X =V (df - di)/1-(0.312 X di) 

donde X = gramos de KBr, df = densidad final, di = densidad inicial, V = volumen de plasma en mililitros y 

0.312 =volumen parcial específico del bromuro de potasio. 

Una vez ajustada Ja densidad del plasma a 1.019, se centrifuga a 49,000 qim en un rotor 60 Ti durante 16-20 

horas a 4ºC. 

Al término de Ja corrida, se observan dos fracciones en el tubo: Ja fracción superior que contiene una mezcla de 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermedia (IDL), y Ja fracción inferior que contiene 

a las lipoprotcínas de baja (LDL) y de alta densidad (HDL), así como plasma libre de lipoprotcínas. 

La fracción superior se descarta, y Ja fracción inferior, cuya densidad es de 1.019, se ajusta a una densidad final 

de 1.063 con KBr de acuerdo a la fónnula anterior, y se centrifuga por 24 horas a 4ºC en un rotor 60 Ti a 49,000 

rpm. Al terminar este procedimiento, se obtienen dos fracciones: Ja fracción superior que corresponde a las LDL 

y Ja fracción inferior que corresponde a las HDL y al plasma libre de lipoproteínas. 

La fracción correspondiente a las LDL se ajusta nuevamente a una densidad de 1.063 (usualmente Ja densidad 

es de 1.040) y se vuelve a centrifugar durante 18 horas a 4'C, a 49,000 qim en un rotor 60 Ti. &to último se 

realiza con el objeto de limpiar las lipoproteínas de baja densidad de proteínas contaminantes como albúmina 

o HDL y para concentrar las LDL. 
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Plasma inicial 
d= 1.006 g/ml ... 

Ajuslar d= 1.019 g/ml 
Cenlrifugar por 16-20 horas 
a 4ºC a 49,000rpm 

Descarlar 1 • 1 Fracc superior 1 Fracc inferior 

Figura 8. 

