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Un pensamiento

¢Este es el fin? —
Preguntaba el aprendiz a su maestro.

“El fin no existe” - contesto éste.
Siempre habréa algo por descubrir
Siempre habra algo con qué sofiar.

Sélo nunca olvides que pasara
y que sélo asi frutos dara.
No lo poseas o lo ahogarés.
Este es un grano de arena mas,
pero uno mas uno han sostenido a la mar.

&Y eso sera suficiente? —
Pregunté el aprendiz nuevamente.

Sera siempre lo necesario
Tan solo lo que tengas en tus manos
Tan sélo lo que permita tu corazén
Si asi lo hicieres, de sobra siempre habra

Pero maestro
¢, Qué debo hacer para no caer?

Sélo no dejes de ser
Soélo da en espiritu y en verdad

Asi entenderas que el fin no existe
Tan solo somos viento y somos mar
Somos la flor que deberia ser hecha para contemplar
Y estas palabras aun cuando escritas desapareceran
En tu memoria y en tus actos quedaran

¢Aqui termina tu consejo maestro?
No mi querido aprendiz —

contest6 amorosamente el maestro —.
Es aqui donde inicia.



Abreviaturas

ABCA 1 = Cartucho de unién a ATP tipo 1 (ATP Binding Cassette type 1)
Apo = Apolipoproteina

BSA = Albumina de Suero Bovino (Bovine Serum Albumin)

C = Colesterol

CE = Ester de colesterol (Cholesteryl Ester)

Da = Dalton

DC= Dicroismo Circular

CETP = Proteina Transportadora de Esteres de colesterol (Cholesterol Ester
Transfer Protein)

HDL = Lipoproteina de alta densidad (High Density Lipoprotein)

HSA = Albumina de Suero humano (Human Serum Albumin)

IDL = Lipoproteina de Densidad Intermedia (Intermediate Density Lipoprotein)
IP = Inmunoprecipitacion

kDa = KiloDalton

A = Longitud de onda

LCAT = Lecitina Colesterol Aciltransferasa (Lecithin Cholesterol
Acyltransferase)

LDL = Lipoproteina de baja densidad (Low Density Lipoprotein)
Liso-C1,PC = Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina

LPL = Lipoproteina Lipasa

MH= Momento hidrofébico

PC = Fosfatidilcolina (Phosphatidylcholine) o Lecitina

pl = Punto isoeléctrico

PM = Peso molecular

TG = Triglicérido

TRC = Transporte Reverso del Colesterol

SDS-PAGE = Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio.

SR-B1 = Receptor pepenador clase B 1 (Scavenger Receptor class B 1)
VLDL = Lipoproteina de muy baja densidad (Very Low Density Lipoprotein)
WB = Inmunotransferencia tipo Western (Western Blot)
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Resumen

La Lecitina Colesterol Aciltransferasa (LCAT) es una enzima que cataliza la
formacion de la mayor parte del éster de colesterol plasmatico en humanos
mediante la transferencia de un grupo acilo graso de la posicion sn-2 de la
fosfatidilcolina al grupo 3-p-hidroxilo del colesterol, dando como productos
lisofosfatidilcolina y un éster de colesterol que es transferido al nacleo de la
lipoproteina de alta densidad (HDL). La LCAT se encarga de regular la
transformacion de esta particula de una forma discoidal a una esférica madura,
paso clave en el Transporte Reverso del Colesterol. La Apolipoproteina Al (Apo
Al) ha sido identificada como el principal activador de LCAT. Aun cuando su
mecanismo de accion no ha sido del todo elucidado, nuestro laboratorio ha
propuesto que es dependiente de la presion lateral al que el sistema esta
sometido y de los cambios conformacionales de tipo desorden-orden que
sufren segmentos especificos de las Apos. En el presente trabajo se evalud el
cambio de actividad de LCAT en presencia de péptidos derivados de la Apo Al
en diferentes conformaciones. Los péptidos estudiados fueron: DRV (9-24) de
la region amino terminal, KLL (45-63) de la region inicial central y VLES (221-
239) de la carboxilo terminal de la Apo Al. Experimentos de dicroismo circular
(DC) mostraron que en PBS pH 7.4 los tres péptidos se encuentran
desestructurados y que conforme su concentracion aumenta, también lo hace
su porcentaje de estructuras f y al azar. En cuanto a su efecto sobre la
reaccion de LCAT los péptidos presentaron un aumento en la actividad de la
enzima evaluada en términos del cambio en la velocidad inicial de la reaccion y
de la formacién maxima de producto. Estos cambios fueron dependientes de su
concentracion: a 0.3 mg/mL VLES fue el que presenté un mayor porcentaje de
aumento en la formacion de producto, mientras que a 0.6 mg/mL DRV fue el
gue lo hizo. Para evaluar el efecto de los péptidos estructurados en hélice a,
éstos se reconstituyeron con Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-Ciz-
PC) en diferentes condiciones de concentracion tanto de lipido como de
péptido. Los resultados de DC mostraron que aun manteniendo una proporcion
péptido:lipido constante (1:200), al aumentar la concentracion de las
preparaciones, la estructura hélice o se pierde y aumenta el porcentaje de



estructuras p y al azar de los péptidos. En estas condiciones la actividad de
LCAT disminuye drasticamente hasta abatirse por completo, manteniéndose
tan sélo a una concentracion de péptido de 0.3 mg/mL en Liso-C1,-PC 30 mM.
Con el fin de saber si este abatimiento de la reaccion era debido a la presencia
del lipido o del péptido, se hicieron experimentos de DC y de actividad
variando soélo la concentracion del péptido y manteniendo constante la
concentracion del Liso-C1,-PC a 30 mM. Los resultados de DC mostraron que
esta concentracion de lipido fue adecuada para mantener a los tres péptidos
estructurados en hélice a y que tal como en el ensayo anterior, dicha
estructuracién se fue perdiendo conforme se aumentd la concentracion del
péptido. También bajo estas condiciones DRV fue el que presentdé un mayor
porcentaje de hélice a, siguiéndole VLES con un comportamiento muy similar.
Los resultados de actividad demostraron que el abatimiento de la reaccién de
LCAT observado inicialmente, es debido al aumento de la concentracion del
Liso-C1,-PC y que el aumento de la concentracion del péptido tiene efectos
diferenciales dependientes tanto del tipo de péptido como de su concentracion.
El mayor efecto activador de la reaccion se presentd con VLES a una
concentracion de 0.3 mg/mL, siguiéndole DRV a 0.6 mg/mL, ambos en Liso-
C12-PC 30 mM. Comparando los ensayos en medio acuoso con los de medio
lipidico, es claro que los péptidos estructurados en hélice a tienen el mismo
efecto activador que cuando se probaron desordenados en el sistema de
ensayo. Estos resultados sugieren que los péptidos inicialmente desordenados
sufren una transicion desorden-orden una vez que forman parte del sistema de
ensayo (plasma) y se asocian con lipidos plasmaticos, incrementando asi la
eficiencia de la reaccion de LCAT tal como lo hacen en sistemas donde son
previamente estructurados en hélice a. DRV y VLES presentan el mayor efecto
activador de LCAT en plasma bajo condiciones especificas de concentracion
en las que son capaces de mantenerse en hélice a. Ensayos con LCAT
purificada en sistemas con una composicion definida de lipido y péptidos
activadores en diversas conformaciones, permitirian obtener informacion mas
precisa acerca del mecanismo molecular que gobierna la activacién de LCAT
por péptidos derivados de Apos humanas.



I. INTRODUCCION

1.1. Transporte de lipidos en el torrente sanguineo

Debido a su alta insolubilidad en agua, los lipidos son transportados en el
torrente sanguineo como componentes de lipoproteinas, particulas micelares
globulares conformadas por un ndcleo no polar de triacilgliceroles y ésteres de
colesterol rodeadas por una cubierta anfifilica de fosfolipidos y proteinas
conocidas como Apolipoproteinas (Apos). Estas particulas se encargan de
transportar los lipidos de un tejido a otro con el fin de satisfacer las
necesidades lipidicas de las diferentes células. Las regiones protéicas de las
lipoproteinas proporcionan un medio idéneo para solubilizar las particulas de
lipido manteniendo su integridad estructural y confiriéndoles la especificidad
para ser reconocidas y regular asi su metabolismo y funcién. Existen varios
tipos de lipoproteinas clasificadas con base en su composicion quimica,
propiedades fisicas y funciones metabdlicas. Dada la diferencia en
composicion, la relacién lipido/proteina cambia y por tanto, la densidad de cada
una de estas particulas. De menor a mayor densidad estas son llamadas:
guilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Conforme la
densidad aumenta, tanto el tamafio de particula como la relacién lipido/proteina
disminuyen (Tabla 1-1) (Gurr y Harwood,1991).

A lo largo del proceso del transporte de lipidos, las diferentes lipoproteinas
experimentan trasformaciones consecutivas de acuerdo con su papel en el
metabolismo. Dichas transformaciones inician después del consumo de grasas
en la dieta cuando los triacilgliceroles (TGs) de las lipoproteinas son
transportados en el torrente sanguineo en forma de quilomicrones. Los TGs
son hidrolizados por accién de la enzima Lipoproteina Lipasa (LPL) cuyo
principal activador es la Apo CII. El resultado de esta lipdlisis es la liberacion de
acidos grasos y de remanentes de quilomicrones, los cuales a su vez son
internalizados y degradados en el interior de los hepatocitos. Como los
qguilomicrones, las VLDL trasportan TGs pero de origen enddgeno. Estas



lipoproteinas son sintetizadas en el higado teniendo como componentes
protéicos a la Apo B-100 y Apo E. Ademas de TGs, las VLDL también son
capaces de liberar vitaminas liposolubles a diversos tejidos dependiendo de los
requerimientos de éstos. Durante este proceso, las VLDL son gradualmente
degradadas por accién de la LPL hasta remanentes de VLDL también llamados
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) (German et al, 2006). Después de
una serie de pasos de degradacién, estas lipoproteinas van perdiendo TGs y
Apo E hasta formar LDL, particulas ricas en colesterol y fosfolipidos cuya
proteina constitutiva es la Apo B-100. Las LDL son consideradas los
acarreadores primarios de colesterol en plasma. Su principal funcién es la de
transportar el colesterol desde el higado hacia los tejidos periféricos en un
proceso mediado por receptor (Gurr y Harwood,1991). De entre todas las
lipoproteinas las HDL son las particulas que presentan una mayor
heterogeneidad en tamafo, densidad y composicion, debido a que su
metabolismo involucra una sofisticada dinamica de autorregulacion asi como
de un continuo equilibrio con el resto de las lipoproteinas (Wang y Briggs,
2004). La principal funcion de las HDL, es la de transportar el exceso de
colesterol de los tejidos periféricos (extrahepaticos) hacia el higado para su
excrecion como sales biliares en un proceso denominado “Transporte Reverso
del Colesterol” (TRC) (Jonas, 2000).

Tabla 1-1. Composicidn y caracteristicas generales de las principales lipoproteinas
de plasma humano.

Quilomicrones VLDL LDL HDL
% Proteina* 2 7 20 50
% Triacilgliceroles* 83 50 10 8
% Colesterol*® 8 22 48 20
% Fosfolipidos* 7 20 22 22
Masa total 0.4-30 x 10°  10-100x 10°  2-3.5x10°  1.75-3.6 x 10°
(Daltons)
Densidad (g/mL) > 0.95 0.95-1.006 1.019-1.063 1.063-1.210
Didmetro (nm) > 70 30-90 18-22 5-12
Apolipoproteinas Al, B48, Cl, B-100, E B-100 Al All
principales Cll, CllI

*Porcentaje calculado con respecto a la masa total de la particula. CCorresponde a la suma de
colesterol libre més colesterol esterificado. Tomada de Gurr y Harwood,1991.



El TRC se encarga de regular la maduracion de las HDL, cuyo principal sitio de
formacion es el higado. En una etapa temprana, las HDL se encuentran en una
forma discoidal naciente (pre-p HDL) que consiste principalmente en una
bicapa de fosfatidilcolina asociada con Apo Al en las margenes del disco. Esta
forma de HDL, también llamada Apo Al pobre en lipido, esta involucrada en la
eliminaciéon de colesterol y fosfolipidos de los tejidos periféricos. Esta
transferencia de lipidos de las membranas celulares a las HDL (eflujo de
colesterol y fosfolipidos) es mediado por el transportador de membrana
miembro 1 del cassette de unién a ATP (ABCA 1), regulador importante del

TRC durante la etapa de lipidacion de la Apo Al pobre en lipido.

Después de su excrecion al plasma, las HDL adquieren componentes
superficiales adicionales como son fosfolipidos, colesterol y Apos transferidas
por los quilomicrones y VLDL durante su catabolismo debido a la accién de la
LPL. El colesterol libre de la HDL es después esterificado por accién de la
enzima lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) cuyo principal activador es la
Apo Al, principal componente protéico de la HDL. De esta forma, las HDL
discoidales incrementan su tamafio a medida que acumulan ésteres de
colesterol en su nucleo. Esta redistribucién de lipido en las particulas de HDL,
induce su cambio de una forma discoidal a una forma esférica de HDL madura.
La forma esférica de HDL o HDLj3;, aumenta su tamafio a una forma mas
grande HDL, conforme captura mas colesterol celular que subsecuentemente
es esterificado por LCAT. El exceso de ésteres de colesterol de las HDL,
generados por la reaccibn de LCAT en plasma, es posteriormente
intercambiado por TGs con las VLDL y la subclase ligera de LDL (LDL,)
(Guerin et al, 1994) mediante la Proteina Transferidora de Esteres de
Colesterol (CETP). Por su parte, las HDL3 son capaces de aceptar mas
colesterol libre y fosfolipidos que derivan de la accion de la LPL sobre las VLDL
en un proceso facilitado por la proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP). La
degradacion de las HDLj tiene lugar en el higado por accion de hidrdlisis de la
lipasa hepatica sobre sus TGs, y se lleva a cabo después de la absorcion
selectiva de ésteres de colesterol mediada por el receptor pepenador clase B 1
(SR-B1) (Wang y Briggs, 2004) (Fig. 1-1).
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Fig. 1-1. Transporte reverso de colesterol y maduracion de las HDL por accién de LCAT.
Adaptada de Lewis y Rader, 2005.

Con respecto a la relevancia médica de este proceso, cabe mencionar que los
niveles de colesterol en plasma son un factor importante en el desarrollo de la
aterosclerosis, enfermedad progresiva caracterizada por la acumulacion de
lipidos y elementos fibrosos en las arterias (Lusis, 2000). La regulacién de
estos niveles es un proceso complicado que involucra la absorcion, biosintesis,
transporte, metabolismo y secrecion del colesterol. Tal como se ha
mencionado, el TRC es una via que transporta colesterol de los tejidos
periféricos hacia el higado para su excrecion y por tanto, es un proceso que
puede prevenir la aterosclerosis mediante la reduccion de la acumulacion de
colesterol en la pared de las arterias. Asimismo, el eflujo de colesterol que
forma parte del TRC, es el principal proceso por el cual los macréfagos de las
paredes arteriales secretan colesterol fuera de las células. Diversos estudios
han mostrado que los bajos niveles de HDL, y HDL3 estan asociados con el
incremento en el progreso de la aterosclerosis y el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Salonen et al, 1991).



Como parte del TRC, diversos elementos son considerados como
ateroprotectores, entre ellos estan: las HDL, la Apo Al como su principal
componente protéico y la LCAT, enzima clave del proceso encargada de la
maduracion de dichas lipoproteinas. Dado que la HDL y la Apo Al son los
principales receptores de colesterol en el eflujo del colesterol, el incremento de
los niveles de HDL puede a su vez aumentar tal eflujo y por tanto el TRC,
contribuyendo a la reduccion de los riesgos de enfermedad cardiovascular
(Ohashi, 2005). Por su parte, la funcién ateroprotectora de LCAT se debe a que
esta enzima favorece la creacién de un gradiente del flujo de colesterol desde
las células periféricas hacia el plasma mediante la remodelacion de la HDL con
la subsecuente formacion y eliminacién de ésteres de colesterol a través de
dichas lipoproteinas. La ausencia de LCAT o la deficiencia de su actividad en
plasma causa diversas alteraciones metabdlicas asociadas a dos deficencias
genéticas conocidas como la “Deficiencia Familiar de LCAT” FLD (Familial
LCAT Deficiency) y la “Enfermedad de Ojo de Pez” FED (Fish Eye Disease). En
la FLD la LCAT esta presente en concentraciones bajas o indetectables en
plasma y es incapaz de esterificar colesterol tanto sobre LDL (actividad p)
como sobre HDL (actividad o). Esta deficiencia causa patrones anormales en
las lipoproteinas, una notable disminucién de ésteres de colesterol en éstas y
estructuras atipicas de eritrocitos. Sus manifestaciones clinicas son opacidad
corneal, anemia, proteinuria y enfermedad renal. La FED es un desorden que
tiene un defecto asociado a la actividad o de LCAT y es caracterizada por una
pronunciada opacidad corneal y reduccién del colesterol asociado a la HDL
(HDL-C) (Jonas, 2000; Eckardstein, 2006).

1.2. Reaccion de la Lecitina Colesterol Aciltransferasa

La LCAT es una glicoproteina que cataliza la formacién de la mayor parte del
éster de colesterol plasmatico en humanos mediante la transferencia de un
grupo acilo graso de cadena larga de la posicion sn-2 de la fosfatidilcolina o
lecitina (PC), al grupo 3-p-hidroxilo del colesterol, dando como productos
lisofosfatidilcolina o lisolecitina (lisoPC) y un éster de colesterol (CE) que es
transferido al nucleo de la HDL (Glomset, 1968) (Fig. 1-2).
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Fig. 1-2. Reaccion catalizada por la enzima Lecitina Colesterol Aciltransferasa (LCAT)

La enzima LCAT al igual que numerosas lipasas y fosfolipasas, es una proteina
soluble en agua que realiza su actividad catalitica sobre agregados de lipidos.
La reaccion de LCAT ocurre predominantemente en las HDL, particulas que
contienen a la Apo Al, principal activador de la enzima. El primer paso de la
reaccion es la union de LCAT a la superficie de una pequefia subfraccion de
pre-p HDL (Fielding y Fielding, 1995). El colesterol es entonces esterificado por
LCAT la cual practicamente lo atrapa en las HDL en forma de ésteres de
colesterol propiciando la maduracion de esta particula. La reaccion ocurre en la
superficie de la HDL e involucra los siguientes pasos: 1) Union de la enzima a
la superficie de lipoproteina. 2) Activaciéon de la enzima por la Apo Al, el
principal cofactor activador de LCAT. 3) Union de PC al sitio activo de LCAT. 4)
Formacion de la enzima acilada por transferencia de una cadena de acilo de la
PC al aminoacido Serig; de LCAT con liberacion de lisoPC. 5) Union del



colesterol al sitio activo de LCAT. 6) Transferencia del acilo al grupo 3-p-
hidroxilo del colesterol para formar el CE correspondiente y 7) Liberacién del
CE y de la enzima (Jonas, 2000) (Fig. 1-3). La distribucién de LCAT sobre las
lipoproteinas plasméticas est4d estrechamente relacionada con la relativa
afinidad de la enzima por éstas y sus respectivas concentraciones de
fosfolipidos. Dado que la concentracion de fosfolipidos en las LDL es
aproximadamente la mitad de la de las HDL, la afinidad de LCAT esde 2.5 a4
veces menor para LDL respecto a la HDL. Asi, la mayor parte de la enzima
esta presente en complejos con HDL mientras que menos del 20% de LCAT

asociada a lipoproteinas, puede esperarse se encuentre en LDL (Jonas, 1998).

En ausencia de un esterol aceptor apropiado, LCAT puede presentar actividad
de fosfolipasa A, 0 de esterasa, liberando &cidos grasos al medio (Fielding y
Collet, 1991). Asimismo, LCAT puede transferir grupos acilo grasos a diversos
alcoholes, incluyendo varios esteroles. Por otro lado, cuando las
concentraciones de lisolecitina (uno de los productos de la reaccion de LCAT)
son elevadas, LCAT puede catalizar la reacilacion de la lisolecitina produciendo
lecitina en presencia de LDL, presentando LCAT una actividad enzimatica
denominada lisolecitina aciltransferasa (LAT) (Subbaiah, 1986).
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Fig. 1-3. Pasos involucrados en la reaccién de LCAT sobre la superficie de HDL. E= LCAT
en solucién y sobre la superficie de HDL, E*= LCAT en forma activada por Apo A-l; PC=
Fosfatidilcolina; C= Colesterol; CE= Ester de colesterol y Liso-PC= Lisofosfatidilcolina.
Modificada de Jonas, 2000.



