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RESUMEN

Existen evidencias muy sugestivas de que en México se ha incrementado la incidencia de cardiopatia
coronaria. En las Glitimas décadas, la mortalidad por esta enfermedad ha aumentado progresivamente,
hasta alcanzar el primer lugar en varias zonas del pais. En mas de 90% de los casos de cardiopatia
isquémica es secundaria la aterosclerosis coronaria.

Asi también es bien conocida la cofelacidn negativa entre las concentraciones de C-HDL y la
incidencia de desarrollar enfermedad arterial coronaria (EAC). Este papel protector que presentan las
HDL se le ha atribuido al papel que juega en el transporte reverso del colesterol (TRC), por su
heterogeneidad en su poblacion y por su caracteristicas antiaterogenicas intrinsecas.

Por lo que el objetivo de este estudio fue implementar un método para determinar la actividad de la
Proteina Trasportadora de Esteres de Colesterol (CETP), 1a cual se encarga, como su nombre lo dice,
de transportar esteres de colesterol de las lipoproteinas de ailta densidad (HDL) a las lipoproteinas de
baja (LDL), intermedia (IDL) y muy baja densidad (VLDL). Esta proteina juega un papel importante en
el TRC y en la remodelacién de las lipoproteinas.

Se implementaron dos métodos para la detemminacién de esta proteina; el método fluorescente y el
método radiactivo, este UGltimo resulta mucho mas practico que el método fluorescente.

Después de haber establecido el método mas eficaz para determinar la actividad CETP, decidimos
determinar si existen diferencias en actividad entre dos grupos de sujetos; uno con cardiopatia (EAC)
y otro sin diagnostico de la enfermedad (SDE). Se incluyd también un tercer grupo para determinar la
influencia que tienen las alteraciones genéticas como el polimorfismo Taq 18 sobre la actividad CETP.
Ademas se determind el perfil de lipidos de estos tres grupos, y Si estos confieren un mayor riesgo de
presentar la enfermedad.

Se analizaron los datos de 52 sujetos SDE, 30 sujetos con cardiopatia previamente diagnosticada y
con por lo menos un infarto al miocardio y 68 sujetos previamente gencotipados para ef polimorfismo
Taq1B. No se observé una diferencia significativa en la actividad CETP, como indicativo de alteracién
en esta proteina debida a la enfenmedad. Sin embargo se observo que existe una diferencia

significativa en las subpoblaciones de las HDL en ambos grupos (aumento de 52% de particulas



HDLac en los sujetos SDE comparado con los sujetos EAC). Esto sugiere que la remodelacidn de las
lipoproteinas pudiera tener un papel critico en la proteccion del desarolio de 1a enfermedad. Aun
cuando, no se observd una alteracién sobre la actividad CETP en la enfermedad aterosclerosa
coronaria, demostramos que existe una remodelacion diferente de dichas lipoproteinas en estos
sujetos, que se relaciona con la CETP.

En el estudio con sujetos que presentan polimorfismo Taq 1B efectivamente existe una influencia
sobre la actividad CETP segun muestran nuestros resultados. El alelo B1 se asocia con una mayor
actividad CETP en plasma y un ligero aumento en los niveles de C-HDL sobre el genotipo B2.
Concluimos que la actividad CETP en plasma no se ve afectada por el proceso ateroscleroso pero en
asociacién con la Lecitina-colesterol acilo transferasa (LCAT), la CETP contribuye a determinar la
distribuciéon de subclases de HDL de manera diferente en los sujetos sanos que en los sujetos con
EAC. E! significado de tal distribucion y su asociacidn con la CETP en sujetos sanos es motivo de

investigaciones futuras.



ANTECEDENTES

I. LIPOPROTEINAS
Los lipidos son moléculas relativamente insolubles en la sangre, debido a la naturaleza acuosa del

plasma. En consecuencia, estas moléculas para ser transportadas desde su lugar de sintesis hasta su
destino final, en los sistemas bioldgicos, se asocian a proteinas solubles formando complejos
denominados Lipoproteinas que son: complejos macromoleculares y seudomicelares.

Las lipoproteinas (Fig.1) basicamente consisten de un ndcleo de lipidos hidrofébicos (no polar), como
triacilgliceroles y ésteres de colesterol rodeado de una mezcla de lipidos anfipaticos, principaimente
fosfolipidos y colesterol no esterificado. El compiejo macromolecular se estabiliza en téminos
fisicoquimicos por unas estructuras proteicas que son llamadas apolipoproteinas, que se unen por
medio de interacciones hidrofébicas a los lipidos mas externos y por atracciones electrostaticas a los

fosfolipidos.
En esta seccidn se describen los elementas constitutivos de las lipoproteinas, sus caracteristicas

estructurales, clasificacion y metabolismo.

— AP
PROTEINA
TRIGUCERIDOS
FOSFOLIPIDOS
Fig. 1 Et g dels de las lipop Las ) astén en su io porlipidos
t como libre y K . en su fase i las
det tipo de li ¥ en su interior Hpidos hi A como ¥
1.1 COMPONENTES DE LAS LIPOPROTEINAS
A. LIPIDOS
muy h génea, de sustancias

Los lipidos (del griego lipus, grasa) son un grupo de comp
relacionadas con los acidos grasos y se encuentran en la mayoria de los seres vivos. Se pueden
definir como compuestos organicos, en sSu mayoria ésteres, insolubles en agua (o ligeramente

solubles) y solubles en solventes organicos como: éter, cloroformo y benceno.
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Los lipidos presentan una gran diversidad de estructuras y funciones, forman parte de las
lipoproteinas plasmaticas y de las membranas, estabilizando sus proteinas. Estos pueden participar
como cofactores enzimaticos, transportadores electronicos, agentes emulsionantes, como fuente de
energia y forman parte de la estructura de hormonas y de mensajeros intracelulares

De acuerdo a su estructura podemos clasificar a los lipidos en diferentes grupos, pero solo algunos de
ellos se encuentran asociados con las lipoproteinas. Entre ellos tenemos primeramente:

ACIDOS GRASOS: Dentro de los lipidos, los acidos grasos son los mas sencillos en términos de
estructura. Son Acidos organicos compuestos por una cadena hidrocarbonada (R) y un grupo
carboxilo terminal (R-COOH) con un numero par de carbonos cuyas cadenas alifaticas pueden
contener una o Mas insaturaciones. La combinacién de un grupo ionizable y una cadena alifatica le
confieren a los Acidos grasos un cardcter anfipatico (Fig.2) Existen vanos tipos de lipidos que
contienen © que son derivados de los Acidos grasos. Entre los mas importantes destacan los

triglicéridos, fosfolipidos y los cerebrésidos.
Acido gmso (dcido esténrico)

o
Cadena hidrocarbonada

Grupo carboxilo

Fig.2. Acidos grasos. Estructura quimica de un écido graso como el Acido estesrnco, of cusl esta compueasto de una cadena
Z ce 18 ¥y su grupo ito.

TRIACILGLICEROLES: Estan compuestos de tres acidos grasos unidos con un enlace éster
a un glicerol. Los que contienen el mismo tipo de Acido graso en las tres posiciones se denominan

triacilgliceroles simples y los que contienen dos o mas acidos grasos diferentes se les conoce como

triacilgliceroles mixtos. Fig. 3 o
o cm2 O ¢ rI
LT DT S — T .
cuz o___ tl:l 3]
R, R2. R3=rexiduas da bcidos grasow
Fig.3 Triacil ica ge de un ' con écidos grasos idénticos en la posicion 1y 3.



FOSFOLIPIDOS: Contiene dos écidos grasos unidos a 1os dos grupos hidroxilo del glicerol por

un entace éster y el tercer grupo hidroxilo del glicerol forma un enlace fosfodiéster con un grupo

tos fc ipidos se ifican en funcidn del grupo sustituyente en el fosfato. Fig. .4
o
cHz — O . C— R1
I (2]
cus “
I o cHz2 . 0__C._R2
CH3 N ¥ e CH2 —— CH2 = O — Pl_. 0 —— cH2
I8
cH3
Fig. 4. It de un ido como la

ESTEROIDES: Otros compuestos que estin considerados como lipidos y forman parte de las
lipoproteinas. Los esteroides a menudo se encuentran asociados a las grasas, estan compuestos por
un nucleo ciclico semejante al del fenantreno al cual se une un anillo de ciclo pentano. Dentro de este
grupo podemos encontrar al Colesterol, un alcohol esteroideo insaturado, se encuentra ampliamente
distribuido en todas las células del organismo como componente estructural de membranas y

precursor de las sales biliares, de algunas homonas como; las sexuales y adrenales y algunas

vitaminas. 2 Fig. 5§

Colesterol Ester de colosterol

Fig.5 ica del Cq libroy

8. APOLIPOPROTEINAS
de

Otro componente de las lipoproteinas son 1as Apolipoproteinas. Las uni P
las lipoproteinas y que aun no se incorporan a ellas, se denominan apoproteinas, cuando forman

complejos no covalentes con las lipoproteinas se les denomina apolipoproteinas (Apo). Estos



polipéptidos son de peso molecular variable y sus funciones son estructurales; como ligandos de
receptores y como cofactores de enzimas del metabolismo de Jlos lipidos. Las diferentes
apolipoproteinas y sus principales caracteristicas se resumen en la Tabla 1.

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS APOLIPOPROTEINAS *

Apolipopr | Masa Punto iso- | Sitio de C 16 Fi i6
oteina molecular eléctrico sintesis plasmitica
dL
Al 29,016 5.9-54 Intestino/ 100-150 ipal proteina cor de
Higado Ias HDL, activador de LCAT,
estimulacion del eflujo del
colesterol, ligando de HOL para
unién de SR-B1 y ABC1.
Al 14,414 5.0 Ir i 30-50 Principal proteina componente de
Higado HDL, inhibidor de LH y de la LCAT.
A-IV 44,465 5.5 intestino 15 Activador de LCAT, modulador de
LPL y estimulador de eflujo de
colesterol.
B-100 512,723 - 0 Higado 80-100 Ligando para receptor de LDL

B-48 240,800 B GE: intestino - Proteina estructural de los
et S quilomicrones. Contiene el 48% de
los amino#cidos de la apo B-100.

C-l - 16,630 - - 7.5 Higado 4-6 A dor de LCAT, inhibicion de ia
. SN g K B captacion hepatica de
triaciigliceroles.

[=3]} 8,900 4.9 Higado 3-5 Activador LPL, inhibicién de la

e lipop as
ricas en triacilgliceroles
C-lllos2 8,800 4.5-5.0 Higado 12-14 Inhibidor de ia LPL
E2a.4 34,145 8.0-5.7 Higado 3-5 Ligando de receptor de LDL y de

movilizacién de colesterol celular en
macréfagos y efiujo de colesterol.

Tabla 1. Carecterfsticas de las apolipoproteinas que form.n parte de ias . L ce aka od(HDL:
High Densy Lipoproteins), LCAT. Leckina: SR-8I: clase 81

Receptor Class 81), ABC1: mansponador dependiente de ATP (ATP-binding lipasa, LH:
tLipasa . Lip le baja (LDL: Low Density Lipoprotein) y Lipoproteina (a) (Lp(a))

1.2. CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo a su densidad de iGN y sus propi des funcionales
en seis categorias: Quilomicrones (Qm), Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL: Very Low
Density Lipoproteins), Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL: Intermedie Density Lipoprotein),
Lipoproteinas de baja densidad (LDL: Low Density Lipoprotein), Lipoproteinas de alta densidad (HDL:

High Density Lipoprotein), sus caracteristicas se presentan en ta Tabla 2.



A continuacién se describen las caracteristicas de las lipoproteinas separadas en funcién de su
densidad de flotacién.

- QUILOMICRONES (Qm)

Estos se sintetizan en el intestino y su principal funcion es transponar los triacilgliceroles provenientes
de la dieta a los diversos tejidos. Son las fracciones de mayor tamarnio, tienen un gran contenido de
triaciigliceroles y bajo contenido de proteinas, son de menor densidad, contienen ademas apo B-48, A-
i, A-ll y Apo IV. Por interaccién con moléculas HDL recogen moléculas de Apo C y esta activa a la
lipoproteina lipasa, que tiene como funcidn catalizar la hidrélisis de triacilgliceroles. Al perder gran
cantidad de triacilgliceroles, vuelven a interactuar con las HDL, esta vez cede su Apo A-l, Apo A-ll,
Apo C y parte de su contenido de lipidos para transformarse en un remanente de quilomicron, este
contiene principalmente colesterol, Apo B-48 y Apo E. Los receptores Apo B/E en el higado reconocen
el remanente de quilomicrén; facilitan la endocitosis y la posterior degradacion hepatica del remanente
de quilomicrén produciendo lipoproteinas de muy baja densidad.

- LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD (VLDL)

Son sintetizadas en el higado a partir de remanentes de quilomicron, contienen principaimente
triacilgliceroles, Apo B-100, Apo B-48 y Apo E. El catabolismo mediado por la Apo C-ll como colector
de la LPL da lugar a que se produzcan IDL, esta también interactda con HDL al cual se transfiere
parte de Apo C y colesterol libre.

- LIPOPROTEINAS DE DENSIDAD INTERMEDIA (IDL)

Las VLDL se transforman en particulas de iDL, estas contienen cantidades casi iguales de colesterol y

triacilgliceroles y contienen principalmente Apo B y Apo E, Esta ultima pop ina es r ia
para el consumo hepatico y degradacién posterior de IDL a LDL por acciin de la lipasa hepatica.

« LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL)

A medida que las particulas de IDL donan sus lipidos y adquieren el tamafio det LDL. Las moléculas
de Apo B-100 empacadas en las VLDL originales son reconocidas por sus receptores especificos, que

se encuentran en [as células hepaticas y extrahepaticas.
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- LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL)
La principal funcién de las HDL es captar e! colesterol! libre circulante derivado del catabolismo de

otras lipoproteinas o de la superficie de las células periféricas. Estan formadas basicamente por

protelnas, fosfolipidos y colesterol estery . Las principales aproproteinas son: apo A-l, apo A-ll y
apo C-lil. Las HDL pueden proceder de la sintesis hepatica, donde se producen en forma de
particulas pre-B1 las cuales estan compuestas esencialmente de fosfolipidos y apo A-1, con una masa
molecular de 60 kDa y con una densidad igual a las HDL3, 1as cuales desemperian un papel importante
en la captacién de colesterol en las células periféricas, funcionando como primeros aceptores de
colesterol, iniciando asi el transporte reverso del colesterol (TRC). Asi también proceden de los
componentes de superficie de otras lipoproteinas durante el proceso de lipolisis.

Estas lipoproteinas también se pueden subdividir de acuerdo a su densidad (p) en HDL:
{1.063<p<1.12g/mL) y HDLa (1.12<p<1.21g/mL). Las HDL; son ricas en lipidos hidrofdGbicos, mientras
las HDLs estan formadas por fosfolipidos y proteinas principatmente.

