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RESUMEN 

Existen evidencias muy sugestivas de que en Méxieo se ha incrementado la incidencia de cardiopatía 

coronaria_ En las últimas décadas, la mortalidad por esta enfermedad ha aumentado progresivamente, 

hasta alcanzar el primer lugar en varias zonas del país. En más de 90% de los casos de cardiopatía 

isquémica es secundaria la aterosclerosis coronaria. 

Así también es bien conocida la correlación negativa entre las concentraciones de C-HDL y la 

incidencia de desarrollar enfermedad arterial coronaria (EAC). Este papel protector que presentan las 

HDL se Je ha atribuido al papel que juega en el transporte reverso del colesterol (TRC), por su 

heterogeneidad en su población y por su caracterfsticas antiaterogenicas intrínsecas. 

Por lo que el objetivo de este estudio fue implementar un método para determinar la actividad de la 

Proteína Trasportadora de Esteres de Colesterol (CETP). la cual se encarga, como su nombre lo dice, 

de transportar esteres de colesterol de las lipoproteínas de alta densidad (HOL) a las llpoproteinas de 

baja (LDL), intermedia (IDL) y muy baja densidad (VLDL). Esta proteína juega un papel importante en 

el TRC y en la remodelación de las lipoproteinas. 

Se implementaron dos métodos para la determinación de esta proteína; et método fluorescente y el 

método radiactivo, este último resulta mucho más practico que el método fluorescente. 

Después de haber establecido el método más ef"ICSZ para detenninar la actividad CETP, decidimos 

determinar si existen diferencias en actividad entre dos grupos de sujetos; uno con cardiopatía (EAC) 

y otro sin diagnostico de la enfermedad (SDE). Se ¡nciuyó también un tercer grupo para detenninar la 

influencia que tienen las alteraciones genéticas como el polimorfismo Taq 18 sobnt la actividad CETP. 

Ademés se detenninó 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 cardiopatía previamente diagnosticada y 

con por to menos un infarto al miocardio y 68 sujetos previamente genotipados para el polimorfismo 

Taq1B. No se observó una diferencia significativa en la actividad CETP, como indicativo de alteración 

en esta proteína debida a la enfermedad. Sin embargo se observo que existe una diferencia 

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

s 



HDL3cen los sujetos SDE comparado con los sujetos EAC). Esto sugiere que ta remodelactón de las 

lipoproteinas pudiera tener un papel critico en la protección del desanollo de la enfennedad. Aun 

cuando, no se observó una alteración sobre la actividad CETP en la enfermedad aterosclerosa 

coronaria, demostramos que existe una rernodelación diferente de dichas lipoproteínas en estos 

sujetos. que se relaciona con la CETP. 

En el estudio con sujetos que presentan polimorfismo Taq 1 B efectivamente existe una influencia 

sobre la actividad CETP según 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 82. 

Concluimos que la actividad CETP en plasma no se ve afectada por el proceso ateroscleroso pero en 

asociación con la Lecitina~lesterol acilo transferasa (LCAT), la CETP contribuye a determinar la 

distribución de subclases de HDL de manera diferente en los sujetos sanos que en los sujetos con 

EAC. El significado de tal distribución y su asociación con la CETP en sujetos sanos es motivo de 

investigaciones futuras. 
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ANTECEDENTES 

l. LIPOPROTEINAS 

Los lipidos son moléculas relativamente insolubles en Ja sangre, debido a la naturaleza acuosa del 

plasma. En consecuencia, estas moléculas para ser transportadas desde su lugar de síntesis hasta su 

destino final. en los sistemas biológicos, se asocian a proteínas solubles fonnando complejos 

denominados Lipoproteínas que son: complejos macromoleculares y seudomicelares. 

Las lipoproteínas (Fig.1) básicamente consisten de un núcleo de lípidos hldrofóbicos (no polar), como 

triacilgliceroles y ésteres de colesterol rodeado de una mezcla de lípidos antipáticos, principalmente 

fosfolipidos y colesterol no esterificado. El complejo macromolecular se estabiliza en términos 

fisicoqufmicos por unas estructuras proteicas que son llamadas apolipoproteinas, que se unen por 

medio de interacciones hidrofóbicas a los lipidos más externos y por atracciones electrostáticas a los 

fosfolípldos. 

En esta sección se describen los elementos constitutivos de las Jipoprotefnas, sus características 

estructurales, clasificación y metabolismo. 

FOSFOUPIDOS 

COLESTEROL. 
UBRE 

Fig. 1 Esquema general do la composición do las lipoprotelnas. Las lipoprctelnas ostAn compuestas en su supt!H11cie porllpldos 
anffpaticos como colesterol libre y fostoOpicJos: en su fase proteica dándole estabihdad /as cliflef'entea epollpoprotelnas 
dependiendo del tipo de lipoprotolna y en su interior Hpidos hidro'6bicos como colesterol eaterlflcado y lrfacilgllcetoles. 

1.1 COMPONENTES DE LAS LIPOPROTEINAS 

A.LIPIDOS 

Los lipidos (del griego /ipus, grasa) son un grupo de compuestos muy heterogéneo, de sustancias 

relacionadas con los ác;dos grasos y se encuentran en Ja mayoría de los seres vivos. Se pueden 

definir como compuestos orgánicos, en su mayoría ésteres, insolubles en agua (o ligeramente 

solubles) y solubles en solventes orgánicos como: éter, clorofonno y benceno. 

'rESlS CON 
FAU .. A Df. ORlG"EN 
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Los lípidos presentan una gran diversidad de estructuras y funciones. fonnan parte de las 

lipoproteínas plasmáticas y de las membranas, estabilizando sus proteinas. Estos pueden participar 

como cofactores enzimáticos, transportadores electrónk:os. agentes emulsionantes, como fuente de 

energía 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 ácidos grasos son los más sencillos en términos de 

estructura. Son ácidos orgánicos compuestos por una cadena hidrocarbonada (R) y un grupo 

carboxilo terminal (R-COOH) con un número par de carbonos cuyas cadenas alifáticas pueden 

contener una o más insaturaciones. La combinación de un grupo ionizable y una cadena aHfática le 

confieren a los ácidos grasos un carácter antipático (Fig.2) Existen varios tipos de lfpidos que 

contienen o que son derivados de los ácidos grasos. Entre los más Importantes destacan los 

triglicéridos, fosfollpidos y los cerebrósidos. 

ÁciJo gmso (ácido C$lbu'ico) 

Grupo carboxilo 

Flg.2. Acid'os grasos. Estructura qufmlca de un ácido graso como el Acido esteárico, of cual esta CCNnpuesto de una cadena 
hidrocamonada do 1 B carbonos y su grupo catboxilo. 

TRIACILGLICEROLES: Están compuestos de tres ácidos grasos unidos con un enlace éster 

a un glicerol. Los que contienen el mismo tipo de ácido graso en &as tres posiciones se denominan 

triacilgliceroles simples y los que contienen dos o más ácidos grasos diferentes se les conoce como 

triacilgliceroles mixtos. Fig. 3 

11 
IT 1 

--0 --C-- RI 

IU-"--0 -- Cll2 

1 Ti 
CH2 

__ o __ c __ a1 

Fig. 3 Triacilgllce10/es. Estructura qulmica general de un rrlat:ilglteerol eon éck:los grasos i<Unticos en /a posici6n 1 y 3: 
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FOSFOLIPIDOS: Contiene dos ácidos grasos unidos a los dos grupos hidroxilo del glicerol por 

un enlace éster y el tercer grupo hidroxilo del gticerol fonna un enlace fosfodiéster con un grupo 

fosfato. Los fosfolipidos se clasifican en función del grupo sustituyente en el fosfato. Fig .. 4 

., 
11 

Cll2 -O -C- Rl 

CU3 

" o ct12 _o_c_¡u 
,, 1 

-c112-o-P--o-cn2 Cll:J 
1 

-N•--CH2 

1 J,-
Clf:J 

Fig. 4. FosfoHpidos. Estructura qufmica de un foafollpido como la lbsfatidilcolina. 

ESTEROIDES: Otros compuestos que están considerados como lipidos y forman parte de las 

lipoproteínas. Los esterotdes a menudo se encuentran asociados a las grasas, están compuestos por 

un núcleo cíclico 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 honnonas como; las sexuak!s y adrenales y algunas 

vitaminas. 1
•
2 Fig. 5 

Fig.S Esteroldes. Estructura qulmica del Colesterol Jibia y coltlsterol eslt1nlicac:lo. 

B. APOUPOPROTEINAS 

Otro componente de las lipoproteínas son las Apolipoproteinas. Las unidades proteicas aisladas de 

las lipoproteinas y que aun no se incorporan a ellas, se denominan apoproteinas. cuando fonnan 

complejos no covalentes con las lipoproteinas se les denomina apolipoproteinas (Apo). Estos 
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pollpéptidos son de peso molecular variable y sus funciones son estructurales; como ligandos de 

receptores y como cofactores de enzimas del metabolismo de los lipidos. Las diferentes 

apolipoproteinas y sus principales características se resumen en la Tabla 1. 

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS APOUPOPROTEINAS • 

Apolipopr Maaa Punto iao- Sitio de ConcentnllcJón Función 
oteJna moktcular el6cbico alntesis plaarnitica 

1 ........ 1dLl 
A·I 29,016 5_g...5_4 Intestino/ 100-150 Principal proteina componente de 

Hígado las HDL, activador de LCAT, 
estimulaci6n del ef1ujo del 
co5esterol, ligando de HDL para 
unión de SR-81 y ABC1. 

A·ll 14,414 5.0 Intestino/ 30.SO Principal protelna componente de 
Higado HDL, inhlbidor 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 Hfgedo 80-100 Ligando para receptor de LDL 

B-48 240,800 6.8 Intestino Protelna estructural de los 
quilomicrones. Contiene el 48% de 
los •mino4tcidos de ta apo B-100. 

C-1 6,630 .. 7.5 Hfgado ~ Actlvadorde LCAT, inhibición de la 
captación hepática de 
triacilgliceroles. 

C-11 8,900 4.9 Hígado 3-5 Activador LPL, inhibición de la 
captación hepática de lipoprotefnas 
ricas en triacilgliceroles 

C-1110.1.2 8,800 4.5-5.0 Hígado 12-1'4 lnhibidor de la LPL 

E2.:s..4 34,145 6.0-5.7 Hígado 3-5 Ligando de receptor de LDL y de 
residuos de quik>micrones, 
movilización de colesterol celular en 
macrófagos y eflujo de co5esterol. 

Tabla 1. Carect&rlst1CBs de /as spol1poprotelnas que f'OITnen parto de /as t1poprotelnas. Llpoprolelnss ele alfa cJonsldad(HDL. 
H1gh Denstty Upopt0te1ns). LCAT: Lecttma: colesterol acllO r111nslbnasa. SR-81: Recepto< scavengerc/ase B1 (Scavenger 
Receptor Class BI), ABC1: transpottador dependiente de ATP (A. TP-b1ncling cassette transpotter). LPL· Lipoprotelna IJpasa.LH: 
Upasa hepátlea. LJpoprotelnas de baja densidad (LDL: Low Density Upoprote1n) y LJpoP'Dfefna (a) (Lp(a)) 

1.2. CLASIFICACION DE LAS UPOPROTEINAS 

Las lipoproteinas se clasif1Can de acuerdo a su densidad de flotación y sus propiedades fUncionales 

en seis categorías: Quilomicrones (Qm). Lipopmteinas de muy baja densidad (VLDL: Very Low 

Density Upoproteins), Lipoproteinas de densidad intennedia (IOL: lntennedie Oensity Lipoprotein), 

Lipoproteínas de baja densidad (LOL: Low Oensity Lipoprotein), Upoproteinas de atta densidad (HDL: 

High Density Lipoprotein), sus características se presentan en la Tabla 2. 
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A continuación se describen las características de las lipoproteínas separadas en función de su 

densidad de flotac~n. 

QUILOMICRONES (Qm) 

Estos se sintetizan en el intestino y su principal función es transportar los triacilgliceroles provenientes 

de Ja dieta a los diversos tejidos. Son las fracciones de mayor tamano, tienen un gran contenido de 

triacilgliceroles y bajo contenido de proteínas, son de menor densidad. contienen además apo B-48, A

l, A-11 y Apo IV. Por interacción con moléculas HDL recogen moléculas de Apo C y esta activa a la 

lipoproteina lipasa, que tiene como función catalizar la hidrólisis de triacilgliceroles. Al perder gran 

cantidad de tliacilgllceroles, vuelven a interactuar con tas HDL, esta vez cede su Apo A-1, Apo A-11, 

Apo C y parte de su contenido de lipidos para transformarse en un remanente de quilomicrón, este 

contiene principalmente colesterol, Apo B-48 y Apo E. Los receptores Apo B/E en el higado reconocen 

el remanente de quilomicrón; facilitan la endocitosis y la posterior degradactón hepática del remanente 

de quilomicrón produciendo fipoproteinas de muy baja densidad. 

UPOPROTEINAS DE MUY BA.JA DENSIDAD (VLDL) 

Son sintetizadas en el higado a partir de remanentes de quilomicrón. contienen principalmente 

triacifgliceroles, Apo B-100, Apo B-48 y Apo E. El catabolismo mediado por la Apo C-11 como colector 

de la LPL da lugar a que se produzcan IDL, esta también interactúa con HDL al cual se transfiere 

parte de Apo C y colesterol libre. 

LIPOPROTEINAS DE DENSIDAD INTERMEDIA (IDL) 

Las VLDL se transforman en partículas de IDL, estas contienen cantidades casi iguales de colesterol y 

triacilgliceroles y contienen principalmente Apo B y Apo E, Esta última apoUpoprotefna es necesaria 

para el consumo hepático y degradación posterior de IDL a LDL por acción de la lipasa hepática. 

LIPOPROTEINAS DE BA.JA DENSIDAD (LDL) 

A medida que las partículas de IDL donan sus lípidos y adquieren el tamaf\o del LDL. Las moléculas 

de Apo B-100 empacadas en las VLDL originales son reconocidas por sus receptores especifico s. que 

se encuentran en las células hepáticas y extrahepáticas. 
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LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL) 

La principal función de las HDL es captar el colesterol libre circulante derivado del catabolismo de 

otras lipoproteinas o de la superficie de las células periféricas. Están formadas básicamente por 

proteínas, fosfolfpidos y colesterol estertficado. Las prtncipafes aproproteinas son: apo A-1, apo A-11 y 

apo C-111. Las HDL pueden proceder de la síntesis hepática, donde se producen en forma de 

partículas pre-¡31 las cuales están compuestas esencialmente de fosfolipidos y apo A-1, con una masa 

molecular de 60 kOa y con una densidad igual a las HDL3 • las cuates desemper1\an un papel importante 

en la captación de colesterol en las células periféricas, funcionando como primeros aceptares de 

colesterol, iniciando asf el transporte reverso del colesterol {TRC). Así también proceden de los 

componentes de superficie de otras lipoproteínas durante el proceso de lipólisls. 

Estas lipoproteinas también se pueden subdividir de acuerdo a su densidad (p) en HDL2 

(1.063<p<1.12g/mL) y HDL3 (1.12<pc::::1.21g/mL}. Las HDL2 son ricas en lípidos hidrofóbicos, mientras 

las HD4 están formadas por fosfolípidos y proteínas principatmente. 