La reaccion de transesterificacion catalizada por LCAT se lleva a cabo de
manera 6ptima a un pH de 8, empleando como sustratos tanto HDL como
liposomas atrtificiales. En cuanto a su estabilidad, LCAT es considerada una
enzima inestable, que incrementa dicha inestabilidad a medida que lo hace su
grado de pureza (Albers et al, 1986). Su estabilidad es dependiente de la
fuerza idnica del medio, siendo mayor en amortiguadores con muy baja fuerza
iGnica. Se ha sugerido que la inactivacion de LCAT se presenta principalmente
en la interfase “aire”-agua y que soluciones de alta fuerza i6nica causan el
desplegamiento completo de la enzima en la interfase. Dicha inactivacion es
eficientemente prevenida por la Apo Al y en menor grado por vesiculas de
fosfatidilcolina-colesterol y albumina de suero bovino (BSA) (Doi y Nishida,
1981).

Finalmente, se ha reportado que la actividad de LCAT puede ser inhibida por
una gran variedad de compuestos como son el di-isopropil fluorofosfato (DPF),
el &cido di-tio-bis-nitrobenzoico (DTNB) y el p-hidroxi-mercuribenzoato (PHMB)
(Albers et al, 1986). LCAT también es inhibida por lipidos siendo uno de sus
mas fuertes inhibidores la esfingomielina (Sparks et al, 1998). Otros inhibidores
de origen lipidico son los hidroperéxidos de PC generados durante la oxidacién
incompleta de los lipidos de las lipoproteinas y moléculas de PC con acidos
grasos en posicion trans o con cadenas de C-18. La inhibicion por producto
que experimenta LCAT, se observa cuando sus sustratos PC y colesterol que
de manera general se unen eficientemente a LCAT en presencia de Apo Al,
presentan una reactividad relativamente baja, en el caso en que los ésteres de
colesterol productos de la reaccién no puedan ser eficientemente eliminados
del sitio activo (Kosek et al, 1999).

1.3. Estructura y propiedades de LCAT

La Lecitina Colesterol Aciltransferasa (LCAT) (EC 2.3.1.43) se sintetiza
principalmente en el higado y circula en el plasma unida reversiblemente con
las lipoproteinas, de manera preferencial con las HDL. La LCAT de plasma

humano consta de una sola cadena polipeptidica de 416 residuos aminoacidos
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con un peso molecular (PM) de 47090 Da calculado a partir de la
secuenciacion de su DNAc (McLean et al, 1986). Con experimentos de
sedimentacion al equilibrio, dicho PM ha resultado ser de aproximadamente
60000 Da (Chong et al, 1983). Estudios de electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), han mostrado que
LCAT purificada a partir de plasma humano, tiene un PM de 65000 a 69000 Da
con un valor promedio de 67000 Da, mientras que el tratamiento de LCAT
nativa de plasma humano con varias endoglicosidasas muestra una banda
correspondiente a un PM alrededor de 47000 Da (McLean et al, 1986).

La discrepancia entre los valores de PM encontrados por ambas técnicas, ha
sido atribuida a su alto contenido de carbohidratos, el cual corresponde a
aproximadamente el 25 % de su masa total (Chung et al, 1979). Esta
glicoproteina presenta cuatro sitios de N-glicosilacion (en Asnyg, ASngs, ASny7, Y
Asnggs) con una composicién de 5.3 % de manosa, 6.4 % de galactosa, 5.3 %
de glucosamina y 3 % de galactosamina (Lima et al, 1996) y dos sitios de O-
glicosilacion en Tao7 Y Sage cON estructuras sialidadas p-D-galactosil-(1->3)-N-
acetil-D-galactosamina (Schindler et al, 1995). El papel que juegan estos
carbohidratos sobre la estructura y funcién de la enzima no ha sido esclarecido
debido a la controversia de los resultados obtenidos. Estudios de mutagénesis
sitio-dirigida han demostrado que la eliminacion de carbohidratos en las
posiciones 20, 84 o 272, resultan en una disminucion de la actividad de la
enzima, mientras que la proteina mutante deglicosilada en la posicion 384,
presenta un aumento del doble en dicha actividad (O et al, 1993). Mdltiples
propuestas han surgido acerca de la funcion biolégica de los carbohidratos
sobre LCAT: algunos autores han sugerido que los carbohidratos
probablemente incrementan el tiempo de vida media de la enzima (de 4 dias)
reduciendo su susceptibilidad a enzimas proteoliticas, mientras que otros
proponen que dichos oligosacaridos aprovisionan a la enzima de una interfase
adecuada entre su esqueleto polipeptidico relativamente hidrofébico y el
ambiente hidrofilico del plasma (Lima et al, 2004). Con respecto a la
microheterogeneidad resultante de la variacibn en sus cadenas de

carbohidratos, se han encontrado al menos seis isoformas de LCAT con puntos
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isoeléctricos (pl) de 3.9 a 4.9, siendo la mas abundante la que tiene un pl de
4.48 (Doi y Nishida, 1983; Holmquist y Bjellqvist, 1988).

Ademas de las glicosilaciones, LCAT tiene seis residuos de cisteina en su
secuencia de los cuales dos estan libres (Cyss; y Cysiss) Y l0S otros cuatro se
encuentran formando dos puentes disulfuro (Cysso-Cys7s Y CysS3z13-CySsss),
siendo el primero de ellos esencial para la unién de LCAT a la superficie de las
lipoproteinas (Adimoolam y Jonas, 1997).

En general, la cadena polipeptidica de LCAT es mas hidrofébica que las Apos
plasmaticas, pero mas hidrofilica que una proteina integral de membrana
(Jonas, 2000). El contenido de estructura secundaria de LCAT estimado por
dicroismo circular (DC), es de aproximadamente 25 % de hélice a, 45 % de
estructuras B y 30 % de otras estructuras (Jonas, 1998). A diferencia de las
Apos, en LCAT se han predicho pocas regiones con hélices o de tipo
anfipatico, una de las cuales corresponde al segmento en el cual se encuentra

el puente disulfuro Cysso-Cys7a.

Aunque aun no se ha podido determinar la estructura terciaria completa de
LCAT, el grupo de Peelman et al (1998) ha reportado un modelo parcial de la
estructura tridimensional de LCAT disefiado con base en calculos de
homologia estructural obtenidos por diversos alineamientos de LCAT con la
lipasa pancreética humana y la lipasa de Candida Antarctica. Dichos estudios
han demostrado que LCAT pertenece a la familia de las lipasas, que tiene un
plegamiento tipo o/p hidrolasa y que su triada catalitica incluye los residuos
Hisz77, ASpass junto con Serigi, aminoacido que se ha supuesto podria formar
un intermediario Ser-acilo graso, enzima-acilo, formado después de la hidrdlisis
de la PC y previamente a la donacion del &cido graso al esterol aceptor de acilo
(Jauhiainen y Dolphin, 1990). Las predicciones sugieren que el dominio central
de LCAT consiste en siete hojas p paralelas conservadas conectadas por
cuatro hélices a y separadas por asas que contienen los residuos cataliticos.
La Tabla 1-2 muestra un resumen de las propiedades de LCAT descritas en

esta seccion.
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La Fig. 1-4 muestra tanto el modelo de la estructura tridimensional de LCAT
reportado por Peelman et al (1998) como otro modelo obtenido en la base de
datos Modbase (Pieper et al, 2004) correspondiente a los aminoacidos 62-436
de la secuencia completa de la proforma de LCAT (440 aminoacidos ; cédigo
P04180). En estos modelos puede observarse el dominio central de hojas p
conectado por hélices a dentro de las cuales se destacan dos: la hélice 4-5 que
se ha sugerido esta involucrada en la union a superficies lipidicas y en la
especificidad de sustrato (fosfolipido) de la enzima, y la hélice 3-4 dentro de la
cual, la region 121-136 ha sido identificada como un probable sitio de union de
LCAT a la hélice 6 de la Apo Al (Sorci-Thomas et al, 2009). En la Fig. 1-4b, se
destacan también los residuos que forman parte de la triada catalitica y tres de
los sitios de N-glicosilacion. Cabe destacar que de acuerdo con estos modelos,
estos sitios caracteristicos y determinantes en la actividad de LCAT forman
parte de regiones no estructuradas de la enzima que podrian estar asociadas a
cambios conformacionales de tipo desorden/orden, en los que la regién
catalitica queda expuesta al sustrato dependiendo de la uniéon de una regién
estructurada de la enzima a una superficie lipidica. Aan cuando el mecanismo
por el cual este tipo de rearreglos conformacionales no ha sido demostrado,
modulaciones de este tipo han sido previamente propuestas en proteinas del
tipo de LCAT con actividad en interfases. En el caso de la lipasa pancreética,
por ejemplo, se ha propuesto que la cavidad del sitio activo se encuentra
cubierta por un asa superficial que la protege del solvente cuando esta en
estado inactivo pero que es capaz de experimentar cambios conformacionales
para exponerla a sus sustratos lipidicos (Jonas, 1991). De esta forma, es muy
probable que el alto porcentaje de estructuras desordenadas presentes en la
estructura de LCAT, tenga funciones reguladoras aun no caracterizadas
dependientes de los cambios de hidrofobicidad a los que puede estar expuesta

la enzima y que impacten en su funcionalidad.
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b)

Fig. 1-4. Modelo propuesto para la estructura tridimensional de LCAT. a) Modelo derivado de las
estructuras coordinadas de la lipasa pancreatica y la lipasa de Candida Antarctica tomado de Peelman et al,
1998. b) Modelo de LCAT obtenido a partir del cédigo P04180 con el programa Modbase (visualizado con
Pymol) utilizando como templado la proteina 2,6-dihidroxi-pseudo-oxinicotina hidrolasa (PDB 2jbw). La
conformacion de LCAT muestra los residuos 62-436 de la secuencia de la proforma de LCAT (440
aminodcidos). Las hojas B se muestran en amarillo, las hélices o en rojo y las asas en verde. En color
magenta se resalta la hélice 4-5 con propiedades de unién a lipido y en ciano la region de aminoacidos 121-
136 de la hélice 3-4, que se ha sugerido interacciona directamente con la hélice 6 de la Apo Al. En azul se
pueden identificar los aminoacidos que forman parte de la triada catalitica Sig1, Dass ¥ Hz77 Y €n naranja los
sitios de N'gliCOSilaCién Nga, No7o Yy N3gs.
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Tabla 1-2. Resumen de

las propiedades de la Lecitina Colesterol

Aciltransferasa de plasma humano

Localizaciéon celular

Cadenas polipeptidicas
Numero de aminoacidos

Peso molecular (Da)

Glicosilaciones

Puentes disulfuro

Punto isoeléctrico
Contenido de estructura
secundaria

Caracteristicas de
estructura terciaria

Sintetizada en higado
Secretada al plasma

1
416

47090 (DNAC)
60000 (Sedimentacion al equilibrio)
65000-69000 (SDS-PAGE)

4 N-glicosilaciones
2 O-glicosilaciones

2 puentes disulfuro + 2 cisteinas libres
3.9- 4.9 (Minimo 6 isoformas)

25 % hélice a

45 % de estructuras

30 % otras estructuras

No cristalizada

Modelo parcial basado en alineamientos con
las lipasas pancreatica y Candida Antarctica
Plegamiento tipo o/p hidrolasa

Dominio central con 7 hojas f§ paralelas
conectadas por 4 hélices a, separadas por
asas con los residuos cataliticos

Triada catalitica Hisz77, ASpz4s Y Serig:

1. 4. Propiedades estructurales de la Apolipoproteina Al

La Apo Al es secretada predominantemente por el higado y el intestino como

Apo Al pobre en lipido y como particulas de HDL nacientes ricas en fosfolipidos

y pobres en colesterol. La Apo Al muestra una alta actividad superficial debido

a sus propiedades anfipaticas. Es una proteina asimétrica y flexible con una

tendencia a autoasociarse en dimeros, tetrameros y octameros (Scanu, 2008).

Después de un proceso de lipidacion parcial, la Apo Al puede formar particulas

discoidales cuyos modelos indican que se componen de aproximadamente 150

moléculas de fosfolipido por cada 2 moléculas de Apo Al con un diametro
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hidratado final de disco de 96 A (Klon et al, 2002). La formacién de complejos
esféricos puede ser obtenida reconstituyendo los complejos discoidales por co-
sonicacion de una mezcla de lipido-Apo Al, por didlisis con colato (Matz y
Jonas, 1982) o por incubacion con LCAT y LDL, dando como resultado
particulas esféricas con un diametro de 93 A y 3 moléculas de Apo Al por
particula (Jonas et al, 1988) en un arreglo molecular de trébol (Silva et al,
2008). La Apo Al consiste en una sola cadena polipeptidica de 243
aminoacidos y PM de 28 kDa, que representa aproximadamente el 70 % en
peso de la HDL (Lewis y Rader, 2005). El Apéndice 10.1. muestra el resumen
de las propiedades estructurales de la Apo Al en los diferentes niveles de

organizacion descritos.

La cadena polipeptidica de la Apo Al esta dividida en un dominio amino-
terminal globular de 43 residuos codificado por el exén 3 del gen de la Apo Al y
un dominio carboxilo-terminal de unién a lipido de 200 residuos (44-243)
codificado por el ex6n 4 que comprende aproximadamente el 80 % de la
proteina (Fig. 1-5). Se ha considerado que los primeros 43 residuos de la
region N-terminal se encuentran relativamente desordenados, presentando
Unicamente un arreglo de tipo hélice a anfipatica G* en los residuos 8-33. Este
tipo de hélices se distinguen por presentar un arreglo radial aleatorio de los
residuos positivos y negativos que es similar pero no idéntico a las hélices
clase G que se encuentran en las proteinas globulares. Presentan valores altos
de momento hidrofébico (uH) y una hidrofobicidad moderadamente alta en la
cara no polar (Segrest et al, 1992). La estructura secundaria del dominio
carboxilo-terminal, se compone de una serie de 10 unidades de repeticién en
tandem de hélices a anfipaticas separadas por residuos de prolina. Ocho de
esas repeticiones tienen 22 aminoacidos mientras que las repeticiones 3y 9
tienen 11 (Klon, et al, 2002; Sorci-Thomas et al, 2009). De las 10 hélices a
anfipaticas de este dominio de union a lipido, seis pertenecen a la clase Ay las
otras cuatro a la clase Y. La clase A esta caracterizada por tener altos valores
de pH promedio y una distribucion de carga caracteristica en la que los
residuos cargados positivamente se encuentran agrupados en la interfase

polar/no polar, mientras que los que estdn cargados negativamente se
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Fig. 1-5. Estructura del gen de Apo Al y dominios estructurales. La Apo Al presenta un
dominio globular N-terminal codificado por el exén 3 y otro de unién a lipido codificado por el
exon 4. El dominio globular presenta una hélice a clase G*. El dominio C-terminal presenta una
serie de repeticiones en tandem de 10 hélices o de 22 y 11 aminoéacidos pertenecientes a las
clases Ay Y tal como lo indica la figura.
encuentran en el centro de la cara polar. En cuanto a las hélices clase Y, éstas
se caracterizan por presentar valores intermedios tanto de pyH como de
hidrofobicidad, comparados con los de otras clases de hélices con dominios
anfipaticos (Segrest et al, 1992). Por lo general, este tipo de hélices presentan
una reducida afinidad a lipido, sin embargo, se ha demostrado que la hélice Y
de la Apo Al (220-241), es la que presenta una mayor afinidad por lipidos de

entre todas sus hélices a (Palgunachari et al, 1996).

1.5. Activacion de LCAT por la Apolipoproteina Al:

Importancia de las transiciones desorden-orden

Ademas de la union a la superficie del lipido, LCAT requiere de su activaciéon
por cofactores protéicos para obtener su actividad 6ptima. La Apo Al es
reconocida como el principal activador de LCAT en la HDL discoidal naciente
durante el TRC (Fielding et al, 1972). Asimismo, se ha demostrado que LCAT
también puede ser activada por algunos péptidos sintéticos y otras Apos como
la Apo E, Apo AIV y Apo CI, aunque en menor grado que la Apo Al (Jonas,
1991). Se ha propuesto que la activacion de LCAT por Apos y péptidos
requiere que éstos presenten estructuras de tipo hélice a. con una cara no polar
de menos de 180°, una region central de residuos acidos opuesta a la cara no

polar, una distribucion de residuos basicos en la interfase polar-no polar y un
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dominio de unién al lipido (Labeur et al, 1997). Dado que la Apo Al cumple con
tales requerimientos, se ha sugerido que ejerce los siguientes efectos sobre la
reaccion de LCAT: media la union de LCAT a superficies lipidicas, estabiliza la
conformacion de LCAT activada después de su union al lipido, concentra los
sustratos lipidicos en la vecindad de LCAT, une y presenta de manera
especifica a dichos lipidos en una conformacion Optima para la enzima y
finalmente, facilita la eliminacion del producto y la disociacion de LCAT de la
superficie del lipido (Fig. 1-3). No obstante se le han asignado a la Apo Al
dichas funciones, el mecanismo por el cual estas se llevan a cabo y la probable
influencia de otras Apos en este proceso, aun no han sido del todo elucidados
(Jonas, 1998). La falta de informacion acerca de estos mecanismos de
activacion, ha impulsado a nuestro laboratorio en la blusqueda de los mismos
con un enfoque de relacion estructura-actividad en el que segmentos derivados
de la secuencia nativa de la Apo Al son analizados detalladamente tanto
fisicoquimica como estructuralmente en ambientes con diferente hidrofobicidad

gue dan lugar a transiciones estructurales con probable funcion moduladora.

Con la finalidad de encontrar el mecanismo de activacion de la Apo Al sobre
LCAT, se han estudiado y asignado funciones especificas a cada region de la
Apo Al que estan estrechamente relacionadas con sus propiedades
estructurales. La regiéon del N-terminal de 8 a 33 residuos de la Apo Al (hélice
G*), presenta un alto grado de estructura al azar en solucién acuosa capaz de
incrementar su helicidad en asociacién con lipido (Brouillette et al, 2001). Estas
caracteristicas le han asignado una significante capacidad de unién a lipido y
una tendencia a formar estructuras de tipo amiloidogénicas (Zannis et al,
2006). En cuanto al domino de unidn a lipido, se ha sugerido que las hélices 1
y 10 terminales de esta regidon, estdn directamente involucradas en la
asociacién con lipido y que probablemente se encargan de anclar a la LCAT a
la superficie de la lipoproteina. A diferencia de las regiones N y C-terminales de
la Apo Al, la region central no posee propiedades importantes de union a lipido
y se ha propuesto que esta involucrada en la activacion de LCAT.
Investigaciones recientes han mostrado con base en el modelo de doble
cinturon de la Apo Al asociada a HDL, que los residuos 159 a 180 de cada
cadena de Apo Al, sobresalen del cuerpo de la particula como asas expuestos

18



al solvente, y que cada uno de estas asas que incluye un residuo de Tyries,
funciona como un sitio de interaccion con LCAT y es crucial para su activacion
(Wu et al, 2007). Con lo que respecta a la region de interaccion de LCAT con la
Apo Al, la Fig. 1-6 muestra un modelo hipotético de interaccion de LCAT con
una HDL recombinante, en el que se destaca la importancia de la region 121-
136 de LCAT identificada como un probable sitio de union de LCAT a la hélice
6 de la Apo Al (Sorci-Thomas et al, 2009). Este modelo muestra que después
de hacer el acoplamiento de LCAT con la Apo Al de la HDL (Fig. 1-6b), tanto la
hélice 6 de la Apo Al (143-164) como la region 121-136 de LCAT, dejan de

estar expuestas debido a la interaccion entre ambas regiones.

Este solo fue un ejemplo del tipo de interacciones proteina-proteina y proteina-
lipido que se han propuesto para el modelo de interaccion de LCAT con la Apo
Al como parte de la HDL, sin embargo, aun falta por esclarecer el tipo de
cambios estructurales de tipo desorden-orden a los que se ven sometidas las
regiones involucradas en dichas interacciones. Aun cuando esta clase de
modelos permiten plantear hipétesis probables para identificar las regiones de
interaccion involucradas en este sistema y pudieran explicar el tipo de
estructura que presentan ambas proteinas en esa fase del proceso, muchas
incégnitas referentes al tipo de cambios estructurales que sufre este complejo
lipoproteina-enzima durante la fase de remodelamiento y maduracién de la

HDL, quedarian todavia sin resolver.

Para poder esclarecer los mecanismos que gobiernan la funcién activadora de
la Apo Al, en los ultimos afios nuestro grupo de trabajo ha emprendido dicha
investigacion llevando a cabo mediciones directas de los cambios
conformacionales moleculares de diversas Apos intercambiables colocadas en
forma de monocapas en la interfase aire/agua formando lo que se conoce
como una monocapa de Langmuir. Para el caso de la Apo ClI, los resultados de
dichas investigaciones mostraron que cuando es colocada en dicha interfase
aire/agua o lipido/agua, esta Apo tiende a confinarse extendida hacia dicha
interfase y que como respuesta a un aumento de presion lateral, un segmento
terminal de tipo hélice a de la proteina se dirige hacia la fase hidrofébica del

sistema penetrando la monocapa de lipido (Bolafios-Garcia et al, 1999;
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Bolafios-Garcia et al, 2001). Extrapolando estos cambios conformacionales a
los que suceden sobre la superficie de una lipoproteina, se ha sugerido que la
presion lateral en la monocapa de fosfolipidos de la HDL naciente embebida
con diferentes Apos y proteinas accesorias, podria llegar a ser relativamente
alta, disminuyendo conforme el tamafio y forma de esta particula aumentan
debido a la acumulacion de ésteres de colesterol en su nacleo. Este fendmeno
podria definir la conformacion de las Apos y por tanto su funcién especifica
(Xicohtencatl-Cortes et al, 2004).

