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1.
INTRODUCCION

1.1 Lipoproteinas plasmiticas

Los lipidos, moléculas insolubles en agua, sc transportan en ¢l plasma en forma d plejos macromoleculares

ada; particula‘de’ lipoprotefna’contienc también’ proteinas c§llc¢iﬁcés

) ddas'?lpopblciuas o apolipoprotefnas (Fig'l;m nw;-

Colesteral VLODL
Fosfolipidos

Figura 1, Diagrama esquemdtico de las principales Iip()prolcil\. ’plzgsmélicas.



TABLA 1  Caracteristicas de las principales lipoproteinas del plasma humano.®
Clase de lipoproteina Lipidos mds Apoproteinas Origen Funciones Didmetro
y densidad (g/ml) importantes principales A
Quilomicrones Triglicéridos de la Al All, B48, CIII, E  Intestino delgado Transportan triglicéridos ~ 800-500
(d<0.95) dieta y colesterol del intestino
al plasma.
Remanentes de Colesterol y B48, E Derivan de la lip6lisis de Transportan colesterol y
Quilomicrones triglicéridos quilomicrones por LPL triglicéridos al higado.
- (d<0.95)
ERR “Triglicéridos ' B100, CI, CII, E Higado Transportan triglicéridos ~ 300-800
U VLDL . endbgenos . EREN a diferentes tejidos.
. (d<1.006) e ’
IDL - Esteres de colesterol -~ B100, E Derivan de la lipélisis de  Algunas son precursoras
(d_=1.00‘6-17019) y triglicéridos .- VLDL por LPL de LDL; otras proveen
LT T . colesterol al higado.
‘LDL o Esteres de colesterol B100 Derivan de Ia lipélisis de  Proveen colesterol a 50-350
~(d=1.019-1.063) o IDL por LPL difercntes tejidos.
HDL o : Esteres de colesterol y Al ATl Derivados de la hidrdlisis ~ Facilitan la remocién de  50-120
(d=1.063-1.21) fosfolipidos de quilomicrones y VLDL  colesterol de tejidos
] y de la sintesis de novo cxtrahepiticos para
del higado e intestino. transportarlos al higado.
* Abreviaci VLDL. lipoproteinas de muy baja densidad; IDL, lipop de densidad dia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoprotefnas de alta densidad; LPL, lipasa
lipoproteica. i



" INTRODUCCION

Exlslcn 6 cl'lscs prmcxpalcs dc l|poprolcm'|s quc se dlfcreuu.m cnlrc si ldnlo cn Ia compostclon de los’lfpidos no

-, Lipido de’ Acldos bulmre
lo dieta

o TIéJIDO ADIPOSO TEJIDO* ADIPOSO
¥ MUsCULO Sy MuseuLo-

Figura 2, Vias de formacién y catabolismo de las lipopxdléinné; LDL, lipoproteina de baja
densidad; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; IDL, lipoproteina de densidad
intermedia; HDL, lipoproteina de alta densidad; LCAT, lecitin-colesterol aciltransferasa.

grandes particulas de lipoprotefna denominadas quilomicrones, los cuales son sccretados hacia la linfa intestinal

y pasan a la circulacién general, donde se adhicren a las paredes capilares, Unidos a estas sdpcrﬁcics éhdotclinlcs,

quedan expucstos a una enzima localizada en fa superficie del endotelio vascular: Ia lipasa de lipoproteina (LPL),

la cual se activa por la apoproteina CII que contienen los quilomicrones, pronioviendo la“secrecién de-geidos

grasos libres y monoglicéridos. Una ver que sc han eliminado los lriglicéridds del 1\ﬁqico, ¢l resto'del qu1lom|fciy5n

se disocia del cnddleli

vuél\}czi Ia 'circulacié'n‘ Ahom se ha lmnsformado cnuii particul rclalivzimcme

pobrc en lnghcéndos cnnquccxd'n e Gstéres de colcslcml y lm cxpcnmcnmdo un mcmambm dc apoprolemas

con otras Ilpoprolcinns del plnsmzl. El resultado nialo',cs ln} convcrsiéu dcl qmlomlcron cnuna pd rucula remanente

de quilomicrén, enriquecida‘eh éstéres de Colesterol y &:h:’a'polii)opro(cinas B4S vE (¥ igura 3)®, Este remanente
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Figura 3. Sintesis y catabolismo de lipoproteinas derivadas del intestino, (Ver texto)

pasa al higado, donde es captado con gran cficacia por medio de la fijacién de la apoproteina E a receptores
especificos ubicados en Ia superficic de los hepatocitos. Estos remanentes unidos a la superficie son captados en
el interior de Ja célula dondc los lisosomas los desintegran por un proceso Hamado endocitosis mediada por

receptort (Figura 4@,

A.DIGESTION EXTRACELULAR{ 8.ENDOCITOSIS MEDIADA POR RECEPTOR DE
DELAS LIPOPROTINAS Ri- LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN CQLES~-
CAS EN TRIGLICERIDOS TEROL s . :
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Figura 5. Sintesis y catabolismo de las lipoproteinas derivadas del higado (ver texto).

densidad(VLDL) (Figura 5)"), Las particulas de VLDL son transportadas hacia los capilares de los tejidos, donde
.interactdan con la misma lipasa de lipoproteina (LPL) que cataboliznﬂ_ los quilomicrones. Los triglicéridos del

niiclco de VLDL son hidrolizados y los 4cidos grasos se utilizan par sintesis de triglicéridos dentro del tejido

adiposo. Los remanentes originados de la accién de Ia Tipasa sobre Ia VLDL se llaman lipoproteinas de densidad

intermedia (IDL). Una porcién de las partic \tabolizadas por ¢l higado uniéndosc a receptores

diferentes de los receptores de los rem to de la lDchrmanccc en el plasma, donde

experimenta una transformacién adicion

csta conversion, todas lns apoprotefnas son‘extraidas

colesterol. El nicleo de LDV s

una sola apoproteina, la apo

Ias de Ia corteza suprarrenal, linf
superficic celular..La concentracién de cstas: lipop
cnfc_rmcdadcs coronarias, como la aterosclerosis, La LDL qu bl

por una endocitosis mediada por receptor y cs digerida por lisosotas intracelulares (Figurn )%
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Los ésteres de colesterol de LDL se hidrolizan por accién de una lipasa 4cida, y el colesterol liberado sc utiliza
para la sintesis de membrana y como precursor cn la sintesis de las hormonas esteroides. Como los Iejidos
extrahepiticos, ¢l higado también ticne receptores para fa LDL; utiliza ¢l colestero! unido a LDL para 1a sintesis

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

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

se renuevan, este colesterol no esterificado se libera hacia el plasma donde se unc inicialmente a las lipoproteinas
de alta densidad (HDL). La concentracién de las HDL es inversamente proporcional al ricsgo de desarrollar
aterosclerosis ya que estas lipoproteinas promucven la salida de colesterol de las células. Este colesterol no
esterificado se une entonces a un dcido graso por una reaccién de transesterificacion catalizada por la enzima
plasmdtica lecitincolesterol acil transferasa (LCAT). Los ésteres de colesterol que se forman en la superficie de
HDL se transficren a VLDL, y finalmente aparccen en LDL pucsto que cstas ltimas derivan de las VLDL. Esto
cstablece un ciclo a través del cual LDL transporta colesterol a las células extrahepiticas, regresando al higado

via HDL.

1.2 Proteinas transferidoras de lipidos

La composicién de las lipoproteinas plasméticas se ve continvamente modificada duranie su metabolismo
intravascular, como resultado del intercambio dindmico y la transferencia ueta de lipidos que existe entre cllas,
Evidencia reciente mucstra que Ia transferencia y el intercambio de lipidos entre las lipoproteinas es regulada por
proteinas cspecializadas que realizan estas funciones.

Estas protcinas plasmaticas facilitan la transferencia ¢ intercambio neto tanto de lipidos ncutros (ésteres de
colesterol y triglicéridos), como de fosfolipidos entre las lipoproteinas,®!" aunque también existe movimiento

cespontdneo o no facilitado, de lipidos.

1.2.1 Mecanisinos de transferencia no fucilitada de lipidos

El intercambio o transferencia de ésteres de colesterol y fosfolipidos entre lipoproteinas plasméticas, cs catalizado
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por proteinas intercambiadoras; micutras que los mecanismos de movimicnto de colestérol libre entre particulas

no se han establecido afin:’

Se ha demostrado que ¢l recambio éspontinco de colesterol en el plasma y en eritrocitos, reportado por primera
vez por Hagerman y Gould!?, 0 rrc en una gran variedad de membranas biolégicas, lipoproteinas y liposomas.
Aunque ¢l recambio de colcslc;ol'cslé bien documentado, el mecanismo para este proceso no ha sido hasta la

fecha debidamente cstabl(:cidvo. Al respecto se han propuesto dos posibilidades: ¢l primer mecanismo, propuesto

inicialmente por Hagerman'y 1“2, propone fa transferencia o recambio de colesterol libre por difusién a

través de una fasc acuosa; el colesterol o fosfolipidos se desprenden de Ia vesicula o panticula donadora y quedan

Figura 6. Mecanismo de - intercambio -y transferencia de colesterol  catre liposomas. El
desprendimicato del lipido de la particula donadora y su liberacién a la fase acuosa
parece ser ¢l paso- limitante; el lipido liberado choca con la particula aceptora y se
absorbe rdpidamente, . - : S

La transferencia de masa neta ocurre tinicamente cuando la actividad lipidica cnlas parliculésﬂonadoras,csvmucho

mayor que la_ actividad es
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al recambio de fosfolipidos, cstd basada solamente cn l:} obscrvacxén q: que el colesterol y los fosfolipidos son
esencialmente insolubles en agua, ' A

Actualmente no existe un acuerdo general sobre cual dévlos dos mecanismos ¢s ¢l que opera en la transferencia
de colesterol y otros lipidos, ya que hay evidencias que sostienen ambas posibilidades?>!? (Anexo I).
Trabajos recientes realizados por McLean & Phillips, han demostrado que el intercambio o transferencia de
moléculas de [M'C]-colesterol entre vesiculas unilamelares pequefias y células se lleva a cabo mediante difusién
de estas moléculas a través de Ia fase acuosa®?,

La cinética de recambio o transferencia de colesterol en vesiculas unilamelares pequeiias tiene las siguientes
caracleristicas®®:

1) la velocidad de recambio de colesterol es de primer orden con respecto a la concentracién de colesterol libre
en la particula donadora; 2) existe transferencia de aproximadamente 5 moléculas de colesterol por cada moléeula
de fosfatidilcolina, debido a que el primero es més soluble en agua que el segundo; 3) el proceso de recambio
es dependiente de la temperatura; se ha determinado cxperimentalmente una energia de activacién (AG)
aproximadamente de 70 KJ/mol, asociada al desprendimiento del colesterol de la particula donadora hacia la fase
acuosa; y 4) ¢l empleo de liposomas con una alta relacién liposomas aceptores/liposomas donadores, nos mucestra
que la velocidad de recambio es de orden cero con respecto a la concentracién de liposomas aceplores.

Estos cuatro criterios cinéticos pueden utilizarse para evaluar ¢l mecanismo de intercambio de colesterol entre
cualquicr tipo de particulas donadoras y aceptoras.

Experimentos recientes donde los liposomas donadores y receptores fucron separados por una membrana de
didlisis, han demostrado que cierto porcentaje de colesterol marcado radioaclivamente ¢s capaz de difundir a través

de la membrana®>!

"), En cstos trabajos también s¢ menciona que Ia difusién de los lipidos puede aumentar con
1a adicién de etanol®®, acetona o dimetilsulf6xido™?, ya que éstos aumentan la solubilidad del colesterol en la fase
acuosa, y con ello su transferencia. Estos resultados junto con las cuatro caracteristicas antes mencionadas, han

demostrado que no ocurre fusién entre vesiculas durante la transferencia de colesterol, y son consistentes con un

miccanismo que involucra la difusién de moléculas de colesterol en fase acuosa, y no la formacién de un complejo



INTRODUCCION

entre las particulas involucradas cn la transferencia.

Se ha establecido que tanto en liposomas como en las HDL y LDL de humano, la localizacién y movimiento de
moléculas de colesterol libre son similares"®2, Esencialmente todas las moléculas de colesterol libre en los
liposomas unilamelares, asi como cn las HDL y LDL estdn en una poza de recambio. En trabajos similares, se

ha encontrado que mads del 90% de [MC]-colesterol libre incorporado cn las HDL se transficre a las LDL, en un

proceso de primer orden con respecto a la concentracion del colesterol en Ja particula donadora, cuyo ticmpo de

vida media cs de 2.9 min aproximadamente, a 37°C*9,

Otros trabajos han establecido que el recambio de colesterol de las HDL es independicnte de la concentracién de
LDL, y que ¢l recambio de fosfatidilcolina cs més lento que cl recambio de colesterol libre de las HDL!9. Por
tanto, ¢s razonable suponer que ¢l mecanismo de recambio de colesterol involucra Ia liberacién de moléculas de
colesterol de la lipoproteina donadora y su difusidn a través de la fase acuosa.

La composicién de fosfolipidos de la lipoproteina donadora puede afectar 1a velocidad de recambio de colesterol,
Al aumentar la insaturacién de los fosfolipidos, se favorece cl flujo de colesterol, mientras que al incrementar la
concentracién de esfingomiclina, esta velocidad de recambio disminuye®?, Adicionalmente se ha encontrado que
Ia superficie de las LDL de humano es rica en fosfatidilcolina y esfingomielina, comparada con las HDL, por lo
que ¢l flujo de colesterol mds bajo observado en las LDL puede deberse a la mayor cohesién entre ¢l colesterol
y los fosfolipidos dc Ia superficie, lo que aumentarfa Ia encrgfa requerida para la liberacién del colesterol®.
En condiciones de cultivo se ha obscrvado que existe un flujo bidireccional de colesterol, ¢l cual permite ¢l
recambio y la transferencia del colesterol sin gasto de cnergia metabélica entre las células. Sin cmbargo, en
condiciones adecuadas de cultivo se puede lograr un flujo neto de colesterol de Ias células, condicién que permite
cestudiar ¢l flujo unidireccional, rclativamente mds simple que el flujo bidireccional de colesterol libre. Esta
condicién se logra al adicionar al medio un aceptor, generalmente en exceso, que no conticne colesterol Jibre.
Las investigaciones realizadas por Stein y cols®, en las que se emplearon difcrentes complejos de
fosfolipidos/apolipoproteinas para remover el colesterol de varias lincas celulares, demucstran que las

apolipoproteinas per se son pobres aceptoras de colesterol libre celular, pero después de complejarlas con varios
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fosfolipidos se logra un flujo eficiente de colesterol: al incrementar la concentracion de fosfolipidos, aumenta ¢l
flujo.

Es importante considerar la distribucién de colesterol celular, y al respecto algunos autores han propuesto que en
la célula cxisten dos pozas de colesterol libre que se recambia a diferente velocidad; se considera que hay una
poza de recambio ripido, localizada en la membrana plasmética y que constituye ¢l mayor porcentaje (70-95%)
del colesterol libre celular®?, y una poza de recambio lento, localizada en las membranas internas, como cn ¢l
reticulo endoplismico®”,

Por otro lado y de mancra interesante, se ha encontrado que el colesterol libre transferido a la membrana
plasmitica por medio de vesiculas donadoras, provoca una regulacién negativa de la sintesis de colesterol libre,
disminuye Ia entrada de las LDL e incrementa Ia esterificacién del colesterol libre citoplismico®*Y,

Los estudios encaminados a determinar la cinética de recambio de colesterol libre entre células en cultivo y varios
aceptores en ¢l medio extracclular, han determinado que el flujo de colesterol es de primer orden con respecto
a la concentracién de colesterol libre en las células donadoras; s¢ ha calculado una energia de activacién de
aproximadamente 50 kJ/mol para dicho proceso™,

El recambio es pricticamente de orden cero con respecto a la concentracién de las vesiculas aceptoras, aungue
para ello se requicren relaciones significativamente altas de aceptor/ donador®?9, Estos datos son muy similares
a los obtenidos para cl caso de los liposomas, por lo que s¢ puede suponer que ¢l recambio de colesterol libre
entre células y particulas aceptoras, involucra la liberacién de moléculas de colesterol libre de la membrana
plasmética y Ia difusion dc éstas a través de la fase acuosa, hiasta que entran en contacto con la particula aceptora
y son incorporadas por ésta.

Se han reportado®™**” algunos parmetros cinéticos de Ia salida de colesterol en varias lincas celulares. De mancra
interesante se cncontré que existen diferencias cinéticas en la transferencia de colesterol libre en los difercntes
tipos cclulares. Estas diferencias pueden estar dadas por variaciones en pardmetros tales como: contenido de
colesterol libre, grado de insaturacién de fosfolipidos, relacidn fosfatidilcolina/esfingomiclina, y la interaccién del

colesterol con las proleinas de la membrana.