Otros métodos de separacién como la electroforesis en gel de agarosa, en gradientes de
poliacrilamida o filtracién en gel, se han utilizado para caracterizar la clasificacion de las lipoproteinas.
Por ejemplo, Krauss* et. al. 1982 describié de 4 a 5 subclases de LDL debido a su tamafio. Por otra
parte, Skinner en 1994, describid 5 tipos de HDL (HDLza, HDL2y, HDL3a, HDL 3, HDLa:) haciendo una
combinacién entre ultracentrifugacion y electroforesis®. También por su movilidad electroforética y
tamario, se han descirito otras subfracciones de HDL entre las que destacan las particulas pre-p1.°

TABLA 2. PROPIEDADES DE LAS LIPOPROTEINAS’

Tipo de|Mov. T (= < C de | C. de

Lipoprote | Electrofore | (nm) de de i (%)

ina tica pr i (%) Libre

(%) (%) Esterificado
am No tiene 750- 1-2 36 90-95 1.3
12,000
VLDL Pre-beta 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8
[=]8 Pre-beta, 25 20 30 35 35
beta

LDL Beta 18-30 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50

HDL Alfa 5-12 45-55 26-32 2-7 3-5 15-20
Tabia 2. Ci ysu de lipidos osplrclﬂca Quviornicrones (), Llpopn:lalnus de muy
bala dens;dad (viLDL: Vory Low Densty Lipop ( Density

de baja (LDL: Low Dans«y Lipop in), l de aka X (HDL.: High Densty

L/poplolem)
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1.3. METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS
La composicion de las lipoproteinas plasmaticas se ve continuamente modificada, como resultado det

intercambio dinamico y la transferencia de lipidos que existen entre ellas durante su metabolismo
intravascular. Una gran variedad de enzimas, proteinas y algunos receptores membranales como el
SR-B1y el ABC1 estan involucrados en este metabolismo; todos ellos influyen en la concentracién de
los lipidos favoreciendo el transporte (proteinas de transferencia) o la hidrélisis de los mismos
(enzimas hidroliticas). En la Tabla 3 se presentan algunas caracteristicas destacabiles de las enzimas
y proteinas de transporte que intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas.

Una de las proteinas que juega un papel importante en el trasporte e intercambio de ésteres de
colesterol y la cual es motivo de estudio en esta tesis, es la Proteina Trasportadora de Esteres de
Colesterol (CETP). Esta facilita el intercambio de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre las HDL
y las lipoproteinas ricas en apo B, conservacién de HDL y generacién de apo A-l libre de lipidos. En la
seccidn |l se detallan las caracteristicas de esta proteina.

TABLA 3 ENZIMAS Y PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE LAS
LIPOPROTEINAS >

NOMBRE Funcion ORIGEN
Cataliza la transferencia de un acido graso de un fosfolipido al colesterol libre
LCAT qQue se encuentra presente en las HDL y en ias LDL. Contribuye a ia| Hepdtico
maduracién de HDL.
Hidroliza los tri s y i de HDL, IDL y LDL. Es cofactor de
LH SR-B1 para una captacnén selectiva, asi como la generauén de Apo Al libre Hepatico
de lipidos.
LPL Hi i los triacilgli de VLDL y Qm L C-Hl como 1 A Te‘;:: :.dcposo
Favorece la generacidn de precursores de HDL. Pulmén
CETP Intercambia ésteres de ol por triacilgli entre ias HDL: y las :;:‘ M)::poso
lipoproteinas que contienen apo B Im:stino delgado
RECEPTORES Y PROTEINAS MEMBRANALES
Receptor para tas HDL_ para ir i entre los y las ¥ "
SR-81 células macrogafos
” - " - | Higado,
ABC1 zl;oalélia‘caon de| eflujo de 12 F. ala macrofagos e
- intestino
Tabla 3. on &l do /as I:poprct-lnns LCA T= Lmu calestero! nclumnsmmsa
LH= Lipasa hepauca LPL= Lipasa lipopr ; CETP= PLT
SR-8I: gor clase 81 g CICSS 8. ABC1 transponadcw
dependlenfa de ATP (ATP-binding ). Quil (@Qm). L de muy bqa (VLDL: Vory
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Los principales lipidos que favorecen la remodelacién de las lipoproteinas son et colesterol,

triacilgliceroles y fosfolipidos. Ahora bien, las concer jones intr slares de ol libre y
esterificado estan altamente controladas. lLas proteinas celulares que controlan la adquisicion de
colesterol son el receptor de LDL, que regula la captacién de colesterol exégeno y la enzima
hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), que regula la sintesis enddgena de
colesterol. La acumulacién de un exceso de colesterol en forma de colesterol esterificado esta
controlada por la enzima lecitinacolesterol acilo transferasa (LCAT). Cuando el contenido de
colesterol libre aumenta por encima de un umbral, se inhibe la actividad del receptor de LDL y de la
enzima HMG-CoA reductasa y se activa la enzima LCAT.®

Existen al menos tres mecanismos por los que se modula el trafico intracelular de colesterol. Uno para
el movimiento del colesterol sintetizado en el reticulo endoplasmico (fuente endégena de colesterol)
hasta la membrana plasmatica. Otro para el movimiento del colesterol exégeno que entra en la célula
via receptor de LDL hasta la membrana plasmatica y otro mecanismo que es el transporte reverso del
colesterol.® '°

e VIA EXOGENA.

La incorporacion de los lipidos exdgenos se efectua en tres fases: Digestion, Absorcién y Transporte.
Las grasas contenidas en los alimentos no pueden ser absorbidas por el intestino por io que al llegar
al duodeno son catabolizadas. La vesicula biliar libera acidos biliares conjugados, lecitina y colesterol
al intestino formando asi micelas mas pequefias. El pancreas produce tres enzimas hidroliticas que
son: la enzima colesterol esterasa, la lipasa pancredtica y fosfolipasa A. La lipasa actUa sobre los
triacilgliceroles para liberar acidos grasos libres monoglicéridos. diglicéridos y glicerol. La colesterol
esterasa hidroliza enlaces éster y genera acidos grasos libres y colesterol libre; la fosfolipasa A
hidroliza los fosfolipidos exégenos. En la etapa de absorcion el mecanismo de transporte de lipidos
depende del tipo de molécula que se transporta. Por ejemplo, los &cidos grasos pasan a los
enterocitos del intestino delgado donde son reesterificados con glicerol formando triacilgliceroles, los
cuales se ensamblan con pequefias cantidades de colestero! junto con apo B-48 y apo A-l y
fosfolipidos para formar los quilomicrones que son liberados a la linffa mesentérica y finalimente a la

circulacion. En el plasma los quilomicrones intercambian componentes de superficie como fosfolipidos
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y apo A-l por apo-Cll, apo-E y esteres de colaesterol con las lipoprotainas de alta densidad (HOL). La
lipoproteina-lipasa hidroliza los triacilgliceroies de los quilomicrones dando lugar a remanentes de
estos. Estas particulas en las que la apo C ha sido remplazada por la apo E son rapidamente
capturadas por el higado a través del receptor apo B/E. El remanente de quilomicrones es

enriquecido, por la accién de la CETP, con esteres de colesterol que provienen de las HDL, estos

remanentes de quilomicrén son cap por los rec: es hepdaticos y convertidos dentro del higado
en &cidos biliares.® '*''Fig. 6
oV
Kammente de quilomic
A 1T
= ATV

INTESTING \ MUSCULO

AL A-1E LPL
G
= c-
“8

o

Fig. 6 j de lipopr via : via por la cual el colesterol de la dieta es llevado al higado. AGL: Acidos
Grasos Libres. CE: Co Tg: Tail i LPL: Lipop lpasa.

* VIA ENDOGENA.
d en el ap: o de Golgi de los

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son sir
hepatocitos a partir del ensambilaje de acidos grasos libres, glicerol, y una baja cantidad de colesterol,
proveniente de la lipdlisis del tejido adiposo. Las VLDL son liberadas hacia la circulacién, donde
maduran al captar ésteres de colesterol, apo B-100 y apolipoproteinas Cll, Cill y E cedidas éstas
uitimas por las HDL,. Las particulas VLDL posteriormente interactian con la lipoproteinadipasa (LPL)
del endotelio, que utiliza apo Cli como cofactor para hidrolizar estas lipoproteinas, linerando asi acidos
grasos a partir de sus triacilgliceroles y a su vez transfiere apo C y apo E a las HDL , para
transformarse en lipoproteinas de densidad intemmedia (IDL). Estas lipoproteinas pueden seguir tres

caminos: a) ser captadas por el higado a través del receptor apoB/E; b) seguir disminuyendo su
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tamafo, ya que sufren hidrdlisis de sus triacilgliceroles restantes hasta convertirse en LDL. pequeifias y

densas o c) ser fagocitadas por macrofagos y monocitos.® %' gig, 7

r.ma.
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Fig. 7 de Via via por la cual el colasterol es removido del higado hacia los tefidos
pernférnicos y reglasar al m:srno hlgado L:poprolalnas de muy baja densided (VLDL: Very Low Donsny Lipoproteins),
Lipop. (DI Density Lipop . Lip de baja (LDL: Low Density
Y.l L.,. P de afta K {HOL: Htgh Densay Upopr LPL Lipops lipasa, LH: Lipasa Hepatica,
i CL: C Libre, Tg: Ti , CETP: de de 4

CE: C 3
AGL. Acidos Grasos Libres.

- METABOLISMO DE LAS HDL: TRANSPORTE REVERSO DEL COLESTEROL

Las HDL han sido catalogadas como particulas anti-aterogénicas, ya que evitan la formacion de placa
ateromatosa, a través de varnos mecanismos entre los Que se encuentra el llamado Transpornte
Reverso del Colesterol (TRC), que es el flujo del colesterol de 1as células periféricas hacia el higado.
La formacion de estas lipoproteinas se realiza por sintesis y secrecidn hepdtica e incorporacion de
fosfolipidos, colesterol, apo A y C que provienen de las VLDL.

L.a primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol de las células. En el intestino delgado este
colesterol es captado por las particulas pre-pB que posteriormente es esterificado por la accién de la
LCAT. Esta esterificacién hace que el colesterol pierda su caracter anfipatico transformandose en una
particula hidréfoba, dando como resuitado que los ésteres de colesterol pasen al interior de la
lipoproteina, aumentando asi el tamario de la misma, generando particulas HDL2.

E! colesterol ya esterificado puede tomar dos caminos: 1) ser eliminado directamente de la

lipoproteina por un mecanismo en el cual interviene el receptor hepatico SR-B1, generando asi HDL
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de menor tamafio capaces de reiniciar el ciclo o 2) por medio de diversas reacciones de transferencia,
en las que intervienen la CETP el colesterol de las HDL; es intercambiado por fos triglicéridos con
lipoproteinas ricas en apo B como VLDL e IDL, por una parte y por 1a otra, ias apolipoproteinas Cy E
pasan a los quilomicrones y VLDL. La lipasa hepatica (LH) hidroliza los triglicéridos de fas HDL; y en
asociacién con la actividad PLTP regenera |os aceptores primarios de colesterol (particulas pre-p) Es
asi como el colesterol de los tejidos perféricos llega al higado para ser reciclado y excretado a través

de las vias biliares. '*'?

pre-
PHDL
Fig. de las kL del Cq i por el cual el Colesteroi es llevado al
hlgado 8 través de las HDL (H:gh Density Lif Apo 8= as en apo B (VLDL (Very Low Density
Lipopeoteins). LDL( Low Densty y o it (cm) LCAT Lecmna colesterol acio lmnsfemsa, LH: Upasa
CETP: ést SR-81:

Receptor scavenger clase 81 (Scavenger Receptor Clsss 8i). ABC1: tran qurradar dependiente de ATP (A TP-binding cassette
transporter),

Il. CETP

El gen de la proteina transportadora de esteres de colesterol (CETP) se encuentra situado sobre el
brazo largo del cromosoma 16, en la regién 12-21, consta de 16 exones, con 25 kpb de DNA
genomico, muy cercano at locus de LCAT. Este gen produce una proteina de 476 aminoacidos con un
peso molecular aparente de 66 a 74 kDa, consta de cuatro sitios N-glicosilados y numerosas regiones
hidrofébicas (cerca de 44%). También cuenta con un dominio C-terminal hidrofobico que se ha

postulado como el sitio de interaccién con las lipoproteinas. ™'
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Existe una diferencia entre el peso molecular del péptido del cDNA de CETP (53,000 Da) y la CETP

purificada del plasma (74,000 Da) lo que demuestra que existen modi iones post: 1scripcionales
antes de dar origen a la proteina madura.

En los seres humanos el suministro mas abundante de RNAm de la CETP es el higado, bazo y tejido
adiposo y con niveles mas bajos de expresion en el intestino delgado, gldndula adrenal, riidn y

corazén. E! tejido que tiene una mayor concentracion de RNAm de la CETP es el tejido adiposo.'®

Il.1 MECANISMO DE TRASFERENCIA DE LA CETP

En el plasma, la CETP circula principalmente unida a HOL y tiene ia capacidad de intercambiar
ésteres de colesterol, triacilgliceroles y fosfolipidos entre lipoproteinas.

Aun se desconoce con certeza cémo se une la CETP a las lipoproteinas, sin embargo, se tienen datos
que sugieren la existencia de distintos sitios de unidn para triaciigliceroles, ésteres de colesterol
(lipidos neutros) y fosfolipidos. Lo anterior se ha demostrado por medio de experimentos en los cuales
se efectda la delecion de los residuos 470475 de la proteina, disminuyendo asi la transferencia de
ésteres de colesterol y tnaciigliceroles, pero no la de fosfolipidos. En consecuencia ta CETP presenta
dominios diferentes para unir a estos lipidos, aun cuando comparten el mismo mecanismo de
transferencia.’’

Se ha propuesto que la unién de la CETP con las lipoproteinas es por medio de interacciones idnicas,
entre una posible carga positiva entre los residuos de la proteina y una carga negativa en 10s grupos
fosfatos de las lipoproteinas, la aita estabilidad del complejo CETP-fosfatidilcolina en la superficie de
tas lipoproteinas, el cual depende de un balance hidréfobo y electrostatico '

Se han propuesto dos mecanismos diferentes por los cuales se lleva acabo la transferencia de ésteres
de colesterol, triacilglicerofes (lipidos neutros) y fosfolipidos. El primer mecanismo propone que la
CETP puede actuar como acarreador de lipidos neutros, entre el donador y aceptor, es decir la CETP
se une al donador y éste le cede [os lipidos (CE, Tg, y PC), al aceptor.

