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INTRODUCCION



En la actualidad se conocen suficientes evidencias epidemiologicas sobre el caricter
protector de las lipoproteinas de alta densidad (HDL: “High density lipoproteins™) contra la
aterosclerosis. Sin embargo, aun no se conocen con certeza las bases moleculares de este
caracter protector. Una posibilidad es la asociacion fisica que se presenta entre las

moléculas HDL y la enzima paraoxonasa (PON).

La paraoxonasa, una enzima dependiente de calcio de la familia de las esterasas aromaticas,
encargada de catalizar la hidrélisis de compuestos organofosfatados, entre otras de sus
funciones. Se encuentra distribuida en tejidos tales como higado, rifion, intestinos y en
sangre. Esta enzima se asocia estrechamente a las moléculas de HDL, mostrando una
inhibicion en la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Esta asociacion es
debida a interacciones hidrofobicas entre fosfolipidos y la proteina.

Por consecuencia de esta asociacion la paraoxonasa es transportada en el suero por las HDL
ademas de ser vectorizada por las mismas a los espacios subendoteliales donde llevara a
cabo su funcion antioxidante.

Se propone que el efecto protector dependera de la cantidad de complejo HDL-paraoxonasa
que se encuentre presente en el suero; por lo que, en el presente trabajo se muestran
evidencias de un aumento en la cantidad de este complejo y se comprueba que dicho

aumento es promovido por la presencia de moléculas de HDL humanas in vivo.

(]



I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



I Justificacié

La oxidacion de los lipidos circulantes, representa un grave problema de salud, debido a

que es un mecanismo por el cual se puede desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria.
Se han planteado diferentes formas de tratamiento para evitar que se generen los lipidos

oxidados o para eliminarlos una vez que han sido formados.

Un mecanismo natural para eliminar o inhibir la oxidacion de lipidos de la circulacion es
gracias a la accion de la enzima paraoxonasa. Para que esta enzima pueda realizar su accion
contra la oxidacion de los lipidos, requiere estar unida a las HDL que se encargan de
vectorizarla hasta los espacios subendoteliales. Por lo tanto, el efecto protector de la PON
depende directamente de la cantidad de complejo enzima-HDL presente en suero. De esta
manera la infusion de HDL exdgenas debera manifestarse por un aumento en la cantidad de

complejos PON-HDL circulantes.

El presente estudio se realiza con el fin de demostrar que la enzima paraoxonasa se unira a
lipoproteinas de alta densidad de origen exdgeno y, asi, incrementar en circulacion la

cantidad del complejo PON-HDL, que es potencialmente antioxidante y antiateroscleroso.



La reserva de paraoxonasa que se encuentra asociada a la membrana de los hepatocitos,
puede ser movilizada hacia la circulacion sanguinea por un incremento agudo de HDL de
origen exogeno, aumentando asi la actividad de la enzima en plasma y la cantidad de
complejos PON-HDL circulaptes. Ademas, el proceso de reclutamiento de la PON estara

mediado principalmente por las HDL de menor tamaiio.



[LIIL Objetivos Generales|

IL

1L

IV.

Aislar e infundir HDL de origen humano en un modelo animal que expresa
PON(rata).

Determinar la actividad PON presente en el plasma del animal receptor a diferentes
tiempos después de la infusion aguda de HDL.

Poner en evidencia la union de paraoxonasa a lipoproteinas de alta densidad de
origen humano

Determinar de manera semicuantitativa la cantidad de enzima asociada a las HDL y
el comportamiento de esta asociacion en el tiempo posterior a la infusion de las
HDL

Determinar la subfamilia de HDL que presenta una mayor captacion de

paraoxonasa.

ILIV. Objetivos Particulares|

Establecer una técnica para la realizacion de geles de poliacrilamida en los cuales se
observe la actividad de enzima paraoxonasa en las muestras de suero de las ratas, por
medio del revelado “in situ” usando el Dietil-p-nitrofenilfosfato (paraoxén) como

sustrato de la enzima.

Corroborar los resultados obtenidos en el gel por medio de la medida de la actividad de
la enzima de manera espectrofotométrica, empleando como sustratos el paraoxon y el

fenilacetato.

Realizar una prueba con anticuerpos anti-HDL humanas tanto en las cinéticas
enzimatica como en el gel para hacer evidente la captacion de paraoxonasa por las HDL

humanas administradas.



II. ANTECEDENTES



[[LI ATEROSCLEROSIS|

La aterosclerosis es un proceso cronico, degenerativo e inflamatorio de la pared vascular de
las grandes arterias'. Las lesiones comienzan como respuesta a la formacion de dafios del
endotelio vascular, por la formacion de estrias grasas. Esta consiste en la acumulacion de
lipidos, principalmente colesterol, dentro de macrofagos que los transforman en células
espumosas que quedan atrapadas en la capa intima del endotelio vascular de la arteria. El
colesterol presente en circulacion debe ser transportado por las lipoproteinas hacia el
higado para su excrecion y/o reciclaje. Una acumulacion de lipidos en el interior de la capa
intima junto con otros factores, tales como la proliferacion de células de misculo liso y de
tejido conectivo provoca la formacion de placas conocidas como ateromas. Algunos de los
factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis son: edad, sexo masculino, y
predisposicion genética (No modificables); tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo y dieta
inadecuada (Modificables); obesidad, hipertension arterial, diabetes mellitus, intolerancia a
glucosa, sindrome metabolico y dislipidemia (Controlables)’.

ILLIL Endotelio vascular

La pared de los vasos sanguineos estd formada por tres constituyentes principales:
endotelio, musculo liso y tejido conectivo. Estos se encuentran dispuestos en tres capas
conocidas como intima, media y adventicia. La capa intima se compone por células
endoteliales, que forman una membrana de espesor monocelular y tejido conectivo
subendotelial. Es considerada como una barrera pasiva, aunque hoy en dia se considera al

endotelio vascular como un organo multifuncional.



Las alteraciones en su estructura generadas principalmente por: citocinas, proteasas locales,
infecciones, radicales libres, diabetes y lipidos oxidados, puede dar lugar a cambios
localizados, generando manifestaciones diversas segiin la funcién que se vea afectada’ ~ ®

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Funciones del endotelio vascular y manifestaciones de su disfuncion.

FUNCION MANIFESTACION DE LA
DISFUNCION
Barrera permeable selectiva Permeabilidad aumentada de

lipoproteinas plasmaticas

Organo secretor Sintesis de citocinas
Regulador del tono vascular Alteracion en el balance de sustancias
vasoactivas

Regulador de crecimiénto vascular | Disminucion de actividad fibrinolitica

Regulador de homeostasis y Aumento de actividad procoagulante

trombosis

Regulador de respuesta inmune €

inflamatoria




ILLIL Generacion de células espumosas

En el endotelio vascular disfuncional se presenta una alteracion en la permeabilidad
permitiendo la entrada y acumulacion excesivas de lipoproteinas de baja densidad (“Low
Density Lipoproteins™: LDL) hacia la matriz subendotelial (capa intima). Aqui las cadenas
alifaticas de las que estan compuestos los fosfolipidos de las LDL blanco de la
peroxidacion de lipidos llevada a cabo por especies reactivas de oxigeno (ROS)
provenientes de macrofagos, células de misculo liso o del endotelio vascular (Figura 1)"*.
Los lipoperoxidos generados presentan modificaciones localizadas que dan origen a
epitopos que son reconocidos como extrafios por los macréfagos y se comienzan a producir
anticuerpos (anti-LDL ox). Las LDL oxidadas presentes en el espacio subendotelial
intervienen en la generacion de una placa ateromatosa debido a sus actividades
quimiotactica y quimiostatica, fomentando la invasion de la intima por monocitos y la
formacion de células espumosas’.