Una vez demostrada la tendencia de las Apos de permanecer en la interfase
lipido/agua y los cambios conformacionales que éstas sufren por accion de una
presion externa, nuestro grupo procedié a evaluar si el tipo de estructura
secundaria de dichos segmentos moviles cambiaba en funcion de su ambiente
externo. Los resultados obtenidos con el segmento C-terminal de la Apo ClI,
demostraron que este péptido en solucién no se encuentra estructurado y que,
en presencia de moléculas lipidicas de tipo anfipatico, es capaz de
estructurarse en forma de hélice a. Asi, es probable que este segmento sea
susceptible de sufrir una transicibn desorden-orden promovida por su
desplazamiento a una interfase hidrofobica/hidrofilica dependiendo de la
compactabilidad y tamafio de las HDL (Mendoza-Espinosa et al, 2008).

Una vez demostrado para segmentos de la Apo Cl que estos cambios
conformacionales son dependientes del medio que “sensan”, podria suponerse
gue un fendbmeno similar ocurre con segmentos derivados de Apo Al y, mas
aun, que estos cambios son cruciales para la modulacion de la actividad de
LCAT asi como de la funcion del resto de las Apos que forman parte de todo
ese complejo macromolecular denominado HDL.
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Hélice 6

143-164

Fig. 1-6. Modelo hipotético de la interaccion de la Lecitina Colesterol Aciltransferasa con una HDL
recombinante compuesta de 150 moléculas de palmitoiloleoil fosfatidilcolina (POPC) con 2 moléculas
de Apo Al. a) Antes del acomplamiento. b) Después del acoplamiento con la hélice 6 de la Apo Al. En verde
se muestran las dos moléculas antiparalelas de Apo Al que rodean a la particula de HDL resaltandose en
parpura los residuos correspondientes a la hélice 6 y en naranja los residuos 140-178 que se ha reportado
participan en la activacion de LCAT (en amarillo). La region 121-136 de LCAT esta resaltada en azul. La
conformacion de LCAT muestra los residuos 9-420 de la proforma de LCAT. El modelo fue obtenido de
Modbase v visualizado con Pymol. Figura tomada de Sorci-Thomas et al, 2009.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que uno de los aspectos mas importantes para evaluar la activacion de
LCAT es el tipo de interacciones que ésta presenta tanto con superficies
lipidicas como protéicas sobre la superficie de la HDL, fue necesario realizar un
estudio de tipo estructura-actividad que permitiera elucidar el papel que juegan
tanto regiones especificas de la Apo Al (su principal activador), como los lipidos

gue conforman a las particulas sobre las cuales actla.

Para analizar la funcion de la Apo Al sobre la activacién de LCAT, se disefiaron
péptidos derivados de esta Apo que fueran representativos de ciertas regiones
funcionales de este cofactor (N-terminal, inicial central y C-terminal) y que
presentaran las propiedades anfipaticas necesarias para activar LCAT. Una
vez disefiados, se procedié a determinar si estos segmentos eran capaces de
sufrir transiciones de tipo orden/desorden y/o desorden-orden en funcién de los
cambios de hidrofobicidad de su medio de reconstitucion. Como primera
aproximacion en este estudio de estructura-actividad, se evalué el efecto de
estos péptidos sobre la actividad de LCAT en plasma, ya que este es el medio
natural en el que actuan tanto LCAT como todos los elementos involucrados en

el transporte del colesterol.

El presente trabajo tiene la finalidad de determinar la importancia de la
estructura secundaria de los segmentos en estudio y el tipo de transiciones
desorden-orden que estos sufren en funcibn del ambiente externo que
“sensan”. La extrapolacion de los cambios analizados a nivel molecular hacia
niveles mas altos de organizacion como son las lipoproteinas, nos permitiran
reconocer la importancia de los factores moduladores de los mecanismos que
gobiernan determinado proceso fisioldgico asi como sus alteraciones. Un
entendimiento apropiado de estos conceptos podria permitir incluso, el disefio y
sintesis de pequefias moléculas simples con propiedades antiaterogénicas.
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lIl. HIPOTESIS

La actividad enzimatica de LCAT estard modulada por la presencia de péptidos
derivados de la apolipoproteina Al de plasma humano. Estos péptidos tendran
un efecto diferenciado de acuerdo con la estructura secundaria que presenten
en funcién de las caracteristicas fisicoquimicas (por ejemplo anfipaticidad) del
ambiente externo en el que se encuentran. Las consecuentes transiciones
orden/desorden y/o desorden-orden, podran considerarse interruptores

(switches) moleculares de la actividad de LCAT.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de péptidos derivados de la Apolipoproteina Al humana sobre
la actividad de LCAT y proponer un posible mecanismo regulador de la
actividad de esta enzima, con base en los cambios de estructura secundaria de
dichos segmentos expuestos a cambios en las caracteristicas de hidrofobicidad
del medio que las rodea.

Objetivos particulares

®Determinar el tipo de estructura que presentan péptidos derivados de la Apo
Al, tanto en un ambiente acuoso como en uno lipidico y definir si existen

transiciones de tipo desorden-orden dependientes del medio externo.

® Realizar ensayos de actividad de LCAT en plasma en presencia de los
péptidos derivados de la Apo Al en diferentes conformaciones y correlacionar
dichos cambios conformacionales con su efecto bioldgico.

®Definir y optimizar el protocolo de purificaciéon de la enzima LCAT a partir de

plasma humano.

®Realizar ensayos de actividad con fracciones enriquecidas o purificadas de
LCAT en presencia de los péptidos derivados de la Apo Al en diferentes
conformaciones, en un sistema con composicion y concentracion finamente

controlado.
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V. Materiales y métodos

5.1. Sintesis de los péptidos derivados de Apo Al y analisis de

sus propiedades fisicoquimicas y estructurales

Se sintetizaron tres péptidos (GenScript Corporation, NJ, USA, pureza > 98%)
disefiados con base en la secuencia reportada de la Apo Al (Brewer et al,
1978) y seleccionados en funcién de sus propiedades fisicoquimicas como
carga, momento hidrofébico, capacidad de formar hélices alfa y una putativa
funcién en la Apo Al asociada a la HDL. Los péptidos se nombraron de acuerdo
a las primeras letras de sus aminoacidos: el péptido DRV, correspondiente a la
region amino terminal de la Apo Al (residuos 9 a 24), el péptido KLL
proveniente de una region intermedia (residuos 45 a 63) y finalmente el péptido
VLES procedente de la region carboxilo terminal de la Apo Al (residuos 221 a
239). En la Fig. 5-1 se muestra la estructura completa de la Apo Al en la que
se pueden apreciar las regiones donde se localizan los péptidos. Para las
representaciones de rueda helicoidal (helical wheel) y calculo de momento
hidrofobico (uH) de cada uno de los péptidos, se utilizo el programa PROTEAN
de DNASTAR. El calculo de pH se baso en la ecuacion 1, cuyos valores de H,
corresponden a los reportados por Eisenberg et al, 1989.
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Donde:

pMH= valor de momento hidrofébico

N= numero total de aminoéacidos del segmento peptidico
H,= hidrofobicidad del enésimo residuo

d= 100 grados de arco en radianes (angulo entre las cadenas laterales de
cada aminoacido en una hélice a teorica perfecta).

n= enésimo residuo



Los calculos tedricos del peso molecular (PM), punto isoeléctrico (pl) vy
coeficiente de extincion molar (g), se hicieron con el programa Biology
WorkBench 3.2.

a)
( -
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1
b)
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DEPPOQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSALGKQLNLKLLDNW
DSVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKDLEEVKAKVQPY
LDDFOQKKWQEEMELYROKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRD
RARAHVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEALKENGGARLAEYHAKATEHL
STLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSFLSALEEYTKKLNTQ

Segmento DRV (9-24) KLL (45-63) VLES (221-239)
PM (Da) 1849,19 2267,61 2218,66
Pl 4,34 7,04 7,06

Fig. 5-1. Estructura de la Apolipoproteina Al y localizacion de los péptidos en estudio.
a) Estructura cristalina de Apo Al monomérica en la que se muestran las regiones
correspondientes a los péptidos DRV, KLL y VLES (PDB ID code 2A01). b) Secuencia de
aminoacidos de Apo Al (arriba) y algunas propiedades de los péptidos ya mencionados
(abaijo). Cédiao de colores: DRV=azul, KLL=rojo v VLES=verde.



5.2. Reconstituciéon de los péptidos DRV, KLL y VLES

Con la finalidad de llevar a cabo ensayos que permitieran comparar el efecto
de la estructura secundaria de los péptidos sobre la actividad de LCAT, éstos
se reconstituyeron en dos medios diferentes: uno acuoso que consistié en
amortiguador PBS pH 7.4 y otro lipidico en el que se utilizé el lisofosfolipido 1-
Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina  (Liso-C1,PC, Avanti Polar Lipids,
disuelto en cloroformo) para estructurar los péptidos en conformacion a. El
agua que se utilizé para todas las preparaciones y diluciones (tanto acuosas
como lipidicas), se ultrapurific6 en un sistema MilliQ con filtro de 0.22 um
(Millipore) y se degasifico con flujo de Na.

5.2.1. Ensayos con los péptidos reconstituidos en un medio hidrofilico

Para hacer las determinaciones de dicroismo circular (DC), los péptidos
liofilizados se pesaron y reconstituyeron adicionando el volumen necesario de
amortiguador PBS pH 7.4 para tener una concentracion final de 0.3 y 0.6
mg/mL. La mezcla se agitdé con voértex hasta disolver completamente los
péptidos. Dado que DRV y VLES presentan una alta hidrofobicidad, no fue
posible reconstituirlos por completo a 0.9 mg/mL.

Para hacer un analisis cinético con ensayos de actividad y determinar el tiempo
de incubacion al cual se alcanzaba la méaxima produccién de ésteres de
colesterol en medio acuoso, se utilizo como fuente de enzima plasma en
presencia de los péptidos a concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/mL (ver seccion
5.4). Estas preparaciones con péptido se hicieron partiendo de soluciones
concentradas de 1y 2 mg/mL, respectivamente.



5.2.2. Ensayos con los péptidos reconstituidos en un medio lipidico

Ensayos de DCy de actividad con péptidos a 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL en Liso-
C12PC 30, 60y 90 mM, respectivamente.

Los péptidos liofilizados se disolvieron directamente en una emulsion de Liso-
C12PC, en una relacién 1:200 (mol: mol), péptido: lipido, en la que se tuvo
aproximadamente una molécula de péptido por cada 200 de Liso-C.,PC,
dependiendo del peso molecular del péptido. Para hacer las determinaciones
de DC, se prepar6 un stock de péptido a 0.9 mg/mL disuelto en Liso-C1,PC 90
mM a partir del cual se hicieron diluciones 1:1.5 y 1:3 para llegar a las
concentraciones de péptido de 0.6 y 0.3 mg/mL en Liso-C1,PC 60 y 30 mM,

respectivamente.

Para la preparacién del Liso-C1,PC, se calculé el volumen de Liso-C1,PC/
cloroformo necesario para obtener el stock con una concentracion de 90 mM y
se introdujo con una jeringa Hamilton en un tubo de microcentrifuga con la tapa
previamente horadada. El lipido se dejo secar en un sistema concentrador
Speed-Vac, por aproximadamente 24 h y en oscuridad hasta eliminar
completamente el cloroformo. Una vez seco el lipido se reconstituyé en agua
con agitacion vigorosa y entonces se usd como diluyente para el stock de
péptido (0.9 mg/mL), a partir de la cual se hicieron las diluciones antes dichas.
Las preparaciones se dejaron reposar protegidas de la luz, por 24 h a 25 °C,
antes de ser analizadas por DC.

Para hacer los ensayos de actividad se partié6 de una preparacion stock de 3
mg/mL de péptido en Liso-C1,PC 300 mM a partir de la cual se hicieron
diluciones 1:1.5 y 1:3 con agua MilliQ para tener finalmente concentraciones
de péptido de 2 y 1 mg/mL en Liso-C1,PC 200 y 100 mM. De esas
preparaciones, se tomaron alicuotas de 3 uL y se llevaron a 10 pyL con plasma,
dando finalmente concentraciones de péptido de 0.9, 0.6 y 0.3 mg/mL en Liso-
C12PC 90, 60 y 30 mM en la fuente de enzima de acuerdo al protocolo descrito

en la secciéon 5.4.
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Ensayos de DC y de actividad con péptidos a 0.1, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL en
LiSO-C12PC 30 mM.

Los péptidos vy el lipido se prepararon tal como se describié anteriormente pero
a una concentracion fija de lisofosfolipido de 30 mM. Para los ensayos de DC,
se partié de una preparacion stock de 0.9 mg de péptido/ mL en Liso-C1,PC 30
mM, a partir de la cual se hicieron diluciones 1:1.5, 1:3 y 1:9 con Liso-C1,PC 30
mM, para tener concentraciones finales de péptido de 0.6, 0.3 y 0.1 mg/mL en
Liso-C1,PC 30 mM. Todas estas preparaciones se dejaron reposar por 24 h, en
oscuridad y a 25 °C, antes de ser analizadas por DC. Para los ensayos de
actividad se partié de un stock con concentracion de péptido de 3 mg/mL en
Liso-C12PC 100 mM, a partir de la cual se hicieron diluciones 1:1.5, 1:3 y 1:9
con Liso-C1,PC 100 mM para tener concentraciones finales de péptido de 2, 1
y 0.3 mg/mL en Liso-C,,PC 100 mM. Alicuotas de 3 pL de estas preparaciones
se llevaron a 10 uL con plasma de acuerdo con el método de preparacion de
fuente de enzima (seccion 5.4) para tener las concentraciones finales de
péptido de 0.9, 0.6, 0.3y 0.1 mg/mL en Liso-C,,PC 30 mM.

5.3. Estimacidn del contenido de estructura secundaria de los

péptidos derivados de Apo Al por Dicroismo Circular (DC)

La estructura secundaria de los péptidos DRV, KLL y VLES, se determind por
espectroscopia de DC en la region espectral de UV lejano que va de 190 a 260
nm, region en la cual el cromo6foro corresponde al enlace peptidico de la
macromolécula. Basada en las propiedades quirales de los aminoacidos y de
su interaccidon con luz circularmente polarizada, la técnica permite obtener
espectros de DC caracteristicos para los diferentes tipos de estructura
secundaria: un espectro en forma de “W” con minimos alrededor de 208 y 222
nm, indican la presencia de estructuras a-helicoidales, mientras que un
espectro en forma de “V” con un minimo alrededor de 217-220 nm, es
indicativo de la presencia de hojas f (Ranjbar y Gill, 2009) (Fig. 5-2).
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Fig. 5-2. Espectros caracteristicos de Dicroismo Circular en la region del UV-lejano de
una proteina desordenada y de proteinas con un contenido prevalente de hélice a o de
hojas B. Figura modificada de Receveur-Bréchot, et al, 2006.

Los espectros de DC de los péptidos en solucién, se obtuvieron con un
espectropolarimetro Aviv 62DS, utilizando celdas de cuarzo de 0.1 cm de paso
optico, haciendo barridos en la region del UV lejano (190 a 260 nm), con un
tiempo de integracion de 2.5 seg cada 1 nm a 25 o 37 °C dependiendo del
ensayo. La respuesta del instrumento se reporté como elipticidad molar
promedio por residuo (6), en unidades de grado por centimetro cuadrado por
decimol (grado-cm? dmol). Para el manejo de datos se empleé el software Aviv
CD V 2.94, que basa su calculo de conversion a elipticidad molar promedio 6,

en la ecuacion 2.

MI|IgI’ad 0s experimentales

[01 = Nimero de x [péptido] x Longitud x 10 - (2)

aminoacidos de la celda

Donde:
[0]= Elipticidad molar promedio por residuo
[péptido] = Concentracion Molar del péptido

y la longitud de la celda esta dada en cm



Para calcular el porcentaje de las diferentes clases de estructura secundaria
presente en las muestras de los péptidos y detectadas en los espectros de DC,
se utilizo el software CDNN, el cual usa el método de deconvolucion basado en
redes neuronales que aplican el algoritmo de propagacién inversa (Dalmas et
al.,, 1994). Con fines comparativos, el contenido de estructura secundaria
también se estimd utilizando el paquete de programas CDPro
(http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro) con el cual es posible analizar la
estructura secundaria de los péptidos con SELCON3, CDSSTR y CONTIN/LL
partiendo de un solo archivo INPUT generado con el programa CRDATA que
también estd incluido en el paquete. SELCON3 es un método de auto-
consistencia (Sreerama y Woody, 1993) en el que el espectro de la proteina
analizada se incluye en la matriz de los datos del espectro de DC y se hace
una primera prediccion de la estructura de DC de ésta a partir de la estructura
de la proteina de referencia que tenga el espectro mas similar al de la proteina
analizada. La solucion reemplaza la prediccion inicial y el proceso es iterado
por convergencia. CDSSTR utiliza solo un nidmero minimo de proteinas de
referencia que son seleccionadas aleatoriamente. A partir de estas proteinas
se construye un largo numero de combinaciones a partir de las cuales se
obtienen soluciones utilizando un algoritmo de formulacion auto-consistente
gue usa la descomposicion del valor singular (SVDA) para asignar la estructura
secundaria de la proteina (Johnson, 1999). Finalmente, CONTIN/LL usa el
procedimiento de regresion de crestas que ajusta el espectro de DC de la
proteina de prueba como una combinacion lineal del espectro de DC de un
namero N de proteinas de referencia (Provencher y Glockner, 1981). El uso del
paquete de CDPro permiti6 comparar y confirmar con un alto grado de certeza
los resultados obtenidos con CDNN, ya que los tres programas incluidos en el
paquete han sido modificados y adaptados para evitar las incongruencias que
generalmente se presentan entre los diversos programas de andlisis de DC
debido a las diferencias en sus algoritmos y proteinas de referencia (Sreerama
y Woody, 2000). Estos programas nos proporcionaron ademas los valores de
RMSD y NRMSD obtenidos de cada programa, como medida de las diferencias
entre los valores de prediccién del modelo y los valores experimentales del
espectro de DC.

31



5.4. Determinacidn de la actividad de LCAT en plasma humano

La actividad de LCAT se determiné con una modificacion del método reportado
por Glomset y Wright (1964) y Glomset (1969), en el que se utiliz6 como
sustrato plasma humano inactivado por calor marcado con [*H] colesterol que
fue incubado con una alicuota de la enzima a 37 °C. La reaccion se detuvo a
intervalos de tiempo apropiados y se extrajeron los lipidos del plasma para
posteriormente determinar la cantidad formada de éster de [*H] colesterol. El
sistema completo de ensayo fue el siguiente: emulsiéon [*H] Colesterol/

albumina - plasma inactivado - fuente de enzima (1:8:1 v/v).

De acuerdo con este sistema, cada tubo de reaccién se prepar6 con 90 uL de
sustrato (que incluyeron 10 pyL de emulsiébn marcada y 80 pyL de plasma
inactivado) y 10 pL de fuente de enzima (plasma o fraccion enriquecida, con o
sin péptidos), dando un volumen final de 100 yuL de mezcla de reaccién.

Para preparar el sustrato, plasma humano de aproximadamente 3 semanas de
almacenamiento a -70 °C, se inactivd con calentamiento a 60 °C por 30 min.
Transcurrido este tiempo se centrifugd a 13200 rpm por 3 min en una
microcentrifuga Eppendorf 5415R, para eliminar el precipitado formado. Por
otro lado, la emulsién [°H] colesterol/ albimina, se preparé inyectando una
alicuota de [°H] colesterol (actividad especifica 20 Ci/mmol, disuelto en etanol,
ART.0257 American Radiolabeled Chemicals,) equivalente a 1 nmol de [*H]
colesterol (0.08 uCi) por uL de preparacion, bajo la superficie de una solucién
de albumina sérica bovina libre de grasas al 5 % (BSA, Fraccién V, SIGMA) en
cloruro de sodio 0.15 M, cuyo volumen fue el correspondiente al de la
emulsion total. Una vez hecha esta mezcla, se dejo reposar por 20 min a
temperatura ambiente y a continuacion se eliminé el etanol de la mezcla por
evaporacion con flujo de N,. Una parte de esta emulsion estable fue mezclada
por cada ocho de plasma inactivado. La mezcla se incub6 de 2-4 h a 37 °C
para permitir se equilibrara la emulsién de [H] colesterol con las lipoproteinas
del plasma precalentado. Terminada la incubacion, el sustrato se utilizé para el
ensayo de actividad.