Otros métodos de separación como la electroforesis en gel de agarosa, en gradientes de 

poliacrilamida o filtración en gel, se han utilizado para caracterizar la ciasif"K:ación de las lipoproteinas. 

Por ejemplo, Krauss' et. al. 1982 describió de 4 a 5 subclases de LOL debido a su tamai"io. Por otra 

parte, Skinner en 1994, describió 5 tipos de HDL (HDL2-1. HDL2t1. HDL39, HDL3b. HDL:Je) haciendo una 

combinación entre ultracentrifugación y electroforesis5
• También por su movmdad e'8ctroforética y 

tamano, se han descrito otras subfracciones de HDL entre las que destacan las partículas pre·IJ1.9 

TABLA 2.. PROPIEDADES DE LAS LIPOPROTEINAS' 

Tipo de Mov. T•rn.fto Con .. nido Contenido Con•nido de eon .. nido de 
Llpoprote Electrofor. (nm) de de trlgl~ridoa co .. a•rol(%) 
lna ti ca proteinaa foafolípidoa (%) Ubre 

li%• """ Eatertficado 
Om No tiene 750- 1-2 3-6 90-95 1-3 

1 
12,000 

VLDL Pre-beta 30·70 6-10 1S..20 45-65 ~ 
1 

IDL Pre-beta, 25 20 30 35 35 
beta 

LDL Beta 18·30 18-22 18-24 ~ 6-8 145-50 

HDL Alfa 5-12 45.SS 26-32 2-7 3-5 J 15-20 

Tabla 2. CBnleterlstteaa c1o las hpoprolelnas y su compoSICfdn de llpidos esp#Cltfca. ClullontlCTOnes (Qm). Upoprotelnas de muy 
baja densidad (VLDL: Voty Low Denstty Lipoprotems). Upopl'O(e/nas de densJdad mtennedla (IDL.: lnteJTnedie Denatty 
Upoprotein). Lipoprotelnas de baja densidad (LDL: Low DenSlty Lipoprotein), t.ipoprolelnas de alta densidad (HDI-: Hlgh Oensly 
Lipoprofein) 
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1.3. METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS 

La composición de las lipoproteinas plasmáticas se ve continuamente modificada, como resultado del 

intercambio dinámico y la transferencia de lipidos que existen entre ellas durante su metabolismo 

intravascuJar. Una gran variedad de enzimas, proteínas y algunos receptores membranales como el 

SR-81 y el ABC1 están involucrados en este metabolismo; todos anos influyen en la concentración de 

los lipidos favoreciendo el transporte (proteínas de transferencia) o la hidrólisis de los mismos 

(enzimas hidrolitlcas). En la Tabla 3 se presentan algunas características destacables de las enzimas 

y proteínas de transporte que intervienen en el metabolismo de las lipoproternas. 

Una de las proteínas 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 Proteína Trasportadora de Esteres de 

Colesterol (CETP). Ésta facilita el intercambio de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre las HDL 

y las lipoproteinas ricas en apo B, conservación de HDL y generac~n de apo A-1 libre de lípidos. En la 

sección 11 se detallan las características de esta proteina. 

TABLA 3 ENZIMAS Y PROTE(NAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE LAS 
LIPOPROTEINAS '-ª 

NOMBRE 

LCAT 

LH 

LPL 

Función ORIGEN 

Cataliza la transferencia de un ácido graso de un fosfoUpido al cofesterof libre 
que se encuentra presente en las HDL y en tas LDL. Contribuye • la Hep4tico 
maduración de HDL. 

Hidroliza los triacilgliceroles y fosfofípidos de HDL, IDL y LDL Es cofactor de 
~:j¡~~~:.ra una captación selectiva, asi como la generación de Apo Al libnt Hep•tico 

Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilizando C-H corno cofactor. 
Favorece la generación de precursores de HDL. 

Tejido •diposo 
Pared endotelial 
Pulmón 
Tejido adiposo 
Hep6tico 
Intestino delaado 

RECEPTORES Y PROTEINAS MEMBRANALES 

SR-81 

ABC1 

Receptor para las HDL para intercambiar colesterol entre k>s hepatocitos y las 
células 

Modulación del eflujo de colesterol y fosfolipidos. F11VOrece • .. macturaic:i6n 
de HDL. 

Hepatocito, 
macrógafos 

Higado, 
m•aófagos 
Intestino 

Tabla 3. Enzwnas y protelnas tnvolucradas on el metabo•srno de las ltpoprot91nes LCA T• Leclllna. colest9ml .c11-tnMrsre,.sa. 
LH"" L1pasa hepática: LPL = L1pasa lipoprot61ca: CCTP= Protelna tranapcw'f..,,_ de i6atetes d9 co.Wd9t'o/. PL TP- Aotelna 
Transportadora de loslollP1dos .. SR-BI: Receptor scavenfl'IM" e/ase 81 (Scavenger Receptor Class BI). ABC1: transportador 
dependiente de ATP (ATP-binding cassette transporter). Quilomicrone.s (Qm). LJpoprofelnllS de muy blli• den.sidad(VLDL· Va-y 
Low Den.stty LJpoprotems). LJpoprotelnas de densidad Intermedia (/DL· lntennedie 09nsity Upop1Dt9in). LJpoprot9lnas de bll¡/a 
densidad (LDL: Low Ddns1ty Ltpoprotem). LJpoprotefnas de alfa den.sidad (HDL: High DentUty UpolJllOfein). 
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Los principales lipidos que favorecen la remodelación de las tipoproteínas son el colesterol, 

triacilgliceroles y fosfolfpidos. Ahora bien, las concentraciones intracelulares de colesterol libre y 

esterificado están altamente controladas. Las proteínas celulares que controlan la adquisición de 

colesterol son el receptor de LDL, que regula la captación de colesterol exógeno y la enzima 

hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), que regula la síntesis endógena de 

colesterol. La acumulación de un exceso de colesterol en forma de colesterol esterificado está 

controlada por la enzima lecitina-colesterol acilo transferasa (LCAn. 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. 8 

Existen al menos tres mecanismos por Jos que se modula el tráfico intracelular de colesterol. Uno para 

el movimiento del colesterol sintetizado en el retículo endoplásmico (fuente endógena de colesterol) 

hasta la membrana plasmática. Otro para el movimiento del colesterol exógeno que entra en la célula 

vfa receptor de LDL hasta la membrana plasmática y otro mecanismo que es el transporte reverso del 

colesterol. 8 ' 
10 

VIA EXOGENA. 

La incorporación de los lipidos exógenos se efectúa en tres fases: Digestión, Absorción y Transporte. 

Las grasas contenidas en los alimentos no pueden ser absorbidas por el intestino por lo que al llegar 

al duodeno son catabolizadas. La vesícula biliar libera ácidos biliares conjugados, lecitina y colesterol 

al intestino formando así micelas más pequeñas. El páncreas produce tres enzimas hidrolíücas que 

son: la enzima colesterol esterasa, la lipasa pancreática y fosfolipasa A. La lipasa actúa sobre los 

triacilgliceroles para liberar ácidos grasos libres monoglicéridos. diglicéridos y glicerol. La colesterol 

esterasa hldroliza enlaces éster y genera ácidos grasos libras y colesterol libre; la fosfolipasa A 

hidroliza los fosfolipidos exógenos. En ta etapa de absorción el mecanismo Ue transporte de lipidos 

depende del tipo de molécula que se transporta. Por ejemplo, los ácidos grasos pasan a los 

enterocitos del intestino delgado donde son reestertficados con glicerol fonnando triacUgliceroles, los 

cuales se ensamblan con pequeñas cantidades de colesterol junto con apo B-48 y apo A-1 y 

fosfolipldos para fonnar los quilomicrones que son liberados a la linfa mesentérica y f"malmente a la 

circulación. En el plasma los quilomicrones intercambian componentes de superficie como fosfolipidos 
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y apo A-1 por apo-Clf, apo-E y esteres de colesterol con las lipoproteinas de alta densidad (HDL). La 

lipoproteina-lipasa hidroliza los triacilgliceroles de Jos quilomicrones dando Jugar a remanentes de 

estos. Estas partículas en las que la apo e ha sido remplazada por la apo E son rápidamente 

capturadas por el hígado a través del receptor apo B/E. El remanente de quilomicrones es 

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

remanentes de quilomlcrón son captados por los receptores hepáUcos y convertidos dentro del hfgado 

en ácidos biliares.ª· 10
•
11 ·Fig. 6 

~~:·' ..... _~ .... J~7-
f1DL 

INTESTINO ~ MÚSCULO 

A-• . A-11 LPL 

A-IV 

E c.n ...... 
Quil-K:rón 

Fig. 6 Metabolismo c1e lipoprotefnas. V/a Exógena: vfa por fa cual ef colesterol de la dieta es llevado af hfgado. AGL· Ácidos 
Grasos Ubres. CE: Colesterol estenrieado. Tg: Triacllgliceroles. LPL: Upopnxefna lipasa. 

VIA ENDOGENA. 

Las lipoproteinas de muy baja densidad {VLDL) son sintetizadas en el aparato de Golgi de los 

hepatocitos a partir del ensamblaje de ácidos grasos libres, glicerol, y una baja canUdad de colesterol, 

proveniente de la lipólisis del tejido adiposo. Las VLDL son liberadas hacia la circulación, donde 

maduran al captar ésteres de colesterol, apo B-100 y apolipoproteinas Cll, Clll y E cedidas éstas 

últimas por las HDL.. Las partículas VLOL posterionnente interactúan con la lipoproteína4ipasa (LPL) 

del endotelio, que utiliza apo CI 1 como cotactor para hiclrolizar estas Upoproteinas, liberando asi ácidos 

grasos a partir de sus triacilgliceroles y a su vez transfiere apo e y apo E a las HDL , para 

transfonnarse en lipoproteinas de densidad intermedia (IDL). Estas Upoproteínas pueden seguir tres 

caminos: a) ser captadas por el higado a través del receptor apoB/E; b) seguir disminuyendo su 

TESIS CON 
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tamarao, ya que sufren hidrólisis de sus triacilgliceroles restantes hasta convertirse en LDL pequef'\as y 

densas o e) ser fagocitadas por macrófagos y monocitos.8
• 1º·

11 Fig. 7 

r.r.n. 

·iC·io-----~ n.'llM• 1:-.~.~~l<!llJS1 
R Apn.D.•.F.. ...__________ f 1.11 

~L 
IIDL~ ts-uu e-u:":.-

~ .,.111.:.1. 

" ~ .. _,, -----~ a.-sl(JS.C' .. -LO 
D 100 

Fig. 7 Metabolismo do llpoprotelnas Vla Endógena: vla por la cual el colosterol es removido del hlgado hacia los tejidos 
perifSricos y regresar al mismo hlgado. L1popn:.>tefnas de muy baja densidad (VLDL: Very Low Denstty Upoproteins). 
L/po¡xotelnas de densidad inrenned1a (IDL· Jntennec!1e Denslty Upoprorein). LJpoprolelnas do baja densiclad (LDL: Low Densiry 
L/poprotetn). Lipoprotelnas de afta densidad (HDL: High Dens•y L.Jpoprotem). LPL: Lipoprotelna lipasa. LH: Lipasa Hepática, 
CE: Colesterol Esteriffcado. CL. Colesterol Libre. Tg: TnaciJgliceroJes. CETP: Prole/na transportadora de 8sterus de colesterol. 
AGL. Acidos Grasos Libres. 

METABOLISMO DE LAS HDL: TRANSPORTE REVERSO DEL COLESTEROL 

Las HDL han sido catalogadas como partículas anti-aterogénicas, ya que evitan la fonnación de placa 

ateromatosa, a través de varios mecanismos entre los que se encuentra el llamado Transporte 

Reverso del Colesterol (TRC), que es el flujo del colesterol de las células periféricas hacia el hígado. 

La fonnación de estas fipoproteínas se realiza por síntesis y secreción hepática e incorporación de 

fosfolípidos, coiesterol, apo A y C que provienen de las VLDL. 

La primera etapa del TRC es el aflujo de colesterol de las células. En el intestino delgado este 

colesterol es captado por las partículas pre-P que posterionnente es estertf"teado por la acción de la 

LCAT. Esta estertficación hace que el colesterol pierda su carácter anfipático transfonnándose en una 

partícula hidrófoba, dando como resultado que los ésteres de colesterol pasen al interior de la 

lipoprotefna, aumentando asi el tamano de la misma, generando partículas HDL2. 

El colesterol ya esterfficado puede tomar dos caminos: 1) ser eliminado directamente de la 

lipoproteina por un mecanismo en el cual interviene el receptor hepático SR-81, generando así HDL 
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de menor tamaño capaces de reiniciar el cicio o 2) por medio de diversas reacciones de transferencia, 

en las que intervienen la CETP el colesterol de las HOL2 es inten:::amblado por fas tr1glicéridos con 

lipoproteínas ricas en apo B como VLDL e IDL, por una parte y por la otra, las apolipoproteínas C y E 

pasan a los quilomicrones y VLDL La lipasa hepática (LH) hidroliza los triglicéridos de las HDL2 y en 

asociación con la actividad PL TP regenera los aceptares primarios de colesterol (partículas pre-p) Es 

así como el colesterol de los tejidos periféricos llega al hígado para ser reciclado y excretado a través 

de las vías biliares. 12
•
13 

Fig. B Metabolismo dtt las ltpoprolelnas. Transporto Reverso da/ Colesterol: mecaniSlnO por el cual el Coloslt!H'Oi es ttevacJo al 
hlgado a través de tas HDL (High Denstty Lipoprote1ns).Apo B::: LJpoprolelnas ricas en apo B (VLDL (Vety Low Denstty 
LJpoprot,,¡ns). LDL( Low Densdy Lipoprototn) y Qu1lomicrones (Qm) LCAT: Lecttina colesterol acilo transferasa; LH: LJpasa 
hepática: CETP: Protalna transportadora de dsteres de colesterol. PL TP: Protafna Transportado<a de fcsfD/fpídos, SR-B 1: 
Receptor sea vengar clase B 1 (Scavenger Receptor Class BI). ABC1: transportador dependen to de A TP (ATP-bindlng cassette 
transporter). 

11.CETP 

El gen de la proteína transportadora de esteres de cotesterol (CETP) se encuentra situado sobre el 

brazo largo del cromosoma 16, en la región 12-21, consta de 16 axones, con 25 kpb de ONA 

genómico, muy cercano al locus de LCAT. Este gen produce una proteína de 476 aminoácidos con un 

peso molecular aparente de 66 a 74 kDa, consta de cuatro sitios N-glicosilados y numerosas regiones 

hidrofóbicas (cerca de 44%). También cuenta con un dominio C-tenninal hidrofóbico que se ha 

postulado como el sitio de interacción con las lipoproteínas. 14
• 15 
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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 modificaciones post-transcripcionales 

antes de dar origen a la proteína madura. 

En los seres humanos el suministro más abundante de RNAm de la CETP es el hígado, bazo y tejido 

adiposo y con niveles más bajos de expresión en el intestino delgado, glándula adrenal, riñón y 

corazón. El tejido que tiene una mayor concentración de RNAm de la CETP es el tejido adiposo. 16 

11.1 MECANISMO DE TRASFERENCIA DE LA CETP 

En el plasma, la CETP circula principalmente unida a HDL y tiene la capacidad de intercambiar 

ésteres de colesterol, triacilgliceroles y fosfolipidos entre lipoproteinas. 

