< 00 CILCC Ty

O 3082
\

UNIVERSIDAD NACIONALAUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA )
DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA

IDENTIFICACION DE UNA NUEVA ISOFORMA DE LA PROTEINA
TRANSFERIDORA DE ESTERES DE COLESTEROL Y EVALUACION
DE LOS NIVELES DE CETP PLASMATICA EN POBLACION MEXICANA.

T E S 1 S
QUE PARA OBTENER EL TiITULO DE :
DOCTORA EN BIOTECNOLOGIA

S PRESENTA: :
ANA LUCIA'ALONSO GARCiA

CIUDAD UNIVERSITARIA. MEXICO. D.F.. 2003

g ¢ gy,

POSGRADS &2



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS
CON
FALLA DE

ORIGEN




PAGINACION
DISCONTINUA



PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

Of. No. EMDB/422/2001

BIOL. ANA LUCIA ALONSO GARCIA
Alumna del Doctorado en Biotecnologia,
Sede Facultad de Quimica
Presente-

Los miembros del Comité Académico reunido el dia 4 de julio del ailo en curso, conocieron su solicitud
de asignacion de JURADO DE EXAMEN para optar por el grado de DOCTOR -EN BIOTECNOLOGIA con la
réplica de la tesis “ldentificaciéon de una nueva isoforma de la proteina transferidora de ésteres de colesterol
{CETP); vy evaluacidn de los niveles de CETP plasmadtica en poblacién mexicana”, dirigida por el Dr. Jaime Mas
Oliva. .

De su andlisis se acordé nombrar el siguiente jurado:

PRESIDENTE Dr. Armando Gémez-Puyou

VOCAL Dr. Armando Tovar Palacio

VOCAL . Dr. Alejandro Zentella Dehesa
VOCAL Dr. Gerardo Gamba Ayala
SECRETARIO Dr. Marco Anwonio Cerbon Cervantes
SUPLENTE Dr. Rolando Herndndez Muiioz
SUPLENTE Dr. Rogelio Rodriguez Sotres

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

Atentamente -

“POR M! RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., 2.9 de lullo de 2001.
LA COORDINADORA DE SEDE g

DRA. AMELIA FARRES GONZALEZ-SARAVIA

C.c.p. Archivo

AFGS*lIgg P




AGRADECIMIENTOS

Universidad Nacional Aufériorﬁé 'dv\e” México

Consejo Nacional de Cie’ﬁcia"‘y ,TeCrioI'og ia

A los miembros del jurado::

Dr Armando Gomez—Puyou

' Dr: Armando Tovar ’PalaClo

' Alejandro }Zentella Dehe<a

r 'C‘erantes
Dr.. Rolando Hernandez Munoz §

Dr. Rogello ‘Rodrlguez Sotres

Autonze =
UHNAN a dafundit ¢
sontenic:

NN PR y
Bl s,._}._.




Gmcias. ..

Por que en todo este tiempo he recibido mas de Io que puedo contar. R

A todos a aquelios ‘que:voluntaria® e involuntariamente contribuyeron 'a’la. realizacion de este

amigo,.. maestro; . colaborador y

éémb)fce ; ;
A quiénino pretendia ser algo'y termind siendo mas de lo que hubiera ‘imaglb'nka‘do.'.‘ S

Al Dr. Jaim cuyas ensefianzas van mas alla de lo
académico, A R

en el camino, especialmente a los amigos que no

A Ia incontable
Marco, Rocio™ y';rluv'arn Antonio.

n,

me permitieron c:

Al Sr. Rosas, con todo mi respeto,. por. el arresto final dado conjé/ éjer‘nplo.k ‘

1




INDICE

Lista de Abreviaturas e teeeieins

Presentacion ......c.0.cciiliviii il

I. Capitulo I: " Identificacién de una Nuecva lsofdrma de CETP

II.

Muestras Biolégicas y Sintéticas ..

L.1. Introduccién . 2

1.2 Materiales y métodos
1.2.1 Aislamiento de RNAm, Transcripcién Reversa Acoplada a PCR (RT PCR) _/ Anallszs de Secuencms.. 7.

1.2.2 Pruebas Tipo Northern i SOUtHErn ....oew.veeeiniiuneeinanenedenn b il il sl i 9
1.2.3 Clonacién de DNAcde CETP y CETPI, y Obtencion de Proteinas Recor, bi 'antca

1.2.4 Andlisis de Epitopes, Diseiio de Péptidos Antigénicos y Produccum de Antzcucrpas
1.2.5 Imnunotranferencia Tipo VVESIErnt  ...eoeeniecurnniiinnoiiiiiiiinaaieniec
1.3 Resultados :
I1.3.1 Una Nueva Version del RNAm de CETP es Expresada en el Intcstmo Dclgado -
1.3.2 CETPI Carece del Sitio de Union a Esteres de Colesterol  _........ PO ‘ ‘ 18
1.3.3 En el Intestino Delgado se Traducen CETPy CETPI ......... L ‘
1.3.4 CETPI Estd Presente cn PIasmn Humano y de Com.yo il 21"
1.4 BIBLIOGRAFIA ..ociiiiieioeetiaiit i e e 2
1.5 ANEXO Expresion de RNAm de ngndo e hztcshno Dclgndo dc Conc]o,
L.5. 7. DUroduccion ......ooooveiiiiiiliiviiiivndioniiioniiniid
1.5.2 Materiales y Métodos - ' o
1.5.3 Resultados ............... VRS
1.5.4 BIBLIOGRAFIA ..............

en Ouvocitos

1.1 Introduccion ..............
I11.2 Materiales y métodos . :
11.2.1 Obtencién de Antigenos Estandar s
11.2.2 El Auticuerpo IgY Anti- CETP H486-S496 oo
11.2.3 Muestras de Plasma . ..o....veieeilveeeloisioiaisiis e e
11.2.4 Sistema de Deteccion y Cuantificacion de CETP




I1.3 Resultados
11.3.1 Ventajas del Disefio del Péptido Sintético CETP FI486-5496 .....cccocvecueeotionneriocncninses.. 51
.32 Propzedades del Antlcuerpo IgYAnh CETP H486—S496
" I1.3.3 Condiciones Optl
Ir4 BlBLIOGRAFfA .
1.5 ANEXO

. Capxtulo IH.V Ezmluacidn.De Los Niveles De CETP, Plasmndtica En Poblacion Mexican
Hr.1. Introducaon

III.?. Matermles _/metodos ;
: Hl.2.'l Poblacion ......c....... . 83
[11.2.2" Réclutamiento dc‘Pacie?ztéS‘ :
I11.2.3 Perfil de Lipidos ......
I11.2.4 Obesidad .......c..... G
111.2.5 Cuantificacion de CETP - ,.
I11.2.6 Andlisis Estadistico ........... B
1.3 Resultado
I11.3.1 Poblacion ..............
111.3.2 Distribucion Muestral .
111.3.3 Categorias de CETP y Puntos de Cortc
111.3.4 Interacciones con CETP ' .
111.3.5 Obscrvaciones Sobre el Perfil de szzdos
111.4 BIBLIOGRAFIA Sl
IIL5 ANEXO  oiiuieieiieeiaaiienesiinsen i

IV. Conclusiones y Perspectivas
IV.1 Capitulo] ..ovvviiviiiiviniiin,

1v.a Capttuloll 103
1v.3 CapztquIll............;..............; .................................................... e il 104

10171 -

2103
i 103

... 53



LISTA DE ABREVIATURAS

AA Aminoacidos

ANOVA - Analisis de varianza

Apo A Apoproteina A

Apo B Apoproteina B

Apo C Apoproteina C

Apo E Apoproteina E

BCA Acido bicinconinico (Bicinchoninic acid)

BSA Albumina sérica bovina (Bovine serum albumin)

C Corazén

C/EBP CCAATIprotema de union a enhancer (CCAAT/enhancer—bmdlng proteln)
CETP Protema tranéfendora de esteres de colesterol (Cholesterol ester transfer protem)
CETPA16 ° na transferldora de esteres de colesterol, exon 16 deletado
CET‘F’AQ:V' Protelna transferidora de esteres de colesterol, exdn 9 deletado

CETF’I 0 3 ,lsoforma de la proteina transferidora de esteres de colesterol, identificada en mtestlno
CHI . _Plasma de gallina

CT : o Colesterol total

DEP. . . © ‘ Depend:ente

dl i Decilitro*

DNA ! Ac:indo desoxirribonucleico

DNAc P Aeidqic'i_e’sybxirribonucleicoccomplemenfario ,

Ds

ECV

ELISA

ES

FE

fmol

FR

GAPDH

GST

H ] : e,

HDL Llpoprotema de’alta densndad (High densnty lipoprotein)
HUM Plasma humano

1A indice aterogénico

Vi




iD Intestino delgado

1D1 Producto de 461 pb amplificado con los oligonucledtidos RAB5-RAB6
ID-1 Secuencia de |dentificaciéon-1 o

D2 Producto de 569pb amplificado con los oligohucléétidos RABS-RAB6
1D-2 Secuencia de Identificacion-2 '

ID-3 Secuencia de ldentificacion-3

ID-4 Secuencia de Identificacion-4

ID-5 Secuencia de Identificacién-5

IDL Lipoproteina de densidad intermedia (Intermediate density proprotem)
IMC .. indice de masa corporal

INDEP Independiente :

INEGI Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica ', 

IRMA Ensayo inmunoradiometrico (immunoradiometric assay) :

Kb " - Kilobases B

KDa Kllodaltones )

Kg ' thgramos

KLH Keyhole lepet Hemocyanin

LCAT _Lec in oleste‘r'ol acnl transferla (Lecitin cholesterol acxl transferase)
LDL:

aja densndad (Low densuty proproteln)

Log10

LPL

LPs:

m

mg

ml

mM e ar. .
Mg .7 Microgramos
pl ‘Microlitros
pm B Mié:ro:mb‘eirés :
ng - Nanogramos
nl o ‘I;\Ianovlitrosy'

nm e Naporﬁetros

nt Nucledtidos

°C Grados Celsius
OPD Cloruro de O-fenilenediamina (O-phenylenediamine dihydrochloride)
pb Pares de bases

Vil




PBS Buffer salino fosfato

PBST PBS-Tween 0.1%

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PCT Patent cooperation treaty

PHD Profile network prediction HeiDelberg
Pl Punto isoelectrico

PLTP Proteina transferidora de fosfollpndos
PM Peso molecular

pm Picomoles

PMSF Fluoruro fenil metil — sulfonil

am Quilomicrones: . o

RAB Ptasma de conejo

RMQ Remane 'te
RNA
RNAM
RNAr
RT-PCR

TBS
Tg

VvVLDL S Llpoprotelna de muy baja densidad v
x2 Ji cuadrada

XEN . Extracto crudo de ovocnto de Xenopus laews

reomate A

vin




PRESENTACION
qjara leer esta tesis....