Los monocitos reclutados en-la intima derivan hacia macréfagos que captan a las LDL
oxidadas, por medio de receptores scavenger, conduciendo a la formacion de un numero

elevado de gotas de lipidos en la célula dando el aspecto espumoso (Figura 2).



Oxidacion de las LDL

Figura 1. Mecanismo de oxidacion de las LDL, previo al reconocimiento por el macréfago

para después generar la célula espumosa.
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Figura 2. Generacion de células espumosas. Las LDL que entran al espacio subendotelial
son blanco de la oxidacién por radicales libres, generando LDL oxidadas que son
reconocidas y fagocitadas por los macréfagos. La enzima paraoxonasa (PON) inhibe la
oxidacion de lipidos por los radicales libres.
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LIt METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL)

ILILL Estructura de las HDL

En un medio acuoso como lo es el plasma, los lipidos por su caracteristica hidrofobico
necesitan ser transportados por proteinas conocidas como lipoproteinas que son solubles en
el medio acuoso. Un tipo de estas lipoproteinas son las lipoproteinas de alta densidad
(“High Density Lipoproteins™: HDL).

Las HDL son complejos macromoleculares, pseudomicelares, constituidos por lipidos
anfipaticos (fosfolipidos y colesterol libre), lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de
colesterol) y por proteinas llamadas apolipoproteinas (apo) (Figura 3). Los lipidos
anfipaticos se organizan en una monocapa en la superficie del complejo, presentando sus
grupos polares hacia el medio acuoso. La estabilidad de esta monocapa esta garantizada por
la apolipoproteinas. Los lipidos no polares son insolubles en un medio acuoso como el
plasma y en consecuencia se sitiian en el interior de las lipoproteinas, evitando asi las
interacciones con los grupos polares que serian fisicoquimicamente desfavorables'”.

La mayoria de las apolipop_rotcinas de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son
sintetizadas tanto en el higado como en el intestino delgado, estas lipoproteinas pueden ser
secretadas con lipidos como una molécula de HDL; (naciente) y, probablemente, también
como lipoproteinas libres.

Las HDL son las lipoproteinas con mayor proporcion proteica (55-60% de su masa seca),
siendo la apo A-1 su apolipoproteina mas abundante. La apo A-1, ademas de su funcion

estructural, es indispensable para el eflujo de colesterol de las células periféricas.



La apo A-1 desempeiia también el papel de funcionar como coenzima de la lecitin
colesterol acil trasnferasa (LCAT), enzima clave en el transporte reverso del colesterol.

Se han descrito varias subclases de HDL en funcion de ciertas caracteristicas fisicoquimicas
y funcionales. Una ciasificacion con base en la densidad de flotacion (p), las distingue en
HDL, (1.063<p<1.12 g/mL) y las HDL; (1.12<p<1.21 g/mL) (Cuadro 2)'*. Las HDL, son
ricas en lipidos hidrofébicos, mientras que las HDL; estan formadas por fosfolipidos y
proteinas, principalmente.

Las HDL migran en su mayoria dentro de la fraccion « del plasma, por lo que se les ha
identificado como a-lipoproteinas. También, por su movilidad electroforética en
combinacién con su tamafio, se han descrito otras subfracciones de HDL entre las que
destacan las particulas pre-B1?’. Estas particulas estin compuestas principalmente por
fosfolipidos y apo Al.

Otros métodos de separacion como la electroforesis en gradiente de poliacrilamida o

filtracion en gel, se han empleado para refinar la clasificacion de las HDL.



Dismetro 7.5-10 nm

Figura 3. Representacion esquemdtica de la organizacién de una lipoproteina de alta
densidad. Se muestran los lipidos hidrofobicos del micleo. Las apolipoproteinas se unen
por interacciones hidrofobicas a los lipidos mds externos y por atracciones electrostdticas

con los fosfolipidos para estabilizar a la pseudomicela lipidica
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Cuadro 2. Subfamilias de HDL de acuerdo a su tamaiio'>.

SUBCLASES |TAMANO (nm)
HDL 2b 9.71-12.9
HDL 2a 8.77-9.71
HDL 3a $.17-877
HDL 3b 116817
HDL 3¢ 7.21-7.76

ILILIL Metabolismo de las Lipoproteinas de Alta Densidad

La heterogeneidad de las HDL tiene su origen en el metabolismo intravascular.

Uno de los mecanismos por medio del cual las HDL evitan la formacién de la placa
ateromatosa, es el transporte reverso de colesterol (TRC), definido como el regreso del
colesterol hacia el higado para su excrecion o reciclaje™.

La primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol de las o;:élulas; este colesterol captado
(colesterol libre: CL) por pzirticulas pre-f es esterificado por la lecitina colesterolacilo
transferasa (LCAT), provocando que el colesterol pierda su caracter anfipatico
transformandose en una molécula hidrofobica. Por esta razén, los ésteres de colesterol
abandonan la superficie de la lipoproteina que los transporta, aumentando el tamaiio de la
misma.

Este colesterol esterificado puede ser intercambiado por triglicéridos provenientes de
lipoproteinas que contengan la apo-B, lipoproteinas de muy baja densidad y lipoproteinas

de baja densidad (VLDL y LDL, respectivamente). Este intercambio es facilitado por la



proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP). Ademas de los lipidos
hidrofébicos de las HDL, también los fosfolipidos son transferidos hacia las VLDL por la
proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP).

Finalmente, los triglicéridos provenientes de las HDL son hidrolizados por la lipasa
hepética, generando asi una disminuciéon de tamafio de las moléculas de HDL,,
transformandose en HDL; y en particulas pre-f3, mismas que pueden comenzar nuevamente
el ciclo (Figura 4). Otra via de eliminacion de colesterol plasmatico es el receptor SR-BI,
ubicado en el higado™. Se unen a ¢l con gran afinidad tanto HDL como LDL y, por un
mecanismo aun desconocido, se internaliza inicamente el colesterol dejando al resto de la
lipoproteina intacta, regenerando asi las particulas aceptoras de colesterol que son capaces
de comenzar un nuevo ciclo de TRC. Es por este Gltimo mecanismo que se elimina una

cantidad considerable del colesterol circulante.