Aun se desconoce con certeza cómo se une la CETP a las lipoproteinas, sin embargo, se tienen datos 

que sugieren la existencia de distintos sitios de unión para triacilgliceroles, ésteres de colesterol 

(lipidos neutros) y fosfolfpidos. Lo anterior se ha demostrado por medio de experimentos en los cuales 

se efectúa la delación de los residuos 470-475 de la proteína, disminuyendo asi la transferencia de 

ésteres de colesterol y triacilgliceroles, pero no la de fosfolipidos. En consecuencia la CETP presenta 

dominios diferentes para unir a estos lípidos, aun cuando comparten el mismo mecanismo de 

transferencia. 17 

Se ha propuesto que la unión de la CETP con las lipoproteinas es por medio de interacciones iónicas, 

entre una posible carga positiva entre k>s residuos de la proteína y una carga negativa en los grupos 

fosfatos de las lipoproteinas, la alta estabilidad del complejo CETP-fosfaUdUcolina en la superficie de 

las lipoproteinas, el cual depende de un balance hidrófobo y electrostático 18 

Se han propuesto dos mecanismos diferentes por los cuales se lleva acabo la transferencia de ésteres 

de colesterol, triacilglicerofes (lípidos neutros) y fosfolipidos. El primer mecanismo propone que la 

CETP puede actuar como acarreador de lípkios neutros, entre el donador y aceptor, es decir la CETP 

se une al donador y éste le cede los lipidos (CE, Tg, y PC), al aceptor. 

El siguiente mecanismo involucra un compk!jo temario entre el donador, la CETP y el aceptor. En este 

mecanismo la CETP desempe.,a un papel de puente hidrofóbico por el cual se lleva a cabo la 

transferencia de lípidos. En la Fig. 9 se presentan los dos mecanismos. 15 
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Flg. 9a. /Wecanismo l. La CETP acarrea una molécula de 
Tg o CE desde una prctelna donadora hacia una acept~. 

11.2 REGULACION DE LA CETP 

Tg 
Fig. 9b. Mecanismo 11. La CETP forma un complejo 
temario. que 1nv01ucra a la CETP y ambas lipoprotelnas 
dElndose el intercambio. 

Se ha demostrado en experimentos con animales que existe un aumento en la concentración del 

RNAm. actividad y masa de CETP en el hígado, tejido adiposo. corazón y músculo esquelético, en 

respuesta a una dieta rica en colesterol y grasas saturadas. Este efecto también se ha observado en 

Jos humanos. 1
•·

15
•
19 

Se propone experimentos anteriores que al aumentar tanto Ja actividad como la concentración de la 

CETP plasmática podría reciclar una mayor cantidad de cotesterol, resuttado de la lipólisis de Jos 

quilomlcrones depositado en la célula al dar una dieta rica en colesterol. 

La CETP es también alterada por algunas hormonas 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 reducción 

de CETP tanto en sujetos normales como en pacientes con síndrome nefrótico. En estudios con 

ratones transgénicos para CETP se ha demostrado que la terapia con corticoesteroides decrece los 

niveles plasmáticos de la CETP y una redueción del RNAm de la CETP en el hígado. El Probucol 

(farmaco hipolipemiante) esta asociado con un incremento en plasma de CETP. Estudios en hámster 

sugieren que el probucol incrementa Ja cantidad de RNAm de Ja CETP en tejido adiposo. siempre y 

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

RNAm de la CETP en el tejido adiposo. 1•.ts 
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11.3 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 reflejándose en un incremento o decremento en los niveles de C-HDL.20 Una de las 

mutaciones más conocida y estudiada, que se presenta como polimorfismo, es la variante identificable 

por la enzima de restricción Taq 1 B. Es el cambio de una Guanina por una Adenina (G-A) del 

nucleótldo 277 en el intrón 1. Al alelo transportador del sitio de corte para la enzima Taq 1 B se le 

denominó 81, mientras que cuando no existe el sitio de corte para la enzima se le denominó 82. A los 

sujetos homocigotos para el alelo 81 (01 B1 G/G) se les ha atribuido altos niveles de actividad CETP 

y bajos niveles de C-HDL en comparación con los sujetos heterocigotos 8182 (G/A) o sujetos 

homocigotos para 8282 (A/A). Estos últimos tienen una actividad baja de CETP y niveles altos de C

HDL. 21 

Existen además otros polimorfismos y alteraciones genéticas asociadas a incrementos o decrementos 

de la actividad CETP aunados a modificaciones en la concentración de C-HDL y su efecto de 

desarrollar enfermedad arterial coronaria. 

Existen también evidencias de que la deficiencia genética de la CETP esta relacionada con una 

deficiencia de LH.22 Se han realizado estudios en los que se encontró que individuos con deficiencia 

de CETP y LH tienen un alto riesgo de desarrollar aterosderosis, mientras que solo la deficiencia de la 

CETP no aumenta el riesgo 22 

11.4 CETP E HIPOALFALIPOPROTEINEMIA 

El ténnino hipoatfalipoproteinemta se define como concentraciones plasmáticas de C-HDL por debajo 

de la décima percentila ajustada por la edad y sexo del sujeto:Son varios k>s factores que determinan 

las concentraciones bajas de C-HDL, entre las que destacan las proteínas y enzimas que intervienen 

en el transporte reverso del colesterol (TRC) entre las que podemos induir a la CETP. 24 

Como ya se mencionó anteriormente la CETP promueve la redistribución de ésteres de colesterol, 

triacilgliceroles y en menor proporción los fosfolipidos entre lipoproteinas. La habilidad de esta 

proteína facilita la remodelación en la composición de las lipoproteinas, plincipalmente en las HDL, 

por to que representa un paso Importante en el metabolismo intravascular. 
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En la remodelación de esta proteína se destaca el movimiento de apo A-1 de moléculas de HDL con 

migración a a moléculas HDL con migración pre~. como consecuencia una disminución en el tamaño 

de partículas y una reducción en la cantidad de ésteres de colesterol en tas partículas HDL 

favoreciendo así et trasporte reverso. Esta proteína también afecta los niveles de LDL y su interacción 

con su receptor LDL, facilitando la conversión de VLDL a LDL.25 

Estos efectos provocan una disminución de C-HDL, es decir una hipoalfaüpoproteinemla, pero esto no 

implica que un aumento en tos niveles de la CETP en plasma y niveles bajos de C-HOL sean un 

riesgo de presentar cardiopatía o por el contrario una deficiencia de CETP con un aumento de C-HDL 

sea un factor protector para el desarrollo de la enfermedad. 26 

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 la cual se 

presenta un efecto de la CETP potencialmente anti-aterogénico, mientras que en k>s ratones 

(especies deficientes de CETP por naturaleza) se han reportado ambos efectos pro y anti-aterogénico, 

dependiendo de la vía metabólica. Ambos casos se presentan igualmente en k>s humanos. Individuos 

en que la deficiencia de la CETP coincide con una concentración de C-HDL de 41~0 mg/dL tienen un 

50% de incremento de carcHopatia isquémica coronaria. Sin embargo cuando la deficiencia de Ja 

CETP esta asociada con niveles de C-HDL mayor a 60mg/dL. la incidencia de presentar aterosclerosis 

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

asociados a una deficiencia de la CETP .27 

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

La enfermedad aterosclerosa coronaria es una de las causas más frecuentes de morbilidad y 

mortalidad en adultos mexicanos según la Secretaña de Salud28
, así también en paises desarTOllados. 

En México se ha demostrado que la población tiene una predisposición genética de presentar varias 

formas de dislipidemias, entre ellas Colesterol-HDL bajo (hipoatfalipoproteinemia). Aunado a elk>. 

varios reportes describen que aproximadamente el 85% de pacientes que presentan enfennedad 

aterosclerosa coronaria (EAC) están asociados a uno o más factores de riesgo como son: edad 
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avanzada. diabetes tipo 2, hipertensión, tabaquismo, antecedentes hereditarios de cardiopatia o algún 

tipo de dislipidemia. 23.29 

En consecuencia todos estos factores de riesgo podrían tener relación o incluso tener su origen en 

alteraciones de la actividad de ta CETP. La relación 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 mencionó anterionnente, aún es controversia si la CETP puede jugar un papel activo en el 

desarrollo de la aterosclerosis. Por una parte algunos indicios como la relación 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 

evidencias como la generación de partículas pre-p por acción de la CETP o la presencia de 

aterosclerosis temprana en la deficiencia homocigótica de CETP. senalan a la CETP como una 

proteína antiaterogénica20
• 

A. ATEROSCLEROSIS 

La aterosclerosis cuyo nombre proviene de los términos griegos athára (papilla) y sk/érosis 

(endurecimiento), es una enfermedad de la capa intima de las arterias de mediano y gran calibre 

caracterizada por proliferación de células musculares lisas (CMLV} y depósito de lípidos que 

conforman placas visibles. 30 

La pared arterial consta de tres capas o túnicas: una capa exterior de tejido conjuntivo, una capa 

media de fibras elásticas transversales y fibras musculares lisas y una capa interior o íntima fonnada 

por células endoteliales que están en contacto con el flujo sanguíneo (endotelio vascular). Las 

regiones arteriales más susceptibles de sufrir aterosch3rosis son aquellas que presentan una retención 

incrementada de lipoproteinas aterogénicas como LOL, que es la fuente principal de colesterol, Lp(a) y 

lipoproteínas ricas en triglicéridos. Las LDL retenidas sufren modificaciones químicas y estructurales 

dando lugar a partículas de LDL agregadas, oxidada y Uposomas ricos en colesterol no 

esterificado. 31 
•
32.33 

Se ha observado que la evolución de las placas hacia procesos trombóticos depende más de la 

composición de la placa (tipo de placa) que del grado de estenosis (tamat\o de ta placa) Además 
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contienen un núcleo lipídico que se compone de lipido extracelular. que deriva de la retención de LDL, 

y lipido situado intracelularTT1ente en macrófagos y CMLV. Así 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 interferón que inhibe la producción de colágeno por CMLV y conduce ara 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 número de 

células espumosas derivadas de macrófagos que producen FT. También el alto contenido de 

colesterol de LDL y colesterol total puede incrementar la activación y la agregación plaquetarias, 

facilitando la unión de fibrinógeno. 34 
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111 • .JUSTIFICACION 

Se a puesto de manifiesto en México que la población tJene una predisposición genética de presentar 

varias formas de distipidemias, en particular bajos niveles de C-HDL. así como de desarrollar 

enfennedades cardk>vasculares; esto se ha ab1buldo a hábitos y estHos de vida cotno son: un 

consumo aHo de calorfas. tabaquismo. consumo de alcohol y sedentarismo. 23
•
29 

Como se ha mencionando previamente. la CETP juega un papel importante en la modulación 

cualitativa y cuantitativa de los niveses de C-HDL vra el transporte reverso del colesterol. Se ha 

descrito que un incremento en la actividad de la CETP puede disminuir los niveles de C.....,.OL, esto se 

puede deber a la capacidad que tiene la CETP de transferir ésteres de colesterot de las HDL a las 

lipoprotefnas ricas en triacilgliceroles. En consecuencia, la CETP tiene inftuencia sobre el metabolismo 

de otras lipoproteínas. También es conocida ta relación inversa que existe entre los niveles da C-HDL 

y el riesgo de p.-esentar cardiopatía. En este sentido, es Importante enfatizar que la población 

mexicana presenta niveles de C-HDL notablemente més bajos que otros grupos étnicos k> que 

representa un riesgo de desarrollar EAC.23 

Al existir una influencia de la CETP sobre el metabolismo de las HDL y que éstas a su vez tienen una 

.-elación con el riesgo de desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria, es importante implementar 

un método para la determinación de la actividad en plasma de esta proteína de transporte. investigar 

la posible relación existente entre la actividad de la CETP. sus atteraciones genétieas y el desalTOllo 

de presentar cardiopatía en mexicanos, ya que en nuestro país no existe ningún reporte al respecto. 
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IV. HIPOTESIS 

La determinación de la actividad de la Proteína de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP) 

puede realizarse por métodos fluorescentes y radiactivos. 

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

metabolismo de las lipoproteínas de alta densidad (HOL), y como la CETP juega un papel activo en 

ese metabolismo, esperamos que: 

En los pacientes que presentan cardiopatía isquémica coronaria existan alteraciones de la 

actividad de la Proteina de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP) al comparar1os con 

sujetos sanos. 

Sí la proteína de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP) tiene influencia sobre el 

metabolismo de las HDL, al existir una alteración sobre dicha proteina también se verán afectados 

los niveles de C-HDL 

SI existe una relación entre el polimorfismo Taq1B y la actividad de la Protefna de transferencia de 

ésteres de Colesterol (CETP), los niveles de C-HOL plasmáticos tendrán una dependencia del 

genotipo. 

V. OBJETIVOS 

A. OBJETIVOS PRINCIPALES 

Comparar y establecer si existen diferencias de actividad de la Proteína de transferencia de 

ésteres de Colesterol (CETP). perfil de lipidos y el desarrollo de la enfennedad aterosclerosa 

coronaria (EAC) en sujetos con y sin diagnostico de la enfermedad. 

Implementar un método de Laboratorio para la detenninación de la actividad de la proteína de 

transferencia de ésteres de colesterol (CETP). 

B. OBJETIVOS SECUNDARIOS 

Caracterizar las diferencias que existen entre el tamal"'io y composición de la lipoprotefnas de alta 

densidad (HDL) y la activk:Sad de la Proteina de transferencia de ésteres de Colesterol (CETP). 

Detenninar los niveles de actividad de la Proteína de transferencia de ésteres de Colesterol 

(CETP) para pacientes con cardiopatía así como para sujetos nonnales. 
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caracterizar el efecto que tiene el polimorfismo Taq 1 B sobre la actividad de la Protefna de 

transferencia de ésteres de Colesterol (CETP) y el perfil de lipidos. 
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METODOLOGIA 

VI. MATERIAL 

A. GRUPOS DE ESTUDIO 

Se estudiaron a 151 sujetos, agrupados en tres categorías: sujetos con enfermedad aterosclerosa 

coronaña, sujetos sin diagnóstico de fa enfermedad y sujetos cuyo polimorfismo Taq 1 B es conocido. 

Estos sujetos acudieron a distintos departamentos del Instituto Nacional de Cardiología •1gnacio 

Chávez". 

En el momento de admisión se les realizó una historia clínica en fa cual se incluyen las características 

antropométricas. Los criterios de selección que deben de reunir los sujetos para cada uno de los 

grupos en estudio, que se mencionan a continuación. 

1. Sujetos sin diagnóstico de cardiopatla 

Se seleccionaron 60 sujetos donadores del Banco de Sangre de este Hospital, proporcionados por la 

Dra. Mejía, clinlcamente sanos con edades comprendidas entre 18 y 60 at\os, sin padecimientos 

crónicos, sin antecedentes ciinicos, ni familiares con enfermedad ateroscierosa coronaria (EAC), ni de 

diabetes, normotensos, sin enfermedades hepáticas previas, sin haber recibido algún tipo de vacuna 

en los últimos seis meses y sin estar en tratamiento médico de ningún tipo. 