El presente trabajo se expone en un formato diferente al tradicionalmente usado en las
presentaciones de Tesis, esto responde a la necesidad de organizar ia informacién que contiene de
manera que facilite su comprension y seguimiento. Afin a esta intencion, el trabajo se distribuye en
tres capitulos, establecidos de acuerdo al area de investigacion al que estan enfocados, Basica,
Aplicada y Clinica. En cada uno de ellos se incluye su respectiva Introduccién, Materiales:y
métodos, Resultados y Bibliografia, las imagenes se encuentran Intercaladas en los textos, énk
correspondencia a las descripciones que de ellas se hacen, esto con el fin de facilitar el analisis de ia

informacion presentada.

El primer capitulo se refiere a la descripcion de una nueva isoforma de CETP cuyas |mp||caC|on =S en

la homeostasis de IIPIdOS puede ser de gran mteres Las herramnentas generadas en’éste fueron

encuentra en tramnte de: reglstro e»
Comunidad Europea.' La vahdacnon ‘deeste

En la Gltima seccién s
CETPI, a corroborar y

escalamiento del sxsterna de cuantuflcacxon en el amblto de produccnon lndustrlal en: colaboracwn con
la empresa SILANES S. A.; VEn el iones “al amphar
en miles los sujetos |nclu|dos en el estudno_ También se desea refrendar el met do de‘ dlagnostlco

rea clmlca se desea confirmar nuestras observa

actualmente en uso, contra la mtroduccxon de CETP entre los parametros de rxesgo de aterosclerosis

en nuestra poblacion.
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Capitulo X

Identificacion de una Nueva Isoforma de CETP!

Resumen

La proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) se encuentra en el plasma mediando la
transferencia de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre llpoprotemas Los altimds 26
on - hudrofoblca esta

amnnoacndos del extremo carboxnlo forman una hélice anfipatica, cuya: regi

dlrectamente mvolucrada en el mecanlsmo de transferencia de esteres de colesterol (Matsunaga et

al - azar.. Esta secuencia con caracter hldroflllco ‘no contlene a2 reglon responsable de  la

transferencna -de llpldos'neutros - Antlcuerpos dlngxdos contra esta

rotema a Ia que Ilamamos

CETPI, demuestran su presencna ‘tanto en plasma humano como de conejo

{Premio “Dr. Jesiis Aumau’ Rodnguuz Mejor trabajo de In iy ion. 4. iacion A fe de i licina Alol lar. Congreso
de Gendtica vy Bi Tie lar 2000 M rev, N.L. :
‘La i lecrid la v reportada en esta tesis ha sido depositada en ¢l banco de datos DDBJ, con los niimeros de

acceso by .‘113073620.1 [eic. 2033051 1] v BAB91137.1.




I.1 Introduccién

La transferencia de los ésteres de colesterol insoluble entre particulas lipoprotéicas es un
paso vital en la homeostasis normal del colesterol. Uno de los pasos en este proceso-esla -
teres de colesterol por la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP),

transferencia de é
que es también conocida como proteina transferidora de lipidos | (Day et al/, 1994). CETP se =

encuentra en el plasma mediando la transferencia de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre
lipoproteinas de alta densidad. Es una proteina multifuncional que promueve el homointercambio de
ésteres de colesterol entre lipoproteinas de ailta densidad (HDL) y baja densidad (LDL);
heterointercambio de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre HDL y lipoproteinas de muy baja -
densidad (VLDL); transferencia de masa neta de ésteres de colesterol de HDL a LDL y VLDL, y
transferencia de masa neta de triacilgliceroles de VLDL a HDL; de esta manera afecta la composicién,
tamano y estructura esférica de las HDL (Rye et al, 1995) :

CETP tiene un papel importante en el desarrollo de enfennedad coronaria artenal‘ En

condiciones normales, los organismos que la expresan tienden a tener altos nlveles de LDL: y VLDL

asociadas con la progresion ‘de la ateroesclerosis (Marotti et al 1993) Por otro Iado especnes que

carecen de manera ‘normal de CETP tienen resistencia al desarroll de enfermedad coronaria arterial;

sélo cuando se crean transgenlcos de estas especies, con el gen P se obsewa el decremento .

en el tamano n eles de HDL tales animales son entonc

4scept|bles a sufnr enfermedad 8
coronana artenal inducida por dieta (Rye et al, 1995). :

En el humano el peso molecular de la CETP de

341 provoca un doblete en geles de pohacrllamlda (formas moleculare anto para Ia
ana e pue e mflunr en la

transferencia de ésteres de colesterol en el plasma (Stevenson et al, 1993) Debido-a que las dos

CETP plasmatlca como para una CETP recombinante. Esta glucosnlacm

formas tienen una actividad diferente, proporciones de estas glicoformas de CETP en estados
metabolicos diferentes, pueden provocar cambios en la actividad especifica del CETP plasmatnca y
esto, a su vez, puede influir en los niveles de colesterol (Jiang et al/, 1995). '
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En los ultimos 26 aminoacidos del extremo carboxilo, la CETP preséhta un alto contenido de
estructura a-hélice anfipatica, cuya region hidrofébica esta directamente involucrada en el mecanismo
de transferencia de ésteres de colesterol (Matsunaga et a/, 1993 y Wang et a/, 1993). Modificaciones

en los aminoacidos 470-475 de la CETP humana (490-495, en conejo), llevan a la reduccion o pérdida
de la actividad de transferencia de lipidos, sin afectar la capacidad de asociacion con lipoproteinas
(Matsunaga et al, 1993; Tall et a/, 1995 y Wang, et a/, 1993). Al parecer, los residuos hidrofébicos en
esta regién son necesarios para la unién con lipidos neutros y esta unidn se incrementasi la
lipoproteina tiene carga negativa, por lo que la unién de la CETP a lipoproteinas involucra mteraccuones
hidrofobicas e idnicas. Un triplete de residuos de lisina, en la posicion 376-378 se ha propuesto
como el sitio probable de unidén a lipoproteinas (Jiang et al/, 1995, Lagrost, 1994)

Usando

clonaron y:sec!
que fue empleada

o 2 Kb compuesto por 16 exonés que abarcan sélo el 8% del total
P ndiendo a 1.9Kb (Agellon et al, 1990) El RNAmM de CETP de conejo

contiene 2. 2Kb (Nagashxma et al 1988).

El higado es la fuente principal de RNAmM de CETP plasmatica, aunque el tejido adiposo,
musculo esquelético, intestino delgado, glandulas adrenales, bazo y corazén también presentan el
RNAM de esta proteina. A pesar de que el higado posee los niveles mas altos del RNAmM, es el tejido

3

b



adiposo el que probablemente mas contribuye a los niveles de CETP plasmaticos, dada su proporcion
\en la masa corporal, comparativamente superior a la del higado (Tall, 1995; Nagashima et a/, 1988).

Existe una induccion diferencial en la produccién del mensajero de CETP en tejidos periféricos
(Oliveira et al, 1996), generando un patrén de respuesta, en el que los niveles del RNAm de CETP de
algunos tejidos se incrementan en relacion inversa a los niveles de HDL en plasma. Estos resultados
sugieren una induccion local de la sintesis de CETP, que puede ayudar al reciclaje del colesterol
depositado en los tejidos periféricos, durante la lipolisis de las lipoproteinas (Jiang et al, 1991;
Nagashima et a/, 1988 y Tall et al, 1995). Por otro lado, en trabajos con ratones transgénicos se
observo que la expresion intestinal podria indicar un rol en la absorcion de colestero!l y metabolismo de
quilomicrones en animales recién nacidos. La expresion hepatica podria coincidir con la induccion de
enzimas de la biosintesis de lipidos y un incremento en la secrecion de VLDL, mientras que el aumento
de expresion en el bazo puede coincidir con la maduracion del sistema inmune. Este descubrimiento
hecho por Yang et al (1996) sugiere que la expresion del CETP puede estar muy influenciada por los
cambios en el desarrollo. '

HDL. Esto ultimo sugiere uh'é_in'du’cciénﬁloca enla

sa hepatlca y hpasa de
n colesterol. - Estas

dmg proteln (C/EBP) La expresnon del gen de CETP esta
_;nlvel mtracelular del C/EBP (Agellon et al/, 1992). Sperker et al

s s




el control de su expresion puede constituir una importante fuente de variacion de. su actividad de
transferencia en un nuimero de especies (Lagrost, 1994 y Dessi et al, 1997).