El siguiente mecanismo involucra un compiejo temario entre et donador, la CETP y el aceptor. En este
mecanismo la CETP desempefia un papel de puente hidrofébico por el cual se Neva a cabo la

transferencia de lipidos. En la Fig. 9 se presentan los dos mecanismos. *®
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Fig. 9a. Mecanismo l. Le cETP acenaa una molécula de Fig. 5b. Iuecemsmc . La CETP forma un complejo
Tg o CE gesde una pi hacia una ), QU ala CETPy ambas Ilpopnxalnas
déndose et ln!en:amblo

1.2 REGULACION DE LA CETP
Se ha demostrado en experimentos con anir}rales que existe un aumento en la concentracion del

RNAmMm, actividad y masa de CETP en el higado, tejido adiposo, corazén y misculo esquelético, en
respuesta a una dieta rica en colesterol y grasas saturadas. Este efecto también se ha observado en
los humanos.'4*%1°

Se propone experimentos anterioras que al aumentar tanto la actividad como la concentracién de la
CETP plasmatica podria reciclar una mayor cantidad de colesterol, resultado de la lipdlisis de los
quilomicrones depositado en la célula al dar una dieta rica en colesterol.

La CETP es también alterada por algunas hormmonas y drogas. La actividad de la CETP se ve
aumentada en mujeres en el primer trimestre del embarazo, esto sugiere que la CETP se ve
modificada por hormonas sexuales. La terapia con corticosteroides esta asociada con una reduccion
de CETP tanto en sujetos normales como en pacientes con sindrome nefrotico. En estudios con
ratones transgénicos para CETP se ha demostrado que !a terapia con corticoesteroides decrece los
niveles plasmaticos de la CETP y una reduccién del RNAmM de la CETP en el higado. El Probucol
(farmaco hipolipemiante) esta asociado con un incremento en plasma de CETP. Estudios en hamster
sugieren que el probucol incrementa la cantidad de RNAmM de la CETP en tejido adiposo, siempre y

cuando exista una dieta rica en colesterol. Lo contrario sucede en ei ser humano, baja los niveles de

RNAmM de ta CETP en el tejido adiposo, 4%
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1.3 ALTERACIONES GENETICAS DE LA CETP EN HUMANOS

Se han reportado varias mutaciones presentes en el gen de la CETP causantes de deficiencias de su
actividad y masa reflejAndose en un incremento o decremento en los niveles de C-HDL.?° Una de las
mutaciones mas conocida y estudiada, que se presenta como polimorfismo, es [a vanante identificable
por la enzima de restriccion Taq 1B. Es el cambio de una Guanina por una Adenina (G-A) del
nucledtido 277 en el intrdn 1. Al alelo transportador del sitio de corte para la enzima Taq 1B se le
denomind B1, mientras que cuando no existe el sitio de corte para la enzima se le denomind B2, A los
sujetos homocigotos para el alelo B1 (B1B1 G/G) se les ha atribuido altos niveles de actividad CETP
y bajos niveles de C-HDL en comparacién con los sujetos heterocigotos B1B2 (G/A) o sujetos
homocigotos para B2B2 (A/A). Estos uitimos tienen una actividad baja de CETP y niveles altos de C-
HoL. 2

Existen ademas otros polimorfismos y alteraciones genéticas asociadas a incrementos o decrementos
de la actividad CETP aunados a modificaciones en la concentracion de C-HDL y su efecto de
desarroliar enfermedad arterial coronaria.

Existen también evidencias de que la deficiencia genética de la CETP esta relacionada con una
deficiencia de LH.?? Se han realizado estudios en los que se encontrd que individuos con deficiencia
de CETP y LH tienen un alto riesgo de desarrollar ateroscierosis, mientras que solo la deficiencia de la

CETP no aumenta el riesgo %2

1.4 CETP E HIPOALFALIPOPROTEINEMIA

El término hipoalfalipoproteinemia se define como concentraciones plasmaéticas de C-HDL por debajo
de la décima percentila ajustada por la edad y sexo de! sujeto."Son varios los factores que detemminan
las concentraciones bajas de C-HDL, entre Ias que destacan las proteinas y enzimas que intervienen
en el transporte reverso del colesterol (TRC) entre las que podemos incluir a la CETP.2*

Como ya se menciond anteriormente la CETP promueve la redistribucidn de ésteres de colesterol,
triacilgliceroles y en menor proporcién los fosfolipidos entre lipoproteinas. La habilidad de esta
proteina facilita la remodelaciéon en la composicidon de las lipoproteinas, principalimente en las HDL,

por lo que representa un paso importante en el metabolismo intravascuilar.
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En la remodelacién de esta proteina se destaca el movimiento de apo A-l de moléculas de HDL con
migracién a a moléculas HDL con migracién pre-8, como consecuencia una disminucion en el tamario
de particulas y una reduccibn en la cantidad de ésteres de colesterol en las particulas HDL
favoreciendo asi el trasporte reverso. Esta proteina también afecta los niveles de LDL y su interaccidn
con su receptor LDL, facilitando la conversion de VLDL a LDL.*®

Estos efectos provocan una disminucion de C-HDL, es decir una hipoalfalipoproteinemia, pero esto no
implica que un aumento en los niveles de la CETP en plasma y niveles bajos de C-HDL sean un
riesgo de presentar cardiopatia o por el contrario una deficiencia de CETP con un aumento de C-HDL
sea un factor protector para el desarrollo de la enfermedad.?®

Sin embargo, existe controversia en el papel que juega la CETP en el transporte reverso del
colesterol, ya que existen evidencias de que la CETP puede favorecer o no favorecer la aterogénesis.

Se han hecho estudios en conejos (especies con actividad CETP normal por naturaleza) en ia cual se
presenta un efecto de la CETP potencialmente anti-aterogénico, mientras que en los ratones
(especies deficientes de CETP por naturaleza) se han reportado ambos efectos pro y anti-aterogénico,
dependiendo de la via metabdlica. Ambos casos se presentan igualmente en los hurmanos. Individuos
en que la deficiencia de ia CETP coincide con una concentraciéon de C-HDL de 41-60 mg/dL tienen un
50% de incremento de cardiopatia isquémica coronara. Sin embargo cuando la deficiencia de la
CETP esta asociada con niveles de C-HDL mayor a 60mg/dL, {a incidencia de presentar aterosclerosis

es baja, comparada con la de ios individuos en que los niveles de C-HDL estan elevados, no estando

asociados a una deficiencia de la CETP.?

1.8 RELACION ENTRE LA CETP Y LA ENFERMEDAD ATEROSCLEROSA CORONARIA (EAC)

La enfermedad aterosclerosa coronaria es una de las causas mas frecuentes de morbilidad y
mortalidad en adultos mexicanos segun la Secretaria de Salud®®, asi también en paises desarrollados.
En México se ha demostrado que la poblacion tiene una predisposicién genética de presentar varias
formas de dislipidemias, entre ellas Colesterol-HDL bajo (hipoalfalipoproteinemia). Aunado a elio,
varios reportes describen que aproximadamente el 85% de pacientes que presentan enfermmedad

aterosclerosa coronaria (EAC) estdn asociados a uno o mas factores de riesgo como son: edad
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avanzada, diabetes tipo 2, hipertensién, tabaquismo, antecedentes hereditarios de cardiopatia o algdn
tipo de dislipidemia.?>2® ’

En consecuencia todos estos factores de riesgo podrian tener relacién o incluso tener su ongen en
alteraciones de la actividad de la CETP. La relacién que existe entre la CETP, sus alteraciones
genéticas y la susceptibilidad prematura a la aterosclerosis son muy complejas, ya que existen
evidencias de ambos efectos, pro- y anti-aterogénico.

Como se menciond anteriormente, aun es controversia si la CETP puede jugar un papel activo en el
desarrolio de la aterosclerosis. Por una parte algunos indicios como la relacién inversa entre CETP y
los niveles de C-HDL, o la ausencia de CETP en ratones que son modelos muy malos de
aterosclerosis, se orientan a postular a la CETP como aterogénica. Sin embargo, otro tipo de
evidancias como la generacién de particulas pre-f por accién de la CETP o la presencia de
aterosclerosis temprana en la deficiencia homocigdtica de CETP, sefialan a la CETP como una

protelna antiaterogénica®®,

A. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis cuyo nombre proviene de los térmminos griegos athéra (papilla) y skl/érosis
(endurecimiento), es una enfermedad de la capa intima de las arterias de mediano y gran calibre
caracterizada por proliferacién de células musculares lisas (CMLV) y depdsito de lipidos que
conforman placas visibles, >

La pared arterial consta de tres capas o tunicas: una capa exterior de tejido conjuntivo, una capa
media de fibras elasticas transversales y fibras musculares lisas y una capa interior o intima formada
por células endoteliales que estan en contacto con el flujo sanguineo (endotelio vascular). Las
regiones arteriales mas susceptibles de sufrir aterosclerosis son aquellas que presentan una retencioén
incrementada de lipoproteinas aterogénicas como LDL, que es la fuente principal de colesterol, Lp(a) y
lipoproteinas ricas en trglicéridos. Las LDL retenidas sufren modificaciones quimicas y estructurales
dando lugar a particulas de LDL agregadas, oxidada y liposomas ricos en colesterol no
esterificado.”' 233

Se ha observado que la evolucidén de las placas hacia procesos trombdéticos depende mas de la

composicién de la placa (tipo de placa) que del grado de estenosis (tamafio de ta placa) Ademas
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contienen un nucleo lipidico que se compone de lipido extracelular, que deriva de la retencién de LDL,
y lipido situado intracelularmente en macréfagos y CMLV. Asi como también contienen una elevada
cantidad de células inflamatorias que liberan citosina activando las CMLV. Las CMLV activadas y las
células inflamatorias, dando lugar a la rotura de la placa. Los linfocitos T estimulan este proceso al
secretar interferén que inhibe la produccion de colageno por CMLV y conduce a |a apoptosis de estas
células. Algunos de los factores responsables del incremento de potencial aterogénico de la placa
después de su rotura son el contenido de factor tisular (FT) en la placa expuesta y el nimero de
células espumosas derivadas de macrdfagos que producen FT. También el alto contenido de
colesterol de LDL y colesterol total puede incrementar la activacién y la agregacion plaquetarias,

facilitando la unién de fibrinégeno.>
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{It. JUSTIFICACION

Se a puesto de manifiesto en México que la poblacién tiene una predisposicidn genética de presentar
varias formas de dislipidernias, en particular bajos niveles de C-HDL, asi como de desarmrollar
enfermedades cardiovasculares; esto se ha atribuido a habitos y estilos de vida como son: un
consumo alto de calorias, tabaquismo, consumo de alcohol y sedentarismo.>®

Como se ha mencionando previamente, la CETP juega un papel importante en la modulacion
cualitati y cuantitati de los niveles de C-HDL via el transporte reverso del colesterol. Se ha

descrito que un incremento en la actividad de la CETP puede disminuir los niveles de C-HDL, esto se
puede deber a la capacidad que tiene la CETP de transferir ésteres de colesterol de las HDL a las

lipoproteinas ricas en triacilgli oles. En cor uencia, la CETP tiene influencia sobre el metabolismo

de otras lipoproteinas. También es conocida la relacién inversa que existe entre los niveles de C-HDL
y el riesgo de presemtar cardiopatia. En este sentido, es importante enfatizar que la poblacién
mexicana presenta niveles de C-HDL notablemente mas bajos que otros grupos étnicos o que
representa un riesgo de desarrollar EAC.?>

Al existir una influencia de la CETP sobre el metabolismo de las HDL y que éstas a su vez tienen una
relacidén con el riesgo de desamollar enfermedad aterosclerosa coronaria, es importante implementar
un método para la determinacién de la actividad en plasma de esta proteina de transporte, investigar
la posible relacidn existente entre la actividad de la CETP, sus alteraciones genéticas y el desamolio

de presentar cardiopatia en mexicanos, ya que en nuestro pais no existe Ningan reporte al respecto.
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V. HIPOTESIS

La determinacién de la actividad de la Proteina de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP)

puede realizarse por meétodos fluorescentes y radiactivos.

Asumiendo que la enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) esta asociada a alteraciones del

metabolismo de las lipoproteinas de aita densidad (HDL), y como la CETP juega un papel activo en

ese metabolismo, esperamos que:

A
A,

8.

En los pacientes que presentan cardiopatia isquémica coronaria existan alteraciones de la
actividad de la Proteina de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP) al compararios con
sujetos sanos.

Si la proteina de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP) tiene influencia sobre el
metabolismo de las HDL, al existir una alteracion sobre dicha proteina también se veran afectados
los niveles de C-HDL.

St existe una relacidn entre el polimorfismo Taq1B y la actividad de la Proteina de transferencia de

ésteres de Colesterol (CETP), los niveles de C-HDL plasmaticos tendran una dependencia del

genotipo.

OBJETIVOS

OBJETIVOS PRINCIPALES
Comparar y establecer si existen diferencias de actividad de la Proteina de transferencia de
ésteres de Colesterol (CETP), perfil de lipidos y el desarrollo de la enfermedad aterosclerosa
coronaria (EAC) en sujetos con y sin diagnostico de la enfermedad.
Implementar un método de Laboratorio para la determinacion de la actividad de la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP).

OBJETIVOS SECUNDARIOS
Caracterizar las diferencias que existen entre el tamario y composicion de !a lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y la actividad de la Proteina de transferencia de ésteres de Colesteroi (CETP).
Determinar los niveles de actividad de la Proteina de transferencia de ésteres de Colesterol

(CETP) para pacientes con cardiopatia asi como para sujetos normales.
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Caracterizar el efecto que tiene el polimorfismo Taq 1B sobre la actividad de la Proteina de

transferencia de é&steres de Colesterol (CETP) y el perfil de lipidos.

26



METODOLOGIA

Vi. MATERIAL
A. GRUPOS DE ESTUDIO

Se estudiaron a 151 sujetos, agrupados en tres categorias; sujetos con enfermedad aterosclerosa
coronaria, sujetos sin diagndstico de la enfermedad y sujetos cuyo palimorfismo Tag 18 es conocido.
Estos sujetos acudieron a distintos departamentos del Instituto Nacional de Cardiologia “ignacio
Chavez".

En el momento de admisidn se les realizd una historia clinica en {a cual se incluyen las caracteristicas
antropométricas. Los criterios de seleccién que deben de reunir los sujetos para cada uno de los
grupos en estudio, que se mencionan a continuacion.

1. Sujetos sin diagndstico de cardiopatia

Se seleccionaron 60 sujetos donadores del Banco de Sangre de este Hospital, proporcionados por la
Dra. Mejia, clinicamente sanos con edades comprendidas entre 18 y 60 afios, sin padecimientos
cronicos, sin antecedentes clinicos, ni familiares con enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC), ni de
diabetes, normotensos, sin enfermedades hepdaticas previas, sin haber recibido aigin tipo de vacuna

en los Ultimos seis meses y sin estar en tratamiento médico de ningun tipo.

2. Sujetos con cardiopatia
Se seleccionarcon 31 sujetos aleatoriamente, que participaron en el programa de educacién preventiva
que realizé el departamento de Endocrinologia y estos fueron proporcionados por el Dr. Carlos
Posadas. Los sujetos que se han integraron a este programa han sufrido al menos un infarto agudo de

miocardio por isquemia ateroscierosa coronana.