2. Sujetos con carr:Jiopatfa 

Se seleccionaron 31 sujetos aleatoriamente. que participaron en el programa de educación preventiva 

que realizó el departamento de Endocrinología y estos fueron proporcionados por el Dr. Canos 

Posadas. Los sujetos que se han integraron a este programa han sufrido al menos un infarto agudo de 

miocardio por isquemia aterosclerosa coronaria. 

3. Sujetos con fenotipo Taq1B conocído 

Se seleccionaron 68 sujetos con caracterización previa de su polimorfismo Taq18, bajo el trabajo de 

tesis de Galicia M, 2002; 22 sujetos con genotipo 8181, 24 sujetos con genotipo 8182, 22 sujetos con 

genotipo 8282. Los sujetos que integran este estudio son dinicamente sanos, de población abterta, 

sin padecimientos crónicos, sin antecedentes familiares de EAC, no hlpertensos, no diabéticos, sin 

tratamiento medico de ningún 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 Na2 • 

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 centrifugó la muestra 15 min. a 3500 rpm. 

Posterionnente se hicieron alícuotas del plasma y se refrigeraron a - 7o•c, estas se utilizaron para la 

determinación de actividad CETP, perfil de lipidos, subpoblación de HDL y lipoproteinas plasmáticas. 

C. ANÁLISIS DE LABORATORIO 

Se llevó acabo la determinación de Colesterol total, Colesterol-HDL , triglicéridos y fosfolfpldos 

mediante métodos enzimáticos y colorimetritos, el C-HDL fue determinado en el sobrenadante 

después de precipitar las apo B con una solución precipitante de sutfato de dextrana/magnésio (Clba

Coming). El colesterol LDL fue calculado mediante Ja ecuación de Friedewalds (C-LDL = C-Total - C

HDL -{Tg/5)) La determinación de apo B se realizó por métodos de nefelometria. 

D. SUBPOBLACIONES DE HDL 

El plasma obtenido se ajusta a una densidad =1.063 g/mL con KBr sólido y se somete a una ultra 

centrifugación secuencial a 110,000 rpm durante 2 h 16 min. En esta parte primeramente se aislaron 

las Jipoproteinas que contienen apo B (VLDL. IDL, LDL). El remanente de plasma se ajustó a una 

densidad =1.210 g/mL con KBr sólido y se somete a ultra centrifugación a 110,000 rpm por 2 h 35 min. 

En esta etapa se separan las HDL, sin contaminación 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. según se verificó por 

electroforesis con SOS. 

Después de llevar a cabo la separación de las HDL por ultra centrtfugación, se realizó una diálisis 

con una solución amortiguadora de TBE (Tfis-Borato-EOTA pH=8.4), posteriormente se llevó a cabo 

una electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante con un gradiente del 4% al 30%, 

usando como marcadores de peso molecular, proteínas globulares (Pharmacia, Uppsala, Suecia). 

Previamente se cuantificó la cantidad de proteína (Método de Lowry) para establecer la cantidad de 

muestra equivalente a 20 µg de proteína con solución de muestra (sacarosa-azul de bromofenol en 

solución amortiguadora de TBE, 1 µL de solución/1 Oµg de proteína) que se depositan en cada pozo del 

gel. Se realizó una precorrida del gel a 20 volts por 15 min para equilibrar el gel en la solución 

amortiguadora de TBE, después se depositó la muestra en cada pozo y se corrió a 70 votts por 15 
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mln. para concentrar la muestra y por último se corrió 20 h a 165 volts. después de este tiempo se 

detuvo la electroforesis, para vlsualizar las bandas de proteína de HDL y marcadores se realizó una 

Unción con azul Coomasie (Bio-Rad R-250) y finalmente se analizó por densitometrfa (Molecular 

Analyst Sorware Versión 1.1, 1994 Bio-Rad), para determinar los diámetros de las HDL. 

E. AISLAMIENTO DE APO Al 

Se obtuvieron HDL por ultra centrifugación secuencial, posteriormente se liofilizaron y se deslipldaron 

con una mezcla de sotventes orgánicos (etanol: éter; 2:1). La parte proteica se disolvió en solución 

Tris-HCI 30mM (Boehringer Mannheim) y solución amortiguadora de Urea 6M pH =6.0, esta mezcla se 

separó por cromatografía de inlercambio iónico, para obtener Apo Al, usando una columna Uno™-01 

(Bio Rad Serie 01-2291) acoplada a un sistema de cromatografía Bio Rad Oou Flow. La alusión de 

proteínas se realizó con un gradiente lineal en la misma solución amortiguadora conteniendo NaCI O. 1 

M. Se colectaron fracciones de 250µL y se seleccionaron solo las fracciones que contenían apo Al, 

esto se verificó con una electroforesis con SOS en un gradiente de 4% a 21%, haciendo visibles las 

bandas con una tinción de azul de Coomasie, obteniéndose una pureza del 98%. La concentración de 

Apo Al fue estimada por espectrofotometrfa, asumiendo un coeficiente de extinción molar =1.13 

mUmg•em. Las fracciones que contenían apo Al se dializaron con Bicarbonato de amonio 5mM, 

posteriormente se liofilizaron y se almacenaron a -200C. 

F. TIPIFICACIÓN DEL POLIMORFISMO T•q 18 

La tipificación de este polimorfismo se realiZó en el Departamento de Endocrinología del Instituto 

Nacional de Cardiología, de acuerdo al método descnto en el Apéndice 2. 71 Las muestras de plasma 

de los sujetos fenotipados nos las otorgó amablemente el Dr. Cardoso dentro del marco de un 

programa de cooperación cientifica. 
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VII.MÉTODOS 

A. METODO FLUORESCENTE 

Este primer método que probamos para detenninar 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 aceptar. La transferencia se puede cuantificar utiliZ.ando fosfatidilcolina marcada con plreno 

(Pyr) en las partículas donadoras, aprovechando la característica del pireno de formar exfmeros. En 

efecto, el plreno es un compuesto cíclico fluorescente que tiene la característica de fomiar exímeros 

cuando se encuentra en altas concentraciones locales. Cuando el pireno se excita con una longitud de 

onda de 340 nm, los exímeros emiten a una longi1ud de onda de 475 nm, mientras el monómero 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 disminución en la emisión de la fluorescencia a 

475 nm acompai'\ada de un ligero aumento en la emisión a 398 nm. Aprovechando esta caracteristica 

medimos fa transferencia de partJculas entre los liposomas donadores y aceptares. 

Preno 
Fig. 10 Estructura qulmlca del pirono 

s PREPARACION DE LIPOSOMAS 

Uposomas donadores 

Los liposomas fueron preparados mezdando 2 mg fosfatidilcolina..CHCl3 , 2 mg Triacilglicerol y 0.1 mg 

Pyr-Colesterol esterificado-hexano, en un tubo de vidrio, se evaporó el disolvente bajo una corriente 

de N 2 y agitación y finalmente la mezcla se secó al vació durante tres horas. Enseguida se agregó bajo 

agitación enérgica una solución amortiguadora Tris (Tf1s10mM, NaCI 140mM, EDTANa2 1nM, NaN3 

0.01%, pH 7.4) para formar una suspensión de lípidos. La suspensión se sometió a 3 ciclos de 
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sonicación de 10 minutos continuos cada uno, por medio de una sonda de titanio acoplada a un 

disruptor celular por ultrasonido paÍa formar los liposomas. Los Uposomas se separaron de los restos 

de titanio de la sonda, así como de los lipidos que no se integraron a estructuras estables bien 

definidas, por una ultracentrifugación de 30 min. a 90000 rpm, seguida de una separación en una 

columna de 1 X10 cm de gel de sefarosa 48 (Pharmacia, Uppsala Suecia), acoplada a un sistema de 

cromatografía líqukia DuoFlow (Bio Rad). De esta manera obtuvimos partículas homogéneas, de las 

mismas características en tamal'\o y composición, evitando asi la trasferencia de fosfolipidos 

promovida por colisiones entre partículas de diferentes tensiones de superficie. Se colectó el pico 

principal del perfil de alusión en fracciones de 1 mL. Para establecer cuáles de las fracciones 

contenían partículas con proporciones similares de eximeros y monómeros,·determinamos el cociente 

de las emisiones de eximero/ monómero (E/M). Las fracciones con kls cocientes E/M mayores e 

Iguales, se mezclaron y se utilizó como el substrato donador. El substrato así preparado es estable 

durante al menos 4 semanas si se mantienen al abrigo de la luz y en refrigeración. Para terminar se 

determina el contenido de fosfolípidos en el substrato. 

Uposomas aceptares 

Los liposomas fueron preparados mezclando 2 mg fosfatidilcolina-CHCb y 2 mg Triacilglicerol, en un 

tubo de vidrio y se realiza el mismo procedimiento que para las partículas marcadas. Para seleccionar 

las fracciones útiles, se tomó como modelo el cromatógrama de las partículas fluorescentes. A la 

mezcla de las fracciones se les determinan Jos fosfolipidos. 

Transferencia CETP 

Para llevar acabo la reacción se colocaron 0.8 µg de fosfolipidos de partículas donadoras (marcadas 

con Pry) y 7.2 µg de fosfolipidos de partículas aceptaras (no marcadas). La mezcla se lleva a un 

volumen de 1 mi con solución amortiguadora Tris (CETP), y se coloca en el ffuorómetro para realizar 

un barrido de fluorescencia y una lectura inicial de la emisión de eximeros (475nm) y monómeros 

(396nm) de plreno. Posteriormente se agregan 10 µL de plasma, y se realizan Jecturas a longitudes de 

onda de emisión de 475nm para el eximero y 398 nm para el monómero, con una longitud de onda de 

excitación de 340 nm, cada minuto durante 10 minutos y después de este tiempo se toman lecturas 

cada hora durante 24h manteniendo Ja reacción a 37 •c. 
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Posterionnente se realizan los cálculos necesarios para obtener la trasferencia entre las partículas en 

base a una fónnula empírica descrita por Ohnishi et. a/.35 

B. METODO RADIACTIVO 

La actividad CETP se determinó de acuerdo al método descrito por ToUefson JH et al en 1986, con 

modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. 38 

a) Preparación de sustrato aceptor (VLDL, IDL, LDL) 

Se extrae sangre total de sujetos sanos en tubos con EDTA-Na2• (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 aprotinlna 

(10µ1/ml plasma) y PMSF (1µ1/ml plasma) como inhibidores de proteasas. Posteriormente se ajusta el 

plasma a densidad =1.060 g/ml) con KBr sólido y esta fracción se separa por ultracentifugación 

secuencial. El sobrenadante obtenido se dializa en una solución amortiguadora 0.14 M NaCI /10mm 

Tris /mM EDTA/0.01% azk:fa de sodio a un pH 7.4. Finalmente se realizan alícuotas de 1 mi y se 

guardan a -20 •c. Para verificar la calidad del sustrato (VLDL, JDL), se cuantifican proteínas y se 

realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida con un gradiente de 3% a 19% en presencia de 

sos. 

b) Preparación de 3 H-Colesterol Esteriflcado HDL3 : 

Con el remanente de la anterior centrifugación se realiza un pool y se ajusta a una densidad = 1. 11 

g/ml con KBr sólido y se centrifuga a 110,000 rpm durante 2 h 35 min. a 100 C (Beckman Optima 

TLX), la densidad es ajustada por la adicción de KBr sólido (Laitz), el sobrenadante se desecha (LDL 

+ HDL2 ) y el remanente (HDL3 + plasma), se dializa contra amortiguador Tris. Después de la diálisis se 

recupera la muestra, se coloca en un tubo de vidrio y se le agregan 100 J,J de 3H-Colesterol en etanol 

(equivalente a 50 µCi [1a,2a(n)-3 H] Colesterol, amersham pharmacia biotech), gota a gota y con una 

suave agitación. Se deja incubar por 1Bh a 37•c, se ajusta a una densidad =1.25 g/ml con KBrsólido 

y se realiza una ultracentrtfugación a 110,000 rpm durante 2 h 35 min. para obtener HOL3. El KBr se 

elimina por medio de una nueva diálisis contra una amortiguador Tris por dos días. Al ténnino de ea 

diálisis se recupera la muestra y se realizan alícuotas de 200 µL. y se guardan a -20 •c. Para 

determinar el porcentaje de esterificación se realiza una extracción de k>s lípidos con clorofonno

metanol 2:1 y se separan el colesterol libre del esterificado por cromatografia en capa fina utilizando 

placas de poliéster cubiertas de gel de sílice (Aldrich,Mitwaukee.WI) y como eh.Jyente éter de petróleo. 
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éter etilico y ácido acético (90:10:5, v/v). La placa se revela con yodo sublimado (12 ), y se identifican 

las posiciones del colesterol libre y esterificado por medio de los estándares correspondientes. Las 

zonas que corresponden a cada uno de ellos se recorta y se determina la radiactividad en un contador 

de radiación beta (Liquid Scintillation Analyzer TRl-CARB 2200CA,Packard) utilizando 4 mi liquido de 

centelleo por muestra {CytoScint,ICN Costa Mesa, CA). El porcentaje de esterificación se calcula con 

base en la cantidad de radiactividad de los ésteres de colesterol respecto a la radiactividad total 

recuperada en la placa. Para controlar la calidad de nuestras HDL3 , se realiZa una electroforesis 

adicionando SOS, 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% 

e) Transferencia CETP 

En un tubO de plástico desechable de fondo cónico se colocan 3µL de donador (HDL3 -
3 H) equivalente 

a 10,000 dpm (equivalente a 120µg de proteína), se agregan 100µL de aceptar (VLOL,LDL), 

equivalente a 240µg proteína. La mezcla debe tener una proporción 1 :2. donador. aceptar. Se 

agregan 10 µL del plasma problema, 500 µL de soluc~n amortiguadora Tris y se mezcla suavemente. 

Para el blanco se agrega lo mismo excepto el plasma y todas las muestras se realizan por duplicado. 

Se incuba a 37ºC por 16 h. Después de la incubación se toman 100 µL de la mezcla, al restante se 

agrega 50 µL de reactivo precipitante. Las lipoproteínas LDL y VLDL son precipitadas con sulfato de 

dextrana y sulfato de magnesio, permaneciendo en el sobrenadante tas HDL. posterionnente se 

centrifuga después de 5 mina 2500 rpm 10 min. Del sobrenadante se toma una alícuota de 100 µL, 

ambas alícuotas se colocan en frasco de vidrio por separado, se les agrega 4 mi de liquido de 

centello, para su posterior lectura en el contador de radiación beta. Los resultados se expresan como 

el porcentaje de radiactividad transferida a la fracción precipitada. 
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RESULTADOS 

VIII. METODO FLUORESCENTE 

En una primera etapa se prepararon Jos liposomas que se utilizaron como sustrato según se describe 

en el capitulo de metodología. La Fig.11 corresponde al perfil de elución de la columna de 

cromatografía en gel de sefarosa 48 del sustrato preparado. Se muestra igualmente el eociente E/M 

de las fracciones recuperadas. Cuando Jos cocientes E/M son semejantes entre las fracciones, nos 

Indica que contienen liposomas con proporciones similares de CE-Pyr respecto a los fosfolípidos 

totales. En consecuencia se seleccionaron las fracciones colectadas de la 6 a la 11 para ser utilizadas 

como substrato donador de fa marca de pireno. Para las vesículas aceptaras se procedió de la misma 

manera y se seleccionaron las mismas tracciones 6 a la 11 como substrato aceptar. 
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Fig 11. Perfil de elucidn de /os /1pososmas mareados con PhCol-Pyr (2 mg to&fatk11/colma. 2 mg tnacJl{JliceTOI Y O. 1 mg Pyr·CEJ 
en una columna de Sepharosa 48. 0etenn1nacl6n de 'fluorescencia para ceda una de las ft'acciones obtenidas. Determinando al 

=~~: ~~~:: fe1f::U'Jls~~~=',!, e~::,~'::;:,,e;'h'!:¿~;:::::,:t::::':t,':rn:!/::~~U:xC::.::::C::C, 6:e~'::'ro~~·':,n:, 
relación a la llourescencia. tenemos partlcu/as homog6neas. Las tracciones 6 a la 11, cumplen con estas caracter/sttcas por lo 
que se separan y se hace una mezcla entre ellas. Esta mezcla se utlllza para la reacctón de trasfenJncla con la CETP. 