No sélo la variacion de los niveles de RNAmM sino también la aiteracion de la secuencia’de ™
transcripcion y los eventos postranscripcionales pueden provocar variaciones en la actividad de la-
CETP plasmatica. Hasta el momento, se han reportado varias mutaciones en el mehséjero" de

CETP, algunas de las cuales derivan en cortes y empalmes alternativos que se: reflejan en‘,,

alteraciones de los niveles de HDL, LDL y VLDL en el plasma. En humanos con def'cnencxa genetlca ;

RNA mensajero de CETP, la cual produce un corte defectuoso que no permite ‘la:-Sl tes|
proteina. . Esta deficiencia causa hiperalfalipoproteinemia y los individuos que la preSe t

tener una menor incidencia de enfermedad coronaria.

un‘ éfecto en Ia"
n este mtron . Esta’
yla es ructiira del- RNA-
C rte precxso Por lo tanto,

la alteracton de la .est‘k ct y ra sec ndana' causada [¢] uede afectar Ia seleccién
del sitio de corte enlos. sntlos aceptores de los’ mtrones 9 y 13. kSakar et al (1996) detectaron una
mutacion presente en el smo de corte del mtron 14 que no pudo’ ser ‘identificada porque sus
transcripciones son rapidamente degradadas por las celulas Una mutacién adxcnonal fue identificada
por Takahashi et al (1993), en esta hay una sustitucion de A por G en el exén 15, la cual induce la
sustitucion del acido aspartico 442 por una glicina, produciendo una CETP mutante, con tan solo el
36% de la actividad de la CETP completa. Esta sustitucion en el exén 15 presenta un incremento al




triple en los niveles de HDL, una reduccion en la masa de CETP (17-26% de lo normal) y en su
actividad especifica (5-7% de lo normal) (Lagrost, 1994).

Solo se ha reportado una isoforma de CETP que se expresa a niveles normales de lipidos-
en plasma, descrita en humano, que carece del exén 9 (CETP A9) y es inactiva en la transferencia .
de lipidos neutros. Esta isoforma es pobremente secretada, se retiene principalmente en el reticulo
endoplasmatico y forma complejos heterodiméricos intracelulares con la CETP normal, evitando su
secrecién al medio extracelular, por lo que se considera como un mecanismo de regulaciéh
negativa de la forma de CETP completa (Inazu et al/, 1992 y Quinet et al, 1993). Esto tarﬁbién
sugiere la induccidén local de la sintesis de CETP, que puede ayudar al reciclaje del colesterol :
depositado en los tejidos periféricos, durante la lipdlisis de las lipoproteinas (Jiang et al, 1991'~
Nagashima et al/, 1988; Tail et al, 1995). La abundancia ! %
representando del 15-35% de todo el RNAm producido en

65% del producido er ] el bazo Lakd fe i entre la CETP completa y la del exon 9 d"




1.2 Materiales y métodos

1.2.1 AISLAMIENTO DE RNAm, TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A PCR (RT-
PCR) y ANALISIS DE SECUENCIAS

Se extrajo RNA total de higado, bazo, corazon, intestino delgado, tejido adiposo y atero,
obtenidos de tres conejos, hembras, blancos Nueva Zelanda, con niveles normales de lipidos en
plasma. Se aislé la fraccidon de RNA poli(A*) de todos los tejidos por cromatografia en oligo(dt)-
celulosa. La extraccién se hizo por el método descrito por Sumikawa et al (1989). Se sintetizé DNAc:.
utilizando el sistema comercial para RT-PCR (Perkin-Elmer, Branchburg, NJ, USA), a pamr de 100ng :
de RNAmM de higado y 400ng de RNAmM de los demas tejidos. También se smtetlzo DNAc a part deA :
3ug de RNA total de higado y 7ug de RNA total de intestino delgado. En amphﬁ\ S pC |

reacciones de secuencia se utilizaron oligonucledtidos disefados con el programa Mac e'ctor\(Genetic :

Computer Group, Madison, WI, USA), con base en la secuencia de: DNAc e .CETP d conejo .

publicada por Nagashima et a/ (1988) (Tabla 1 y Fig. 1). También se disenaron ollgonuc otidos paray :

reacciones control, con base a la secuencia de GAPDH de conejo, reportéda por: Appletqﬁls et al
(1995) (Tabla 1). Las reacciones de amplificacion por PCR se hicieron con “HOT START" de 1 min. a
82°C, a 35 ciclos y con Tm. de §5°C, para todos los pares de oligonucledtidos.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR y de secuenciacién. De RAB1 a RAB6 disefiados sobre la
secuencia de CETP de conejo (Nagashima et a/, 1988). Los oligonucledtidos GA3PF y GA3PR se diseflaron con base a la
secuencia de GAPDH de conejo (Appletquis et a/,1985).

DNAc OLIGONUCLEOTIDO POSICION SECUENCIA

CETP RAB1 SENTIDO 293-317 5 TGAACTACAGCTACACGAGTGCCTG 3'
CETP RAB2 ANTISENTIDO 718-697 5 TGTGCGTGAAGTGACCCTTGTG 3’
CETP RAB3 SENTIDO 575-597 5' CCAACATCATGGCTGACTTTGTC 3'
CETP RAB4 ANTISENTIDO 1462-1443 5 GTGCTTGGGAAAACCGAAG 3'

CETP RABS SENTIDO 1391-1414 5 TCATCAACCCCGAGATTATCACTC 3'
CETP RAB6 ANTISENTIDO 1852-1828 5 TCGTTTACTTGAGAGGCAGAGAGAG 3'
GAPDH | GA3PF SENTIDO 79-104 5' TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG 3°
GAPDH | GA3PR ANTISENTIDO 1061-1040 5’ GGTGGACCTCATGGCCCACATG 3
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Figura 1.
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RAB1

RAB3

RAB2

RABS
RAB4

RAB6

Posicion de los oligonucleotidos disefiados sobre la secuencia de RNAmM de CETP de conejo, publicada por

Nagashima et a/ en 1988. Se muestran en rojo los oligonucledtidos sentido y en azul los oligonucledtidos antisentido.




Se secuenciaron los productos de PCR amplificados con los pares de oligonucleétidos RAB1-
RAB2, RAB3-RAB4, RAB5-RAB6 y GA3PF-GA3PR, tanto de higado como de intestino delgado. En
las reacciones de secuencia se utilizaron como cebadcres los oligonucleétidos RAB3, RAB4, RABS,
RAB6, GA3PF y GA3PR, empleando los sistemas comerciales Secuenase Version 2-0 (Amersham,
Cleveland, OH, USA); AmpliTag DNA polymerase (AmpiCycle Sequencing Kit, Perkin Elmer,
Branchburg, NJ, USA) y dsDNA Cycle Sequencing System (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA).
Las secuencias de los productos de PCR fueron alineadas con las secuencias depositadas en los
bancos de datos GeneBank, EMBL, DDBJ, PDB, y NCBI BLAST con lo que confiimé su identidad
como mensajeros de CETP.

.2.2 PRUEBAS TIPO NORTHERN Y SOUTHERN

Las identidades de los productos de PCR amplificados con los oligonucledtidos RAB5-RAB6
se verificaron con hibridaciones tipo Southem, utilizando como sonda el producto amplifcado con
RAB3-RAB4 (888pb) a partir de RNAmM de higado y, como sonda mterna el ollgonucleotldo RAB4'
Los productos de PCR se sometieron a electroforésis en geles de. agarosa al 1% v transferldos a
membranas de NYLON (HYBOND-N+, Amersham, U.K.)). Las hlbndamone con la sonda RA83-
RAB4 de CETP se realizaron a 42°C con SDS 0.1% y formamlda al 50% as’condiciones’” de’ lavadO»

fueron hlbrldadas simultaneamente con Ias sondas RABS RABG y GASPF GA3PR a 55°C con 1%

SDS y formamida al 35%, los lavados se hicieron con SSPE 0.2X / SDS 0.1% / 42°C / 15 min.
s




Posteriormente, se expusieron en una pantalla para analisis en Phosphorimager screen (Storm
System, Pharmacia Molecular Dynamics, Uppsala, Sweden). Las sefales en esta pantalla fueron
cuantificadas con ayuda del programa Image QuaNT (Molecular Dynamics, Uppsala, Sweden).

1.2.3 CLONACION DE DNAc DE CETP Y CETPI, Y OBTENCION DE PROTEINAS

RECOMBINANATES

Los productos de PCR, generados con los oligonucledtidos RAB5-RABG, fueron clonados en el
vector pMosBlue T (Amersham, U.K), Illamadas pMos Blue/CETP3® y pMos Blue/CETPI3”
Posteriormente, fueron recuperados y subclonados en el vector de expresion pGex-2T (Pharmacia
LKB Biothec, Uppsala, Sweden), generando dos plasmidos recombinantes a los que llamamos pGex-
2T/CETP3"® y pGex-2T/CETPI3. Estos plasmidos se transformaron en bacterias de ..la:cepa
Escherichia coli DH5a, para la obtenciéon de proteinas recombinantes, fuswnadas a’ Gutatlon—S
Transferasa (GST). Las bacterias transformadas se cultivaron durante 8 hrs. a 37°C i en' SOOml de

e sonncador por 30" en hlelo Los Ilsados fueron apl
1a;: S Loms MO ‘PUSA) (Smlth DB v Corcoran LM

(Profile n‘e’ 1 ‘elDelberg) Con base en esta lnformacx
sintéticos q alos extremos carboxilo de CETP Yy CETP IE:
e h kleermore CA, USA). Estos péptidos lncluy

cisteina en el extremo ammo para dirigir su acoplamiento a KLH (Keyhole lepet Hemocyanm)

Los peptxdos acoplados a KLH se utilizaron para la produccion de anticuerpos (IgY anti-CETP e
IgY anti- CETPI) en gallina, usando un protocolo estandar de 63 dias. El titulo de los anticuerpos en el
plasma se determind por técnica de ELISA. Las IgYs se aislaron de 12 huevos. Tanto el acoplamiento
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de los péptidos, como la produccion de anticuerpos y la titulaciéon por ELISA de la primera muestra de
plasma se realizé por ADI (Alpha Diagnostic International, San Antonio, TX, USA). Por otro lado, se
obtuvieron anticuerpos anti-BSA (contra albumina serica bovina) en gallinas blancas de la linea

LEGOHRN, inoculando por via subcutanea una vez a la semana. Los inéculos constaron de 200ug ===

BSA/200ul PBS + 200! de adjuvante completo de Freund (Sigma Immuno Chemicals, St. Louis, MC)
USA) en la primera aphcacnon y 200ug BSA/150u PBS + 150p| de adjuvante incompleto de Freund Rt

SDS. Este materlal
Medlum, BIO RAD

1:5,000 y antl-CETPI “1 30 000.~ En las: muestras de plasma y controles negativos con BSA se utilizd
anti-CETP 1:5,000y antl CETPI 1.15,000. Para el control positivo con BSA se uso anti-BSA 1:25,000.
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En todos los casos se usé como anticuerpo secundario Anti-Chiken 1gG, (H+L) conjugado a peroxidasa
(PIERCE, Rockford, IL, USA) 1:10,000. Tanto los bloqueos como las incubaciones se hicieron con
una suspension de leche descremada en polvo al 2.5% en TBS-Tween 0.1%, a 37°C, 1hr. La
visualizacién se hizo con SuperSignal Substrate (PIERCE, Rockford, IL, USA) en placas
autoradiograficas X-OMAT, (Kodak, Rochester, NY, USA).