10
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1.2.2 Mecanismos de transferencia facilitada de lipidos

La primera evidencia de Ia existencia de proteinas sin actividad cnzimética involucradas en el metabolismo
lipidico, fue una proteina que sc une a los precursorcs del colesterol insolubles en agua, estimulando su velocidad
de conversién al esterol, conocida como proteina acarreadora de esteroles (SCP-1)®®, Esta proteina fue
purificada de la fraccién soluble del citoplasma de higado de rata, y ¢s una profeina altamente termosensible que
participa especificamente en la conversién del escualeno a lanosterol®®,

Otra proteina acarreadora de esteroles s la llamada proteina inespecifica transferidora de lipidos (ns-LTP)
también conocida como proteina acarreadora de esteroles (SCP-2)?”.

SCP-2 ¢s una proteina de 14 kDa que sc ha aislado del citoplasma del higado de diferentes especies; esta proteina
estimula la conversién enzimética de lanosterol a colesterol durante la biosintesis de colesterol ¢ incrementa la
sintesis de dcidos biliares®?, A su vez, tiene In propiedad de estimular la transferencia intermembranal de una gran
variedad de lipidos como colesterol, fosfolipidos, csfingomiclina, gangliésidos y glicocsfingolipidos neutros®?.
SCP-2 in vitro cataliza la transfcrencia de colesterol de liposomas hacia la mitocondria, facilita la transferencia
de una gran cantidad de fosfolipidos , y afecta a diferentes enzimas involucradas en ¢l metabolismo de esteroles
(como A-CAT, 7-hidroxicolestcrol oxidasa y a las involucradas cn la conversién del lanosterol al colesterol).
El plasma de concjo, libre de lipoproteinas, contiene una proteina capaz de transferir [*H]triacilglicerol entre
lipoproteinas®? y sc conoce como proteina transferidora de triglicéridos. Esta es um glicoproteina, con un peso
molecular de aproximadamente 100-115 kDa y un punto isocléctrico de 8-9, Esta proteina es diferente a la
proteina que transficre ésteres de colesterol también aislada de conejo, con un peso molecular de 99 KDa y un
punto isocléctrico de 5,269,

Existen en diferentes especics proteinas involucradas cn el transporte y transferencia de 4cidos grasos (FABPs);
algunas de cllas han sido aisladas de higado, intestino, tejido adiposo y corazén de rata. Son protefnas con un peso
molecular aproximado de 40 kDa y un punto isocléctrico de 9.0. Estin localizadas en la regién externa de la
membrana y desempeiian un papel muy importante en la transferencia de Acidos grasos entre sistemas

membranales®?,

11
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Sc piensa que estas proteinas jucgan un papel muy importante en Ia captura y transporte de dcidos grasos y en
Ia regulacién de Ia concentracién de cstos compuestos y de algunos de sus ésteres en la célula®?,

Los ensayos realizados con plasma humano en condiciones fisioldgicas, demostraron una transferencia neta de
triglicéridos de VLDL y LDL a HDL, con una transferencia reciproca de ésteres de colesterol de HDL a LDL
y VLDL®?, Inicialmente, Ia transferencia de los ésteres de colesterol y triglicéridos s adjudicd a la apoD™; sin
embargo, estudios subsccuentes mostraron que al poner en contacto sucro con anticuerpos anti-apoD la capacidad
de transferencia de ésteres de colesterol no desaparece, descartando la posibilidad de ser apoD una proteina
plasmética capaz de llevar a cabo este mecanismo.

Recientemente se han oblenido preparaciones de proteinas a partir de plasma humano, en las cuales se observa
un incremento en la actividad especifica de transferencia de colesterol de 10 a 15,000 veces, y en las que s¢
obticnen fracciones puras que conticnen una o més bandas de proteina de peso molecular aproximado de 60 a 70
kDa en geles con SDS. Una de cstas proteinas es la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP),
la cual facilita la transferencia e intercambio de ésteres de colesterol y triglicéridos entre las lipoprotefnas®, Es
una glicoproteina, rica en aminoAcidos hidrofébicos (principalmente leucina), con un peso molecular de 74 kDa
y un pumto isoeléctrico de 5.2,

CETP se considera la proteina plasmdtica mnds importante involucrada en el transporte ¢ intercambio de ésteres
de colesterol,

Morton y Zilversmith® muestran que CETP altamente purificada promueve el intercambio y Ia transferencia neta
de triglicéridos y colesterol esterificado, dando como resultado un intercambio reciproco de triglicéridos y
colesterol entre Ias lipoproteinas. Estudios recientes sugicren que CETP puede influir en la transferencia de ésteres
de colesterol no sélo entre lipoproteinas sino también entre lipoproteinas y células.

La transferencia de ésteres de colesterol de HDL mediada por CETP se Heva a cabo preferentemente hacia
particulas con la relacién mds baja de triglicéridos/ésteres de colesterol, por ejemplo VLDL o quilomicrones, ¢
incluso LDLC%*, Dado que la actividad de L-CAT aumenta la relacién éster de colesterol/triglicérido en las HDL,

fa transferencia neta de ésteres de colesterol de HDL a VLDL ¢s més pronunciada si L-CAT se encuentra
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prcsenlc, Por lo tanto, L-CAT modll" cala transfcrcncm dc éslcrcs de: colcslcrol nicdiamc un efecto directo

sobre CETP sino lo modifica como resullado de las alteraciones que provoca en la compos:cxén lipidica de las
lipoproteinas.

La actividad de L-CAT crea un gradicnte cn la concentracién de colesterol entre los tejidos y los componentes
de la sangre (gl6bulos rojos y lipoproteinas), Hevando el flujo de colesterol hacia la sangre. Bajo Ia influencia de
CETP, los ésteres de colesterol sintetizados por L-CAT, son redistribuidos hacia las lipoproteinas ricas en
triglicéridos y cventualmente hacia las LDL, puesto que estas iltimas derivan de las VLDL. Dado que existen
receptores hepidticos especiflicos para VLDL y LDL, la redistribucién de los ésteres de colesterol via CETP,
proveen un mecanismo para la transferencia de ésteres de colesterol derivados de L-CAT del plasma hacia cl
higado. Entonces, la transferencia de ésteres de colesterol mediada por CETP en ¢l plasma, constituye un
mecanismo muy importante en ¢l transporte de colesterol de los tejidos periféricos hacia el higado.

Para determinar si los cambios en la composicién lipidica de las lipoproteinas afectan también ¢l proceso
fisiolégico de Ia transferencia de lipidos, se ha estudiado la distribucién y actividad de CETP. Tanto el aumento
cn la cantidad de esta protcina en plasma, como el de su unién a las lipoproteinas, estimulan el intercambio de
lipidos mediado por CETP. El incremento en ¢l intercambio total de ésteres de colesterol de HDL, combinado
con el incremento cn la welacién triglicéridos/ésteres de colesterol en la lipoproteina aceptora, produce un
intercambio neto mucho mayor de ésteres de colesterol hacia las lipoproteinas ricas en triglicéridos.

La lipélisis in vivo ¢ in vitro licva a alteraciones en la composicion de las lipoproteinas, la cual provoca un
incremento en la unién de CETP a las lipoproteinas. Este incremento estd asociado con ¢l aumenato en la
transferencia de ésteres de colesterol.

Basados cn cstudios cinéticos se han propuesto dos mecanismos diferentes para explicar Ia transferencia de ésteres
de colesterol dependientes de CETP. Uno de cllos, propone que CETP actiia como acarreador de ésteres de
colesterol entre las particulas donadora y aceptora (ping-pong). (Figura 7a).

El otro mecanismo sugiere la formacién de un complejo terciario que involucra tanto a las particulas aceptora y

receptora, como a CETP (Figura 7h).
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CETP
— e — @
— —

EC o TG

Figura 7a. Modelo "ping-pong". CETP acarrea una o mis moléculas de TG o EC desde la
lipoproteina donadora hacia la aceptora. CETP intercambia la molécula lipidica con
alguna lipoproteina después de haberse unido a su superficie.

@® — &F
(=) ® — (s

Figura 7h, Formacién del complejo terciario, que involucra a CETP.y a ambas lipoproteinas.
La transferencia s¢ lleva a cabo cuando CETP sc encucntra unida a alguna de las
lipoproteinas, previo a la transferencia del lipido. CETP intercambia la molécula lipidica
con alguna lipoproteina dcspués‘dc haberse unido a‘su superficic.,

La uni6n de csta proteina a las lipoproteinas, que parcce ser de cardcter clectrostético, se cfectda por. medio de .

los grupos fosfato de los fosfolipidos presentes en la niolécula de.lipoproteina, que son en tltinia. instancia los

responsables de su interaccién con CETPA®,

a Ia formacién del complejo™® (Figura'_ﬂ')),‘

entre las particulas involucradas, y-no

membranas antificiales!®, Estos CSludips lhﬁcs an quciCETP.’[dniui'unv ébmplcjo terciario bastante estable con
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liposomas de fosfatidilcolina, con o sin otros lipidos, de la misma mancra que lo hace con las Iipoproteinas y que
ademds, existe transferencia de lipidos una vez que se formé ¢l complejo?®.

La fraccién plasmética libre de lipoproteinas de diferentes especies, incluyendo aquellas con o sin actividad
importante en la transferencia de ésteres de colesterol, contiene inhibidores de CETP. Un inhibidor de la
transferencia de ésteres de colesterol y triglicéridos con un peso molecular aproximado de 32 kDa, se purific6 de
plasma humano, ApoA, apoE y albiimina libre de icidos grasos, inhiben también Ja transferencia al disminuir los
sitios de unién de CETP a la superficic de la lipoproteina®?. Estas proteinas probablemente compiten por el sitio
de unién de CETP a la superficic de 1a lipoproteina o lo modifican.

Se ha logrado clonar CETP a partir de DNA de higado de humano® y sc ha deteminado Ia cstructura de su
gen®; éste, que existe como una sola copia, consta de 16 exoncs y abarca aproximadamente 25 kbp del DNA
gen6mico®?,

En el humano, las principales fuentes de RNA mensajero (mRNA) de CETP son el hignd(;, ¢l bazo y el tejido
adiposo; en menores cantidades se encuentra en intestino delgado, adrenales, rifién y coraz6n®”, De igual manera,
se ha encontrado que una gran variedad de tipos celulares sccretan CETP o conticnen mRNA para CETPO!S+9),
De manera interesante, al clonar el cDNA de CETP de tejido adiposo, se encontré una variante nucva de mRNA
de CETP, cn el cual ¢l exdn 8 se encuentra unido directamente al exén 10, provocando Ia formacién de una
secuencia que no contienc al exén 97,

La ausencia del exén 9 provoca la remocién de 60 aminodcidos de Ia secuencia completa de CETP, sin alterar
el marco de lectura de traduccién de Ia secuencia. La expresién de este cDNA, en el cual no se encuentra el exén
9, provoca la sintesis de una proteina mis pequedia que no se encuentra en plasma (a diferencia de la que se
obtienc del cDNA de CETP con los 16 cxones), pero que se encuentra presenie cn homogenados de diferentes
tejidos humanos'®?, La abundancia de csta forma alternativa de edicién del RNA varia desde el 20% del RNA total
de CETP en higado, hasta ¢l 40%-60% en bazo®, Esta forma altemativa de edicién de] RNA pucde ayudar a
controlar la cantidad de CETP activa que sccretan las células.

La funcién de lus formas alternativas de edicién del mRNA se desconoce. En general, pucde ser para actuar como
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"switch" regulador o para producir isoproteinas que ticnen difcrémcé funcfén?s especializadas en diferentes tejidos
y/o en diferentes etapas del desarrollo,

Aunque CETP altamente purificada promueve el intercambio tanto de fosfolipidos como de ésteres de colesterol
y triglicéridos™, existe cvidencia de que cl plasma conticne una proteina distinta que transfiere fosfolipidos
(PTP), que media la transferencia de una gran variedad de fosfolipidos incluyendo fosfatidilcolina, esfingomiclina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol, pero no media la transferencia de ésteres de
colesterol®!®4>43, PTP injcialmente caracterizada por su habilidad para aumentar la transferencia de fosfolipidos
de liposomas a HDLY*'"™ fue purificada de la fraccion plasméatica d > 1.21 g/ml y sc le determing un peso
molecular aproximado de 41 kDa.

PTP pucde aumentar Ia transferencia neta y cf intercambio de fosfolipidos entre lipoproteinas ricas en triglicéridos
(VLDL) y HDL™, Esta transferencia es seguida del movimiento de colesterol hacia las HDL desde otras
lipoproteinas y células, proveyendo cntonces ambos sustratos que requiere la LCAT (fosfolipidos y colesterof).
PTP también es capaz de mediar la transferencia neta de fosfolipidos de vesiculas a HDL, resultando en la
formacién de paniculas HDL menos densast’*%,

El mecanismo de intercambio facilitado por PTP a diferencia del intercambio espanténeo de fosfolipidos5264647
en ¢l que sc supone que la molécula de fosfolipido sc desprende de Ia lipoproteina donadora y difunde a la
aceplora a través de la fase acuosa dependiendo de la hidrofobicidad de Ia molécula, parece ser independiente de
la hidrofobicidad y debe llevarse a cabo mediante la formacién de un complejo que involucra a ambas
lipoproteinas y a PTP, similar al que s¢ forma para CETP®®),

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

de membrana plasmética jucga un papel importantc en la regulacién de las funciones de membrana. Como tales

1 1

cnie

I por cjemplo, tanto transporte activo de Ca** por la ATPasa (Ca**-Mg*"), como 1a unién de un

ligando a un receptor. Estos estudios demuestran que existe relacién directa entre la concentracién del colesterol
en la membrana, y la actividad de cierlas proteinas como la ATPasa/(Ca*-Mg?*)*: la actividad de la enzima es

inversamente proporcional a Ia concentracién del colesterol en la membrana, mostrando una baja actividad de
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ATPasa con concentraciones clevadas de colesterol, y alta actividad cuando la concentracién de colesterol es baja,
De esta manera, se plantcd la existencia de mecanismos de regulacion de Ia concentracién de este esterol en la
membrana, donde moléculas intrinsecas de la membrana con afinidad por colesterol, pudicran llevar a cabo este
mecanismo.

Asi, recientemente cn ¢l laboratorio, sc aislé una proteina de sarcolema cardiaco de concjo, que puede ser
incorporada en liposomas y llevar a cabo la transferencia de colesterol del medio de incubacién al liposoma. Por
cllo sc Ic derominé proteina transferidora de colesterol (CHTP)®®, Brevemente, CHTP fuc purificada a partir
de una fraccién sarcolemal de musculo cardiaco obtenida mediante solubilizacién con Tritén X-100 y
centrifugacién diferencial, donde inicialmente se obtuvo una mezela de proteinas que fucron scparadas por
cromatografia en columna empleando una resina de colesteril hemisuccinato-agarosa. Al cluir esta columna con
amortiguadores de diferente fuerza i6nica, se obtuvo una fraccién de proteinas con alta afinidad por colesterol.
Las proteinas contenidas cn esta fraccién, fucron sometidas a clectroforesis cn geles de poliacrilamida en
condiciones nativas. Bajo estas condiciones, s¢ obscrvé que cuatro proteinas migran cn estos geles. Estas cuatro
bandas se denominaron Cl, CII, Clll y CIV.

De manera interesante sc encontrd que de las cuatro fracciones, inicamente CI, que corresponde a la proteina de
mayor peso molecular, fue capaz de unir colesicrol estando embebida en el gel. Este resultado por primera vez,
sugiri6 la posibilidad de Ia presencia de una proteina con afinidad por colesterol contenida en el solubilizado de
sarcolema cardiaco.

La movilidad aparente entre las fracciones CI, CII, CIIl y CIV, sugiri6 la posibilidad de contar con una proteina
monomérica (que corresponderia a CIV), considerando que las fracciones CI, CII y CIII podrian representar
multimeros de esta misma proteina, Con base cn csta posibilidad, s¢ decidié extracr cada una de las fracciones
de los geles nativos y someterlas a clectroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. De manera interesante, sc
obscrvé que las cuatro fracciones corresponden a una misma proteina con un peso molecular de 73 kDa la cual
aparenicmente puede representar ¢l monémero de CHTP.

Para reforzar estos resultados, se probaron anticuerpos policlonales anti-Cl obtenidos de suero de borrego con cada
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una de las fracciones CI, CII, Clll'y CIV, donde s¢ observé que mediante reacciones de inmunoprecipitacién
(Westen blot) éstos anticucrpos reconcen a las cuatro fracciones. Posteriormente, estas cuatro fracciones fucron
reconstiluidas cn liposomas de fosfatidilcolina/ fosfatidilserina para estudiar la afinidad de cada una de ellas por
el colesterol. Se encontrd que dnicamente Ia fraccién CI reconstituida en liposomas era capaz de incorporar o
transferir colesterol del medio de incubacién a las membranas antificiales. Las fracciones CI, ClII y CIV, fucron
incapaces de incorporar colesterol al estar reconstituidas en membranas artificiales.