?‘ﬂgﬂc&ridu
2 Colesteral fibre

kﬂlﬂtﬂ'ﬂl esterificado

Figura 4. El metabolismo de las HDL. Los aceptores primarios del excedente de CL
provenicnte de células periféricas por 1) simple contacto. La esterificacion de la
lipoproteina unida al colesterol por la LCAT, da origen a aumentos del tamaio de la
lipoproteina (Lp), generando asi HDL; y HDL;. El colesterol esterificado (CE) puede
seguir dos rutas: A) por accion de la CETP es intercambiado por triglicéridos (TG)
provenientes de VLDL e IDL (lipoproteinas de muy baja densidad y Lipoproteinas de
densidad intermedia, respectivamente) posteriormente, es transportado al higado para su
eliminacion y/e reciclaje, 0 B) es eliminado directamente de la Lp mediante el receptor

SR-BI, generando asi HDL de menor tamario capaces de iniciar nuevamenie el ciclo.
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Figura 5. Resumen de los efectos antiaterogénicas de las HDL. Las flechas prmieadas y las
cruces indican efectos mhibitorios. La flechas continuas que se originan en las HDL son

indicativas de acciones que favorecen el proceso. Las HDL promueven el eflujo de
colesterol de los macréfagos y células espumosas (1) que se encuentran el espacio
subendotelial durante las primeras etapas de la formacion del ateroma. Poseen ademds
propiedades antioxidante (2), inhiben la quimiotdxis promovida por las LDL oxidadas (3),
favorecen la produccién de NO por las células endoteliales (4), regulan la sintesis de
adhesinas en endotelio vascular (3) y presentan propiedades antitrombéticas (6) y

profibrinoliticas (7).
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LI LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD Y ATEROSCLEROSIS|

ILIILL La capacidad antioxidante de las HDL

La hipoalfalipoproteinemia se define como concentraciones plasmaticas de colesterol HDL
(C-HDL)por debajo de la décima porcentual ajustada por la edad y el sexo del sujeto. En
términos practicos, una concentracion de C-HDL menor a 36 mg/dL se considera como
alfalipoproteinemia. La cantidad de HDL es importante, pero la velocidad con la que
realizan sus funciones lo es aun mas. La figura 5 presenta los diversos mecanismos que
sostienen el papel antiaterogénico de las HDL.

Las LDL oxidadas en el espacio subendotelial intervienen en la formacion de la placa
ateromatosa por sus cualidades proinflamatorias. Por tanto, el papel antiaterogénico de las
HDL se debe en parte a la capacidad antioxidante que poseen. Varios de sus elementos
participan en esta propiedad, entre ellos sus apolipoproteinas y, particularmente, la
paraoxonasa (PON), enzima fisicamente asociada a las HDL plasma’ticas""

Se ha demostrado que las HDL,, es decir las HDL de menor tamaiio; son los mejores
aceptores plasmaticos de la_ paraoxonasa que originalmente se encuentra unida a la
membrana del hepatocito. Se ha considerado que la captacion de PON se lleva a cabo
principalmente por las HDL pequefias y que éstas sufren modificaciones a su paso por la
via del transporte reverso de colesterol hasta transformarse en HDL de tamafios mayores
(HDL,), alcanzando asi una mayor proporcion en la circulacion R

Ademés de que se ha asociado a la paraoxonasa con la incidencia de enfermedad
aterosclerosa coronaria'® ~ '™, las bases moleculares que explican la relacion inversa entre la

PONI vy la aterosclerosis, se han adjudicado a la capacidad que posee la enzima de eliminar

los lipoperéxidos que participan en la formacion de la placa ateromatosa (Figura 5).
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ILIILIL Estructura y funcién de la paraoxonasa

El gen de la paraoxonasa 1 (PONI) consiste de nueve exones y ocho intrones que abarcan
poco mas de 25 Kb (Kilobases). Se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 7
entre los segmentos q21.3 y q22.1 con otros miembros de esta familia de genes (PON2 y
PON3). La expresion del gen PON1 da origen a una glicoproteina PON1 de 354 residuos
de aminoacidos y de masa aparente de 43 y 45 kD".

La proteina madura retiene su péptido sefial con excepcion del residuo iniciador de
metionina. La enzima se sintetiza en el higado y queda anclada a la membrana gracias a la
interaccion de su péptido sefial con los fosfolipidos de la membrana del hepatocito. Sin
embargo, no existen reportes que hayan descrito actividad PON1 en compartimentos
extraplasmaticos, probablemente por que el microambiente no le proporciona al enzima las
condiciones ideales para manifestarla®.

Para que PONI abandone la membrana del hepatocito hacia su destino final, el plasma,
requiere de un aceptor formado por compuestos anfipaticos (detergentes no iénicos o
fosfolipidos), organizado en- micelas o bicapas anfipaticas y que posea una tension
superficial adecuada. /n vivo, este aceptor son las HDL, particularmente la subfraccion
HDL,. Como consecuencia de esta asociacion, la paraoxonasa es transportada en el plasma
por las HDL ademas de ser vectorizada por las mismas a los espacios subendoteliales donde
llevara a cabo su funcion antioxidante.

Este enzima pertenece a la familia de las esterasas aromaticas tipo A con especificidad muy
amplia sobre diferentes compuestos no naturales: arilésteres, lactonas y ésteres de fosfato

aorganicos, incluyendo agentes nerviosos como el sarin y el soman.



La paraoxonasa es un enzima que depende de calcio para su estabilidad y actividad
catalitica, por lo que las muestras de plasma obtenidas con EDTA u otro tipo de agentes
quelantes son inadecuadas para determinar la actividad de la enzima. Otros iones metalicos
divalentes, como Zn’' y Cd™, evitan la desnaturalizacion del enzima, pero carecen de la

capacidad de conferirle actividad catalitica.

Uno de los sustratos mas utilizados para el estudio de la enzima es el paraoxén

(0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfato), un potente inhibidor de las colinesterasas.
Historicamente, fue el primer compuesto con el que se puso de manifiesto la existencia de
la enzima y de €l deriva su nombre. Otro de los sustratos no naturales que se ha utilizado

extensivamente para el estudio de la PONT1 es el fenilacetato™ ~

(Figura 6).

Se debe destacar que, debido a la amplia utilizacion de estos dos sustratos, se ha adoptado
el término “actividad de paraoxonasa” cuando se usa paraoxon como sustrato de la PON1;
de la misma manera, cuando se usa fenilacetato, se hace referencia a la “actividad
arilesterasa” de la PON1.

Aunque los sustratos naturales de la paraoxonasa son desconocidos, algunos sustratos
sintéticos han mostrado la capacidad preventiva que esta enzima presenta en la oxidacion
de LDL debido a la hidrolisis de peroxidos de lipidos en las lipoproteinas.

Se ha demostrado que esta enzima también hidroliza fosfolipidos hidroperoxidados e

hidroperoxidos de ésteres de colesterol (actividad lipoperoxidasa.



Recientemente, se ha reportado que la paraoxonasa 1 (PON1) en las HDL puede bloquear
la respuesta inflamatoria contribuyendo asi a la prevencion de la oxidacion de LDL.

En el hombre y en algunas especies animales, como el conejo, dicho gen presenta dos
polimorfismos: Q o R cuando en la posicién 191 se localiza una glutamina o una arginina
respectivamente, y polimorfismo M o L cuando en la posicion 54 se localiza una metionina
o una lisina, respectivamente. Cabe destacar que en la rata, sujeto de estudio en el presente
trabajo, no se presenta esta variabilidad genética.