1.3 Resultados

.31 UNA NUEVA VERSION DEL RNAm DE CETP ES EXPRESADA EN EL INTESTINO
DELGADO

Mediante amplificaciones por RT-PCR, a partir de RNAm extraido de higado, bazo, corazén,
intestino delgado, tejido adiposo y utero, se obtuvieron los productos que se muestran en la tabla 2.

Tabila 2. Productos de PCR amplificados con los oligonuclesdtidos mostrados en la Tabla 1. (—) No hubo amplificacién.
" OLIGONUCLEGTIDGS | HIGADG — BAZO  CORAZON I DELGADO T.ADIPOSO  UTERO
(pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb)
RAB1 — RAB2 462 - 462 462 462 462
RAB3 — RAB4 888 -— 888 888 —— —_—
RABS5 — RAB6 461 -— 461 461, 569 -— -
GAS3PF - GA3PR 990 990 990 990 990 990

No se detectaron amplificaciones a partir de 300ng RNAmM de bazo, muy probablemete,
debido a que los niveles de RNAmM de CETP en estos tejidos, estan por debajo de la capacidad de
deteccion de Ia metodologia utilizada. Los fragmentos de 462, 888 y 461pb, que se obtuvieron a
partir del resto de las muestras, corresponden a los tamanos esperados para el mensajero de CETP
con los juegos de oligonucledtidos RAB1-RAB2, RAB3-RAB4 y RABS5-RAB6, respectivamente.
Algunas de estas amplificaciones se muestran en la Figura 2A. Como puede observarse en esta
figura, aparentemente no hay aniplif“cacic’m a partir-del mehsajerb de}rdtero‘ y..el menséjero de

intestino delgado solo da senal con el:juego RAB1- RAB2. Sm embarg v‘. en Ia Flgura 2B muestra

una hxbrldam_on tlpo Southern de’ este:matenal utilizando la sonda RAB3- RAB4 Puede’ observarse

que si hay amp fica n lntestlno delgado
r B para intestino del‘gado.‘ Estos
ETP con un 97% de
n Ia eglon no cod:f:cante del

|ma et al (1 988)

como en uter

productos fueron's
identidad; cab
mensajero, de acuerdo con'la’

encia reportada pdr‘NA ga

PRNSN I3
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{A) HIGADO CORAZON I. DELGADO UTERO {8) HIGADO CORAZON I. DELGADO UTERO

100pb 100pb 100pb 100pb 100pb
1-2 3.4 5-6 1-2 3-4 5-6 1-2 34 56 1-2 3-4 5.6 1-2 3-4 5-6 1-2 3-4 5-6 1-2 3-4 5-6 1-2 3-4 5-6

Figura 2. A) Productos de PCR amplificados con los juegos de oligonucledtidos RAB1-RAB2, RAB3-RAB4 y RABS-
RABG6. B) Hibridacion tipo Southern, utilizando la sonda RAB3-RAB4. Los productos amplificados con el juego RAB1-
RAB2 y RAB3-RAB4 corresponden al tamafio esperado. La amplificacion con RABS5-RAB6 no alcanza niveles de
deteccion para intestino delgado y Gtero.

Al no observarse amplificacion en todos los tejidos con 300ng de RNAmM, se repitieron las
amplificaciones utilizando 400ng de RNAmM de todos los tejidos; en Ia Figura 3 se presentan cuatro
de estas amplificaciones. Puede observarse que la ampllfcacmn con'los ohgonucleotldos RABS-
RABG
ID1 este corresponde al tamafo esperado para la secuencia del DNAc de CETP de conejo reportada
'(Nagashlma et al, 1988). En cambio, la RT-PCR, a partir de RNAmM de intestino delgado, genera el
producto ID1 y un segundo producto de alrededor de 570pb, al que denominamos 1D2 (Fig. 3A). Por

rtir de RNAmM de higado y corazdn, genera un producto de a61 pb ‘al que denominamos

medio de hibridaciones tipo Southern, se comprobé que ambos productos amplificados corresponden
al DNAc de CETP; este resultado se muestra en la Figura 3B.

(A) H C 1D U 100pb (8) H C u 100pb

D2 ID2
$69pb l 569pb l

D1 D1
461pb 461pb

Figura 3. Fragmentos ID1 e ID2 de CETP, obtenidos a partir de RNAmM de higado (H), corazén (C), intestino delgado (ID) y
datero (U). A) Gel de agarosa, productos amplificados por PCR con los oligonucledtidos RAB5-RAB6. B) Autoradiografia de la
hibridacion tipo Southern empleando la sonda RAB3-RAB4.




El analisis de las secuencias de los productos ID1 e ID2 con ayuda del programa DNAstar,
demuestra que ambos se amplificaron a partir de mensajeros de CETP. La secuencia de nucledtidos
del fragmento ID1 abarca de la base 1391, en el extremo 3’ del ex6n 15, hasta la base 1852, en la
regién no codificante del exén 16. La secuencia del producto ID1 presenta una identidad del 100% con
la region codificante del DNAc de CETP de conejo (Nagashima et a/, 1988) y una identidad del 87%
con la secuencia de la CETP humana (Agellon et al, 1990). La secuencia del producto ID2 es similar a
la del ID1, sin embargo, incluye una seccién de 108pb entre los exones 15 y 16 (Fig. 4).

Con base en este analisis de la secuencia de nucledtidos, construimos: una representacnon

esquematica de los productos ID1-. e’ IDz "que kmostramos en la Figura 4A. " E : ‘sfa répresentac:on ;

de RT-PCR, obtenldo a partnr de RNAm no edltado el
anterior, conssderando que el RNA total mcluye a Ias E RNA mensajeros edltado Y- no”
editados. Los resultados de RT-PCR . a partir’ de n eiRNA total . fueron exactamentémlos_v

mismos, es decir, el producto ID1 se obtiene a ‘partir de’ las Oestras de a‘mbos tejidos',"»‘"py"'t"o' el

producto |ID2 solo pudo ser obtenido a partir de’ la mu stra,de mtestlno delgado. Concluumos segun'
nuestros resuitados, que en el intestino delgado se expresa una varnante del RNAm de. CETP.

n




A 97 pb

Exon xon 1 1491
RABS on 15 Exon 16 »
1391

ID1 461 pb

1462 TAG

ID2 569 pb -
GTG - TAG
. TGA g
55
Secuencia |
B
Exon 15 1419 Secuencial

atc aac ccc gag att atc act ctc gat GTG AGT GCA AAG CCC CTG TCG GCC CGT TCT CCG GGA GGG
CGG CCC CTG TCT CCA TGA GAC TGG CAA ACT GGC AGC CGA CCC AGC CTG CCC TTC TCG CCC

§5
TTG ACC TAG ggc tac ctg ctg ctg cag atg gac ttc ggt
106 1420 Exon 16

Figura 4. Representacion esquematica de ID1 ¢ ID2 mostrando la ubicacion de fa Secuencia Iyde Ios codones de termmauon A) La secuencla de ID1 es idéntica a la
secuencia de CETP de conejo. 102 es homélogo a ID1 pero incluye a la Secuencia I de 108pb entre Ios nudeotldos 1419 y 1420 limite entre los exones 15y 16 de CETP. - B)
Dentro de la Secuencia | (maylsculas) se localizan dos codones de paro (subrayados), uno en posicion 5 (T GA) y olro en su exlremo 3 posmon 106 (T AG) El coddn de

terminacion en la posicion 55 evita la traduccion del exdn 16.




Para tratar de establecer el peso aproximado de esta variante del mensajero de CETP se
hicieron hibridaciones tipo Northern. En la Figura S5A se muestra el resultado de la hibridacién con la
sonda control GA3PF -GA3PR. En los carriles 1 y 2 (RNA total de higado e intestino delgado,
respectivamente), se observa una banda de alrededor de 1.3Kb, correspondiente al tamario del RNAm ;
de GAPDH de conejo. Puede usarse como referencia la movilidad relativa, en el gel de agarosa-
formaldehido, de los RNAr 18s (1.7Kb) y 28s (4.7Kb), sefialados en la Figura 5A. En Ia Fugura 5B se
muestra el resultado de la hibridacién con la sonda RABS5-RAB6. En el carril 3 (RNA total de’ hlgado)
se observan una banda de alrededor de 2.2Kb, tamafio aproximado del mensajero de CETP de’ conejo
En el carril 4 (RNA total de intestino delgado), se observan esta misma banda, sin embargo no se
encontré una segunda banda que pudiera corresponder al transcrito de 1D2. Conslderamos que la
diferencia en tamario esperada para el RNAmMm de CETP! (de 2.3Kb) con respecto al RNAmM de CETP
(de 2.2Kb) no se pudo apreciar en el gel de agarosa al 1%.