3. Sujetos con fenotipo Taq18 conocido
Se seleccionaron 68 sujetos con caracterizacion previa de su polimorfismo Taq1B, bajo el trabajo de
tesis de Galicia M, 2002; 22 sujetos con genotipo B181, 24 sujetos con genotipo B1B2, 22 sujetos con
genotipo B82B2. Los sujetos que integran este estudio son clinicamente sanos, de poblacidn abierta,

sin padecimientos crénicos, sin antecedentes familiares de EAC, no hipertensos, no diabéticos, sin

tratamiento medico de ningun tipo.
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B. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de sangre de todos los sujetos en estudio, se colectaron en tubos de vidrio con Naaz.
EDTA (1.5 mg/mL), después de que los sujetos cumplieran un ayuno no menor de 12 h.

Para separar el plasma del paquete celular, se centrifugd la muestra 15 min. a 3500 rpm.
Posteriormente se hicieron alicuotas del plasma y se refrigeraron a — 70°C, estas se utilizaron para la
determinacion de actividad CETP, perfil de lipidos, subpoblacién de HDL y lipoproteinas plasmaticas.
C. ANALISIS DE LABORATORIO

Se llevd acabo la determinacidn de Cc ol total, C ol-HDL , triglicéridos y fosfolipidos

mediante métodos enzimaticos y colorimetritos, el C-HDL fue determinado en el sobrenadante
después de precipitar las apo B con una solucién precipitante de sulfato de dextrana/magnésio (Ciba-
Coming). El colesterol LDL fue calculado mediante la ecuacién de Friedewalds (C-LDL = C-Total — C-
HDL —(Tg/5)) La determinacion de apo B se realizé por métodos de nefelometria.

D. SUBPOBLACIONES DE HDL

El plasma obtenido se ajusta a una densidad =1.063 g/mL con KBr sélido y se somete a una ultra
centrifugacion secuencial a 110,000 rpm durante 2 h 16 min. En esta parte primeramente se aislaron
las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, IDL, LDL). Ei remanente de plasma se ajusté a una
densidad =1.210 g/mL con KBr sdlido y se somete a uitra centrifugacion a 110,000 rpm por 2 h 35 min.
En esta etapa se separan las HOL, sin contaminacidn de Apo B, bajo estas condiciones, del 80% a
85% de la Apo Al del total del plasma se recupero de las fracciones de HDL, segun se verificd por
electroforesis con SDS.

Después de llevar a cabo la separacién de las HDL por ultra centrifugacioén, se realizé una didlisis
con una solucién amortiguadora de TBE (Trs-Borato-EDTA pH=8.4), posteriomnente se llevé a cabo
una electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante con un gradiente del 4% al 30%,
usando como marcadores de peso molecular, proteinas globulares (Pharmmacia, Uppsala, Suecia).
Previamente se cuantificé 1a cantidad de proteina (Método de Lowry) para establecer ia cantidad de
muestra equivalente a 20 ug de proteina con solucién de muestra (sacarosa-azul de bromofeno!l en
solucién amortiguadora de TBE, 1uL de solucion/t10ug de proteina) que se depositan en cada pozo del
gel. Se realizé una precormrida del gel a 20 volts por 15 min para equilibrar el gel en ia solucién

amortiguadora de TBE, después se depasité la muestra en cada pozo y se comio a 70 volts por 15
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min. para concentrar ia muestra y por Ultimo se comié 20 h a 165 volts, después de este tiempo se
detuvo la electroforesis, para visualizar las bandas de proteina de HDL y marcadores se realizé una
tincién con azul Coomasie (Bio-Rad R-250) y finalmente se analizé por densitometria (Molecular
Analyst Sorware Version 1.1,1994 Bio-Rad), para determinar los didmetros de las HDL.

E. AISLAMIENTO DE APO Al

Se obtuvieron HDL por ultra centrifugacidn secuencial, posteriormente se liofilizaron y se deslipidaron
con una mezcla de solventes organicos (etanol: éter; 2:1). La parte proteica se disolvid en solucién
Tris-HCI 30mM (Boehringer Mannheim) y solucién amortiguadora de Urea 6M pH =8.0, esta mezcia se
separd por cromatografia de im‘ercambio iénico, para obtener Apo Al, usando una columna uUno™-Q1
(Bio Rad Serie Q1-2291) acoplada a un sistema de cromatografia Bio Rad Dou Flow. La elusion de
proteinas se realizé con un gradiente lineal en la misma solucién amortiguadora conteniendo NaCl 0.1
M. Se colectaron fracciones de 250uL y se seleccionaron solo las fracciones que contenian apo Al,
esto se verificé con una electroforesis con SDS en un gradiente de 4% a 21%, haciendo visibles las
bandas con una tincién de azul de Coomasie, obteniéndose una pureza del 98%. La concentracién de
Apo Al fue estimada por espectrofotometria, asumiendo un coeficiente de extincién molar =1.13
mi/mg*cm. Las fracciones que contenian apo Al se dializaron con Bicarbonato de amonio 5mM,
posteriormente se liofilizaron y se aimacenaron a —20°C.

F. TIPIFICACION DEL POLIMORFISMO Taq 1B

La tipificacidn de este polimorfismo se realizé en el Departamento de Endocrinologia del Instituto
Nacional de Cardiologia, de acuerdo al método descrito en el Apéndice 2.7' LLas muestras de plasma
de los sujetos fenotipados nos las otorgd amablemente el Dr. Cardoso dentro del marco de un

programa de cooperacion cientifica,
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vi. METODOS

A. METODO FLUORESCENTE

Este primer método que probamos para detenminar la actividad de la CETP, fue descrito previamente
por Ohnishi et. al. 1994, se basa en la transferencia de fosfatidilcolina desde un liposoma donador
hacia otro aceptor. La transferencia se puede cuantificar utilizando fosfatidilcolina marcada con pireno
(Pyr) en las particulas donadoras, aprovechando la caracteristica del pireno de formar eximeros. En
efecto, el pireno es un compuesto ciclico fluorescente que tiene la caracteristica de formar eximeros
cuando se encuentra en altas concentraciones locales. Cuando el pireno se excita con una longitud de
onda de 340 nm, los eximeros emiten a una longitud de onda de 475 nm, mientras el mondmero emite
a una longitud de onda de 398 nm. De esta manera, la transferencia de fosfolipidos de un liposoma
marcado a uno no marcado, facilitada por la CETP, disminuye las concentraciones locales de pireno y
por tanto, de eximeros. Lo anterior se traduce en una disminucién en la emision de la fluorescencia a
475 nm acompafiada de un ligero aumento en la emisidon a 398 nm. Aprovechando esta caracteristica

medimos ia transferencia de particulas entre los liposomas donadores y aceptores.

@@

Pireno

Fig. 10 Estructura quimicea del pireno

s PREPARACION DE LIPOSOMAS

= Liposomas donadores
Los liposomas fueron preparados mezciando 2 mg fosfatidilcolina-CHCl,, 2 mg Triaciiglicerol y 0.1 mg
Pyr-Colesterol esterificado-hexano, en un tubo de vidrio, se evapord el disolvente bajo una cormiente
de N,y agitacidn y finaimente la mezcia se seco al vacié durante tres horas. Enseguida se agrego bajo
agitacion enérgica una solucién amortiguadora Tris (Tris10mM, NaCl 140mM, EDTANaz 1nM, NaN;

0.01%, pH 7.4) para formar una suspensién de lipidos. La suspensidn se sometié a 3 ciclos de
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sonicacién de 10 minutos continuos cada uno, por medio de una sonda de titanio acoplada a un
disruptor celular por uiltrasonido pa}a formar los liposomas. Los liposomas se separaron de los restos
de titanio de la sonda, asi como de los lipidos que no se integraron a estructuras estables bien
definidas, por una ultracentrifugaciéon de 30 min. a 90000 rpm, seguida de una separacién en una
columna de 1 X10 crm de gel de sefarosa 4B (Phamacia, Uppsala Suecia), acoplada a un sistema de
cromatografia liquida DuoFlow (Bio Rad). De asta manera obtuvimos particulas homogéneas, de las
mismas caracteristicas en tamafio y composicidn, evitando asi la trasferencia de fosfolipidos
promovida por colisiones entre particulas de diferentes tensiones de superficie. Se colectd el pico
principal del perfil de eiusién en fracciones de 1 mL. Para establecer cudles de las fracciones
contenian particulas con proporciones similares de eximeros y mondmeros,-deteminamos el cociente
de las emisiones de eximero/ monomero (E/M). Las fracciones con los cocientes E/M mayores e
iguales, se mezclaron y se utilizé como el substrato donador. E| substrato asi preparado es estable
durante al menos 4 semanas si s& mantienen al abrigo de la luz y en refrigeracién. Para terminar se
determina el contenido de fosfolipidos en el substrato.
e Liposomas aceptores
Los liposomas fueron preparados mezclando 2 mg fosfatidilcolina-CHCh y 2 mg Triaciiglicerol, en un
tubo de vidrio y se realiza €l mismo procedimiento que para las particulas marcadas. Para seleccionar
las fracciones utiles, se tomd como modelo el cromatdgrama de las particulas flucrescentes. A la
mezcla de las fracciones se les determinan los fosfolipidos.
e« Transferencia CETP

Para llevar acabo la reaccidn se colocaron 0.8 ug de fosfolipidos de particulas donadoras (marcadas
con Pry) y 7.2 ng de fosfolipidos de particulas aceptoras (no marcadas). La mezcla se lleva a un
volumen de 1 mi con solucién amortiguadora Tris (CETP), y se coloca en el fluorometro para realizar
un barrido de fluorescencia y una lectura inicial de la emision de eximeros (475nm) y monémeros
(398nm) de pireno. Posteriormente se agregan 10 pl de plasma, y se realizan lecturas a longitudes de
onda de emisidon de 475nm para el eximero y 398 nm para el monémero, con una longitud de onda de
excitacion de 340 nm, cada minuto durante 10 minutos y después de este tiempo se toman lecturas

cada hora durante 24h manteniendo la reaccion a 37 “C.
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Posteriormente se realizan los calculos necesarios para obtener la trasferencia entre las particulas en
base a una férmula empirica descrita por Ohnishi et. al>®

B. METODO RADIACTIVO
L.a actividad CETP se determind de acuerdo al método descrito por Tollefson JH et al en 1986, con

modi iones realizadas en nuestro laboratorio.™

a) Preparacion de sustrato aceptor (VL.DL, IDL, LDL)

Se extrae sangre total de sujetos sanos en tubos con EDTA-Na;, (1.5 mg/ml), para separar el paquete
celular del plasma se centrifuga a 3500 rpm por 10 min., se extrae el plasma y se agrega aprotinina
(10ul/mi plasma) y PMSF (1ul/ml plasma) como inhibidores de proteasas. Posteriormente se ajusta el
plasma a densidad =1.060 g/ml) con KBr sélido y esta fraccién se separa por ultracentifugacion
secuencial. El sobrenadante obtenido se dializa en una solucién amortiguadora 0.14 M NaClt /10mm
Tris /mM EDTA/0.01% azida de sodio a un pH 7.4. Finalmente se reajizan alicuotas de 1 mly se
guardan a -20 *C. Para verificar la calidad de] sustrato (VLDL, IDL), se cuantifican proteinas y se
realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida con un gradiente de 3% a 19% en presencia de
SDS.

b) Preparacidn de H-Colesterol Esterificado HDL3:

Con el remanente de la anterior centrifugacion se realiza un pool y se ajusta a una densidad = 1.11
g/ml con KBr sdélido y se centrifuga a 110,000 rpm durante 2 h 35 min. a 10° C (Beckman Optima
TLX). la densidad es ajustada por la adiccion de KB8r sdlido (Laitz), el sobrenadante se desecha (LDL
+ HDL2) y el remanente (HDL; + plasma), se dializa contra amortiguador Tris. Después de la didlisis se
recupera la muestra, se coloca en un tubo de vidrio y se le agregan 100 ul de *H-Colesterol en etanol
(equivalente a 50 uCi [1a,2a(n)-°H] Colesterol, amersham pharmacia biotech), gota a gota y con una
suave agitacion. Se deja incubar por 18h a 37°C, se ajusta a una densidad =1.25 g/mi con K8r sélido
y se realiza una ultracentrifugacion a 110,000 rpm durante 2 h 35 min. para obtener HDLs . El KBr se
elimina por medio de una nueva didlisis contra una amortiguador Tris por dos dias. Al término de la
didlisis se recupera la muestra y se realizan alicuotas de 200 ul. y se guardan a —20 °C. Para
determinar el porcentaje de esterificacién se realiza una extraccién de los lipidos con cloroformo-
metano! 2:1 y se separan el colesterol libre del esterificado por cromatografia en capa fina utilizando

placas de poliéster cubiertas de gel de silice (Aldrich,Milwaukee W) y como eluyente éter de petréieo,
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éter etitico y acido acético (90:10:5, v/v). La placa se revela con yodo sublimado (i), y se identifican
las posiciones del colesterol libre y esterificado por medio de los estandares comespondiantes. Las
zonas que corresponden a cada uno de ellos se recorta y se determina la radiactividad en un contador
de radiacion beta (Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB 2200CA Packard) utilizando 4 mi liquido de
centelleo por muestra (CytoScint,ICN Costa Mesa, CA). El porcentaje de esterificacion se calcula con
base en la cantidad de radiactividad de los ésteres de colesterol respecto a la radiactividad total
recuperada en ia placa. Para controlar la calidad de nuestras HDL,, se realiza una electroforesis
adicionando SDS, en gel de poliacrilamida con un gradiente 4% a 21% y otra en gel de poliacrilamida

en condiciones nativas con un gradiente 4% a 30%

¢) Transferencia CETP

£n un tubo de plastico desechable de fondo cénico se colocan 3ut. de donador (HDL3->H) equivalente
a 10,000 dpm (equivalente a 120pg de proteina), se agregan 100uL de aceptor (VLDL,LDL),
equivalente a 240ug proteina. La mezcla debe tener una proporcion 1:2, donador: aceptor. Se
agregan 10 ul del plasma problema, 500 puL de solucidn amortiguadora Tris y S© mezcla suavemente.
Para el blanco se agrega lo mismo excepto el plasma y todas las muestras se realizan por duplicado,
Se incuba a 37°C por 16 h. Después de la incubacién se toman 100 ul. de la mezcla, al restante se
agrega 50 ulL de reactivo precipitante. Las lipoproteinas LDL y VLDL son precipitadas con suffato de
dextrana y sulfato de magnesio, permaneciendo en el sobrenadante las HDL, posteriormente se
centrifuga después de 5 min a 2500 rpm 10 min. Del sobrenadante se toma una alicuota de 100 uL,
ambas alicuotas se colocan en frasco de vidrio por separado, se les agrega 4 ml de liquido de
centello, para su posterior lectura en el contador de radiacion beta. Los resuitados se expresan como

el porcentaje de radiactividad transferida a la fraccion precipitada.
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RESULTADOS

Vill. METODO FLUORESCENTE

En una primera etapa se prepararon los liposomas que se utilizaron como sustrato segun se describe
en el capitulo de metodologia. La Fig.11 comesponde al perfii de elucidbn de la columna de
cromatografia en gel de sefarosa 4B del sustrato preparado. Se muestra igualmente el cociente E/M
de las fracciones recuperadas. Cuando los cocientes E/M son semejantes entre las fracciones, nos
indica que contienen liposomas con proporciones similares de CE-Pyr respecto a los fosfolipidos
totales. En consecuencia se seleccionaron las fracciones colectadas de la 6 a 1a 11 para ser utilizadas
como substrato donador de ia marca de pireno. Para las vesiculas aceptoras se procedié de la misma

manera y se seleccionaron las mismas fracciones 6 a la 11 como substrato aceptor.
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ala Las
que se separan y se hace una mezcla entre ellas. Esta mezcia se utiliza para la reaccién da trasferencia con la CETP.