La reaccion se inici6 al adicionar 10 uL de fuente de enzima por cada 90 pL de
sustrato. El plasma que se utiliz6 como fuente de enzima, se descongeld y
centrifug6 a 13200 rpm por 3 min a 4 °C para eliminar agregados de proteina.
De los 10 pL de fuente de enzima, 7 yuL correspondieron a plasma (como
fuente de LCAT) y los 3y L restantes a amortiguador PBS pH 7.4 0 a
preparacion de péptido segun el ensayo. Para el monitoreo de la purificacion,
como fuente de enzima se adicionaron 10 yL de cada una de las fracciones
enriquecidas con la misma cantidad de proteina en cada alicuota. La mezcla de
reaccion completa (1:8:1 del sistema completo de ensayo) se incub6 a 37 °C a
diferentes intervalos de tiempo.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, la reaccién se detuvo agregando
800 pL de digitonina (alta pureza, Calbiochem) al 1 % en etanol al 95 %, de
acuerdo con Piran y Morin (1979). Esta mezcla se agitd con voértex durante 15
seg. Posteriormente, se adicion6 como acarreador un volumen de 40 uL de
colesterol frio (SIGMA) a una concentracion de 5 mg/mL en etanol y se agitd
nuevamente esta mezcla con vértex durante 15 seg. Finalmente, la mezcla se
centrifug6é a 6000 rpm por 10 min (Microfuge 11, Beckman) para sedimentar las
proteinas y el colesterol tratado con digitonina. Del sobrenadante obtenido, se
tomd una alicuota de 800 p L a la que se agregaron 3 mL de liquido de
centelleo (Universol ES) para determinar por radioactividad la cantidad de
ésteres de colesterol marcados en un espectrometro de centelleo liquido.

El control para obtener la radioactividad de fondo del sobrenadante se preparé
sustituyendo la fuente de enzima por amortiguador en la mezcla de incubacién,
mientras que para determinar el nUmero de cuentas totales se sustituyeron
tanto la digitonina como el colesterol por etanol al 95 %, durante la fase de
extraccion de lipidos.

Para la determinacion de la actividad de LCAT en plasma humano en
presencia de péptidos derivados de Apo Al, los péptidos se reconstituyeron tal
como se indica en la seccion 5.2, considerando las preparaciones stock y
diluciones ahi descritas para tener las concentraciones requeridas de péptido
/lipido en la preparacion final de fuente de enzima, considerando la ultima

dilucién 3:10, en la que 3 pL correspondian a la fuente de péptido y 7 uL al
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plasma como fuente de LCAT de acuerdo con el protocolo descrito
anteriormente. La preparacion de fuente de enzima en presencia de péptido se
dej6é reposar por 1 h a 25 °C antes de introducirse al tubo de reaccion con el

sustrato.

Analisis de los datos de actividad de LCAT

El comportamiento cinético de la reaccién de LCAT, se analiz6 mediante la
determinacién de la velocidad de la reaccion graficando la aparicion de
productos (ésteres de *H-Colesterol) en funcién del tiempo para obtener la
respectiva curva del avance o saturacion de la reaccion que representa la
cinética de la reaccion de LCAT. A partir de estas curvas, dos parametros
fueron calculados para evaluar el efecto de los péptidos de Apo Al sobre la
actividad de LCAT:

a) La velocidad inicial de la reaccién (V,) se determind calculando el valor de
la pendiente de la region lineal de la curva del avance de la reaccion
correspondiente al intervalo de 0 a 1 horas de reaccion mediante la ecuacién

(3):

Y2 _Y1

2”1 .. (3)
X2 = X1

m:

Donde:

m= pendiente de la region lineal de la curva del avance de reaccion de LCAT
correspondiente al intervalo de 0 a 1 horas de reaccion.

Y, — Y1 = Cambio en la cantidad de producto formado por accion de LCAT
desde un tiempo de 0 h (Y1) auno de 1 h (Y3).

X2 — X1 = Cambio del intervalo de tiempo de X; (0 h) al X, (1 h).



b) La formacion méxima de producto se calculé con la finalidad de conocer la
cantidad méaxima de ésteres de *H-Colesterol que pueden ser producidos en la
reaccion catalizada por LCAT bajo las condiciones de ensayo descritas,
independientemente de las variables que pueden afectar la reaccion en
tiempos largos de incubacion tales como inhibicion por producto, inactivacion

de la enzima, etc.

Este parametro se determind calculando los picomoles (pmol) de producto
formados en 5 h de incubacién de la enzima con su sustrato bajo las
condiciones de ensayo previamente descritas y se reporté en unidades de
pmol/h. Las 5 h se definieron a partir de la region asintética de la curva de la
cinética de reaccién de LCAT y la consideramos como una medida de la
cantidad maxima de ésteres de colesterol que pueden formarse por accion de
LCAT en condiciones saturantes.

Una vez definido el tiempo al cual se obtiene la cantidad méaxima de producto
por accién de LCAT, se utiliz6 este parametro para hacer el calculo de las
actividades especificas:

c) En los ensayos con plasma, se dividieron los pmol formados por cada 5 h
de incubacioén, entre el volumen de plasma utilizado como fuente de enzima.
Esta actividad especifica se reporté en unidades de pmol de ésteres de °H-
Colesterol/ mL plasma/h.

d) En los ensayos con fracciones enriquecidas que se obtuvieron durante el
proceso de purificacién de LCAT, los datos se reportaron en pmol de ésteres
de 3H-Colesterol/ mg proteina/h. En este caso se calculd la cantidad de
proteina total en cada una de las fracciones obtenidas tal como se describe en
la seccién 5.6.
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5.5. Purificacion de LCAT: Método final.

Plasma humano de aproximadamente 3 semanas de almacenamiento a -70 °C,
fue donado por la Unidad de Investigacidon Biomédica del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE, D. F., México. Todos los pasos del
proceso se llevaron a cabo a 4 °C a menos que otra cosa se especifique y
todos los amortiguadores se filtraron por 0.22 ym y se prepararon con agua
ultrapurificada en un sistema MilliQ con filtro de 0.22 pm (Millipore) y
degasificada con flujo de N,. Cada una de las fracciones obtenidas en todo el
procedimiento se sometieron a ensayos de actividad (secciéon 5.4) y de
identificacion (seccioén 5.6).

Para eliminar cualquier sedimento, se descongeld 1 L de plasma y se
centrifugé a 8000 g por 20 min. El sobrenadante resultante, se fraccion6
adicionandole 0.5 L de una solucion saturada de sulfato de amonio (NH;)2SO4
pH 7.0 y manteniendo en agitacién la mezcla durante toda la noche a 4 °C
(Varma y Soloff, 1976). La suspensiéon se centrifugd a 5000 g por 60 min en
una centrifuga Avanti J-26XP Beckman Coulter. El sobrenadante se obtuvo por
decantacion, se filtr6 con un sistema de vacio Millipore utilizando membranas
de PVDF con tamafio de poro de 0.45 ym, se concentré por ultrafiltracion con
un sistema Amicon utilizando membranas con un corte molecular de 30 kDa y
se dializd contra amortiguador Tris 10 mM, pH 7.4. Después de determinar la
concentracion y actividad enzimatica tanto de la pastilla como del
sobrenadante, este ultimo se sometidé a una cromatografia por intercambio
aniénico en un sistema de separaciéon de cromatografia liquida tipo FPLC
(Pharmacia) con un sistema de deteccion de UV a 280 nm. Se usaron cinco
columnas armadas en tandem pre-empacadas con 5 mL de Q Sepharose XL
cada una (Amersham Biosciences), que se equilibraron con Tris 20 mM pH 7.4.
Se inyecté un volumen de muestra de 2.5 mL al sistema utilizando un super-
loop de 10 mL. Las fracciones se eluyeron con Tris 20 mM pH 7.4y 1 M de
NacCl en un gradiente salino disefiado experimentalmente. El método de elucion
gue se eligi6 corresponde al Método IV que se muestra en la seccion de
resultados (Fig. 6-11 de la seccién 6.3) y que se llevé a cabo como se describe

a continuacion:



De 0 a 20 min de corrida y a una velocidad de flujo de 2 mL/min, se eluyé la
fraccion de unién inespecifica con Tris 20 mM pH 7.4 sin NaCl. De 20 a 220
min, se disminuyd el flujo a 1 mL/min iniciando un gradiente salino lineal de 10
a 60 % de NaCl 1 M; de 220 a 223 min, el gradiente se aumenté linealmente de
60 a 100 % de NaCl 1 M, manteniéndose ese porcentaje y el flujo de 1 mL/min
hasta los 225 min que fue el tiempo total de duracién de la corrida. De esta
separacion, se identificaron cinco picos principales cuyas fracciones de las
diferentes corridas fueron mezcladas, concentradas con el sistema Amicon y
dializadas contra buffer Tris 20 mM. La fraccion denominada Fllligx eluida en
un gradiente de 30-40 % de NaCl 1 M, se separ6 con una filtracion en gel
utilizando una columna HiLoad Superdex 200 16/60 grado preparativo
(Pharmacia-LKB Biotechnology, Sweden), previamente equilibrada y eluida con
Tris 20 mM pH 7.4 y 0.2 M de NaCl. La muestra se separ6 en un tiempo total
de corrida de 100 min a una velocidad de flujo de 1 mL/min a 18 °C. Las
fracciones se colectaron a 4 °C. De esta separacion se identificaron tres picos
gue se colectaron, se concentraron y dializaron contra Tris 20 mM pH 7.4. La
fraccion denominada Fllgg, resultd tener un mayor enriquecimiento en
actividad de LCAT.

5.6. Ensayos analiticos para la identificacién de LCAT

¢ Determinacion de la concentracién de proteina

Esta se determind por el método del acido bicinconinico (Micro BCA, Pierce)
(Smith et al, 1985) usando BSA como estandar y midiendo a una longitud
de onda de 574 nm. Otras determinaciones se hicieron por fotometria de
absorcion de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer, midiendo la absorbancia
de la muestra a 280 nm en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud.

¢ Ensayo de deglicosilacion

Para detectar y comprobar la presencia de LCAT como glicoproteina en
fracciones enriquecidas, éstas se sometieron a un ensayo de

deglicosilacion con la enzima PNGasa F (péptido-N-glicosidasa F; EC



3.5.1.52) (P7367, SIGMA), bajo las condiciones descritas por el proveedor.
Se prepard una solucion de proteina desnaturalizada de la fraccion de
interés a una concentracion de 1 mg/mL como sigue: Se obtuvieron 20 ug
de proteina de interés mediante precipitacion con acetona; al precipitado
obtenido se le adicionaron 18 pL de amortiguador de fosfato de sodio 50
mM pH 7.5y 2 uL de soluciébn desnaturalizante (SDS al 0.2 % con p-
mercaptoetanol 100 mM). La mezcla se incubd a 100 °C por 10 min, se dejo
enfriar y se incubd con 5 pL (2.5 unidades) de solucién de enzima PNGasa
F (500 unidades/mL), a 37 °C por 12 h. La reaccion se detuvo calentando la
mezcla a 100 °C por 5 min. Los productos digeridos se evaluaron por SDS-
PAGE e inmunodeteccidén tal como se describe posteriormente.

e Ensayo de inmunoprecipitacion

Se llevo a cabo una preincubacion de 1 h a 4 °C (pleaclaracion) de 1 mg/mL
de proteina total de cada fraccién de interés con 50 yL de proteina G-
agarosa (Millipore) diluida 1:5 en Tris-HCI 20 mM pH 7.4. La proteina G se
recuperé centrifugando a 13200 rpm por 1 min. Posteriormente, se
agregaron 3 uL del anticuerpo policlonal anti-LCAT (LCAT K-15, Santa Cruz
Biotechnology) a cada fraccion y se incub6 la mezcla toda la noche a 4 °C.
Después de la incubacion se agregaron 70 pl de proteina G-agarosa y se
incubaron por 2 h a 4 °C. Las perlas de agarosa se precipitaron con
centrifugacion a 13200 rpm por 15 seg y se lavaron tres veces con
amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.4; el exceso de liquido se elimind
aspirando con una punta colibri. La pastilla se resuspendié con 30 ul de
solucién Laemmli 2X y se hirvieron las muestras por 5 min. Las muestras
tratadas en condiciones desnaturalizantes, se sometieron a electroforesis
(SDS-PAGE).

e Ensayos de identificacion por SDS-PAGE

La electroforesis se llevo a cabo de acuerdo con el método de Laemmli
(1970), en condiciones desnaturalizantes utilizando geles separadores con
10 % de acrilamida, tefiidos con azul brillante de Coomassie R-250,
utilizando un marcador de peso molecular (Bio-Rad) para la determinacion
del peso molecular relativo. Se cargaron 30 ug de proteina total de cada

38



muestra, con excepcion de la BSA usada como referencia de la cual se

cargaron 10 ug de proteina total.
e Ensayos de inmunodetecciéon (Western blot)

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, éstas se transfirieron a
una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore). La
transferencia se llevé a cabo a 4 °C con agitacion a 100 V por 60 min. La
membrana se bloqued con leche libre de grasas al 2.5 % preparada en
amortiguador TBS-T al 0.1 % durante 1 h, a 37 °C. Para identificar las
proteinas, se utilizé el anticuerpo policlonal anti-LCAT diluido 1:500 en leche
al 2.5 % en TBS-T e incubado por 1 h a 37°C. Como anticuerpo secundario
se us6 un anti-lgG de cabra conjugado con peroxidasa obtenido en burro
(Sta. Cruz Biotechnology) diluido 1:15000 en leche al 2.5 % en TBS-T e
incubado por 1 h a 37 °C con la membrana. Entre cada paso del proceso,
se realizaron cuatro lavados de 15 min cada uno con TBS-T al 0.1 %.
Finalmente las proteinas se identificaron utilizando sustrato HRP
guimioluminiscente (Immobilon Western, Millipore, WBKL50100).

39



VI. Resultados y discusién

6.1. Andlisis de las propiedades fisicoquimicas y estructurales

de los péptidos derivados de Apo Al: DRV, KLL y VLES

Debido a que parte del fundamento del trabajo se basa en la correlacion de las
caracteristicas estructurales de los péptidos con su efecto fisioldgico,
preliminarmente se realizd el analisis de sus propiedades anfifilicas, mediante el
calculo del yH y el uso de representaciones bidimensionales de las hélices a
denominadas ruedas helicoidales (seccion 5.1.1). Estas son proyecciones de las
cadenas laterales de los aminoacidos sobre un plano perpendicular al eje de la
hélice, que permiten visualizar sus caracteristicas generales y las posibles
interacciones entre ellas (Schiffer y Edmundson, 1967). El andlisis cuantitativo de
la anfifilicidad de la hélice se hizo calculando el yH, que es una medida de la
capacidad que puede tener la hélice de permanecer en la interfase entre un medio
polar y uno no polar (Eisenberg et al, 1982). Caracteristicamente, las hélices con
valores de uH mayores a 0.2 kcal/mol tienen una alta capacidad de formar hélices
anfipaticas (Jones et al, 1992), por lo que este fue el criterio tomado para el
andlisis de los péptidos. Otro aspecto a evaluar fue la distribucion de los residuos
cargados, pues se ha reportado que para que un segmento formador de hélices
anfipaticas sea capaz de unirse de manera 6ptima a superficies lipidicas, debe
presentar un grupo de residuos cargados negativamente en el centro de la cara
polar y residuos béasicos en la interfase polar/no polar de la hélice, caracteristicas
de una hélice anfipatica clase A (Segrest et al, 1992). Las representaciones de la
Fig. 6-1 permiten visualizar claramente una distribucion asimétrica entre los
aminodacidos polares y no polares de los segmentos DRV, KLL y VLES; esto,
aunado con el alto valor de pyH, corrobora las propiedades anfifilicas de éstos y

por tanto, su capacidad para formar hélices a.

Analizando cada uno de los segmentos, cabe hacer notar que DRV es el péptido
gue presenta las caracteristicas ideales de union a lipido, ya que ademas de ser
el mas anfifilico (uH= 0.490 kcal/mol), tiene un claro agrupamiento de residuos
cargados negativamente (aspartatos) en el centro de la cara polar de la hélice y
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residuos béasicos (arginina y lisina) en la interfase polar/no polar de la hélice
anfipatica. De acuerdo con la secuencia de Apo Al, este péptido forma parte de la
hélice G* del dominio globular amino terminal (Fig. 1-5). EI segmento KLL es el
mas hidrofilico (como puede verse por la abundancia de aminoacidos polares) v,
aunque es el que tiene una menor distribucion asimétrica de los tres (uH= 0.280
kcal/mol), presenta también aminoacidos bésicos (arginina y lisina) que delimitan
la cara polar de la no polar y un grupo de residuos cargados negativamente casi
en el centro de la cara polar. Su secuencia corresponde a la de la primer hélice a
clase A del dominio de union a lipido. El péptido VLES, es el segmento mas
hidrofébico (por abundancia de residuos no polares) y presenta mayor asimetria
que KLL (uH= 0.390 kcal/mol). La distribucion de residuos con carga en VLES es
muy similar a la de KLL: residuos basicos en la interfase polar/no polar, y un
pequefio grupo de residuos acidos en los extremos de la cara polar. VLES es un
péptido representativo del dominio carboxilo terminal que presenta una hélice a
tipo Y muy especial por su alta afinidad a lipido (Fig. 6-1). La Tabla 6-1 muestra
un resumen de las principales propiedades fisicoquimicas de los péptidos

calculadas como lo indica la seccioén 5.1.

Tabla 6-1. Resumen de las propiedades fisicoquimicas de los péptidos
DRV, KLL y VLES derivados de Apo Al.

) DRV KLL VLES
Péptido
(9-24) (45-63) (221-239)
Numero de aminoacidos 16 19 19
Peso molecular (Daltons) 1849.19 2267.61 2218.66
Punto isoeléctrico (pl) 4.34 7.04 7.06
Coeficiente de extincion
molar ¢ 280nm(M-1cm—1) 1280 5690 1280
uH (kcal mol™) 0.490 0.280 0.390
CarganetaapH 7.5 -1.01 -0.007 -0.01
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A1 (9-24)
pH= 0.490 kcal/mol

DRV

A1 (45-63)
pH= 0.280 kcal/mol

KLL

A1 (221-239)
pH= 0.390 kcal/mol

VLES

Fig. 6-1. Representaciones de rueda helicoidal de los péptidos DRV, KLL y VLES
derivados de Apo Al y sus respectivos valores de momento hidrofébico pH. Las letras
corresponden al cédigo de una sola letra de cada aminoacido y el codigo de color para cada
uno de ellos es: negro= hidrofébico, azul= carga +, rojo= carga — y amarillo= polar sin carga.
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6.2. Efecto de los péptidos derivados de Apo Al con diferente

tipo de estructuracién sobre la actividad de LCAT en plasma

Para correlacionar el efecto de los péptidos sobre la actividad de LCAT con su
estructura secundaria, ésta se determind por dicroismo circular (DC) (seccion
5.3.) a diferentes concentraciones y en diferentes medios, con el fin de conocer el
tipo de estructura secundaria que los péptidos tendrian al momento de ser
introducidos al sistema de ensayo. Una vez analizadas estas caracteristicas, se

procedio a correlacionarlas con los cambios en la actividad de LCAT en plasma.

6.2.1. Determinacion del contenido de estructura secundaria de los péptidos
DRV, KLL y VLES en medio hidrofilico:
Efecto sobre la actividad de LCAT

Ensayos de DC con péptidos a0.3,0.6 y 0.9 mg/mL en PBS pH 7.4

Los tres péptidos se reconstituyeron en PBS pH 7.4 para evaluar el efecto de
éstos sobre la actividad de LCAT a pH fisiolégico (seccion 5.2.1.). Una vez
reconstituidos, se evalud el tipo de estructura secundaria que presentaban a las
diferentes concentraciones que se usarian en los ensayos de actividad. Para
descartar el efecto de otras variables involucradas en el ensayo, tales como la
temperatura y el tiempo de incubacion, se hicieron ensayos de DC a las
condiciones previas del ensayo (25 °C, recién disueltos) y a las de incubacion del
mismo (37 °C, 5 h) (Fig. 6-2). El andlisis cualitativo de los espectros, muestra que
en PBS los segmentos se encuentran desestructurados bajo cualquier condicion,
aunque con una tendencia a formar estructuras tipo . En cuanto al efecto de la
concentracion de los péptidos en la solucién, conforme ésta va aumentando, los
espectros van mostrando un corrimiento hacia valores mayores de longitud de
onda en funcién de la concentracién de péptido con un aumento en el contenido

de estructuras desordenadas o al azar (random coil).
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Fig. 6-2. Espectros de DC de los péptidos disueltos en PBS pH 7.4. a) DRV, b) KLL y c)
VLES. Los péptidos se evaluaron a 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL, asi como a to, de incubacion, 25 °C
(Iineas continuas) y ts,, 37 °C (lineas discontinuas).
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La tendencia a formar estructuras f era predecible dados los problemas de
agregacion que impidieron reconstituir completamente los péptidos en este
medio durante la preparacién. El Unico péptido que se disolvio a las tres
concentraciones fue KLL; DRV no se disolvié por completo a 0.9 mg/mL y VLES
a ninguna concentraciéon se disolvié. Cuantitativamente, los porcentajes de
contenido de estructura secundaria (Tabla 6-2) muestran que a mayor
concentracion, el porcentaje de estructuras al azar va aumentando siendo
méximo a 0.9 mg/mL. Ademés de presentar esta tendencia a desestructurarse,
los péptidos tuvieron otro alto porcentaje de estructuracion en hojas  (del 36 a

45 %) y un contenido de hélice a que vari6 del 16 al 20 %.