La presencia de exímeros en los liposomas marcados se vertrtcó por medio de un espectro de emtsión 

entre 355 y 500 nm (Fig 12). Se observan los dos picos caracteristicos de nuorescencia de los 
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monómeros del plreno a 378 y 398 nm, mientras que los exfmercs se manifiestan por un máximo de 

emisión a 475 nm37 

Longultud de onda (nm) 

Flg. 12. Espectro de emisón de nuorosconcia para los llposomas marcados con PhCol-Py,. (2 mg fosfafld1/colina. 2 mg 
ttfacllgllcerol y 0.1 mg Py,.-CE) que se realiza de 3S5 a 500 nm para observar el comportamiento del monómero a 375 y 398 nm 
y del eximero s 475 nm. 

Con los liposomas marcados y no marcados así preparados, procedimos a detenninar la actividad . 

CETP de un muestra de plasma control recién obtenido. Se pusieron en contacto el donador y el 

aceptar en una relación (1 :9) respectivamente y se detenninaron de manera continua y simultanea las 

emisiones del monómero a 398 y del eximero 475nm. Esta mezcia se incubó a 37•c durante 24 h 

para detenninar si existian intercambios inespecificos de la marca fluorescente. Observamos que 

después del tiempo de incubación, la proporción E/M se mantenía sin cambio respecto al tiempo 

inicial, indicando que no existen intercambios inespecíficos entre los liposomas. Considerando al valor 

inicial de E/M como un 100%, al ar"'iadir el plasma de ensayo, obseivamos 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 eo•c, indicando que tal incremento inicial es 

inespecífico y se debe muy probablemente a sustancias plasmáticas que emiten en las longitudes de 

onda utilizadas o a la presencia de partículas que generan dispersión de luz. Para estimar el méximo 

decremento del porcentaje E/M inicial debido a la transferencia facilitada por la CETP, en los 

resultados obtenidos más adelante se consideró el incremento debido a la adición de la muestra, 

realizando una corrección. 
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Bajo las condiciones descritas arriba, no observamos más del 5% de decremento en el porcentaje de 

E/M inicial después de incubar 24 h a 37•c (resurtados no mostrados). Por lo anterior, se agregaron 

20 µg de apolipoproteína Al por ensayo con el fin de reestructurar a los liposomas y favorecer la 

transferencia mediada por CETP38
• La cinética de transferencia bajo estas condiciones se presenta en 

la Fig. 13. La transferencia de ésteres de colesterol marcado desde la particuta donadora hacia el 

aceptar resulta en una dilución local de pireno y como consecuencia una disminución de la cantidad 

de eximeros existentes. Desde el tiempo o hasta las 5 h la fluorescencia del eximero disminuye y la 

del monómero aumenta, indicando que se esta llevando a cabo la transferencia de ésteres de 

colesterol. A las 12h de incubación se alcanzó la transferencia máxima, que equivale para este pool 

de plasma control a 23.5% de reducción del porcentaje del cociente EIM Inicial, corregido por el 

incremento inespecífico producido por la adición del plasma a la mezcla de transferencia (10.1 %). La 

ausencia de transferencia cuando se adiciona un suero lnactivado a so•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 incubación a 37•c. Bajo estas condiciones se aJcanza 

una transferencia máxima equivalente al 23.5º4 de reducción 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 preferibJe expresar el porcentaje de transferencia como una 

tasa de transferencia fracciona! un mejor indicador de la actividad CETP que la medición a punto final. 

Para estimar la tasa de transferencia k, los datos experimentales de EIM expresados como fracción de 

1, se adecuaron a la ecuación empírica siguiente:35 

Ln ((Ex/Mon)-b] = -2(k/L1 )1 + cte 

en donde L 1 representa la cantidad de fosfolipidos presentes en las partículas donadoras, b es el valor 

del intercepto en Ja regresión lineal de la calibración de la relación E/M para el contenido de Pyr en los 

liposomas y la C es el valor del intercepto de Ja regresión lineal de &a cinética de la reacción. Para el 

ensayo presentado en la Fig.14, la tasa de transferencia es de 0.2754 (1hl) 
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Flg.13 Reacci6n de transferencia de ésteMs de colesterol. debkJa a la CETP. La reacción se llev6 acabo entre liposomas 
donadores (0. B µg de tosrotlptdos) Incubados con liposomas aceptoms (T.2 µg de fosfolfpldoS..no mareados). en presencia de 
10µL dB plasma (con CETP • o lnacttvado a 6o·c sin CETP ., y la relación EIM fUe monitonrada por medición de la 
nuorescencla durante 24h. 
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Fig. 14 Taza de transtBrencia fraccional para la CETP. Representación gráfica para el calculo de la taza de transferflncia entre 
liposomas donadoras (0.B µg de fosfolfpidos) incubados con l1posomas aceptares (7.2 llfl do fostbllpKlos-no marcados). en 
presencia de 10,L de plasma (con CETPJ De donde la Taza de tramsfor$nc1a corresponde al calcule de la pendiente de /a 
grafica (m~.5507=-2(W..,J. por/o tanto k/L,=0.2754 

Para evaluar de manera más objetiva las posibles bondades de la determinación de la actividad CETP 

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

previamente porTollefson H. eta/. (1986) 
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B. METODO RADIACTIVO 

Abordamos la adecuación a nuestro laboratorio de un segundo método, en este caso radiactivo, para 

la determinación de la actividad CETP según se ha descrito previamente Tollefson et al. 198636
·. El 

procedimiento general consiste en dos etapas; la primera consiste en la preparación del substrato 

radiactivo y la segunda es el ensayo para determinar la actividad. 

1. Preparación del substrato. 

El infranadante de densidad 1. 12 g/mL marcado con colesterol tritiado se incubó según se describe en 

el capítulo de métodos. Bajo estas condiciones, el colesterol se Incorpora a la única población de 

lipoproteinas existentes, las HDL3 . La incubación resulta en la esterfficación del colesterol radiactivo 

recién incorporado por medio de la lecitina colesterol acilo transferasa que se encuentra en ese 

infranadante. Para establecer la proporctón de colesterol esterif"K:ado presente en nuestro substrato, 

realizamos la separación del colesterol libre del esterfficado por medio de una cromatografía en capa 

fina según se describe en el capitulo de métodos. De esta manera determinamos que por este método 

el rendimiento de esterificación fue del 96.3º.A> en el substrato preparado. con una radiactividad de 

3354.7 ± 50.9 dpm/µL Se podría argumentar que el procedimiento de preparación de los substratos 

altere la estructura de las Jipoprotefnas donadoras y aceptaras. Por lo anterior y para determinar la 

integridad de Jos diferentes substratos, se analizaron por medio de una electroforesis en gradiente de 

poliacrilamida (Fig 15). Observamos que no existen alteraciones apreciables de la estructura de las 

HDL por el procedimiento al que fueron expuestas. 

1 2 3 m.. ~ .. 
- -- -- 669 t7D 

IZ.Z 

10.4 ... 
- .... ,7 7.1 

Fig. 15 Electroforesis_ de poiiacrilamida_ en condiciones natrvas (4..:JO'IK.). Antilisls de la estTuctum de HD~ antes (carril No. 1) y 
Clespu6s de introducir Ja sonda rac:llact1Va 3H-Colesterol (caml No. 2). en e/ caml No 3 se encuentra el marcador 
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Enseguida, se implementaron las condiciones adecuadas para llevar a cabo la reacción determinando 

la cantidad de aceptar, de donador, temperatura y tiempo de incubación. De acuerdo a lo reportado 

previamente por otros autores, el tiempo y la temperatura de incubación son de 20 h y 37•c, 

respectivamente para un volumen de plasma de 20 µl. Nuestros primeros ensayos se llevaron a cabo 

bajo estas condiciones. 

2. Cantidad de donador y aceptar 

Se llevaron a cabo pruebas de actividad CETP utilizando un pool de muestra de plasma y con 

diferentes concentraciones de particulas aceptaras y donadoras. Cuando se utilizaron partículas 

donadoras conteniendo 3000 dpm de partículas donadoras en presencia de un exceso de partículas 

aceptaras (120 µg de proteína) no observamos transferencia. Ahora cuando se utilizaron partículas 

donadoras conteniendo 1 0000, 15000 y 18000 dpm las lecturas fueron muy similares a las tasas de 

transferencia obtenidas. Por lo anterior y por principio de economía, partimos de partículas donadoras 

que conUenen 10000 dpm, correspondiente a 124.43 µg de proteína, para nuestros ensayos ulteriores. 

El siguiente parámetro a optimizar fue la cantidad de aceptar. Los resultados de las transferencias 

obtenidas con las diferentes cantidades de aceptar y partículas donadoras que contienen10000 dpm 

se presentan en la Tabla 4. 

Tabla 4. Efecto de la cantidad de aceptor p•ra la valldaclón del m6todo radiactivo 

Cantidad de aceptor 10 J.LL/25µg. 50µU120µg 100 µU240 µg 200µU480µg 

(volumen/ proteína) 

'% 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) 

so 0.07 0.57 1.13 0.64 

cv 3.82 3.88 4.9 4.10 

SO desv1ac1ón est4ndar. cv: coenc1onte de vanactón. 

Según lo descrito anteriormente, con partículas que contienen 10000 dpm (124.3µg de proteína) de 

las partículas donadoras y 1 OOµL (240 µg de proteína) de partículas aceptaras. se registro la mayor 

transferencia, por Jo que se consideró para los ensayos posteriores 
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3. Temperatura óptima 

Después 
0

de haber detennlnado la cantidad de donador y aceptar más favorable para llevar acabo la 

reacción consideramos la temperatura. Originalmente el método se realiza a 37•c. Sin embargo, 

algunos autores39 a 4o•c se obtienen tasas de transferencia más 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 s. Efecto de la temperatura para la valldaclón del m6todo radiactivo. 

Temperatura 37"C 40'"C 

ºA> Transferencia CETP 25.3 8.25 

n= 10 

Actividad CETP 0.304 0.099 

(mgCE/mL•h) 

so 0.64 0.35 

cv 4.8 4.29 

SO. desviación estBndar. CV. coefjc1ente de vanaC1ón. 

Como podemos observar donde hubo una mayor transferencia fue a 37ºC. probablemente a 

temperaturas más elevadas Ja CETP se inactiva. Posterionnente se determinó el tiempo óptimo de 

transferencia. 

4. Tiempo óptimo de incubación 

Para estimar el tiempo óptimo de transferencia, se realizó una cinética monrtoreando durante 24 h la 

cantidad de radiactividad transferida, tomando como referencia al aceptar (Fig.16). A las 18 h de 

incubación se presentó un máximo de transferencia que posteriormente disminuye con la incubación. 

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

plasma utilizado. 
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Fig. 18 Cinética de react:lón de transfarencia de Ja CETP. La reaccldn se /levó acabo Incubando a 37•c 3µL de 'H-HDL, 
(equNalente a 10000 dpm y 120µg do pt0telna). como partlculas donadoras y 100µL de aceptar (VLDL.LDL, equivalente a 
240µg protefna) en presencia df!I 10 µL de plasma qua contiene a fa CETP. La cantidad de radiactividad transferida fue 
monitoroada durante 24h. encontrándose un máximo entm /as 18""18h. 

4. Reproducibilidad 

una vez establecidas las condiciones óptimas para el método se procedió a verificar su 

reproducibilidad. Para ello, se realizaron detenninaciones de la actividad CETP de un plasma control 

10 veces por triplicado cada una, el mismo día (intra ensayo) y 1 vez por duplicado en 10 días 

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

Tabla 6. Vartabllldad lnter e lntni ensayo par• la v•lldaclón del m6todo radiactivo. 

% Transferencia de CETP 

n=10 

Actividad CETP (mgCE/mL•h) 

so 
cv 

lntra ensayo 

28.3 

0.340 

1.2 

3.94 

SO. c:lesvu•e1ón esténc:lar. cv. coeflc1enre c:Je vanaaón. 

5. Elección del método 

lnter ensayo 

29.1 

0.350 

0.9 

3.09 

La cinética de transferencia de ésteres de colesterol mediada por la CETP alcanza el máximo de 

actividad alrededor de 20 horas . En consecuencia, un método que solo permite trabajar una muestra 

a la vez, resulta poco préctico, como es el caso del método fluorescente que exploramos. En efecto, 

para obtener resultados cuantificables, se requiere monitorear la cinética de desaparición de exímero 

y aumento de la fluorescencia del monómero durante 16 horas. En las condiciones actuases 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 línea por 

la infactibilidad práctica del método, ya que el objetivo de la prueba es poder evaluar la actividad 

CETP en diferentes muestras de sujetos como se detalla a continuación. En concJusi6n, para 

continuar con ta segunda etapa del presente trabajo, optamos por el método radiactivo que resultó ser 

más práctico que el método fluorescente. 

ACTIVIDAD CETP Y ENFERMEDAD ATEROSCLEROSA CORONARIA 

Después de haber validado el método descrito, la segunda etapa del presente trabajo, consistió en 

detemiinar el impacto que tiene la actividad CETP en dos grupos de sujetos, uno con diagnóstico 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 características antropométricas y perfil de lípidos de ambos 

grupos. 

Tabla 7. Caracterfstlcas antropom6trlcas y perfil de Hpldoa de loa grupos EAC Y SDE .. 

SDE EAC p 

Medi<l(DS) Medi<I (OS) 

No. Sujetos 52 30 

Hombres ... 25 

Mujeres 8 5 

Edad (años) 29.9C±a.9r 58.4(,.9.8) 0.000 

IMC(Kglm2¡ 26.6("'3.7) 28.0("'.3.4) 0.070 

Colesterol (mg/dL) 

Total 165.8("'41.0) 188.2(,.34.5) 0.010 

HDL 45.1 ("'11 .2) 35.4("'8.9) 0.000 

LDL 86.B (±39.9,- 118.4("'31.5) 0.000 

Triglicéridos (mg/dL) 142.2(±64.3)"" 209.5(,.70.4) 0.000 

Indice aterogénico 2.8("'1.2) 4.5(.,.1.3) 0.000 

Los valores expresan la rned1a(~ DSJ. 
IMC: Indice de rnasa corporal (peso/tollo7

). EAC: sujetos con enfermedad aterosc/erosa coronarla. SDE sujetos sin diagnostico 
de lo enfennedad. DS: desv1eción estandar. 
•Expresa dlferenaas estadlsticamente significativa entre los grupos EAC y SDE. El análl:t1s esladlstico de /os resullados se 
realizo por una prueba t :student. 