... 
Ajustar d=l.063 g/ml 
Centrifugar por 24 horas 
a 4°C a 49,000rpm ... .. r /_P_a_r-te_s_u_p-er-io_r_I 1.--P-ar-te-in-fe-ri_o_r .,, , 

~~~~~~~~~~~~~-

Reajustar d= 1.063 g/ml 
Centrifugar por 18 horas 
a 4ºC a 49,000rpm 

• 
Recuperar parte 
superior: LDL 

Ajustar d= 1.21 g/ml 
Centrifugar por 18 horas 
a 4ºC a 49,000rpm 

• 
Recuperar parte 
superior: HDL 

Dializar durante 
48 horas 

Centrifugar, filtrar 
y cuantificar proteína 

Diagrama de aislamiento de lipoproteínas, LDL y HDL 

Se recupera la fracción superior que contiene a las LDL y la fracción inícrior se descarta. 

L1 fracción recuperada se dializa _en un volumen total de 12 litros de amortiguador NaCI 150mM/ EDTA disódico 
;·.- ·.:.. .--·.... ·" ·-.' 

0.24mM, pH=7.4a 4ºC (realizando dos cambios de 6 litros cada uno). Ut{a vez terminada la diálisis se centrifugan 
. . . . . 

las LDL a ·10,000_rpma 4ºC durante 30 minutos en un rotor Sorvall SS-34, y el sobrenadantc obtenido se 
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esteriliza pasándolo a través de filtros Millipoi~ (0.45 ·~;iCras)'.Sé dctcr111ina proteína por el método de Lowry 
; : . ..· . ' '. -, . . ~ .... 

y se ajusta, en caso de ser necesario, a una c01iccntrac.i6n.de 20-40 ing/1111 con el mismo a111ortiguador empicado 

para la diálisis. 

Las lipoprotcínas deben guardarse a 4"C y deben usarse en un lapso no mayor a dos semanas. 

3.2.2 Lipoproteínas de a/la densidad 

Las lipoprotcínas de alta densidad se obtienen ajustando la densidad del plasma a 1.063 g/ml y centrifugando 

durante 24 horas a 4"C y 49,000 rp111 en un rotor 60 Ti. De este procedimiento se obtienen dos fracciones: la 

fracción superior que contiene lipoprotcínas de muy baja densidad, de densidad intcnncdia y de baja densidad, 

y la fracción inferior que contiene a las lipoprotcínas de alta densidad y plasma libre de lipoprotcínas. 

Se recupera la fracción inferior y se ajusta a una densidad de 1.21 g/ml. 

Se centrifuga nuevamente durante 24 horas a 4"C a 49,000 rpm en un rotor 60 Ti, después de lo cual obtenemos 

dos fracciones: la superior que corresponde a la de las HDL y la inferior que corresponde al plas111a libre de 

lipoprotcínas. La fracción superior se recupera y se dializa en el mismo amortiguador que las LDL siguiendo el 

mismo procedimiento. 

Las lipoprotcínas c111plcadas para los ensayos de transferencia de colesterol, obtenidas mediante ultraccntrifugación 

diferencial de plasma humano, se muestran en la Figum 9. 

3.3 Purificación de CETP 

A la fracción de plasma inicial deben agregarse: inhibidor de tripsina (0.01%), bcnzamidina (0.01%), DTNB 

1.5mM, estreptomicina (0.1 %) y gcntamicina (1 vial/unidad de plasma). 

La purificación se realiza de acuerdo al método empicado por Pattnaik y colaboradorcs<'l, modificado en nuestro 

laboratorio, de la siguiente manera (Figum 10): Se empica plasma humano fresco el cual se ajusta a una 

densidad de 1.21 g/ml con KBt63>. Una vez ajustada la densidad, se centrifuga a 39,000 rpm durante 48 horas en 

un rotor 45 Ti; al finalizar se obtienen 3 fracciones, de las cuales se recupera la fracción clara intermedia que 

contiene CETP. Esta fracción se dializa durante 48 horas con 15 litros de amortiguador NaCI 4M / EDTA 2mM/ 
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1.006 

Figunt 9. 

MATERIAl.I~~ Y ME'JDDOS 

1.02 1.04 1.06 1.08 110 121 

DENSIDAD (9/ml) 

Lipoproleínas obtenidas de plasma hnmano por ultmcentrifugadún a las densidades 
indil"adas: Quilomicrones y VLDL (1.006), IDL (J.006-1.02), LDL (J.02-1.06), HDL 
(J.06-1.21). 

Tris IOmM, pH=7.4 realiz1111do dos camhinsdc 7 U iros c11da uiio, y finalmente se centrifuga a I0,000 qim dnralllc 

20 minutos para eliminar el pr~cipitadó\1uc se'forn;:i'y se recupera el sobrenadante . 

.1 • .1.J Cr011111togrt1Jia eú f'0/11!1!1111:;.' '..:} 

Se lleva a l'abo emplea;1d~1u:1°{l·¿J11i111lade fenil-scfart;saCL-48 dé 2.6 X 40 l'm cquilihrnda con elnmortiguador 

de diálisis. ·.. . -. . . 
' ._ .. 

u1 fracción de. plas1irn ded:< J.21.g/ml se aplica a la columna y se eluye inicinlmentc con el nmortiguador 

anterior, posteriormente 'con NaCI 150mM / EDTA 2mM /Tris I0111M, pH=7.4 y 11nnlmrnte con agua. Al cluir 
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Figum 10. 

Fracción 
inferior 

• 
Descarlar 1 • 

Plasma inicial 
d= 1.006 g/ml 

Ajuslar d= 1.21 g/ml 
Cenlrifugar por 48 horas 
a 4°C a 49,000rpm 

Fracción 
superior 

Fracción 
inlermedia 

• 
Dializar duranle 
48 horas 

• 
Fenil-Sefarosa 

MATERIALES y Mmuoos 

--- NaCI 4M/Tris lOmM/EDTA 2,,;M, 
pH=7.4 . 

1---NaCI 150mM/Tris lOmM/EDTA 
2mM, pH='7.4 

.)Agua·f ( · ·· 

.-... 7 

lc;~on~:serarooa . j 
NaC,1 50rM/ACONa 90mM, pH=4.5 

N~Ci'5omM/ACON a 90mM/manóSido 
.. " '.J50mM,'pH=4.5 

·'·'_' .. · . 
Diagrama de puri~cadóu de CETP 

con agua, se colectan fraccióucs de .a¡im~iníada;neute 3 mi a un flujo promedio de 1.5 a 2.0 ml/min. Las 

fracciones que contienen la.:frac~i~n de' i.uterés se ju.ntan y concentran cu una cámara de Amicou empleando 
. . . \··. -,,~·· ' . ·' 

membranas YM SO. Ú.col.~;l:i1a se r~~;i;~ialaváudola con el amortiguador inicial más azida de sodio al 0.02%. 
-.'.·t·, 

SOmM /cloruro d~ s~diÓ 90mf1:1, pH~4.,S;LÜracción de interés obtenida de la columna de fenil-sefarosa se ajusta 

27 



MATERIALF.S Y ME1UDOS 

a pH=4.5 empicando 1/9 del volumen de Ja fracción, de 0.5M ·acetato de sodio, pH=4.5 y se aplica a esta segunda 

columna. 

Se cluyc empicando el amortib'llador usado para equilibrar y finalmente con el mismo amortiguador adicionando 

a-mctil-D-mauósido 150mM. Se colectan fracciones de aproximadamente 1.0 a 1.5 mi y se juntan las obtenidas 

al cluir con el segundo amortiguador, las cuales contienen Ja proteína de interés. 

Las fracciones se concentran nuevamente empicando membranas YM 50. 

L1 columna se regenera empicando Tris 50mM / a-mctilmanósido 150mM, pH=7.4, posteriormente agua y 

finalmente con acetato de sodio 50mM/ cloruro de sodio 90mM, pH=4.5 más azida de sodio al 0.02%. L1 fracción 

de CETP obtenida de esta columna al cluir con mauósido, se empicó cu todos Jos ensayos de transferencia. 

3.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 

Las proteínas contenidas en cada una de las fracciones obtenidas de Ja cromatografía cu columna, se separan cu 

geles de poliacrilamida al 7.5% de 140 X 140 X 1.5 mm, que contienen SDS al 1.0%C64l, Las condiciones de 

corrida son de 30 mA de corriente constante y lO'C durante un tiempo aproximado de 4 horas. 

Al concluir Ja corrida, Jos geles se tiitcu con azul de Coomassic. 

3.5 Cuantificación de colesterol 

Se lleva a cabo empicando un método fotocolorimétrico que utiliza el sistema de colesterol oxidasa, el cual consta 

de 3 enzimas acopladas<•7J, 

<'Colnlerol nlrnu 

Esteres de colesterol + H20 -------------------> Colesterol + RCOOH 

coluteroloxid1sa 

Colesterol + 0 2 ---------------------> 4-colcstcuoua + HP2 

pcro:dd.ua 

2 HP2 + 4-amiuofeuazona + fenal --------------> 4-(p-bcuzoquiuouamouoimino )-fenazoua + 4 H20 
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Se mide la densidad óptica a 500 nm comparando la absorbencia de las muestras con las obtenidas pam los puntos 

de una cuiva estándar de colesterol. 

Para obtener la concentración de colesterol se realiza un ajuste por el método de mínimos cuadrados. 

3.6 Cuantificación de proteína 

1..1 cuantificnción de la concentración de proteína en las muestras, se realiza empicando el método descrito por 

Lowry<66J. 

3.7 Preparación de liposomas 

Con el fin de eliminar ácidos grasos libres, 50 g de fosfatidilcolina se lavan con 150 mi de acetona durante toda 

la noche en agitación, a 4ºC. (Se adiciona una o dos gotas de tocofcrol como antioxidante). 

Posterior a este procedimiento, se decanta la acetona y se adiciona acetona fresca por 1 o 2 horas. Este 

procedimiento se repite y el sólido se solubiliza con 50 mi de cloroformo. Una vez solubilizado, se evapora el 

solvente con nitrógeno y se guardan los fosfolípidos a -20'065l. 

La preparación de liposomas se lleva a cabo mezclando fosfatidilcolina y colesterol en una relación 8/2 (peso a 

peso) respectivamente y se solubiliza en el menor volumen posible de cloroformo. Una vez soluble, se evapora 

el solvente con nitrógeno y la mezl'la se liofiliza durante 6 horas. Se toman 50 mg de la mezcla de 

fosfatidilcolina/colcsterol y se resuspenden en 5 mi de amortiguador NaCI 150mM{fris lOmM, pH=7.4, para 

obtener una concentración final de 10 mg/ml. 

Una vez resuspendido, la mezcla es sonicada en baño de hielo, con 3 pulsos de 20 segundos y con 20 segundos 

de descanso entre cada pulso a 30 watl~ de salida en un sonicador Branson 250. 

3.8 Incorporación de CETP a liposomas 

Se utilim1 600 µI de liposomas 10 mg/ml y 1 mi de CETP (lmg/ml), para obtener un volumen final de 1.6ml 

aproximadamente. La mezcla anterior se homogeniza con un agitador tipo Vortex durante 1 minuto y se almacena 
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a 4ºC durante toda la noche. En algunos casos, se empicaron liposomas preparados minutos antes de realizar los 

ensayos, sin almacenarlos toda la noche a 4'C. 

3.9 Incorporación de citocromo oxidasa a liposomas 

Se utilizan 600µ1 de liposomas lOmg/ml y 1 mi de proteína (lmg/ml), para obtener un volumen final de 1.6ml 

aproximadamente. A la mezcla anterior se agrega colato de potasio 0.5% y se sonica en baño de hielo, con 3 

pulsos de 20 segundos y con 20 segundos de descanso entre cada pulso a 30 watts de salida en un sonicador 

Branson 250. L1 mezcla se dializa durante una o dos horas en un litro de amortiguador NaCI 150mM{fris lOmM, 

pH=7.4. Posteriormente se reaJi7,1 un cambio y se dializa toda la noche a 4ºC en un litro del mismo amortiguador. 

3.10 Preparación de liposomas control 

Se utilizan 600µ1 de liposomas 10mg/ml y se diluyen con !mi de amortiguador NaCI 150mM/ Tris lOmM, pH=7.4 

para tener un volumen final de !.6ml aproximadamente. La mezcla anterior se homogeni111 con un agitador tipo 

Vortex durante 1 min, y se almacena a 4'C durante toda la noche. 

En algunos casos, se emplearon liposonrns preparados minutos antes de reali711r los ensayos, sin almacenarlos toda 

la noche a 4ºC. 

3.11 Marcaje de lipoproteínas 

Preparación de liposomas.- 50 mg de fosfatidilcolina/colcsterol (relación 8/2 respectivamente) se disuelven en la 

mínima cantidad de cloroformo. Una vez disueltos se añaden 500 µI de marca radioactiva, (14C]colesteril-oleato 

o (3H)colesterol, dependiendo del tipo de e1t,ayo que se vaya a realizar (ver puntos 3.12 y 3.14). 

Se evapora el solvente con nitrógeno y se liofiliza durante 6 horas. 

La mezcla liofilizada se resuspende en 5 mi de amortiguador NaCJ 150mM/EDTA 0.24mM, pH=7.4 y se sonica 

en baño de hielo utili111ndo 3 pulsos de 20 segundos y 20 segundos de descanso entre cada pulso, a 30 watts de 

salida en un sonicador Branson 250. 
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Las lipoproteínas aisladas se incuban duranle 1oda la noche a 4'C en agitación constante con liposomas que 

contienen [14C]colcsteril-olcato o [3H]colcslcrol. Para separar los liposonms de las lipoproteínas, se centrifuga 

la mezcla lipoprolcínas/liposomas, a 10,000 rpm duranlc 30 minutos. El sobrcnadanlc obtenido se empica para 

los ensayos de transferencia. 

3.12 Medición de la actividad de CETP 

La lipoproteína donadora, en este caso en particular LDL, contiene ésteres de colesterol marcados radiaclivamenle, 

y la transferencia de marca a la parlícula accplora (HDL) se mide al incubar 3 horas a 37'C con la proleína 

lransfcridora de lípidos. 

El hecho de elegir como partícula donadora LDL y rcccplora HDL, se debe a la imporlancia de la rápida 

separación de ambas partículas al realizar estudios cinélicos detallados. Esla puede llevarse a cabo provocando 

la precipilación de las lipoprolcínas que conliencn apoB (LDL), empicando un catión divalenle y un polianión. 

La ac1ividad de CETP se valora cuanlificando la marca transferida a la partícula aceptora, la cual cslá presente 

en el sobrenadanlc. 

3.13 Precipitación de lipoproteínas con heparina-MnCl2: 

La fracción plasmálica que conlienc HDL, es usualmente separada por precipitación de las lipoproteínas que 

conlienen apoB (VLDL, IDL, LDL, quilomicroncs, (3-VLDL) empicando un polianión en combinación con un 

catión diva lente. Las lipoprotehms precipitadas que contienen apoB, son removidas por cenlrifugación, oblcniendo 

un sobrcnadante que contiene HDL. La precipilación de lipoprolcínas empicando hcparina-MnCl2 (MnCl2 1.0 M, 

hcparina 10'1 unidades/mi de MnCl2 1.0 M ), se basa en el método de Wamick y Albcrs<"J. 

3.14 Ensayos de transferencia de colesterol 

Para medir la transferencia de colesterol se empican como partículas donadoras lipoprolcínas de alla densidad 

(HDL) marcadas con [3H]colcstcrol y como parlículas accptoras liposomas conlrol y liposomas reconstituídos con 
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CETP o condtocromo oxidasn,:lascualesse séparn11 porprecipitaci61i conH~pari11a:M11Cl2 (Fib'llra 11), 

Difcre11tcs co11centracioncsdc·pr~lcína .·it1corporada'.cu.Hposomas.'. (o.'100 ¡ig) o dif~~ent~s cantidad~dclípido, 

:·~·:~j~~~~~~!{v!J:~trw.1·¡i·~~~:é~~~1~~~~~~f ~;1f ;: 
ú11icame11te 50 µi de HDL y 40ClµI de a1:;~rtiguador NaCl.Í50mM{fris iomM, ~H=7.4; y que~CS()ll~fa al mismo 

,· '·.' .-·-' . ' ' . . . ' ' ' . . ' ' :::. . ·::~. " .. . 
tratamie11to que .los tubos problema. Ln reacció11 se i:letie11e al agregar 50 ¡d de heparhía-M11Cli y. después de 

incubar durante 10 minutos a temperatura ambieme, el precipitado se separa media11te centrifugación (10 minutos, 

12,000rpm). 

Figura 11. 

1 
'I" ("C) 

1 
llcpnrlnn 

-~ 
t (lu·s) I\.111 + + 

• . Partícula donadoru (llDL) 

O· Partícula acc¡1tora 

Esquema de separación de partículas donadoras y aceptoras empicando una soluci611 de 
Heparina-Mn". 

La marca remanente e11 la partícula donadora, contenida en el sobre11adante, se cua11tifica en un contador de 