Con fines de comparacioén, estos célculos se repitieron utilizando los programas
SELCONS3, CONTIN/LL y CDSSTR incluidos en el paquete CDPro y descritos en
la seccion 5.3. Los resultados que se muestran en el Apéndice 2, permitieron
corroborar que los péptidos presentan un alto contenido de estructuras f y al
azar en medio acuoso y que estas tendencias se conservan utilizando cualquier
programa de prediccion de estructura secundaria. Para completar el andlisis de
los espectros de DC, los datos se analizaron nuevamente con el paquete CDPro
pero considerando un intervalo de longitud de onda de 200 a 260 nm. Esta
modificacion se hizo con la finalidad de descartar los datos obtenidos al final del
espectro a longitudes de onda muy bajas (menores de 200 nm) a las que es muy
probable tener lecturas poco confiables con una cantidad alta de ruido
(Whitmore y Wallace, 2007). Los resultados (Apéndice 2) muestran que aun
cuando las tendencias antes descritas se conservan, los datos parecen ser mas
refinados cuando no se consideran los datos de la region de 190 a 200 nm, ya
gue nos permiten observar diferencias mas claras entre el contenido de
estructuras p y al azar que las obtenidas al considerar un intervalo de longitud de
onda de 195 a 260 nm (Tabla 6-2). Aun cuando es claro que el considerar o no
dicha region si altera los resultados en cuanto a su grado de refinamiento, no lo
hace en cuanto a las tendencias del contenido de estructura secundaria de los
péptidos, por lo que en este caso es valido considerar ambos analisis. Con
respecto al efecto de la temperatura y tiempo de incubacién sobre la

estructuracion de los péptidos, los espectros obtenidos a 25y 37 °C (Fig. 6-2) y
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Tabla 6-2. Contenido de estructura secundaria de los péptidos derivados de Apo
Al disueltos en PBS pH 7.4, a diferentes condiciones de concentracion,
temperatura y tiempo de incubacion.

Conc. 0.3 mg/mL 0.6 mg/mL 0.9 mg/mL
Péptido %o %P % Alazar | %a %P % Alazar | %a %P % Al azar

%) DRV | 19.7 37.7 34.9 20.0 35.6 38.2 18.2 38.3 42.5

;‘\"’ g KLL 17.0 426 40.5 17.2 40.7 43.1 159 433 46.8

|ﬂ | VLES | 16.4 446 40.5 16.9 419 42.7 17.0 40.8 44.4

%) DRV | 20.8 35.0 35.0 20.2 34.9 38.4 185 37.6 42.4

:'7) E KLL 18.0 39.7 40.3 17.3 405 43.4 165 41.8 46.0

|ﬂ ~ VLES | 17.3 416 40.7 17.7 39.7 42.2 17.7 38.7 44.1

*Los porcentajes mostrados fueron calculados de 195 a 260 nm, que fue el rango més amplio
posible de longitud de onda y con totales aproximados al 100 %. Los % f corresponden a la
suma de los porcentajes de hojas p paralelas y antiparalelas. Todos los calculos se hicieron con
el software CDNN (seccion 5.3.).

el analisis cuantitativo de su contenido de estructura secundaria, sugieren que
tales variables no tienen un efecto significativo sobre dicha estructuracién, pues
ésta se conserva incluso después de las 5 h de incubacién a 37 °C. Asi, con
estos controles de estructura secundaria, cualquier efecto de estos péptidos
sobre la actividad de LCAT, pudo ser atribuida con certeza a la presencia del

péptido y no a cualquier otra variable involucrada en el ensayo de actividad.

Ensayos de actividad de LCAT en plasma con péptidos a 0.3 y 0.6 mg/mL
en PBSpH7.4

Con la finalidad de evaluar el cambio de actividad de LCAT en presencia de los
péptidos derivados de Apo Al disueltos en medio acuoso, se hicieron ensayos
cinéticos con éstos a 0.3 y 0.6 mg/mL. El ensayo a 0.9 mg/mL no fue posible
realizarlo debido a las problemas que se presentaron en su disolucion. La Fig. 6-
3, muestra un experimento representativo de varios ensayos de actividad de
LCAT en presencia de los péptidos a 0.3 mg/mL, a diferentes intervalos de
tiempo. Como puede observarse, el incremento de la produccién de ésteres de
colesterol en presencia de los péptidos presenta un comportamiento hiperbdlico
gue presenta un valor maximo a las 2.5 h aproximadamente, tiempo después del

cual las curvas llegan a ser asintdticas. En comparacion, la actividad basal de
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LCAT en plasma utilizada como control, muestra un comportamiento hiperbdlico
gue alcanza una produccién maxima de 0.918 pmol hasta las 5 h de incubacion,
manteniéndose alrededor de ese valor incluso hasta las 10 h de ensayo, periodo
de tiempo en el que tampoco los péptidos mostraron cambios de actividad
(resultados no mostrados). En cuanto a la produccion maxima de ésteres de
colesterol, los péptidos muestran un incremento de hasta el 50.5 % (en el caso
de VLES) con respecto al plasma control (Tabla 6-3). Entre los diversos factores
gue pudieron haber afectado el curso de la reaccién a valores mayores de 2.5 h,
se encuentran la inhibicibn de LCAT por acumulacibn de producto, el
agotamiento de sitios disponibles de la enzima y la consecuente disminucion de
su eficiencia catalitica a tiempos largos de incubacion, la desnaturalizacion y
pérdida de su conformacion O6ptima o de la de alguno de sus cofactores por
efecto de la temperatura o de la presencia de intermediarios inhibidores de la
reaccion, etc. Dado que no es posible saber con certeza cudles de estos
factores afectaron el curso de la reaccién y que las condiciones bajo las cuales
se lleva a cabo el ensayo de actividad no permiten tener control sobre algunas
de las variables involucradas en el mismo, para hacer un estudio cinético fue
necesario considerar solo aquella region de las curvas de saturacién en las que
cualquiera de los factores mencionados anteriormente, no tuvieran efecto
considerable sobre la produccion de ésteres de colesterol en este sistema de
ensayo. De esta forma, los cambios en el comportamiento cinético se
cuantificaron calculando la velocidad inicial de la reaccion (Vo), a partir del valor
de la pendiente de la recta de la region lineal de la curva, correspondiente al
periodo de incubacion de 0 a 1 h. En la Fig. 6-3b se puede observar que adn
cuando los tres péptidos presentan valores de Vo mayores a los del plasma,
tanto VLES como KLL a 0.3 mg/mL, tienen un efecto activador similar sobre el
aumento en la rapidez de la reaccion de LCAT (123 y 117 %, respectivamente)
gue es mayor en comparacion con el que presenta DRV (48.4%). De estos
resultados, resumidos en la Tabla 6-3 y en la Fig. 6-5, es importante resaltar que
en general los tres péptidos tienen un efecto activador sobre LCAT, pues
favorecen tanto que se alcance una mayor cantidad de producto formado en un
menor periodo de tiempo, como que los valores de Vy de la reaccion de LCAT

sean mayores que el que presenta la enzima en condiciones normales.
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Produccién de ésteres de 'H-Colesterol en funcién del tiempo por
efecto de la actividad de LCAT en plasma, en presencia de
péptidos derivados de Apo Al a 0.3mg/mL.
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Fig. 6-3. Cambio en la actividad de LCAT en presencia de los péptidos derivados de Apo Al
disueltos en PBS pH 7.4 a 0.3 mg/mL. a) Curva de saturacién de la reaccién catalizada por LCAT
en presencia de los péptidos a 0.3 mg/mL. b) Cambio en la velocidad inicial (Vo) de reaccion de
LCAT, determinada a partir del valor de la pendiente de la region lineal de la curva correspondiente al
intervalo de 0 a 1 h de incubacién. Codigo de colores: naranja= plasma (P); azul= P+DRV; rojo=
P+KLL y verde= P+VLES.
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a)
Produccién de ésteres de *H-Colesterol en funcién del tiempo por
efecto de la actividad de LCAT en plasma, en presencia de
péptidos derivados de Apo Al a 0.6mg/mL.
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Fig. 6-4. Cambio en la actividad de LCAT en presencia de los péptidos derivados de Apo Al
disueltos en PBS pH 7.4 a 0.6 mg/mL. a) Curva de saturacién de la reaccién catalizada por LCAT
en presencia de los péptidos a 0.6 mg/mL b) Cambio en la velocidad inicial (Vo) de reaccion de
LCAT, determinada a partir del valor de la pendiente de la region lineal de la curva correspondiente al
intervalo de 0 a 1 h de incubacién. El cédigo de colores es el mismo de la Fig. 6-3.

49



Tabla 6-3. Resumen de los parametros obtenidos de las curvas de saturacién de
la reaccion catalizada por LCAT en plasma en presencia de péptidos derivados de
Apo Al a diferentes concentraciones.

Conc. 0.3 mg/mL 0.6 mg/mL
% %
pmol Vo % pmol Vo %
- aumento Y aumento
Ensayo | méximos (pmol/h) aumento | maximos (pmol/h) aumento
pmol pmol
(5h) i N * Vo (5h) i N * Vo
maximos Maximos
Plasma 0.918 0 0.343 0 0.954 0 0.498 0
P+DRV 1.269 38.2 0.509 48.4 1.161 21.7 0.839 68.5
P+KLL 1.377 50.0 0.743 117.0 0.998 4.6 0.717 44.0
P+VLES 1.382 50.5 0.765 123.3 0.987 35 0.768 54.2

*Es el nimero de pmol producidos a las 5 h de incubacién, bajo las condiciones descritas en la
seccién 5.4. ** La V, corresponde al valor de la pendiente de la recta obtenida en la region de la
curva de 0 a 1 h de incubacion, mediante un ajuste lineal en EXCEL.
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Fig. 6-5. Comparacion del efecto de la concentraciéon de los péptidos derivados de Apo Al
sobre la actividad de LCAT en plasma. a) % Aumento en la formacion méxima de producto y
b) % Aumento en la velocidad inicial de la reaccion de LCAT.
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En lo que respecta a los ensayos con péptidos a 0.6 mg/mL, este aumento de
concentracion mostré cambios importantes en cuanto a su grado de activacion
(Fig. 6-4). Tal como en el caso anterior, todas las curvas muestran un
comportamiento hiperbdélico que parece alcanzar su valor maximo de produccion
hasta aproximadamente las 5 h de incubacién (Fig. 6-4a). Al igual que a 0.3
mg/mL, a 0.6 mg/mL los tres péptidos fueron capaces de activar LCAT pues
favorecieron tanto un aumento en la formacién maxima de producto como la V, de
la reaccion de LCAT en plasma. A diferencia del primer ensayo, en estas
condiciones DRV fue mas eficaz como activador que los péptidos VLES y KLL, los
cuales nuevamente presentaron un comportamiento similar entre ellos. Sin
embargo, el grado de activacién de DRV sobre la reaccion de LCAT fue mucho
menor que el que presentaron los péptidos a 0.3 mg/mL: el aumento maximo en la
formacion de producto que presenté DRV (21.7 %) fue de poco menos de la mitad
de la cantidad maxima alcanzada a 0.3 mg/mL por VLES, el maximo activador a
0.3 mg/mL (Tabla 6-3 y Fig. 6-5a). El efecto causado sobre la V, de la reaccion,
fue muy parecido al de la formacion maxima de producto. Aan cuando en todos
los casos los péptidos presentan un valor mayor de la pendiente de la region
lineal comprendida entre 0 y 1 h de incubacion con respecto al plasma normal,
este aumento fue de 68.5% como maximo (en el caso de DRV), mientras que a
0.3 mg/mL, se alcanzé casi el doble en presencia de VLES (Tabla 6-3 y Fig. 6-5b).
Cabe hacer notar que el valor de V, para DRV fue el Unico parametro que se vio
favorecido con el aumento de concentracion, es decir, DRV a 0.6 mg/mL presenté

un valor més alto de V, que a 0.3 mg/mL.

Asi, es claro que estos péptidos activan bajo condiciones controladas de
concentracion que, de ser rebasadas, disminuyen su eficiencia. Aun cuando no se
han hecho los experimentos para demostrarlo, es probable que un aumento de
concentracion de estos péptidos podria incluso llegar a inhibir la reaccion de
LCAT (Fig. 6.5). EIl efecto inhibitorio de péptidos de este tipo, ha sido ya
estudiado por investigadores como Owens et al (1990) en un sistema totalmente
diferente que consiste en el analisis de la fusion celular inducida por el Virus de
Inmunodeficiencia humana (VIH) y que da lugar a la formacion del sincitio (masa
celular gigante multinucleada), una de las manifestaciones tipicas de la
enfermedad. Este estudio demostrd que tanto la Apo Al como péptidos analogos
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de ésta, muestran un efecto inhibidor sobre la formacién del sincitio inducido por
el VIH y que ademas este efecto inhibitorio es dosis-dependiente. Aun cuando los
investigadores no elucidaron el mecanismo de inhibicion observado, ellos
proponen que los péptidos anfipaticos podrian haber perturbado la organizacion y
propiedades fusogénicas de la membrana viral y/o de la membrana celular.
Considerando el comportamiento que presentan péptidos anfipaticos derivados
de Apo Al en este tipo de estudios, podria sugerirse que para el caso de la
disminucién de la activacion de LCAT en concentraciones altas de péptido, pudo
haberse presentado un fenédmeno similar en el que un exceso de moléculas
anfipaticas con alta afinidad a superficies lipidicas, se acumularan sobre la
superficie de las HDL, impidiendo estéricamente la union de LCAT a éstas y por
tanto, el inicio de la reaccién enzimatica. Sin embargo, para confirmar esta
hipétesis, seria necesario completar este analisis cinético de activacion por accion
de los péptidos en plasma, para obtener parametros como Vmax Y Km que nos
dieran informacion sobre el tipo de activacion (o inhibicién) que éstos ejercen
sobre la reaccion de LCAT. Asimismo, analisis cinéticos con preparaciones
enriquecidas y/o purificadas de LCAT, permitirian maximizar los efectos
producidos y asignarlos con toda certeza a la accion de la enzima per se,
descartando las interferencias debidas al conjunto de proteinas y demas

moléculas contenidas en el plasma.

Con respecto al mecanismo por el cual este tipo de péptidos tienen la capacidad
de activar LCAT, Bonelli y Jonas (1989) han propuesto que el principal papel de
estas hélices puede ser el de alterar la interfase agua-fosfolipido para exponer a
LCAT el sustrato embebido, sin embargo, no han podido explicar qué fenémenos
estan involucrados en dicha alteracion. Con la finalidad de dar una posible
explicacion a los mecanismos reguladores de dichos fendmenos, nuestro grupo
de trabajo se ha enfocado en analizar el tipo de cambios estructurales que las
moléculas de tipo anfipatico presentan en medios caracterizados por presentar
interfases polares/no polares. Previamente hemos demostrado que cuando una
apolipoproteina intercambiable (como Apo Al) es colocada en una interfase
aire/agua (analoga a la superficie de las lipoproteinas) conocida como monocapa
de Langmuir, la Apo se confina hacia la interfase, mostrando cambios

conformacionales importantes cuando el sistema es expuesto a un aumento en la
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presion lateral (Bolafios-Garcia et al, 2001). Extrapolando dichos cambios al
sistema bioldgico en cuestion, la alta presion lateral corresponderia a aquella a la
gue estan sometidas todas las Apos y proteinas accesorias cuando forman parte
de una HDL discoidal naciente pobre en lipido. Conforme la HDL naciente cambia
de forma y aumenta de tamafio por la acumulacion de ésteres de colesterol en su
ndacleo, experimenta una disminucion en dicha presion lateral con los
correspondientes cambios conformacionales y ajustes intermoleculares de las
Apos (Xicohtencatl-Cortes et al, 2004). Experimentos similares con Apo ClI,
mostraron que ademas de que uno de sus segmentos (el carboxilo terminal)
respondié a cambios de presiéon lateral, éste cambié su conformacién de un
estado desestructurado a otro estructurado en hélice o en presencia de
lisofosfolipidos, hecho que se propuso podria corresponder a una transicion
conformacional reguladora de tipo desorden-orden dependiente del medio externo

gue los péptidos “sensan” (Mendoza-Espinosa et al, 2008).

Los resultados de activacion de LCAT por péptidos derivados de Apo Al, podrian
estar correlacionados con el tipo de estructura secundaria que éstos adoptan
cuando estan expuestos no sélo a cambios de presién lateral (como parte del
complejo de la HDL naciente), sino también a un ambiente lipidico especifico
capaz de regular su comportamiento. Como vimos en los espectros de DC de la
Fig. 6-2, aun cuando los péptidos estaban desordenados antes de ser incluidos en
el sistema de ensayo, éstos fueron capaces de activar LCAT, independientemente
de que uno de los requerimientos de los activadores de la reaccion de LCAT es el
de presentar una estructura anfipatica tipo hélice a. Asi, dado que el efecto
activador se presentd tal como si los péptidos hubieran cumplido los
requerimientos citados, podriamos sugerir de manera preliminar, que estos
segmentos aun cuando inicialmente estan desestructurados, son capaces de
“sensar” el ambiente lipidico de su medio de reaccion, cambiar su estructuracion a
hélice o y cumplir eficientemente su papel activador. Experimentos con los
péptidos en una conformacion controlada como los que se muestran en la

siguiente seccion, fueron necesarios para comprobar esta hipétesis.
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6.2.2. Determinacion del contenido de estructura secundaria de los péptidos
DRV, KLL y VLES en concentraciones variables tanto de péptido como de
Liso-C12PC:

Efecto sobre la actividad de LCAT

Ensayos de DC en presencia de los péptidos a 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL,
reconstituidos en Liso-C1,PC 30, 60 y 90 mM, respectivamente.

Diversas moléculas de tipo anfipatico con propiedades detergentes y solventes
como el dodecil sulfato de sodio (SDS) y el trifluoroetanol (TFE), asi como
algunos fosfolipidos, han sido usados en estudios estructurales para inducir y
estabilizar la estructura secundaria en hélice o de diversos péptidos (Montserret
et al, 2000). De manera particular, en el estudio con péptidos derivados de la Apo
Cl, se demostrd que los porcentajes de estructuracion en hélice oo mas altos, se
obtuvieron con péptidos en presencia de SDS y de Liso-C1,PC por encima de su
concentracion micelar critica (cmc = 0.9 mM) y en una proporcion péptido:Liso-
C12PC 1:200 (mol:mol) (Mendoza-Espinosa et al, 2008), con la ventaja de que el
lisofosfolipido forma parte de los sistemas bioldgicos.

Tomando estos datos como primera aproximacion, se prepararon los péptidos a
0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL en una relacién proporcional de Liso-C1,PC 30, 60 y 90 mM,
respectivamente, para mantener la proporcion péptido:lipido 1:200 (seccion
5.2.2.). Los resultados obtenidos (Fig. 6-6) muestran que a diferencia de la Fig. 6-
2, los espectros de DC de los péptidos a 0.3 y 0.6 mg/mL reconstituidos en Liso-
C1,PC 30 y 60 mM, respectivamente, presentan claramente la forma de “W” con
minimos alrededor de 208 y 222 nm caracteristicos de estructuras a-helicoidales.
El efecto de la concentracion de la preparacion causa una pérdida proporcional de
la estructura secundaria tipo hélice a; sin embargo, no se puede saber si esa
pérdida es debida al aumento de la concentracion del péptido o del lisofosfolipido.
Los datos de la Tabla 6-4 corroboran un aumento de aproximadamente el doble
de porcentaje de hélice o de los péptidos en estas condiciones con respecto al

que presentaron en medio acuoso (Tabla 6-2).
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Fig. 6-6. Espectros de DC de los péptidos a) DRV, b) KLL y c) VLES a concentraciones
de 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL reconstituidos en Liso-C;,PC 30, 60 y 90 mM, respectivamente.
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Tabla 6-4. Contenido de estructura secundaria de los péptidos derivados de Apo
Al reconstituidos a diferentes concentraciones en Liso-C1,PC.

Conc. 0.3 mg/mL O.Q mg/mL 0.9 mg/mL
en Liso 30mM en Liso 60mM en Liso 90mM
Péptido  %a %B % Al azar %a. %p % Al azar %a. %B % Al azar
DRV 345 174 27.9 299 213 30.0 259 247 36.1
KLL 31.3 20.0 29.6 26.2 249 34.6 206 315 44.3
VLES 30.2 203 34.1 229 289 38.7 19.9 327 44.8

Los porcentajes mostrados fueron calculados de 195 a 260 nm, que fue el rango més amplio
posible de longitud de onda y con totales aproximados al 100%. Los % 3 corresponden a la
suma de los porcentajes de hojas p paralelas y antiparalelas. Todos los célculos se hicieron
con el software CDNN (seccién 5.3.2). Los ensayos se llevaron a cabo a 25 °C.