La presencia de eximeros en los liposomas marcados se verificé por medio de un espectro de emisién

entre 355 y 500 nm (Fig 12). Se observan los dos picos caracteristicos de flucrescencia de los
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monémeros del pireno a 378 y 398 nm, mientras que los eximeros se manifiestan por un maximo de

emision a 475 nm>
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Fig. 12. i@ para los liposomas marcados con PhCoI Pyr (2 mg fosfatidilcolina, 2 mg
Macllgllceml y 0 1 rng Pyr ~CE) qua se realiza de 355 a 500 nm para observar el a375y 398nm
y del eximero a8 475 ni

Con los liposomas marcados y no marcados asi preparados, procedimos a determinar la actividad .
CETP de un muestra de plasma control recién obtenido. Se pusieron en contacto el donador y el
aceptor en una relacién (1:9) respectivamente y se determinaron de manera continua y simuitanea las
emisiones del mondmero a 398 y del eximero 475nm. Esta mezcla se incubd a 37°C durante 24 h
para determinar si existian intercambios inespecificos de la marca fluorescente. Observamos que
después del tiempo de incubacién, la proporcidon E/M se mantenia sin cambio respecto al tiempo
inicial, indicando que no existen intercambios inespecificos entre los liposomas. Considerando al valor
inicial de E/M como un 100%, al afiadir el plasma de ensayo, observamos un incremento inmediato en
el cociente E/M del 15% aproximadamente. Observamos un aumento similar en el porcentaje de E/M
inicial cuando anadimos un plasma inactivado a 60°C, indicando que tal incremento inicial es
inespecifico y se debe muy probablemente a sustancias plasmaticas que emiten en las longitudes de
onda utilizadas o a la presencia de particulas que generan dispersion de luz. Para estimar el maximo
decremento del porcentaje E/M inicial debido a la transferencia facilitada por la CETP, en los
resultados obtenidos mas adelante se considerd el incremento debido a la adicion de la muestra,

realizando una correccion.
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Bajo las condiciones descritas armriba, no ocbservamos mas del 5% de decremento en el porcentaje de
E/M inicial después de incubar 24 h a 37°C (resultados no mostrados). Por 1o anterior, se agregaron
20 ug de apolipoproteina Al por ensayo con el fin de reestructurar a los liposomas y favorecer la
transferencia mediada por CETP, La cinética de transferencia bajo estas condiciones se presenta en
la Fig. 13. La transferencia de ésteres de colesterol marcado desde la particula donadora hacia el
aceptor resulta en una dilucién local de pireno y como consecuencia una disminucion de la cantidad
de eximeros existentes. Desde el tiempo O hasta las 5 h la fluorescencia del eximero disminuye y la
del monédmero aumenta, indicando que se esta llevando a cabo la transferencia de ésteres de
colesterol. A las 12h de incubacidén se alcanzd la transferencia maxima, que equivale para este pool
de plasma control a 23.5% de reduccién del porcentaje del cociente E/M Inicial, corregido por et
incremento inespecifico producido por la adicién del plasma a la mezcla de transferencia (10.1%). La
ausencia de transferencia cuando se adiciona un suero inactivado a 60°C, 30 min, indica la
especificidad de la prueba. En resumen, las condiciones adecuadas para estimar la actividad CETP
utilizando esta sonda fluorescente son: 12h de incubacién a 37°C. Bajo estas condiciones se alcanza
una transferencia maxima equivalente al 23.5% de reduccién en el E/M inicial. No obstante, la
transferencia medida como punto final. posee poco significado para evaluar la actividad CETP por
este método fluorescente. En su lugar, es preferible expresar el porcentaje de transferencia como una
tasa de transferencia fraccional un mejor indicador de la actividad CETP que la medicién a punto final.
Para estimar la tasa de transferencia k, los datos experimentales de E/M expresados como fraccion de
1, se adecuaron a la ecuacién empirica siguiente:>®
Ln [(Ex/Mon)-b] = -2(k/L4)t + cte

en donde L, reprasenta la cantidad de fosfolipidos presentes en las particulas donadoras, b es el valor
del intercepto en la regresion lineal de la calibracién de la relacidn E/M para el contenido de Pyr en los
liposomas y la C es el valor del intercepto de la regresién lineal de la cinética de la reacciéon. Para el

ensayo presentado en la Fig.14, la tasa de transferencia es de 0.2754 (1/h)
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Para evaluar de manera mas objetiva las posibles bondades de ia determninacion de la actividad CETP

por el método fluorescente, implementamos el método utilizando colesterol tritiado descrito

previamente por Tollefson H. et al. (1986)
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B. METODO RADIACTIVO

Abordamos la adecuacion a nuestro laboratorio de un segundo método, en este caso radiactivo, para
la determminacion de la actividad CETP segun se ha descrito previamente Tollefson et al.1986>% E|l
procedimiento general consiste en dos etapas; la primera consiste en la preparacién del substrato
radiactivo y la segunda es el ensayo para determinar ia actividad.

1. Preparacion del substrato.

Elinfranadante de densidad 1.12 g/mL marcado con colesterol tritiado se incubd segun se describe en
el capitulo de métodos. Bajo estas condiciones, el colesterol se incorpora a la unica poblacién de
lipoproteinas existentes, las HDLs. La incubacién resulta en la esterificacion del colesterol! radiactivo
recién incorporade por medio de la lecitina colesterol acilo transferasa que se encuentra en ese
infranadante. Para establecer la proporciSn de colesterol esterificado presente en nuestro substrato,
realizamos la separacién del colesterol libre del esterificado por medio de una cromatografia en capa
fina segun se describe en el capitulo de métodos. De esta manera deteminamos que por este método
el rendimiento de esterificacién fue del 96.3% en el substrato preparado, con una radiactividad de
3354.7 + 50.9 dpm/ul. Se podria argumentar que el procedimiento de preparacién de los substratos
altere la estructura de las lipoproteinas donadoras y aceptoras. Por lo anterior y para determinar la

integridad de los diferentes substratos, se analizaron por medio de una electroforesis en gradiente de
de la estructura de las

poliacrilamida (Fig 15). Observamos que no i ] iones apr
HDL por el procedimiento al que fueron expuestas.

1 2 3 fDa  Dismetros nm
— —— omwm %5 170
22

104

71

Fig. 15 de at (4-30%). Andiisis de la estructura de HDL, antes (cami No. 1)y
después de introducir 1a sonda rad:acnva 3H-Cotlesterol (camn! No. 2). en el carril No 3 se encuentra el marcador
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Enseguida, se implementaron las condiciones adecuadas para llevar a cabo la reaccién determinando
la cantidad de aceptor, de donador, temperatura y tiempo de incubacion. De acuerdo a lo reportado
previamente por otros autores, el tiempo y la temperatura de incubacién son de 20 h y 37°C,
respectivamente para un volumen de plasma de 20 pl. Nuestros primeros ensayos se lievaron a cabo
bajo estas condiciones.
2. Cantidad de donador y aceptor

Se llevaron a cabo pruebas de actividad CETP utilizando un pool de muestra de plasma y con
diferentes concentraciones de particulas aceptoras y donadoras. Cuando se utilizaron particulas
donadoras conteniendo 3000 dpm de particulas donadoras en presencia de un exceso de particulas
aceptoras (120 pg de proteina) no observamos transferencia. Ahora cuando se utilizaron particulas
donadoras conteniendo 10000, 15000 y 18000 dpm las lecturas fueron muy similares a las tasas de
transferencia obtenidas. Por lo anterior y por principio de economia, partimos de particulas donadoras
que contienen 10000 dpm, correspondiente a 124.43 ug de proteina, para Nuestros ensayos ulteriores.
Ei siguiente parametro a optimizar fue la cantidad de aceptor. Los resultados de las transferencias
obtenidas con las diferentes cantidades de aceptor y particulas donadoras que contienen10000 dpm

se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Efecto de la car de P parala i6n del dor

Cantidad de aceptor| 10 pnl/25 pg. 50uL/120 ug 100 ul/240 ng 200 uL/480 pg
(volumen/ proteina)

% transferencia CETP 1.85 14.59 23.10 15.54
(n=10)

Actividad CETP | 0.022 0.175 0.277 0.186
(mgCE/mL"h)
E3 0.07 .57 113 G.64

cv 3.82 3.88 4.9 4.10

SO: - CV: de

Segun lo descrito anteriormente, con particulas que contienen 10000 dpm (124.3ug de proteina) de

las particulas donadoras y 100uL (240 ug de proteina) de particulas aceptoras, se registro la mayor

transferencia, por lo que se considerd para los ensayos posteriores
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3. Temperatura 6ptima
Después ‘de haber determinado la cantidad de donador y aceptor mas favorable para llevar acabo la

reaccién consideramos la temperatura. Originalmente el método se realiza a 37°C. Sin embargo,
algunos autores®® a 40°C se obtienen tasas de transferencia mas elevadas en menor tiempo. Por lo

tanto decidimos realizar ensayos de transferencia a estas dos temperaturas. Los resultados se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto de la temperatura para la 1 del mé radiactivo.
Temperatura 37°C 40°C

% Transferencia CETP 253 8.25

n=10

Actividad CETP 0.304 0.099
{(mgCE/mL"h)

SD 0.64 0.35

Ccv 4.8 4.29

=3 . CV. de

Como podemos observar donde hubo una mayor transferencia fue a 37°C, probablemente a

temperaturas mas elevadas la CETP se inactiva. Posteriormente se determind el tiempo Sptimo de
transferencia.

4. Tiempo 6ptimo de incubacion
Para estimar el tiempo 6ptimo de transferencia, se realizé una cinética monitoreando durante 24 h la
cantidad de radiactividad transferida, tomando como referencia al aceptor (Fig.16). A las 18 h de
incubacién se presenté un maximo de transferencia que posteriormente disminuye con la incubacién.

Por lo tanto, el intervalo éptimo fué de 16 a 18 h dando una trasferencia de 26.0% para el pool de

plasma utilizado.
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Fig. 16 Cinética de reaccién de transferencia de la CETP. La reaccién se llavd acabo incubando a 37°C 3ul de *H-HOLs

(equivalente a 10000 dpm y 120.g de p. ), como y 1001L de Boeplor (VLDL.LDL, equivalente a8

240ug protelna) en plaaencla de 10 pL da plasrna qQue contiene a la CETP. La fue
entre Jas 16-18h.

4. Reproducibilidad

Una vez establecidas las condicionaes Optimas para el método se procedid a verficar su
reproducibilidad. Para ello, se realizaron detemminaciones de la actividad CETP de un plasma control
10 veces por triplicado cada una, el mismo dia (intra ensayo) y 1 vez por duplicado en 10 dias

diferentes (inter ensayo). Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Variabilidad inter e intra ensayo para la ' del método radl o.
Intra ensayo inter ensayo
% Transferencia ds CETP 783 251 =
n=10
Actividad CETP (mgCE/mL"h) 0.340 0.350
SO 12 0.9
cV 3.94 3.09
SO ~GV: do

5. Eleccién del método

La cinética de transferencia de ésteres de colesterol mediada por la CETP alcanza el maximo de
actividad alrededor de 20 horas . En consecuencia, un método que solo permite trabajar una muestra
a la vez, resulta poco practico, como es el caso del método fluorescente que exploramos. En efecto,
para obtener resultados cuantificables, se requiere monitorear la cinética de desaparicién de eximero
y aumento de la fluorescencia del mondmero durante 16 horas. En las condiciones actuales de

nuestro laboratorio, solo se puede realizar una muestra por ensayo. Por lo anterior, y pese haber
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obtenido resultados alentadores con el marcador fluorescente, evitamos continuar sobre esa linea por
la infactibilidad préctica del método, ya que el objetivo de la prueba es poder evaluar {a actividad
CETP en diferentes muestras de sujetos como se detalla a continuacién. En conclusion, para
continuar con la segunda etapa del presente trabajo, optamos por el método radiactivo que resulté ser

mas practico que el método fluorescente.

ACTIVIDAD CETP Y ENFERMEDAD ATEROSCLEROSA CORONARIA

Después de haber validado el método descrito, la segunda etapa del presente trabajo, consistid en
determinar el impacto que tiene la actividad CETP en dos grupos de sujetos, uno con diagnéstico de
EAC (EAC, n=31) y el segundo sin sintomatologia ni historia familiar de EAC (denominado SDE,

n=52). En la tabla 7 se presentan las caracteristicas antropomeétricas y perfil de lipidos de ambos

grupos.
Tabla 7. Caracteristicas antropométricas y perfil de lipidos de los grupos EAC Y SDE.
SDE EAC P
Media(DS) Media (DS)
No. Sujetos 52 30
Hombres 44 25
Mujeres 8 5
Edad (afios) 29.9(x8.9)" 56.4(+9.8) 0.000
MC (Kglmz) 26.6(+£3.7) 28.0(x.3.4) 0.070
Colesterol {(mg/dL)
Total 165.8(+41.0)" 188.2(+34.5) 0.010
FADL 35 1@112)° 35.4(36.9) 0.000
LDL 86.8 (x39.9)" 118.4(+31.5) 0.000
Triglicéridos (mg/dL) 142.2(x64.3)" 209.5(+70.4) 0.000
Indice aterogénico 2.8(x1.2)" 4.5(+1.3) 0.000
Los valores expresan la media(x DS).
IMC: Indice de masa corporal (pasaftaita’). EAC: sujetos con . SDE sin
B e i entre los grupos EAC y SDE. £/ ico de los se

*Expresa
realizo por una prueba t student.