Se observa que los factores lipídk:Os de riesgo coronario, a saber, CT~ C-LDL y Tg se encuentran 

elevados en el grupo EAC respecto a los sujetos del grupo SOE. Y por el contrario, los niveles 

plasmáticos de C-HDL son signiftcativamente menores en los sujetos del grupo EAC con respecto a 

los del SDE. Como consecuencia, el indice aterogénico, calculado como el COCiente del C-Total-C

HDU C-HDL, es casi del doble en Jos sujetos con diagnóstico de enfennedad aterosclerosa. 
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Como se sabe el nivel plasmático de lípldos esta relacionado con la edad, sexo, IMC, y considerando 

que nuestra población no es homogénea en estos factores, se realizó un análisis estadístico utilizando 

una prueba de ANCOVA controlando las variables antes mencionadas, para evitar que actuaran como 

variables confusoras. Este análisis nos mostró que sólo el C-LDL mantiene una diferencia significativa 

(p<0.016), así como los triacilgliceroles( p<0.017). 

Partiendo de que algunas alteraciones en el perfil de lipidos podrían tener su origen, al menos 

parcialmente, en modificaciones de la actividad de la CETP, detenninamos la actividad de la proteína 

en el plasma de cada uno de los sujetos de ambos grupos. La actividad promedio de Jos 52 sujetos del 

grupo SDE fue de 30.3±0.9ºM de ésteres de coJesterol transferido por 10µL de plasma. por 18 horas, 

muy próxima a la actividad promedio de los 31 sujetos del grupo EAC que fue de 28.8±1.4°.lb, siendo 

diferentes no alcanzan significado estadístico. El análisis estadístico se rea"zó utilizando una prueba 

de ANCOVA controlando las variables contusoras (edad, sexo, IMC). 

Al no observar diferencia significativa entre ambos grupos decidimos agrupar a nuestros sujetos por 

terciles de actividad CETP (Tabla 8 y 9). Donde observamos que el coresterol 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 estadístico. 

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

o/o Transferencia CETP 21.3(±3.7) 31.3(±2.6) 38.2(±2.7) 

Actividad CETP 0.256(±0.04) 0.376(±0.03) 0.458(±0.03) 

(mgCEJmL~) 

C-Total mgtmL 204.6±(31.9) 181.4(±38.6) 178.8(±30.1) 

C-HOLmgtmL 32.5±(4.17) 38.3(±11.7) 35.3(±9.7) 

C-LOLmg/mL 127.9(±45.1) 114.9(±34.3) 112.4(±40. 1) 

Triacilgliceroles mg/mL 275.4(±20.8) 1ao.a(±20.3r 172.2(±19.6) 

Los valoms eJCpresan la media(~ DS). El anál1s1s estadlst1co se realizo utJllzanc1o una prueba c1e ANCOVA Bjustando por edad, 
IMCy sexo. 
IMC Indice de masa corporal {pesoltalla:1). EAC: sujetos con enfermedad aterosclerosa coronarla. DS: desviación estándar. 
EAC. TERCIL 1: Ex.presa a/ grupo de sujetos que presentan una menor actividad CéTP. 
EAC.TERCIL 2: Expresa si grupo da sujetos qua presentan una actividad mtarmt1d1a CETP 
EAC. TERCIL 3 Exprosa al grupo da sujetos que presenta una mayor acbVldad CETP. 
•Expresa dlfereneta estadlstJcamenta s1gndlcativa entre el tf!H'Cll 1 y el tercil 3 p<D.002 
,. Expresa dderenCJa estadlsttcamante S1gm1tcat1Va entre el terc111 y el tarcil 2 p<0.006 

\ 
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T abla 9. Resultados analizados por terciles de actividad CETP en sutetos SDE. 
SDE-TERCIL 1 2 3 

Media (OS) Medla(DS) Med .. (DS) 

% Transferencia CET P 24.5(±1.2) 26.9(±1.2) 33.7(±2.5) 

Actividad CETP 0.294(±0.01) 0.34 7(±0.01) 0.404(±0.03) 

(mgCE/mL •h) 

C-Total mg/mL 166.4±(49.3) 162.9(±37.9) 168.2(±37 .9) 

C-HDLmg/mL 45.6±(13.0) 49.3(±9.4,- 40.2(±9.7) 

C-LDLmg/mL 95.7(±45.1) 70.5(±34.3) 95.1(±•0.1) 

Triacilgliceroles mg/mL 136.5(±15.5) 152.5(±15.4) 136.8(±16.0) 

Los vafotBs expresan la media(± DSJ. El anát1s1s estactlatJco se realizo utJllzando una prueoa de ANCOVA a1ustando por edad. 
IMCyedacl 
IMC: Indice de masa corporal (pesoAal/a 2

). SOE sujetos sin diagnostico de la t1nferrnedad. DS: desviación estandar. 
SDE-TERCIL 1: Exprosa al grupo de sujetos que presentan una menor actividad CETP. 
SDE-TERCIL 2.- Expresa al grupo de sujetos que presentan une actividad intermt!Klia CETP 
SDE-TERCIL 3: E;xpresa al grupo de sujetos que presenta una mayor actividad CETP. 
•Expresa diferencia estadlstlcamente sigmficativa entre el tercil 2 y el tercil 3 p<O. 002 
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GRAFICA 1. Erecto de la Act1Vidad CETP sob"' las concentraCIOl1es plasmáticas de lfpu;los de sujeros EAC. A tos su1etos EAC 
que se les determino % Act. CETP por el método radiactivo. se dNldo por terciles de acltvidad. El lercll f- corresponde al 
grupo de sujetos que frenen una actividad más baja (21.3±3. 7). El tarcll .:;a corresponde al grupo de stdlftbs que tiene una 

~C:v~~;:!:;:,,""r":~~. <~H~T_~gf;,::t~":::~fiJ. ~~~':;,!',:,~'b"t_ que t n la acbvidad m.ts alta {3B.2:J:.2. 7J. 
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GRAFICA 2. Ef8cto de la Act1Vidad CETP sobre las concentraciones plasmáticas de ll¡>1dos de sujetos SDE. A los sujetos SDE 
que se les determino % Act. CETP por el m61octo radiactivo, se dlVido por terc1/es de acfividad. El tercil 1 !!! corresponde at 
grupo de su;etos que t1enen una act1V1daq..a,,as baja (24.5± 1.2). El tercil - corres~onde al grupo de SUJ8 os que tiene una 
sctívíciad lntennedia (289~1.2) Eltarcll.:t-1 corresponde al grupo que tH!ffJen la act1V1dad mas alta (33 7~2.5). 
CT: Colesterol Total. C-HDL: Colesterol HDL. c.LDL: Colesterol-LDL 
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corresponde a la actNKJad tntarmedta y el terc1/ 3 ~ttvidad más atta. tas m""11as da cada tercil so descnbleron en la 
gralk:a 1 y 2 de cada grupo 

La tendencia inversa observada entre la actividad CETP y los nivetes de C-HDL no se manifiestan en 

el grupo de sujetos SDE. En efecto, no hay una tendencia defink::Sa del colesterol total ni del C-LDL por 
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terclles de CETP en los sujetos SDE (Gráfica 2). En contraste con los sujetos EAC (Gráfica 1 ). 

observamos que en el tercil 1 (menor actividad) existen niveles altos de e-total y de C-LDL tendiendo 

a disminuir confonne 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 plasmáUco de triglicérldos, nuevamente 

observamos un efecto dicotómico entre el grupo de sujetos con cardiopatía y los sujetos sin 

diagnóstico de la enfennedad. Mientras que en el tercil bajo de actJvidad CETP del grupo EAC, el 

promedio de triacilgliceroles plasmáticos es significativamente más elevado que en Jos otros dos 

(Gráfica 3). En el grupo de sujetos SDE no se observó Ja segregación de mayores niveles de 

trlglicéridos en el tercil bajo de actividad CETP. 

Independientemente de no tener un efecto directo sobre kJs niveles de C-HDL. la CETP en conjunción 

con la LCAT. puede tener un impacto en la remodelación de estas lipoproteinas. Para explorar cuál es 

el impacto CETP en la lnterconversión de las diferentes subclases de las HDL. determinamos la 

distribución de tamanos de las HDL por urtracentrifugación secuencial y electroforesis en condiciones 

nativas de muestra de plasma de un subgrupo de sujetos con EAC y otro de sujetos SDE. Sabiendo 

que fa LCAT es un paso previo de remodelación de las lipoproteinas a la CETP, determinamos 

también en estas muestras la actividad de esta enzima. De esta manera. pudimos establecer un 

esquema metabólico de las HDL más completo. Los resultados se presentan en la tabla 10. 

Tabla 1 O. Actividad LCA T v distribución de tamar'\os de las HDLs en suietos EAC v SDE 
SDE EAC p 

Media( OS) Media(DS) 

LCAT (nmoJ-Uh) 114.3(±47 .6) 105.9(±62.9) 0.237 

% Transferencia CETP 33.1 ±4.5 292(±6.5 0.258 
Actividad CETP 0.397(±0.05) 0.350(±0.08) 0.325 

(mgCE/mL•h) 

Tamanos de p•rtfculas •.t.HOL 

HOL2b 7.4('"3.2) 7.3(~.3) 0.967 

Hbl.2a 7.3(±4.7) 7.3(:3.9) 0.989 

HDL3a 32.2(±11.4) 38.6(:3.2) 0.331 

HDL3b 15.S(±S.3>- 272(%6.4) 0.008 

HDL3c 37.7(±12.or 19.6(%6.7) 0.023 

Los valores ex~san medu.(~ DSJ. El análisis estadlst1co .se realizo utdlzando una prueba de ANCOVA llfustando por IMC. 
BCJad. sexo y para el caso de tamanos de HDL se ajusto además por Triec:Hghcemlos. Para oste subgrupo de tam•ltos HDL se 
tomaron 16 muestras de su¡eto:s EAC y 21 muestras de sujetos SDE. 
•Expresa dderencias estadlstJcamente s1gndicattva entre los grupos SDE y EAC. 
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Según la tabla anterior podemos observar la marcada d;ferencla en la proporción de partículas HDL de 

tamaño pequei1o. En efecto, la proporción de partículas HDL3c en el grupo EAC es de solo el 52% en 

promedio respecto al grupo SDE. La baja proporción de partículas HDL3c en el grupo EAC se asocia 

con un incremento en las partículas inmediatamente mayores en esta ciasificación, tas HDL3b. que 

resultó ser aproximadamente 75% más abundante respecto al grupo SDE. Este resultado sugiere que 

las HDL ó no alcanzan a remodelarse de manera normal hasta HDL3c., acumulándose de esta manera 

en HDL3b, o bien, existe una reconversión más rápida hacia HOL30 en los sujetos con EAC. La 

segunda posibilidad podría estar relacionada con un aumento en la actividad LCAT. debido a que esta 

enzima favorece el incremento de tamano de las HDL al esterif1Car el colesterol. Sin embargo, 

nuestros resultados demuestran que no existe diferencia en la actividad LCAT ni de CETP de ambos 

grupos. Sin embargo observamos cierta tendencia negativa entre la actividad CETP y la actividad 

LCAT. apoyando así la hipótesis de que existe un déficit en las vías de interconversión de HDL 

grandes hacia HDL de menor tamaño en los sujetos con EAC. Fig. 1 O 
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GRAFICA 4. Distnbución de /os diferentes tamaf'los de las HDL en SUj9tos EAC y SDE. Se detarmlnaron las dJtlerente:s 
poblaciones de las HDL en un subgrupo de los sujetos EAC (n•16- y SDE (n-21,Q . Las culllle:s se ais/•ron de plasma 
t'rusco de los pacientes. a través de una electrofomSls en un gel de pol1acnlamida {4-3D'Mi) en condiciones nattt1•s y.., l9V8ian:ln 
con colorante azul bnllante de Coomassie. Se realizó un análisis de demutometrla para detarrntnar las proporciones de cada 
subtipo de población de las HDL. 
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Fig. 18 Comparactdn entre la actiVldad CETP (%de transferencia) y ta dlstnbucidn de lo:s ddlent1nte• tama,,os de las HDL La 
columna (A) corresponde a las Cort'f!llaciones de " .Act!Vldad CETP y " de tamaltos de tamaltos de HDL en sujetos EAC. La 
columna (B) corresponde a /as cCNT&/aciones de Acbvidad CETP y" de tamanos de HDL en sujetos SDE 
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Podemos observar que en los sujetos SDE la CETP tiene una fuerte Influencia en la distribución de las 

diferentes subpoblaciones de HDL. Para determinar en que proporción la CETP contribuye a modificar 

a las HDL realizamos un análisis de regresión, el cual nos mostró que ia CETP contribuye en un 20% 

promedio en la variación de las subpoblaciones HDL2., HDL~. HDL3b y HOL31: (Fig. 10). En las 

distribuciones de tamar'"ios de HDL en sujetos con EAC no observamos estas mismas correlaciones. 

Por lo que podría ser una explicación al desequilibrio metabólico que existe en estos sujetos. 

Como se mencionó en los antecedentes, otro factor que puede contribuir a establecer las 

concentraciones plasmáticas de C-HDL, es el polimorfismo Taq 18 en el intrón 1 del gen de la CETP. 

Tal efecto puede estar mediado por un decremento en la expresión de la proteína asociado al 

genotipo 82 . .a 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 1 B sobre la 

actividad CETP en sujetos mexicanos. Para ello incluimos 22 sujetos con genotipo 8181, 24 sujetos 

con 8182 y 22 sujetos con 8282, genotipados previamente por Galicia et al. (2002). En la tabla 11 se 

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

Tabla 11. Características antropométricas v perfil de lioidos de sujetos con el polimorfismo Taa-1 B. 
B1B1 8182 8282 p 

Media( OS) Medl•(DS) Media(DS) 

No. de sujetos 22 24 22 

EDAD (ar'\os) 42.3(±9.8) 41.5(±10.9) 40.5(±9.3) ns 

IMC(Kg/m) 27.8(±4.3) 26.9(±3.6) 27.2(±4.1) ns 

Colesterol (mg/dL) 

C-Total 172.7(±31.5) 173.1(±33.8) 203.8(±38.8) 0.002 

C-HDL 39.1(±10.1) 39.9(±12.1) 43.6(±9.6) ns 

C-LDL 113.2(±27.4)9 112.3(±29.9) 140.2(±35.9) 0.024 

Triacilgliceroles (mg/dL) 128.2(±68.9) 130.4(±71.3) 125.9(±55.0) ns 

% transferencia CETP 23.2(±6.09) 18.8(±7.5) 17.8(±6.9) 0.032 

Actividad CETP 0.278(±0.07). 0.226(±0.09) 0.214(±0.08) 0.030 

(mgCE/mL *h) 

LCAT(nmol•hfmL) 139.1(±42.2). 127.7(±50.1)" 101.1 (±40.4)- 0.006 

Los valores estén expresados mect1a(± OS) El aniihsts estadlstrco se realizo ut111zand0 un• pnHJOa de ANO VA ajustado por 
edad. IMC. y sexo. 
IMC: Índice ele masa corporal {pesol'talla:i). EAC: sujetos con enfennedad ateroschtrosa coronarla. SOE sujetos sin diagnostico 
de la enfermedad. OS: desviación estándar. 
•Expresa dtferenetas estadfsticarnente sigmflcahva entre 1-2. 
"Expresa diferencias estadlsticamente significativa entre 1-3 
"' Expresa diferencias estadlsticamente significativa entre 2-3 
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La tabla anterior nos muestra que efectivamente la actividad CETP se ve influenciada por atteraciones 

genéticas como Taq-1 B observándose diferencias estadisticamente significativas entre los tres 

genotipos. En donde el genotipo 81 se asocia a actividades mayores de la CETP respecto al genotipo 

82. De esta manera la actividad CETP es significativamente mayor en los sujetos homocigotos para el 

alelo 81 respecto los heterocigotos y los homocigotos 82. No encontramos diferencia 

estadísticamente significativa entre los homocigotos 82 con el grupo de heterocigotos, no obstante la 

actividad media de este último grupo es mayor en comparación con el primero (Grafica 5). Pese a las 

dtferencias estadísticas en actividad CETP entre los grupos de sujetos 8181 y 8282, Jos valores de C-

HDL no son diferentes entre estos grupos. 