A) 1 2 (8) 3 4
H D H

28 S ———p
2.2 kb

188 —00p
1.3 kb

Figura 5. Hibridacion tipo Northern con 100ug de RNA total de higado (H) y 100ug de RNA total de mtestlno delgado
(ID). A) Hibridacion utilizando la sonda control GA3PF-GA3PR, se observa en ambos lejldos la bandajcorrespondlente al
mensajero de GAPDH de 1.3Kb. B) Hibridacién usando la sonda RABS-RABB contra CETP' puede ciarse solo una
banda de 2.2Kb en ambos tejidos, correspondiente el mensajero de CETP




1.3.2 CETPI CARECE DEL SITIO DE UNION A ESTERES DE COLESTEROL

Enla Figura 6A se muestra una comparaciéon de la secuencia de aminoacidos, de los
extremoé carboxilo de CETP y CETPI, traducidas de las secuencias nucleotidicas de los productds
de RT—F’CR ID1 e IDZ La traduccién del RNAmM de CETP se detiene hasta el codon de terminacion -

propvedades tales como el punto isoeléctrico, el peso molecular,’

del sitio de unlon a esteres de colesterol
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Figura 6. Comparacion entre las secuencias de aminodcidos de CETP y CETPI. A) Secuencia de aminoacidos de los carboxilos ferminales de CETP y CETPY, traducidos de
los productos de RT-PCR ID1 e ID2, respectivamente. Las regiones subrayadas representan la secuencia de fos péptidos sintéticos empleados en la produccion de
anticuerpos. B) De acuerdo con ef analisis de las secuencias de am!noaados por medlo de Ios algontmos Garnier- Robson, Chou Fasman y. PHD CET Pt carece de la

estructura «-hélice anfipatica, motivo de union a esteres de colesterol en CETP en su hgar. eI wrboxnlo de CETPI presenta estruciura al azar hldrof licay nca en prolinas.




Comparamos la secuencia de CETPI con la informacién depositada en los bancos de datos
Gene Bank CDS Translations, PDB, Swiss-Prot, SPopdat y PIR, hasta el momento no se han
reportado proteinas homologas en secuencia a CETPL Por otro lado, el resultado dichas
comparaciones confirma la prediccion de estructura al azar del extremo carboxilo de CETP!.

1.3.3 EN EL INTESTINO DELGADO SE TRADUCEN CETP Y CETPI
Con base en las secuencias de aminoacidos disefiamos dos péptidos sintéticos,
comrespondientes al extremo carboxilo CETP y CETPI. Las secuencias de ambos péptidos se
muestran subrayadas en la Figura 6A. Estos péptidos sintéticos se utilizaron para la produccion de los
anticuerpos policlonales anti-CETP lgY y anti-CETPI |gY. Estos an!icuerpos fueron empleados en
pruebas de inmunotransferencia tipo Westem contra extractos crudos de hlgado e intestino delgado.
Se observé que la CETP de 68 kDa se expresa en ambos tejldos (Fig. 7A y.7B) y corresponde con el
: Nagashlma ‘et al, 1988) El uso de
¢ 1 poSitivo BSA, generan una senal
_5E') La Figura 7C muestra que ‘el

] : ] - La pOSIbllldad de otras modlﬁcacnones
postraduccnonales que pudleran afectar Ia movuhdad relatxva de CETPI esta‘en este momento bajo
consideracion en nuestro laboratorio.




H 1D H 1D H 1D H D BSA

220 kDa —9

97 kDa —»
a R CETP
66 kDa —p | ~68 kDa
BSA . ) CETPI
TT e ) %53 kDa
45 kDa —p Y B
-~ |
30 kDa —p v
A) EXTRACTOS CRUDOS B)lgY C) gy D) Anti-CETP E) igY Anti-BSA

Anti-CETP Anti-CETPI +Anti-CETPI

Figura 7. Inmunotransferencia. ldentificacion de CETP y CETPI en tejidos. Marcador de peso molecular (PM) extracto
crudo de higado (H) e intestino delgado (ID) (Panel A), incubados con anti-CETP IgY (Panel B), anti-CETP! IgY (Panel C)
y la combinacion de ambos (Paneil D). Control anti-BSA IgY (Panel E).

1.3. 4 CETPI ESTA PRESENTE EN PLASMA HUMANO Y DE CONEJO

al Iecer Sl CETPI es secretada al plasma, de manera similar a lo que ocurre

tras de plasma a sujetos normolipidémicos, tanto humanos como conejos.
n:pruebas de inmunotransferencia tipo Western y sus resultados se

muestran 'éh‘la Figura 83 lka Eigur_é ‘8A muestra el corrimiento de muestras de plasma de ambas
especies. icuerpo ng anti-CETP establecimos la presencia de CETP en muestras de
plasma human y e.col on._"L'mApeso molecular de 67 kDa y 68 kDa, respectivamente (Fig. 8B).
Empleando'el éng; ti;CETPI se demostré que CETPI también esta presente en el plasma
de ambas espé ,Pdr otro lado, el anticuerpo anti-CETPI muestra que CETPI se encuentra

en mayor dbh eht n en plasma humano que en plasma de conejo (Fig. 8C). Considerando que la

albumina es una de; Ias protelnas mas abundantes en e! plasma y que su peso es aproximando a! de
CETP, utlllzamo
positivos (Flg BB Y 80) Puede tomarse como referencia la Figura 8D, en la que se utilizé el anticuerpo

Iosvantlcuerpos anti-CETP y anti-CETPI contra BSA, con el fin de descartar falsos

anti-BSA contra plasma de las dos especies y BSA.
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(Agellon et al, 1990).

ti-CETP IgY (Panel B).

Muestras de plasma incubadas con anti-CETP! IgY (Panel C).
ambas especies incubadas con anti-BSA IgY (Panel D).

D) Anti-BSA IgY

identificacion de CETP y CETPI en muestras de plasma humano y de conejo. Marcador

Muestras de plasma incubadas

Muestras de plasma de

En este punto debemos considerar el intrén *O” humano Iocallzado entre los exones 15 y 16

La Secuencla ! txene 87% de homologla on 2 nt del mtron “O" humano cuyo

de CETP (ID1 de humano y de conejo, asi como de los carboxilos terminales de CETPI (ID2) de
conejo : de' Ia posible versiéon de CETPI

de humano. Esta ultima es una propqesta, que
corresbonde a una posibilidad de entre muchas otras que pueden ser generadas ‘p‘or edicion
alternativa. La secuencia propuesta podria carecer de la base 6 a la 96 del intrén *O". El codén de
terminacion de este producto podria encontrase en la posicidon 1573 del exén 16, generando una
variante 17 aminoacidos mayor que CETP, con un peso molecular de 56 kDa, 2.5 kDa mayor al
peso observado. Por otro lado, la homologia del residuo A6 al P12 de la Secuencia | de ambas
especies, a la que estaria dirigido el anticuerpo anti-CETPI IgY, seria del 50%. Es interesante notar
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que CETPI de ambas especies compartirian la estructura al azar, asi como caracter hidrofilico. Aun
con las observaciones anteriores, no podemos descartar la posibilidad de cambios

postraduccionales aunados a la edicion alternativa propuesta en esta tesis.

Tabla 3. Comparacion de las secuencias de los carboxilos terminales de CETP y CETPI, humanas y de conejo.

ESTRUCTURA  PM (kDa)

ISOFORMA SECUENCIAS DE EXTREMOS CARBOXILO Prodiceiony . (Prediociony P!
ID1 humano | GFLLLOMDFGFPE HLLVDFLQSLS ALFA HELICE 53.1 5.80
476 AA

ID1 conejo | GCLLLOMDFGFPK HLLVDFLQSLS ALFA HELICE 54.5 6.41
497 AA

L%% ';\L;\ma“° VKG_PLPAWLPPGGLGVSPARPSLLLPLPSGLPAAADGLWLP AZAR 56.1 6.28
ID2 conejo | VSAKPLSARS_PGGRPLSP AZAR 53.6 7.09
491 AA

Esta tesis representa el primer reporte en la caracterizacion de CETPI, una nueva version de
CETP que parece ser liberada al plasma en sujetos normolipidémicos, tanto humanos como
conejos. Basados en nuestros resultados, el mensajero de CETPI, identificado como ID2, puede
traducirse en una isoforma de CETP que, al igual que esta, es liberada al plasma a niveles
normales de lipidos. El RNAmM de CETPI presenta un peso molecular aproximado a 2.2Kb y, con
excepcion de la Secuencia /, muestra identidad con el extremo 3° del mensajero de CETP de
conejo. Hasta el momento sélo hemos identificado al intestino delgado como fuente del transcrito
de CETPI, por lo que, la CETPI| observada en plasma puede ser originada en este tejido.

En este pﬁhtb e_‘svintgresante mencionar que muchas variantes de CETP reportadas hasta
ahora se traduc’én}:en‘ fd‘r}n"és' no funcionales, asociadas con hiperalfalipoproteinemia (Appletquis et
al, 1995; Gotbda ei él, 1997; Sakai et al, 1996 y Arai et al, 1996). Previo a esta investigacion, se
ha observado que sdlo la isoforma CETPA9 se expresa y se secreta pobremente en plasma, sin
asociacion con hiperalfalipoproteinnmia (Inazu et al/, 1992 y Quinet et al, 1993).