Estos resultados nos permiticron concluir que CHTP es una proteina intrinseca de la membrana plasmética del
con afinidad por colesterol y capaz de transferir a cste lipido al ser la forma multimérica de la proteina
reconstituida en liposomas.

Consideramos que CHTP pudiera pertenccer a una superfamilia de proteinas involucradas en el transporie de

lipidos entre lipoproteinas o entre membranas naturales y/o artificiales.
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2.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente en el laboratorio se aislé una protcina a partir de sarcolema cardiaco de concjo, que al ser
incorporada en liposomas, es capaz de llevar a cabo Ja transferencia de colesterol del medio de incubacién a la
membrana liposomal, razén por Ia cual se denominé proteina transferidora de colesterol (CHTP).

Estudios rcalizados por diveros grupos, han reportado la existencia de varias protcinas que participan en la
transferencia de lipidos. Una de estas proleinas, la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP), que se
encuentra ¢n ¢l plasma sanguinco, intercambia ésteres de colesterol por triglicéridos entre los diferentes tipos de
lipoproteinas. Esta proteina ha sido purificada y caracterizada a partir de plasma humano.

Estas dos proteinas, CHTP y CETP, presentan caracteristicas similares en cuanto a peso molecular y a la funcién
que llevan a cabo, por lo quc cn este trabajo, se decidio investigar Ia posibilidad de que CETP reconstituida en
una membrana, pudiera comportarse como CHTP transfiriendo colesterol libre entre particulas lipoproteicas y Ia
membrana, y asi pensar en la posibilidad de que cstas dos proteinas pudieran ser miembros de una familia de
proteinas asociadas a la membrana plasmaética, importantes ¢n la regulacién de la homcostasis del colesterol.
Para éslo, realizamos cxperimentos de transferencia de [MCJ-colesterol entre lipoproteinas de alta densidad y
liposomas con CETP reconstituida, para posicriormente cuantificar la cantidad del esterol remanente en 1a particula
donadora.

En vista de la reciente clonacién y secuenciacion de CETP, asi como de las similitudes estructurales entre esta
molécula y CHTP, sc decidi6 a pantir de csta sccucnciﬁ iniciar la deduccion de la secuencia de CHTP.

Ya que cxisten tejidos que no sceretan CETP y li‘((:l:.léyl‘l‘ ié.seﬁal para producirla, decidimos iniciar la investigacion
de si esta seiial puede corresponder a pmicfll_wvls relacionadas que pudicran estar asociadas a la membrana, entre
cllas pudicndo incluir a CHTP. Para poder llevarlo a cabo, sintetizamos oligonucle6tidos especificos de Ia
sccuencia de CETP y awmplificamos scgmentos de ésta por PCR en (cjidos con abundante contenido de CETP
(como lo ¢s ¢l higado, por ejemplo). Una vez que logramos hacerlo, decidimos buscar la seiial para CETP en
tejidos con un metabolismo del colesterol disminuido o en tejidos que no sintetizan CETP, con la finalidad de
iniciar cl estudio de si alguna forma alternativa de CETP pudicra corresponder a CHTP. De ser este ¢l caso, en

un futuro se estudiard Ia relacién existente entre la estructura de estas proteinas y su capacidad de quedar en la
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membrana plasmdtica o de scr sccretadas.
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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, 4cido ctilendiaminotetraacético (EDTA), dodecilsulfato de sodio, acrilamida, bis-acrilamida, resina de fenil-
sefarosa, resina de concanavalina A-scfarosa, fosfatidilcolina, colesterol, benzamidina, inhibidor de tripsina, 5,5'-
ditiobis-(2-4cido nitrobenzoico) (DTNB), N,N,N’,N’-tetrametil-ctilendiamina (TEMED), heparina (sal sédica),
cloruro de mangancso, a-metil-D-manésido, albiimina sérica bovina, estindares de peso molecular, persulfato de
amonio, reactivo Folin-fenol, se obtuvieron de Sigma Chem, Co. (St. Louis MO, USA).

Método colorimétrico para la determinacién de colesterol MONOTEST de Bochringer Mannheim (distribuido en
México por Farmaceiticos Lakeside).

[*H)-colesterol (actividad especifica 22,0 Ci/mmol), [*C]-colesteril-olcato (actividad especifica 55.0 mCi/mmol),
y [*P]-ATP (gamma) (actividad especifica 1000 Ci/mmol) se obtuvicron de New England Nuclear (NEN),
Rescarch Products (Boston MA, USA)

El plasma humano fue donacién del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Neurologia,

Cloruro de sodio, fosfato de sodio dibisico heptahidratado, fosfato monobisico de potasio, acetato de sodio, Tris,
icido ctilediaminotetraacético (EDTA), dodecilsulfato de sodio (SDS), agarosa, bromuro de etidio, hidréxido de
sodio, citrato de sodio, MOPS, ctanol, pirofosfato de sodio y DNA de esperma de salmén, se obtuvicron de Sigma
Chem. Co. (St. Louis MO, USA), reactivos para biologia molecular.

Fenol, formaldehido y alcohol isoamilico, s¢ obtuvicron de ICN Biomedicals, Inc (Cleaveland OH, USA);
cloroformo se obtuvo de Mallinckrodt Chemical Works (St. Louis, New York, Montreal),

Marcadores de peso molecular (fragmentos lambda Hind 111 y Phi) se obtuvicron de Bochringer Mannheim.
Membranas de nylon-nitrocclulosa (Nytran) cmpleadas para translerencias, se obtuvicron de Stratagene.

Kit empleado para el marcaje de oligonucledtidos s¢ obtuvo de Pharmacia y kit de RT-PCR de Perkin Elmer
Cetus (Norwalk CT, USA). E! termociclador cmpleado para las reacciones de PCR, también es de Perkin Elmer
Cetus.

Método para aislamicnto de RNA, RNAzol-B, s¢ obtuvo de Biotecx Laboratorics, INC (Houston TX, USA).
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Peticulas KODAK (X-OMAT) de 8 X 10 pulgadas para autorradiografia.
Reactivos empleados para la sintesis de oligonucletidos, asi como el sintetizador, s¢ obtuvieron de Applicd

Biosystems.
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3.2 Aislamiento de lipoproteinas:
3.2.1 Lipoproteinas de baju densidad
A la fraccién de plasma inicial deben agregarse: inhibidor de tripsina (0.01%), benzamidina (0.01%), DTNB
1.5mM, estreptomicina (0.1%) y gentamicina (1 vial/unidad de plasma).
Las lipoproteinas de baja densidad (LDL, densidad 1.019-1.063), sc obtienen mediante ultracentrifugacion
diferencial de plasma humano fresco, de acuerdo al método empleado por Havel et al®, siguiendo las
modificaciones de Goldstein y Brown® (Figura 8).
Inicialmente se ajusta ¢l plasma a una densidad de 1.019 g/ml con KBr de acuerdo a la férmula de Radding y
Steinberg;®?

X =V (df - di)/1-(0.312 x df)
donde X = gramos de KBr, df = densidad final, di = densidad inicial, V = volumen de plasma en mililitros y
0.312 = volumen parcial espeeifico del bromuro de potasio.
Una vez ajustada la densidad del plasma a 1.019, se centrifuga a 49,000 rpm en un rotor 60 Ti durante 16-20
horas a 4°C.
Al término de la corrida, s¢ observan dos fracciones cn el tubo: la fraccién superior que contiene una mezela de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermedia (IDL), y Ja fraccién inferior que contienc
a las lipoprotcinas de baja (LDL) y de alta densidad (HDL), asi como plasma libre de lipoproteinas.
La fracci6n superior se descarta, y la fraccién inferior, cuya densidad es de 1,019, se ajusta a una densidad final
de 1,063 con KBr de acuerdo a la f6rmula anterior, y se centrifuga por 24 horas a 4°C en un rotor 60 Ti a 49,000
pm. Al terminar este procedimiento, se obticnen dos fracciones: la fraccién superior que corresponde a las LDL
y Ia fraccién inferior que corresponde a las HDL y al plasma libre de lipoproteinas.
La fraccién correspondicnte a las LDL se ajusta nuevamente a una densidad de 1.063 (uswalmente la densidad
cs de 1.040) y se vuclve a centrifugar durante 18 horas a 4°C, a 49,000 rpm en un rotor 60 Ti. Esto dltimo sc
realiza con el objeto de limpiar las lipoproteinas de baja densidad de proteinas contaminantes como albémina

o HDLy para concentrar las LDL.
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Plasma inicial
d=1.006 g/ml
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Figura 8. Diagrama de aislamicato de lipoproteinas, LDL y HDL

Se recupera la fraccién supcnor que conticne a las LDL y Ia fraccién inferior. se dcscan.l

La fraccién rccupcr'ld.n s¢ dlalm enun volumcn total de 12 hlros de amomguador NaCl lSOmM/ EDTA dlsédlco

4°C (rcdlu.mdo dos cambnos de 6 litros. Cﬂd‘\ uno) Una vez lcrmm'ld1 la dmhsns se ccmnfu!,an

0.24mM, pH=74

las LDL a‘_]O,O(_)QArp'n_n 4"_C_ dqmme 30‘ minutos en un rolor Sorvall SS-34. ,y cl ,sobrcnadumc obtenido sc
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esteriliza pasdndolo a través de filtros Mi'llbily)o' © 45 e ilct_cnuina‘ pko(cina por ¢l método de Lowry

y s¢ va_viusm, en caso de ser necesario, a ulla'éoiigcllllfagiég{qc 20-4Q‘illg/‘ljl-l| con el mismo amortiguador empleado
para la didlisis.

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

3.2.2 Lipoproteinas de alta densidad

Las lipoproteinas de alta densidad s¢ obticnen ajustando la densidad del plasma a 1.063 g/ml y centrifugando
durante 24 horas a 4°C y 49,000 mpm cn un rotor 60 Ti. De cste procedimicnto se obtienen dos fracciones: la
fraccién superior que conticne lipoproteinas de muy baja densidad, de densidad intermedia y de baja densidad,
y la fraccién inferior que contiene a las lipoproteinas de alta densidad y plasma libre de lipoproteinas.

Sec recupera la fraccién inferior y sc ajusta a una densidad de 1.21 g/ml.

Sc 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 fas HDL y Ia inferior que corresponde al plasma libre de
lipoproteinas. La fraccién superior se recupera y se dializa en ¢l mismo amortiguador que las LDL siguiendo ¢l
mismo procedimicnto.

Las lipoproteinas cpleadas para los ensayos de transferencia de colesterol, obtenidas mediante ultracentrifugacion

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

3.3  Purificacién de CETP

A la fraccién de plasma inicial deben agregarse: inhibidor de tripsina (0.01%), benzamidina (0.01%), DTNB
1.5mM, cstreptomicina (0.1%) y gentamicina (1 vial/unidad de plasma).

La purificacién se realiza de acuerdo al método enipleado por Pattnaik y colaboradores®, modificado en nuestro
laboratorio, dc la siguicnte manera (Figura 10): Se cmplea plasma humano fresco el cual se ajusta a una
densidad de 1.21 g/ml con KB, Una vez ajustada la densidad, se centrifuga a 39,000 rpm durante 48 horas en
un rotor 45 Ti; al finalizar sc obtienen 3 fracciones, de las cuales se recupera la fraccién clara intermedia que

conticne CETP. Esta fraccién se dializa durante 48 horas con 15 litros de amortiguador NaCl 4M / EDTA 2mM/
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1.006 1.02 1.04 1.06 1.08 110 121

DENSIDAD (a/mi)

Figura 9. Lipoproteinas obtenidas de plasma lumano: por ultmeentrifugacion a las densidades
indicadas: Quilomicrones y VLDL (1.006), IDL (1.006-1.02), LDL (1.02-1.06), HDL
(1.06-1.21). i T D B : S

Tris 10mM, ;)H;7.4 I{ --.qli?;mg]o dos can b I n'iuiio, y ﬁxmlmculc se ccmrifug;i ] IO,()(]O pm durante

se rcL‘ilpcm cl sobrenadante.

20 minutos  para climinar ‘el precipitado que’se_form

331 C_‘ra/{mtograﬁ

Sc Ilcvnvny L‘ﬂh(;)“tlll])wil ndo unacoltna, de fenil-sefarosa CLA4B'de 2.6 X 40 cm equilibrada con el amortiguador

de didlisis.’

La fraccidn de p sg/ml se aplicaa Ju columua-y se eluye inicialmente con el amortiguador

:mlcrim", poslériunnbnic 'cml,N:iCI vi"S()‘niﬂM / EDTA ?mNHTris 10mM, pH=74y finaluente con agua. Al cluir
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a pH=4.5 cmpleando 1/9 del volumen de la fraccién, de 6!5M’aé¢tai6 de sadio, pH=4.5 y sc aplica a esta segunda
columna,

Se cluye empleando el amortiguador usado para equilibrar y finalmente con ¢l mismo amortiguador adicionando
o-metil-D-mandsido 150mM. Se colectan fracciones de aproximadamente 1,0 a 1.5 ml y sc juntan las obtenidas
al cluir con ¢l segundo amortiguador, las cuales contienen la proteina de interés.

Las fracciones se concentran nucvamente cmpleando membranas YM 50.

La columna sc regenera empleando Tris SOmM / a-metilmanésido 150mM, pH=7.4, posteriormente agua y
finalmente con acetato de sodio SOmM/ cloruro de sodio 90mM, pH=4.5 mis azida de sodio al 0.02%. La fraccién

de CETP obtenida de esta columna al cluir con mandsido, se emple6 en todos los ensayos de transferencia.

34  Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Las proteinas contenidas en cada una de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna, sc separan en
geles de poliacrilamida al 7.5% de 140 X 140 X 1.5 mm, que contienen SDS al 1.0%®", Las condiciones de
corrida son de 30 mA de corricnte constante y 10°C durante un ticmpo aproximado de 4 horas.

Al concluir la corrida, los geles sc tifien con azul de Coomassie.

3.5  Cuantificacién de colesterol

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

de 3 enzimas acopladas®,

cvlesterol esterasa

Esteres de col ol + H,0 Col ol + RCOOH

colesterol oxidasa

Colesterol + O, > ‘-colestenona + . H,0,

2 H,0, + 4-aminofenazona + fenol e-----ee----- > 4-(p-benzoquinonamonoimino)-fenazona + 4 H,0
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Sc mide la densidad Sptica a S00 nm comparando la absorbencia de las muestras con las obtenidas para los puntos
de una curva cstdndar de colesterol.

Para obtencr la concentracién de colesterol se realiza un ajuste por el método de minimos cuadrados,

3.6  Cuantificacién de proteina

La cuantificacién de la concentracién de proteina en las mucstras, se realiza empleando el método descrito por.

Lowry®©9,

3.7  Preparacidn de liposomas

Con el fin de eliminar dcidos grasos libres, 50 g de fosfatidilcolina se lavan con 150 ml de acetona durante toda
Ia noche en agitacién, a 4°C. (Se adiciona una o dos gotas de tocoferol como antioxidante).

Posterior a este procedimicnto, sc¢ decanta la acctona y se adiciona acctona fresca por 1 0 2 horas. Este
procedimiento se repite y el s6lido se solubiliza con 50 m1 de cloroformo, Una vez solubilizado, se evapora ¢l
solvente con nitrégeno y se guardan los fosfolipidos a -20°C*,

La preparacién de liposomas se lleva a cabo mezclando fosfatidilcolina y colesterol en una relacién 8/2 (peso a
peso) respectivamente y se solubiliza en el menor volumen posible de cloroformo. Una vez soluble, se evapora
cl solvente con nitrdgeno y la mezela se liofiliza durante 6 horas, Sc toman 50 mg de Ia mezcla de
fosfatidilcolina/colesterol y se resuspenden en 5 ml de amortiguador NaCl 150mM/Tris 10mM, pH=7.4, para
obtener una concentracién final de 10 mg/ml.

Una vez resuspendido, la mezcla ¢s sonicada en baiio de hiclo, con 3 pulsos de 20 scgundos y con 20 segundos

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

3.8 Incorporacion de CETP a liposomas
Se utilizan 600 pl de liposomas 10 mg/mi y 1 ml de CETP (1mg/mnl), 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 4°C durante toda la noche. En algunos casos, s¢ cmplearon liposomas preparados minutos antes de realizar los

cnsayos, sin almacenarlos toda la noche a 4°C,

3.9  Incorporacién de citocromo oxidasa a liposomas

Se utilizan 600! de liposomas 10mg/ml y 1 ml de proteina (1mg/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 bafio de hiclo, con 3
pulsos de 20 segundos y con 20 scgundos de descanso entre cada pulso a 30 waits de salida en un sonicador
Branson 250. La mezcla se dializa durante una o dos horas cn un litro de amortiguador NaCl 150mM/Tris 10mM,

pH=7.4. Posteriormente se realiza un cambio y se dializa toda la noche a 4°C en un litro del mismo amortiguador.