ce11telleo: 400 µ1 del sobre11adanate se añaden a 15 mi de tritosol. L1 transfcre11cia de coleslerol se expresa como 

porce11taje de radiactividad remanenle e11 el sobrenadanle (en las HDL). 

3.15 Síntesis de oligonucleótidos 

Basados en la secuencia de cDNA para CETP obtenido de células de hlg.1do huma110(51J, se sintelizaron seis pares 

de oligonuclcótidos (Figura 12) toma11do c11 cuenta el patrón de hidropaÍía de 'cÉ:\P Y.los sitios de iesiricción 

comprendidos en su sccucnd11. Los oligonuclcótidos "scnse" (~ciilido S'-->J:;) cs~in nuíncradosidcl' 1 ál 6 de 

acuerdo al orden c11 que fueron sinteli1,1dos, y correspo;1i:lén a lós óligo11uclcólidos.l0l,lO~, de.igu·a,lnianera, los 

32 



Figura 12. 
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Amino áclao 

Secuencia de aminoácidos y de DNA de CETP de hígado humano. Los oligonucleótidos 
sintetizados a partir de la secuencia de cDNA de CETP en dirección 5' -->3' corresponden 
a los números 101-106, mientras que los sintetizados en dirección 3' -->5' corresponden 
a los números 201-206. 
En el panel inferior se observa el patrón de hidropatía de CETP. Puntos positivos en las 
ordenadas denotan regiones hidrof6bicas de la proteina. Se señala la posición de los 
oligonucleótidos sintetizados. * indican los posibles sitios de glicosilación. 
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oligonuclcótidos "anti-scnsc" (sentido 3'-->5') corresponden a los oligonuclcótidos 201-206. Estos oligonuclcótidos 

se sintcli7.aron con el fin de amplificar por medio de PCR, secuencias específicas del RNA que codifica para esta 

proteína o para proteínas similares. 

Método de fosforamidita(•9J; reacción de síntesis de oliogonuclcótidos en fase sólida en la que se añade un 

nuclcótido a la vez, a una cadena creciente de oligonuclcótidos de la siguiente manera: 

1.- La dirección en la que se lleva a cabo la síntesis es 5'-->3' y unida a la fase sólida debe encontrarse la primera 

base de la secuencia del oligonuclcótido que se va a sintetizar. 

2.- Se elimina el dimctoxitril (DMTr), grupo protector del extremo 5' de la cadena de oligonuclcótidos (la cual 

esta anclada a un soporte sólido, gcncrnhncntc perlas de borosilicato, por su extremo 3') mediante tratamiento con 

ácido. 

3.- Una vez que el extremo 5' ha quedado libre, se acopla al derivado de fosforamidita del próximo 

dcsoxinuclcótido que va a ser unido a la cadena. Este nucleótido debe agregarse en exceso con el extremo 5' 

protegido para prevenir posible autopolimcrización, y activado en su extremo 3' para facilitar la condensación. 

El agente acoplantc es un tctrazolco. 

Cualquier extremo 5' que quede sin acoplarse a este nuevo nuclcótido se inactiva por acctilación, para evitar su 

extensión en reacciones subsecuentes y prevenir la extensión de secuencias erróneas. 

4.- El grupo triéstcr fosfito resultante del paso de acoplamiento, se oxida a triéstcr fosfato. 

Esta secuencia de pasos se repite hasta que se ha sintetizado un oligonuclcótido con la secuencia deseada; por 

último, la cadena se separa del soporte sólido y los diferentes grupos protectores, incluyendo los de las bases, se 

eliminan (lligura 13). 

3.16 Aislamiento de RNA total 

Fundamento: el reactivo comercial empicado, RNAzol B (tiocianato de guanidinio, fcnol, ~-mcrcaptoctanol), 

promueve la formación de un complejo del RNA con el guanidinio y con moléculas de agua, evitando 

interacciones hidrofóbicas con el DNA y proteínas. 
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l'igum 13. 

MATERIALES Y METODOS 

~H, 

DMTr- : CH,o-0-c­

DU.otodlril 6 

R: NSC-CH,-C¡¡,­
~lanoedl 

o 
~ . 

. r.H,c-o-~, 

. o ~ 

1 R-O-P-01<YB n ' . o 

o-w-@ 
Stcutnda ln1ctlvada 

Ciclo de reacción· del método de fosforamidila para síntesis de oligonucleótidos. 81, 8 2, 

y B,, representan bases protegidas, y S representa el soporte sólido. 

35 



MATERIALES Y METOOOS 

El DNA y las proteínas se remueven eficientemente de la solución en la fase orgánica (fcnol), mientras que el 

RNA permanece en la fase acuosal'0>. El RNA se recupera por una serie de precipitaciones en etanol y altas 

concentraciones de sal en condiciones de baja temperatura. 

3.16.1 Células 

1.- Provocar lisis celular. 

2.- Desprotcinizar empicando una mezcla de isotiocianato de guanidinio, fcnol y cloroformo, de manera que se 

provoque la precipitación de las proteínas y puedan separar.;e mediante centrifugación. Se forman dos foses en 

las cuales, en la fase acuosa que queda en la parte superior, se encuentran los ácidos nucleicos, mientras que en 

la interfase y en la fose orgfoica que queda en el inferior, queda la proteína desnaturalizada. L1 fase orgánica se 

desecha y la acuosa se transfiere a tubos nuevos para realizar la separación de los ácidos nucleicos. 

3.- La mezcla de ácidos nucleicos se separa mediante precipitaciones del RNA con isopropanol a bajas 

temperaturas (-20ºC). Al centrifugar, se forma una pastilla que después de secada se resuspende en una solución 

amortiguadora de Tris lOmM/ EDTA lmM/SDS 0.1 % (TES) y posteriormente se agrega el equivalente a un 

décimo del volumen de muestra, de acetato de sodio 3M y etanol a -20ºC. Al centrifugar esta mezcla, se observa 

una pastilla blanca en el fondo que después de secada se resuspende en agua, acetato de sodio 3M y etanol a 

-20ºC. 

4.- Por último, centrifugamos una vez más y la pastilla que se forma, se seca y se rcsupende en 22µ1 de agua. 

5.- La concentración de RNA se obtiene midiendo densidad óptica a 260 y 280 nm de 2µ1 del RNA aislado en 

500µ1 de agua. Una solución de RNA cuya densidad óptica a 260 nm es igual a 1, contiene aproximadamente 

40µg de RNA por mililitro . 

.1.16.2 Tejidos 

Se pesa el vaso de precipitados que se va a empicar para colocar el órgano deseado, con PBS. Se extrae el órgano 

y se corta en pedazos pcqucíios. Se centrifuga y se coloca la pastilla obtenida en morteros previamente enfriados 

con hielo seco. Se agrega nitrógeno líquido y se pulveriza el tejido hasta tener un polvo fino; este polvo fino se 

transfiere a un tubo nuevo que contiene RNAzol-B. El procedimiento continua igual que para la extracción de 
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RNA de cultivos celulares (Figun1 14). 

3.17 RT-PCR 

RNA aislado de diferentes células y tejidos. Carril 1 y 2. HepG2; Carril 3 y 4. Hígado; 
CArril 5 y 6. Corazón; Carril 7 y 8. Pulmón; Carril 9 y 10. Intestino; Carril 11 y 12. 
Ovario. El gel mueslra los RNAs correspondientes al RNA ribosomal 28S, !SS, y 5.SS. 

Fundamento: El material del que se parte para PCR, es DNA.de doble cadena, el.cual.puede.se{ DNAgenómico 
. > · ,-·- •·-.;~ .. -.'):~¡.r~:·,t•',,·:·.:'._'.·;, -. 

o cDNA. Si se parte de cDNA es i1ecesarió sintetizarlo a partir de RNA y oligo1.rncl~Ó;id~~:~oii ~é¿ú·c~~ias. al azar, 
-- / ';:: ... : \ ;~'.··- ;:'.:~~: .:;;. ~ ·.; :~ >. 

o bien con aligo dT. si se parte de RNA mel1sajero. La cnzÍina que' ÚcvaL~:&t>J:1á'.sílitcsis 'de la. cadena 
· .. : .•. :. ·. - · -. · ~- "!¡ :;': .• ::~ .. -; •• '.y::·./1--~:~-;' ·;.~:-;~·'..;:,~,:-~:;-__ , '::~·r.<:·· : .·. 

complementaria al RNAcs la transcriptasa reversa, la cual prov~ca la ext~·~isÍ61(J~'~~é'~Ú~ciimcl~ÓÍidÓs y produce 

la cadena complementaria, creando un hlbrido RNA-cDNA (Figura 15). · 

s· 

Primer-i 
5' 3' 

RNA 

,. 

S' 3' 

llíbrido 
DNA-RNA 

,. 

S' 

PolimCmn' 
(nfrcsha primer.\ llUC\'o5) 

, 3' ;5' 

1 

s· 3· 

DNA copia 
de RNA 

DNA de 
doble cadena 

Figura 15. Síntesis de cDNA a partir de RNA empleando la transcriptasa reversa. 
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Para sintetizar el cDNA de doble cadena, se desnaturaliza la cadena híbrida anterior y se sintetiza la cadena 

complementaria con ayuda de la DNA polimcrasa l. 

Una vez que se tiene DNA de doble cadena, las cadenas se separan mediante calentamiento y posteriormente se 

enfrían rápidamente para favorecer la hibridización de los oligonucleótidos sintcti1,ados que sirven como 'primcis', 

a sus sitios correspondientes en cada cadena. La Taq polimerasa sintetiza las cadenas complementarias 

correspondientes de longitudes variables. La reacción se calienta nuevamente con el objeto de separar las cadenas 

recientemente creadas y se favorece la unión de los primeis a cada una de las cadenas que se tienen en la 

reacción: uno en cada una de las cadenas de la molécula de DNA original y 2 en las cadena nuevas. L1 

polimerasa Taq sintetiza nuevamente cadenas complementarias, pero esta vez la extensión de estas cadenas está 

limitada exactamente a la secuencia blanco; las cadenas nuevas contienen únicamente la secuencia limitada por 

los primcis. 

El proceso se repite y los primeis se hibridi1,1n a las nuevas cadenas (y a las anteriores). La polimerasa Taq 

sintcti7.a cadenas complementa rías, produciendo dos fragmentos de molécula de DNA de doble cadena que son 

idénticos a la secuencia blanco. Este proceso se repite (Figura 16).Todos los componentes necesarios para llevar 

a cabo estas reacciones: templado de DNA, nuclcótidos para la síntesis de secuencias complementarias, 

oligonucleótidos que sirven como 'primcis" cspccmcos y la Taq polimerasa, cstan presentes en una misma mezcla 

de reacción. La transición entre desnaturalización del templado de doble cadena, la hibridización del primer al 

templado de DNA, y la síntesis de una nueva cadena complementaria, se lleva a cabo por cambios controlados 

en la temperatura de la reacción. 

En general, la técnica de RT-PCR incluye los siguientes pasos principalesl7'·72
l: 

l. Desnaturalizar RNA y rcnaturalizar en presencia de 'random primcis' u oligo dT. 

2. Agregar mezcla para cDNA (Mg", nuclcótidos, amortiguador, transcriptasa rcvcisa, inhibidor de RNasa). La 

transcriptasa rcvcisa trabaja a 42'C, y a 99'C se elimina la enzima residual. 

3. Durante la reacción de la polimcrasa, la temperatura de 95'C es para desnaturalizar el DNA; a 72'C se lleva 

a cabo la extensión (reacción con la Polimcrm Taq) y a 37-65ºC se realiza la hibridi1,ación o aparcamiento 
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(al 

lbl 

Ampllfü:ación lle secuencias blam.:o 
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Figura 16. Reacción de la polimerns~~encadeila .(PCR). la reacción de la polimerasa en cadena lleva 
a la amplificación de secúcncias.blanco (izquierda); del lado derecho se muestra como el 
número de fragmentos se. duplica 'en cada. ciclo de reacción. 
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("annca ling"). 

El RNA aislado de tejidos o de células se lleva a una concentración aproximada de lµg. 

Primero se dcsnaturafüa el RNA y se rcnaturaliza en presencia de los "random primers" siguiendo el siguiente 

esquema de temperaturas y tiempos: 

65ºC/10 min ---> Rampa 5 min---> 25ºC/10 min 

Se sintetiza el cDNA empicando hexámcros con secuencias de nuclcótidos al azar, RNA, y la enzima transcriptasa 

reversa. Para sintetizar el cDNA, se sigue la siguiente combinación de tiempos y temperaturas: 

42ºC/45 min 

99ºC/5 min 

5ºC/5 min 

Una vez que se sintetizó el híbrido RNA-cDNA, se realiza la amplificación empicando los oligonucléotidos 

sintetizados a partir de la secuencia de CETP y la enzima DNA ¡>01imcrasa, que sintetiza la cadena 

complementaria a la cadena de cDNA. Para amplificar la secuencia deseada, se sigue el sigucntc esquema: 

95ºC/10 min 

95ºC/1 min 

42"C/1 min 

Rampa 2 miu/30ºC 

72ºC/3 min 

95ºC/1 min 

55ºC/1.5 min 

72ºC/3 min 

3 ciclos 

35 ciclos 
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72ºC/10 min 

4ºC/HOLD 

3.18 Geles de agarosa 

3.18.J DNA 

MATERIALF.S Y METODOS 

El DNA obtenido por PCR, se somete a electroforesis en geles de agarosa al 1 % en T AE (Tris/acetato/EDTA). 

Las condiciones de corrida son de 75 V de voltaje a temperatura ambiente, durante un tiempo aproximado de dos 

horas o una hora y media. 

Al concluir la corrida, los geles se tiñen con bromuro de etidio y se observan con luz ultravioleta. 

3.18.2 RNA 

El RNA aislado de células o tejidos, se somete a electroforesis en geles de agarosa al 1 % con formaldehido en 

MOPS. Las condiciones de corrida son de 100 V de voltaje a temperatura ambiente, durante un tiempo 

aproximado de 4 horas. 

Al concluir la corrida se observa el gel con luz ultravioleta. 

3.19 Southern blot 

Las secuencias de DNA obtenidas por PCR se someten a electroforesis en geles de agarosa y el DNA es 

transferido a un soporte sólido (generalmente membranas de nylon o filtros de nitocclulosa), en la posición que 

se encontraba en el gell"'· 

El DNA en el gel es expuesto a bases fuertes (NaOH 5N, NaCI 5M) para llevar a cabo la dcpurinación durante 

30 minutos; posteriormente se neutraliza empicando Tris 2M, NaCI 5M durante 30 minutos y por último se 

enjuaga con agua destilada durante 5 minutos. 

La transferencia del DNA a la membrana se realiza por capilaridad, en donde los fraqmcntos de DNA del gel se 

cluycn por el flujo del amortiguador de transferencia (SSC IOX (clornro de sodio/citrato de sodio)), y se depositan 

en la superficie de la membrana (lligura 17). 
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. MAT!lRIALES Y MllTODOS 

Figura 17. 

lonllns 
de papel 

Transferencia por capilaridad de DNA de geles de agarosa 

La velocidad de transferencia del DNA depende del 1amaí10 del fragmento y de su concentración en el gel. 

El DNA unido a la membrana se une covalentemenle a ésL1 por exposición a luz U.V. de onda corta, para ser 

hibridizado con una sonda radioactiva específica de DNA. Posteriormente se realiza una autorradiografía para 

localizar la posición de las bandas de DNA complemenlarias a la sonda. 

Como sonda se seleccionó un oligonucleólido con secuencia inlema a los fragmentos amplificados por PCR. El 

marcaje de estos oligonucleótidos se realiza siguiendo el protocolo que se muestra a conlinuación: 

H,O 6µ1 

DNA oligo 1µ1 (50 a 100 ng) 

lOX buffer cinasa lµI 

A TP "P (gamma) !OOOµC-11111101 1.5µ1 

T4 polinucleótido cinasa 0.5µ1 

Esta mezcla se incuba durante 30 minutos a 37'C y posleriormente se inactiva a la cinasa incubando por 15 