También se observa que conforme la concentracidbn aumenta, este porcentaje de
hélice o disminuye con un correspondiente aumento en el contenido de
estructuras no ordenadas y de tipo . Aunque esta tendencia se mantiene en
todos los péptidos, VLES es siempre el que presenta mayor tendencia a
desordenarse, mientras que DRV es el que presenta una mayor capacidad de
mantener su estructura en hélice o, aln con altas concentraciones de péptido.
Cabe mencionar que una incubacion de 5 h a 37 °C de las preparaciones, no
tiene efecto sobre el tipo de estructuracion de los mismos (seccion 6.2.1). Tal
como en el ensayo en medio acuoso, los datos se analizaron con los programas
de CDPro para confirmar que también empleando otros algoritmos, se presenta
la misma tendencia en el aumento del contenido de estructuras ordenadas de
tipo hélice a (Apéndice 3). Asimismo, se recalculd el contenido de estructura
secundaria de los péptidos descartando la regién de 190 a 200 nm con la
finalidad de evaluar el efecto de la concentracién de la preparacién sobre la
estructuraciéon de los péptidos sin considerar la sefial del maximo a 195 nm que
claramente disminuye en los espectros a medida que dicha concentracion
aumenta. Como puede observarse (Apéndice 3), cuando esa regién de bajos
valores de A no se considera, los valores de hélice a aumentan y las diferencias
con respecto a otros tipos de estructuras, se vuelven mas significativas. Estos
resultados indican que si la sefial de 195 nm esta presente como un maximo en
el espectro de DC y se considera dentro del célculo, la prediccién se ve
favorecida hacia un alto contenido de estructuras hélice a. Si por otro lado dicha

sefal no esta presente y se considera dentro del célculo, los valores de hélice a
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se ven disminuidos y por tanto las diferencias de este tipo de estructura con
respecto a las de tipo p o al azar, son menos significativas. Aun cuando la
discusién final de los resultados se hizo considerando el intervalo de longitud de
onda mas amplio posible (de 195 a 260 nm con el programa CDNN, Tabla 6-4),
con esta informacibn se demostr6 que las tendencias se conservan
independientemente del software empleado y de los criterios considerados
dentro del andlisis de los datos y que el grado de estructuracién de los péptidos
puede llegar incluso a ser mas alto que el hemos estado considerando
dependiendo de dicho tratamiento.

Ensayos de actividad de LCAT en plasma en presencia de los péptidos a
0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL reconstituidos en Liso-C;,PC a 30, 60 y 90 mM,

respectivamente.

Una vez definido el tipo de estructura de los péptidos en Liso-C1,PC a las
concentraciones citadas, se procedié a correlacionarla con su efecto sobre la
actividad de LCAT. A partir de esta seccion, los experimentos se hicieron
incubando la mezcla de reacciéon durante 5 h ya que ese fue el tiempo al cual se
obtuvo una producciébn méaxima de ésteres de colesterol por accion de LCAT
(seccion 6.2.1). Como control de la reaccion se determiné la actividad basal de
LCAT en plasma (secciéon 5.4) mientras que como control del medio de
reconstitucion de los péptidos, se utilizé el Liso-C;,PC a las diferentes
concentraciones de trabajo. La Fig. 6-7 y la Tabla 6-5 muestran los resultados
obtenidos. Al hacer los experimentos controles con Liso-C1,PC a las diferentes
concentraciones de reconstitucién de los péptidos, se observé que este lipido
tuvo efectos inhibitorios drasticos sobre la actividad de LCAT a medida que su
concentracion se aumento, conservandose la actividad basal del plasma sélo a
30 mM de Liso-C1,PC, disminuyendo hasta un 52 % a 60 mM y abatiéndose
completamente a 90 mM. AUn cuando el efecto inhibitorio de Ila
lisofosfatidilcolina sobre la actividad de LCAT ha sido ya reportado en la
literatura, los mecanismos propuestos para explicar este fendmeno han sido muy

variados.

57



Algunos autores proponen que la inhibicion por lisolecitinas es debida a efectos
detergentes mas que a inhibicién por producto final, pues éstas tienen el mismo
efecto inhibitorio que el Triton X-100, efecto que es reversible en ambos casos
por adicién de albumina al medio (Smith y Kuksis, 1980). Otros investigadores
han reportado que ademas de sus efectos detergentes, el Liso-C1,PC puede
competir con el colesterol libre por el mismo nimero de grupos acilo, al ser
ambos aceptores de acilos y por tanto inhibidores competitivos de la reaccién de
LCAT (Liu y Subbaiah, 1993); la reaccion en la que esta involucrada la acilacién
del lisofosfolipido para formar fosfolipido por accion de LCAT, es denominada
LAT (Lisolecitina Acil Transferasa) y es dependiente de la presencia de LDLs
(Subbaiah, 1986). Alun cuando existen diversas propuestas sobre el mecanismo
de accién de los lisofosfolipidos, los datos que tenemos no nos permiten
asegurar cual fue el mecanismo que causé el abatimiento total de la reaccién de
LCAT o si fueron varios de ellos, sin embargo, es muy probable que las
propiedades surfactantes del lisofosfolipido hayan causado la particion o
“solubilizacion” del sustrato (que en este caso son las HDLs y en menor grado
las LDLs ) , dejandolo en una fase no disponible e inaccesible para la enzima
(Stafford y Dennis, 1988).

En cuanto al efecto de los péptidos sobre la reaccién de esterificacion de LCAT,
€stos mostraron un comportamiento similar al control a una concentracion de 0.3
mg/mL en Liso-C1,PC 30 mM, mientras que a concentraciones mas altas no
presentaron ningun efecto activador o de reversibilidad de la inhibicion por Liso-
C12PC. Tan sélo DRV fue capaz de resistir el efecto inhibitorio presentando un
5.6 % de actividad. Estos resultados muestran claramente que bajo estas
condiciones la reaccion de LCAT es inhibida incluso en presencia de los
péptidos derivados de Apo Al y que muy probablemente la pérdida en su efecto
activador esté correlacionada con su pérdida de estructura tipo o y un aumento
de su tendencia a agregarse conforme la concentracion tanto del lisofosfolipido

como del péptido en la preparacion van aumentando.
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Actividad Especifica de LCAT

{ pmol de ésteres de *H-Colesterol! mL plasma/ h)

Efecto sobre la actividad de LCAT en plasma de los péptidos derivados de
Apo Al en Liso-C;,PC en concentraciones variables de péptido y lipido.

W Plasma+H20 -.-..
1Plasma + Liso-C12PC
mPlasma+ DRV ...
W FPlasma + KLL
mPlasma+VLES ~  -----

Control con plasma Péptidos 0.3 mg/mLen Péptidos 0.6mg/mLen Péptidos 0.9 mg/mL en
Liso 30mM Liso 60mM Liso 90mM

Fig. 6-7. Cambio en la produccién méaxima de ésteres de colesterol por accién de LCAT en
plasma, en presencia de los péptidos DRV (azul), KLL (rojo) y VLES (verde) a
concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL reconstituidos en Liso-C;;,PC 30, 60 y 90mM,
respectivamente. El control de actividad basal de LCAT en plasma se muestra en naranja y el de
el efecto del Liso-Cy,PC sin péptido, en amarillo. Las determinaciones se hicieron a 37 °C a un
tiempo de incubacion de 5 h.

Tabla 6-5. Comparacion de la actividad especifica de LCAT basal con la
obtenida en presencia de diferentes concentraciones de los péptidos de Apo Al
reconstituidos en concentraciones crecientes de Liso-C;,PC.

Actividad Especifica (pmol ésteres de *H-Colesterol/mL plasma/h)*

Conc. Liso Liso Liso 0.3 mg/mL en 0.6 mg/mLen 0.9mg/mL en
30mM 60mM 90mM Liso 30mM Liso 60mM Liso 90mM
Péptido
14.398 7.759 0
Plasma
(-3.7%) (-48.1%) (-100%)
P + DRV 15.099 (+1%)  0.834 (-94.4%) 0 (-100%)
P+ KLL 13.456 (-10%) 0 (-100%) 0 (-100%)
P +VLES 11.579 (-22.5%) 0 (-100%) 0 (-100%)

Plasma + H,0 (control):  14.95 pmol/mL/h = 100% actividad

* Determinada con 7 yL de plasma a las 5 h de incubacién a 37 °C. Entre paréntesis se muestra la
diferencia de los porcentajes de actividad obtenidos con las diferentes muestras al comparar con la
actividad basal de LCAT en plasma + H,O, como el 100 %. El signo negativo indica en qué
porcentaje se ve reducida la actividad de LCAT, mientras que el signo positivo indican en qué
porcentaje aumento.
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6.2.3. Determinacidon del contenido de estructura secundaria de los péptidos
DRV, KLL y VLES a diferentes concentraciones en Lis0-C1,PC 30mM:
Efecto sobre la actividad de LCAT

Ensayos de DC con los péptidos a 0.1, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL, reconstituidos
en Liso-C1,PC 30 mM.

En los experimentos de la seccion anterior, se observo que aun cuando el Liso-
C1,PC tiene la capacidad de estructurar los péptidos derivados de Apo Al en una
conformacion tipo hélice a, una concentracion mayor a 30 mM tiene un efecto
inhibitorio drastico sobre la reaccién de LCAT y muy probablemente sobre la
estructuracion de los péptidos. Para comprobar si en dichas preparaciones la
pérdida de estructura tipo hélice a se debié al aumento de la concentracién de
lisofosfolipido o0 a la del péptido, se hicieron preparaciones con diferentes
concentraciones de los péptidos reconstituidos en 30 mM de Liso-C12:PC,
concentracion a la cual los péptidos mostraron un alto contenido de hélice a y la
conservacion de la actividad de LCAT (seccion 6.2.2). Los espectros de DC de
estos ensayos (Fig. 6-8), muestran que a la concentracion constante de Liso-
C1,PC de 30 mM, es posible mantener a los tres péptidos estructurados en hélice
o, conservando los valores caracteristicos de sus minimos a 208 y 222 nm, aun
en altas concentraciones de péptido. No obstante, el analisis cuantitativo del
contenido de estructura secundaria de estas preparaciones (Tabla 6-6) muestra
gue también en este caso hay una pérdida de su estructuracion en hélice a,
directamente proporcional al aumento de la concentracién del péptido y
estrechamente relacionada con la disminucion del maximo de longitud de onda de
195 nm de los espectros de DC (Fig. 6-8). Al igual que en los ensayos de la
seccion 6.2.2., conforme la concentracién de péptido aumentd y la estructura tipo
o disminuy0, los porcentajes de estructuras  y al azar aumentaron. Con este
experimento qued6 demostrada la tendencia de estos péptidos a agregarse
conforme su concentracion aumenta, independientemente de su medio de

reconstitucion.
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Fig. 6-8. Espectros de DC de los péptidos a) DRV, b) KLL y ¢) VLES a concentraciones de
0.1, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL, reconstituidos en Liso-C;,PC 30 mM.
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Cabe mencionar que aun cuando los tres péptidos muestran las mismas
tendencias generales, DRV y VLES presentan un comportamiento similar en
cuanto a que ambos presentan los més altos porcentajes de hélice o y una mayor
tendencia a permanecer ordenados cuando son reconstituidos en Liso-C;,PC 30
mM. Como en los ensayos anteriores, al analizar los resultados con CDPro en un
intervalo de A de 190 a 260 nm, fue posible verificar que el uso de distintos
algoritmos sobre la determinacién de la estructura secundaria no tiene mayor
efecto sobre los resultados obtenidos al utilizar el programa CDNN. Sin embargo,
cuando se descarta la zona de ruido (190 a 200 nm) dentro del célculo, las
diferencias entre los diferentes tipos de estructuras son mas significativas y por
tanto mas claras (Apéndice 4). En este caso la conformacion de los péptidos en
hélice o predomina incluso hasta en una concentracion de 0.6 mg/mL con valores
mas altos que los que se obtienen considerando dicha regién dentro del célculo.
Cabe resaltar que este hecho es bastante notorio en el caso de los péptidos DRV
y VLES, cuyos valores de contenido de hélice a se encuentran alrededor del 40 %
a concentraciones de 0.6 mg/mL de péptido. En cuanto a KLL este es el péptido
que presenta los mas bajos porcentajes de hélice o incluso a bajas
concentraciones. Esto indica que su baja afinidad a lipido le impide ser capaz de
estructurarse en hélice a con tan sélo 30 mM de lisofosfolipido, a diferencia de los
otros dos péptidos que aun a 0.6 mg/mL presentan altos valores de estructuracion
a-helicoidal. Tal como se ha mencionado, aun descartando la region de 190 a 200
nm, se tiene que a concentraciones altas de péptido (0.9 mg/mL), éstos pierden
su estructura hélice a incluso en presencia de Liso-C;,PC 30 mM. Sin embargo, la
pérdida de estructura no es tan drastica como en el ensayo de la seccion 6.2.2,
sino que mas bien se presenta una especie de equilibrio entre los tres tipos de
estructuras analizadas (Apéndice 4). Con estos resultados es posible sugerir que
el lisofosfolipido es capaz de estabilizar a los péptidos en una conformacion
ordenada, dependiendo tanto de su concentracion como de la afinidad del péptido
por superficies lipidicas. De esta forma, en concentraciones saturantes de Liso-
C1,PC (seccién 6.2.2, Apéndice 3), los péptidos presentan menor contenido de
estructuras al azar que cuando estan reconstituidos en Liso-C,,PC 30 mM, pues
una concentracibn mas baja de éste no es capaz de mantener en estado

ordenado (hélices a u hojas ) concentraciones altas de péptido.
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Tal como puede observarse, las tendencias mostradas al inicio de esta discusion

se conservan aun manejando el tratamiento de los datos mediante la variacion

de los algoritmos y del intervalo de longitud de onda empleado para las

determinaciones. No obstante, este andlisis se hizo con la finalidad de confirmar

los resultados obtenidos con el programa CDNN, dando mayor certidumbre a los

resultados reportados y por tanto, a las conclusiones que deriven del presente

trabajo.

Tabla 6-6. Contenido de estructura secundaria de diferentes concentraciones de
los péptidos derivados de Apo Al, reconstituidos en Liso-C;,PC 30 mM

Conc 0.1 mg/mL 0.3 mg/mL 0.6 mg/mL 0.9 mg/mL
) en Liso 30 mM en Liso 30 mM en Liso 60 mM en Liso 90 mM
0, 0, 0, 0,
péptido %o %p A o g LA g g LA g g DA
azar azar azar azar
DRV 49.8 9.6 17.7 38 15.7 21.8 30.1 21.5 28.4 25.8 25.1 34.9
KLL 257 254 36.6 244 272 372 213 322 392 199 344 410
VLES 46.8 104 253 324 185 318 266 245 338 241 270 378

Los porcentajes mostrados fueron calculados de 195 a 260 nm y con totales aproximados al
100%. Los % f corresponden a la suma de los porcentajes de hojas p paralelas y antiparalelas.
Todos los célculos se hicieron con el software CDNN (seccidn 5.3.2). Los ensayos se llevaron a
cabo a 25 °C.

Ensayos de actividad de LCAT en plasma en presencia de los péptidos a
0.1, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL reconstituidos en Liso-C1,PC 30 mM.

Una vez comprobado que los péptidos estaban estructurados en hélice a en el
sistema de ensayo, se procedié a evaluar su efecto sobre la actividad de LCAT. A
diferencia de los ensayos anteriores, en éste se incluyé un experimento con

péptido a 0.1 mg/mL.

Como puede observarse en la Fig. 6-9, los péptidos a esta concentracién no
tuvieron la capacidad de aumentar la produccion de ésteres de colesterol por
accion de LCAT, pues presentaron un porcentaje de produccién similar al de los
controles de actividad basal en plasma con agua y con Liso-C1,PC 30 mM (del 93
al 103%). La Tabla 6-7 muestra los porcentajes de actividad de LCAT de todos los

ensayos realizados con péptidos en lisofosfolipido 30 mM.
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En general, el mayor efecto activador de los péptidos, se tuvo a 0.3 y a 0.6
mg/mL, sin embargo, dependiendo de la concentracién, uno u otro péptido
presentd mayor o menor porcentaje de aumento. Cuando el tratamiento se hizo
con péptidos a 0.3 mg/mL, VLES mostré un aumento de casi el 30 % de actividad,
siguiéndole DRV con un 14 % y finalmente KLL con un 8.3 % mas, con respecto
al control. Por otro lado, a una concentracion de 0.6 mg/mL, la actividad de LCAT
fue aumentada por DRV, KLL y VLES, en un 27, 21 y 17 %, respectivamente.
Finalmente, a 0.9 mg/mL todos los péptidos mostraron un aumento de actividad
de menos del 20 % en la que no se observan cambios significativos individuales.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en medio hidrofilico (seccién
6.2.1.), observamos que las tendencias obtenidas son muy similares. A una
concentracion de 0.3 mg/mL, el aumento maximo en la produccién de ésteres de
colesterol correspondié a VLES, mientras que a una concentracion de 0.6
mg/mL, el porcentaje maximo se obtuvo por efecto de DRV. No obstante, la
concentracion optima a la cual estos segmentos fueron capaces de aumentar
tanto la Vo de la reaccién de LCAT como la produccién maxima de ésteres de
colesterol fue a 0.3 mg/mL, ya que los valores de estos parametros fueron
mucho mayores que a 0.6 mg/mL, con cualquiera de los tres péptidos (con
excepcion de DRV a 0.6 mg/mL) (Fig. 6-5). Otro dato importante que cabe
resaltar, es que bajo estas condiciones tanto VLES como KLL muestran un
comportamiento similar en cuanto a su grado de activacion. Esto puede
explicarse debido a que cada uno de ellos forma parte de las hélices a 1y 10,
respectivamente, del segmento de union a lipido de la Apo Al (Fig. 1-5). Como
se menciond previamente, se ha propuesto que estas hélices estan directamente
involucradas en la asociacién con la HDL y que probablemente se encargan de
anclar a LCAT a la lipoproteina (Zannis et al, 2006).
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Actividad Especifica de LCAT

(pmol de ésteres de *H-Colesterol/ mL plasma/ h)

Efecto sobre la actividad de LCAT en plasma de los péptidos derivados de
Apo Al a diferentes concentraciones en Liso-C;PC 30mM.

22 7----- MPlasma+H20 -ttt
1Plasma + Liso 30mM
20 q----- BPlasma+DRYV ool el e

M Flasma + KLL

18 4----- mPlasma+WES ol S - -

Controles con  Plasma + péptidos Plasma + péptidos Plasma + péptidos Plasma + péptidos
plasma 0. 1mg/mL 0.3mg/mL 0.6mg/mL 0.9mg/mL

Fig. 6-9. Cambio en la produccion maxima de ésteres de colesterol por accion de LCAT en
plasma, en presencia de los péptidos DRV (azul oscuro), KLL (rojo) y VLES (verde) a
concentraciones de 0.1, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL reconstituidos en Liso-C1,PC 30 mM. El control de
actividad basal de LCAT en plasma se muestra en naranja y el del Liso-C,PC 30 mM en amarillo.
Las determinaciones se hicieron a 37°C y con un tiempo de incubacion de 5h.

Tabla 6-7. Comparacion de la actividad especifica de LCAT basal con la obtenida

en presencia de diferentes concentraciones de los péptidos de Apo |
reconstituidos en Liso-C1,PC 30 mM.

Actividad Especifica (pmol ésteres de *H-Colesterol/mL plasmarh) *

Conc. 0.1 mg/mL en 0.3 mg/mL en 0.6 mg/mL en 0.9 mg/mL en
Pépti Liso 30 mM Liso 30 mM Liso 30 mM Liso 30 mM

P + DRV 14.407 (-7.1%)  17.681 (+14%) 19.652 (+26.7%) 18.173 (+17.1%)
P+KLL 15.896 (+2.5%)  16.8 (+8.3%) 18.771 (+21%) 18.319 (+18%)
P+ VLES 15.25 (-1.7%)  20.04 (+29.2%) 18.216 (+17.4%)  17.67 (+13.9%)
Plasma + H,0 (control): 15.516 pmol/mL/h = 100%
Plasma + Liso 30 mM: 16.486 pmol/mL/h (+6.3%)

* Determinada con 7 yL de plasma a las 5 h de incubacién a 37 °C. Entre paréntesis se muestra la
diferencia de los porcentajes de actividad obtenidos con las diferentes muestras al comparar con la
actividad basal de LCAT en plasma + H,O, como el 100 %. El signo negativo indica en qué
porcentaje se ve reducida la actividad de LCAT, mientras que el signo positivo indican en qué
porcentaie aumento.
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De esta manera, es factible proponer que el mecanismo por el cual estos
péptidos son capaces de aumentar tanto la Vo de la reaccion de LCAT como su
eficiencia, esta estrechamente relacionada con la capacidad que éstos tienen de
unirse a lipido y de cambiar su conformacién como parte de un mecanismo
modulador. Asimismo, estos resultados nos permiten confirmar la propuesta
discutida en la seccién 6.2.1, en la que sugerimos que las propiedades
fisicoquimicas y estructurales de estos segmentos de Apo Al estan directamente
relacionadas con su capacidad de activar la reaccion de LCAT, presentando un
posible mecanismo regulado por cambios estructurales de los activadores
dependientes del medio de reaccion. Asi, aun cuando los péptidos estaban
desordenados en medio acuoso antes de incluirse en el sistema de ensayo,
éstos tuvieron la capacidad de incrementar tanto la Vo de reaccién de LCAT
como la produccion maxima de ésteres de colesterol (seccion 6.2.1).