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que, en la población estudiada, el genotipo 82 de la 

CETP se asocia con concentraciones elevadas de colesterol total y el C-LDL, mientras que no existe 

ninguna influencia del genotipo Taq-1 B del gen de la CETP sobre el nivel de triglicéridos (Tabla 11 ). 
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GRAFICA 5. Efecto del genotipo Taq 1 B sobre el % Act11nd&d CETP. De un grupo de sujetos que se tlpmeaton previamente. se 
seleccionaron 22 sujetos homocigotos 8181. 24 sujetos heteroc1gotos 8182 y 22 sujetos homoc/gotos 8282. Por medio del 
método radiactivo. se detennlno el % de actividad CETP en estos sujetos. 

51 



_ 160 

-g 140 
:e 120 
"o 100 
E .s. 80 

!;e 60 
~ 40 

~ 20 
o 

*p0.048 

8181 8182 B2B2 

Genotipo Taq 18 

GRAFICA 6. Efecto del genotipo Taq 1 B sobre la actividad LCA T. De un grupo de sujetos que se liptncaron previamente. se 
sel&CCionaron 22 sujetos homocJgotos B f B 1. 24 sujetos heterocigotos B 182 y 22 su¡etos homoclf}otos 8282. Por medio del 
m6todo rad1act1vo. se determino la actividad LCAT en estos sujetos. 

Lo que quedaría abierto para estudiar el tamar"'io de las HDL que tenemos y determinar si esta 

disminución en concentración de HDL no se asocia con la enfennedad ateroscierosa. Realizando un 

posterior estudio con sujetos control. 
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DISCUSION 

En México. se han hecho estudios epidemiológicos donde se ha puesto de manifiesto que la 

dislipidemia más frecuente es la hipoatfalipoproteinemia (niveles bajos de C-HDL <36 mg/dL).23 Asf 

mismo está perfectamente establecida Ja correlación negativa que existe entre los niveles bajos de C

HDL o hipoatfalipoproteinemia y el riesgo de desarrollar enfermedad ateroscierosa coronaria. 12 En 

consecuencia, la hipoalfalipoprotelnemia es el factor de riesgo de EAC más frecuente en nuestra 

población. 

Sin embargo, las causas primarias de esta dislipidemia aun no se conocen en su totalidad, por lo que 

se vuelve objetivo de estudio para desarrollar terapias preventivas para combatir este factor de riesgo. 

Se conocen varios factores metabólicos que pueden alterar los valores de colesterol HDL. Entre ellos 

se encuentran las enzimas y proteínas que se ven involucradas en el TRC, en particular la CETP. Esta 

es una proteína cuya función es transferir esteres de colesterol de las HDL a las lipoprotefnas que 

contienen apo 8, como se mencionó anteriormente. En el humano, existen evidencias de que esta 

proteína es capaz de modificar los niveles plasmáticos de C-HDL. 17
•
19 

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

CETP ajustando las condiciones necesarias para trabajar en nuestro laboratorio. En la literatura se 

presentan dos métodos para determinar dicha actividad, el primero es un método Fluorescente y el 

segundo es un método radiactivo, 35
•
36 ambos métodos se pusieron en práctica 

En una primera etapa nos inclinamos por el método fluorescente para evitar el manejo de Isótopos 

radiactivos, por la complejidad de su manejo en el laboratorio, de los desechos que se generan y por 

los riesgos biológicos 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 partícula donadora, fue descrito originalmente por Qnishi y 

colaboradores. 35·38
•
42 En sus trabajos, Onishi et al, emplean fundamentalmente CETP purificada para 

determinar de manera semicuantltativa la transferencia de ésteres de colesterol, facilitada por la 

proteína, hacia una partícula aceptara, en diferentes circunstancias. Bajo esas condiciones, las 

cinéticas de transferencia son relativamente rápidas y se completan en el orden de minutos. Nuestra 

intención fue de adaptar ese método para fa determinación 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 Onishl et al, 

(equivalente a 1.4 mg/µL de la proteína pura) la cinética de transferencia que observamos en nuestros 

ensayos fue del orden de horas. Además, la adición de plasma a la mezcla de liposomas, alteraba de 

manera importante la fluorescencia de la sonda, en particular el que fue parámetro de medición, 

cociente E/M. Por esta razón, la cantidad de plasma que se puede añadir es muy limitada, evitando 

así que se pudieran mejorar los tiempos para las cinéticas de transferencia. Otro parámetro factible de 

ser modificado para incrementar las tasas de transferencia era la cantidad de partículas donadoras y 

aceptaras. Sin embargo, estos liposomas tienen un diámetro considerable (26 nm),35
'
38 y en 

consecuencia, si se incrementa su concentración, produciría dispersión de la luz, provocando de esta 

manera que se sobrestimara la emisión de la sonda fluorescente. A pesar de todas estas limitantes, 

logramos algunos resultados preliminares cuantificables, que presentamos en la sección de 

resultados. Como se indica en la sección de eleccfón del método, la utilización de sondas 

fluorescentes no resulta práctica para determinar Ja actividad CETP bajo las condiciones y equipo con 

que contamos en nuestro laboratorio. 

En consecuencia, nos dimos a la tarea de adaptar el siguiente método radiactivo para la cuantificación 

de la actividad CETP en plasma. Este método descrito por Tollefson et a/,38 ha servido como base 

para una serie de variantes metodológicas descritas por diversos autores. 39
•
43 El principal 

inconveniente del método es la imposibilidad de estandarizar Jos reactivos utilizados como partículas 

donadoras y aceptaras de la marca radiactiva. A este respecto, cada laboratorio tiene sus parámetros, 

forma de preparar y en consecuencia, condiciones de incubación. 3e,4'3 Por esta razón, dentro del marco 

del presente trabajo, adaptamos los procedimientos de este método a las condiciones de nuestro 

laboratorio. El método radiactjyo para la determinación de la actividad CETP arrojó resultados 

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

inconvenientes en el manejo de isótopos radiactivos, trente a la infactibilidad del método fluorescente, 

elegimos el método con ésteres de colesterol marcados con Tritio c3H-CE) como sonda radiactiva 

incorporada a un pool de HDL3 humanas. para cuantificar el porcentaje de intercambio de colesterol 

esterificado. 

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

realizamos un estudio piloto sobre el impacto de la actividad CETP en el metabolismo de &as 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 selección de estos sujetos fue muy estricta y podría considerarse a 

pn'ori un buen grupo control. Los resultados de este estudio demuestran que efectivamente los 

factores lipídicos de riesgo como son Colesterol Total, C-LDL y Triacilgliceroles, comúnmente 

reportados en estudios previos, se encuentran elevados en los sujetos que presentan cardiopatía a 

diferencia de los sujetos que no presentan antecedentes de EAC. Asi también existe un déf"lcit en las 

concentraciones plasmáticas de C-HDL (hipoatfalipoprotelnemia) en los sujetos EAC, otro factor de 

riesgo importante. Todas estas diferencias son estadísticamente signfficativas. Por lo que nuestra 

población de sujetos EAC es representativa de su condición. Sin embargo a posteriori, observamos 

que no alcanzamos a tener una población pareada por edad con el grupo de sujetos con enfermedad 

coronaria. Este es un punto débil del estudio, porque la edad es un factor detennlnante del nivel de 

lipidos plasmáticos.44
·•

5 Para paliar la dtferencia de edades entre ambos grupos, realizamos un 

análisis estadístico ajustando por este parámetro. Los resultados de estos análisis indican que solo 

existe diferencia estadísticamente significativa en los niveles de C-LDL y triacilgliceroles, dos de los 

factores de riesgo lipídicos más comunes para desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria. 

El eje central de este trabajo es de establecer la posible participación de la CETP en el desarrollo de 

la enfennedad ateroscterosa coronaria. El papel de la CETP en la aterogénesis continua siendo hasta 

ahora motivo de debate.26·.a.•7 La CETP puede participar corno una proteína proaterogénica, desde el 

punto de vista de que facilita Ja redistribución de colesterol proveniente de lipoproteínas protectoras 

contra 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 actividad CETP muy bajos o nulos. "8 • .a 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 genética de CETP y la disminución de lesiones ateroscterosas en cierto 

tipo de ratones por transgénesis de la CETP humana, apoyan el papel antiaterogénlco de esta 

proteína. :;o,sl La respuesta al controverslal papel de la CETP en ta aterosclerosis, puede estar en 

estudios epidemiológicos que incluyan la activK:fad plasmática de esta proteína. Sin embargo, a 

nuestro conocimiento, no existen este tipo estudios en sujetos con EAC. En este sentido, este trabajo 
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contribuye a llenar este vacío de información. Nuestros resuttados muestran que la enfennedad 

aterosclerosa coronaria no se relaciona con cambios en la actividad CETP en plasma ni existe una 

correlación entre Ja actividad CETP y los niveles de C-HDL en Jos grupos de estudio. No obstante, las 

HDL son una categoría de lipoproteínas integrada por una amplia gama de partículas con diversas 

estructuras y funciones pleiotrópicas, 52 a saber, su actividad antioxidante a través de Ja enzima 

paraoxonasa que se une trslcamente a las HDL pequenas,52
•
53 las HDL inhiben el proceso inflamatorio 

que da origen al ateroma a través de la regulación de la expresión de las moléculas de adhesión en el 

endotelio vascular. 541 las HDL evitan complicaciones de la placa preformada por medio de sus efectos 

antitrombóticos y profibrinolitcos54
•
55

. Todas estos efectos antiateroscierosos son dependientes de la 

estructura de las HDL, y la CETP desemper"'ia un papel central en la remodelación de estas 

lipoproteínas.56
•
57 Sujetos con deficiencia genética de CETP tienen e'8vación muy importante de HDL 

con mayor tamaño enriquecidas en apo E y en ésteres de colesterol, acampanadas de una deficiencia 

relativa de partículas de menor tamaño tipo HDL3 5.8.~ 

Con base en lo anterior, planteamos la posibilidad de que la actividad CETP estuviera relacionada con 

el proceso pro o antiaterosck!roso, no por influir en los niveles plasmáticos de C-HDL, sino por inducir 

cambios estructurales de las HDL que afecten su funcionalidad. Para verificar esta hipótesis, 

determinamos la distribución de subciases HDL por medio de uttracentifugación secuencial seguida de 

una separación de las partículas por tamar.o en gradiente de poliacrilamida. Este método previamente 

estandarizado en nuestro laboratorio pennite subcJasrticar a las HDL en cinco categorías como se 

describe en la sección de métodos. 

Nuestros resultados demuestran que existe una disminución muy importante en las proporciones de 

las partículas más pequenas que se pueden aislar por este método en los sujetos del grupo EAC. Tal 

disminución está asociada a una acumulación importante de la proporción de partículas HDL3b. El 

significado fisiológico de tal desproporción en fos 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 fas HDL3b pueden ser un intennediario metabólico entre partículas pequel'\as 

(HDL3c) hacia partículas de mayor tamat\o (HDL2f~. Esta via seria mediada por acción de la LCAT (la 

esterfficación del colesterol resulta en su intemalización al núcleo de la lipoproteina provocando 

aumento en su tamar"io y disminución de la densidad). Por esta razón, detenninamos la actividad de 
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esta enzima en nuestros subgrupos de estudio, a los cuales ya se les habia caracterizado tamanos de 

HOL y pudimos comprobar que no hay diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos. 

En consecuencia, descartamos ta hipótesis de que la baja proporción de partículas HDL31;. en los 

sujetos con EAC tiene su origen en una conversión acelerada de estas partículas mediada por la 

LCAT. Una segunda explicación para la desproporción en las partículas HDL3c y HD~. a la luz de los 

conocimientos actuales, se puede fundamentar en una reconversión ineficiente de partículas HDL 

grandes (p.e. las HDL3b que se acumulan en el plasma de los sujetos con EAC) hacia partfculas 

pequefias más pequefias (HDL3c>· 

Estudios in vitro han demostrado que la CETP puede generar HDL de tamaflos pequer'"'los a partir de 

HDL de mayor diámetro5 y se han observado partículas HDL de gran tamat\o en sujetos con 

deficiencia genética de CETP81 y en animales de experimentación en Jos cuales se ha bloqueado la 

CETP por medio de anticuerpos. 62
•
63 Podría argumentarse que la desproporción en los tamal'\os de las 

HDL en los sujetos con EAC no tiene su origen en la CETP, puesto que no encontramos dtferencias 

en la actividad de la proteína con respecto a los sujetos sanos. Este argumento puede ser descartado, 

debido a que existe una clara influencia de la proteína sobre la distribución de las subpoblaciones de 

HDL en los sujetos sanos, según se puede inferir de los análisis de correlación. No existe la misma 

interrelación CETP-distribución de tamar'1os de HDL en los sujetos con cardiopatía. Esta observación 

implica que: 1) El metabolismo HDL no es el mismo en los sujetos EAC, y 2) La distribución al 

equilibrio de las HDL no dependen de la CETP en la cardiopatía isquémk:a y puede deberse a 

diversos aspectos ambientales y farmacológicos que pueden contribuir a explicar dichas 

implicaciones. 