Por otro lado, CETPI muy probablemente carece del sitio de unién a ésteres de colesterol,
aunque es probable que la capacidad de unién a fosfolipidos y en general la capacidad de
asociarse a lipoproteinas no se vea alterada (Wang et a/, 1993 y Kotake et a/, 1997). Lo ultimo es
especialmente importante, puesto que CETP es responsable de aproximadamente el 30% del
transporte de fosfolipidos en plasma (Yamashita et a/, 2000 y Pattnaik et al, 1979), y puesto que los
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grupos fosfato constituyen los sitios primarios de interaccion entre CETP y las lipoproteinas (Lagrost
et al, 1994; Abbey et al/, 1985 y Hesler et al/, 1988).

Este estudio es el primero en describir la presencia de CETPI en plasma humano, una nueva
proteina que amplia las posibilidades en el estudio del metabolismo de lipidos, tanto a nivel de.
plasma como a nivel local de intestino delgado. Una de las preguntas interesantes a resolver en
este momento concierne .a la funcién de CETPI y a la manera como esta intervien;eb en-la
homeostasis de lipidos. ' Las evidencias de su expresion tejido especifica, aunada a la ausencia del
sitio de un [e) ] s de colesterol, lleva a plantear la postblhdad de que CETPI |nterveng en los'

] del mensajero no ha conclmdo. chhos avances se presentan

anexos a este capxtulo
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Capitulo I

1.5 ANEXO

Expresion de RNAm de Higado e Intestino Delgado de Conejo, en

QOuvocitos de Xenopus laevis




I.5.1 Introduccion

proporcnona los

Esto mcluye e




I1.5.2 Materiales y Métodos

OBTENCION DE OVOCITOS DE Xenopus laevis

Los ovocitos se obtuvieron por cirugia a varios donadores, mediante un corte dlagonal de
aproximadamente un centimetro de largo en el plano anterior del abdomen. A traves de este corte
se extrajeron uno o dos l6bulos del ovario, que se conservaron en solucion Barth s con 0. 1mg/ml
de gentamicina. Los ovocltos se separaron de los l6bulos del ovario con ay Az i o]
estereoscopico MW 143FBGG) De los ovocitos disecados se;

encontraban’

rata myectados con RNA poh(A )‘

(NaCI 87mM \ , : 7 10mM, HEPES. 5mM KCI QpM pH 74)

durante 5 dlas cambxando Ia solucnon diariamente.




Al segundo dia de la microinyeccién se trataron con colagenasa para eliminar la teca. Al 5°
dia se dividid cada lote en 2 grupos, uno de ellos incluyé alrededor del 40% de los ovocitos
sobrevivientes al tratamiento con colagenasa. De entre estos se seleccionaron de 2 a 4 para ser
utilizados en’ el registro electrofisiologico. El resto se tratdé de manera similar a la descrita para la
produccién de extractos crudos de tejidos. Este procedimiento es facilitado por el tratamiento con
colagenasa, ya que en presencia de la teca la lisis no es total. Los ovocitos restantes (60%) se
incubaron hasta el 7° dia después de la inyeccion y se trataron de la misma manera que los

ovocitos del 5° dia.

La expresidon se verificd mediante registros electrofisiologicos usando la técnica de ‘pvatch'
clamp. En los controles positivos de expresion, inyectados con mensajeros de corteza cefebral de !
rata cuyas respuestas son bien conocidas (Sumikawa et al/, 1989), se hicieron reglstros utlllzando

diferentes agonlstas como son: acetnlcolma acndo glutamlco GABA, amdo kamlco dopaml

1imM pH 8, Aprotinina 1pg/ml'yLPMSF OO,,irg'/ml)ipoi"‘évélcit

de lipidos con extraccnones con acetona al 60%., I_a cuantlfcac:on de p otemas n xtractos se hxzo
por el método de BCA (PIERCE Rockford L, USA ) : :

Se llevo a cabo electroforesxs de Ios extractos crudos de ovocno (401.19 de proteina)-asi como el

contro! negativo BSA (3pg) en geles de al 12 5% acnlamlda SDS. Este matenal S| Iei:trotransf'ho' a
membranas de nltrocelulosa de 0 45),1"1 (Trans -Blot Transfer Medlum BIO RAD Hercules : CA USA),‘
para pruebas con los antlcuerpos anti-CETP 1:5,000, anti- CETPI 1: 15 000 .
todos los casos se. uso como antlcuerpo secundario Anti-Chiken 1gG,; (H+L)
(PIERCE, Rockford I, USA) 1:10,000. Tanto los bloqueos como las mcub
una suspension de Ieche descremada en polvo al 2.5% en TBS-TweenVOI 7°C 1hr La
visualizacién se hizo con SuperSignal Substrate (PIERCE, Rockford IL‘ USA) en placas

autoradiograficas X-OMAT, (Kodak, Rochester, NY, USA).
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1.5.3 Resultados

SISTEMAS DE EXTRACCION DE RNA e e =
El método de extraccion de RNA que comunmente se utiliza en este sistema de expresnon
es el método clasico de extraccion con tiocianato de guanidina (Chomczynskn_ et»»all, 1‘987), y la

(figura 1). En algunos de‘los lotes de ovocutos myectados con agua asi como en los'no nyectados '7'

producto de la expresiol g : ro de lmestlno delgado; sin embargo, la expresion del receptor

a substancia P solo puede ser’ pro ucto del material inyectado, por lo que podemos concluir que Ia

expresion del RNAmM de intestino delgado ha sido exitosa.




Los ovocitos inyectados con RNAmM de higado fueron expuestos a los mismos agonistas que
el resto de los lotes, sin embargo, hasta el momento solo hemos encontrado sefales negativas. Es
probable que los niveles de mensajeros en el higado que se traducen en proteinas registrables se
encuentren Bo} debajo del limite de deteccion para esta técnica. Por ello, en este momento se
estandanza como protocolo complementario la técnica de inmunotransferencia tipo VWestern para la
detecc:on de albumnna en lisados de los ovocitos microinyectados, empleando los anticuerpos IgY
anti-BSA: (1.2 4).~
anﬁqﬁé’fﬁo ,

A esta se agregara mas adelante la deteccidon de CETP y CETPI mediante los

anti-CETP e Ig¥Y anti-CETPI (I.2.4). De manera simultanea se estandarizara un

protocolo d munchistoquimica empleando los mismos anticuerpos, con el fin de determinar si las

isoformas’ € ienén al interior de las células, en cuyo caso podrian funcionar como regulador
/0 c p curre con la version CETPA9 (Inazu et al, 1992; Quinet et al, 1993), y/o si una

fraccmn de ellas e’ mserta en . la membrana celular, lo que podria significar que mtervnenen en ljos

procesos de |nt rcamblo de llpldos.

; Una vez Iogrado esto,.se propone la incubacién de los ovocitos inyectados con llpoprotelnas

purnf:cadas de plasma umano.:: El siguiente paso sera exponer diferentes combinaciones de estos
elementos alos qu ‘corporado [PH]Colesterol libre y/o ['*C]Colesterol esterificado (Ruiz-
Nonega et _a/,.vr1’996, Ortega y Mas-OQliva, 1986; Ortega y Mas- vOI:va, 1984). Esto
permltlra esta risferencia de colestero! entre ellos e incluso friedii' la actividad ‘de
CETP. i En e

establemendo

se debe confimar el resultado de la prednccnon de estructura
si conserva o no la capacndad union a colesterol llbre colesterol
fosfolipidos, y, si ello esta asociado a la capamdad de transferenc:a
determinar la_actividad de CETPI dependera losiresultados que se

estenflcado tna

obtengan hasta este punto
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Capitule 11

Sistema Para la Cuantificacion de la Proteina Transferidora de

Esteres de Colesterol en Muestras Biolbégicas y Sintéticas3+5

Resumen

La aterosclerosis es un proceso que permanece asintomatico durante décadas y Ios lineamientos
para su seguxmlento y tratam:ento dependen de los llamados “factores de rlesgo de aterogenesns

lrreverSIbles “Aln cuando los par

confiabilidéd no-se ha lograd ]

Ademas facilita la’ deteccnon oportuna de
individuos con riesgo no dtagnostlcados o con smdromes atipicos, lo -que reduciria de manera

importante la incidencia del proceso aterosclerdtico.

“Premio de la Camara Nacional de la Industria Farmacéutica, en el Area de Investigacién Tecnoldgica, 1999.

*Todos los materiales y métodos descritos en el CAPITULO Il de la presente tesis conforman una Aplicacién Internacional
de Patente (PCT), con humero de publicacién WO 02/32935 A1. Esta seccion se basa en la informacién original de la
Solicitud de Patente presentada ante las oficinas “Internacional”, “Mexicana”, "Canadiense” y de la “Comunidad Europea”
para registro de patentes.

i
i
!
;
1

SEl desarrollo comercial de esta patente seré llevard a cabo en colaboracién con Laboratorios SILANES S.A. de C. V.
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II.1 Introduccion

Desde los afos 70°s se ha establecido una correlacion definitiva entre tos niveles y tipos de
lipoproteinas con la cardiopatia isquémica. Se ha observado que altos niveles de lipoproteinas de
baja densidad (L..DL) puede resultar en un incremento de su incidencia, y que el retardamiento de la
remocién de estas particulas aumenta su tiempo de permanencia en el plasma, exponiéndolas a
modificaciones estructurales e incrementando su interaccion con las paredes arteriales. Por otro
lado, alteraciones de la apopriteina B (Apo B) reducen la capacidad de union de estas particulas a sus
receptores, por-lo que son reconocidas mayoritariamente por receptores de macrofagos, tales como
el receptor “basurero” o “scavenger" La incapacidad de los macréfagos de regular la internalizacion
de LDL modificadas a través de este receptor causa Ia acumulacton de ésteres de colesterol y con'
esto la formacnon de células’ espumosas fenomeno que favorece el desarrollo de la aterogenesus ;

La aterosclerosns es un fenomeno q'

Dxagnostlco de cardlopatla isquémica.
Hlpoalfallpoprotememla (Niveles bajos de

lipoproteinas de alta densidad o HDL). < Hipyer‘tx"‘igllcer’idémia.
<* Diabetes. (Lerman, 1996)




Para establecer si existe exposicién del paciente a factores de riesgo de enfermedad
coronaria se realizan, ademas interrogatorios dirigidos, exploracién, determinacion del perfil de
lipidos, electrocardiograma y radiografia de térax; cuando se sospecha de insuficiencia vascular
periférica se incluye el Ultrasonido Doopler y arteriografia.