Dado qgue con estos ensayos no era posible asegurar si ese efecto habia sido
debido a cambios estructurales de los péptidos dentro del medio, se procedi6 a
controlar su estructura con preparaciones en Liso-C1,PC 30 mM, concentracion
a la cual era posible mantener a los tres péptidos en conformacion hélice a. sin
inhibir la actividad de LCAT (seccion 6.2.2). Los resultados obtenidos mostraron
que, efectivamente, los segmentos estructurados fueron capaces de activar
LCAT a las concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/mL, con las mismas tendencias que
cuando se introdujeron desordenados. De esta manera, puede sugerirse que los
péptidos desordenados una vez formando parte del complejo sistema de
ensayo, fueron capaces de “sensar’” el ambiente lipidico propiciado por las
lipoproteinas del medio, sufrir una transicion conformacional reguladora de tipo
desorden-orden e incrementar la eficiencia de la reaccion de LCAT. Es
importante sefialar que este tipo de activacion es probablemente un fenémeno
general aplicable a cualquier tipo de hélice a. que sea capaz de cumplir con los
requerimientos de activacion de LCAT mencionados previamente (seccion
6.2.1). Sin embargo, cambios sutiles de activacion pueden ser atribuidos a
propiedades especificas de los péptidos tales como su anfifilicidad y su
capacidad de union a lipido.
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En cuanto a estas propiedades individuales de los péptidos, en el presente
trabajo qued6 demostrado que DRV y VLES caracterizados por presentar altos
valores de y H y alta afinidad por superficies lipidicas, fueron aquellos que
mostraron un mayor potencial activador de la reaccion de LCAT, aunque a
diferentes concentraciones. DRV fue el mas efectivo entre todos los péptidos a
una concentracion de 0.6 mg/mL, mientras que VLES lo fue a 0.3 mg/mL.

Los resultados demostraron que el efecto activador de estos segmentos es
dependiente de la concentracién: a bajas concentraciones (0.1 mg/mL), los
péptidos no provocan cambio alguno en la reaccién de LCAT alun cuando su
contenido de hélices a es muy alto, mientras que a concentraciones altas (0.9
mg/mL), los péptidos ya no presentan mas incremento en la actividad de LCAT,
presentdndose asi una pérdida en su eficiencia como activadores (seccion 6.2.1)

y una probable tendencia a actuar como inhibidores.

El efecto negativo de las altas concentraciones de los péptidos sobre la reaccién
de LCAT, probablemente se debe a que su presencia impide la unién de la
enzima con su sustrato en un mecanismo detergente (como el que se presento
con el Liso-C1,PC) y/o porque bajo esas concentraciones son incapaces de sufrir
las transiciones desorden-orden necesarias para activar la reaccion de LCAT.
Esta ultima propuesta es la mas factible dado que los resultados del presente
trabajo demostraron que el aumento en la concentracion de los péptidos, causa
una pérdida de estructuras o y un incremento en su contenido de estructuras f y
al azar que conducen probablemente a una agregacion de los mismos (tal como
se observo en los espectros de DC y en los problemas de disolucion de los
mismos). Bajo este supuesto, y estableciendo que la concentracion Optima a la
cual los péptidos actian como activadores de la reaccion de LCAT es de 0.3
mg/mL (por los altos valores de Vo y de produccion maxima) podria proponerse
gue VLES es el péptido que debido a su alta afinidad a lipido y su capacidad de
reestructuracion de una estructura desordenada a una de tipo hélice o, es el que

presenta una mayor eficiencia como activador de LCAT.
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6.3. Purificacién de LCAT: método final

Diversos protocolos para purificar LCAT a partir de plasma humano han sido
reportados desde la década de los 70s, sin embargo, la baja concentracion de
esta proteina en plasma, la similitud que presenta en algunas de sus propiedades
fisicoquimicas como PM y pl con la albimina de suero humano (HSA, proteina
mas abundante en plasma), su alto grado de glicosilacion y consecuente
diversidad de isoformas, asi como la alta inestabilidad que presentan fracciones
enriquecidas, han sido todos ellos factores determinantes que han impedido
encontrar un método de purificacién claro y adecuado para aislar LCAT a
homogeneidad a partir de plasma, con altos rendimientos y protocolos rapidos y
reproducibles. Varios de estos procedimientos fueron probados y modificados
durante el proceso de purificacion (los resultados se muestran en el Apéndice 5),
sin embargo, no fue posible tener resultados contundentes que aseguraran la
presencia de LCAT en las fracciones finales. Considerando todos estos factores,

fue necesario disefar otro protocolo tomando en cuenta lo siguiente:

-LCAT es una proteina muy poco abundante en plasma; la concentracion
reportada de LCAT en plasma ha sido de 5 a 6 yg/mL (Jonas, 1998). Diversos
trabajos han reportado que a partir de sus diversos protocolos de purificacion,
obtienen una cantidad aprox. de 0.5 mg de LCAT partiendo de 1 L de plasma (70
g de proteina total). Asi, considerando que en los protocolos iniciales partimos
de una baja cantidad de plasma (180 mg de proteina total aproximadamente), es
probable que la proteina de interés se haya perdido durante el proceso de

purificacion.

- Es indispensable monitorear con un ensayo de actividad cada uno de los pasos
de purificacién; haberse basado Unicamente en propiedades tan comunes en
muchas proteinas como son el peso molecular, el punto isoeléctrico y el grado
de glicosilacion partiendo de una muestra tan compleja, fue insuficiente para
monitorear a la proteina en cada uno de los pasos involucrados en los diversos

protocolos probados.
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Tomando en cuenta lo citado anteriormente, en este Ultimo protocolo se partié
de un volumen de 1 L de plasma para tener una cantidad de proteina total
suficiente que permitiera llegar a los ultimos pasos de purificacion sin perder la
proteina de interés. En casos como este donde se parte de una muestra
altamente compleja, fue necesario incluir un primer paso de aclaramiento en el
que se eliminara la mayor cantidad posible de material particulado antes de
iniciar las cromatografias. La precipitacion con sulfato de amonio fue el método
de eleccion para este fin. En la Fig. 6-10a se observa que después de este paso,
hubo un enriquecimiento de la banda de 67 kDa en el sobrenadante, el cual
presenté ademas la mayor parte de la actividad de LCAT (un 95 % con respecto
a la actividad total en plasma). Por otro lado, el precipitado descartado presentd
apenas un 12 % de actividad y un enriquecimiento tanto de bandas de entre 100
y 200 kDa como de las de 50 y 25 kDa (Fig. 6-10a). Por lo tanto, con este paso
se eliminaron principalmente proteinas de alto peso molecular asi como
inmunoglobulinas, proteinas altamente abundantes en plasma cuyo perfil de
separacion bajo condiciones desnaturalizantes da lugar a un enriquecimiento en
las bandas de 50 y 25 kDa.

Posteriormente, el sobrenadante fue sometido a una cromatografia de
intercambio anidnico, técnica que ademas de ofrecer una alta resolucion,
permite separar a partir de altos volimenes de muestra, gracias a la alta
capacidad de carga de este tipo de resinas. Para este segundo paso se fueron
probando diversas variables tales como fuerza idnica, flujo y tiempo de corrida,

hasta definir las condiciones éptimas en las que se tuviera una mayor resolucion.

La Fig. 6-11 muestra los cromatogramas obtenidos a partir de los diferentes
métodos probados. El Método IV descrito en la seccion 5.5, fue el que finalmente
se eligié para llevar a cabo esta separaciéon, ya que bajo estas condiciones se
logré aumentar la resolucién de los picos cromatogréficos. En la Fig. 6-11 se
observa el perfil cromatografico y las fracciones obtenidas en este paso de
purificacion por los cuatro métodos probados. La fraccion que tuvo mayor
actividad de LCAT fue la FllI (Fig. 6-12c), la cual presentd una notable

disminucién de proteinas contaminantes, principalmente de aquellas con peso
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molecular de alrededor de 73 y 67 kDa eliminadas en la Fl y Fll,
respectivamente (Fig. 6-12b).

a)
kDa
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37- .
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Actividad Especifica de LCAT en el 1er paso de purificacién:
350 Precipitacion con Sulfato de Amonio
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Fig. 6-10. Primer paso de purificacién de LCAT a partir de plasma humano: Precipitacién con
(NH4)2S0,. a) Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomasie después de un ensayo
SDS-PAGE donde se observan las proteinas presentes tanto en el sobrenadante como en el
precipitado después de la precipitacién con (NH,),SO,4. b) Ensayo de actividad de LCAT en dichas
fracciones. M= marcador de peso molecular (kDa); A= Albumina Sérica Bovina (BSA); P= Plasma;
SN= sobrenadante; PP= precipitado.
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Fig. 6-11. Perfil obtenido de la cromatografia de intercambio ani6nico como segundo
paso de purificacion de LCAT por cuatro métodos distintos (I-1V).
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Considerando la abundancia de la banda de 67 kDa y el perfil cromatografico de

la Fig. 6-12a, es factible afirmar que en este paso de purificacion fue posible
eliminar un alto porcentaje de albimina, proteina mas abundante del plasma con
peso molecular de aproximadamente 69 kDa. La presencia de esta banda en el
analisis electroforético y del amplio pico en el cromatograma, concuerda con los
marcadores de albumina empleados en ambos andlisis. Sin embargo, en este
paso se perdi6 parte considerable de la actividad de LCAT tanto en la Fll (con un
47% de la actividad de FlIl) como en la FIV (con un 20% de la actividad de la
FIlI), siendo esta ultima la mas limpia de todas las fracciones.

Una vez identificada la fraccion con mayor actividad de LCAT y habiendo
eliminado grandes cantidades de albumina, la Flllex (FlII del intercambio
anionico) se sometié a una filtracion en gel como tercer paso de purificacion. La
fraccion que presentd mayor actividad de LCAT fue la Fll (Fig. 6-13c). Aunque
en este paso de purificacion se eliminé una gran proporcion de proteinas de alto
peso molecular en la Fl, la presencia de varias poblaciones dentro de la Fll
observadas en el cromatograma de la Fig. 6-13a y la abundancia de bandas (de
67 kDa principalmente) en el gel de la Fig. 6-13b, muestran que aunque

enriquecida, la FIl aun presenta bastantes proteinas contaminantes.

Alun cuando el ensayo de actividad es la evidencia mas contundente de la
presencia de la enzima de interés, la gran cantidad de bandas no especificas
cercanas al peso molecular de LCAT (67 kDa) nos condujeron a la necesidad de
identificarla y comprobar su presencia en fracciones enriquecidas, mediante
ensayos de deglicosilacion y de inmunodeteccién tipo Western (Western Blot o
WB). En protocolos y pasos previos de purificaciéon no fue posible encontrar las
condiciones Optimas para este tipo de monitoreo, debido probablemente a que la
gran cantidad de proteinas del plasma enmascararon por completo la pequefia
fraccion de LCAT presente. La Fig. 6-14a muestra el gel donde se analizaron las

muestras tratadas con glicosidasa y la inmunotransferencia de las mismas.
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Fig. 6-12. Segundo paso de purificacion de LCAT: Cromatografia de intercambio ani6nico. a)
Cromatogramas que muestran las fracciones FO a FIV resultantes del intercambio ani6nico por el
método IV. b) Andlisis de dichas fracciones en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de
Coomasie después de un ensayo SDS-PAGE. c¢) Ensayo de actividad de LCAT. M= marcador (kDa); A=

BSA; P= Plasma; SN= sobrenadante; FO a FIV= fracciones de la cromatografia por intercambio
aniénico.
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a) 3er. Paso de purificacion de LCAT.
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Fig. 6-13. Resumen de todos los pasos de purificacién de LCAT incluyendo el tercero de
cromatografia de filtracion en gel. a) Cromatogramas que muestran las fracciones Fl a FlIl de
la filtracion en gel. b) Andlisis de dichas fracciones en un gel de poliacrilamida al 10% tefiido con
azul de Coomasie después de un ensayo SDS-PAGE. c) Ensayo de actividad de LCAT. M=
marcador (kDa); A= BSA; P= Plasma; SN= sobrenadante; Fllliex= muestra de partida para la
filtracion en gel; Fl a Flll fracciones de la filtracién en gel.
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En caso de que LCAT correspondiera a alguna de las bandas enriquecidas en
67 kDa, al hacer los ensayos de deglicosilacién se esperaba que dichas bandas
desaparecieran y que se enriquecieran aquellas cercanas a 48 kDa, peso
molecular de la enzima sin glicosilaciones. Tal como se esperaba, en la fraccion
FI rica en proteinas de alto peso molecular y con minima actividad de LCAT, no
se obtuvo la banda esperada de 48 kDa y practicamente el peso de la mayoria
de las bandas se redujo a 67, 30 y 25 kDa (carril FI-D). En el caso de las
fracciones Fll y Flll que eran las de mayor interés por presentar ambas la mayor
actividad de LCAT, el tratamiento de deglicosilacion para el caso de la Fll, dio
como resultado una ligera disminucién de las bandas de 70 y 67 kDa con un
incremento de bandas a 60, 55 y 50 kDa, mientras que la deglicosilacion de la
FllI, mostrdé una disminucién de la banda de 67 kDa para dar lugar a proteinas
con un peso molecular de aproximadamente 30 kDa. En cuanto a la
inmunodeteccion (Fig. 6-14b) esta dio como resultado la presencia de dos
bandas intensas en la fraccion Fll, en la region de los 50 kDa y una banda de
aproximadamente 55 kDa para la muestra deglicosilada, lo cual correlaciona
bien con la informacién obtenida del SDS-PAGE, ya que en ambos casos hubo
un aumento en la intensidad de bandas especificas a los 50 y 55 kDa. Asimismo,
en la Fig. 6-14b, también se puede observar la presencia de LCAT en la Flll, con
una ligera sefal especifica a 50 kDa.

Aln cuando estos resultados en conjunto demostraron de manera contundente
gue LCAT esta enriquecida en la Fll, se hizo un experimento final de monitoreo
en el que se utilizé el ensayo de inmunoprecipitaciéon (IP) como técnica
especifica que permite concentrar al maximo la proteina de interés en la muestra
disminuyendo considerablemente el nimero de bandas inespecificas en la
inmunodeteccion. La Fig. 6-15 muestra la comparacién entre la inmunodeteccion
llevada a cabo con proteina total (en el ensayo de WB) y con muestras
previamente inmunoprecipitadas. El ensayo de WB muestra nuevamente la
presencia de bandas especificas en la region de 50 a 67 kDa de la Fll, siendo
mas intensa la de 55 kDa tal como habian mostrado los ensayos anteriores.
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Fig. 6-14. SDS-PAGE y ensayo de inmunodeteccién de la presencia de LCAT en
fracciones enriquecidas por ensayos de cromatografia y deglicosilacion. a) Gel de
poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomasie de las fracciones enriquecidas del tercer
paso de purificacion con y sin tratamiento de deglicosilacién. b) Ensayo de inmunodeteccion
con las fracciones arriba mencionadas. M= marcador (kDa); A= BSA; Flllgx= muestra de partida
para hacer la filtracibn en gel; FI a Flll fracciones de la filtracién en gel. FI-D a FIllI-D=
fracciones de la filtracién en gel con tratamiento de deglicosilacién.

En cuanto a los resultados de la IP, puede observarse que hay un barrido de
bandas en la regién de 50 a 67 kDa para Fll mas intenso que para cualquier
otra fraccién. Asimismo, en la Flll (una de las fracciones que también presentd
actividad de LCAT), se alcanza a apreciar una banda especifica a los 55 kDa.
Al hacer un analisis con un menor tiempo de exposicion de las bandas
pertenecientes a la cadena pesada de las inmunoglobulinas en la region de los
50 kDa, se pudo observar claramente la aparicion de una banda de
aproximadamente 50 kDa (Fig. 6-15b). La fraccién FIl, presenté una mayor
sefial en comparacion a las otras bandas. En conjunto, estos resultados nos
indican que la mayor parte de LCAT obtenida a partir de plasma mediante la
estrategia empleada, se encuentra enriquecida en la FIl y que contiene
mayoritariamente varias de sus isoformas menos glicosiladas con pesos

moleculares de entre 50 y 55 kDa aproximadamente.
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Fig. 6-15. Ensayo de inmunodeteccién tipo Western de las fracciones procedentes de la
cromatografia por filtracion en gel. a) Comparacion entre las placas obtenidas a partir de
proteina total (WB) y de proteina inmunoprecipitada (IP). b) La regién maximizada de 50 kDa
de las muestras inmunoprecipitadas, muestra una banda que comigra con la sefial de a
cadena pesada de las inmunoglobulinas.

Finalmente, la Tabla 6-8 muestra el resumen de los pasos cromatogréficos a
los que se sometio la muestra de plasma a lo largo del proceso de purificacion.
Cabe hacer notar que aun cuando el protocolo se inicié con 1 L de plasma
(seccion 5.5), el volumen de muestra que fue sometido a todos los pasos
cromatograficos fue de solo 0.5 L y no del litro de partida completo. Debido a
esto, en la tabla de purificacion se indica un volumen de inicio de
aproximadamente 0.5 L de plasma, a partir del cual se realizaron todos los
célculos. De acuerdo con los datos obtenidos, la proteina se enriquecio
aproximadamente unas 6 veces con respecto a su concentracion normal en
plasma, pues de una actividad especifica de 309 U por gramo de proteina total,
se llegd a casi 1800 U/g. Este valor es muy variable en todos los reportes y
depende tanto de la técnica empleada para determinar actividad como del
protocolo de purificacién que siguieron. En este caso, para recuperar la mayor

parte de actividad de la enzima, seria adecuado optimizar y aumentar la
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eficiencia de la técnica empleada para determinar la actividad de LCAT y el tipo
de amortiguadores utilizados para conservarla estable. Tomando en cuenta
gue la actividad enziméatica fue solamente enriquecida 6 veces en paralelo con
un mucho mas eficiente enriquecimiento de la banda de LCAT, consideramos
que independientemente de haber purificado a la enzima, a lo largo del

procedimiento su actividad catalitica fue perdida.

Tabla 6-8. Tabla de purificacion de LCAT a partir de plasma humano

Paso Volumen Concentracién Proteina Actividad Actividad
(mL) (mg/mL) total (g) total (U*) Especifica (U/g)
Plasma
completo 486 48 23 7238 309
Sobrenadante
de (NH4),SO, 200 65 13 3805 293

Flll eluida de Q
sefarosa XL 34 7.5 0.253 221 874

Fll eluida de

Superdex 200 5 7.4 0.037 64 1742

* Una unidad se defini6 como la cantidad de pmol de ésteres de “H-Colesterol producidos, por
h de incubacién a 37 °C, pH 7.4, bajo las condiciones citadas en la seccién 5.4.

6.3.1. Determinacién de la actividad de LCAT en una fraccién enriquecida

en presencia de los péptidos derivados de Apo Al

Una vez que se obtuvo la fraccion enriquecida de LCAT del ultimo paso de
purificacion de filtracion en gel (FIl), se procedié a probar el efecto de los
péptidos sobre dicha fraccién con la finalidad de establecer las condiciones y el
tipo de estructuraciéon bajo las cuales estos péptidos eran capaces de activar a la
enzima. El primer ensayo se realizé reconstituyendo los péptidos derivados de
Apo Al en medio acuoso Yy utilizando la Fll enriquecida como fuente de enzima.
Como puede observarse en la Tabla 6-9, después de 3 semanas de haber
obtenido la FIl ésta ya habia perdido poco mas del 50% de su actividad original
(de 1742 a 948 U/g). Asimismo, al evaluar el efecto de los péptidos DRV, KLL o
VLES sobre la recuperacion de la actividad de LCAT, se observd que éstos no
fueron capaces de activar la reaccion ni de tener un efecto importante sobre la
misma (Fig. 6-16). Dado que no era posible determinar con certeza si los
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péptidos habian perdido su efecto sobre la reaccion de LCAT debido a su falta
de estructuracion o la pérdida de actividad de la FllI, se realiz6 un segundo
ensayo reconstituyendo los péptidos en Liso-C1,PC para estructurarlos en hélice
o y evaluar si en esa conformacion eran capaces de recuperar la actividad de la
enzima. Los resultados muestran que a las 5 semanas de haber obtenido la FlI,
ésta ya habia perdido su actividad de LCAT casi por completo (en un 86%, de
1742 a 250 U/g) y que bajo esas condiciones, ni el lisofosfolipido usado como
control, ni los péptidos estructurados en hélice a, tuvieron un efecto significativo

sobre la actividad de LCAT (Tabla 6-9 y Fig. 6-16).