3.10 Preparacién de liposomas control

Sc utilizan 600! de liposomas 10mg/mi y se diluyen con 1ml de amortiguador NaCl 150mM/ Tris 10mM, pH=7.4
para tencr un volumen final de 1.6ml aproximadamente. La mezcla anterior se homogeniza con un agitador tipo
Vortex durante 1 min, y sc almacena a 4°C durante toda la noche.

En algunos casos, se cmplearon liposomas preparados minutos antes de realizar los ensayos, sin almacenarlos toda

la noche a 4°C.

3.11 Marcaje de lipoproteinas

Preparacién de liposomas.- S0 mg de fosfatidilcolina/colesterol (relacién 8/2 respectivamente) sc disuclven en la
minima cantidad de cloroformo. Una vez disucltos se afiaden 500 pl de marca radioactiva, ["’C]co]cslcril-olcaio
o [*H]colesterol, dependiendo del tipo de ensayo que se vaya a realizar {ver puntos 3.12 y 3.14).

Se cvapora ¢l solvente con nitrégeno y se liofiliza durante 6 horas.

La mezcla liofilizada sc resuspende en 5 ml de amortiguador NaCl 150mM/EDTA 0.24mM, pH=7.4 y sc sonica
cn baiio de hiclo utilizando 3 pulsos de 20 segundos y 20 segundos de descanso entre cada pulso, a 30 watts de

salida en un sonicador Branson 250.

30



MATERIALES Y METODOS

Las lipoproteinas aisladas sc incuban ,(‘Jura‘lil‘c'loda‘ la- noche a 4°C cn agitacién constante con liposomas que
contiencn [14C]colesteril-oleato o [*H]colesterol. Para separar los liposomas de las lipoproteinas, sc centrifuga

la mezcla lipoproteinas/liposomas, a 10,000 rpm durante 30 minutos. EI sobrenadante obtenido se emplea para

los ensayos de transferencia.

3.12 Medicién de la actividad de CETP

La lipoproteina donadora, en este caso en particular LDL, contiene ésteres de colesterol inarcados radiactivamente,
y la transferencia de marca a la particula aceptora (HDL) se mide al incubar 3 horas a 37°C con la proteina
transferidora de lipidos.

E! hecho de clegir como particula donadora LDL y receptora HDL, sc debe a la importancia de la ripida
separacién de ambas particulas al realizar estudios cinéticos detallados. Esta puede HNevarse a cabo provacando
la precipitacién de Ias lipoproteinas que conticnen apoB (LDL), empleando un catién divalente y un polianién.
La actividad de CETP se valora cuantificando la marca transferida a la particula aceptora, la cual estd presente

en el sobrenadante.

3.13  Precipitacion de lipoproteinas con heparina-MnCl,:

La fmccién plasmitica que contiene HDL, es usualmente scparada por precipitacion de las lipoproteinas que
contienen apoB (VLDL, IDL, LDL, quilomicrones, 3-VLDL) emplcando un polianién en combinacién con un
catién divalente. Las lipoproteinas precipitadas que conticnen apoB, son removidas por centrifugacion, obteniendo
un sobrenadante que contiene HDL. La precipitacién de lipoproteinas empleando hieparina-MuCl, (MnCl, 1.0 M,

heparina 10" unidades/ml de MnCl, 1.0 M ), se basa en ¢l método de Wamick y Albers'®,

3.14 Ensayos de transferencia de colesterol

Para medir la transferencia de colesterol se emplean como particulas donadoras lipoproteinas de alta densidad

(HDL) marcadas con [*H]colesterol y conto particulas aceptoras liposomas control y liposonias reconstituidos con
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tratamiento quc 'los lubos problcmm Ln reaccion se dcucnc al agregar 50 /ll dc hcpm'm'n-MnCI2 Y. chpués dc
incubar durante 10 minutos a temperatura ambicnte, el precipitado se separ mediante centrifugacién (10 minutos,

12,000rpm).

T CC)y

—

t (hrs)

@ Particula donadora (1{DL)
Q' Particula aceptora

Figura 11, Esquema de scparacion de particulas donadoras y aceptoras cmpleando una solucién de
Heparina-Mn**,
La marca remanente cn la particula donadora, contenida cn el sobrenadante, se cuantifica en un contador de
centelleo: 400 4l del sobrenadanate se afiaden a 15 mi de tritosol. La transferencia de colesterol se expresa como

porcentaje de radiactividad cn cl sot lante (cn las HDL).

3.15 Sintesis de oligonucledtidos

Basados cn la sccuencia de cDNA para CETP obienido de células de higado humano®, se six\(cljiaqoh scis barés :

de oligonucledtidos (Figura 12) tomando en cucnta cl patrén dc hidrbpﬁiﬁ dc .CETP y"vki‘s silvi‘os de:fesiriccién

comprendidos en su secuencia. Los ohg,onudcoudos scnsc (scnudo 5 >3) cslan numcnd dcl 1 al 6 dc

acuerdo al orden en que fucron sintetizados, y corrcspondcn a los ohgonuclcéudos 101 106 dc lglldl mancm los
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a los ndmeros 101-106, mientras que los sintetizados en direccién 3°-->5

a los nimeros 201-206,
En ¢l panel inferior se observa el patron de hidropatia de CETP. Puntos positivos en las

ordenadas denotan regiones hidrofébicas de la proteina. Se sefiala la posicién de los
oligonucle6tidos sintetizados. % indican los posibles sitios de glicosilacién.

Amino dcldo

Secuencia de amino4cidos y de DNA de CETP de higado humano, Los oligonucledtidos
sintetizados a partir de la secuencia de cDNA de CETP en direccién 5°-->3° corresponden

” corresponden
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oligonucledtidos "anti-sense” (sentido 3°-->57) corresponden a los oligonucle6tidos 201-206. Estos oligonucledtidos
se sintetizaron con el fin de amplificar por medio de PCR, secuencias especificas del RNA que codifica para esta
proteina o para proteinas similares.

Método de fosforamidita®®: reaccién de sintesis de oliogonucledtidos en fase sélida en la que se aiiade un
nucleétido a la vez, a una cadena creciente de oligonucledtidos de la siguiente manera:

1.- La direcci6n cn la que sc lleva a cabo Ja sintesis es 5°-->3° y unida a Ia fasc sélida debe encontrarse la primera
base de la secuencia dei oligonucledtido que se va a sintetizar,

2.~ Sc climina el dimetoxitril (DMTr), grupo protector del extremo 5’ de la cadena de oligonucleétidos (la cual
csta anclada a un soporte sélido, generalmente perlas de borosilicato, por su extremo 3') mediante tratamiento con
4cido.

3.- Una vez que cl extremo 5* ha quedado libre, se acopla al derivado de fosforamidita del préximo
desoxinucleStido que va a ser unido a la cadena. Este nucleétido debe agregarse en exceso con el extremo 5
protegido para prevenir posible autopolimerizacién, y activado en su extremo 3’ para facilitar la condensacién,
El agente acoplanie ¢s un tetrazolco.

Cualquicr extremo 5° que quede sin acoplarse a este nuevo nucle6tido se inactiva por acetilacion, para evitar su
extensién en reacciones subsccuentes y prevenir la extensién de secuencias erréneas,

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

Esta sccuencia de pasos se repite hasta que se ha sintetizado un oligonucleétido con la secuencia descada; por
1iltimo, la cadena se separa del soporte sélido y los diferentes grupos protectores, incluyendo los de las bases, se

climinan (Figura 13).

3.16 Aislamiento de RNA total

Fundamento: ¢l reactivo comercial empleado, RNAzol B (tiocianato de guanidinio, fenol, f-mercaptoctanol),
promueve la formacién de un complejo del RNA con ¢l guanidinio y con moléculas de agua, cvitando

interacciones hidrofébicas con ¢! DNA y proteinas.

34



MATERIALES, ¥ METODOS -

Figura 13,
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Ciclo de reaccién del método de fosforamidita para sintesis de oligonuclcélidos. B;, B,,
y B;, representan bases protegidas, y S represeata ¢l soporte sélido.
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El DNA y las protefnas se remueven eficientemente de la solucién en la fase orgénica (fenol), mientras que cl
RNA permanece en la fase acuosa”™. El RNA sc recupera por una seric de precipitaciones en ctanol y altas
concentraciones de sal en condiciones de baja temperatura,

3.16.1 Células

1.- Provocar lisis celular.

2.- Desproteinizar cmipleando una mezcla de isotiocianato de guanidinio, fenol y cloroformo, de mancra que se
provoque la precipitacién de las proteinas y pucdan separarse mediante centrifugacién, Se forman dos fases cn
Ias cuales, en la fasc acuosa que queda en la parte superior, se encuentran los Acidos nucleicos, micniras que en
la interfasc y en la fase orgénica que queda en el inferior, queda la proteina desnaturalizada. La fasc orgénica sc
desccha y la acuosa se transficre a tubos nuevos para realizar 1a separacién de los &cidos nucleicos.

3.- La mezcla de dcidos nucleicos sc separa mediante precipitaciones del RNA con isopropanol a bajas
temperaturas (-20°C). Al centrifugar, se forma una pastilla que después de secada se resuspende en una solucién
amortiguadora de Tris 10mM/ EDTA 1mM/SDS 0.1% (TES) y posteriormente s¢ agrega ¢l cquivalente a un
décimo del volumen de mucstra, de acetato de sodio 3M y ctanol a -20°C. Al centrifugar esta mezcla, sc observa
una pastilla blanca en el fondo que después de secada se resuspende en agua, acetato de sodio 3M y etanol a
-20°C.

4.- Por Gltimo, centrifugamos una vez més y la pastilla que s¢ forma, sc scca y se resupende en 22ui de agua,
5.~ La concentracién de RNA se obtiene midiendo densidad éptica a 260 y 280 nm de 2ul del RNA aislado en
500ul de agua. Una solucién de RNA cuya densidad dptica a 260 nm es igual a 1, contiene aproximadamente
40pg de RNA por mililitro,

3.16.2 Tejidos

Sc pesa el vaso de precipitados que se va a emplear para colocar el érgano deseado, con PBS. Se extrac el 6rgano
y se corta cn pedazos pequedios. Se centrifuga y se coloca la pastilla obtenida en morteros previamente enfriados
con hiclo scco. Sc agrega nitrdgeno liquido y se pulveriza cl tejido hasta tener un polvo fino; este polvo fino se

transficre a un tubo nuevo que contiene RNAzol-B. El procedimiento continua igual que para la extraccién de
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RNA de cultivos cclulares (Figura 14).
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Figura 14, RNA aislado de diferentes células y tejidos, Carril 1 y 2, HepG2; Camil 3 y 4. Higado;
CAmil 5 y 6. Corazén; Carril 7 y 8. Pulmén; Carril 9 y 10. Intestino; Carril 11 y 12,
Ovario. El gel muestra los RNAs correspondicntes al RNA ribosomal 28S, 18S, y 588,

3.17 RT-PCR

Fundamento: El material dcl quc se p'mc para PCR, s DNA dc doblc cadcxm ¢l cual pucdc ser DNA gcnémlco,

o cDNA. Si se parte de cDNA es ncccsano smlcuzarlo a pamr dc RNA y ohgonuc

o bien con olu,o dT si's e RNA mcns.ucr .

complementaria al RNA ¢s la n%mscxiplasa rcvcrsn, lil cual provoca la ¢x

Ia cadena complementaria, creando un Jibrido RNA-cDNA (Figu'mJIS). o

A ¥ L L
Paliméass - *
Transcriplasa ) 1.
feversa RNasa {ucvesita’primers nnc\w ;
3
Primer— 1
: 5 3 . § 2

5

«
“

5
RNA Hibrido | " DNA copia DNA de

- DNA-RNA de RNA doble cadena
Figura 15. Sintesis de ¢cDNA a 1iarlif_dc RNA cmpleando la transcriptasa reversa.
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Para sintetizar ¢l cDNA de doble cadena, se desnaturaliza la cadena hibrida anterior y se sintetiza la cadena
complementaria con ayuda de la DNA polimerasa 1,

Una vez que se ticne DNA de doble cadena, las cadenas se separan mediante calentamiento y posteriormente se
enfrian ripidamente para favorecer la hibridizacién de los oligonucledtidos sintetizados que sirven como "primers”,
4 sus sitios correspondicntes en cada cadena. La Taq polimerasa sintctiza las cadenas complementarias
correspondientes de longitudes variables. La reaccién se calienta nuevamente con cl objeto de separar las cadenas
recientemente creadas y se favorece la unién de los primers a cada una de las cadenas que se ticnen en la
reaccién: uno en cada una de las cadenas de la molécula de DNA original y 2 en las cadena nucvas. La
polimerasa Taq sintctiza nuevamente cadenas complementarias, pero esta vez Ia extension de cstas cadenas cstéd
limitada cxactamente a la secuencia blanco; las cadenas nuevas conticnen finicamente la secuencia limitada por
los primers.

El proceso se repite y los primers sc hibridizan a las nuevas cadenas (y a las anteriores). La polimerasa Taq
sintetiza cadenas complementarias, produciendo dos fragmentos de molécula de DNA de doble cadena que son
idénticos a Ia sccuencia blanco. Este proceso se repite (Figura 16).Todos los componentes necesarios para llevar
a cabo cstas reacciones: templado de DNA, nucledtidos para la sintesis de secuencias complementarias,
oligonucledtidos que sirven como "primers" especificos y la Taq polimerasa, cstan presentes en una misma mezcla
de reacci6n, La transicién entre desnaturalizacién del templado de doble cadena, la hibridizacién del primer al
templado de DNA, y la sintesis de una nucva cadena complementaria, se lleva a cabo por cambios controlados
cn la temperatura de la reaccién,

En gencral, Ia técnica de RT-PCR incluye los siguientes pasos principales™™:

1. Desnaturalizar RNA y renaturalizar en presencia de "random primers” u oligo dT.

2. Agregar mezcla para cDNA (Mg", nucle6tidos, amortiguador, transcriptasa reversa, inhibidor de RNasa). La
transcriptasa reversa trabaja a 42°C, y a 99°C se climina la enzima residual,

3. Durante la reaccién de la polimerasa, Ia temperatura de 95°C es para desnaturalizar ¢l DNA; a 72°C se lleva

a cabo la extensién (reaccién con la Polimerasa Taq) y a 37-65°C se realiza la hibridizacién o aparcamiento
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Amplificacién de secuencias blanco

DNA original

s de doble cadena "
‘u, e ——————

Separacidn de cadenas
¢ hibridizacién de “primers*

5 7
i AP
(] ‘primer 2 '\_ = fznmerl
ki &
’ Extensidn de *primers*
e) ¥ ¥
S~ Complementaria
Complementaria . .
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Figura 16.
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f—= Hibridizacién de primers
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Reaccién de la‘polimerasa en'cadeiia (PCR). La reaccién de fa polimerasa en cadena lleva

a la amplificacién de'secuencins blanico (izquierda); del lado derecho se muestra como ¢l
nfimero de fragmentos se:duplica en cada ciclo de reaccién. :
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("anncaling").
El RNA aislado de tejidos o de células se lleva a una concentracién aproximada de 1ug.
Primero se desnaturaliza el RNA y se renaturaliza en presencia de los "random primers” siguiendo el siguiente
esquema de temperaturas y ticmpos:

65°C/10 min ---> Rampa 5 min---> 25°C/10 min
Se sintetiza el cDNA empleando hexdmeros con secuencias de nucletidos al azar, RNA, y Ia enzima transcriptasa
reversa. Para sintetizar el ¢cDNA, sc sigue 1a siguicnte combinacién de tiempos y temperaturas:

42°C/45 min

99°C/5 min

5°C/5 min
Una vez que se sintetiz6 el hibrido RNA-cDNA, se realiza la amplificacién empleando los oligonucléotidos
sinietizados a partir de la sccuencia de CETP y la enzima DNA polimerasa, que sintetiza la cadena

complementaria a la cadena de cDNA, Para amplificar Ia secuencia d Ja, sc sigue el si

=) 1

95°C/10 min

95°C/1 min
42°C/1 min
Rampa 2 min/3b"C 3 ciclos

72°Cf3 min
95°C/1 min

55°C/1.5 min 35 ciclos

72°C/f3 min
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72°C/10 min

4°C/HOLD

3.18 Geles de agarosa

3.18.1 DNA

El DNA obtenido por PCR, s¢ somete a clectroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE (Tris/acctato/EDTA).
Las condiciones de corrida son de 75 V de vdllajc z.x temperatura ambicnte, durante un tiempo aproximado de dos
horas o una hora y media.

Al concluir 1a corrida, los geles se tifien Eon Sromuro de ctidio y se obscrvan con luz ultravioleta,

3.18.2 RNA

El RNA aislado de células o tejidos, sc somete va clectroforesis 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 ticmpo
aproximado de 4 horas.