La velocidad de reaccion de la paraoxonasa (con paraox6n como sustrato) de la aloenzima
191R se incrementa considerablemente con una fuerza idnica elevada (1 M de NaCl),
mientras que los parametros cinéticos de la aloenzima 191Q no se estimulan en presencia

de una fuerza ionica elevada.
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Figura 6. Reacciones de hidrdlisis de dos sustratos sobre los que actiua la paraoxonasa.

A) Hidrolisis del paraoxon, esta reaccion tienen una funcion destoxificadora; B) Hidrolisis

del fenilacetato.



En el suero la enzima PONI1 esta casi exclusivamente asociada a lipoproteinas de alta
densidad (HDL); ésta asociacion esta mediada por la interaccion hidrofobica de su extremo
N-terminal (péptido sefial) con los fosfolipidos y las apolipoproteinas de las HDL

(Figuras 7 y 8).

Las HDL son un factor limitante para la expresion de PONI1 plasmatica. Si no existen
suficientes HDL, en particular HDL,, el nimero de moléculas PON1 en circulacion se vera
limitada y los procesos de lipoperoxidacion no podran ser atenuados.

La paraoxonasa contienen tres residuos de cisteina. En la enzima humana, los residuos
Cys4l y Cys352 forman un puente disulfuro (Figuras 7 y 8). La Cys283 es un grupo
sulfhidrilo libre y, a pesar de que este residuo no forma parte del sitio activo del enzima, es
indispensable para su actividad. Los residuos de histidina 114, 133 y 284 son tambi¢én
indispensables para su accion hidrolitica, mientras que el Trp280 forma parte del sitio
activo de la enzima y estd probablemente involucardo en la unidon con los sustratos

aromaticos™ "¢,

Evidencias epidemioldgicas y experimentales han mostrado que el proceso oxidativo in
vivo, incluida la oxidacion de LDL, juega un papel importante en el desarrollo de la
aterosclerosis, siendo la oxidacion de LDL el proceso clave durante la fase inicial.

Las bases moleculares que explican la relacion inversa entre la PON1 y la aterosclerosis se
han adjudicado a la capacidad que posee la enzima de hidrolizar los lipoperoxidos que

participan en la formacion de la placa ateromatosa.



El inicio y la progresion de la placa ateromatosa en la pared arterial depende en buen
medida de la peroxidacion de las lipoproteinas, en particular de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), peroxidacion mediada por radicales libres”’. Es a este nivel que la PONI
desempefia su papel protector. Estudios in vitro han demostrado la disminucion de la
actividad de monocitos por las LDL oxidadas en presencia de PON1.

Existe ademas una correlacion positiva entre la concentracion de C-HDL o de apo A-1y la
actividad enzimatica de la paraoxonasa. Esta correlacion se puede explicar desde la
perspectiva de que las HDL funcionan como aceptor de la enzima, como ya se ha descrito.
Asi, la cantidad de particulas HDL podria limitar el nimero de moléculas de enzima
presentes en plasma.

La asociacion de paraoxonasa-HDL representa entonces una explicacion adicional a las
observaciones epidemiologicas que marcan considerablemente a los bajos niveles de
C-HDL como un factor de riesgo de enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC).

No obstante la actividad de la paraoxonasa no esta sujeta iinicamente al nivel de HDL
plasmaticas, sino que su expresion y, por lo tanto, su actividad estan reguladas por factores
genéticos y ambientales. En consecuencia, es imposible concluir que este sea el (nico
elemento responsable de la proteccion brindada por las moléculas de HDL; por lo que
debera contemplarse como un factor que solo puede retardar, bajo ciertas condiciones, el

proceso ateromatoso”.



AKLIALTLLG MGLALFRNHQ SSYQTRLNAL REVQPVELON CNLVKGIETG SEDMEILPNG
L

LAFISSGLKY PGIKSFNPNS PGKILLMDLN EEDPTVLELG ITGSKFDVSS FNPHGISTFT
DEDNAMYLLV VNHPDAKSTV ELFKFQEEEK SLLHLKTIEH KLLPNLNDIV AVGPEHFYGT

NDHYFLDPYL QSWEMYLGLS WSYVVYYSPS EVRVVAEGFD FANGINISPD GKYVYIAELL

R
AHKIHVYEKH ANWTLTPLKS LDFNTLVDNI SVDPETGDLW YGCHPNGMKI FFYDSENPPA

SEVLRIQONIL TEEPKVTQVY AENGTVLOGS TVASVYKGKL LIGTVFHKSL YCEL

Figura 7. Estructura primaria de la paraoxonasa humana, mostrando la secuencia de
aminodcidos en su codigo de una letra. Los aminodcidos directumente implicados en la
accion catalitica se presentan sombreadas. La region N-terminal, involucrada en la union
a las HDL se presenta en letras negritas. Las letras subrayadas sefialan los aminodcidos
responsables del enlace disulfuro (residuos cisteina 41 y 352). Las estructuras secundaria

y terciaria no han sido descritos.
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Figura 8. Esquema de dos dimensiones de la estructura de la paraoxonasa, indicando el
sitio de union a las HDL {residuo Cys 41). Los residuos Lys (1)34 v Gin (Q) 191 son los

sitios responsables del polimorfismo, presente en algunas especies, entre ellas el humano.



III. METODOLOGIA



La parte experimental del presente trabajo se realizo en el laboratorio de metabolismo de
lipidos del Departamento de Fisiologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio

Chavez” dependiente de la Secretaria de Salud.

ILL AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LIPOPROTEINAS DE ALTA
DENSIDAD HUMANAS

Las lipoproteinas de alta densidad se aislaron .a partir de sangre humana obtenida por
venipuncion de voluntarios sanos y colectada en tubos de sistema Vacutainer con heparina
sddica. El plasma se separo del paquete globular por centrifugacién a 3500 RPM durante 20
minutos. Posteriormente, los plasmas se sometieron a ultracentrifugacion para separar por
diferencia de densidades sus lipoproteinas, segin se describe a continuacion.

La densidad del suero se ajusté a 1.063 g/mL, adicionando 205.7 pl. de una solucion de
KBr con densidad de 1.34 g/mL por cada mL de suero y centrifugando a 110,000 RPM,
durante 2 horas 35 minutos, para separar a las VLDL, IDL y LDL. Se recuperé el
infranadante que contiene las lipoproteinas de alta densidad. A éste se le ajustd
nuevamente la densidad a 1.25 g/ ml. adicionando 307 mg de KBr sélido por cada mL y se
centrifugé a 110,000 RPM por 2 horas 35 minutos. En el sobrenadante se obtuvieron las
HDL.

Las HDL se recuperaron v se lavaron adicionando solucion de KBr con densidad de 1.25
g/mL y centrifugando a 110,000 RPM por 2 horas 35 minutos para eliminar el exceso de
albimina

(Anexo A). Una vez aisladas las HDL son dializadas por tres dias, contra un volumen de

Solucion Salina Isotonica (SS1), grado inyectable, para eliminar las trazas de KBr presentes
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realizando recambios de la solucion de SSI cada 8 horas. Después de este periodo, se
cuantifico la cantidad de proteina presente en la fraccion aislada por el método de Lowry
(Anexo B).