Estos parametros permiten detectar a los pacientes que se encuentran dentro de los
llamados “grupos de riesgo”, en los que se incluyen individuos que debido a diferentes patologias
coinciden en algun, algunos o todos los factores de riesgo coronario. Sln embargo la primer fase
en el tratamiento de las dislipidemias tiene como objetivo principal la prevencxon es decir, el control
de las variables metabdlicas involucradas. Ya que |la aterosclerosis es un proceso que permanece'
asmtomatlco durante décadas, existe una gran cantidad de personas:con rlesgo de aterogenes:sr
que no han sido detectadas, puesto que atn no presentan las mamfestamones clmlcas (cardlopatla ‘
lsquemlca insuficiencia coronaria y/o vascular periférica, y pademmxentos relacnonados ala ocluslon
artenal) :

Para cuando estas manlfestacmnes se presentan q‘ poco que hacer en cuanto a

‘las expectatnvas en ‘cantldad

n ‘de riesgo de aterogénesis
tlpo de poblacnon susceptlble de

se puede hab ! specha cllnlca de rlesgo ‘de _aterosclerosis”, puesto que los
la’ homeostaSIS de los |lpld05 en humanos y en

estlmulos por lo:que no se ha logradc establecer hasta el rnomenb una relacion clara entre muchos .

en en ella.

De .entre los actores a evaluar para establecer el riesgo de aterogénesis, los mas conflables
dentro del pert”l de |lp|d05 son niveles elevados en sangre de colesterol total y de LDL. Sin

embargo, la combmacnon de estos con el resto de los parametros requiere de un analisis que es
impreciso, y_que en clinica y experimentalmente ha mostrado no ser satisfactorios para evaluar el
riesgo de aterogénesis. Un ejempio de esto son los niveles de HDL, que durante mas de 30 afios se
han considerado como un factor determinante en el diagnostico. Mientras que trabajos recientes
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confirman su utilidad como factor se riesgo (Moriyama et al/, 1998; Agerholm-Larsen, Tybjaerg-
Hansen et al, 2000 y Agerhoim-Larsen, Nordestgaard et al, 2000), otros estudios epidemiolégicos
muestran resultados inconsistentes. De acuerdo con Hsu et a/ (2001) y Zhuang et al/ (2001), por
mencionar solo algunos, no existe relacién entre HDL y enfermedades asociadas a la
aterosclerosis, al tiempo que recopilaciones realizadas por otros autores concluyen que la relacion
parece variar entre grupos étnicos y en funcion de diferentes combinaciones de factores tales como
tabaquismo, obesidad, hipertension e hipertrigliceridémia, entre otros (Von Eckardstein et a/, 2001 y
Grundy et al, 1999). En resumen, HDL per se no es un buen parametro para evaluar el riesgo de
aterogénesis, en cambio, la aterogénesis parece estar asociada a !a proporcion e interconversién
entre los diferentes subtipos de HDL (ver Introduccion, Capitulo 11}), fendmeno dependiente de la
actividaq,'dé las proteinas PLTP y especialmente CETP (Von Eckardstein et a/, 2001).

: Por lo antenor ‘se hace necesano proponer nuevos factores que incrementen la confiabilidad
del dlagnostlco de riesgo de i o de ellos es la determxnacmn de los niveles de
CETP en el plasma‘“ nen
conocxdos que mterv




aterogénica, por lo que es importante en la susceptibilidad o resistencia a la aterosclerosis (Kondo et
al, 1989; Bruce et al, 1998).

La CETP es una proteina muitifuncional que promueve el intercambio de ésteres de colesterol
entre HDL y LDL, y el intercambio de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre HDLy VLDL: Su
efecto sobre el catabolismo de las HDL tiene influencia sobre su contenido de ésteres de colq;terol; asi

como sobre su composicién, tamafio y estructura esférica (Rye et al, 1995; Bruce et al, 1998)””‘ De

acuerdo con todo lo anterior y, a pesar de lo que se planted en un principio, el factor que dete L |na IaA.

capacidad aterogénica o anti-aterogénica de CETP no es su efecto sobre el nivel en plasma de HDL s
sino la distribucion de tamarfos de su poblacion, lo que correlaciona enormemente con los nlvele s*de o
CETP (Brown et a/, 1989 y Von Eckardstein et a/, 2001). )

Con base en estos antecedentes, es parte del objetivo de esta tesis pres !

una herramienta que facilite
aterosclerosis, asi como mejorar la ef‘ctencla .en',
diagnosticados.' 3

‘] emont et a/ (1994) cuyo :
Este .

C—termmal

monoclonales TPZy TP2 C
segundo biotinilado.’ “Con base en estos trabajos se han venido utilizando estos snstemas de ELISA
para cuantificacion de CETP tanto en ceélulas en cuitivo, como en plasma humano; sin embargo,
debido a las compllcac:ones técnicas y a la naturaleza de los equipos requeridos para su uso, estos
sistemas son de uso restringido, y no se han podido aplicar en clinica. Tal es el caso de la patente__




estadounidense USOS5770355, registrada por Brocia et a/ (1998), titulada “Heart disease test kit and
method of determining a heart disease risk factor and efficacy of treatment for heart diseases”. Esta
patente requiere de la sintesis de una particula artificial y el uso de colesterol acoplado a una
molécula fluorescente, lo que limita su uso a laboratorios que cuentan con el equipo necesario para
medir fluorescencia.

En esta tesis presentamos el disefo, validacion inicial y manejo de un_ sistema .para la
cuantificacion de CETP, planteado con el propdsito de adaptarse a las necesndades del uso en
clinica, cuyo registro de patente esta en progreso y del cual se ha hecho referencna al inicio del

Capitulo Il (Nota 4). En dicho registro de patente, se presenta como’: "Motnvo “de/ la’Invencion” el

proporcionar un sistema para detectar y cuantificar los nlveles dela CET ‘en muestras blologncas y

sintéticas, de manera sencilla y rapida, que permita mejorar 1a d

ccion dlagnqstlco Y seguimiento

veterinaria.’
pacuentes que ya fueron dlagnostlcados
en su caso, Ia,e,fectlv,ldad deé las’ c}_letas v/
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1.2 Materiales y métodos

I1.2.1 OBTENCION DE ANTIGENOS ESTANDAR
Proteina Recomb/nante GST/CETPCOH
Se dlseno un juego de los oligonucledétidos que permite 1a amplificacion especifica del extremo

3' del DNAc de CET!
presente tesis

tiene un alto

TAMANO DE LOS OL‘GONUCLEOTIDOS
TEMPERATURA DE FUSION' ‘
CONTENIDO DEG-C: . .

TAMARO DE LOS F’RODUCTQ '

NUMERO MAXIMO D

de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos de le Cap:tulo l (12 1) de la

). k_En el dlseno se tomod en consideracion que la secuencta de DNA de CETP

en 1988.
. Del nucleotldo 1
De ‘18 a 30 bases

i nuclec}tidc A 870.»’

00—1000 pb

E COH RENCIA EN BASES CONSECUTIVAS :

Ollgonucleotldo VS, Ohgonucleot:do (cualquuera)

Ollgonucleotudo vS. Ol:gonucleondo (solo G-C) =2
Extremo 3’ VS. Extremo 3'= 2.

n
b

No se adaptaron o adicionaron sitios de restriccion.

Las secuencias del juego de oligonucledtidos utilizados en el Capitulo Il de esta tesis se

presentan como sec

uencia de ldentificacion-1 (ID-1) (RAB5 en [.2.1, oligonucledtido sentido) y

secuencia de ldentificaciéon-2 (ID-2) (RAB6 en [.2.1, oligonucledtido antisentido).

LOCUS:
DEFINICION:

FUENTE:
ORGANISMO:

REFERENCIA:
COMENTARIOS:

CETP conejo; 24 nt
Oligonucledtido sentido, Proteina Transferidora de Esteres de Colesterol (CETP)-
de conejo, RNAmM.
Oryctolagus cuniculus, de DNAc a RNAmM.
Conejo Blanco Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus)
Eukariota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata: Mammalia; Eutheria;
Lagomorpha; Leporidae; Oryctolagus :
De la base 1391 a la 1414
Ubicado en el extremo 3' del exén 15 del RNAm de CETP reglon codlflcante
Contenido de G-C de 45.8%, temperatura de fusidén 55.9°C.

1391 1414

TC ATC AAC CCC GAG ATT ATC ACT.C

ID-1. Secuencia del oligonucledtidos sentido, compatible con el oligonucledtido antisentido con secuencia_ lD-2 —en

amplificaciones por PCR.
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LOCUS: CETP conejo; 25 nt

DEFINICION: Oligonucledtido antisentido, Protenna Transfendora de Esteres de Colesterol
(CETP) de conejo, RNAmM. : co : :
FUENTE cmiii.  Oryctolagus cuniculus, de DNAca RNAm.

ORGANISMO . Conejo Blanco Nueva Zelanda (Oryctolagus éunlculus)
: Eukariota; Metazoa;- Chordata;: Cranlata;

BEARES e Lagomorpha; Leporidae; Oryctolagus IRy T
REFERENCIA: Complementario a la secuencia de la’ pase 1852 a Ia 1828
COMENTARIOS: Ubicado en la regién no codificante del exon’ 16 del RNAm de CETP ontenldo
SRR S de G-C de 48 0% temperatura de fu i : .