Se observa que los factores lipidicos de riesgo coronario, a saber, CT, C-LDL. y Tg se encuentran
elevados en el grupo EAC respecto a los sujetos del grupo SDE. Y por el contrarnio, los niveles
plasmaticos de C-HDL son significativamente menores en los sujetos del grupo EAC con respecto a
los del SDE. Como consecuencia, el indice aterogénico, calculado como el cociente del C-Totai-C-

HDL C-HDL, es casi del doble en los sujetos con diagnoéstico de enfermedad aterosclerosa.
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Como se sabe el nivel plasmatico de lipidos esta relacionado con la edad, sexo, IMC, y considerando
que nuestra poblacién no es homogénea en estos factores, se realizé un andlisis estadistico utilizando
una prueba de ANCOVA controlando las variables antes mencionadas, para evitar que actuaran como
variables confusoras. Este analisis nos mostré que sélo el C-LDL mantiene una diferencia significativa
{p<0.018), asi como los triacilgliceroles( p<0.017).

Partiendo de que algunas alteraciones en el perfii de lipidos podrian tener su origen, al menos
parcialmente, en modificaciones de la actividad de la CETP, determinamos la actividad de la proteina
en el plasma de cada uno de los sujetos de ambos grupos. La aclividad promedio de 1os 52 sujetos del
grupe SDE fue de 30.3+0.8% de ésteres de colasterol transferido por 10ul. de plasma, por 18 horas,
muy préxima a la actividad promedio de los 31 sujetos del grupo EAC que fue de 28.8x1.4%, siendo
diferentes no alcanzan significado estadistico. El andlisis estadistico se realizé utilizando una prueba
de ANCOVA controlando las variables confusoras (edad, sexo, IMC).

Al no observar diferencia significativa entre ambos grupos decidimos agrupar a nuestros sujetos por
terciles de actividad CETP (Tabia 8 y 9). Donde observamos que el colesterol total y el C-LDL en el
grupo de sujetos EAC, tienden a disminuir conforme se incrementa la actividad CETP(Grafica 1,2,3)

Sin embargo, dichas tendencias no alcanzaron significado estadistico.

Tabla 8. Resultados analizados por terciles de actividad CETP en sujetos EAC.
EAC-TERCIL 1 2 3

% Transferencia CET P 21.3(3.7) 31.3(22.6) 38.2(22.7)
Actividad CETP | 0.256(x0.04) 0.376(+0.03) 0.458(+0.03)
(mgCE/mL"h)

C-Total mg/mL 204.62(31.9) 181.4(238.6) 178.6(2z30.1)
C-HDL mg/mL 32.5+(4.17) 38.3(£11.7) 35.3(29.7)
C-LDL mg/mL 127.9(245.1) 114.9(x34.3) 112.4(240.1)
Triacilgliceroles mg/mL 275.4(x20.8)" 180.8(x20.3)° 172.2(219.6)
Los Ta Ds). &7 SsTadistico se realizo ULIiZando Una prueba 06 ANCOVA ajustando por edad,
IMC y saxo.

IMC “Indice de masa ?). EAC: suj con . DS:

EAC-TERCIL 1: Expresa al gmpo de sujetos que presentan una menor actividad CET P.
EAC-TERCIL 2: Expresa al grupo de sujetos que p una CETP
EAC-TERCIL 3: Expresa al grupo de sujelos que presenta una mayor actividad CETP.

< EXpIBSB antre ol tercil 1 y ol torcil 3 p<0.002
entre el tercil 1y el tercil 2 p<0.006
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Tabla 9. Resultados analizados por terciles de actividad CETP en sujetos SDE.
SDE-TERCIL 1 2 3

Media (DS) Media (DS) Media (DS)
% Transferencia CET P 24.5(x1.2) 28.9(21.2) 33.7(x2.5)
Actividad CETP [ 0.294(20.01) 0.347(+£0.01) 0.404(+0.03)
{mgCE/mL"h)
C-Total mg/mL 166.41£(49.3) 162.9(x37.9) 168.2(x37.9)
C-HDL mg/mL 45.6x(13.0) 49.3(x9.4)" 40.2(+9.7)
C-LDL mg/mL 95.7(£45.1) 70.5(+34.3) 95.1(x240.1)
Triacilglicerofes mg/mL 136.5(x15.5) 152.5(+x15.4) 13€.8(+16.0)
Los DI =) DsS). EI se realizo una prueba de ANCOVA sjustando por edad,
IMC y edad.
IMC: Indice de masa corporal (pasoftalia®). SOE sujetos sin diag DS:
SDE-TERCIL 1: Exprosa al grupo de sujetos que presentan una menor acuwdad CETP
SDE-TERCIL 2: Expresa al grupo de sujetos que p una CETP
SDE-TERCIL 3. Expresa al grupo de sujstos que prasenta una mayor actividad CETP.
*Expresa iz entre al tercil 2 y ol tercit 3 p<0.002

250 -

200

150

100

Colesterol (mg/mL)

cT C-HDL C-LDL

de {ipidos de sujetos EAC. A jos sujetas EAC

GRAFICA 1. Efecto de la Actividad CETP sobre las

que se les determino % Act. CETP por ol método radiactivo, se divido por terciles de actrvidad. El tercil 1| corresponde al
grupo de sufetos que tienen una actividad mas baja (21.3+3.7). £l tercit 2| cormsponde al grupo de s que tiene una
actividad intermedia (31.3 +2.6). El tercil comrasponde al grupo que n la actividad més alta (38.2+2.7).

CT: Colesterol Total. C-HDL: Colesterol H C-LDL: Colesteroi-LDL
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GRAFICA 2. Efecto de ia Actividad CETP sobrea las i icas de lipidos de sujetos SDE. A los sujetos SDE

que se les detarmino % Act. CETP por el método radiactivo, se divido por tarciles de actividad. El tercil 1 cormasponde al
grupo de sujetos que tenen una activida jjas baja (24.5x1.2). £l tercit Z comesponde al grupo de sujelos que tiene una
actvidad interrnedia (28 9 £ 1.2). El tercil corrasponde al grupo que tienen /a actividad mas aka (33.7x2.5).

CT: Colesteroi Total. C-HDL: Colesterol HDIL. C-LDL: Colesterol-LDL

Triacilgliceroles (mg/dL)

GRAFICA 3. Efecto de la % Actividad CETP sobre las it 'ﬁ i g de ambos sujetos EAC
(sujetos con EAC) y SDE (sujetos sin onbrmsdaihoona. ol torcil spondo a la sctividad mas baja el tercid 2l
[ it yeoltercy 3 @ Ia act) rvldad mas afta, las medias de cada tercil se descnbieron en la

alila
grafica 1y 2 de cada grupo.
La tendencia inversa observada entre la actividad CETP y los niveles de C-HDL no se manifiestan en

el grupo de sujetos SDE. En efecto, no hay una tendencia definida del colesterol total ni del C-L.LDL por
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terciles de CETP en los sujetos SDE (Gréfica 2). En contraste con los sujetos EAC (Grafica 1),
observamos que en el tercil 1 (menor actividad) existen niveles altos de C-total y de C-LDL tendiendo
a disminuir conforme aumenta la actividad, sin que existan modificaciones en el C-HDL en el grupo
EAC.

Respecto a la influencia de la actividad CETP sobre el nivel plasmatico de triglicéridos, nuevamente
observamos un efecto dicotdmico entre el grupo de sujetos con cardiopatia y los sujetos sin
diagndstico de la enfermedad. Mientras que en el tercil bajo de actividad CETP del grupo EAC, el
promedio de triacilgliceroles plasmaticos es significativamente mas elevado que en los otros dos
(Gréfica 3). En el grupo de sujetos SDE no se observd ia segregacion de mayores niveles de
triglicéridos en el tercil bajo de actividad CETP.

Independientemente de no tener un efecto directo sobre los niveles de C-HDL, la CETP en conjuncién
con la LCAT, puede tener un impacto en la remodelacién de estas lipoproteinas. Para explorar cual es
el impacto CETP en la interconversion de las diferentes subclases de las HDL, determinamos la
distribucion de tamaifios de las HDL por ultracentrifugacion secuencial y electroforesis en condiciones
nativas de muestra de plasma de un subgrupo de sujetos con EAC y otro de sujetos SDE. Sabiendo
que la LCAT es un paso previo de remodelacion de las lipoproteinas a la CETP, determinamos
también en estas muestras la actividad de esta enzima. De esta manera, pudimos establecer un

esquema metabdlico de las HDL més completo. Los resultados se presentan en la tabla 10.

Tabla 10, Actividad LCAT y distribucién de tamanos de las HDLs en sujetos EAC y SDE
SDE EAC P
Media(DS) Media (DS)

LCAT (nmol*L/h) 114.3(x47.6) 105.9(x62.9) 0.237

% Transferencia CETP 33.1(4.5) 29.2(26.5 0.258

Actividad CETP | 0.397(10.05) 0.350(+0.08) 0.325

{(mgCE/mL*h)

Tamados de particulas YeHDL

HDL2b 7.4(+3.2) 7.3 (24.3) 0.967

HOLZa 7.3(x4.7) 7.3(x3.9) 0.989

HDL3a 322(x11.4) 38.6(x3.2) 0.331

HDL3b 15.5(=5.3)" 27.2(+6.4) 0.008

HDL3c 37.7x12.0)" 19.6(+6.7) 0.023

Los DS). Ei Se realzo utiizando una prueba de ANCOVA ajustando por IMC,

edad, sexoy para el caso de tamanos de HDL se ajusto ademas por Triacilgliceroles. Para oste subgrupa de tamanos HDL se

ramamn 16 muestras de sujetos EAC y 21 muastras de sujetos SDE .
entre los grupos SDE y EAC.

P g
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Segun ia tabla anterior podemos observar la marcada diferencia en la proporcién de particulas HDL de
tamario pequefio. En efecto, la proporcién de particulas HDL;. en el grupo EAC es de solo el 52% en
promedio respecto al grupo SDE. La baja proporcién de particulas HDLa: en el grupo EAC se asocia
con un incremento en las particulas inmediatamente mayores en esta clasificacion, las HDLa,, que
resulté ser aproximadamente 75% mas abundante respecto al grupo SDE. Este resultado sugiere que
las HDL 6 no alcanzan a remodelarse de rmmanera normal hasta HDL ., acumulandose de esta manera
en HDL,, o bien, existe una reconversién mas rapida hacia HDLa, en los sujetos con EAC. La
segunda posibilidad podria estar relacionada con un aumento en la actividad LCAT, debido a que esta
enzima favorece el incremento de tamafio de las HDL al esterificar el colesterol. Sin embargo,
nuestros resultados demuestran que no existe diferencia en la actividad LCAT ni de CETP de ambaos
grupos. Sin embargo observamos ciernta tendencia negativa entre la actividad CETP y la actividad
LCAT, apoyando asi la hipdtesis de que existe un déficit en las vias de interconversion de HDL

grandes hacia HDL de menor tamafo en los sujetas con EAC. Fig.10

50 -i P 0.023
2 40 4 p 0.008"
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2 i
- 30 4
2 |
®» 20 =
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Poblacién de HDL

GRAFICA 4. Di: K de /los de las HDL en sujetos EAC y SDE. Se determinaron las diferentes
poblaciones de las HOL an un subgrupo de los sujetos EAC (n=16l] y SOE (n-21‘3 Las cusies so aislaron de plasma
(4-30%) nativas y 3o reveiaron

ﬁus:o de jos paclenras a tmvés de una electroforesis en un gel da poliac ) en
Se realizé un ali de paa las de cada
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Podemos observar que en los sujetos SDE la CETP tiene una fuerte influencia en la distibucién de las
diferentes subpoblaciones de HDL. Para determinar en que proporcién ja CETP contribuye a modificar
a las HDL realizamos un analisis de regresidn, e! cual nos mostré que la CETP contribuye en un 20%
promedio en la variacién de las subpobfaciones HDL,,, HDLa,, HDLx y HDLa. (Fig. 10). En las
distribuciones de tamanos de HDL en sujetos con EAC no observamos estas mismas correlaciones.
Por lo que podria ser una explicacidon al desequilibrio metabdlico que existe en estos sujetos.

Como se menciond en los antecedentes, otro factor que puede contribuir a establecer las
concentraciones plasmaticas de C-HDL, es el polimorfismo Tag 1B en el intrdn 1 del gen de la CETP.
Tal efecto puede estar mediado por un decremento en la expresion de la proteina asociado al
genotipo B2.“° Sin embargo, este hallazgo no ha sido constante en todos los estudios. En
consecuencia, y considerando que los mexicanos tienen niveles de C-HDL muy inferiores a las medias
poblacionales de otras etnias, decidimos estudiar el impacto que tiene el polimorfismo Taq 18 sobre la
actividad CETP en sujetos mexicanos. Para ello incluimos 22 sujetos con genctipo B181, 24 sujetos
con B1B2 y 22 sujetos con B282, genotipados previamente por Galicia et a/. (2002). En la tabla 11 se

presentan las caracteristicas antropométricas y el perfil de lipidos de este grupo de sujetos .

Tabla 11. Caracteristicas antropométricas erfil de lipidos de sujetos con el polimarfismo Tag-18.
B1B1 B1B2 B282 P
Media(DS) Media(DS) Media(DS)
No. de sujetos 22 24 22
EDAD (aflos) A42.3(+9.8) 41.5(x10.9) 40.5(x9.3) ns
IMC(Kg/im™) 27.8(x4.3) 26.9(+3.6) 27.2(x4.1) ns
Colesterol (mg/dl)
C-Total 172.7(x31.5)° [173.1(x33.8)" 203.8(x38.8) 0.002
C-HDL 39.1(£10.1) 39.9(x12.1) 43 .6(19.6) ns
C-LDL 113.2(£27.4)° 112.3(+29.9)° 140.2(+35.9) 0.024
Traciigliceroles (mg/dL) 128.2(168.9) 130.4(271.3) 125.9(255.0) ns
% transferencia CETP 23.2(+6.09)° 18.8(x7.5) 17.8(26.9)° 0.032
Actividad CETP 0.278(20.07)* | 0.226(+0.09) 0.214(20.08)° 0.030
(mgCE/mL*h)
LCAT(nmol*h/mL) 139.1(2422)° | 127.7(x50.1)° 101.1(240.4)° 0.006
Los estan expi DS). &l ostadistico se realizo utiizando una prueba de ANOVA ajustado por
edad, IMC. y sexo.
IMC: Indice de masa ' (P ). EAC: con Osa . SDE sujetos sin diagnostico
de /a Ds: i 3
? Expr entre 1-2.
® Expx i entre 1-3
“Expr ontre 2-3
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La tabla anterior nos muestra que efectivamente la actividad CETP se ve influenciada por alteraciones
genéticas como Taq-18 observandose diferencias estadisticamente significativas entre los tres
genotipos. En donde el genotipo B1 se asocia a actividades mayores de la CETP respecto al genotipo
B2. De esta manera la actividad CETP es significativamente mayor en los sujetos homocigotos para el
alelo B1 respecto los heterocigotos y los homocigotos B2. No encontramos diferencia
estadisticamente significativa entre los homocigotos B2 con el grupo de heterocigotos, no obstante la
actividad media de este Ultimo grupo es mayor en comparacién con el primero (Grafica 5). Pese a las
diferencias estadisticas en actividad CETP entre los grupos de sujetos B18B1 y B2B2, los valores de C-
HDL no son diferentes entre estos grupos.