La pureza e integridad de las HDL se determino por PAGE nativo con gradiente de 4 — 30
% (Anexo C). La ausencia de actividad paraoxonasa en las HDL utilizadas se determino
espectrofotométricamente utilizando paraoxon como sustrato, segun se describe mas

adelante.

IILIL. ADMINISTRACION DE HDL EXOGENAS Y OBTENCION DE MUESTRAS
SANGUINEAS

Se emplearon 15 ratas macho de la cepa Wistar con un peso aproximado de 400 g.

Las ratas fueron anestesiadas con 100 pl. de pentobarbital sédico por cada 100 g de peso.
Una vez anestesiadas, se recolectaron 200 uL de sangre de la vena de la cola al tiempo cero
(actividad basal) y, en seguida, se administraron 500 pg de proteina de HDL a cada rata por
cada 100 g de peso. A partir de la infusion de HDL, se tomaron muestras sanguineas a los
tiempos: 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 minutos.

Las muestras se colectaron por puncion de la vena de la cola de la rata usando heparina
sodica para la obtencion de plasma. Posteriormente, se centrifugaron a 3500 RPM, durante

20 minutos, para la separacion del plasma, el cual fue almacenado a -70 °C.
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LI ACTIVIDAD DE PARAOXONASA ASOCIADA A LAS HDL

Los geles de gradiente 4 — 30 % de poliacrilamida se prepararon siguiendo la técnica
presentada en el anexo C. Para correr las muestras en el gel, se diluyen con amortiguador de
muestra y con 2 ul. de CaCl; (Anexo C). Una vez transcurridas las 24 horas de corrida, el
gel se reveld con paraoxon durante 30 minutos, para hacer evidente la presencia de la
enzima en las muestras.

Los geles se analizaron por densitometria optica. La cantidad de enzima asociada a las
HDL se estimé por medio del el area bajo la curva en el densitograma. Posteriormente, los
geles se tifieron con azul de Coomasie R250 para determinar el didmetro de Stokes de las
particulas en donde se identifico la actividad PON, usando marcadores de diametro
conocido como referencia (Kit Pharmacia: Tiroglubulina 17 nm, Ferritina 12.2 nm,

Catalasa 10.4 nm, Lactato deshidrogenasa 8.1 nm y Albiimina sérica bovina 7.1 nm).

MLIV. ACTIVIDAD PON EN PLASMA HEPARINIZADO

Se realizaron las cinéticas enzimaticas para cada una de las muestras, de acuerdo a la

siguiente técnica.

Actividad de paraoxonasa
Diluir 25pL de la muestra en 1 mL de sustrato PON
Mezclar y esperar 1 minuto

Seguir la cinética cada 30 segundos por 3 minutos a 412 nm.
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Actividad arilesterasa

Hacer una dilucion 1:2 de las muestras en buffer ARE.
Afiadir 10uL de la muestra a | mL de sustrato ARE

Mezclar y esperar 1 minuto

Seguir la cinética cada 30 segundos por 5 minutos a 270 nm.

Amortiguadores y sustratos
1. Amortiguador PON: Glicina-NaOH 50 mM ,CaCl, , pH = 10
Sustrato PON: En 10 mL de buffer PON agregar 3ul. de Paraoxon y dejar reposar 30

minutos antes de su uso en la medicion de la actividad PON.

2. Amortiguador ARE: Tris-HCI 20 mM, CaCl, 0.9 mM, pH= 8
Sustrato ARE: En 10 mL de buffer ARE agregar 1.27 pL de fenilacetato y dejar reposar 15

minutos antes de su uso en la medicion de la actividad PON.

Las actividades PON y ARE se expresan como nmol p-nitrofenol formado por minuto por
ml. de plasma para PON y umol fenol formado por minuto por ml. de plasma para ARE,
utilizando los coeficientes de extincion molar 18290 M ¢cm™ y 1310 M cm™ para el

p-nitrofenol y el fenol, respectivamente.



Para cuantificar la cantidad de paraoxonasa que es captada por cada una de las subfamilias
de HDL, los geles que se revelaron con paraoxon se integraron parcialmente nuevamente
usando los intervalos de tamafios que se reportan en el cuadro 2 (ver antecedentes). Para

obtener las fracciones correspondientes a las diferentes subfamilias de HDL.

IILV. ESPECIFICIDAD DE LAS HDL HUMANAS

Con el objetivo de demostrar que el incremento en la actividad PON es debido
exclusivamente a las HDL humanas infundidas, se adicionaron 100 pl. de anticuerpos anti-
HDL humanas por cada 100 puL de muestra y se incubaron a 37°C durante una hora. Al
término de la incubacion se centrifugaron a 2500 RPM, y se corrieron en un gel de
poliacrilamida con gradiente de 4 — 30 % junto con la misma cantidad de muestra sin
anticuerpos. Con las mismas muestras se realizaron también las cinéticas enzimaticas segun

se describe previamente.

IILVL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
Las actividades enzimaticas tanto en gel como en las cinéticas a los diferentes tiempos se
compararon contra sus respectivas actividades basales (t = 0) por medio de una prueba t de

Student pareada, considerando una diferencia estadisticamente significativa cuando la

probabilidad de error fuera menor a 0.05 (P < 0.05).



La correlacion que existe entre los métodos de cuantificacion de PON en el gel y en las
cinéticas se realizo por medio de una prueba de Pearson, considerando una correlacion

significativa cuando la probabilidad de error fuera menor a 0.05 (P < 0.05).
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IV. RESULTADOS
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Para determinar si la infusiéon aguda de las HDL humanas produce en el plasma de las ratas
un aumento en la actividad PON, realizamos Ja cinética enzimatica a los diferentes tiempos
descritos en la capitulo de métodos, usando paraoxon y fenilacetato como sustratos para las
actividades PON y ARE, respectivamente.

Independientemente del sustrato empleado, observamos que la actividad de la enzima
aumenta gradualmente conforme transcurre el tiempo, hasta alcanzar valores maximos
entre los tiempos de 60 y 80 minutos después de la infusion de las HDL humanas
(Graficol). Una vez alcanzado el maximo de actividad enzimatica ésta disminuye hasta
alcanzar los niveles basales aproximadamente a los 140 minutos.

Los incrementos maximos observados fueron del 40 % a los 60 minutos para la actividad
PON; y de 37 % a los 80 minutos para la actividad ARE (Grafico 2). Indicando que ambos
sustratos son representativos de la cantidad de enzima activa en plasma.

La figura | presenta un gel de poliacrilamida con gradiente de 4 — 30 % en el cual se
corrieron las mismas muestras y fue revelado con paraoxon, segun se describe en métodos.
Se observaron una seric de bandas correspondientes a las muestras obtenidas a los
diferentes tiempos. La relacion que representa la actividad PON con respecto a los tamafios
de las HDL, se encuentra localizada entre las HDL de gran tamafio a tamafio mediano,
siendo éstas Gltimas las que presentan mayor intensidad de color. Lo anterior nos sugiere
que se ha presentado una captacion de la PON por las HDL y que dicha captacion es debida

a las HDL de tamaiio intermedio a pequeiio (subfamilias 2a, 3b y 3c¢).