Con estos resultados podemos demostrar que LCAT es una enzima muy labil,
cuya estructura y consecuente funcion es altamente dependiente de su medio de
reaccion. En cuanto al efecto de los péptidos sobre la activacién de LCAT, los
resultados sugieren que éstos son totalmente dependientes de que la enzima se
encuentre en una 6ptima conformacién y en un nivel adecuado de actividad para
gue éstos puedan actuar. Por otro lado, seria conveniente optimizar las
condiciones de almacenamiento de las fracciones enriquecidas para poder
mantenerla estable por mas tiempo y asi poder hacer un mayor nimero de
experimentos en presencia de los péptidos bajo distintas condiciones. Con lo
que respecta a la purificacion de LCAT, para concluir este proceso seria
necesario someter la dltima fraccion obtenida a posteriores pasos tales como
una cromatografia con hidroxiapatita o de afinidad a concanavalina para eliminar
el resto de las proteinas contaminantes y enriquecer ain mas dicha fraccion. La
obtencién de esta fraccion altamente enriquecida y mas estable nos permitiria
realizar experimentos con los péptidos derivados de Apo Al en diferentes
conformaciones, en un sistema mas controlado y con cantidades mayores de
enzima. Ensayos de este tipo nos permitirian atribuir con toda certeza el efecto
directo de los péptidos sobre la actividad de la enzima, completar los ensayos de
cinética enzimatica para obtener los parametros de Vmax Y Km Yy proponer un
posible mecanismo de activacion de éstos sobre LCAT correlacionado con los
cambios estructurales especificos de tipo desorden-orden que estos segmentos
sufren dentro del sistema del transporte de lipidos en plasma.
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Tabla 6-9. Actividad de LCAT en la fraccion enriquecida Fll en presencia de los

péptidos derivados de Apo Al reconstituidos en distintos medios.

Actividad Especifica de LCAT
(pmol de ésteres de 3H-Colesterol/g*h)
Péptidos en medio acuoso Péptidos en Liso-C1,PC
Muestra (3 semanas después de obtenida (5 semanas después de obtenida
la fraccién) la fraccién)
Plasma 488

Fll 948 250
FIl + Liso30mM | - 245
Fll + DRV 819 280
Fll + KLL 908 237
Fll + VLES 889 216

Actividad de LCAT en una fraccion enriquecida (Fll) en presencia
de los péptidos derivados de Apo Al reconstituidos en distintos
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Fig. 6-16. Actividad de LCAT en una fraccién enriquecida (FIl) en presencia de los
péptidos derivados de Apo Al reconstituidos en distintos medios. Las barras con ondas
representan los ensayos de actividad de LCAT con los péptidos reconstituidos en medio
acuoso (desordenados), llevados a cabo a las 3 semanas de obtenida Fll. Las barras oscuras
representan los ensayos con los péptidos reconstituidos en Liso-C1,PC (estructurados en a)

llevados a cabo a las 5 semanas de obtenida la FlI.
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VIl. Conclusiones

Los péptidos DRV, KLL y VLES derivados de la Apo Al presentan altos
contenidos de estructuras f y al azar en medio acuoso (PBS pH 7.4) y
aumentan su tendencia a desordenarse conforme la concentracion del

péptido aumenta.

Los péptidos reconstituidos en medio acuoso, tienen un efecto activador
diferencial sobre la reaccion de LCAT en plasma, dependiente de su
secuencia y concentraciéon: KLL y VLES fueron mas eficaces a 0.3 mg/mL,
mientras que DRV lo fue a 0.6 mg/mL.

Una concentracion de Liso-C1,PC 30 mM es Optima para mantener los tres
péptidos estructurados en hélice a a diferentes concentraciones sin abatir la
reaccion de LCAT. Mayores concentraciones de fosfolipido la inhiben por

completo.

Los péptidos estructurados en hélice a, son capaces de activar la reaccion de
LCAT en plasma con una tendencia similar a la que presentaron en medio
acuoso: VLES a 0.3 mg/mL y DRV a 0.6 mg/mL fueron los péptidos que
mostraron un mayor aumento en la actividad de la reaccién de LCAT.

Los péptidos inicialmente desordenados son capaces de incrementar la
eficiencia de la reaccion de LCAT, tal como lo hacen estructurados en hélice
a. Este es un indicio indirecto de que los péptidos presentan transiciones

desorden-orden una vez que forman parte del sistema de ensayo.

La purificaciéon de LCAT a partir de plasma humano es un proceso complejo
gue consta de multiples pasos de purificacion y requiere el uso de diversas
técnicas de monitoreo de la presencia de la proteina y de la conservacion de
su actividad a lo largo del proceso de aislamiento. Los bajos rendimientos
son debidos a la inestabilidad que la enzima presenta en fracciones

enriquecidas.
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VIIl. Perspectivas

Determinar la actividad de LCAT en presencia de los péptidos DRV, KLL y
VLES en diferentes conformaciones, utilizando tanto el sistema de ensayo
con plasma inactivado por calor, como un sistema micelar disefiado con

diversas proporciones de lipidos.

Determinar la actividad de LCAT en presencia del péptido denominado LRTH
(aminoéacidos 159-180) perteneciente a una region central de la Apo Al y

considerado como sitio de unién a LCAT.

Probar el efecto de péptidos derivados de otras apolipoproteinas humanas
tales como Apo Cl y Apo All, sobre la actividad de LCAT.

Hacer una correlacion estructura-actividad con base en los efectos de
activacion (o inhibicion) de la reaccion de LCAT por efecto de péptidos

derivados de diferentes apolipoproteinas humanas.

Evaluar la importancia de las transiciones desorden-orden que experimentan
los péptidos derivados de Apos humanas en funcién del medio externo que
“sensan” y proponer un posible mecanismo de accion de este tipo de
segmentos como interruptores moleculares del proceso de activacion de
LCAT.

Concluir el proceso de purificacién, sometiendo la fraccion enriquecida a una

cromatografia con hidroxiapatita o de afinidad a concanavalina.

Realizar ensayos de actividad con LCAT purificada en un sistema con

composicién lipido:proteina finamente controlado.
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X. Apéndices

10.1. Apéndice 1. Resumen de las propiedades de la
Apolipoproteina Al en diferentes niveles de organizacién

N'V?I d?, Propiedad de Apo Al
organizacion
Estructura Numero de amino4cidos 243 aminoacidos en 1 cadena
primaria y cadenas polipeptidica
(Apo Al Peso molecular 28 kDa
madura) Glicosilaciones o Ninguna
puentes disulfuro
Contenido de hélice a. 50-57%
Estructura Repeticiones 11meros y 22meros
secundaria Actividad en la ALTA, en interfases aire-agua,
superficie sélido-agua y lipido-agua
Simetria Asimétrica y flexible en solucion
acuosa
Estructura Cristal de 2.4 de 4 hélices antipararelas en el amino
terciaria resolucion (Ajees et al, Eerm!na: y 2 hélices en el carboxilo
2006) ermina
Estructura Autoasociacion Mondmeros, dimeros, tetrdmeros,

cuaternaria

En particulas
discoidales

En particulas
esféricas

Composicién

Modelos propuestos

Composicién

Modelos propuestos

Métodos de
reconstitucion

octameros

150 moléculas PC + 2 de Apo Al;
96 A de diametro

* Modelo de valla

* Modelo de doble cinturén

* Modelo de pasador

Nucleo de TGs y ésteres de

colesterol. Monocapa de PLs y

colesterol libre + 3 moléculas de

Apo; 93 A de diametro

* Modelo doble cinturén+pasador

* Triple cinturdn

e Trébol

* Incubacién con LCAT y LDL

» Co-sonicacion de mezclas de
Apo Al y lipidos

 Dialisis con colato

Modificada de Scanu y Edelstein, 2008.
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10.2. Apéndice 2. Contenido de estructura secundaria de los
péptidos derivados de Apo Al disueltos en PBS pH 7.4
determinado con el programa CDPro* en dos diferentes

intervalos de longitud de ondal®

= 260- 200 nm & = 260-190 nm = o
r - HEE
5 5 2| 8
= x o |a /3 = | = o |& / 38 5’
m = 2 |°/ 8l B F|2°/ & 5| o
g Bl =
: 3
1.0 | —— 1.2 Selcond | - 17.9 11.4 | Selcon3
5.5 5.7 6.5 Continll 6.4 6.7 8.6 Continll E';
2.2 1.4 280 CDecetr 31 1.6 7.4 CDecctr
42 | - 30.8 Selcond | ——— 34.8 32.2 | Selcon3 3
ar.a arT 331 Continll 36.3 | 369 a1 Continll _E'Df g‘_
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489 | - 32.8 Selcond | ——— 13.5 30.5 | Selcon3 -
340 45 3B.7 Continll 339 | 33.2 35.6 | Continll é
325 341 36.2 CDeccetr 351 | 33.0 28.7 | CDecctr B
0.0 23.8 12.2 Selcon3 13.2 | 213 | —— Selcon3
7.4 14.3 19.9 Continll 71 14.7 17.8 | Continll E';
6.7 7.0 211 CDccetr 4.5 5.8 1.9 CDcctr
10.2 51.6 73.0 Selcond | 27.3 | 283 | — Selcon3 ;
a3 are 340 294 Continll 401 | 327 31.5 | Continll _E;! é
'al:n 417 are 333 CDccetr 361 | 38.7 28.9 | CDecctr l':Il
E B0.7 14.3 1.8 Selcon3 241 181 | — Selcon3 "
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% 448 6.6 26.1 CDcctr 381 | 346 | 384 | CDeetr E
E 493 425 46.8 Selcon3 19.6 | 15.8 24.6 | Selcon3 2
g 31.2 348 36.6 Continll 314 | 333 32.8 | Continll E
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10.3. Apéndice 3. Contenido de estructura secundaria de los
péptidos derivados de Apo Al reconstituidos en diferentes
concentraciones de Liso-C,,PC, determinado con el programa
CDPro* en dos diferentes intervalos de longitud de onda@

b = 260- 200 nm i = 260-190 nm .
m &
o ] ] =
@ @ 5 8
= = =] E.. 3 = = = %. v 8 4
m|F|2|°/ & p|F| 2|°/ & 2 8.
2 Hs
-] o
291 | 414 | 418 | Selcon3 | 306 | 449 | 431 Selcon3d
39.2 | 431 | 428 | Continll | 38.3 | 429 | 44.1 | Continii f S
3
42.2 | 48.3 | 45.7 | CDcclr 43.7 | 48.8 | 46.5 CDcetr !g_
17.0 12.3 | 11.0 | Selcon3d | 23.4 3.8 7 Selcond =
=
11.6 | 149 | 12.3 | Continll 12.8 10.9 | 14.2 Continll .:f i
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10.4. Apéndice 4. Contenido de estructura secundaria de los
péptidos derivados de Apo Al reconstituidos en Liso-C12PC 30 mM
determinado con el programa CDPro* en dos diferentes intervalos

de longitud de ondal2

h = 260- 200 nm A = 260-190 nm 2
Z i H
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10.5. Apéndice 5. Resultados de los diversos protocolos

probados para aislar LCAT a partir de plasma humano

Protocolo 1.

El primer paso de purificaciéon se basé en el reporte de Holmquist (2002) que
propone la extraccion de LCAT de plasma humano en un solo paso por
intercambio aniénico con Q-Sefarosa a pH 5 y baja fuerza i6nica. Este método
propone que LCAT se adsorbe reversible y cuantitativamente a dicha matriz
eliminando cerca del 90 % de las proteinas plasmaticas y todas las
lipoproteinas. Para separar LCAT de la albumina de suero humano (HSA,
proteina mas abundante en plasma), el principal criterio tomado en cuenta en
este reporte fue la diferencia entre el pl de LCAT (pl= 4.8) y el de la HSA (pl=
5.2). El protocolo se llevé bajo las condiciones descritas solo que usando la
matriz en suspension (batch). Para eluir la proteina unida especificamente a la
matriz se aplico un gradiente salino a partir de la fraccion 13. Los valores de
absorbancia fueron graficados para obtener el perfil de elucion de las proteinas
presentes en el plasma acidificado (Fig. 10-1a). El ensayo analitico que se
utilizé para monitorear la presencia de LCAT fue la separacion por SDS-PAGE.
Un aumento en la banda de 69 kDa correspondiente a LCAT, seria indicativo
de la presencia y enriquecimiento de ésta. En este ensayo se observé que las
fracciones eluidas con el gradiente salino, presentaron una clara disminucién
de la banda de 67 kDa (correspondiente a la HSA) (Fig. 10-1b). Las bandas
minoritarias de 69 kDa eluidas con 0.3 M de NaCl (fraccion 15) se asociaron a
la probable presencia de LCAT.

Dado que no fue posible separar ninguna de las proteinas en un solo paso de
purificacion, la fraccién 15 fue sometida a una cromatografia en columna por
filtracion en gel Superdex 200 para eliminar las bandas contaminantes. Con
este segundo paso de purificacién no fue posible obtener proteinas aisladas en
las fracciones, tal como puede apreciarse en la falta de resolucion del
cromatograma resultante (Fig. 10-2a). El fraccionamiento obtenido de la
filtracion en gel (FO-FV) se analiz6 por SDS-PAGE (Fig. 10.2b). Tal como era
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de esperar, no fue posible determinar en cudl de las fracciones se encontraba
enriqguecida LCAT pues todas las fracciones presentaron proteinas

contaminantes.

UA (280 nm)

== UV (280 nm)

3 4 5 6 7 8 9 10 1 121314@151?13
Nimero de fraccion

b)
kDa

'_-'--'T'
e =S

- -
- — —
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09 02 03 04 05 2 [NaCI}(M)

Fig. 10-1. Intercambio aniénico como primer paso de purificacion de LCAT de acuerdo con
Holmquist, 2002. a) Perfil de elucidn para la extraccion de LCAT con Q-Sepharose Fast Flow.
Fracciones 3-12= proteinas de unién inespecifica a la matriz eluidas con el buffer de elucién N-
metilpiperazina 20 mM, pH 5; fracciones 13-18= proteinas eluidas con buffer de elucién y un
gradiente de NaCl (0.1-0.5 M). b) SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 8% tefido con azul de
Coomasie de las fracciones eluidas con buffer salino. M= marcador de peso molecular (kDa); P=
Plasma; PA= Plasma acidificado.
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Fig. 10-2. Cromatografia en columna por filtracién en gel como segundo paso de
purificacion de LCAT. a) Cromatograma de la filtracién en gel con Superdex 200 10/30 de la
fraccién 15 proveniente de una cromatografia por intercambio aniénico de plasma humano
acidificado. b) SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 8% tefiido con azul de Coomasie de las
fracciones FI-FIV. M= marcador de peso molecular (kDa); A= BSA; P= Plasma; PA= Plasma

acidificado; FO-FV= Fracciones de la filtracién en gel.
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Protocolo 2.

Dado que con el procedimiento anterior no fue posible determinar en qué
fracciobn se encontraba enriqguecida LCAT, en este segundo protocolo la
muestra de plasma y todos los amortiguadores se ajustaron a pH 7.4 para
asegurar que toda la LCAT presente se encontrara en su forma basica. Como
segunda modificacion, se invirtieron los pasos del primer procedimiento,
sometiendo la muestra a una cromatografia en columna por filtracién en gel
como primer paso de purificacion. De esta separacion se obtuvieron cinco
fracciones (FI-FV) (Fig. 10-3a) que posteriormente se analizaron por SDS-
PAGE (Fig. 10-3b). La banda de 67 kDa (correspondiente al control BSA y al
peso molecular aproximado de LCAT) mostré un mayor enriquecimiento en la
FIV. Dado que bajo estas condiciones tanto la LCAT como la HSA migrarian
juntas y no podrian diferenciarse considerando sélo su peso molecular (PM), se
hicieron experimentos de tincién de azucares con fucsina para distinguir cual
de las fracciones enriquecidas en la banda de 67 kDa presentaba mayor
abundancia de proteinas glicosiladas. La FIV fue la que presentd una mayor
abundancia de proteinas glicosiladas con peso molecular de 67 kDa.

Como segundo paso de purificacion, la FIV se someti6 a un intercambio
aniénico en columna. Diversos métodos fueron probados para optimizar esta
separacion hasta que se obtuvo un cromatograma (Fig. 10-4a) del cual tres
fracciones (FI-FIIl) fueron identificadas, separadas y sometidas a un ensayo de
SDS-PAGE (Fig. 10-4b). Debido a la similitud en los valores de pl y PM de la
LCAT y la HSA, en este paso de purificacidbn se esperaba comigraran ambas
proteinas para tener una fraccion rica en LCAT y HSA. La FllIl fue la que
presentdé un mayor enriquecimiento de la banda de 67 kDa y que fue sometida
a un tercer paso de purificacion en el que se busco separar la albumina para

finalmente obtener una fraccion enriquecida con LCAT.
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Fig. 10-3. Fraccionamiento de una muestra de plasma humano por cromatografia de
filtracion en gel como primer paso de purificacion. a) Cromatogramas que muestran las
fracciones FI-FIV obtenidas en este paso y b) analisis de cada una de éstas en un gel de
poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomasie después de un ensayo SDS-PAGE. M=
marcador de peso molecular (kDa); A= BSA; FI-FIV fracciones de la filtracion en gel.
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Fig. 10-4. Cromatografia de intercambio ani6énico como segundo paso de purificacion de
LCAT a partir de plasma humano. a) Cromatogramas que muestran las fracciones FI-FllI
obtenidas en este paso y b) andlisis de la Fl y FIl en un gel de poliacrilamida al 10% tefido con
azul de Coomasie por SDS-PAGE. M= marcador de peso molecular (kDa); A= BSA P: Plasma;
FIVeceL fraccion IV de la filtracidn en gel; FlI-Flllgx: fracciones del intercambio aniénico.
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Para el tercer paso de purificacion se consideré una de las diferencias mas
significativas entre la albumina y la LCAT que es el alto grado de glicosilacién
gue ésta tiene con respecto a la primera. Asi, la Flll del segundo paso de
purificacion se sometidé a una cromatografia de afinidad a Concanavalina A
(Con A), en la que solo proteinas con ciertos tipos de glicosilaciones (como las
gue presenta LCAT) se unirian de manera especifica a esta resina. La proteina
unida inespecificamente se eluy6 con buffer Tris 20 mM, pH 7.4 en presencia
de 0.5 M de NaCl, mientras que para la que se unié de manera especifica se
utilizé Metil-a-D-manopirandésido 0.4 M en buffer de equilibrio Tris 20 mM, pH
7.4. Las dos fracciones obtenidas (Fig. 10-5a) junto con sus correspondientes
tratamientos de deglicosilacién, se analizaron por SDS-PAGE (Fig. 10-5b). La
fraccion obtenida de la unidén especifica a Con A (Fllag), mostré bastantes
proteinas contaminantes fuera de la region de 69 kDa. De la fraccion de union
especifica sometida a tratamiento de deglicosilacion (Fllag) tampoco fue posible
obtener la banda esperada de 48 kDa correspondiente a LCAT deglicosilada.
Una vez identificadas y separadas las bandas deglicosiladas (Fig. 10-5b, 1-4),
éstas fueron analizadas por espectrometria de masas acoplada a MALDI-TOFF
con la finalidad de identificar alguna de ellas como LCAT, sin embargo, ninguna
de ellas fue identificada como tal.

A partir del andlisis de estos resultados, fue necesario disefiar un nuevo
procedimiento que considerara las posibles fuentes de pérdida de LCAT
durante el proceso de purificacion. Dos aspectos importantes que se
consideraron determinantes para optimizar el proceso fueron el aumento en el
volumen de plasma de partida y la optimizacion de técnicas mas sensibles de
identificacion de LCAT.
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3er.Paso purificacion LCAT.
1.2 Cromatografia de afinidad a concanavalina A.
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Fig. 10-5. Cromatografia de afinidad a Concanavalina A como tercer paso de
purificacion de LCAT a partir de plasma humano. a) Perfil de elucién de la proteina
unida de manera especifica a Con A. b) Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de
Coomasie después de un SDS-PAGE que muestra un resumen del proceso de purificacion.
M= marcador de peso molecular (kDa); A= BSA; L= LCAT recombinante (48kDa); P=
Plasma; FIVecg = fraccién IV de la filtracion en gel; Flllgx= fraccion Ill del intercambio
anidnico. Flae= fracciébn de proteina no unida a Con A; Fllxe= fraccién de proteinas
glicosiladas unidas a la matriz; FI y Fllarp: fracciones | y Il deglicosiladas. 1 y 2: a-1-
antitripsina; 3: a-1l-antitripsina y antitrombina; 4: Hemotexina.
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