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que, en la poblacion estudiada, el genotipo B2 de la
CETP se asocia con concentraciones elevadas de colesterol total y el C-LDL, mientras que no existe

ninguna influencia del genotipo Tag-1B del gen de 1a CETP sobre el nivel de triglicéridos (Tabla 11).
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GRAFICA 5. Efecto del genotipo qu 18 sobre el % Actividad CETP. De un grupo de
22 81817, 24 sujetos heterocigotos B182 y 22 sujeros homoclgoros 8282. Por medio dal

se of % da CETP en ostos sujotos.
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GRAFICA 6. Efecta del genolipo Taq 18 sobre /a actividad LCAT. De un grupo de que sea tip pi sa
sufetos 8181, 24 sujetos B182y 22 1 8282. Por medio del
. 5@ ino ia it LCAT en astos sujelos.

Lo que quedaria abierto para estudiar el tamafio de las HDL que tenemos y detemminar si esta

disminucién en concentracién de HDL no se asocia con la enfermedad aterosclerosa. Realizando un

posterior estudio con sujetos control.
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DISCUSION

En México, se han hecho estudios epidemioldgicos donde se ha puesto de manifiesto que la
dislipidemia mas frecuente es la hipoalfalipoproteinemia (niveles bajos de C-HDL <36 mgldL).23 Asi
mismo esta perfectamente establecida la correlacion negativa que existe entre los niveles bajos de C-
HDL o hipoalfalipoproteinemia y el riesgo de desamollar enfermedad aterosclerosa coronaria.*? En
consecuencia, la hipoalfalipoproteinemia es el factor de riesgo de EAC mas frecuente en nuestra
pobiacion.

Sin embargo, las causas primarias de esta dislipidemia aun no se conocen en su totalidad, por o que
se vuelve objetivo de estudio para desarroliar terapias preventivas para combatir este factor de riesgo.
Se conocen varios factores metabdlicos que pueden alterar los valores de colesterol HDL. Entre ellos
se encuentran las enzimas y proteinas que se ven involucradas en el TRC, en particular la CETP. Esta
es una proteina cuya funcion es transferir esteres de colesterol de las HOL a las lipoproteinas que
contienen apo B, como se menciond anteriormente. En el humano, existen evidencias de que esta
proteina es capaz de modificar los niveles ptasmaticos de C-HDL.'7-'®

Uno de los objetivos de este trabajo fue implementar un método para determinar la actividad de la

jlas para tr )j en nuestro laboratorio. En la literatura se

CETP ajustando las condiciones r
presentan dos métodos para detemmninar dicha actividad, el pimero es un método Fluorescente y el
segundo es un método radiactivo,>>® ambos métodos se pusieron en practica

£n una primera etapa nos inclinamos por el métado fluorescente para evitar el manejo de isétopos
radiactivos, por la complejidad de su manejo en el laboratorio, de los desechos que se generan y por
ios riesgos biologicos inherentes a la radiactividad. El método de ésteres de colesterol marcados con
pireno como sonda fluorescente incorporada a un liposoma sintético hecho a base de fosfatidilcolina y
triacilglicerol, que funciona como particula donadora, fue descrito originalmente por Onishi y
colaboradores.>®3%42 gn sus trabajos, Onishi et al, empiean fundamentaimente CETP purificada para
determinar de manera semicuantitativa la transferencia de ésteres de colesterol, facilitada por la
proteina, hacia una particula aceptora, en diferentes circunstancias. Bajo esas condiciones, las

1 en el orden de minutos. Nuestra

cinéticas de transferencia son relati nente i y se P

intencién fue de adaptar ese método para la determinacion de la actividad CETP en plasma. Al tener
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una cantidad de CETP aproximadamente 20, 000 veces menor con respecto al grupo de Onishi et a/,
(equivalente a 1.4 mg/ul de la proteina pura) la cinética de transferencia que observamos en nuestros
ensayos fue del orden de horas. Ademas, la adicién de plasma a la mezcla de liposomas, alteraba de
manera importante la fluorescencia de la sonda, en particular el que fue parametro de medicion,
cociente E/M. Por esta razdn, la cantidad de plasma que se puede afiadir es muy limitada, evitando
asi que se pudieran mejorar los tiempos para las cinéticas de transferencia. Otro parametro factible de
ser modificado para incrementar las tasas de transferencia era la cantidad de particulas donadoras y
aceptoras. Sin embargo, estos liposomas tienen un diametro considerable (26 nm),>>3% y en
consecuencia, si se incrementa su concentracion, produciria dispersién de la luz, provocando de esta
manera que se sobrestimara la emision de la sonda fluorescente. A pesar de todas estas limitantes,
logramos algunos resultados preliminares cuantificables, que presentamos en la seccion de
resultados. Como se indica en la seccidn de eleccidn del método, la utilizacion de sondas
fluorescentes no resulta practica para determinar la actividad CETP bajo las condiciones y equipo con
qQue contamos en nuestro laboratoro.

En consecuencia, nos dimos a la tarea de adaptar e siguiente método radiactivo para la cuantificacion
de la actividad CETP en plasma. Este método descrito por Tollefson et a.,> ha servido como base
para una serie de variantes metodoidgicas descritas por diversos autores 3> El principat
inconveniente de! método es la imposibilidad de estandarizar los reactivos utilizados como particulas
donadoras y aceptoras de la marca radiactiva. A este respecto, cada laboratorio tiene sus parametros,
forma de preparar y en consecuencia, condiciones de incubacion.®*? Por esta razén, dentro del marco
del presente trabajo, adaptamos los procedimientos de este método a fas condiciones de nuestro
laboratorio. El método radiactivo para la determinacién de la actividad CETP amojé resuitados

satisfactorios bajo las condiciones descritas en el capitulo de resultados. A pesar de los

inconvenientes en el manejo de isdtopos radiactivos, frente a la ir ibili del mé fluorescente,
elegimos el método con ésteres de colesterol marcados con Tritio (°"H-CE) como sonda radiactiva
incorporada a un pool de HDLs humanas, para cuartificar el porcentaje de intercambio de colesterol
esterificado.

Una segunda etapa del presente trabajo, fue la aplicacidn del método implementado, donde

realizamos un estudio piloto sobre el impacto de la actividad CETP en el metabolismo de las HDL en
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la enfermedad aterosclerosa coronaria. Este primer estudio lo consideramos piloto por el tipo de
sujetos incluidos como control. La seleccién de estos sujetos fue muy estricta y podria considerarse a
priofi un buen grupo control. Los resultados de este estudio demuestran que efectivamente los
factores lipidicos de riesgo como son Colesterol Total, C-LDL y Traciigliceroles, cominmente
reportados en estudios previos, se encuentran elevados en los sujetos que presentan cardiopatia a
diferencia de los sujetos que no presentan antecedentes de EAC. Asl también existe un déficit en las
concentraciones plasmaticas de C-HDL (hipoalfalipoproteinemia) en los sujetos EAC, otro factor de
riesgo importante. Todas estas diferencias son estadisticamente significativas. Por lo que nuestra
poblacién de sujetos EAC es representativa de su condicién. Sin embargo a posterfori, observamos
que no alcanzamos a tener una poblacion pareada por edad con el grupo de sujetos con enferredad
coronaria. Este es un punto débil del estudio, porque la edad es un factor determinante del nivel de
lipidos plasmaticos.***® Para paliar la diferencia de edades entre ambos grupos, realizamos un
analisis estadistico ajustando por este parametro. Los resultados de estos andlisis indican gue solo
existe diferencia estadisticamente significativa en los niveles de C-LDL y triacilgliceroles, dos de los
factores de riesgo lipidicos mas comunes para desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria.

El eje central de este trabajo es de establecer la posible participaciéon de ta CETP en el desarmrolio de
la enferrnedad aterosclerosa coronaria. El papel de la CETP en la aterogénesis continua siendo hasta
ahora motivo de debate.?®4%47 La CETP puede participar como una proteina proaterogénica, desde el
punto de vista de que facilita la redistribucidon de colesterol proveniente de lipoproteinas protectoras
confra la aterosclerosis (HDL), hacia las lipoproteinas ricas en apo B que son proaterogénicas. Este
concepto encuentra sustento en el hecho de que las especies animales que son resistentes a la
aterosclerosis inducida por dieta, presentan niveles de actividgad CETP muy bajos o nulos.*®*® Sin
embargo, la CETP promueve uno de los pasos centrales en el transporte reverso de colesterol,
proceso considerado como antiaterogénico. El elevado riesgo de aterosclerosis que presentan cierto
tipo de sujetos con deficiencia gendtica de CETP y la disminucién de lesiones aterosclerosas en cierto
tipo de ratones por transgénesis de la CETP humana, apoyan el papel antiaterogénico de esta
proteina.>®%! La respuesta al controversial papel de la CETP en {a aterosclerosis, puede estar en
estudios epidemioldgicos que incluyan la actividad plasmatica de esta proteina. Sin embargo, a

nuestro conacimiento, no existen este tipo estudios en sujetos con EAC. En este sentido, este trabajo
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contribuye a llenar este vacio de informacion. Nuestros resuftados muestran que la enfermedad
aterosclerosa coronaria no se relaciona con cambios en la actividad CETP en plasma ni existe una
correlacidon entre la actividad CETP y los niveles de C-HDL en ios grupos de estudio. No obstante, las
HDL son una categoria de lipoproteinas integrada por una amplia gama de particulas con diversas
estructuras y funciones pleiotropicas,® a saber, su actividad antioxidante a través de la enzima
paraoxonasa que se une fisicamente a las HDL pequenas,i?5? las HDL inhiben el proceso inflamatorio
que da origen al ateroma a través de la regulacién de la expresién de las moléculas de adhesidn en el
endotelio vascular,® las HDL evitan complicaciones de la placa preformada por medio de sus efectos
antitrombdticos y profibrinolitcos™%%. Todas estos efectos antiaterosclerosos son dependientes de la
estructura de las HDL, y la CETP desempefia un papel central en la remodelacién de estas
lipoproteinas.®*” Sujetos con deficiencia genética de CETP tienen elevacién muy importante de HDL
con mayor tamafio enriquecidas en apo E y en ésteres de colesterol, acompafadas de una deficiencia
relativa de particulas de menor tamarfio tipo HDL3 s8.38

Con base en lo anterior, planteamos la posibilidad de que la actividad CETP estuviera relacionada con
el proceso pro o antiateroscleroso, no por influir en los niveles plasmaticos de C-HDL, sino por inducir
cambios estructurales de las HDL que afecten su funcionalidad. Para verificar esta hipotesis,
determinamos la distribucién de subclases HDL por medio de uitracentifugacién secuencial seguida de
una separacion de las particulas por tamanio en gradiente de poliacriamida. Este método previamente
estandarizado en nuestro laboratorio permite subclasificar a las HDL en cinco categorias como se
describe en la seccién de métodos.

Nuestros resultados demuestran que existe una disminucidn muy importante en las proporciones de
las particulas mas pequefias que se pueden aislar por este método en los sujetos del grupo EAC. Tal
disminucion esta asociada a una acumulacidon importante de la proporcion de particulas HDLa,. €1
significado fisiolégico de tal desproporcién en los sujetos se desconoce, pero se puede especular
ciertas interpretaciones a partir de las funciones y del metabolismo de las HDL. Por una parte,
considerando que las HDLa pueden ser un intermediario metabdlico entre particulas pequedfas
(HDLa.) hacia particulas de mayor tamafio (HDL2)?. Esta via seria mediada por accién de la LCAT (ia
esterificacion del colesterol resulta en su internalizacién al ndcleo de la lipoproteina provocando

aumento en su tamarfio y disminucion de la densidad). Por esta razén, determinamos la actividad de
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esta enzima en nuestros subgrupos de estudio, a los cuales ya se les habia caracterizado tamafios de
HDL y pudimos comprobar que no hay diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
En consecuencia, descartamos la hipdtesis de que la baja proporcion de particulas HDLay:. en los
sujetos con EAC tiene su origen en una conversion acelerada de estas particulas mediada por [a
LCAT. Una segunda explicaciéon para la desproporcion en las particulas HDLa. y HDLa,, a 1a luz de los
conocimientos actuales, se puede fundamentar en una reconversion ineficiente de particulas HOL
grandes (p.e. las HDLy, que se acumulan en el plasma de los sujetos con EAC) hacia particulas
pequefias mas pequedas (HDLa).

Estudios in vitro han demostrado que la CETP puede generar HDL de tamafios pequenos a partir de
HDL de mayor didmetro® y se han observado particulas HDL de gran tamafio en sujetos con
deficiencia genética de CETP®' y en animales de experimentacién en los cuales se ha bloqueado la
CETP por medio de anticuerpos.®® podria argumentarse que la desproporcién en los tamarios de las
HDL en los sujetos con EAC no tiene su origen en la CETP, puesto que no encontramos diferencias
en la actividad de la proteina con respecto a ios sujetos sanos. Este argumento puede ser descartado,
debido a que existe una clara influencia de la proteina sobre la distribucion de las subpoblaciones de
HDL en los sujetos sanos, segun se puede inferir de los andlisis da comelacién. No existe la misma
interrelacion CETPdistribucion de tamarios de HDL en los sujetos con cardiopatia. Esta observacién
implica que: 1) El metabolismo HDL no es el mismo en los sujetos EAC, y 2) La distribucién al
equilibrio de las HDL no dependen de la CETP en la cardiopatia isquémica y puede deberse a
diversos aspectos ambientales y farmacolégicos que pueden contribuir a explicar dichas
implicaciones.

£l grupo EAC esta integrado por sujetos que han sufrido al menos un infarto. Estos individuos cursan
una etapa de sensibilizacién hacia su salud, su persona y su familia y se someten a nuevas actitudes
higiénicas (ejercicio programado, habitos alimenticios, abandono del tabaco), ademas de tener
intervencién famacolégica con fibratos, estatinas © caicio antagonistas. Todos estos factores
contribuyen a modificar el perfil de lipidos, en este sentido, se sabe que por cada 3 Kg de reducciéon
en el peso corporal, el C-HDL puede aumentar hasta 1 mg/dL, * fos fumadores pueden tener niveles
entre el 15 y 20% menos de C-HDL que los sujetos no fumadores que tardan hasta 60 dias después

de dejar el habito del cigarro para recuperar sus niveles plasmaticos ori inales®™ y también existe un
&
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efecto dosis-respuesta entre el C-HDL y la cantidad de ejercicio aerdbico realizado. Tales
modificaciones en perfil lipidico a través de medidas higiénicas podrian involucrar modificaciones en la
actividad CETP o afectar otras enzimas, disminuyendo asi el impacto de la CETP sobre la distribucién
de tamaios HDL en los pacientes con EAC. Sin embargo, a nuestro conocimiento, no existen estudios
al respecto y representan un campo a explorar en investigaciones futuras.