36



El comportamiento de la cantidad de enzima asociada a las HDL estimada por el area bajo
la curva obtenida en el densitograma fue similar a lo observado en la cinética enzimatica
(Grafico 3). En este grafico encontramos que los tiempos de 60 y 80 minutos son lo que
presentan la mayor cantidad de PON asociada a las HDL y que arrojan los incrementos

mas importante en actividad del 92.6 % y 67.4 % respectivamente (Grafico 4).

Adicionalmente, realizamos una prueba de Pearson para determinar si existe una
correlacion entre el métedo de cinética enzimatica y el método en gel (Grifico 5). El
coeficiente de Pearson que arroja el analisis fue de 0.536, lo que indica una correlacion
relativamente pobre entre los métodos sugiriendo que puede existir una fraccion libre de

PON activa en el plasma.
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Grifico 1. Actividades de paraoxonasa y arilesterasa medidas espectrofotométricamente en
las muestras de plasma heparinizado, obtenidas después de la administracién de HDL
humanas. Los substratos utilizados fueron paraoxén para la actividad PON (nmol de p-
nitrofenol/min/mL) y fenilacetato para la actividad ARE (umol de fenilacetato
hidrolizado/min/ml.) en 20 pl y 10 pl. de la muestra para PON y ARE respectivamente.

Media + EE (n=11). *P<0.05 vs T=0 mn.
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Grifico 2. Porcentaje de cambio de las actividades PON y ARE. En funcion del tiempo

después de la mfusion. Datos presentados como Media + ER (n=11). *P<0.05 vs T=0 min.
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas. Se muestran las bandas
plasmaticas de los sueros de las ratas en el gel que se revelo con paraoxon. Se observa que
la banda se hace mas intensa en las muestras correspondientes a los tiempos intermedios,
también se observa que esta se extiende hacia tamaiios mas pequenios de HDL. El carril 1
muestra la actividad de las HDL humanas infundidas, los carriles 2 al 8 representan las
muestras a los diferentes tiempos (basal — 140 min). Los carriles 4 y 6 son los que
presentan mayor intensidad de color y los que se extienden mas hacia abajo, es decir, a
tamafios mas pequefios de HDL. Las lineas a un costado representan la referencia de

posicion del marcador de diametro molecular (nm).
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Grafico 3. Densidad de color de las bandas de actividad paraoxonasa presente en las
muestras de suero de rata después de la administracion de HDL humanas. Los geles fueron
cargados con 20 pul de muestra de cada uno de los diferentes tiempos y revelados con
paraoxon, generando bandas de color amarillo correspondientes a la formacion de p-
nitrofenol en las zonas donde se encuentra la enzima. Las bandas fueron integradas para
obtener las areas bajo la curva usando un densitometro. Los resultados son mostrados como
media de las areas de todos los animales analizados + error estandar (n=11). *p<0.05 vs

tiempo 0 minutos.
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Grifico 4. Porcentaje del incremento de la actividad relativa de la paraoxonasa presente en
las muestras con respecto al area en el tiempo 0 minutos. Los datos se presentan como la

media + el error estandar (n=11). *p <0.05 vs T= 0 min.
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Grifico 5. Analisis de correlacion de Pearson segun los datos presentados en el grafico 1
Vs los datos presentados en el grafico 3. El coeficiente de correlacion de Pearson entre
ambas técnicas es de 0.536 con una p < 0.001. Si bien la correlacién no es buena,
observamos en el grafico que los datos presentan una tendencia similar en cada una de las

dos técnicas.
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Con el fin de determinar que el incremento en la captacion de PON por medio de las
mediciones de su actividad fuera debido a las HDL de origen humano infundidas,
realizamos los mismos estudios de actividad enzimatica con PON en una serie de muestras
que fueron tratadas previamente con anticuerpos anti HDL humanas. Se emplearon las
muestras de los tiempos que presentaron mayor actividad y los resultados son representados
en el grafico 6. Resultados similares se obtuvieron en las cinéticas ARE (Grafico 7) y en la

integracion de las 4reas en los geles de poliacrilamida de gradiente 4 — 30% (Grafico 8).

Los resultados de estos experimentos demuestran que el efecto de los anticuerpos anti-HDL
humanas inhiben especificamente a las HDL humanas infundidas, generando una
disminucion en la actividad de las muestras que contenian anticuerpos. Con lo que
demostramos que las HDL humanas infundidas son responsables del aumento en la

actividad PON medida tanto en las cinéticas enzimaticas como en la actividad en gel.
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Grifico 6. Efecto de los anticuerpos anti-HDL humanas sobre la actividad PON en el
plasma de las ratas. Se agregaron 100 plL de anticuerpos anti-HDL humanas a las muestras
de los tiempos con mayor actividad (60, 80 y 100 minutos) y se sigui6 el mismo protocolo
de determinacion para la actividad PON después de incubar a 37°C por una hora y
centrifugar a 2500 RPM por 20 minutos. El tiempo cero es tomado como control. Los datos

se muestras como media + ER (n=11). *p<0.05 vs el mismo tiempo con anticuerpos.
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Grifico 7. Efecto de los anticuerpos anti-HDL humanas sobre la actividad ARE en el
plasma de las ratas. Se agregaron 100 puL de anticuerpos anti-HDL humanas a las muestras
de los tiempos con mayor actividad (60, 80 y 100 minutos) y se siguié el mismo protocolo
de determinacion para la actividad ARE después de incubar a 37°C por una hora y
centrifugar a 2500 RPM por 20 minutos, corrigiendo los resultados por la dilucion. Los
datos del tiempo cero son tomados como control. Los datos se muestras como media + ER

(n=11). *p<0.05 vs el mismo tiempo con anticuerpos.
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Grafico 8. Efecto de los anticuerpos anti-HDL humanas en las areas equivalentes a la
cantidad de paraoxonasa presente en las muestras. Se muestran las actividades reveladas en
PAGE de las mismas muestras presentadas en el grafico 6. Se realizaron los geles tal como
se realizaron para las muestras sin anticuerpos, agregando 100 pl. de anticuerpos a cada
una de las muestras, corrigiendo los resultados por la dilucion. Se tomo el timepo cero
como control. Se presentan como mediat(n=11). *p<0.05 vs el correspondiente tiempo con

anticuerpos.

47



El abatimiento de la actividad PON en la cinética enzimatica y la actividad revelada en gel
resulto de 70 % y de 67 %, respectivamente. En el caso de la actividad ARE se encontraron
resultados similares dando un porcentaje de abatimiento de la actividad del 62.5 %. Estos

resultados nos permitieron demostrar que el comportamiento en ambos casos es el mismo.