minutos a 65'C. 
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MEZCLA DE PREHIBRIDACION 

stock SSC 20X 

Denharts (stock 50X) 

sos 10% 

DNA de salmón (stock 10 mg/ml) 

Pirofosfato de sodio 10% 

H20 

3ml 

200µ1 

500µ1 

40µ1 

50µ1 

6.21ml 

La prchibridación se lleva a cabo a 37'C durante 4 horas o más. 

MEZCLA HIBRIDACION 

stock SSC 20X 

Denharts (stock 50X) 

tRNA de levadura (10 mg/ml) 

Pirofosfato de sodio 10% 

Hp 

3ml 

200µ1 

20µ1 

50µ1 

6.73ml 

MATERIALES Y ME'IDOOS 

Se añade la sonda previamente filtrada a través de un filtro de 0.22µm conectado a una jeringa de 1 mi en 

aproximadamente 500µ1 de solución de hibridación. 

La hibridación se lleva a cabo a 37'C durante 8 horas - toda la noche. 

Por último, la membrana se lava en SSC 6X a 42-50'C dependiendo de la astringencia deseada, 
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4. 
RESULTADOS 

4.1 Purificación de CETP 

Con el objeto de obtener una preparación enriquecida de CETP, las proteínas contenidas en la fracción de plasma 

libre de lipoproteínas (d>l.21 g/ml) fueron sometidas a cromatografía en columna empicando resinas de fenil-

sefarosa y de concanavalina A-scfarosa ya que CETP es una glicoproteína altamente hidrofóbica. De esta manera, 

se pudo obtener una preparación lo suficientemente enriquecida para los ensayos de transferencia que realizamos. 

Como primer paso de purificación se empicó una columna bidrofóbica que se eluyó con amortiguadores de 

diferente fuerza iónka: al eluir con NaCI 4M(fris !OmM/EDTA 2 mM, pH=7.4 se retuvieron en la resina 

proteínas hidrofóbicas y se cluyeron primero proteínas no afines a la resina (carril B, Figura 20). Al bajar la 

fuerLa iónica cambiando la concentración del cloruro de sodio a 150mMffris !OmM/EDTA 2mM, pH=7.4, se 

eluyeron proteínas poco afines a la resina (carril C, Figura 20). Por último, al disminuir por completo la fuerLa 

iónica eluyendo con agua destilada, se eluyeron las proteínas muy bidrofóbicas (entre ellas CETP) que se 

encontraban unidas fuertemente a la resina (carril D, Figura 20). 

Al eluir con agua destilada, se observó el patrón de elución mostrado en la Jligura 18. L1s fracciones de la 26 

a la 45 contienen a un grupo de proteínas entre las que se encuentra CETP (carril D, Figura 20). Por otro lado, 

las fracciones 145-160 contienen una mezcla de proteínas, entre las que también se encuentra CETP (carril E, 

Figura 20). 

Las fracciones 26-45 colectadas de la columna anterior, se sometieron a una columna de concanavalina A-sefarosa. 

Esta se eluyó con acetato de sodio 50mM/NaCI 90 mM, pH=4.5 para colectar un grupo de proteínas 

(principalmente albúmina) las cuales <¡uedaron comprendidas entre las fracciones 4 a la 40 (carril F, Figura 20). 

La elución de esta columna continuó con el mismo amortiguador adicionando a-metil-D-manósido 150mM 

provocando que las glicoproteínas muy afines a la resina se desprendieran y eluyeran de la columna para quedar 

comprendidas entre las fracciones 125-150. El patrón de elución de esta columna, se muestra en la Figura 19. 

Estas últimas fracciones, contienen en su mayor parte a una proteína de 74 kDa que corresponde a CETP y otra 

de aproximadamente 55 kDa (carril G, Figura 20), la cual corresponde a la misma proteína no glicosilada. 

La fracción de CETP que se obtiene de la columna de concanavalina A-scfarosa al eluircon a-mctil-D-manósido, 
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Figura 18. 

Figura 19. 

RESULTADOS 

n.o. 280 nm 

2.S 

l.S 

No. de rraccl6n 

Cromatogralia en fcnil-sefarosa. Se aplicaron 120 mi de muestra d>l.21/ml. Después de 
eluir con amortiguadores de diferente fuerta i61tica, se eluy6 con agua destilada. Se 
colcelaron 180 fracciones de 3 mi y se juntaron las fracciones de interés (26-45 y 145-
160). 

n.o. 280 nm 

0.1 "'ª_ .. .c .... -. • 
• -u 

0.6 

o.s 

OJ 

0.2 

o.¡ 
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No. de rraccl6n 

Cromatogralia en ConA-sefarosa. Se aplicaron 30 mi que contenían las fracciones de 
interés obtenidas de fcnil-sefarosa. Después de cluir las proteínas no afines a la resina con 
NaCI 50mM/Acetato de sodio 90mM, pH=4.5, las fracciones de interés de eluyeron con 
el mismo amortiguador mas 150mM de a-metil-D-manósido. 
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RESULTADOS 

· se empicó en todos los ensayos de transfcréncia. 
·. ' '· . ' ·~' . . . ," .':. :. 

En un principio, .1a·puiHicación de .. CÉTÍ's_e realizó empicando una ·colu111na de CM-celulosa entre las dos 
'. . . ~ . . " i ' 

colu111nas aiÚeriores, ~~ro'e11;~is~1·. ~e q;;¿ iafracdón final que se obtenía al· empicar sólo d~s. colunuías estaba 

lo suficientcmente:enriquecida p
0

ara.10Sens~.y~s que reaÍizamos, únicamente empleamos .las dos mlumnas antes 
' ... · .. -

citadas: fcnil-sefarosa ·y concanav·álina A-sefarosa: 
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Figura 20. 
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A B e D E F G 

Gel· de poliacrilamida con SOS de las fracciones obtenidas de fenil-sefarosa: a) 
marcadores de peso molecular, b) NaCI 4M{I'ris-Hcl lOmM/EDTA 2mM, pH 7.4, e) NaCI 
15DmM!I'ris-Hcl lOmM/EDTA 2mM, pH 7.4, d) agua destilada, e) agua destilada 
(segundo pico), t) NaCI 50mM/Acctato de sodio 90mM, pH 4.5, g) NaCI 50mM/Acetato 
de sodio 90mM/a-mctil-D-manósido 150mM, pH 4.5. 
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RESULTADOS 

4.2 Medición de la actividad de CETP 

Ya que CETP en condiciones fisiológias, es capaz de transferir ésteres de colesterol entre lipoprotcínas, para medir 

su actividad se realizaron ensayos en los que se empicaron como partículas donadoras de ésteres de colesterol a 

las lipoprotcínas de baja densidad (LDL), y como partículas aceptaras a las lipoprotcínas de alta densidad (HDL). 

La decisión de empicar a LDL como partícula donadora y a HDL como aceptara en el ensayo, no fue basándonos 

en alguna razón de tipo fisiológica de transferencia de ésteres de colesterol en esa dirección, sino más bien que 

LDL y HDL pueden scpamrse fácilmente mediante precipitación empicando un polianión y un catión divalente, 

explicada con mayor detalle en el capítulo dedicado a las técnicas. 

Después de incubar durante 3 horas a 37ºC diferentes concentraciones de CETP (de 0-lOOµg/µ1), 50 µ1 de HDL, 

50µ1 de LDL y amortiguador NaCI 150mM{fris lOmM, pH=7.4, la reacción se detuvo con hcparina/Mn++ 

precipitando a las partfculas donadoras, y midiendo la transferencia de marca radiactiva a las partículas aceptaras 

(HDL) que permanecen en el sobrcnadantc. Para cada punto se realizó un blanco que contenía únicamente 

amortib'llador, LDL y HDL, los cuales se sometieron ni mismo tratamiento que los tubos problema. 

La l0lgura 21 muestra la cantidad de marca transferida a las partículas aceptaras donde se observa que a medida 

que Ja concentración de CETP aumenta, la tmnsfercncia también aumenta hasta alcanzar una concentración óptima 

de proteína entre 35-60 µg/µl, después de la cual disminuye. Cada punto corresponde al promedio de dos 

experimentos± ESM (error estándar medio). 

Como la preparación que se obtiene de CETP no está totalmente pura, es muy probable que la tendencia que se 

observa cuando la concentración de proteína es> 60µg/µl, se deba a un efecto de interferencia dado por pequeñas 

cantidades de albúmina u otras proteínas plasmáticas contenidas en la fracción de CETP, que tienen la capacidad 

de unir colesterol así como la de competir por el sitio de unión de CETP a las lipoprotcínas. 

Al observar la rigum 21, es posible percatarse de la existencia de transferencia cuando la concentración de 

proteína es nula; adjudicamos ésto al hecho de que incluidos en la fracción de LDL probablemente se encuentran 

liposomas empicados inicialmente para marcar estas partículas. L1 difusión de ésteres de colesterol de estos 

liposomas a las lipoprotcínas podría explicar el efecto que se observa con la basal en la figura 21. 
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Figura 21. Medición de actividad de CETP. DifcrenÍes concentracicmes de p;oteit;~ se incubaron 
durante 3 horas a 37ºC con coticenÍrdCioi1cs consta1ites de lipÓp~~tcih;as: Coino partícula 

donadora se empicó (
14

C]-LDLy comóaée1>,t~~ !i?~'f''.0¡}:· ,:;· 
'. • ... . " .\:o(: .. ,: o;:, '· .. '¡/'.~· • 
-·.--:- :~--:.- : ·,::':(~~!{:':·:·>~-·> 

Independientemente de este efecto, al adicionar al menos '15 µg· de·¡l'roichi~; Y.ª se ~bseiva transferencia 

significativa, la que aumenta considerablemente cuando se utiÍizan·35 'µg. 

4.3 Ensayos de trasferencia 

Como punto de partida para comprobar si CETP incoqiorada.en membranas artificiales es capaz de facilitar la 

transferencia de colesterol libre entre HDL y membmirns artificiales, fue necesario establecer ciertas condiciones 

de transferencia específica que permitieran observar este proceso. 

Se ensayaron diferentes cantidades de protehrn con una cantidad constante de partículas donadoras, (3H]colcsterol-

HDL, y se midió la transferencia en un lapso de 3 horas de incubación a 37ºC (Figura 22u). Se empicaron 

liposomas de fosíatidilcolina/colcsterol como control'y lip.osomas con CETP incorporada para observar si existe 

transferencia facilitada en presencia de esta proteína. 

Como se observa en la Figura 22a, losUposomas· control per se incoq>oran en sus membranas moléculas de 

colesterol, ya que existe difusión de colesterol l>or la diferencia de concentración que existe entre los liposomas 
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Figura 22u. 
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Ensayos de transferencia de colesterol. Diferentes cantid~dcs de protcina se incubaron 
durante 3 horas a 37ºC con una cantidad constante de partículas donadoras [3H]-colcstcrol 
HDL. (8)1iposomas control; (.a.)liposomas CETP en el medio de reacción; (O)liposomas 
CETP incorporada mediante sonicación. · 

y la partícula donadora; cuando se fonna un gradiente de couce~tración; las 'moléculas de colesterol que se 

encuentran en la región de alta conccutracióu tienden. a .:l1~ov~~c~; difundi.r, hacia la región de menor 
,· .. :,·- ·- .. , . 

·:·,: 

concentración hasta alcanzar un equilibrio en el cual la éonccntnt~ióÍ;~n ainb~s regiones·~ la mismi1, obédccicudo 

la ley de Fick: la cantidad de partí~Ülas que~i:f~.1~,~~;-~;ttF~~ie;~E~I;~;~~i:~m~;·~:J¿k+iciíodo de tiempo 
. -, -,. . -; . ··;> :-·::: ~ '-';~ ':-{<,.-:·-~:-•. :'.r,:~-:~::~~·-:::;':'-'~:"~<~;:;;'.·::·t-:y~::.~· ·:·:--::-.. :_.,_-,,_,,_~--\;se,~·:.--.-·,:_., ... :_:_.·-:·:~.·- ... -..... _,.·_ 

dado, es proporcional al grndic1itc d~ C~llCC·i~t· .. - '• Üc'sé'fófií;á·:c1I c5e:puiiio; ~¡~·cí1lb.'lrgó; ene) sistema de 
•_.' '· .\" - '.:::: ~-·>'.;-:;:_;?:; .. _.·-.. ~~:,,:'.' 5.:,;.~-- . - -.. ~~-~fü}}~:[~~;~~Jt~f~~;.!~.~};~~i{f~~~Jf_f)~;~/}~~fi~::~j~;!§'.~:--}·J;~>>::~:: . 

liposomas/CETP se obsciva' uná trausfcreucia)nayor. qúé,auincnta'~al :incicmcritai la· ro1ice1itrac1ón de· proteína. 
o.:· .. "/:_-.;-__ >.' ··-~;;-~· ·;J_;~:-\:-::~-'.~f,E~MÍt~:~;~f:%~J.,t;:f:;~!ti~f ~~:~?~~/~~~~-~tx~~r:~.~;~\~~.'.;::.~~~~x~;r.~~~::~}~:~·:F~·:~~:?--·:~.· __ .. . . . : -. 

Se realizaron dos tipos de c1isayos:'cí1i¡i1éati~o :cETP;·.:cn :·uno. dc(·cnos;''.CETP.isc\h\corpóró: aJiposomas de 
' . . : . :~.:: ,·:·).?C~: :.·7f ;~,:~;~~~}[:F/;~~~{f~::~~if~7:!'~:: T~F~"; :J;~t:~!~'.:.~~1?·:.:Httt:~:'.w~~~~B:&?;~~;,~mrp¿~~:~~: ;,>'·.;, +:· : . -:· 

fosfatidilcolina/colestcrol, mediante sonicáción cu un' baño de' agua;· en el otro;· se einplcarou liposomas con CETP 
-. . ;.: ':·'.::-·.:;i~~;t:/};~)~\;;\~~~¡;-; ~:f l.1~~-~~~;;t;t .. ~-¿~t?::~:;; ~(~::;{~it~~?t·~j;:~:-:~:t~\::;\:;~~::t-·?H~~'..~:·<;?~~·:: __ ,·~.; -: ;. · .. e 

añadida exclusivamente. al medio" de rcacció1i:'.Si' óbsérvauios~ la'_Figura: 22a;'.'i1ó(peréatamos ·de' que· no existe 
.... ?j}:/;\~Js.: ·_.v~~~:~~~:-!{~f;~-0J~~<~ff.: ... :y,~~:f:~r (;:\¡:~ -~~¡~7~: J~j~/'.-". _:·f\v~~::.· .>·:y;,:-~- · .~ . · . . . . 

diferencia significativa entre amb_os·eusay'osiya·cjuc'CETP fo'rma:éompléjos estables con los fosfolípidos de los 
'}. '· - .,._.~-,. ... - . :·;' ·' " • ' :\'·1 ~ ' '.·: 

liposomas· aún sin sonic~~iói1ii6l, P~:."i;{~itt¿n.ir: 1~h1i~áyo~l;osl¿r¡~¡;;,/se i~alizáron ú~icamcnte añadiendo la 
. ,'r·:::".. ''"···: .-. ,, •': '·'·."··.·.,· ,, :.;·,:·-·.····':. . . . -

proteína al medio .de rc~ccló11,si;1Úcvár a ¿ab~ él proc~s~ de sm;icación. . ··; :· -· - - ' - -
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. Rf:SULTADOS 

Si se toma coino valor basal la ca1itidad de colesteml incorporado por los liposomas co1\trol;observamos que 

existe mia transferencia significativa en el ·o~~li d~ 10%' n~ay~;· cuand~· cE1'p ~if ~i!{;;t;~.~~·r)~ :a1:t:CETP 
> ·:,~·-. • ,_:..' ;:-~··: '·: ;·{- ·- ¡ .\.-:.:-··' 

reconstituida es capaz de transferir colest~r~l,libr~ e;1 un siste1ila de H6os~~1~~hiPo;1icii~Íi\~~.' ~hi en;bargo, al 
. ;.': . ~,,_ .·, 

~ , ¡" <'· t /. ,~-·. -

empicar liposonms preparados 12 ho~s ~nics a la realización del ensayo y nó 111in~ios ~1\les ·al iuismo éomo en 

Figum 22b. 
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Ensayos de transferencia de colesterol empicando liposomas preparados 30 ·111inutos antes 
de rcali711r los ensayos. Diferentes cantidades de proteina se incubaron durante 3 horas a 
37ºC con una cantidad constante de partículas donadoras [3H)·colcstcrol HDL. 
(•)liposomas control; (O)Jiposonrns CETP. 

los ensayos anteriores (Figura 22b), se observa una transferencia aún mayor, en el ordc1i de 30% (Figurn 23). 

Esta diferencia puede deberse fundamentalmente a la estabilidad que ·puede ad.quid; .CETP .e1; I~. mc1i1brana si 

permitimos que esté cu contacto con clli1 por un tiempo rclativaii1cnte lárgo. Q;da pmiio rcp.r~scntado en las 

figuras 22a y 22b, y 23, corresponde al promedio de t~s expe~Í11;e11t~s :!: is~/ .. 
- ··.; ·- -, . -; :..· .. ,, ~- .''-.': \" .. : _;. : .. , ., '" 

Para marcar las lipoproteínas, es necesario inc~barlas con liposo'mas 'qüe émitengan 1~ marca radiactiva, y ya que 