Estudios recientes en nuestro laboratorio con ratas tiroidectomizadas, han demostrado que acumulan
HDL grandes en plasma por una deficiencia de actividad LH ®%, Asi mismo, los conejos, deficientes
naturalmente de LH, presentan HDL de gran tamaiio en plasma. *® Por otra parte se ha demostrado en
animales transgénicos que sobre expresan PLTP, que incrementan su concentracidn plasmatica de
particulas HDL pequenas °*°®. Con base en estas premisas, otra explicaciéon plausible a la
desproporcién de las subclases de HDL observada en los sujetos con enfermedad aterosclerosa, es la
presencia de alteraciones en la reestructuracién mediada por la LH y/o la PLTP. Estas proteinas
podrian estar reguladas por factores ambientales que ocurren en el paciente con EAC y/o por factores
famacolégicos, como se describe mas adelante. Esta hipétesis tendra que ser explorada en
investigaciones futuras.

Cualquiera que sea el origen de las desproporcion en las subclases de HDL en sujetos con EAC, el
resultado mismo puede tener un impacto muy importante en el diagnostico precoz de la aterosclerosis.
Estos datos sugieren que un incremento en las HDLy, asociado a una disminucién de las HDLy, puede
ser un factor de riesgo. Sin embargo, la veracidad de esta observacién deberd sustentarse con un
estudio de mayor amplitud.

Por otra parte, como ya se menciond anteriormente estos sujetos se encuentran bajo tratamiento
farmacolégico, las cuales reciben estatinas para disminuir sus niveles de colesterol plasmatico. En un
estudio reciente se demostré que las estatinas pueden afectar a la actividad CETP y a través de ese
mecanismo contribuyen a aumentar los niveles de C-HDL.”® Nosotros no observamos diferencias
significativas en actividad CETP. Asi también, no existen diferencias en {0s niveles de C-HDL después
de controlar las variables de edad, entre los sujetos sanos y los sujetos con EAC. No obstante, existen
diferencias importantes en la distribucidon de tamafios de las HDL. Cabe entonces la posibilidad de que
estas diferencias tengan su origen, al menos en parte, en el efecto de las estatinas sobre ta CETP.

Esto representa otro horizonte a explorar mas adelante.
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En e! estudio previamente citado de Kotake et al,” la respuesta a las estatinas depende del genotipo
Taq IB del gen de la CETP, sugiriendo que la variacién genética puede ser un factor importante en los
disefios de mejores tratamientos contra la aterosclerosis’™. En nuestro pals existe muy poca
informacién acerca de la incidencia de los diferentes genotipos Taq 18 del gen CETP y la influencia
del mismo sobre el metabolismo de las lipoproteinas. Por esta razén y aprovechando la plataforma
previamente establecida por Galicia y Cardoso”’ , se estudio la influencia del genotipo CETP en la
actividad de la proteina y el perfil de lipidos. Nuestros resuitados apoyan observaciones previas n.72
en el sentido de que el genotipo Bl se asocia a actividades CETP superiores, comparada con la
actividad del genotipo B2.

Sin embargo, el mecanismo por el cual se asocia el polimorfismo Taq 1B con la actividad CETP y los
niveles de C-HDL no son bien conocidos. Ya que es poco probable que este polimorfismo localizado
en el intron 1 represente una mutacién funcional. Pero a pesar de ello existe una asociacién entre un
incremento de la actividad CETP y el genotipo B2. Una explicacién viable para ello es que este
polimorfismo este ligado con una mutacién funcional en la regién de regulacion del gen de la ceTrP.”
Es decir, el alelo B1 siempre va estar presente solo si existe otro elemento regulador aun
desconocido, que este promoviendo la sintesis de CETP, por lo que el polimorfismo se encuentra en
un intron 1, pudiera ser un reflejo de lo que esta pasando en otro lugar adyacente a este gen. A hora
bien una explicacién a la asociacién de este polimorfismo con lo niveles de C-HDL, se puede deber al
papel que juega la CETP en el trasporte reverso de colesterol y la remodelacién de las lipoproteinas
principalmente las HDL. A pesar de que entre los tres genotipos no existen diferencias significativas
en los niveles plasmaticos de C-HDL podemos observar que existe una tendencia entre estos ha
aumentar en el grupo con genotipo B2 . Aunado a ello , existe un aumento en el C-LDL y C-Total ,
alcanzando diferencia estadisticamente significativa.

Como se puede ver el incremento de C-HDL no implica un papel protector necesaramente ya que
también existe el aumento de otros dos factores de riesgo que pueden contribuir a que se desarrolie la
enfermedad.

Para descartar que la actividad de LCAT fuese un factor limitante en la actividad de CETP procedimos
a determinaria. Los resultados nos muestran que la actividad LCAT también se ve modificada por e

genotipo Taq 1B teniendo el mismo comportamiento gue la actividad CETP. Estos resuitados podrian
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tener explicacion en el hecho que el gen de la CETP y la LCAT se encuentran muy cercanos y
probablemente exista una regién de regulacién para ambos genes que pudiera afectar la expresion
cuando ex‘iste el polimorfismo Taq 18. Este efecto se ha observado en animales transgénicos. E!
estudio de la distribucidn de los tamarios de las HDL. para determinar en cual de l0os genotipos las HDL
son mas funcionales, aun cuando los niveles de C-HDL no necesariamente estén elevados, puede

aportar més elementos para comprender el papel de 1a CETP en el metabolismo de las HDL..
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CONCLUSION

La actividad CETP no se observé modificada en sujetos EAC, con respecto a ios sujetos SDE. Sin
embargo, vale la pena remarcar que la actividad CETP repercute en la distribuciéon de tamanos de
HODL, sin alterar necesariamente la C-HDL como se ha reportado en otros estudios.

Nuestros resultados también confinan que el polimorfismo del gen de la CETP Taq 1B tiene
influencia sobre la actividad CETP, aun cuando no explican los valores bajos de C-HDL en nuestra
poblacién.

Nuestro trabajo deja en claro que la CETP no es principal determinante de la concentracién
plasmatica de fas HDL en la poblacién estudiada. Esto es, la determinacién de la actividad CETP de
manera aislada no resuita de utilidad. Debe considerarse que el metabolismo de las lipoproteinas, y
en consecuencia, los niveles plasmaticos de lipidos, es el resultado de un equilibrio de otras proteinas
y enzimas que actiian dindmicamente y en sincronia con la CETP. Por lo anterior, el estudio de los
equilibrios dinamicos entre todos los factores involucrados en la remodelacién de lipoproteinas (PLTP,
PON, LH, LPL, LCAT CETP) sera sin duda la manera de predecir con mas precisidn cuando una
dislipidemia representa un verdadero riesgo de desarrollar aterosclernsis.

Otro factor importante ha determinar en 10s sujetos con EAC y SDE podria ser el polimorfismo Taq 1B,
para establecer la posible relacién entre este polimorfismo y la enfermedad, de manera que pueda
mejorar el diagndstico precoz de la enfermedad.

Otra perspectiva que se desprende de este trabajo, es profundizar en la determinacién de tamanos de
HDL y su relacion con la CETP, por que es en la estructura de las HDL que incide directamente la

actividad de la proteina. Este efecto puede impactar directamente sobre la funcién antiateroscierosa

de las HOL.
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APENDICE1
GE DE POLIACRILAMIDA EN
CONDICIONES NATIVAS

Tamarios de HDL. Para un Gel de 4-30%

4% (5mL) 30%(5mL)
TBE {(mL) 0.5 0.5
Acritamida-Bis (mL) 0.4 3
Agua mL 4.1 0.75
Glicerol (mL) 0.75

Una vez que ya se tiene esto, adicionar al
momento de hacer el gel.

*Persulfato de |20 20
amonio ul)
TEMED, (uL) |4 a

*10 mg en 100 ulL de agua destilada.

£l buffer de comda es TBE

Migrar a 20V por 15 minutos, sin muestra.
Depositar 10 ug de proteina al gel con 1uL
de buffer de muestra.

Migrar a 70V por 15 minutos

Migrar a 165V por20 h

Tedlir el gel con Azul de Coomasie

uvtilizar el marcador de alto peso molecutar

+ 0 00

Subclases de HDL | Tamanos {nm)

HDL2a 10.40

HDL2b 11.57

HDL3a 9.29

HDL3b 8.59

HOL3c 7.94

GEL DE POLIACRILAMIDA EN
CONDICIONES DESNATURALIZANTES
(SDS)

Separacion de apolipoproteinas

Solucion A
36.3 g Tris-HClc.b.p.. 100 mL pH=8.9

Solucién B
48.0 g Acrilamida mas 1.28 g Bis-acrlilamida
c.b.p. 100 mL

Softucién C
10 g SDS c.b.p. 90 mL

MARACADORES DE PESO MOLECULAR
BAJO PESO MOLECULAR

o Lactoalbumina 14,400

inhib. Tripsina 20,100

Anhidrasa Carbo. 30,000

Ovoalbumina 45,000

Albamina 66,000

Solucién E
39.4 g Tris mas 2.0 g SDS c.b.p. 1000 mL
pH=6.8

Gel para Lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) 3-19%

3% %19
Solucion A(mL) | 1.0 1.0
Solucién B (nL) | 240 1600 300
HO {mL) |2.76 0.4 1.5
Glicero! (mL) | —0o- 1.0 ———
SDS {uL) [40 40 —
2.0

Solucién E (mL) .
Una vez que ya se tiene esto, adicionar al
momento de hacer el gel.

‘Persuffato de |25 25 40
amonio (ul)
TEMED @b) (5 5 6

Gel para Lipoproteinas de afta densidad (HDL)
-21%

4% %21 St
| Solucidn A (mtL) 1.0 1.0 -]
Soluclén B8 (nL) | 320 1770 300
(mL) [2.68 0.23 1.5
Gllcerol (mi) [—ork 1.0 —_—
SDS (ut) |40 40 —

Solucidn E (ml) | —- 2.0
Una vez que ya se tiene esto, adicionar al
momento de hacer el gel.

*Persutfato de {25 25 40
amonio (ul)
TEMED S 5 =]

= 10 mg en 100 uL de agua destilada

e Colocar 15 pug de proteina y 10 uL de
buffer de muestra

e Migrar a 60 mA hasta que entren las
muestras en el gel concentrador

e Migrar a 90 V durante 2.30 h (hasta que

salga el frente de corrida del gel)

Tedir el ge! con Azul de Coomasie

Utilizar el marcador de bajo peso

LN}

molecular.

Fosforilasa 97,000

ALTO PESO MOLECULAR
Tiroglobulina 669,000 7.1 nm
Ferritina 440,000 8.1 nm
Catatasa 232,000 10.4 nm
Lactato desh. 140,000 12.2 nm
Albomina 67,000 17.0 nm
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METODO DE LOWRY

Determinacién de proteinas

Solucién de Na;CO, 20% en H20

Solucién de tartrato de Na y K 19 mas 0.5g CuSO, en 250 mL de H,0
Solucion de NaOH 0.8 N 16 g en 500 mL de HO

Solucién SDS al 10%

Solucién patrén de albumina 1mg/mL

Al momento de la reaccién preparar

Solucién A

1 volumen de tartrato de Nay K
1 volumen de Na,COs

2 volumenes de NaOH

2 volumenes de SDS

2 volumenes de H,O

Reactivo de Folin

Preparar al momento
Una proporcion 1:6

TECNICA
CURVA PATRON
1 2 3 4 3 [ Muestra
——— |
Estandar [3) 10 20 40 80 100 20
Imuestra(ul)
H20 (ul) 00 |90 80 60 20 0 €0
Solucion A 1 1 1 1 1 1 1
(mL)
Incubar 10 minutos en obscuridad a temperatura ambiente
[Folin (uL) __[500 [500 500 500 [500 [500 [506 ]

Incubar 30 minufos mas en obscuridad a temperatura ambiente.

e« Leer a una longitud de onda de 750 nm.

- Trazar una grafica de concentracién contra absorbancia y extrapolar las muestras.

69




APENDICE 2
Extraccion de DNA y Det on de g P

E! DNA se obtuvo de leucocitos sanguineos por el método de Safting-out modificado (Miller). Un
fragmento de 5§35 pares de bases en el intron 1 del gen de la CETP fue amplificado por la reaccidn de
polimerasa en cadena (PCR). Cada amplificacién se llevé a cabo usando 200 uM de dNTPs, 50 pmol
de cada indicador con la secuencia: 5- CACTAGCCCAGAGAGAGGAGTGCC-3 y 3-
CTGACGCCAGCCGCACACTAAC-5, 1.5 mM de MgCl;, 0.5 U de la enzima Tag-polimerasa
(Boehringer Mannheim Lot. 14562154-28) y 800 ng de DNA gendmico en un volumen final de 50 ul.
La reaccién de PCR se realizo en un temociclador (Techne mod. 62-6027) y consistié de un primer
paso de desnaturalizacién a 94°C, 30 seg de alineamiento a 60°C y 1 min de elongacion a 72°C,
finalmente se realizé un ultimo paso de elongacién de 8 min a 72°C.

Para verificar la amplificacion del segmento, se corm® un gel de agarosa 1.5% con solucion
amortiguadora de TBE 0.5X, las muestras se diluyeron 1:3 con azul de bromofenol y solo 15ul. de la
mezcla fueron depositados en cada pozo, también se deposita un marcador de DNA con fragmentos
de 154 a 2150 pares de bases. Par revelar las bandas se coloca el gel en una solucién de bromuro de
etidio (BE, 0.05 ug/ml). Las moléculas de bromuro de etidio (BE) se adhieren a los nucledtidos de DNA
y producen fluorescencia color naranja al ser iluminadas con luz uitravioleta, haciendo evidentes los
fragmentos de DNA.

El producto de la reaccién PCR fue sometido a enzimas de restriccion. Del DNA amplificado se
colocaron 12 ul, y 0.5 pL de la enzima Taq 18 (10 U/ul, Boehringer Mannheim Lot 84841420-85) y 1.0
ul de la solucidén amortiguadora de la enzima. Se homogenizé y se incubd por 3 h a 60°C. Esta
enzima de restriccion es especifica para la secuencia palindrémica T/ICGA.

Para verificar ios tamafos de los productos de la digestion fue identificado mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 3% con solucién amortiguadora de TBE y BE (0.05 ng/mL), aplicando una
comriente de 80V durante 1h 20min. Si el producto de la amplificacidén por PRC presentd la secuencia
de nucledtidos que la enzima reconoce, corta y genera fragmentos de 350 y 180 pb, a esto se le
conoce como genctipo B1 y si la enzima no generd ningan fragmento por que no reconocid la
secuencia, se asigno B2. El resultado de la digestiébn se compard con estandares de peso molecular
de 154 a 2150 pb.
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APENDICE 3 .

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS (CETP)

CiH1aNOa-HCL 10 mM 15.76 g
NaCl 140 mm 81.8 g
EDTANa; 1nM 037g
NaiN, 0.15¢g
BTH 0.01 mM Q22g

Para preparar 1L 10X
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