Al concluir la corrida se observa ¢l gel con luz ultravioleta,

3.19 Southern blot

Las secuencias de DNA obienidas por PCR se someten a clectroforesis en geles de agarosa y ¢l DNA ¢s
transferido a un soporte sélido (gencralmente membranas de nylon o filtros de nitocelulosa), en la posicién que
se encontraba en el gel™.

El DNA en el gel es expuesto a bases fuertes (NaOH 5N, NaCl SM) para Hevar a cabo la depurinacién durante
30 minutos; posteriormente sc neutraliza empleando Tris 2M, NaCl SM durante 30 minutos y por Gltinmo se
cenjuaga con agua destilada durante 5 minutos.

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

cluyen por el flujo del amortiguador de transferencia (SSC 10X (cloruro de sodio/citrato de sodio)), y se depositan

en la superficic de la membrana (Figura 17).
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peso

{dmina de vidrio
toallas
de papel

membrana

papel Whatnian 3MM

amortigundor de
transferencia

Figura 17. Transferencia por capilaridad de DNA de geles de agarosa

La velocidad de transferencia del DNA depende del tamaiio del fragmento y de su concentracién en el gel.

El DNA unido a la membrana se une covalentemente a ésta por exposicién a luz U.V. de onda corta, para ser
hibridizado con una sonda radioactiva especifica de DNA. Postcriormente se realiza una autorradiografia para
Jocalizar la posicién de las bandas de DNA complementarias a la sonda.

Como sonda sc selecciond un oligonucleGtido con secuencia interna a los fragmentos amplificados por PCR. El

marcaje de estos oligonucletidos se realiza siguiendo ¢l protocolo que se mucstra a continuacién:

H0 6ul

DNA oligo 1ul (50 a 100 ng)
10X bulfer cinasa 1ul

ATP *P (gamma) 1000uC-mmiol lSul ‘

T4 polinucledtido cinasa 4 ) OSul .- ‘

Esta mezcla se incuba durante 30 minutos a 37°C y poslen‘onnéxhc se inactiva'a_la- cinasa incubando por 15

minutos a 65°C.
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MEZCLA DE PREHIBRIDACION

stock SSC 20X 3l
Denharts (stock 50X) 200p!
SDS 10% 500ul
DNA de salmén (stock 10 mg/ml) 401
Pirofosfato de sodio 10% S50u1
H,0 6.21ml

La prehibridacion sc lleva a cabo a 37°C durante 4 horas o mds.

MEZCLA HIBRIDACION

stock SSC 20X 3m!
Denharts (stock 50X) 20041
tRNA de levadura (10 mg/ml) 20pl
Pirofosfato de sodio 10% 50ul
H,0 6.73mi

Sc afiade la sonda previamente filtrada a través de un filtro de 0.22pm conectado a una jeringa de 1 ml en
aproximadamente S00pi de solucién de hibridacién.
La hibridacién se lleva a cabo a 37°C durante 8 horas - toda la noche.

Por tltimo, 1a membrana sc lava en SSC 6X a 42-50°C dependicndo de la astringencia descada,
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4.1  Purificacién de CETP

Con cl objeto de obtencr una preparacién enriquecida de CETP, las proteinas contenidas en la fraccién de plasma
libre de lipoproteinas (d>1.21 g/ml) fueron sometidas a cromatografia en columna empleando resinas de fenil-
sefarosa y de concanavalina A-scfarosa ya que CETP s una glicoproteina altamente hidrof6bica. De esta mancra,
se pudo obtener una preparacion lo suficientemente enriquecida para los ensayos de transferencia que realizamos.
Como primer paso de purificacién sc cmpled una columna hidrofébica que se cluyé con amortiguadores de
diferente fuerza idnica: al clvir con NaCl 4M/Tris 10mM/EDTA 2 mM, pH=7.4 sc retuvicron en la resina
proteinas hidrol6bicas y se cluyeron prinicro proteinas no afines a la resina (carril B, Figura 20). Al bajar la
fuerza ionica cambiando la concentracion del cloruro de sodio a 150mM/Tris 10mM/EDTA 2mM, pH=74, se¢
cluyeron proteinas poco afines a Ia resina (carril C, Figura 20). Por iltimo, al disminuir por completo la fuerza
i6nica cluyendo con agua destilada, sc eluyeron las proteinas muy hidrof6bicas (entre cllas CETP) que se
cncontraban unidas fucrtemenie a la resina (carril D, Figura 20).

Al cluir con agua destilada, sc observé ¢l patrén de clucién mostrado en la Figura 18. Las fracciones de la 26
a la 45 conticnen a un grupo de proteinas cntre las que se encuentra CETP (carril D, Figura 20). Por otro lado,
las fracciones 145-160 contienen una mezcla de proteinas, entre las que también sc encuentra CETP (carril E,
Figura 20).

Las fracciones 26-45 colectadas de la columna anterior, se someticron a una columna de concanavalina A-sefarosa.
Esta sc cluy6é con acctato de sodio 50mM/NaCl 90 mM, pH=4.5 para colectar un grupo de proteinas
(principalmente albdmina) las cuales quedaron comprendidas entre las fracciones 4 a la 40 (carril F, Figura 20).
La elucién de esta colummna continué con el mismo amortiguador adicionando a-metil-D-manésido 150mM
provecando que las glicoproteinas muy afines a la resina sc desprendieran y eluyeran de la columna para quedar
comprendidas entre las fracciones 125-150. El patrén de clucién de csta columna, s¢ muestra en la Figura 19.
Estas @itimas fracciones, conticnen en su mayor parte a una proteina de 74 kDa que corresponde a CETP y otra
de aproximadamente S5 kDa (carril G, Figura 20), la cual corresponde a la misma proteina no glicosilada.

La fraccién de CETP que sc obtiene de la columna de concanavalina A-scfarosa al eluir con a-metil-D-manésido,

44



RESULTADOS

Figura 18.

Figura 19.
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Cromatografia en fenil-scfarosa. Se aplicaron 120 ml de muestra d>1.21/ml. Después de
cluir con amortiguadores de diferente fuerza iénica, sc eluyd con agua destilada. Se
colectaron 180 fracciones de 3 ml y se juntaron las fraccioncs de interés (26-45 y 145-
160). '

D.O. 280 nm
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pH=4d

06~

N1Cl 50ra WACONs 30/
etiimndeMe 150mM, pH=d 3

02

01

0 1 ! ) L 1 Lo L

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
No. de fraccién

Cromatografia cn ConA-sefarosa. Sc aplicaron 30 ml que contenfan las fracciones de -
interés obtenidas de fenil-sefarosa. Después de cluir las proteinas no afines a la resina con
NaCl 50mM/Acctato de sodio 90mM, pH=4.5, las fracciones de interés de cluycmu con
cl ll)lSlllO amomguador mas 150mM de o-metil-D-mandsido.
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"se empled en todos los ‘ensayos. de.-transferéncia.

En un_principio, 1a ‘purificacién d¢’CETP. se. realizé empleando unia ‘columna_de CM-celulosa’ entre las dos

columnas anteriores,  pero’ en vista ‘de q fraccién final que se oblenfa al'emplear sélo dos columnias estaba | -

lo suficientemente enriquecida para los ensayos que realizamos, Gnicamente cmpleamos las dos ‘columnas ‘antes

citadas: fenil-sefarosa’y concanavalina“A-sefarosa; -

s

116 — '

Figura 20, Gel de poliacrilamida con SDS de las fracciones obtenidas de fenil-sefarosa: a)
marcadores de peso molecular, b) NaCl 4M/Tris-Hel 10mM/EDTA 2mM, pH 7.4, ¢) NaCl
150mM/Tris-Hel 10mM/EDTA 2mM, pH 7.4, d) agua destilada, €) agua destilada
(segundo pico), f) NaCl 50mM/Acetato de sodio 90mM, pH 4.5, g) NaCl S0mM/Acetato
de sodio 90mM/a-metil-D-manésido 150mM, pH 4.5.
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4.2  Medicién de la actividad de CETP

Ya que CETP en condicioncs fisiolégias, cs capaz de trans(erir ésteres de colesterol entre lipoproteinas, para medir
su actividad se realizaron cnsayos en los que sc emplearon como particulas donadoras de ésteres de colesterol a
las lipoproteinas de baja densidad (LDL), y como particulas aceptoras a las lipoproteinas de alta densidad (HDL).
La decisién de emplear a LDL como particula donadora y a HDL como aceptora en ¢l ensayo, no fue baséndonos
cn alguna raz6n de tipo (isiol6gica de transferencia de ésteres de colesterol en esa dircccién, sino mds bicn que
LDL y HDL pueden separarse ficilmente mediante precipitacién empleando un polianién y un catién divalente,
explicada con mayor detalle en el capitulo dedicado a las técnicas,

Después de incubar durante 3 horas a 37°C diferentes concentraciones de CETP (de 0-100pg/ul), SO ul de HDL,
50p! de LDL y amortiguador NaCl 150mM/Tris 10mM, pH=7.4, la reaccién sc detuvo con heparina/Mn++
precipitando a las partfculas donadoras, y midiendo la transferencia de marca radiactiva a las particulas aceptoras
(HDL) que permanccen cn ¢l sobrenadante. Para cada punto se realizé un blanco que contenfa énicamente
amortiguador, LDL y HDL, los cuales se somecticron al mismo tratamiento que los tubos problema.

La Figura 21 mucstra la cantidad de marca transferida a las particulas aceptoras donde se observa que a medida
que la concentracién de CETP aumenta, Ia transferencia también aumenta hasta alcanzar una concentracién 6ptima
de proteina entre 35-60 pg/ul, después de 1a cual disminuye. Cada punto corresponde al promedio de dos
experimentos = ESM (error estdndar medio).

Como la preparacién que sc obticne de CETP no cstd totalmente pura, cs muy probable que Ja tendencia que se
observa cuando la concentracién de proteina es > 60pg/ul, se deba a un cfecto de interferencia dado por pequeiias
cantidades de albdmina u otras protcinas plasméticas contenidas en Ja fraccién de CETP, que ticnen la capacidad
de unir colesterol asf como la de competir por ¢l sitio de unién de CETP a las lipoproteinas.

Al observar la figura 21, es posible percatarse de Ia cxistencia de transferencia cuando la concentracién de
proteina es nula; adjudicamos ésto al hecho de que incluidos en la fraccién de LDL probablemente sc encuentran
liposomas cmpleados inicialmente para marcar estas particulas, La difusién de ésteres de colesterol de estos

liposomas a las lipoproteinas podria explicar ¢l cfecto que sc observa con la basal en la figura 21.
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Figura 21,

Independientemente de este efecto, al adicionar. al menos’ 15- ng:dei proteina,

ya-se’ obscrva transferencia

significativa, la que aumenta considerablemente cuando sc utilizan 35 pg

43  Ensayos de trasferencia

Como punto de partida para comprobar si CETP incorpomdépn li)g:mléranas artificiales es capaz de facilitar la
transferencia de colesterol libre entre HDL y membranas ;iniﬁ’cial;cs;‘fuc._ncccsario establecer ciertas condiciones
de transferencia especifica que permitieran observar este i:rdcqso; )

Sec ensayaron diferentes cantidades de proteina conuna éalilidaq constante de particulas donadoras, [*H]colesterol-
HDL, y se midi6 la transferencia cn un lapso de 3 vhp,m? Jc iucqbaciéu a 37°C (Figura 22a). Sc emplearon

liposomas de fosfatidilcolina/colesterol como comr{)_l y 1i1iosbmas con CETP incorporada para obscrvar si existe

transferencia {acilitada en presencia de esta proteina;

Como se observa en la Figura 22a, los liposomas control per se incorporan en sus membranas moléculas de

colesterol, ya que cxiste difusion de colesterol por Ia"diferencia de concentracién que existe cntre los liposomas
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Figura 22a. Ensayos de transferencia de colesterol. Diferentes can 1dadcs dc prolema se incubaron

durante 3 hioras a 37°C con una cantidad constante de paruculas donadoras [*H]-colesterol

HDL. (@)liposomas control; (a)liposomas CETP en el mcdlo de reaccién; (O)liposomas
CETP incorporada mediante somcacnén. X

y la particula donadora; cuando se forma un gradiente de cmiccn}lm N, lés 'moléculas de colesterol que se
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Figura 22b. Ensayos de transferencia de colestero! empleando liposomas preparados 30 minutos antes
de realizar los ensayos. Difcrentes cantidades de proteina sc incubaron durante 3 horas a
37°C con una canlidnd constantc de paniculss donadoras [*HJ-colesterol HDL.,
(@)iiposomas control; (O)liposomas CETP.

fos ensayos anteriores (Figura 22b), se obscrva una transfcrcnma aln mayor cn el ordcu de 30% (Flgurn 23)

Esta diferencia puede deberse fundamcntalmm\!c a ln cslablhd'\d quc pucdc adquirir CETP en Ja mcmbr'md si

permitimos que esté cn contacto con ella por un (icmpu scntado‘ en Jas

figuras 22a y 22b, y 23, comresponde al pr'o'm,c'df r

Para marcar las lipoproteinas, cs ncccszm‘o inéub‘ as con hposonns 'quc cont gan la marca radlacuva y ya quc

no pucde llevarse a cabo su absolum scpamcnén por mcd:o dc ccmnfugacién, suponcmos quc en Ia (mccnén de.
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Transferencia [3H] colesterol .(%)
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Figura 23. Ensayos de transferencia de colesterol empleando liposomas preparados 12 horas amcs dc g

realizar los ensayos. Diferentes cantidades de proteina se incubaron durante.3: homs a
37°C con uma cantidad constante de particulas donadoras [*HJ- colcstcml HDL.‘
(@)liposomas control; (O)liposomas CETP. : e

HDL sc encuentran presentes adn liposomas que contienen [*H]-colesterol. Por lo lanto, nO“déS(;f:lﬁ%iile: :15'
posibilidad de que cxista transferencia entre cste tipo de liposomas y los liposomas cmpleados en cl cils;y;).'.l‘fasio
nos sugiere que CETP no cs capaz inicamente de realizar transferencia de lipidos en un Sislcm’akqﬁckinvo:lucrc
lipoproteinas, sino que pucde realizar su funcién entre diferentes sistglyias membranales: enlre li])oprolci%\as; émrc

membranas artificiales y entre lipoproteinas y membranas artificiales.

Por otro lado, se realizaron ensayos de transfercricia ‘en’los que se mantuvo constante.Ia cantidad de proteina,
variando ¢l tiempo de incubacién a 37°C, desd

empleando liposomas de fosfatidilcolina/colestero

citocromo oxidasa reconstituida como’ una proleina’ control mlnnscca de¢ membrana; Estos comrolcs no parccen

favorecer la lnns[crcncm dc colcslcml somas En un pnncnplo se uuhumn hposomns prcpamdos
minutos antes dc realizar el cnswo, y la dlfcrencm en ln lmnsfcrcncm que existe eatre los liposomas controf y

los liposomas/CETP, es pr.’ic(icamcmc nula (Figura 24). Sin cmbargo, en los siguientes ensayos se emplearon
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Figura 24, Ensayos de transferencia de colesterol cmblcando liposomas preparados minutos antes de

realizar los ensayos. Cantidades constantes: de particulas receptoras y donadoras se

incubaron durante 3 horas a  37°C durantc diferencles ticmpos. (@)liposomas control;
(a)liposomas CETP, S

liposomas preparados Ja noche anterior a la realizacién del ensayo ya que en ensayos previos habfamos observado
diferencias significativas entre los ensayos realizados con liposomas preparados minutos antes de realizar el

cnsayo, y los preparados la noche anterior a la realizacién del mismo (Figura 25).

Los puntos de la figura 24 representan ¢l promedio de dos experimentos * ESM, mienl ras,'i]lic' los de la ﬁg\‘xmr

25 representan ¢l promedio de tres experimentos = ESM.