Por ultimo, con el objetivo de determinar la subfamilia que presenta una mayor captacion
de la PON y el comportamiento del resto de las subfamilias con el paso del tiempo se
realizod el analisis densitométrico de las muestras en los geles de poliacrilamida en regiones
ubicadas por medio de la distancia de migracion en el gel correspondientes a los diferentes
diametros de particula de cada una de las muestras, segiin se describe en la seccion de

meétodos. Los resultados obtenidos del estudio de 11 ratas se resumen en el grafico 9.
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Grifico 9. Comportamiento de las subfamilias de HDL en relacion con la captacion de la
paraoxonasa. Se integraron las areas de los geles de poliacrilamida realizados (sin
anticuerpos), siguiendo los tamaiios en nm que se reportan en los antecedentes (Cuadro 2).
Los datos se presentan como la media (n=11). En el recuadro iferior derecho se
representan las subfamilias 3b y 3c, que representan menor proporcion de la actividad

PON.
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Grifico 10. Porcentaje de aumento relativo de las subfamilias de HDL en las muestras
que se analizaron. Los datos se presentan como la media (n = 11). En el recuadro superior
izquierdo se representan las subfamilias 3b y 3c, que presentan el mayor aumento relativo
de la actividad PON asociada a las HDL infundidas con respecto a las otras tres

subfamilias.



Nuestros resultados demuestran que el aumento del 4rea equivalente a la PON asociada a
las HDL se presenta con maximos a los tiempos de 60 y 80 minutos en las subfamilias mas
grandes (2b, 2a y 3a). La subfamilia 2a es la que mantiene un tiempo mayor los niveles
altos de actividad PON, ademas de que nos indica que se presenta un decaimiento de la
actividad PON a partir de los 120 minutos tanto en las subfamilias 2b y 2a. Sin embargo, en
la subfamilia 3a a este tiempo alin se presenta un incremento y posteriormente a los 140

minutos comienza el decaimiento.

La actividad paraoxonasa asociada a las fracciones HDL3¢c y HDL 3b manifesto el incremento mas
notable (162 y 134 %, respectivamente) respecto a la actividad basal. Sin embargo, el
comportamiento en el tiempo es diferente entre estas dos fracciones; mientras la fraccion HDL 3¢
registro un incremento del 41% desde los primeros 20 minutos y alcanza su maximo a los 60
minutos después de la infusion de HDL, la fraccion HDL3b aumenta sibitamente a los 80 minutos
y decae inmediatamente después. Estos resultados sugieren una captacion temprana de la

paraoxonasa por parte de las HDL 3¢ y una remodelacion de las HDL tardia en HDL3b.
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Tales resultados sugieren que los mejores aceptores naturales de paraoxonasa son las HDL
pequeiias de tipo 3c, lo que se traduce en que esta es la subclase de HDL con la tension de
superficie apropiada para desorber la enzima de la membrana del hepatocito.

El metabolismo de las HDL implica una remodelacion continua de estas lipoproteinas. Esta
situacioén nos permite plantear que, una vez captada la paraoxonasa por las HDL pequefas
que funcionan como los aceptores primarios de la enzima, estas particulas aumentan de
tamaiio por efecto de la LCAT?, transformandose en particulas de mayor tamaiio. Debido a
que no hay un aporte continuo de HDL (infusién aguda), las particulas de mayor tamatfio se
acumulan en el plasma de rata que tiene una tendencia natural a formar HDL de tamaiio
medio a grande (12.9 nm)*® De esta manera se explica el aumento porcentual tan
importante en la actividad PON asociada a las HDL pequefias en los primeros tiempos
después de la infusion de las HDL y por qué posteriormente la mayor parte de la actividad
enzimatica se encuentra asociada a las HDL de tamafio medio.

En resumen, nuestros resultados sugieren que, del total de particulas HDL humanas, los
mejores aceptores primarios de la reserva de paraoxonasa son las HDL 2a, 3a y 3c,
contrastando con las observaciones de otros grupos de investigacion quienes proponen a las
HDL de gran tamafio como los mejores aceptores de la enzima™. Esta aparente paradoja
encuentra una explicacion en el tipo de particulas empleadas en cada caso. Deakin y cols.”,
utilizaron para sus experimentos HDL estructuradas unicamente con apo Al y fosfolipidos.
Este tipo de complejos tienden a adoptar una estructura discoidal™ y manifiestan
caracteristicas funcionales similares a las particulas pre B1%. En consecuencia, las HDLr
tienen tensiones de superficie diferentes a las HDL de forma esférica como las que

utilizamos en el presente trabajo, que ademas contienen otro tipo de apolipoproteinas,
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colesterol libre y esterificado, asi como triglicéridos . Las diferencias estructurales

justifican, a nuestro criterio, que no sean las HDL 2b (grandes) los mejores aceptores de
paraoxonasa, como se esperaria en funcion de los reportes arriba descritos, sino las HDL
pequeiias y medianas. Debido a que las HDL utilizadas en el presente trabajo son un mejor
modelo de las estructuras que existen in vivo en comparacion de las HDLr utilizadas por
otros grupos, podemos afirmar que las HDL pequefias y medianas son mas funcionales en
lo que corresponde a la capacidad de desorber paraoxonasa.

Utilizando como fundamento racional las propiedades de promover el eflujo de colesterol,
antiinflamatorias™, antitrombdticas, profibrinoliticas' y antioxidantes (que se exploran en
este trabajo) de las HDL, algunos autores han intentado el tratamiento de la etapa aguda del
infarto de miocardio con HDLr. Este tipo de intervencion tiene efectos agudos importantes,
entre otros, disminuye la aterotrombosis’’, evita la restenosis en stents coronarios’ y
contribuye a estabilizar las placas aterosclerosas '>. De acuerdo a nuestros resultados,
algunos de estos efectos benéficos obtenidos con la terapia con HDL, pueden tener su
fundamento en un aumento en la cantidad de paraoxonasa que alcanza el sitio donde se
desarrolla el ateroma. Creemos que solo la paraoxonasa ligada a la HDL puede ser
vectorizada al espacio subendotelial en donde tiene sus verdaderos efectos antiaterogénicos.
En este sentido, demostramos que no existe una correlacion importante entre la actividad
plasmatica de paraoxonasa y la cantidad de complejos HDL-PON, de tal suerte que la
cantidad de complejos no necesariamente esta representada por la actividad paraoxonasa
medida en plasma.

Esta propuesta puede contribuir a conciliar algunas observaciones contradictorias acerca del
papel protector de la paraoxonasa: mientras en algunos estudios se ha encontrado una

: . : L NSRS .
importante relacion entre el polimorfismo de la PON®, asi como de su actividad®, con el



desarrollo del ateroma, otros estudios no encontrado tal relacion. Si el complejo HDL-PON
es el que posee el papel antiaterogénico, y si a mismas actividades plasmaticas de
paraoxonasa la cantidad de complejos HDL-enzima es varniable, entonces no
necesariamente se puede poner de manifiesto la relacién aterosclerosis-paraoxonasa. La
cuantificacion de los complejos como se ha realizado en este trabajo, en diferentes
situaciones clinicas de riesgo de aterosclerosis, contribuira a validar la importancia de la
asociacion enzima-lipoproteina.