El grupo EAC está integrado por sujetos que han sufrido al menos un infarto. Estos individuos cursan 

una etapa de sensibilización hacia su salud, su persona y su familia y se someten a nuevas actitudes 

higiénicas (ejercicio programado, hábitos alimenticios, abandono del tabaco), además de tener 

intervención farmacológica con fibratos, estatinas o calcio antagonistas. Todos estos factores 

contribuyen a modificar el perfil de lipidos, en este sentido, se sabe que por cada 3 Kg de reducción 

en el peso corporal, el C-HDL puede aumentar hasta 1 mg/dL, 64 los fumadores pueden tener niveles 

entre el 15 y 20% menos de C-HDL que los sujetos no fumadores que tardan hasta 60 días después 

de dejar el hábito del cigarro para recuperar sus nivetes plasmáücos originales815 y también existe un 
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efecto dosis-respuesta entre el C-HDL y la cantidad de ejercicio aeróbico realizado. Tales 

modrticaciones en perfil lipídico a través de medidas higiénicas podrían involucrar modificaciones en la 

actividad CETP o afectar otras enzimas. disminuyendo asf el impacto de la CETP sobre la distribución 

de tamanos 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 86
•
67

• Asimismo, los conejos, deficientes 

naturalmente de LH, presentan HDL de gran tamano en plasma. 68 Por otra parte se ha demostrado en 

animales transgénicos que sobre expresan PL TP, que incrementan su concentración plasmática de 

partículas HDL pequenas 68
'
69

. Con base en estas premisas, otra explicación plausible a la 

desproporción de las subclases de HDL observada en los sujetos con enfermedad aterosclerosa, es la 

presencia de alteraciones en la reestructuración mediada por la LH y/o la PL TP. Estas proteínas 

podrían estar reguladas por factores ambientales que ocurren en el paciente con EAC y/o por factores 

farmacológicos, como se describe más adelante. Esta hipótesis tendrá que ser explorada en 

investigaciones futuras. 

Cualquiera que sea el origen de las desproporción en las subclases de HDL en sujetos con EAC, el 

resultado mismo puede tener un impacto muy importante en el diagnóstico precoz de la aterosclerosis. 

Estos datos sugieren que un incremento en las HOL30 asociado a una disminución de las HDL3c puede 

ser un factor de riesgo. Sin embargo, la veracidad de esta observación deberá sustentarse con un 

estudio de mayor amplitud. 

Por otra parte, como ya se mencionó anteriormente estos sujetos se encuentran bajo tratamiento 

farmacológico, las cuales reciben estatinas para disminuir sus niveles de co'8sterol plasmático. En un 

estudio reciente se demostró que las estatinas pueden afectar a la activ•dad CETP y a través de ese 

mecanismo contribuyen a aumentar los niveles de C-HDL. 70 Nosotros no observamos diferencias 

signtficativas en actividad CETP. Asf también, no existen diferencias en los niveles de C-HDL después 

de controlar las variables de edad, entre los sujetos sanos y k>s sujetos con EAC. No obstante, existen 

diferencias Importantes en la distribución de tamanos 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 la CETP. 

Esto representa otro horizonte a explorar más adelante. 
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En el estudio previamente citado de Kotake et al,10 la respuesta a las estatinas depende del genotipo 

Taq IB del gen de la CETP, sugiriendo que la variación genética puede ser un factor importante en los 

disefios de mejores tratamientos contra la aterosclerosis70
. En nuestro pais existe muy poca 

información acerca de la incidencia de los diferentes genotipos Taq 1 B del gen CETP y la influencia 

del mismo sobre el metabolismo de las lipoproteínas. Por esta razón y aprovechando la plataforma 

previamente establecida por Galicia y Cardoso71 
, se estudio la influencia del genotipo CETP en la 

actividad de la proteína y el perfil de lipidos. Nuestros resultados apoyan observaciones previas 21
'
72 

en el sentido de que el genotipo 81 se asocia a actividades CETP superiores, comparada con la 

actividad del genotipo 82. 

Sin embargo, el mecanismo por el cual se asocia el polimorfismo Taq 1 B con la actividad CETP y tos 

niveles de C-HDL no son bien conocidos. Ya que es poco probable que este polimorfismo localizado 

en el lntron 1 represente una mutación funcional. Pero a pesar de ello existe una asociación entre un 

Incremento de la actividad CETP y el genotipo 82. Una explicación viable para ello es que este 

polimorfismo este ligado con una mutación funcional en la región de regulación del gen de la CETP.72 

Es decir. el alelo 81 siempre va estar presente solo si existe otro elemento regulador aún 

desconocido, que este promoviendo la síntesis de CETP, por 10 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 explicación a la asociación de este polimorfismo con fo niveles de C-HOL, se puede deber al 

papel que juega la CETP en el trasporte reverso de colesterol y la remodelación de las lipoproteínas 

principalmente las HDL A pesar de que entre los tres genotipos no existen diferencias significativas 

en los ntveles plasmáticos de C-HDL podemos observar que existe una tendencia entre estos ha 

aumentar en el grupo con genotipo 82 . Aunado a ello , existe un aumento en el C-LDL y e-Total , 

alcanzando diferencia estadísticamente signtficativa. 

Como se puede ver el incremento de C-HDL no implica un papel protector necesariamente ya que 

también existe el aumento de otros dos factores de riesgo que pueden contribuir a que se desarrolle la 

enfermedad. 

Para descartar que la actividad de LCAT fuese un factor limitante en la actividad de CETP procedimos 

a determinarla. Los resultados nos muestran que la actividad LCAT también se ve modificada por el 

genotipo Taq 1 B teniendo el mismo comportamiento que la actividad CETP. Estos resultados podrían 

59 



tener explicación en el hecho que el gen de la CETP y la LCAT se encuentran muy cercanos y 

probablemente exista una reglón de regulación para ambos genes que pudiera afectar la expresión 

cuando existe el polimorfismo Taq 1 B. Este efecto se ha observado en animales transgénicos. El 

estudio de la distribución de los tamar'\os de las HDL para determinar en cual de los genotipos las HDL 

son más funcionales, aun cuando los niveles de C-HDL no necesariamente estén elevados, puede 

aportar més elementos para comprender el papel de la CETP en el metabolismo de las HDL. 

60 



CONCLUSIÓN 

La actividad CETP no se observó modificada en sujetos EAC. con respecto a los sujetos SDE. Sin 

embargo, vale Ja pena remarcar que la actividad CETP repercute en Ja distribución de tamal'1os de 

HDL, sin alterar necesariamente la C-HDL como se ha reportado en otros estudios. 

Nuestros resultados también confinnan que el polimorfismo del gen de la CETP Taq 18 tiene 

innuencia sobre la actividad CETP, aun cuando no explican los valores bajos de C·HDL en nuestra 

población. 

Nuestro trabajo deja en claro que la CETP no es principal determinante de la concentración 

plasmática de las HDL en la población estudiada. Esto es, ta determinación de la actividad CETP de 

manera aislada no resulta de utilidad. Debe considerarse que el metabolismo de ras lipoproteínas, y 

en consecuencia, los niveles plasmáticos de lipidos, es el resultado de un equilibrio de otras proteínas 

y enzimas que actúan dinámicamente y en sincronía con la CETP. Por lo anterior, el estudio de los 

equilibrios dinámicos entre todos los factores involucrados en la remodelación de lipoproteinas (PL TP. 

PON, LH. LPL, LCA T CETP) será sin duda la manera de predecir con más precisión cuando una 

dislipldemia representa un verdadero riesgo de desarrollar aterosclerosis. 

Otro factor importante ha detenninar en los sujetos con EAC y SDE podría ser el polimorfismo Taq 1 B, 

para establecer la posible relación entre este polimorfismo y la enfermedad, de manera que pueda 

mejorar el diagnóstico precoz de la enfermedad. 

Otra perspectiva que se desprende de este trabajo, es profundizar en la determinación de tamaños de 

HOL y su relación con la CETP, por que es en la estructura de las HDL que incide directamente la 

actividad de Ja proteína. Este efecto puede impactar directamente sobre la función antiaterosclerosa 

de lasHOL. 
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APÉNDICE1 
GEL DE POLIACRILAMIDA EN 
CONDICIONES NATIVAS 

Solución E 
Tamar'ios de HDL Para un Gel de 4 30% 39.4 g Tris más 2.0 g SOS c.b.p. 1000 mL -

4%(5mL) 30%(5mL) 
TBE <mL> 0.5 0.5 
Acrilamida-Bis CmLl 0.4 3 
Aaua mL 4.1 0.75 
Glicerol CmLl 0.75 

esto. ad1c1onar al 

20 

4 

•10 mg en 100 µL de agua destilada. 
El buffer de comda es TBE 
Migrar a 20V por 15 minutos, sin muestra. 
Depositar 10 µg de proteína al gel con 1 µL 
de buffer de muestra. 
Migrar a 70V por 15 minutos 
Migrar a 165V por 20 h 
Teñir el gel con Azul de Coomasie 
Utilizar el marcador de alto peso molecular 

Subclases de HDL Tamanoa fnml 
HDL2a 10.40 
HDL2b 11.57 
HDL3a 9.29 
HDL3b 8.59 
HDL3c 7.94 

GEL DE POLIACRILAMIDA EN 
CONDICIONES DESNATURALIZANTES 
(SOS) 
Separación de apolipoproteinas 

SolucionA 
36.3 g Tris-HCI c.b.p .. 100 mL pH=8.9 

Solución B 
48.0 g Acrilamida más 1.28 g Bis-acr1ilamida 
c.b.p. 100 mL 

Solución C 
10 g SOS c.b.p. 90 mL 

MARACADORES DE PESO MOLECULAR 
BAJO PESO llllOLECULAR 
a Lactoalbúmina 14,400 
inhib. Tripsina 20,100 
Anhidrasa Carba. 30,000 
Ovoalbúmina 45,000 
Albúmina 66,000 

pH=6.8 

Gel para Upoproteinas de muy baja densidad 
CVLDLl 3-19% 

3% %19 St 
Solución A <mL> 1.0 1.0 --
Solución B fr1Ll 240 1600 300 
H·O mL 2.76 0.4 1.5 
Glicerol CmL> -- 1.0 --
sos fuLl 40 40 --
Solución E mLl -- -- 2.0 
Una vez que ya se 
momento de hacer el 

ttene esto, adicionar al 
el. 

•Persutfato de 25 25 40 
amonio L 
TEMED L 5 5 6 

Gel para Upoproteinas de atta densidad (HDL) 
3-21% 

4% %21 St 
S-ºl_~iQ.r!_~@L) 1.0 1.0 
Solución B luLl 320 1770 300 
H,O lmLl 2.68 0.23 1.5 
Glicerol mLl 1.0 
sos CuLl 40 40 --
Solución E tmL> -- -- 2.0 
Una vez que ya se ttene esto, adicionar al 
momento de hacer el el. 
•persutfato de 25 25 40 
amonio 
TEMED 5 5 6 

•10 mg en 100 µL de agua destilada 
Colocar 15 µg de proteína y 10 µL de 
buffer de muestra 
Migrar a 60 mA hasta que entren las 
muestras en el gel concentrador 
Migrar a 90 V durante 2.30 h (hasta que 
salga el trente de corrida del gel) 
Ter'Ur el gel con Azul de Coomasie 
Utilizar el marcador de bajo peso 
molecular. 

Fosforilasa 97,000 
AL TO PESO llllOl..ECULAR 
Tiroglobutina 669,000 7.1 nm 
Fenitina 440,000 8.1 nm 
Catalasa 232,000 10.4 nm 
Lactato desh. 140,000 12.2 nm 
Albúmina 67,000 17.0 nm 
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METODO DE LOWRY 

Determinación de proteínas 

Solución de Na2 C03 20% en HzO 
Solución de tartrato de Na y K 
Solución de NaOH 0.8 N 
Solución SOS al 10% 
Solución patrón de albúmina 

1 g más O.Sg Cuso, en 2SO mL de H 2o 
16 gen 500 mL de H 2 0 

Al momento de la reacción preparar 

Solución A 
1 volumen de tartrato de Na y K 
1 volumen de Na2 C03 
2 volúmenes de NaOH 
2 volúmenes de SOS 
2 volúmenes de H 2 0 

Reactivo de Folin 

Preparar al momento 
Una proporcion 1 :6 

TÉCNICA 

CURVA PATRÓN 

1 

Estándar o 
/muestra« U 
HzO (µL) 100 

Solución A 1 
ímLI 

2 

10 

90 

1 

3 

20 

80 

1 

1mg/mL 

4 s 

40 80 

60 20 

1 1 

Incubar 10 minutos en obscundad a temperatura ambiente 

6 Muestra 

100 20 

o 80 

1 1 

1 Folin (µL) ¡ seo ¡ seo ¡ seo ¡ soo ¡ sao ¡ seo l soo 
Incubar 30 minutos más en obscuridad a temperatura ambiente. 

Leer a una longitud de onda de 750 nm. 

Trazar una gráfica de concentración contra absorbancia y extrapolar las muestras. 
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APÉNDICE2 

Extracción de DNA y Detennln11c/6n de genotipos 

El DNA se obtuvo de leucocitos sanguíneos por el método de Salting-out modificado (Miller). Un 

fragmento de 535 pares de bases en el intron 1 del gen de la CETP fue amplificado por la reacción de 

polimerasa en cadena (PCR). Cada amplif.cación se llevó a cabo usando 200 µM de dNTPs, 50 pmol 

de cada indicador con la secuencia: 5- CACTAGCCCAGAGAGAGGAGTGCC-3 Y 3-

CTGACGCCAGCCGCACACTAAC-5, 1.5 mM de MgCI,, 0.5 U de la enzima Taq-polimerasa 

(Boehringer Mannheim Lot. 14562154-28) y sao ng de DNA genómico en un volumen final de 50 µL. 

La reacción de PCR se realizo en un tennocielador (Techne mod. 62-6027) y consistió de un primer 

paso de desnaturalización a 94•c, 30 seg de alineamiento a so•c y 1 min de elongacion a 72•c, 
finalmente se realizó un último paso de elongación de e min a 72•c. 

Para verificar la amplificación del segmento, se corrió un gel de agarosa 1.5% con solucíón 

amortiguadora de TBE 0.5X, las muestras se diluyeron 1:3 con azul de bromofenol y solo 15µL 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 solución de bromuro de 

etidio (BE, 0.05 µg/ml). Las moléculas de bromuro de etidio (BE) se adhieren a los nucieótidos de DNA 

y producen fluorescencia color naranja al ser iluminadas con luz ultravioleta, haciendo evidentes los 

fragmentos de ONA. 

El producto de la reacción PCR fue sometido a enzimas de restricción. Del DNA amplificado se 

colocaron 12 µL, y 0.5 µL de la enzima Taq 18 (10 U/µI, Boehringer Mannheim Lot 84841420-85) y 1.0 

µL de la solución amortiguadora de la enzima. Se homogenizó y se incubó por 3 h a eo•c. Esta 

enzima de restricción es especifica para fa secuencia palindrómica T/CGA. 

Para verificar los tamaños de los productos de la digestión fue identificado mediante electroforesis en 

un gel de agarosa al 3°A;t con solución amortiguadora de TBE y BE (0.05 µg/mL), aplicando una 

corriente de SOV durante 1 h 20min. SI el producto de la amplificación por PRC presentó la secuencia 

de nucleótidos que la enzima reconoce, corta y genera fragmentos de 350 y 180 pb, a esto se Je 

conoce como genotipo B 1 y si la enzima no generó ningún fragmento por que no reconoció la 

secuencia, se asigno 82. El resultado de la digestión se comparó con estándares de peso moSecular 

de 154 a 2150 pb. 

70 



APÉNDICE3 

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS (CETP) 

C,H11N03-HCL 10 mM 

NaCI 140mM 

EDTANa2 1 nM 

NaN3 

BTH 0.01 mM 

Para preparar 1 L 1 OX 

15.76 g 

81.8 g 

0.37g 

0.15g 

0.22g 
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