no puede llevarse a cabo su absoluta scparnciónp~r 111cdio d¿ centrifugación, suponemos que en la fracción de 
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Figura 23. 
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Ensayos de tra1t~fcrencia de colesterol empicando liposomas preparados 12 horas antes de · 
realizar los ensayos. Diferentes cantidades de proteina se incubaron durante 3. horas a 
37ºC con una cantidad constante de partículas donadoras [3H]-colesforol HDL,. 
(•)liposomas control; (O)liposomas CETP. 

HDL se encuentran presentes aún liposomas que contienen [3H]-colesterol. Por lo tanto, no descartáinos~ la 

posibilidad de que exista transferencia entre este tipo de liposomas y los liposomas empicados en el ensayo. Esto 

nos sugiere que CETP no es capaz únicamente de realizar transfcicncia de lípidos en un sistema que involucre 

lipoprotcínas, sino que puede realizar su función entre diferentes si_stemas membrana les: entre lipoproteínas, entre 

membranas artificiales y entre lipoprotcínas y mcmbranas:artificialcs. 

Por otro lado, se realizaron ensayos de trnnsfcrcúcia --~'n l~squ~se mantuvo constante la cantidad de proteína, 

variando el tiempo de incubación a 37ºC, desde ü1i minuíci;hmúá.seis horas. Se realizaron dos controles, uno ···-' ·, ,.,,.,. ,, ,•. ·. ·. - .. 
....... -·. ('··'",.,_, , ·~ . 

empicando liposomas de fosfatidilcolina/colcsi~ioÍ. ~¡¡¡'~ni~nte;. y otro empicando los mismos· liposoinas con 
- ·¡.'. '-<:-, 

'"''' 
citoeromo oxidasa reconstituida como una ¡;roÍ¿_íi'.fcO,ntrol intrínseca de membrana. Estos co;Ítrolcs no parecen 

favorecer la transferencia de colesterol de HDL~;Íipos~mas. En.un principio se utilizaron liposomas preparados 

minutos antes de realizar el ensayo, y ;a dlferenc;a en lntransfcrcncia que existe entre los liposomas control y 

los liposomas/CETP, es prácticamente nula (l1igurn 24). Sin embargo, en los siguientes ensnyos se empicaron 
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RESULTADOS 

Figura 24. 
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Ensayos de transferencia de colesterol empicando liposomas preparados minutos antes de 
realizar los ensayos. Cantidades constantes de partículas receptoras y donadoras se 
incubaron durante 3 horas a 37'C durante diferencies tiempos. (e)liposomas control; 
(.1.)liposomas CETP. 

liposomas preparados la noche anterior a la realización del ensayo ya que en ensayos previos habíamos observado 

diferencias significativas entre los ensayos realizados con liposomas preparados minutos antes de realizar el 

ensayo, y los preparados la noche anterior a la realización del mismo (Figura 25). 

Los punlos de la figura 24 representan el promedio de dos experimentos :!: ESM, mientras ·qu~ Icis de la figÚra 
, .. - ~-. 

··'<· 25 representan el promedio de tres experimentos :!: ESM. <:.\_·.: :.; ' ·::i?' 

En estos ensayos se observa nuevamente que los liposomas control per se incoijiora1i:cn silimi:1:~~{i~s 'móléculas 
. ".-.·' '• .. , .. 'fr'' ... ,._,.,~,.f,\l>,•"u .. ;',--··.·t•.\"- • .. '· '"'' ' 

de colesterol por el fenómeno de difusión antes descrito, el cualsepr~s~~11a¡¡:-~~~'~.íf{~'ifd~fü~~?-~e\~~,n~cnlraciÓn 

de colesterol enlrc las partículas involucradas (liposomas Y~ª:t~i~f ;;&on'.~f ~i~fí)~~;~~i~ií~·-;tt~~\~~it~rs.~ CETP 

en el medio, la transferencia aumenta considerablemeitle c01if¿r1i1c'~iiiiíé.iii5'cl'Ílc·;¡;¡;·o·dé"iticutiáci6niSe observa 
. . ·' : ~. ,;~? < '_ /~~~~~F(.r~?i~r~~t;~·~; ~~#{~:t~ I:I~:.ir'~/t:-~3~;\~~~:.:·: :.J;,~\;-'.~/: .'.\ . ._:,: .:· .. ·, .. 

que dentro de los diez primeros minutos de incubaéión, se.llévá (cabó.práétic~úiciítc c¡50%, de lraiiSfcrencia y 
.. -, •·--::''" . ~. ' .. , .... \,;, -... í ;, .. -\,: \-,..,,,:) ·,;;~ -

que después de 30 minutos o 1 hora de incubació;1; la ;~d'n~férdn~f~'Íi~:5~'1ii~éiificii'~us~a1icía'1ni~1Ít~. 
-·;-~·. 

La diferencia entre los liposomas control, en !Ós que se lle.va á cábci transfcrclÍCiil' dé co!Csterol jiordifÚsión simple 
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RESULTADOS 

Figura 25. 
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3. 6 

Ensayos de transferencia de colesterol empleando liposomas preparados 12 horas ames de 
realizar los ensayos. Ca111idades contanles de partículas donadoras y aceptaras se 
incubaron a 37ºC durante difcrelltes tiempos. (•)liposomas control; (O)liposomas CETP; 
(")liposomas citocromo oxidasa. 

del lípido, y los liposomas que contienen CETP, puede explicarse suponiendo que CETP es capaz de facilitar no 

.sólo la incorporación del colesterol en la monocapa externa de los liposomas, como sucedería en los liposomas 

control, sino también en la monocapa interna, logrando una mejor distribución del lípido, ya que la cantidad de 

colesterol transferido es prácticamente del doble cuando la transferencia es mediada por CETP. 

Cabe seimlar, que las muestras control que contienen únicamente amortiguador y partículas HDL, cuando se 

incuban por tiempos largos (entre 2 y 6 horas), presentan aún transferencia de marca de los liposomas a las 

lipoprotcínas, ya que conforme aumenta .el tiempo,· la marea contenida en el sobrenadante de los tubos control 
_-:·, ;"_. ;:.. .. ., . . 

también se incrementa. U1~~ :~ez niá~. Ú~11sáli10s qu~ la diferencia que se observa entre los ensayos realizados con 
¿. l ·>,.;.;·; 

liposomas preparados 30 111Ím1to~-~~ies\i~'~gáÜzá'~Üensayo, y liposomas preparados con 12 horas de anticipación, 
,_ .'·." ~- . -· ... "'.., .. ,,... ; ,_,,._-, 

puede deberse fundamentalií1cnte ~·1~'¿~1aJiii~ad que adquiere CETP en la membrana. 
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REsULTADOS 

4.4 RT-PCR 

En vista de las similitudes estructurales y cinéticas que encontramos entre CETP y CHTP en el estudio que 

realizamos, decidimos continuar con la comparación entre ambas proteínas e iniciar la clonnción de CHTP, 

utilizando una estrategia basada en el conocimiento molecular de CETP ya que para el aislamiento de CHTP se 

necesitan cantidades importantes de tejido y mucho tiempo, para obtener cantidades muy pequeñas de proteína. 

Al conocer la secuencia de cDNA completa que codifica para CETP logramos sintetizar seis pares de 

oligonuclcótidos cspcdficos para CETP con sitios de restricción en cada extremo (11igurn 12), con el objeto de 

amplificarlos por medio de PCR. Unicamentc la secuencia de CETP o secuencias similares logran amplificarse 

empicando estos oligos. Se aisló RNA total de hepatoma humano (linen celular HcpG2) (Figuro 14), del cual se 

sintetizó el cDNA correspondiente; utilizando diferentes combinaciones de los oligonucleótidos sintetizados, se 

llevaron a cabo amplificaciones por PCR y los fragmentos amplificados fueron visualizados mediante 

electroforesis en geles de agarosa. 

Dos de los seis pares prob,1dos generaron un producto de amplificación del tamai10 esperado, sugiriendo que se 

amplificaron fragmentos del cDNA de estas células homólogos a la secuencia de CETP. El par 106-204 permitió 

la amplificación de un fragmento de aproximadamente 564 pb. Sin embargo, el par 104-202 permitió la 

amplificación de un fragmento del tamaño esperado (385 pb), mucho más evidente que el obtenido por el par 106-

204 {Figura 26, carril 11: *). 

De igual manera, en tejidos que no contribuyen de manem significativa a la secreción de CETP al plasma, como 

pulmón, corazón, intestino y ovario, al probarse con el par 104-202 se amplificaron señales evidentes, de la 

longitud esperada (11ignrn 26, carriles C, D, E y l•). 

La hibridación de un oligonucleótido interno al par 104-202 dio una señal positiva en un análisis de "Soutbern", 

demostrando la presencia de secuencias similares a CETP en fragmentos de PCR derivados de cDNA de hcpatoma 

humano (Hep02), validando nuestro método de aislamiento y caracterización. 
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Figura 26. 

RESULTADOS 
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Productos de amplificación de PCR con oligonucleótidos de CETP resueltos en gel de 
agarosa. El cDNA fue 11reparado por transcripción reversa de RNA total de: HepG2 (B), 
ovario (C), pulmón (D), intestino (E), corazón (F), AS-300 (G), e hígado (H). Este cDNA 
shvió como templado de amplificación usando oligos específicos para CETP que generan 
un producto esperado de 385 bases C*l· Control intemo reacción de PCR IL-1 
(interieucina-1) (I); reacción sin templado (J); marcadores de peso molecular (A) y (K). 
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5. 
DISCUSION 

El importante fenómeno del intercambio de lípidos entre lipoproteínas y entre Jipoprotcínas y células de Jos tejidos 

se ha establecido sólidamcnlc por investigaciones llevadas a cabo a Jo largo de Jos años<"J. El descubrimiento 

de proteínas intercambiadoras de lípidos ha promovido en gran medida el estudio detallado de éstas en el 

fenómeno de intercambio lipídico. Mientras el intercambio de fosfolípidos, triacilgliccrolcs y ésteres de colesterol 

mediado por proteína ha sido descrito con claridad, un sistema de proteína que catalizc Ja transferencia de 

moléculas de colesterol libre era desconocido y solamente hasta hace dos años en nuestro laboratorio uno de estos 

sistemas ha sido descrito<'°J. En consecuencia, Ja transferencia de moléculas de colesterol ha sido estudiada por 

mecanismos no mediados por proteína, por Jo que se ha pensado que muy probablemente este proceso juegue un 

papel importante en Ja tra1l~fercncia de colesterol entre partículas Jipoprotéicas, así como entre lipoproteínas y Ja 

membrana plasmática de las diferentes células. Se conoce que Ja dependencia del intercambio del proceso de 

transferencia está dada por las concentraciones de Ja partícula donadora así como de Ja partícula aceptora, que 

son críticas para que el intercambio lipídico ocurra. Una pregunta clave en Ja explicación del fenómeno de 

transferencia ha sido el determinar si se necesita contacto directo entre las partículas (modelo de formación de 

complejos de colisión) o bien, si las moléculas lipídicas pueden difundir a través de un espacio acuoso entre las 

partículas donadoras y aceptaras. Los datos experimentales han sido frecuentemente interpretados en favor de 

uno u otro de estos modelos<12
•
11J, Jo .que provocado cierta confusión. (En el anexo 1 se da una descripción 

detallada de estos mecanismos). 

En general el modelo de formación de complejos transitorios de colisión cutre partículas se basa cu Ja suposición 

de que las superficies celulares o las bicapas lipídicas, son capaces de unir muchas especies macromolcculares 

y de llevar a cabo el proceso de fusión. Sin embargo, si se lleva a cabo la fusión entre bicapas, todos Jos Jípidos 

de éstas deberían ser transferidos a Ja bicapa aceptara, Jo que no sucede. 

El modelo de transferencia mediante Ja liberación del lípido a una fase acuosa está apoyado por numerosos 

hallazgos cxpcrime11talesOZ• 3.is.17i, y se basa principalementc cu que Ja aproximación de las bicapas lipídicas para 

que se lleve a cabo Ja transferencia de lípido, no es favorable energéticameute a distancias menores de 30 Á, 

dejando una capa acuosa entre ellas. En consecuencia, para que una molécula lipídica pueda ser transferida, 

56 



DISCUS!ON 

necesita desprenderse de la bicapa donadora, transferirse a través de est~ espa.cio' acuoso, y alcazar la bicapa 

aceptara. 

Ya que la liberación del lípido de las partículas donadoras involucra la separación de éste de la interfase lípido­

agua para pasar a la fase acuosa, la solubilidad de la molécula lipídica influye en la velocidad de liberación; esta 

separación del lípido de la partícula donadora hacia la fase acuosa, está asociada a um elevada energía de 

activación aún mayor a la asociada al proceso de transferencia del lípido. 

Uis interacciones del colesterol con las moléculas que se encuentran a su alrededor en la membrana determinan 

la velocidad a la cua 1 se libera a la fase acuosa. l1t velocidad de intercambio o tranferencia de colesterol es 

sensible a los siguientes parámetrosC27!: 

1) El grado de insaturación de las cadenas de iícidos grasos de los fosfolípidos; el tiempo de vida media de 

intercambio de colesterol disminuye al aumentar las insaturaciones. 

2) l1t relación esfingomiclina/fosfatidilcolina (SM/PC); el tiempo de vida media aumenta al aumentar el contenido 

de SM. 

3) l1t relación PC/colesterol; el tiempo de vida media disminuye relativamente cuando el colesterol se introduce 

a la bicapa lipídica. 

En resumen, estas consideraciones teóricas de intercambio lipídico y de intercambio de colesterol en específico, 

implican que cuando l11s partículas tanto donadoras como aceptaras son estables y no existen proteínas 

intercambiadoras presentes, los datos de intercambio pueden ser explicados en términos de los mecanismos de 

difusión de las moléculas lipídicas a través de una fase acuosa. Es de esperar que la velocidad a que cualquier 

molécula lipídica incluyendo el colesterol, es transferida entre partículas donadoras y aceptaras, sea de¡iendientc 

de su estructura, así como de las estructuras y de la concentración de los dos tipos de partículas utilizadas. 

Sin embargo, estos efectos mediados por lípidos no pueden ser los únicos que provoquen los cambios en los 

tiempos de vida media para la transferencia del colesterol, por lo que se deben estudiar otros aspectos de la 

estructura de la membrana, tales como proteínas con alta afinidad por colesterol o proteínas capaces de inducir 

interacciones entre los lípidos y el colestero1<'5J. 
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Estudios realizados por Phillips y cols<"J empicando dos líneas celulares: Fu,AH y WIRL, confirman que el flujo 

de al menos 1/3 del colesterol en ambas líneas celulares sigue una cinética de primer orden con respecto a la 

concentración de colesterol libre en las células donadoras. Para FU,AH, los tiempos de vida media de flujo de 