La diferencia entre los liposomas control, en los quc se lleva'a cabo transferencia de colesterol por difusién simple
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Transferencia [3H] colesterol‘(%) :

1 1 ] 1 ,:’n 1
110" 1 2 3
Horas
Figura 25, Ensayos de transferencia de colesterol empleando liposomas preparados 12 horas antes de

realizar los cnsayos. Cantidades contamtes de particulas donadoras y aceploras se
incubaron a 37°C durante diferentes ticmpos. (@)liposomas control; (O)liposomas CETP;
(a)liposomas citocromo oxidasa.
del lipido, y los liposomas que contienen CETP, pucde explicarse suponicndo que CETP es capaz de facilitar.no
-s6lo la incorporaci6n del colesterol en la monocapa externa de los liposomas, como sucederia cn los Iipdspmas
control, sino también en la monocapa interna, logrando una mejor distribucién del lipido, ya que la cantidad de
colesterol transferido es practicamente del doble cuando la transferencia es mediada por CETP.
Cabe sciialar, que las mucstras control que contienci Gnicamente amortiguador y particulas HDL, cuando se

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

lipoprotcinas, ya.que conforme.a i | iiqmpo,-‘»]a marca contenida en ¢l sobsenadanie de los tubos control

también se incrementa, Una.vez mds, pensamos quic Ia diferencia que se observa entre los ensayos realizados con

liposomas prcpamduséﬂ nu! 1calizar [u'éyb, y liposomas preparados con 12 horas de anticipacién,

puede deberse fundmuc_nﬁﬂmcmc a’la cstabilidad que allquiqrc CETP en la membrana,




-~ RESULTADOS

44 RT-PCR

En vista de las similitudes cstructurales y cinéticas que encontramos entre CETP y CHTP cen ¢l ‘esludio que
realizamos, decidimos continuar con la comparacién entre ambas proteinas e iniciar la clonacién de CHTP,
utilizando una cstrategia basada cn ¢l conocimicnto molecular de CETP ya que para el aislamiento de CHTP sc
necesitan cantidades importantes de tejido y mucho tiempo, para oblener cantidades muy pequeiias de protefna.
Al conocer la sccuencia de ¢cDNA completa que codifica para CETP logramos sintetizar seis parcs de
oligonucledtidos especificos para CETP con sitios de restriccion en cada extremo (Figura 12), con el objeto de
amplificarlos por medio de PCR. Unicamente la secuencia de CETP o secuencias similares logran amplificarse
cmplcando cstos oligos. Sc aislé RNA total de hepatoma humano (linea celuiar HepG2) (Figura 14), del cual se
sintetiz6 ¢l cDNA correspondicnte; utilizando diferentes combinaciones de los oligonucledtidos sintetizados, se
llevaron a cabo amplificacioncs por PCR y los fragmentos amplificados fucron visualizados mediante
clectroforesis en geles de agarosa.

Dos de los scis pares probados generaron un producto de amplificacion del tamaiio esperado, sugiriendo que se
amplificaron fragmentos del ¢cDNA de estas células homélogos a la secuencia de CETP. El par 106-204 permitié
la amplificacién de un {ragmento de aproximadamente 564 pb, Sin embargo, ¢l par 104-202 permitié la
amplificacién de un fragmento del tamaiio esperado (385 pb), mucho més evidente que el obtenido por el par 106-
204 (Figura 26, carril B: *).

De igual manera, en tejidos que no contribuyen de manera significativa a la secrecién de CETP al plasma, como
pulmén, corazdn, intestino y ovario, al probarsc con el par 104-202 se amplificaron sefales cvidentes, de la
longitud esperada (Figura 26, carriles C, D, E y F),

La hibridacién de un oligonucledtido interno al par 104-202 dio una sciial positiva en un andlisis de "Southern”,
demostrando la presencia de secuencias similares a CETP en fragmentos de PCR derivados de cDNA de hepatoma

humano (HepG2), validando nuestro método de aislamicnto y caracterizacién.
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RESULTADOS

Figura 26. Productos de amplificacién de PCR con oligonucledtidos de CETP. resucltos en gel de
agarosa. El cDNA fue preparado por transcripcién reversa de RNA total de: HepG2 (B),

ovario (C), pulmén (D), intestino (), corazén (F), AS-30D (G), ¢ higado (H). Este cDNA

sirvié como templado de amplificacién usando oligos especificos para CETP que gencran

un producto esperado de 385 bases (%). Control interno reaccion de PCR IL-1

(interleucina-1) (); reaccién sin templado (J); marcadores de peso molecular (A) y (K).
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DISCUSION

E! importante fendmeno del intercambio de lipidos entre lipoproteinas y entre lipoproteinas y células de los tejidos
sc ha establecido s6lidamente por investigaciones llevadas a cabo a lo largo de los afios™, El descubrimiento
de proteinas intercambiadoras de lipidos ha promovido en gran medida el estudio detallado de éstas en el
fenémeno de intercambio lipidico. Micntras el intercambio de fosfolipidos, triacilgliceroles y ésteres de colesterol
nediado por proteina ha sido descrito con claridad, un sistema de proteina que catalize la transferencia de
moléculas de colesterol libre era desconocido y solamente hasta hace dos afios en nucstro laboratorio uno de estos
sistemas ha sido descrito®, En consecuencia, la transferencia de moléculas de colesterol ha sido cstudiada por
mecanismos no mediados por proteina, por lo que se ha pensado que muy probablemente este proceso jucgue un
papel importante cn la transferencia de colesterol entre particulas lipoprotéicas, asi como entre lipoprotefnas y la
membrana plasmética de las diferentes células, Se conoce que la dependencia del intercambio del proceso de
transferencia estd dada por las concentraciones de la particula donadora asi como de la particula aceptora, que
son criticas para que ¢l intercambio lipidico ocurra. Una pregunta clave en la explicacién del fendmeno de
transferencia ha sido el determinar si se necesila contacto directo entre las particulas (modelo de formacién de
complejos de colisién) o bien, si las moléculas lipidicas pueden difundir a través de un espacio acuoso cntre las
particulas donadoras y aceptoras. Los da os cx;ip;illléxllillcs han sido frecuentemente interpretados en favor de
uno u otro de estos modelos®?1?, lo‘_ql‘lc ha i)f@roé\do cierta confusién. (En cl ancxo I se da una descripcion

detallada de estos mecanismos).

En general ¢l modelo de formacién de coxllplcjbs transitorios de colisién entre particulas se basa en la suposicion
de que las superficies celulares o las bfcapas lipidicas, son capaces de unir muchas especies macromoleculares
y de llevar a cabo ¢l proceso de fusién. Sin embargo, si se lleva a cabo la fusién entre bicapas, todos los lipidos
de éstas deberian ser transferidos a la bicapa aceplora, lo que no sucede.

El modelo de transferencia mediante la liberacién del lipido a una fase acuosa estd apoyado por numerosos
hallazgos experimentales®>*'51), y se basa principalemente en que la aproximacién de las bicapas lipidicas para
que sc lieve a cabo la transferencia de lipido, 1o cs favorable energéticamente a distancias menores de 30 A,

dejando una capa acuosa entre cllas. En consccuencia, para que una molécula lipidica pueda ser transferida,
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necesita dcsprcndcmc de la bicapé douadora‘,‘ lransfcriﬁcﬁ t‘rﬁ\rfés ac c§{é ési);éig;“écuoso, y alcazar la bicapa
aceptora, ’

Ya que la liberacién del lipido de las particulas donadoras involucra 1a separacién de éste de la interfase lipido-
agua para pasar a la fasc acuosa, Ia solubilidad de la molécula lipidica influye cn la velocidad de liberacién; esta
separacién del lipido de la particula donadora hacia Ja fase acuosa, estd asociada a una clevada encrgia de
activacién atn mayor a la asociada al proceso de transferencia del lipido.

Las interacciones del colesterol con las moléculas que sc encuentran a su alrededor en la membrana determinan
la velocidad a la cual se libera a la fase acuosa. La velocidad de intercambio o tranferencia de colesterol s
sensible a los siguientes pardmetros®”:

1) El grado de insaturacién de fas cadenas de dcidos grasos de los fosfolipidos; ¢l ticmpo de vida media de
intercambio de colesterol disminuye al aumentar las insaturaciones.

2) La relacién esfingomiclina/fosfatidilcolina (SM/PC); ¢l ticmpo de vida media aumenta al aumentar cl contenido
de SM.

3) La relacién PC/colesterol; cl ticmpo de vida media disminuye relativamente cuando ¢l colesterol se introduce
a la bicapa lipidica.

En resumen, estas consideraciones tedricas de intercambio lipidico y de intercambio de colesterol en especifico,
implican que cuando las particulas tanto donadoras como aceploras son cstables y no existen proteinas
intercambiadoras presentes, los datos de intercambio pueden ser explicados cn términos de los mecanismos de
difusién dc las moléculas lipidicas a través de una fasc acuosa. Es de esperar que la velocidad a que cualquicr
molécula lipidica incluyendo el colesterol, es transferida entre particulas donadoras y aceptoras, sea dependiente
de su estructura, asi como de las estructuras y de la concentracion de los dos tipos de particulas utilizadas,
Sin embargo, estos cfectos mediados por lipidos no pucden ser los Gnicos 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 proteinas con alta afinidad por colesterol o proteinas capaces de inducir

interacciones entre los lipidos y el colesterol™,
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Estudios realizados por Phillips y cols®? empleando dos lincas celulares: FusAH y WIRL, confirman que ¢l flujo
de al l'ncl{os 1/3 del colesterol en ambas lincas celulares sigue una cinética de primer orden con respecto a la
concentracién 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 vesiculas
membranales, es de 3.2 + 0.6h y de 3.9 = 0.5h respectivamente; los tiempos de vida media obtenidos con ensayos
realizados con células WIRL son 14.3 = 1.5h y 11.2 £ 0.7h. Como se observa, no existen diferencias significativas
entre los ensayos realizados con células completas y vesiculas membranales, Estos datos sugicren que la velocidad
de liberacién del colesterol de las células estd regulado por la membrana plasmdtica, atribuyendo una importancia
especial a la interaccién del colesterol con proteinas membranales.

Tratando de intercalar nuestros hallazgos experimentales a cstos mecanismos de transferencia bien establecidos,
probablemente la presencia de proteinas facilitadoras o transferidoras de lipidos y en especifico de colesterol entre
lipoproteinas y membranas o entre membranas, permitiria que Ia alta energia de activacién asociada al proceso
de separaci6n del lipido pudicra disminuir con la consiguiente disminucién de la barrcra energética involucrada
en ¢l proceso de transferencia,. CHTP y CETP como sc presenta en este trabajo, bien pudieran actuar siguicndo
estc mecanismo facilitador de la transferencia, donde la molécula de colesterol unida a la proteina no
necesariamente deberia disociarse totalmente de la particula donadora y pasar a una fase acuosa antes de inscrtarse
a la panticula aceptora, sino que cstas proteinas, por su caricter hidrofobico™, pudieran crear un ambicnte
cnergéticamente mds favorable para la transferencia,

En gencral, s¢ ha adjudicado a CETP un papel atcrogénico, ya que esta proteina estd involucrada en el transporte
reverso del colesterol: el colesterol provenicnte de tejidos extrahepiticos contenido en las HDL, regresa a cllos
via LDL y VLDL por un mecanismo de transferencia mediado por CETP descrito con detalle en la introduccién
de este trabajo. La correlacién positiva de CETP con la aterosclerosis parece deberse a la relacién dirccta que
existe entre csta proteina y la concentracion de colesterol en las LDL®,

En muchas dislipidemias humanas asociadas con el desarrollo acclerado de aterosclerosis”™™, existe un

incremento en la concentracion plasmatica de CETP y/o un aumento en la velocidad de transporte neto de ésteres
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de colesterol desde HDL hacia lipoproleinas que conticnen apoB (como ’LbL).

Recicnicmente Sc determiné que individuos homocigotos para la deficiencia de CETP provoca cambios en las
lipoproteinas (aumento cn HDL, disminucién de ésteres de colesterol en VLDL, IDL y LDL), que estan asociados
con una resistencia a desarrollar enfermedades coronarias como la aterosclerosis. Esta deficiencia ¢s comin en
Japén, y curiosamente cstos individuos no presentan signos de acumulacién de colesterol en sus tejidos o en sus
lipoproteinas y parccen ser més longevos®®,

Si CETP fuera capaz no sélo de llevar a cabo la transferencia de colesterol de HDL hacia Ias membranas
artificales con gran eficacia, como se muestra en este cstudio (Figura 25), sino también fuera capaz de mediar
la transferencia en sentido inverso (desde la membrana hacia HDLY), sc provocaria una mayor salida de este lipido
de 1a membrana, y por consiguicnte de la célula. Este fenémeno tendria importantes implicaciones fisiolGgicas.
El papel de CETP en cste proceso, se ve enfatizado por la amplia distribucién de su mRNA en diferentes tejidos
extrahepdticos®™,

Si bien una gran varicdad de tipos celulares ticnen la capacidad de expresar CETP y de contener diferentes niveles
del RNA mensajero que codifica para esta proteina®-*?, el significado fisiolégico de estas diferencias entre células
que sceretan esta proteina y células que sélamente contienen ¢l mensaje, aun se desconoce. En algunos casos, no
existe relacion entre los niveles de RNA mensajero y la secrecién de esta proteina al plasma. Aunque lincas
celulares como HepG2 y CaCo2 conticnen RNA mensajero para CETP, la cantidad de proteina secrelada es menor
que la que secretan las células normales originales de donde se desarrollan estas lincas celulares tumorales®+34%7,
Ya que sélo unos cuantos tejidos secretan esta forma de CETP al plasma, incluyendo tejido adiposo ¢ higado,
muchos otros tejidos y tipos celulares que no lo hacen y que posecn RNA mensajero para CETP pudieran
sintetizar otra forma de esta proteina localizada en la membrana que bien pudiera ser la proteina que nosotros
bautizamos como CHTP,

Esta posible forma alterna de CETP podria jugar un papel importante cn la dindmica del colesterol dentro de cada

célula, facilitando la liberacion del colesterol de Ja bicapa lipidica hacia las lipoproteinas.
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Resulta intercsante observar que 1a proteina CETP presente ¢n el plasma sanguinco disefiada para transferir éstercs
de colesterol, picrda esta capacidad cuando se encuentra insertada o fuertemente asociada con una membrana para
adquirir la capacidad de transferir colesterol libre. Una posible explicacion a cstos cambios pudiera ser que la
presencia del ambiente hidrofébico de 1a membrana, cambiara la cstructura de CETP de tal manera que pudicra
alterar su afinidad por los dos tipos dc colesterol. Habria que determinar si estos cambios pudicran ser los que
definieran la forma flamada CETP o CHTP.

En este sentido, continnaremos ¢l estudio en paralelo entre CHTP y CETP desde ¢l punto de vista cinético,
estructural y de biologia molecular con la finalidad de determinar si CETP y CHTP son 1a misma proteina que
pudiera modularse dependiendo de su entorno, o si son dos formas de una misma familia de proteinas capaces

de unir colesterol, fenémeno que pudicra estar relacionado a pequeiios cambios estructurales,
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CONCLUSIONES

- CETP se une rdpidamente y con gran afinidad a liposomas formando un complejo capaz de transferir colesterol

libre entre partfculas, con gran cficacia.

- CETP, al scr reconstituida en membranas artificiales presenta la capacidad de transferir colesterol no esterificado

entre particulas, siguiendo una cinética muy parccida a la que realiza CHTP.

- La sefial positiva obtenida con un oligo especifico para CETP en productos dc PCR de HepG2, valida la

metodologfa propuesta para deducir Ia sccuencia de CHTP y secuencias de proteinas relacionadas,

- Creemos que estas dos proteinas, CHTP y CETP, las cuales comparten muchas caracteristicas, pucden ser
miembros de una misma familia de proteinas, importantes en fa regulacién de la homeostasis del colesterol en

fa membrana.
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A continuacién dentro de esta seccién sc discutirin las condiciones teéricas de cada uno de los posibles
mecanismos propucstos para ¢l intercambio de lipidos.