Existen dos vertientes de opinion acerca del tipo de HDL que son mas protectoras en
términos de aterosclerosis. Mientras una de las tendencias de opinion, promueve a la
fraccion HDL2 como protectora, la otra propone que las particulas pequefias HDL3 son la
fraccion protectora. La primera se fundamenta en los resultados de estudios
epidemiologicos que demuestran que el C-HDL2 (las HDL grandes) tiene una relacion
inversa muy importante con el riesgo relativo de desarrollar aterosclerosis”, mientras que
la segunda se apoya en las evidencias experimentales de demuestran que las HDL pequefias
son los mejores aceptores de colesterol. En este ambito, el presente trabajo de investigacion
aporta mas elementos a la segunda vertiente, ya que nuestros resultados ponen de
manifiesto la capacidad para reclutar paraoxonasa que tienen las particulas HDL pequefias.
Por ultimo, es muy probable que en el futuro no se siga estimando el nimero de particulas
HDL que existen en plasma por medio de la cantidad de colesterol que contienen. En su
lugar, probablemente se determine la funcionalidad de las HDL y en particular, el papel
antioxidante de las HDL se podra estimar a través de procedimientos similares a los

desarrollados en el presente trabajo.
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Nuestros datos apoyan la existencia de una reserva de paraoxonasa en el organismo de
nuestro modelo animal que puede ser desorbida por la infusion aguda de HDL de origen
humano.

El efecto maximo de la desorcion, medido como actividad enzimatica en plasma o actividad
paraoxonasa asociada a las HDL plasméticas, se observo a los 60-80 minutos después de la
infusion de HDL.

Los incrementos de actividad paraoxonasa inducidos por la infusién aguda de HDL son
transitorios y se mantienen durante aproximadamente 40 min.

La actividad paraoxonasa medida en plasma correlaciona pobremente con la actividad
paraoxonasa asociada a las HDL, sugiriendo que existe una fraccion circulante, libre o
ligada a otras lipoproteinas y de cantidad variable.

Nuestros resultados sugieren que los primeros aceptores de paraoxonasa son las particulas
HDL de tamaiio pequeiio tipo 3c¢. Sin embargo, la mayor cantidad de paraoxonasa ligada a
las HDL se encuentra en las subclases 2a y 3a, probablemente por interconversion

metabolica de los aceptores primarios a particulas de mayor tamaiio.
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ANEXO A
ULTRACENTRIFUGACION
Preparacion de soluciones empleadas.

Todas las soluciones contienen 0.1g/L de EDTA pH 7.4

d=1.063 KBr 9426g + 1 litro de agua destilada
d=1210 KBr 33736g + 1 litro de agua destilada

=1.250 KBr 40984g + 1 litro de agua destilada
d=1.340 KBr 58427g + 1 litro de agua destilada

Pasar un plasma de una densidad d1 a una densidad d2 ( d1<d2)
Por adicién de KBr sélido (densidad del plasma 1.006)

g KBr= Vol. inicial ( d final — d inicial)

1-(dfinal x0.312)

Pasar un plasma de densidad d1 a una densidad d2 ( d1<d2)

Vol. solucion diluyente = Vol. solucién ( d deseada - d solucion)

d sol diluyente — d deseada
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Quilomicrones
VLDL

< 1.210

IDL

< 1.120

LDL,

<125

HDL2

DENSIDAD

d< 0.96

0.960<d < 1.006

1.0060<d < 1.019

1.019 <d < 1.063

1.063 <d < 1.125

HDL3

Lp (a)

VHDL

LPDS

1.125<d

1.050 <d

1.210<d

d>1.250




ANEXO B
DETERMINACION DE PROTEINAS
(METODOD DE LOWRY)

Solucion A (preparar al momento de usar)

Na,CO; 1 volumen
Tartrato de Nay K 1 volumen
NaOH 2 volimenes

SDS (Dodecil sulfato de sodio) 2 volimenes

H,0 (destilada) 2 volumenes

CURVA PATRON

TUBO 1 2 3 Rl 5 6 Muestra

Muestra (uL) - - --- - --- -—- 20

Estandar (uL) - 20 40 60 80 100 -—

H>O (uL) 100 80 60 40 20 - 80
VORTEX

Solucion A (mL) 1 1 1 1 1 1 1

INCUBAR 10 MINUTOS EN OSCURIDAD A T. Amb. ;

Reactivo de Folin 500 500 500 500 500 500 500

(1/6) (uL)

INCUBAR 30 MINUTOS EN OSCURIDAD A T.amb.

LEER A 750 nm.



ANEXO C

ELECTROFORESIS EN GEL NATIVO

TAMANOS DE HDL

4% 30%

SmL S mL
TBE 0.5mL 0.5mL

SOL. B 400uL 3mL
H,0, destilada 4. 1mL 750uL
GLICEROL 750uL

TEMED 4ul 4ul.

SOL. D 20uL 20uL

Depositar 20ug de proteina/ 1pL. de buffer de muestra.
1) Migrar 15 min. a 20V( para concentrar las muestras)
2) Migrar 15 min. a 70V (para que entren las muestras al gel)
3) Migrara24ha 140V
22ha 150V.

Buffer de muestra
Sacarosa 50%

Azul de bromofenol al 0.05%

Cbp 20 mL



Buffer de corrida TRISSBORATO

Tris 0.09 M 10.9g

Acido Borico 0.08M 495g \ cbp 1 litro
EDTA 3mM 1.12¢

pH 8.35
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ANEXO D
DETERMINACION DE PARAOXONASA EN MUESTRAS DE RATA

Se necesita muestra de suero para poder llevar a acabo la determinacion.

BUFFERS
1. PON
Buffer Glicina-NaOH 50 mM 0.375g 100 mL
CaCl, 1.0 mM 0.011g 100mL cbp 100 mL
pH=10
2. Buffer ARE
Buffer = Trnis-HC1 20 mM 031512 ¢
CaCl2 09mM 0010g cbp 100 mL
pH=8

PREPARACION DE LOS SUSTRATOS ( Prepararse al momento de realizar la
determinacion)

1) Sustrato de paraoxonasa.
En 10 mL de buffer PON agregar 3uL de Dietil p-nitrofenil fosfato y dejar reposar 30

minutos.

2) Sustrato de arilesterasa
En 10 mL de buffer ARE agregar 1.27 uL de fenilacetato y dejar reposar 15 minutos.

DETERMINACION DE ACTIVIDADES
Para PON la muestra se trabaja sin dilucion.
Actividad de paraoxonasa basal

Diluir 25uL de la muestra en 1 mL de sustrato PON
Mezclar y esperar 1 minuto
Seguir la cinética ¢/30 seg. por 3 minutos a 412 nm.

Actividad arilesterasa
Diluir a la ¥z la muestras en buffer ARE.
Diluir 10puL de la muestra en 1 mL de sustrato ARE
Mezclar y esperar 1 minuto
Seguir la cinética ¢/30 seg. por 5 minutos a 270 nm.



CALCULOS DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
1)Actividad paraoxonasa ( nmol p-nitrofenol/min./mL suero)
€ paraox6n = 18 290 M'em

Actividad = (A DO /g) X 10° X 50 X dilucién

2) Actividad arilesterasa (umol fenilacetato hidrolasa/min./mL suero)
¢ fenilacetato=1310 M"'em’!
Actividad = (A DO /g) X 10* X 100 X dilucién
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