colesterol a 37'C, obtenidos para ensayos realizados tanto con células completas como las realizadas con vesículas 

membrana les, es de 3.2 ± 0.6h y de 3.9 ± 0.5b respectivamente; los tiempos de vida media obtenidos con ensayos 

realizados con células WIRL son 14.3 ± l.5b y 11.2 ± 0.7h. Como se observa, no existen diferencias significativas 

entre los ensayos realizados con células completas y vesículas membrana les. Estos datos sugieren que la velocidad 

de liberación del colesterol de las células está regulado por la membrana plasmática, atribuyendo una importancia 

especial a la interacción del colesterol con proteínas membranales. 

Tratando de intercalar nuestros hallazgos experimentales a estos mecanismos de transferencia bien establecidos, 

probablemente la presencia de proteínas facilitadoras o transferidoras de lípidos y en especílico de colesterol entre 

Iipoprotcínas y membranas o entre membranas, permitiría que la alla energía de activación asociada al proceso 

de separación del lípido pudiera disminuir con la consiguiente disminución de la barrera energética involucrada 

en el proceso de transferencia. CHTP y CETP como se presenta en este trabajo, bien pudieran actuar siguiendo 

este mecanismo facilitador de la transferencia, donde la molécula de colesterol unida a la proteína no 

necesariamente debería disociarse totalmente de la partícula donadora y pasar a una fase acuosa antes de insertarse 

a la partícula aceptorn, sino que estas proteínas, por su carácter hidrofóbico<'>, pudieran crear un ambiente 

energéticamente más favorable para la tr.11l~ferencia. 

En general, se ha adjudicado a CETP un papel aterogénico, ya que esta proteína está involucrada en el transporte 

reverso del colesterol: el colesterol proveniente de tejidos extrahepáticos contenido en las HDL, regresa a ellos 

via LDL y VLDL por un mecanismo de transferencia mediado por CETP descrito con detalle en la introducción 

de este trabajo. La correlación positiva de CETP con la aterosclerosis parece deberse a la relación directa que 

existe entre esta proteína y la concentración de colesterol en las LDU'6J. 

En muchas dislipidemias humanas asociadas con el desarrollo acelerado de aterosclerosisC7"">, existe un 

incremento en la concentración plasmática de CETP y/o un aumento en la velocidad de transporte neto de ésteres 
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de colesterol desde HDL hacia lipoproteínas que contienen apoB (como LDL). 

Recientemente se determinó que individuos homocigotos para la deficiencia de CETP provoca cambios en las 

lipoproteínas (aumento en HDL, disminución de ésteres de colesterol en VLDL, IDL y LDL), que están asociados 

con una resistencia a desarrollar enfermedades coronarias como la aterosclerosis. Esta deficiencia es común en 

Japón, y curiosamente estos individuos no presentan signos de acumulación de colesterol en sus tejidos o en sus 

Jipoproteínas y parecen ser más longevos<'0J. 

Si CETP fuera capaz no sólo de llevar a cabo la transferencia de colesterol de HDL hacia las membranas 

artificales con gran eficacia, como se muestra en este estudio (Figura 25), sino también fuera capaz de mediar 

la transferencia en sentido inverso (desde la membrana hacia HDL), se provocaría una mayor salida de este lípido 

de la membrana, y por consiguiente de la célula. Este fenómeno tendría im¡iortantes implicaciones fisiológicas. 

El papel de CETP en este proceso, se ve enfafüado por la amplia distribución de su mRNA en diferentes tejidos 

extrahepáticos<''·"J. 

Si bien una gran variedad de tipos celulares tienen la capacidad de expresar CETP y de contener diferentes niveles 

del RNA mensajero que codifica para esta proteína<""'J, el significado fisiológico de estas diferencias entre células 

que secretan esta proteína y células que sólamente contienen el mensaje, aun se desconoce. En algunos casos, no 

existe relación entre los niveles de RNA mensajero y la secreción de esta proteína al plasma. Aunque líneas 

celulares como HepG2 y CaCo2 contienen RNA mensajero para CETP, la cantidad de proteína secretada es menor 

que la que secretan las células nonnalcs originales de donde se desarrollan estas líneas celulares tumoralcs<""~"l. 

Ya que sólo unos cuantos tejidos secretan esta forma de CETP al plasma, incluyendo tejido adiposo e hígado, 

muchos otros tejidos y tipos celulares que no lo hacen y que poseen RNA mensajero para CETP pudieran 

sintetizar otra forma de esta proteína localizada en la membrana que bien pudiera ser la proteína que nosotros 

bautizamos como CHTP. 

Esta posible forma alterna de CETP podría jugar un papel importante en la dinámica del colesterol dentro de cada 

célula, facilitando la liberación del colesterol de la bicapa lipídica hacia las lipoproteínas. 
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Resulta interesante observar que la proteína CETP presente en el plasma sanguíneo diseitada para transferir ésteres 

de colesterol, pierda esta capacidad cuando se encuentra insertada o fuertemente asociada con una membrana para 

adquirir la capacidad de transferir colesterol libre. Una posible explicación a estos cambios pudiera ser que la 

presencia del ambiente hidrofóbico de la membrana, cambiara la estructura de CETP de tal manera que pudiera 

alterar su afinidad por los dos tipos de colesterol. Habría que detenninar si estos cambios pudieran ser los que 

definieran la forma llamada CETP o CHTP. 

En este sentido, continuaremos el estudio en paralelo entre CHTP y CETP desde el punto de vista cinético, 

estructural y de biología molecular con la finalidad de determinar si CETP y CHTP son la misma proteína que 

pudiera modularse dependiendo de su entorno, o si son dos formas de una misma familia de proteínas capaces 

de unir colesterol, fenómeno que pudiera estar relacionado a pequei\Os cambios estructurales. 
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6. 
CONCLUSIONES 

• CETP se une rápidamente y con gran afinidad a Jiposomas formando un complejo capaz de transferir colesterol 

libre entre partículas, con gran eficacia . 

• CETP, al ser reconstituida en membranas artificiales presenta Ja capacidad de transferir colesterol no eslerijicado 

entre partículas, siguiendo una cinética muy parecida a Ja que realiza CHTP • 

• La señal positiva obtenida con un aligo específico para CETP en productos de PCR de HcpG2, valida Ja 

metodología propuesta para deducir la secuencia de CHTP y secuencias de proteínas relacionadas. 

• Creemos que estas dos proteínas, CHTP y CETP, las cuales comparten muchas características, pueden ser 

miembros de una misma familia de proteínas, importantes en la regulación de la homcostasis del colesterol en 

la membrana. 
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7. 
ANEXO 

A continuación dentro de esta sección se discutirán las condiciones teóricas de cada uno de los posibles 

meca1tismos propuestos para el intercambio de lípidos. 

En un sistema de partículas donadoras y aceptaras que llevan a cabo entre ellas colisiones sin que se lleve a cabo 

el fenómeno de fusión, la velocidad relativa de transferencia de lipídos deberá ser proporcional tanto al tipo de 

lípido como a la concentración de vesículas donadoras y de vesículas aceptaras, lo cual ha sido revisado por 

Lange<741• Sin embargo, como se discutirá más adelante, de existir pasos intermediarios en el proceso de 

transferencia de lípidos, la cinética resultante mostrará una más compleja dependencia a la concentración tanto 

de vesículas donadoras como aceptaras. Está bien establecido por estudios rcali111dos con modelos membranales, 

que la composición de la interfase lípido/agua de la partícula donadora, puede tener un efecto bastante 

significativo en la velocidad de transferencia del colesterol<811• Se conoce que el colesterol no se asocia con todos 

los lípidos de la membrana con igual afinidad<"'· Se han desarrollado estudios que penniten conocer que en una 

mezcla de fosfolípidos como lo podrían ser fosfatidilcolina-esfingomielina (PC-SM), fosfatidilcolina-

fosfatid ileta 1tilami na (PC-PE), esfingomiel ina-fosfa tid ilcta no la mina (SM-PE), fosfatidileta nolamina-fosfatidi !glicina 

(PE-PG) y esfingomielina-fosfatidilserina (SM-PS), el orden de preferencia de asociación sería SM > PS = PG 

> PC > PE<83
•
8

' 1• De manera interesante, la preferencia observada del colesterol por SM sobre PC ha sido explicada 

con base en una mayor probabilidad en la formación de puentes de hidrógeno entre el colesterol y SM. Como 

ya hemos mencionado anteriormente, se han postulado dos posibles mecanismos que explican el fenómeno de 

transferencia de colesterol; éstos son la formación de complejos transitorios de colisión y el proceso de solubilidad 

de monómeros de lípido en agua. Las superficies celulares son capaces de unir muchas especies 

macromolecularcs y de llevar a cabo el proceso de fusión con la membrana plasmática. Por lo tinto, se ha 

postulado que la formación de complejos transitorios de colisión pudieran mediar la transferencia de lípidos entre 

lipoproteínas y la membrana plasmática. Aplicando el principio cinético de acción de masas a este mecanismo 

de transferencia de lípidos de vesículas a células y siguiendo el análisis propuesto por Huestis y cols<•ll, las 

velocidades iniciales de aparición del lípido nuevo en las células es la siguiente: 
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Ecuación 1 

donde Le y Lcv y las diferentes constantes de velocidad (k) son definidas como se muestra en la Figura 27. 

Aplicando el concepto de equilibrio rápido en el estado estacionario descrito a continuación, es posible derivar 

la siguiente expresión para v0: 

Ecuación 2 

donde l.,~ = (Lv + Lcv) es la concentración total de lípidos, C = al área de superficie de la célula (expresada 

en las unidades de concentración utilizadas para Lv y Le), a es igual al radio del área celular al área de la 

vesícula en cada complejo de colisión transitoria ( O = 0.25 para una vesícula esférica ocupando un círculo del 

área membrana! de la célula). Como se ha demostrado por Huestis y cols<l!SJ, la ecuación 2 predice que v0 es 

proporcional a las concentraciones de las vesículas (l.,~) y de las células (C), cuando (k.1 + k2) >> k1 (o L,~ + 

C); esta condición puede ser esperada a concentraciones bajas de vesículas y células, donde la velocidad de 

transferencia del lípido es limitada por la velocidad de la formación de los complejos transitorios de colisión. Por 

otro lado, a una concentración de células dada, v0 es de primer orden con respecto a la concentración de las 

vesículas (L,~) a una concentmción baja de L,~ y de orden cero para grandes concentraciones de L,~. La 

dependencia de v0 en C a una concentración constante de vesículas es similar. Es de mencionarse que en 

principio, el modelo de colisión transitorio puede dar cinéticas de transferencia de lípidos similar al modelo de 

difusión en agua. Por lo tanto, el modelo de colisión de lípido predice que la transferencia de lípidos ser.í de 

primer orden con respecto a la concentración de vesículas donadoras y de orden cero en la concentración de 

células aceptorns cuando k1C » k1 a L,~ + k.1 + k2• Es aparente que la deducción del mecanismo de 

transferencia de lípidos desde un punto de vista del comportamiento cinético, no es fácil de deducir a menos que 

todas las constantes de velocidad sean conocidas. 
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Figura 27. 
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ANEXO! 

Representación esquemática de los mecanismos de transferencia y recambio de. Jípidos. · 
(a y b) transferencia y recambio de lípidos por complejos de colisióit; (c) tiansfÚencia y 
recambio de lípidos por difusión del monómero a través .de ·una.: fase:: acuosa. 
Abreviaciones: L,, Iípido contenido en la vesícula; C, células; L~, lípido conienido en Jós 
complejos de colisión célula-vesícula;!.,,, lípido incorporado en las células; L.;, monómero 
lipídico C"'. 
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Por otro lado, se debe comentar que la formación de complejos de colisión transitorios son difíciles de explicar 

cinéticamente por la siguiente consideración: de existir estos complejos transitorios de colisión se promovería 

la fonnación de complejos de fusión, los cuales no pueden ser formados de una manera reversible; ésto significa 

que todos los lípidos de la vesícula en este proceso de fusión deberían ser transferidos a la célula aceptara, lo que 

no sucede. Además, ya que los coeficientes de difusión lateral de los diferentes lípidos, como lo podrían ser tanto 

fosfolípidos como el colesterol son similares, es difícil ver como estas moléculas pudieran transferirse a diferentes 

velocidades a pesar de poder pensar que estos complejos de colisión se pudieran formar en forma reversible. La 

formación de este tipo de complejos, muy probablemente, incluye una capa acuosa de por lo menos 30 A. de 

espesor entre las bicapas yuxtapuestas. L1 aproximación de bicapas a distancias menores que ésta, es 

energéticamente no favorable debido a las fuerzas repulsivas de hidratación de las cabezas de fosfolípidos de las 

bicapas. Consecuentemente, una molécula lipídica que es transferida a través de este espacio acuoso, muy 

problemente tenga que separarse de la vesícula donadora para ser transferida a la bicapa aceptara; por lo tanto, 

este mecanismo puede considerarse muy parecido al mecanismo de difusión acuosa que a continuación se 

discutirá. 

La transferencia de lípidos por medio de difusión de los monómeros en una fase acuosa ha sido discutida por 

varios investigadoresC86J, Las diferentes constantes de velocidad y los factores involucrados en el proceso se 

esquematia1n en la Figura 28; la velocidad a la que una molécula anfifílica se desprende de la supreficie de la 

bicapa lipídica es proporcional a su concentración en esa superficie, y la velocidad de adsorción es proporcional 

al producto de la concentración del monómero libre y al área superficial de la membrana. 