En un sistema de particulas donadoras y aceptoras que llevan a cabo entre cllas colisiones sin que se lleve a cabo
el fenémeno de fusién, la velocidad relativa de transferencia de lipidos deberd ser proporcional tanto al tipo de
lipido como a la concentracion de vesiculas donadoras y de vesiculas aceptoras, lo cual ha sido revisado por
Lange™, Sin embargo, como se discutiri mds adelante, de existir pasos intermediarios en el proceso de
transferencia de lipidos, la cinética resultante mostrard una més compleja dependencia a la concentracién tanto
de vesiculas donadoras como aceptoras. Estd bicn establecido por estudios realizados con modclos membranales,
que la composicién de la interfase lipidofagua de la particula donadora, pucde tener un cfecto bastante
significativo en la velocidad de transferencia del colesterol®, Se conoce que ¢l colesterol no se asocia con todos
los Ifpidos de la membrana con igval afinidad®, Se han desarrollado estudios que permiten conocer que en una
mezcla de fosfolipidos como lo podrian scr fosfatidilcolina-csfingomiclina (PC-SM), fosfatidilcolina-
fosfatidiletanilamina (PC-PE), esfingomielina-fosfatidiletanolamina (SM-PE), fosfatidiletanolamina-fosfatidilglicina
(PE-PG) y csfingomiclina-fosfatidilscrina (SM-PS), ¢l orden de preferencia de asociacién seria SM > PS = PG
> PC > PE®*), De mancra intercsante, Ia preferencia observada del colesterol por SM sobre PC ha sido explicada
con basc en una :nayor probabilidad en la formacién de pucntes de hidrégeno entre ¢l colesterol y SM. Como
ya hemos mencionado anteriormente, se han postulado dos posibles mecanismos que explican el fenémeno de
transferencia de colesterol; éstos son la formacién de complejos transitorios de colisién y el proceso de solubilidad
de monémeros de lipido en agua. Las superficies celulares son capaces de unir muchas especics
macromoleculares y de llevar a cabo el proceso de fusién con 1a membrana plasindtica. Por lo tanto, se ha
postulado que la formacién de complejos transitorios de colisién pudicran mediar la transferencia de lipidos entre
lipoproteinas y la membrana plasmdtica. Aplicando el principio cinético de accién de masas a cste mecanismo

de transferencia de lipidos de vesiculas a células y siguiendo cl andlisis propuesto por Huestis y cols®, las

velocidades iniciales de aparicién del lipido nuevo en las células es la siguicnte:
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st"' -K,Lcv

Vo=

Ecuacién 1
donde Lcy Lev y las diferentes constantes de velocidad (k) son definidas como se mucstra en Ia Figura 27,
Aplicando ¢l concepto de equilibrio rdpido en ¢l estado estacionario descrito a continuacién, ¢s posible derivar
Ia siguicnte expresién para v

kIKZL totc

v -
9k +Ky+K, (0L, +C)

Ecuacion 2
donde L, = (Lv + Lev) es la concentracién total de lipidos, C = al érea de superficic de la célula (expresada
en las unidades de concentracién utilizadas para Lv y Le), o es igual al radio del 4rca cclular al drea de In
vesicula en cada complejo de colisién transitoria (@ = 0.25 para una vesicula esférica ocupando un circulo del
éirea membranal de la célula). Comio sc ha demostrado por Huestis y cols®?, Ia ccuacién 2 predice que v, ¢s
proporcional a las concentraciones de las vesiculas (L) y de Ias células (C), cuando (k, + k,) >> k, (o L, +
C); esta condicién pucde ser esperada a concentraciones bajas de vesiculas y células, donde la velocidad de
transferencia del lipido cs limitada por la velocidad de la formacion de los complejos transitorios de colisién. Por
otro lado, a una concentracién de células dada, v, cs de primer orden con respecto a la concentracién de las
vesfculas (L) a una concentracién baja de L,, y de orden cero para grandes concentraciones de L,. La
dependencia de vy en C a una concentracién constante de vesiculas es similar. Es de mencionarse que en
principio, el modelo de colisién transitorio pucde dar cinéticas de transferencia de lipidos similar al modelo de
difusién en agua. Por lo tanto, el modelo de colisién de lipido predice que la transferencia de lipidos serd de
primer orden con respecto a la concentracién de vesiculas donadoras y de orden ccro en la concentracién de
células accptoras cuando k,C >> k; o L, + k, + k,. Es aparentc que la deduccién del mecanismo de
transferencia de lipidos desde un punto de vista del comportamiento cinético, no s facil de deducir a menos que

todas las constantes de velocidad scan conocidas.
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Figura 27.
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Representacién esquemdtica de los mecanismos de transferencia y recambio de-lipidos. -
(a y b) transferencia y recambio de lipidos por complejos de colisidii; (c) transferencia y =
recambio de lipidos por difusién del monémero a - través .de una 3 fase - acuosa. '
Abreviaciones: L, lipido contenido en la vesicula; C, células; L, lipido con@cnidq en los
complejos de colisién célula-vesicula; L, lipido incorporado en las células; L;;, monémero -
lipidico ®, R LT
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Por otro lado, se debe comentar que la formacién de complejos de colisién transitorios son dificiles de explicar
cinéticamente por la siguiente consideracién: de existir estos complejos transitorios de colisién se promoveria
Ia formacién de complejos de fusidn, los cuales no pueden ser formados de una manera reversible; ésto significa
que todos los lipidos de Ia vesicula en este proceso de fusién deberian ser transferidos a Ia célula aceptora, lo que
no sucede, Ademds, ya que los coeficientes de difusion latcral de los diferentes lipidos, como lo podrian ser tanto
fosfolipidos como el colesterol son similares, es dificil ver como estas moléculas pudieran transferirse a diferentes
velocidades a pesar de poder pensar que estos complejos de colisién se pudieran formar en forma reversible. La
formacién de este lipo de complejos, muy probablemeate, incluye una capa acuosa de por lo menos 30 Ade
espesor entre las bicapas yuxtapuestas. La aproximacién de bicapas a distancias menores que ésta, cs
energéticamente no favorable debido a las fucrzas repulsivas de hidratacion de las cabezas de fosfolipidos de las
bicapas. Consccucntemente, una molécula lipidica que cs transferida a través de este espacio acuoso, muy
problemente tenga que separarse de la vesicula donadora para ser transferida a la bicapa aceptora; por lo tanto,
este mecanismo pucde considerarse muy parccido al mecanismo de difusidn acuosa que a continuacién se
discutird,

La transferencia de lipidos por medio de difusién de los monémeros en una fase acuosa ha sido discutida por
varios investigadores®, Las diferentes constantes de velocidad y los factores involucrados cn ¢l proceso se
esquematizan en Ia Figura 28; la velocidad a la que una molécula anfifilica se desprende de la supreficic de la
bicapa lipidica cs proporcional a su concentracién en esa superficie, y la velocidad de adsorci6n es proporcional
al producto de Ia concentracién del mondmero libre y al 4rea superficial de la membrana.

Las ecuaciones que describen 1a transferencia de una molécula anfifilica como ¢l colesterol, entre dos tipos de

vesiculas compuestas por diferentes fosfolipidos A y B, son las siguientes:
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‘Ecuncién 3

. d[C]v;f";' 18] n,)‘»k x![C] cor

s Ecuuéiéq‘f

k.,'y k" son las constantes de velocidad de absorcién de las mioléculas de colesterol en las vesiculas 1y 11

respectivamente, mientras que k.'y k." son las correspondicntes velocidades de liberacién de colesterol. [C}, es

Ia conccentraci6n del monnémero de colesterol libre y [C];, [Cly, [A], ¥ [B]y son las concentraciones del colesterol

y de los fosfolipidos A y B en las vesfculas [y IL S,, Sy y S, son las 4reas por mol de los fosfolipidos A y B

y colesterol.

Figura 28,

Foslolipido A

Colesteral no
eslerificado -

: . Tosfolipido B

4o MO

. K"
Mondmero de e
colesterol
o agia

9' Vesfeula Aceptora (11)
Vesfcula Donadora (1)

Representacion esquemitica del mlcrcamblo o transfcrcncla dc colcslerol hbrc através de
una fase acuosa, entre dos poblaciones de vesiculas. Las constantes de Velocidad k' y k"

son las velocidades de- lnbcmcmn del colcslcrol y k' y K" son’las’ vclocndadcs de
adsorcién dcl hpndo :
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En el estado estacionario,

d[_q!-p d[C]"-o
dt dt

Ecuacion 5
Sustituyendo las ecuaciones 3 y 4 en la 5 y resolviéndola para

(€l

KCl,+k AC"
[kc f(sc[c] 1"‘SA[A] 1) “kt “’(SJCJ ”+S B[B] n)]

[,

Ecuacién 6
Al inicio, cuando todo ¢l colesterol se encuentra en las vesiculas I, produciendo que [C]y = 0, la ccuaci6n:4 se

reduce a

diC]
k) S0P

Ecuacién 7
para la velocidad inicial de transferencia. Sustituyendo la ccuacién 6 para [C],, en la ecuacién 7, obtenemos la

velocidad inicial de transferencia de colesterol

d[C] Hi k:,"kr_’[C] I[B] n

e dt S, S,
kcf(s_[qﬁ?[A] 1)"'&,"’[”] n
B B

Ecuacién 8
La ccuacién 8 nos da la velocidad inicial de tranferencia de colesterol cuando todo el colesterol se encuentra en
la vesicula donadora y cuando tenemos las siguicntes condiciones: (1) el colesterol se transficre mucho més répido
que los fosfolipidos A y B, de mancra que estos constituyentes permanecen constantes micntras se alcanza ¢l
equilibrio, y (2) cuando se cumple la condici6n del estado estacionario y esta condicién de alcanza ripidamente

en relacion al proceso de transferencia.
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También se observa de la ecuacién 8 que v, depende tanto de [A) como de [B}y, de manera que v, estd en
funcién de las concentraciones de las vesiculas donadoras y receptoras.
Sin embargo, si la concentracién de vesiculas aceploras ¢s mucho mayor que la de vesiculas donadoras, donde

(ke "[Bly >> Kk, (SJSuIC]; + SA/Sy[A])), Ia ecuacién 8 se reduce a

A o'Kc_'[C]l

Ecuacién 9
Con concentraciones iguales de vesiculas donadoras y receptoras, Ia ccuacién 8 se simplifica también a la ecvacién
9 si k," >> k" ésto indica que la estructura de las vesiculas es importante ya que influyen en las velocidades
de absorcién del lipido, Es también aparentc de la ccuacién 9 que v, es proporcional a la concentracién de
colesterol (cuando t = 0 se asume que todo cl colesterol se encuentra en las vesiculas donadoras), ¢ independiente
de la concentracién de las vesiculas aceptoras cuando éstas se encucntran en exceso o si k. >> k%
Ya que fa liberacién del colestero! de las particulas donadoras involucra la separacién del lipido de la interfase
lipido-agua a la fasc acuosa, la solubilidad de la particula anfifilica transferida influye en la velocidad de

liberacion. Esto sc obseva si consideramos las siguientes ccuaciones:

kl
VMwV+M
b

Ecuacién 10
En esta ecuacién, VM cs cl lipido contenido en 1a vesicula donadora, V es 1a vesicula donadora después de que

¢l lipido se ha desprendido, y M es ¢l lipido en la fase acuosa. La velocidad de liberacién del lipido cstd dada

por la siguiente ecuacién
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L M)

Ecuacién 11
donde k, s una constante de velocidad de primer orden asociada con la liberacion, [VM] es la concentracién total
del lfpido que difunde en la poblacién de vesiculas donadoras, y k, es una constante de velocidad de segundo

orden asociada con la colisién de las molécuals del lipido de concentracién [M] en la fase acuosa, con vesiculas

donadoras a una concentracién [V]. Al equilibrio, dq/dt = 0, y la velocidad del paso de liberacién del lipido s,

ko, I

!
vM]
Ecuacién 12

Ya que [V] permancce constante normalmente, [MJ/[VM], el cual muestra la distribucién del lipido que difunde
entre Ja fase acuosa y la bicapa lipidica, s un pardmeiro importante cvando s¢ determinan las velocidades de
intercambio lipidico.
La significancia de la solubilidad cn agua de moléculas anfifilicas ha sido demostrada mediante Ia aplicacién de
las velocidades de reaccién absolutas a la cinética de transferencia de moléculas con un balance variable de
lipofobicidad/hidrofobicidad®”. Existe una correlacién entre 1a energfa libre de transferencia de una molécula
hidrofilica de un ambiente hidrofébico a la fase acuosa (AG)) y de la encrgfa libre de activacién (AG,), donde
AG# sca mayor que AG, La velocidad de transferencia se incrementa cuando la longitud de las cadenas
disminuye y cuando la polaridad de las cabezas de fosfolipidos aumenta manteniendo Ia longitud de la cadena
constante. La barrera de la energfa de activacién cstd asociada con la separacién de las moléeulas lipidicas de
Ia bicapa donadora hacia la fase acuosa. La altura de esta barrera de encrgia disminuye a medida que la polaridad
o la solubilidad en agua de la molécula lipidica transferida aumenta, Por lo tanto, moléculas hidrofébicas que
tienen cierta solubilidad en agua en un rango micromolar pueden aparcntemente, difundir libremente entre
vesfculas. Moléculas mds hidrof6bicas como lo podrian ser fosfolipidos de cadena larga, asi como la molécula

colesterol, tienen una importante barrera de activacién energética que sc opone a su separacién de la bicapa hacia
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la capa acuosa. Ya que Ia encrgia de activacién para la scparacién del colesterol o de fosfolipidos es clevada,
Ia velocidad de intercambio de estas moléculas entre vesiculas es fuertemente dependiente de temperatura, La
velocidad de intercambio de lipidos entre vesiculas unilamilares ha sido tratada en términos del modelo de Ia
cinética de micelizacién desarollada por Aniansson y cols®.  Este modelo permite una prediccién
semicuantitativa de las velocidades relativas de transferencia de lipidos basadas en sus solubilidades en agua.
Como anteriormente se menciona, la transferencia de noléculas lipidicas de una bicapa hacia la fase acuosa puede
llevarse a cabo a través de complejos de transicién, donde la molécula lipidica cs unida a la particula donadora
por la punta de su cola hidrofébica. La siguicnic figura muestra un diagrama de energia libre de intercambio
lipidico entre bicapas.
La formacién de lo que se podria llamar como complejo de estado activado, estd asociado con una alta energia
de activacién, la cual excede la encrgia libre de transferencia por una cantidad que estd determinada, por lo menos
en parte, por la unién de la molécula lipidica a la superficic de la bicapa de la vesicula. Las funciones
termodindmicas asociadas con la formacién de los complejos o estados de transicién han sido calculados a partir
de las constanies de velocidad experimentales utilizando la siguiente ecuacién:

2
AGH  -AG*

K«D |—
™\ RTI *P RT

ecuacién 13

donde D,, ¢s el cocficiente de difusién para la molécula lipidica que se disocia. D,, es similar al coeficiente de
difusién libre y estd calculado de la ccuacién de Stokes-Einstein D = KT/(Gryr) donde 13 es viscoisdad y 2r
es Ia longitud de la especic que difunde. Como s¢ obscrva en la figura 29 y se implica en la ccuacién 13, cl
cstado con mayor energia de activacién a la largo de todo el proceso de transferencia, es cuando la molécula
lipidica estd casi completamente en la fase acuosa, pero permancee adin asociada a la superficic de la vesicula por
Ja punta de su cola hidrofébica. Tauto AG, como AG,, quedan determinadas por el cfecto hidrofébico de la
molécula, de manera que ambas aumentan cuando la longitud de Ia cadena hidrofébica aumenta,

En resumen, cstas consideraciones teéricas de intercambio lipidico y de intercambio de colesterol en especifico,
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AGH AGy

.‘/43\

cia dc las moléculns :
ocede “a :1ravés dc la

Figura 29.
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INTRODUCTION

Although lipids undergo spontancous cxchange between membrancs, the factors that govern the
transmembrane migration of lipids across natural membranes are still poorly understood. Although cholesterol is
a quantitatively important component of plasma membrancs, few studics have dealt with the phenomena of its
dynamics and distribution in mammalian cells. It has been suggested that membrane components such as lipid and
protein might modulate this phenomena (1-3). Cell plasma-membrances which contain a large variety of proteins
modulate cholesterol packing leading to different cell types having different t,, values for cholesterol exchange.

The discovery of lipid exchange proteins has in great measure promoted our knowledge of mediated
exchange of lipids, Nevertheless, although the protein mediated exchange process for phospholipids, triacylglycerols,
and cholesterol esters has been fairly well described (4-7), a protein system capable of catalyzing free cholesterol
exchange until recently has been proposed by us (8). Studies from this laboratory have cstablished the presence
of a protein named CHTP (for cholesterol transfer protein) that when reconstituted in artificial membranes mediates
cholesterol movement between the bilayer and lipoproteins (CHTP) (8).

CHTP which in many ways resembles a cholesteryl ester transfer protein isolated from plasma (CETP),
originally was isolated from cardiac sarcolemma and presents an apparent molecular weight of 73,000. In order Lo
express transfer activity CHTP must be present in the membrane in a multimeric form, since the manomer has been
shown no to be active. CETP facilitates the transfer of cholesteryl esters from their site in HDL to the less
triglyceride-rich lipoproteins. It is a glycoprotein with a molccular weight of 74,000 in SDS-polyacrylamide gels
and presents a high content of hydrophobic residues compared to other plasma proteins (9-10). Bascd on the
suggestion for a local role of CETP in cells and tissues of animals that do not present CETP activity in plasma (11-
13) and on our previous observations where we described the presenice of CHTP in plasma membrane, the present
study was undertaken to examine the possibility that CETP when reconstituted in artificial membrane might cxpress

cholesterol transfer activity in a similar fashion as CHTP does.

MATERIALS AND METHODS
Isolation of Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP)

CETP was purificd by a combination of ultracentrifugation and scquential chromatography on phenyl-sepharose



(Sigma, Co) and concanavalin A-sepharosc (Sigma, Co) (14) with the following modifications.

Lipoprotcin-frec plasma was isolated by sequential ultracentrifugation from freshly obtained normal human plasma.
The d=1.21 g/ml infranatant was recentrifuged at d=1.24 g/ml to eliminate lipoprotein contamination. The d=1.24
g/m! infranatant was applied 1o a 2.6 X 40 cm column of phenyl-sepharose cquilibrated with 4M NaCl/10mM Tris-
Hcl/2mM EDTA, pH=7.4. Protcins were cluted in three steps with the equilibration buffer, with 150mM NaCl/10mM
Tris-Hel2mM EDTA, pH=7.4, and with distilled water,

Fractions from the phenyl-sepharose cluted with distilled water were pooled, concentrated by Amicon ultrafiltration
using a PM-50 membrane, and applied to a 1.0 X 10 cm column of concanavalin A-sepharose equilibrated with
90mM sodium acetate/50 NaCl, pH=4.5.