Las ecuaciones que describen la transferencia de una molécula anfifílica como el colesterol, entre dos tipos de 

vesículas compuestas por diferentes fosfolípidos A y B, son las siguientes: 
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Ecuación 4 

ko+1 y ko+11 son las constantes de velocidad de absorción de las moléculas de colesterol en las vesículas 1 y 11 

respectivamente, mienlras que k~1 y k~11 son las correspondientes velocidades de liberación de colesterol. [CJm es 

la conccentración del monnómero de colesterol libre y [C)1, [C)11, [A]1 y [B)11 son las concenlraciones del colesterol 

y de los fosfolípidos A y B en las vesículas 1 y 11. SA• S8 y s. son las áreas por mol de los fosfolípidos A y B 

'J coleslerol. 

l 0igunt 28. 

Colri;lrml no 
cstcrlncado 

. .. ~--··_ - \\ 

"º''•llpldoA . _ º. ~ ~. _

0
. . "'° - 't ··g ·. O . l'o,Collpldo B 

g k' •• =·~"· •". . 
o . -

·. . . " • . . 011 + Oll 110 · 

+o..-...-(/º" 

o 

" Vesícula ponadora (1) 

('.11 :1g1m Vcslcula Accplora (11) 

Represenlación esquemáiica del intercambio o transferencia de colesie.rol librea través de 
una fase acuosa, entre dos poblaciÓnes de vesículas. L1s constanles de velocidad k1~ y k11~ 
son las velocidades de liberación del. colesterol, y k1,:. y. k11o+' son: las velocidades de 
adsorción del lípido: - - -
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En el estado estacionario, 

d[CJ, + d[CJn .o 
dt dt 

Ecuación S 

Sustituyendo las ecuaciones 3 y 4 en la 5 y resolviéndola para 

Ecuación 6 

Al inicio, cuando todo el colesterol se encuentra en las vesículas 1, produciendo que (C]11 = O, la ecuación 4 se 

reduce a 

Ecuación 7 

para la velocidad inicial de transferencia. Sustituyendo la ecuación 6 para ICJm en la ecuación 7, obtenemos la 

velocidad inicial de transferencia de colesterol 

v __ d[_CJ_11 ____ k~c:_Jc_,_if_CJ_¡[_BJ_11 __ 
o dt s, SA 

k,i(-[C] 1+-[A] 1)+k,a[B] 11 • SB SB • 

Ecuación 8 

La ecuación 8 nos da la velocidad inicial de tranferencia de colesterol cuando todo el colesterol se encuentra en 

la vesícula donadora y cuando tenemos las siguientes condiciones: (1) el colesterol se transfiere mucho más rápido 

que los fosfolípidos A y B, de manera que estos constituyentes permanecen constantes mientras se alcanza el 

equilibrio, y (2) cuando se cumple la condición del estado estacionario y esta condición de alcanza rápidamente 

en relación al proceso de transferencia. 
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También se observa de Ja ecuación 8 que v
0 

depende tanto de [A]1 como de [B]11, de manera que v0 está en 

función de las concentraciones de las vesículas donadoras y receptoras. 

Sin embargo, si Ja concentración de vesículas accptoras es mucho mayor que la de vesículas donadoras, donde 

(kot11[B]11 » k .. 1(SjS8[C}¡ + SA/S0[ A)1), la ecuación 8 se reduce a 

Ecuación 9 

Con concentraciones iguales de vesículas donadoras y receptoras, Ja ecuación 8 se simplifica también a la ecuación 

9 si k .. 11 >> k .. ': ésto indica que Ja estructura de las vesículas es importante ya que influyen en las velocidades 

de absorción del Jípido. Es también aparente de la ecuación 9 que v
0 

es proporcional a la concentración de 

colesterol (cuando t =O se asume que todo el colesterol se encuentra en las vesículas donadorns), e iudepcudicute 

de la concentración de las vesículas accptoras cuando éstas se encuentran cu exceso o si k .. 11 >> k..1
• 

Ya que la liberación del colesterol de las partículas donadoras involucra Ja separación del Jípido de In interfase 

lípido-agua a Ja fase acuosa, la solubilidad de Ja partícula aufifílica transferida influye en la velocidad de 

liberación. Esto se obscva si consideramos las siguientes ecuaciones: 

Ecuación 10 

En esta ecuación, VM es el lípido contenido en Ja vesícula donadora, V es la vesícula donadora después de que 

el lípido se ha desprendido, y M es el lípido en la fase acuosa. La velocidad de liberación del lípido está dada 

por Ja siguiente ecuación 
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Ecuación 11 

donde k1 es una constante de velocidad de primer orden asociada con la liberación, [VM] es la concentración total 

del lípido que difunde en la población de vesículas donadoras, y k2 es una constante de velocidad de segundo 

orden asociada con la colisión de las molécuals del lípido de concentración [M] en la fase acuosa, con vesículas 

donadoras a una concentración [V]. Al equilibrio, dq/dt = O, y la velocidad del paso de liberación del lípido es, 

k _¡,. [M][V] 
1 "2 [VMJ 

Ecuación 12 

Ya que [V] permanece constnn\e nonnahncntc, [M]/[VM), el cual muestra la distribución del lípido que difunde 

entre la fuse acuosa y la bicapa lipídica, es un parámetro importante cuando se determinan las velocidades de 

intercambio lipídico. 

La significancia de la solubilidad en agua de moléculas anfifílicas ha sido demostrada mediante In aplicación de 

las velocidades de reacción absoluL1s a la cinética de transferencia de moléculas con un balance variable de 

li¡1ofobicidad/hidrofobicidadl'7J. Existe una correlación entre la energía libre de transferencia de una molécula 

bidrofílica de un ambiente bidrofóbico a la fase acuosa (6.GJ y de la energía libre de activación (6.G,), donde 

6.Gll sea mayor que 6.G,. La velocidad de transferencia se incrementa cuando la longitud de las cadenas 

disminuye y cuando la polaridad de las cabezas de fosfolípidos aumenta manteniendo la longitud de la cadena 

constante. La barrera de la energía de activación está asociada con la separación de las moléculas lipídicas de 

la bica¡1a donadora hacia la fase acuosa. La altura de esta barrera de energía disminuye a medida que la polaridad 

o la solubilidad en agua de la molécula lipídica transferida aumenta. Por lo tanto, moléculas hidrofóbicas que 

tienen cierta solubilidad en agua en un rango micromolar pueden aparentemente, difundir libremente entre 

vesículas. Moléculas más hidrofóbicns como lo podrían ser fosfolípidos de cadena larga, así como la molécula 

colesterol, tienen una importante barrera de activación energética que se opone a su separación de la bicapa hacia 
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Ja capa acuosa. Ya que Ja energía de activación para Ja separación del colesterol o de fosfolípidos es elevada, 

Ja velocidad de intercambio de estas moléculas entre vesículas es fuertemente dependiente de temperatura. La 

velocidad de intercambio de lípidos entre vesículas unilamilares ha sido tratada en términos del modelo de Ja 

cinética de micclización desarrollada por Aniansson y coJs<"'· Este modelo permite una predicción 

semicuantitativa de las velocidades relativas de transferencia de lípidos basadas en sus solubilidades en agua. 

Como anteriormente se menciona, Ja transferencia de moléculas lipídicas de una bicapa hacia Ja fase acuosa puede 

llevarse a cabo a través de complejos de transición, donde Ja molécula lipídica es unida a Ja partícula donadora 

por Ja punta de su cola hidrofóbica. La siguiente figura mueslm un diagrama de energía libre de intercambio 

lipídico entre bicapas. 

La formación de Jo que se podría llamar como complejo de estado activado, está asociado con una alla energía 

de activación, Ja cual excede Ja energía libre de transferencia por una cantidad que está determinada, por Jo menos 

en parte, por Ja unión de Ja molécula lipídica a Ja superficie de Ja bicapa de Ja vesícula. Las funciones 

termodinámicas asociadas con Ja fonnación de Jos complejos o estados de transición han sido calculados a partir 

de las constantes de velocidad experimentales utilizando Ja siguiente ecuación: 

( )

2 
tiG'f' -tiG* 

K-D -- exp --
m RTJ RT 

ecuación 13 

donde Dm es el eoeficienle de difusión para Ja molécula lipídica que se disocia. Dm es similar al coeficiente de 

difusión libre y está calculado de Ja ecuación de Stokes-Einslein D = KT/(Gm1r) donde 11 es viscoisdad y 2r 

es Ja longitud de Ja especie que difunde. Como se observa en Ja figura 29 y se implica en Ja ecuación 13, el 

estado con mayor energía de activación a Ja largo de lodo el proceso de transferencia, es cuando Ja molécula 

lipídica está casi complclamenle en Ja fase acuosa, pero permanece aún asociada a Ja superficie de Ja vesícula por 

Ja punta de su cola hidrofóbica. Tanto óG, como óG,, quedan determinadas por el efecto bidrofóbico de Ja 

molécula, de manera que ambas aumentan cuando Ja longitud de Ja cadena hidrofóbica aumenta. 

En resumen, estas consideraciones teóricas de intercambio lipídico y de intercambio de colesterol en específico, 
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Figum 29. 

--4!:'.----------~-~~1~~~ 
Diagrama de energía libre del intercambio d.e lípidos:.Latrll1tsforen~ia de las moléculas 
lipídicas desde una bicapa de lípidos hacia. la :fase .acu-osa; procede a través de la 
formación de un complejo en el estádo. de traÍ1sii:i6n;- ilonde·la ii1olécula permanece 
anclada a la vesícula por la punta de su ~6iá hid(6r6hÍ~a;í..ii' f~r;;;3c1óñ d~ csie con1plejo 
está asociada con una muy alta energía de activac¡óri <Í~(exccde a. la .:;iérgíá libre de 
transferencia de la molécula. . ... ·:·:.•;:: ·-•.·,, ;;,::: _.,..... >,:•e:; :c.__·:~··· 

';_,:.(··:.• .. :t.:;;://~'.'.:\.\'~~~~'.~:;>;~ ::, :,~:/! ·~-~·.'·"., 
-<'f .-'"J ·>:.:_ .· . ro;,~'.:;,::·., ·:.::·,: ·: "~\~-~~>-

implican que cuando las partículas ta11to. d~nids~f ~1~f~{~~::~f:f~f l;f {~~m.-t1~+;!,~:i~''.cxÍstcn proteínas 

intcrcambiadoras prcscntés, los datós de intcreambio:_·puedén'ser.Úplicadó(e11'tém1iúos:dc los mecanismos de 
" '. ~ _ ... --: : . . :i:~, -.·~ :'\~:- i:;-:Jf~/á~~;,.·~:.~;(_;~tt.i:~~~~Y;~~;t.~~J.:~.~ii:t~~á-~;,0>,;~~~~'.M.\t~~;~~i:±t~i~~<\·::· i:· i:..~~-- · . ·: 

difusión de las moléculas lipídicas úritvés dé una fásc;aéuosa:· Es oc csííérar qué la-,vélcicidad a la que cualquier 
'-::;·:·0.~-:·;::f ~· ~. ,rl ~:~ -:~:~:: · · · -· ~}~iiir~i*fff.~:;:~~:~;~f&r~4~;¿t~;~~;.,::1_::-::: • 

molécula lipídica incluyendo el colesterol; es re ·partículas'donadóras•y' aceptoras, sea dependiente 
:;~1~·~:¡2 [J}~,~-;~·.iV!:~L~li~L~f~ii·~;;;J~:f~~t·.~iji~~t~k ~:~S:?~.::{i~~:~~,~k)~.;:~~~:~~:~~: :.'.~ .... · 

de su estructura; así conio'"ilé'.1a'ii"ésiructuras'y."ilé l(coííi:éíitraeióii'dc~ loS:dos 'tipos:dc partículas utilizadas . 
. . ,_.; .. · . .~;,<~ ~,.' ~~.f ~t.::;1~~'.~'.f.~-:;;~~;·~~~;_:;:!:.~-~.;)H~if;~~;·~~~~~~-~1t~t~~~:!j{i~~~:; ;;~;:~,~::~.\~~~~~'.;~·;~'.;;·.~;{:~~.·~·~~-~~ .:.~:;:~·:. ~;. , ·: -. '. 

Sin embargo, probablemente la:'presc11cia:dc'pró.téí11as facilitadorai;_o franforid()raS de lípidos y en específico de 

colesterol cn1:c,)~~1~;rt~~~s~,t;~~~~1t;~~(:,~;~~i1~~~~j~1:~f [~~1f:·:~¿~n~1~t¿'.ª,~~~Ji".:::\i.;0'.'}í}'.,ª¡~e.~~-tivacii6n 
asociada al. prócci;O:iic' sciíiíracióri''.iicl' lípido" jiudicra' disíninuir con.· 1a ·consiguiente: dismiimcuóri ;de' la.barrera. 

:~:·. :~\.~~¿"~'~:6;.':.:-0~;6~ ·~~~,~::i~i:,;:.c:~~~?;ú~~\~;:i,~~ .. ~~~~~~:~~~~0;:H¿~~ ..... ~_;.:::~ /; ;. :;~· .i::,~: ~.~:~ ~: · -;fr:l\:·~~;-~~,(~:;ff ;$-:;:~:¡~i~~;:.,~i?~: .· ~:·· ~,::·:.: :. : -. ; ·· 
energética involucrada cn:cl procesó. de; transferencia'. CHTI'. y CETP,,como se presenta. en .·éste trabajo, bien 

·~. :, ~~-",,. ~ ;:;~ ;; , ;.·úz:; ;~ .5'..5~,;~.:~~;~;-~11<~i~~g~-ri:f ~-}-~·:·'.'.J~;;.¡~;-¡";:f k~.: ,·!i·~iH · _f '.:.<f.-.~ >'.~;~ ·,¡:· ~ ~1;,¿.~<·;·¿'.:.;~~; ;: .-.~.{;·;} .. ~_; ::~·~~;:.~~: ~f ~g~r-·;, ~~;} -; .. ~· .~ '. \. i. : 

pudieran actuar siguiendo cs1c·ínecanismci,facilitador de _transferencia;· dondé· Ia ·. mcilécula'dc .colesterol-unida .a 
· .... ,'.,:'; ·~~.~.~·;>~;...:.:~;~;~~'•·ri{i~~~ ;~·;::.:):~.~;;.·;~~º;.f: {~f:;::·~:~?~~ é4·~·;1·· .¿.\;'.{";, i/,;;'' · ·,: c~·, .. ; .. :o:( ·-.. · :·}i;.~" ·:·,: .J,.· .. : :. , :·: ~- • 

la proteína no i1ecc~ariameittc: debería disoéiarsi:Jofalmc1ítc· de. la ·partíéula' donadorá y. ¡iasar a una fase acuosa 
. ': .--.- .. ~' ;:<.\:.;:.: :'. .. .->>\::d·:'. '..;,i.~;:·:~.,d~~-Ú.:·t:;.t~/ .... ~:,{~i~ ~~~:;:\.:<ii:;.:">~:/~~ .. -<.·~~.'.~~ -;;~·:"« .. ::::~:-.-~. ,:.~··,~~-:·,, : .. 

antes de insertarse a_ lá. partíCula ,nceptora;' sino:que.cstas·proteínas, por su carácter hidrofóbico, pudieran crear un 
'.':' 
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INTRODUCTION 

Although lipids undergo spontaneous exchange between membrancs, tbc factors that govem the 

transmembrnne migrntion of lipids across natural membranes are still poorly understood. Although cbolcsterol is 

a quantitatively importan! componen! of plasma membranes, fcw studics llave dealt with tbe pbenomena of its 

dynamics and distribution in mammalian cells. lt has been suggestcd that membrane components sucb as lipid and 

protein might modulnte tbis phenomena (1-3). Ccll plasma-membrancs wbicb contain a large variety of proteins 

modulate cholesterol packing leading to diffcrcnt cell types having different 1112 values for cholesterol excbange. 

The discovery of lipid exchange proteins has in grcat mensure promoted our knowledge of mediated 

excbange of lipids. Neverthelcss, nlthough the protein mediated exchange process for phospholipids, triacylglycerols, 

and cbolesterol esters has been fairly well describcd (4-7), a protein system capable of catalyzing free cholcsterol 

exchange until recently has been proposed by us (8). Studies from this labomtory llave establishcd the presencc 

of a protein named CHTP (for cholcsterol trm~fcr protein) that whcn reconstituted in artificial membranes media tes 

cbolesterol movement betwecn the bilayer and lipoproteins (CHTP) (8). 

CHTP wbich in many ways resemblcs n cholesteryl ester transfer protein isolated from plasma (CETP), 

originally was isolated from cnrdiac sarcolemma and presenL~ an apparent molecular weight of 73,000. In arder to 

cxpress transfer activity CHTP must be present in thc membrane in a multimeric fonn, since thc manomer has becn 

shown no to be active. CETP facilitates the transfcr of cbolcstcryl esters from their sitc in HDL to the less 

triglyceridc-rich lipoproteins. It is a glycoprotein with a molecular weight of 74,000 in SDS-polyacrylamide gels 

and presents a high content of hydrophobic rcsidues comparcd to other plasma ¡Hoteins (9-10). Based on tbe 

suggestion for a local role of CETP in cells and tissues of animals tlmt do not prcsent CETP activity in plasma (11-

13) and on our previous obscrvations where we describcd the presence of CHTP in plasma membrane, the prcsent 

study was undertaken to examine tbe possibility that CETP whcn reconstituted in artificial membrane might express 

cholesterol transfer activity in a similar fashion as CHTP does. 

MATERIALS AND METHOllS 

lso/ation of C/wlesteryl Ester Transfer Protein (CETP) 

CETP was purified by a combination of ultracentrifugation and sequential chromatography on phenyl-sepbarose 



(Sigma, Co) and concanavalin A-sepharose (Sigma, Co) (14) with the following modifications. 

Lipoprotein-free plasma was isolated by sequential ultracentrifugation from freshly obtaincd normal human plasma. 

The d=l.21 g/ml infranatant was recentrifuged al d=l.24 g/ml to eliminate Jipoprotein contamination. The d=l.24 

g/ml infranatant was applicd to a 2.6 X 40 cm column of phenyl-sepharose equilibrated with 4M NaCl/lOmM Tris­

Hcl/2mM EDTA, pH=7.4. Proteins werc eluted in threc steps with lhe equilibration buffer, with 150mM NaCJ/lOmM 

Tris-Hcl/2111M EDTA, pH=7.4, and with distilled water. 

Fractions from the phenyl-scpharosc cluted with distillcd water wcrc pooled, conccntrated by Amicon ultrafillration 

using a PM-50 membranc, and applied to a 1.0 X 10 cm column of concanavalin A-sepharose equilibrated witb 

90mM sodium acetate/50 NaCI, pH=4.5. 

Unbound protcins wcre washed out with the equilibration buffer. Adsorbed proteins were eluted with the equilibration 

buffer plus 150mM a-methyl-D-manosside. 

Fractions elutcd with this buffer werc pooled, concentrated and tested Cor cholcsterol transfcr. 

The partially purilied concanavalin A-seplmrose fraction of CETP was used in ali experiments. 

Preparation of Lipoproteins 

Lipoprotein, LDL and HDL, were prepared from fresh human plasma al densities betwcen 1.006-1.063 g/ml, and 

1.091-1.21 g/ml respectivcly, by sequcntial sal! density ultracentrifugation using the Beckman L8-55M or L5-75B 

ultracentrifugcs in a Beckman 60 Ti rotor using the method of Havel, Eder, and Bragdon (15). Densities were 

adjusted with solid KBr. After ultraccntrifugation, LDL were dialyzcd against a total volume of 12 liters of 150mM 

NaCJ/0.24mM EDTA, pH=7.4 for 48 h al 4ºC (two changes of 6 Jiters cach). 

HDL was labelcd by incubation with (3H]cholesterol (NEN)/ phosphatidylcholine (Sigma, Co) liposomes Cor 16-20 

h at 4ºC. 

Deter111i11ation of Free Cho/esterol Tra11sfer 

The transfcr experimcnts werc pcrformcd from isolatcd [3H]cholcsterol Jabclcd HDL to small unilamcllar PC/C 

liposomcs, wbich thcrcaftcr wcrc scparatcd by precipitation of thc liposomcs with hcparin-MnCJ2 as dcscribed by 

Wamick and Albcrs (16). 

[
3H)cholcstcrol Jabclcd HDL wcrc incubatcd with Jiposomc reconstitutcd CETP Cor 3 h al 37'C in a final volumc 

of 450µ1 of a buffer containing 150mM NaCJ/lOmM Tris-Hcl, pH=7.4. 



In a differcnt set of experiments employing tbe optimum .CETP concentration for maxinium trarisfer time course 

expcrimcnts wcre performed. 

The reaction was stopped by addition of an Heparin·Mn~)ol.u;ió{standingfor.10 minal room temperature. The 
· .. ·.:·: .. _· 

prccipitated was removed by centrifugatim1 forlO 111~ii, ai·Ü,ÓOO rpm. The resultant clear supematant was analyzed 

for radioactivity and cbolesterol transfci. was · ~xpress~d as tbe percenlage of radioactivity determined in the 
. ':· :·:~ ~. 

supernatanl. 

Cbolesteryl ester (CE) transfcr activity was determined by measurement of tbe facilitated tra1t~fcr of [14C]-CE from 

LDL to HDL. [14C]-CE transfer was determined after incubation al 37'C for 3b by additiou of heparin-Mn++ to 

prccipitate LDL, then counting the ["CJ·CE transfcred to tbe HDL remaining in the supernatanl. 

Liposomes 

Liposomes were prcparcd by mixing cholestcrol and phosphatidylcholine in a ratio 8{2 (w/w). The mixture was 

tborougbly dried under higb vacuum after evaporation of tbe organic solvent under a steam of nitrogen. 

5 mi buffer (150mM NaCl/lOmM Tris·HCI, pH=7.4) were added to 50 mg and tbe lipid was dispersed by pulsed 

sonication with a probe-type sonofier (Branson 250). After removal of probe-derived titanium dcbris by centrifugation 

the dispersions werc optically clear. 

RESULTS 

The isolation of CETP in an active form was accomplisbed by using standard protein purification techniques 

as previously described (14) and transfcr activity assays to determine the ability of individual fractions to transfer 

ester.; of cbolesterol between LDL and HDL particles. Tbe purification procedure consisted of phenyl-Sepharose 

and Concanavalin A·Sepbarose Chromatography. The active protcin cluted from thc phenyl-Scpharose column in 

a broad peak of 280 11111 absorption afler clution with decreasing ionic slrength buffers and deslillcd water. Tbesc 

frnctions werc poolcd, conccntralcd and chromatogrnphcd on Concanavalin A-Scpharosc. Thc active fraction from 

this column obtaincd aftcr elution with mcthyl-D-manoside wcrc also polcd, concentratcd and analyzed by SDS-

PAGE (Fig. 1). Following elution with 150 mM a mcthyl-D-mannoside two bands becamc apparcnt, the 

glycoprotein of M, 74,000 and a prolein M, 53,000 mosl probably accounting for a N-linked carbohydrate and scalic 

acid free fonu of the same protein (Fig. !). 



When purification ofthe biologically active material was acbieved, allention was tumed to tbe reconstitution 

procedure for CETP. Figure 2 shows that control phosphatidylcholine/choleslerol liposomes in lbe absence of any 

prolein are good acceptors far (3H)-cholesterol movilized from HDL particlcs or donar particles. However when tbe 

liposomes conlain reco1t~1ituled CETP an overall slimulation on the lransfer process is observed. The insert shows 

the (14C)-cholcslerol ester lransfcr belween LDL and HDL particles calalyzed by soluble CETP. Time dependence 

experiments of (3H)cbolcs1crol lransfered from HDL particlcs lo conlrol liposomes and CETP reconstiluled liposomcs 

are shown in figure 3. 11 is consislenlly shown that CETP reconslituted liposomes catalyze lhe transfer of 

('H)cholcsterol more efficienlly than liposomes with no CETP prcsent or cytocbrome oxidase reconstiluted liposomes 

as a control for a integral mcmbrane protein not relatcd to the process. Thcsc control liposomes show lhal membrane 

proleins in general do nol media le lhe transfer of cholcsterol between lipoproleins and membranes. 

Employing the aminoacid sequence published by Drayna et al. (1987) for the hcpatic form of CETP (10), 

we synlhetized a series of oligonuclcotides wilh specific scqucnces for different regions of CETP. Six pairs of 

oligonucleotidcs with restriction siles in both ends which allowed dircctional cloning were used in PCR reaclions 

using low astringcncy hydridization. cDNA was gencraled by reverse tr.rn~cription using total RNA isolaled from 

HepG2 cells, followed by PCR ractions. 

Two of the six oligonucleotide pairs generated amplification products with the expccted size, suggesting a 

succcssful amplification of cDNA fragmcnts exprcssed in HcpG2 cells with homology for CETP. Pair 106-204 

allowed the amplification of a fmgmenl of approximalcly 564 bp in ali lissues testcd. However, pair 104-202 

amplificd a fragment of approximalely 383 bp much more evident than thc one oblained for pair 106-204 (figure 

4). Hydridization with an inlernal oligonucleotide to the pair 104-202 gave a positive signa! in this southem analysis 

demostraling the presencc of similar scquenccs of CETP in HcpG2 cells. 11 is evidenl that in a similar fashion to 

tissues known as producers of the plasma form of CETP, the signa! observed in lissucs likc ovary, lung, intesline 

and hcart, thal do not conlribule in an importan! way lo lhe pool of plasma CETP, presenlcd an importa ni signa! with 

lhc cDNA fragmcnls tesled. 

DISCUSSION 

In lhe presenl sludy we bave used reconslitution expcrimcnls to iuvesligate CETP as a mediator of 



membrane cholesterol exchange. Tbe ¡irimary goals werc to determine if membrane reconstituted CETP catalyzes 
' .... :,_ .· 

the exchange of free cholesterol fr~m lipo¡irotcins to the membrane and to identify unders¡iread tissue distribution 

o[ CETP mRNA in response to the apparent pleiotropic functions o[ CETP in diffcrent cells and tissues (11,17). 

The cbarncterization o[ CETP like genes in cells and tissucs with no capacity to excrete the plasma form o[ CETP 

will undoubtedly help to dilucidate the complex phenomena o[ cholesterol efflux [rom cells. 

Although a variety o[ cell types havc the capacity to secrete CETP ar contain CETP mRNA, the 

physiological significance o[ this findings is uncertain. In some cases, there seems to existan interesting discrepancy 

between lhe secretion of cholcsteryl ester transfer activity and the lcvcls of CETP mRNA. Although HepG2 cells 

and CaCo2 cells contain the message, the quantitative amount is much lcss of the native tissucs (12,13). sincc only 

a fcw tissues express the plasma form of CETP, including hepatic and adiposc tissue synthcsis, severa! cells and 

tissue types that do not contribute to the plasma CETP pool could synthesizc a form of CETP with critica! 

importance in a local environment within the cell or a tissue. With this possibility in mind, a membrnne fonn of 

CETP might be of importance in the regulation of the cholcsterol homeostasis of the plasma membrane and 

ultimately of different cell types. 

Although the occnrrence of soluble and membrane-bound non-specifie lipid transfer protein (sterol carrier 

protein 2) has been proposed (18) in this report for the first time it is shown that CETP in a membrane-bound form, 

wbich structurally might be closely related to the molecule we originally described and named as CHTP, is capa ble 

of mediating the trnnsfer of free cholcsterol between membrnnes and lipoprotein particlcs. 

Our rcsults are consisten! with the propasa! that proteins with bigh affinity for cholcsterol such as CHTP 

ar reconstituted CETP play an importan! role in local tissue metabolism of cholcsterol. These results showed that 

CETP mRNA was present in a variety of specific cellular locations, where it could play a local role in the dynamics 

of cholesterol, for example, enhancing lhe efílux of cholcsterol from the bilayer to lipoproteins. In particular it might 

be suggested that membrane located CETP facilita tes the well supported aqueous difusion mechnnism for monomeric 

cholestcrol (19,20). 

Since trnnsfcr of lipid molecules from the bilayer to the aqueous phase proceeds tbrough a trnnsition state 

complex where the lipid molecule is attached to the vesiclc by the tip o[ its hydrophobic tail (19), it is conceivable 

to propase that the formation of this activated state complex associated with a high energy of activation is lowered 



by the prescnce of CHTP or reconstitutcd CETP in the donor membrane. 

Water miscible organic solvents have been shown to enhance the rate of cholcstcrol exchange bctwccn 

lipoproteins and membrancs (21,22), whcre the ratc of stimulation has beco dcscribcd to description of hydrophobic 

interactions involving lipids. The prcsence of cholcsterol binding protcins in thcsc mcmbrnncs might be consisten! 

with a mechanism involving collision complexes indcpendcnt 011 the aqucous solubility of cholcsterol during 

cxchangc. As prcviously shown by us, it is conccivablc that oligomcrization could also play an cxtrcmcly importan! 

role in the modulntion of thc binding constants for cholesterol. 

In general terms, spccics with low levels of plasma CETP are resistan! to diclary alherosclerosis (23). Only 

after the introduction of CETP into mis by injcction or into mice by transgcncsis (21) results in lipoprotein changcs 

normally associatcd with the development of ntherosclerosis. Nevertheless, local synthesis of CETP within cells 

involved in the progression of lhe descase might provide nn anti-atherogenesis action (24). The role of CETP in the 

process is highlightcd by the undersprcad distribution of CETP mRNA and its induction in central and pcripberal 

tissucs by incrcascd dietary cholcsterol (10,17). This suggcsls tlrnt CETP is a highly rcgulatcd componen! of reverse 

cholcstcrol transport with local cffccts in cells as wcll as in plasma. 
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FIGURES 

Fig. 1 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gbel elcctrophoresis of fractions obtained from phenyl-Sepharose: 

a) molelcular weight markers, b) 4M NaCl/10 mM Tris-HCl/2 mM EDTA, pH 7.4, e) 150 mM NaCl/10 

mM Tris-HCl/2 mM EDTA, pH 7.4, d) destilled water, e) destilled water (second peak) and Concanavalin 

A-Sepharose: 1) 50 mM NaCl/90 mM sodium acetate/150 mM, and g) 50 mM NaCl/90 mM sodium 

acetate/150 mM a-methyl-D-mammside, pH 4.5. 

Fig. 2 Concentration dependence of [3H]cholcsterol transferred from HDL to control liposomcs (•), and liposomes 

reconstituted CETP (O). 

Fig. 3 Time dcpendcnce of [3H]cholesterol transfcrrcd from HDL to control liposomes (•), liposome rcco1L~tituted 

CETP (O), and liposomcs rcconstitutcd cytochrome oxidase (t.). 

Fig. 4 Amplification products of low stringency PCR using CETP specific oligonuclcotides. cDNA was prepared 

from total RNA isolatcd from diffcrent cell lincs and tissues: HepG2 (B), ovary (C), lung (D), intestinc (E), 

heart (F), AS-300 (G), and livcr (H). Thc utilized oligonuclcotides predicted a CETP spccific amplification 

product of 395 bp, as the one rccognizcd in HepG2 cells, Jane B. Controls includc a 308 bp product of IL-

1, Jane !, CETP specific aligas in the absencc of tcmplate, la ne J and molecular wcight markcrs, Janes A 

and K. 
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