Unbound proteins were washed out with the equilibration buffer. Adsorbed proteins were efuted with the equilibration
bulfer plus 150mM ca-methyl-D-manosside.

Fractions eluted with this buffer were pooled, concentrated and tested for cholesterol transfer.

The partially purificd concanavalin A-sepharose fraction of CETP was used in all experiments.

Preparation of Lipoproteins

Lipoprotein, LDL and HDL, were prepared from fresh human plasma at densities between 1.006-1.063 g/mi, and
1.091-1.21 g/ml respectively, by sequential salt density ultracentrifugation using the Beckman L8-55M or L5-75B
ultracentrifuges in a Beckman 60 Ti rotor using the method of Havel, Eder, and Bragdon (15). Densitics were
adjusted with solid KBr. After ultracentrifugation, LDL were dialyzed against a total volume of 12 liters of 150mM
NaCl/0.24mM EDTA, pH=7.4 for 48 h at 4°C (two changes of 6 liters cach).

HDL was labeled by incubation with [*H]cholesterol (NEN)/ phosphatidylcholine (Sigma, Co) liposomes for 16-20

hat 4°C,

Determination of Free Cholesterol Transfer

The transfer experiments were performed from isolated [*H]cholesterol labeled HDL to small unilamellar PC/C
liposomes, which thercafter were separated by precipitation of the liposomes with heparin-MnCl, as described by
‘Warnick and Albers (16).

[*H]cholesterol labeled HDL were incubated with liposome reconstituted CETP for 3 h at 37°C in a (inal volume

of 450p1 of a buffer containing 150mM NaCl/10mM Tris-Hel, pH=7.4.



In a different sct of experiments employing the optimum ‘CETP concentration for maximum tranisfer time course.

experiments were performed.

** solutio Elanding for 10 min at room temperature. The

The reaction was stopped by addition of an_He;)ariil:Mll

precipitated was removed by ccnlri[ugaliox:{ fo_r 10 at:12,000 rpm The resultant clear supematant was analyzed
for radioactivity and cholcslcr‘ol lm_nﬁ qxprcgsé& :as the percentage of radioactivity determined in the
supcrnatant, o »
Cholesteryl ester (CE) transfer activity was determined by measurement of the facilitated transfer of [*C]-CE from
LDL to HDL. ["C]-CE transfer was dctermined after incubation at 37°C for 3k by addition of heparin-Mn** to
precipitate LDL, then counting the [“C]-CE transfered to the HDL remaining in the supernatant,

Liposomes

Liposomes were prepared by mixing cholesterol and phosphatidylcholine in a ratio 8/2 (w/w). The mixture was
thoroughly dried under high vacuum after evaporation of the organic solvent under a steam of nitrogen,

5 ml buffer (150mM NaCl/10mM Tris-HCI, pH=7.4) were added to 50 mg and the lipid was dispersed by pulsed
sonication with a probe-type sonofier (Branson 250). After removal of probe-derived titanium debris by centrifugation

the dispersions were optically clear,

RESULTS

The isolation of CETP in an active form was accomplished by using standard protein puritication techniques
as previously described (14) and transfer activity assays to determine the ability of individual fractions to transfer
esters of cholesterol between LDL and HDL particles. The purification procedure consisted of phenyl-Sepharose
and Concanavalin A-Sepharose Chromatography. The active protein cluted from the phenyl-Sepharose column in
a broad peak of 280 nm absorption after clution with decreasing ionic strength bulfers and destilled water. These
fractions were pooled, concentrated and chromatographed on Concanavalin A-Sepharose. The active fraction from
this column obtained after clution with methyl-D-manoside were also poled, concentrated and analyzed by SDS-
PAGE (Fig. 1). Following clution with 150 mM « methyl-D-mannoside two bands became apparent, the
glycoprotein of M, 74,000 and a protein M, 53,000 most probably accounting for a N-linked carbohydrate and scalic

acid free form of the same protein (Fig. 1).



When purification of lhc biologically. active material was achieved, attention was turned to the @conplilﬁlibn
procedure for CETP. Figure 2 shows that control phosphatidylcholine/cholesterol liposomes in the absence of ény
protein are good aceeptors for CH)-cholesterol movilized from HDL particics or donor particles. However when the
liposomes contain reconstituted CETP an overall stimulation on the transfer process is observed. The insert shows
the (*C)-cholesterol ester transfer between LDL and HDL particles catalyzed by soluble CETP. Time dependence
cxperiments of (*H)cholesterol transfered from HDL particles to control liposomes and CETP reconstituted liposomes
arc shown in figure 3, It is consistently shown that CETP reconstituted liposomes catalyze the transfer of
(H)cholesterol more efficiently than liposomes with no CETP present or cytochrome oxidase reconstituted liposonics
as a control for a integral membrane protein not related to the process. These control liposomes show that membrane
proteins in general do not mediate the transfer of cholesterol between lipoproteins and membranes.

Employing the aminoacid sequence published by Drayna et al. (1987) for the hepatic form of CETP (10),
we synthetized a series of oligonucleotides with specific sequences for different regions of CETP, Six pairs of
oligonucleotides with restriction sites in both ends which allowed directional cloning were used in PCR reactions
using low astringency hydridization. ¢DNA was gencrated by reverse transcription using total RNA isolated from
HepG2 cells, followed by PCR ractions.

Two of the six oligonucleotide pairs generated amplification products with the expected size, suggesting a
successful amplification of cDNA fragments expressed in HepG2 cells with homology for CETP. Pair 106-204
allowed the amplification of a fragment of approximately 564 bp in all tissues tested. However, pair 104-202
amplified a fragment of approximately 383 bp much more evident than the one obtained for pair 106-204 (figure
4). Hydridization with an internal oligonucleotide to the pair 104-202 gave a positive signal in this southem analysis
demostrating the presence of similar sequences of CETP in HepG2 cells. It is evident that in a similar fashion to
tissues known as producers of the plasma form of CETP, the signal abserved in tissucs like ovary, lung, intestine
and heart, that do not contribute in an important way to the pool of plasma CETP, presented an important signal with

the ¢cDNA fragments tested.

DISCUSSION

In the present study we have used reconstitution experiments to investigate CETP as a mediator of



membrane cholesterol exchange, The. primary goals were 1o determine if membrane reconstituted CETP catalyzes

the exchange of free cholesterol from lipoprolcin_s to the membrane and to identify underspread tissue distribution
of CETP mRNA in response 1o lhc;appén‘:n‘l pleiotropic functions of CETP in different cells and tissues (11,17).
The characterization of CETP like gencs in cells and tissues with no capacity to excrete the plasma form of CETP
will undoubtedly help to dilucidate the complex phenomena of cholesterol efflux from cells,

Although a varicty of ccll types have the capacity to secrete CETP or contain CETP mRNA, the
physiological significance of this findings is uncertain. In some cases, there seems o exist an interesting discrepancy
between the secretion of cholesteryl ester transfer activity and the levels of CETP mRNA.,  Although HepG2 cells
and CaCo2 cells contain the message, the quantitative amount is much less of the native tissues (12,13). since only
a few tissucs cxpress the plasma form of CETP, including hepatic and adipose tissue synthesis, scveral cells and
tissuc types that do not contribute to the plasma CETP pool could synthesize a form of CETP with critical
importance in a local environment within the cell or a tissue. With this possibility in mind, a membrane form of
CETP might be of importance in the regulation of the cholesterol homcostasis of the plasma membrane and
ultimately of different cclf types.

Although the occurrence of soluble and membrane-bound non-specific 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,
which structurally might be closely related to the molecule we originally described and named as CHTP, is capable
of mediating the transfer of frec cholesterol between membranes and lipoprotein panticles.

Our results are consistent with the proposal that proteins with high affinity for cholesterol such as CHTP
or reconstituted CETP play an important role in local tissuc metabolism of cholesterol. These results showed that
CETP mRNA was present in a varicty of specific cellular locations, where it could play a local role in the dynamics
of cholesterol, for example, enhancing the efflux of cholestcrol from the bilayer to lipoproteins. In particular it might
be suggested that membrane located CETP facilitates the well supported aqueous difusion mechanism for monomeric
cholesterol (19,20).

Since transfer of lipid molccules from the bilayer to the aqueous phase proceeds through a transition state
complex where the lipid molecule is attached to.the vesicle by the tip of its hydrophobic tail (19), it is conceivable

to propose that the formation of this activated state complex associated with a high energy of activation is lowered



by the presence of CHTP or reconstituted CETP in liw ablior membranc.

Water miscible organic solvents have been shown o enhance the rate of cholesterol exchange between
lipoproteins and membranes (21,22), where the rate of stimulation has been described to description of hydrophobic
interactions involving lipids. The presence of cholesterol binding proteins in these membranes might be consistent
with a mechanism involving collision complexes independent on the aqueous solubility of cholesterol during
exchange. As previously shown by us, it is conceivable that oligomerization could also play an extremely important
role in the modulation of the binding constants for cholesterol.,

In general terms, species with low levels of plasma CETP are resistant to dietary atherosclerosis (23). Only
after the introduction of CETP into rats by injection or into mice by transgenesis (21) results in lipoprotein changes
normally associated with the development of atherosclerosis, Nevertheless, local synthesis of CETP within cells
involved in the progression of the desease might provide an anti-atherogenesis action (24). The role of CETP in the
process is highlighted by the underspread distribution of CETP mRNA and its induction in central and peripheral
tissucs by increased dictary cholesterol (10,17). This suggests that CETP is a highly regulated component of reverse

cholesterol transport with local effects in cells as well as in plasma,

ACKNOWLEDGEMENTS:
The authors wish to thank Dr. Harshini Da Silva for many stimulating discussions at the carly stage of this

study. The sccretarial work of Mrs. Ma. Elena Gutiérrez is gratefully acknowledge. Partially supported by DGAPA-

UNAM (grant IN-205093).

REFERENCES

1. Tall, AR. Plasma lipid transfer proteins. (1986) J. Lipid Res. 27: 361-367.

2. Scallen, T. J., M. V. Srikantaiah, B. Scetharam, E. Hansbury, y KL qucy. ('1974) Sterol carrier protein
hypothesis. Federation. Proc. 33: 1733-1746. - : o

3 Tall, AR, (1993) Plasma cholesteryl ester lmnisfc}'p:;bé‘ciyh.‘.sf.‘[,ipidb Res. 34: 1255-1274,

4, Ihm, L, J. L. Ellsworth, B. Chataing, y J. A. Ha‘fllli)’ly.'v(:i98£)‘ Plésma protein-facilitated coupled exchange

of Pc & CE in the absence of cholesterol cslcri‘fimition. J. Biol. Chem. 257: 4818-4827.



10.
11
12,
13,
14
15.
16.

17.

Morton, R, E. y D.B. iilvcmlllilh (1982) Purification and characterization of lipid transfer protein(s) from
human lipoprotein deficient plasma. J. Lipid, Res. 23: 1058-1067.

Albcrs, 1.3 " JIH Tollefson, C. Chen, y A. Stinmetz (1984) Isolation and characterization of human plasma

) liliid transfer proteins. Atheriosclerosis. 4: 49-58,

’fﬁll, A R, E. Abreu, y J. Shumar. (1983) Separation of a plasma phospholipid transfer protein from
cholesterol ester/phospholipid exchange protein, J: Biol, Chem. 258: 2174-2180.

Santiago-Garcia, J. y J. Mas-Oliva (1991) A novel cholesterol transfer protein in cardiac sarcolemma.
Purification and initial characterization. Mol. Cell, Biochem. 100: 51-59.

Agellon, L. B,, E. M. Quinet, T. G. Gillcllé, D.T. Drayna, M. L. Brown y A, R. Tall (1990) Organization
of the human cholesteryl ester l?aﬁsl'er ébflcin gene.  Biochemistry. 29: 1372-1376.

Drayna, D., A. S. Jarnagin, J. McLean, W. Henzel, W. Kohr, C. Ficlding y R. Lawn. (1987) Cloning and
scquencing of human cholesteryl ester transfer protein cDNA., Nawre, 337: 632-634,

Faust, R. A,y J. J. Albers (1987) Synthesis and sceretion of plasma cholesteryl ester transfer protein by
human hepato-carcinoma cell line HepG2. Arteriosclerosis. T: 267-275.

Faust, R. A. y I J. Albers (1988) Regulated vectorial sceretion of cholesteryl ester transfer protein (LTP-1)
by the Ca-Co2 model of human enterocyte ephithelium. J. Biol. Chem. 263: 8786-8789.

Faust, R. A, M. C. Cheung, y J. J. Albers (1989) Sceretion of cholesteryl ester transfer protein-lipoprotein
complexes by human HepG2 hepatocytes. Atherosclerosis. 77: 77-82.

Pattnaik, N. M., A. Montes, L. B. Hughes, y D. B. Zilversmith (1978) Cholesteryl ester exchange protein
in human plasma, Isolation and characterization. Biochim. Biophys. Acta. 530: 428-438.

Havel, R. J,, H. H. Eder y J. H. Bradgon. (1955) The distribution and chemical composition of
ultracentrifugally scparated lipoproteins in human serum. J. Clin. Invest. 34: 1345-1350.

Warnick, G. R,y I. J. Albers, (1978) A comprenhensive cvaluation of the heparin-manganesc precipitation
procedure for estimating high-density lipoprotein cholesterol. J. Lipid. Res. 19: 65-76.

Jiang, X. C., P. Moulin, E. Quinet, I. J. Goldberg, L. K. Yacoub, L. B. Agcllon, D. Compton, R, Schnitzer-
Polokoff y A. R. Tall (1991) Mamumalian adipose tissue and muscle are major sources of lipid transfer

protein mRNA. J. Biol. Chem. 266: 4631-4639.



18.

19,

20.

21,

22,

23,

24.

Mori, T.,T.Tsukamolo, H. Mori, Y. Tashiro, y Y. Fujiki. (1981) Molecular cloning and deduced aminoacid

sequence of nonspecific lipid transfer protein (sterol carricr protein 2) of rat liver: A higher molecular mass

(60 'kDa)' protein contains the primary sequence of nonspecific lipid transfer protein as its C-terminal part.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 38: 4338-4342.

'McLean, L. R. y M. C. Phillips, (1981) Mcchanism of cholesterol and phosphatidylcholine exchange or

transfer between unilamellar vesicles. Biochemistry. 20: 2893-2900.

Phillips, M. C., W. J. Johnson, y G.H. Rothblat. (1987) Mcchanisms and consequences of cellular
cholesterol exchange and transfer. Biochim. Biophys. Acta. 906: 223-276.

Pattnaik, N. M. y D. B. Zilversmit. (1979) Intcraction of cholesteryl ester exchange protein with human
plasma lipoproteins and phospholipid vesicles. J. Biol. Clen. 254: 2782-2786.

Bruckdorfer, K. R., J. Crowe, y M. K. Sherry. (1984) Evidence for a water-soluble intermediate in exchange
of cholesterol between membranes. Biochim. Biophys. Acta. 778: 489-496.

Radding, C. M. y D. Steinberg. (1960) Studics on the synthesis and sccretion of scrumlipoproteins by
rat liver slices. J. Clin, Invest. 39: 1560-1569.

Quinet, E., A. R. Tall, R, Ramakrishnan y L. Rudel. (1991) Plasma lipid transfer protein as a determinant

if the atherogenicity of monkey plasma lipoproteins. J. Clin, Invest. 87: 1559-1566.



Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

FIGURES

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gbel clectrophoresis of fractions obtained from phenyl-Sepharose:
a) molelcular weight markers, b) 4M NaCl/10 mM Tris-HCl/2 mM EDTA, pH 7.4, ¢) 150 mM NaCl/10
mM Tris-HC)/2 mM EDTA, pH 7.4, d) destilled water, ¢) destilled water (sccond peak) and Concanavalin
A-Scpharose: f) 50 mM NaCl/90 mM sodium acetate/150 mM, and g) 50 mM NaCl/90 mM sodium

acclate/150 mM a-methyl-D-mannoside, pH 4.5,

Concentration dependence of [*H]cholesterol transferred from HDL to control liposomes (+), and liposomes

reconstituted CETP (0).

Time dependence of Hcholesterol transferred from HDL to control liposomes (*), liposome reconstituted

CETP (0), and liposomes reconstituted cytochrome oxidase (a).

Amplification products of low stringency PCR using CETP specific oligonucleotides. cDNA was prepared
from total RNA isolated from different cell lines and tissues: HepG2 (B), ovary (C), lung (D), intestine (E),
heart (F), AS-30D (G), and liver (H). The utilized oligonucleotides predicted a CETP specific amplification
product of 395 bp, as the one recognized in HepG2 cells, lane B. Controls include a 308 bp product of IL-
1, lane 1, CETP specific oligos in the absence of template, lane J and molecular weight markers, lancs A

and K.
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