Vnte del exén 16 del
RNAmM de CETP.
60.4% y la temperatur.
12150

poxjcentaje de G-C de
e fusion es'de ' 83.2.°C..: Las condiciones de ;ampl_ificacién se indican en

e clonado en el vector

pMosB/u T (A

|dennrcaé.i6n 4 (ID 4)




LOCUS: pMosBlueT; 3 nt- CETP conejo, 472 nt

DEFINICION: Extremo 3’, del RNAmM de CETP de conejo, con un codon del vector pMosBlueT en
: su extremo 5’. Fragmento subclonado de pMosBlueT a pGex-2T.

FUENTE: Oryctolagus cuniculus, de DNAc a RNAmM.

ORGANISMO: Conejo Blanco Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus)

) Eukariota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;, Mammalia; *Eutheria;
el . Lagomorpha; Leporidae; Oryctolagus.
REFERENCIA: De la base 1391 (ex6n 15) hasta la base 1852 (ex6n 16).
COMENTARIOS: Cododn de terminacion de CETP base 496 (negrillas). Coddén marcado como pMos
T (subrayado) acarreado del vector pMosB/ueT durante la subclonacion en pGex-2T.

pMos . CETP EXON EXON
3381 15 16
GAT | cTc TTC GAA ATC ATC AAC CCC GAG ATT ATC ACT CTC GAT | GGC TGC CTG CTG CTG CAG ATG

GAC’ 'I'-I'C : GGT TTT. . CCC AAG CAC CTG CTG GTG GAT TTC CTG CAG AGC CTG AGC TAG
CAGGGAGCTGGAGACACAAGACACGCTGACGTCTCCGCCCATCGGGGTGGAGGTCAGGGAGTGGGTCGGAG
GGCTCCCAACTCC”I‘I’CTGTCCTGAAGACCCCTAGCATGAAAGCAGCATACCCTGGGCAGGCAT
C >/ GCGGCTAAGCCACTGGTCAGGACACCTGCGTCTAGGGTGCTCCGGATCCCAGCTGCCTGCTAAC
GTGCACCCTGGGGAGCAGCCGTGCTGGTTCCCGCCAGCCACATCGGAGACCCAGACTGAGGTCCTGGCTCCT
GGCTI-FAGCCTGCCCAGTGAGTGGCAGCTAAATCT CTGGCTGTCTCTCTCTGCCTCTCAAGTAAACGA
1852

1D-3. Secuencna de nucleét(dos del fragmento de CETP recuperado de pMcsElueICETP3' y subclonado pGex—ZT ‘La clona
pGex-2T/CETP3' lncluye tres nucleétldos de vector p os (subrayados) entre la reglon codificante para GST y la codlﬁcante
para CETP. : i .

Locus: - CETP conejo; 33 aa
DEFINICION: .Seccion correspondlente a CETP enla
FUENTE: Oryctolagus cuniculus:
ORGANISMO: Conejo Blanco: Nueva Zelan
' Eukariota;Metazoa
Lagomorpha Leponda ’
Del residuo lle 464 a Ser'

oteina de rec

)mbinante GST/CETPCOH.

REFERENCIA:
COMENTARIOS:

colesterol.

negrillas.
NO. DE AA 33
SECUENCIA DE CETP
EN GST/CETPCOH Phe Gly. Phe Pro
ESTRUCTURA ALFA HELIC
P.M. (Daltons) 3731. 1

P.l 3.99 .

iD-4. Secuencia de aminoacidos correspondnente ‘a Ia secc:on de CETP en Ia protelna recombinante GST/CETPCOH
codificada por la clona pGex2T-CETP 3°.
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Péptido Sintético CETP H486-5496 }
E! disefio del péptido sintético tiene como fin la. obtencion de un: anticuerpo con alta
especuflmdad a CETP El disefio se apoyd en la mformacnon obtenuda a partlr de la secuencua del

entre Ios ultnmos "

el antlcuerpo solo
r fue tomando en cuenta

inmune.
aminoacidos,’




Que tenga un residuo cisteina en su extremo amino, para dingir su acoplamiento a la proteina
acarreadora. Se agrego el residuo cisteina y se acoplé a la proteina acarreadora KLH, de manera
que se dejo expuesta la ventana de reconocimiento al sistema inmune.

Que se encuentre en una regién cuya respuesta inmune haya sido probada. En trabajos anteriores

se ha demostrado especificamente que el motivo del extremo carboxilo de CETP hp;jmano genera
respuesta inmune, obteniendo un anticuerpo monoclonal contra este motivo (Swens'o‘n» et al, 1989).

secuencia

se muestra'c

LOCUS: I CETP conejo; 12 aa

'Secuencna de péptido sxntetlco

FUENTE' Oryctolagus cun/culus
ORGANISMO Conejo Blanco Nueva Zelanda (Oryctolagus cun/culus)
Eukariota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata
Lagomorpha Leporldae' Oryctolagus.

REFERENCIA:

COMENTARIOS:
B : estructura oc-helxce responsable de la actividad de: ‘transferencia de. los esteres de

colesterol. Abarca los residuos Leu 488, Phe 491 y Leu 495 (negrill

NO. DE AA 12

PEPTIDO CETP H486-5496 Cys His Leu Leu Val Asp Phe Leu: Gin Ser Leu Ser
ESTRUCTURA ALFA HELICE

P.M. (Daltons) 1373.9

P.l 5.609

SOLUBLE EN H>O a pH9.5

ID-5. Secuencia del péptido sintético CETP H486-S496, disefnado para la produccién del anticuerpo policlonal IgY Anti-CETP
HA486-5486. Este péptido tiene un residuo cisteina en el extremo amino, que se utilizd para acoplario a la proteina acarreadora.
Los datos de peso molecular (P.M.), punto isoeléctrico (P.l.) y carga a pH7, fueron obtenidos con ayuda del programa DNAstar
{Lasergene), el valor de pH al que el péptido se vuelve soluble en agua se obtuvo experimentalmente.
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I1.2.2 EL ANTICUERPO IgY Anti-CETP H486-5S496

El anticuerpo policlonal Anti-CETP H486-S496, fue obtenido en gallinas blancas de la linea
LEGOHRN, inoculadas con el péptido sintético CETP H486-S496. Aunque pueden obtenerse
ant|cuerpos en varios modelos animales que no expresan CETP, se eligié usar gallinas con el fin de
obtener titulos mas altos. El procedimiento para su obtencion se expuso en [.2.4.

La especificidad del anticuerpo se probé usando diferentes antigenos control, tales como
BSA, el péptido sintético CETP H486-S496 y su equivalente en CETPI (descrito en 1.2.4), ambos
libres como acoplados a BSA. También se utilizaron las proteinas recombinantes GST/CETPCOH y
GST/CETPICOH (descritas en 1.2.3). Ademas de los antigenos sintéticos, se utilizaron antigeno's

bIOIOgICOS como plasma de humano, conejo, gallina y raton; extractos crudos y depletados de

llpxdos de tejidos perfundndos (ver 1.2.5) y de ovocitos de Xenapus laews

1.2.5.

I1.2.3 MUESTRAS DE PLASMA : : FO ) ;
~Las muestras de‘plas a se obtu' eron de su;etos donadores en el Ba co de Sangre en el

"20 de Novnembre del ISSSTE La poblacnon se restnnglo a su;etos de 17

afios en adelante tanto hombres como muleres clmlcamente sanos con al fnenos 10 horas de’

Centro Medlco Nacnona

ayuno
unidad,”

como. las. muestras de: plasma a cuantlfxcar. Las concentraciones se reflrleron en fmol/mi, esta
unidad permitid equlparar la concertacton del péptido sintético con la de CETP plasmatica, lo que no

seria posible si ambas se ref‘rleran en Hg/ml debido a sus diferencias en peso molecular. La curva

estandar abarco de 2.500 a 0.019 fmoles, en 100ul de buffer de acoplamiento SOmM (Nazco;. 35mM B




/' NaCOs 15mM) pH 9.6, en 8 diluciones seriales 1:2. De las muestras de plasma se emplean sdlo

10nl (50 ul de diluciéri 1:5,000), los que no requieren de tratamiento previo alguno. El acoplamiento
se hczo toda 1a noche a 4°C

iclonal anti-CETP H486-S496 en dilucion 1:5000, ‘en ‘PBS-Tween 0.1%
Smg/ml durante 2hrs a 37 °C.

Después de cuatro lavados con agua

lgG (H+L) conjugado a

50




II.3 Resultaclos

I1.3.1 VENTAJAS DEL DISENO DEL PEPTIDO SINTETICO CETP H486-5496

E| sistema de deteccién y cuantificacion de CETP requiere de un anticuerpo dirigido
espécificamente contra el sitio de unién a lipidos neutros, esto para garantizar que sélo se detectara
la CETP que conserve este epitope y, por lo tanto, que conserve la capacidad de union a lipidos
neutros, entre ellos los ésteres de colesterol. A lo anterior, se debe agregar que la variante
CETPAS descrita por Quinet et al/ (1993) conserva el epitope de union a lipidos neutros; aunque es
inactiva en la transferencia de lipidos. CETPAS es potencialmente detectable por el antlcuerpo antl—
CETP Ha86- S496, sin embargo, se sabe que es secretada pobremente al medio extracelular y no

se tienen reportes de su presencia en plasma, por lo que su efecto en la cuantnfncacnon de CETP
mediante este sistema sera mlnlmo ‘© nulo.

Por otro Iado en‘el ap:tulo antenor de esta tesis se describe un P

mamlferos o cualquner

txvos y cuantnfucacnones‘




El péptido sintético CETP H486-S496 con secuencia |D-5, tiene las siguientes
caracteristicas: Su secuencia corresponde del residuo H486 al S496 de CETP de conejo, es decir,
los ultimos once residuos de la proteina, la secuencia tiene estructura a-helice, por lo tanto presenta
solo una ventana de reconocimiento al sistema inmune. Por lo tanto, la region reconocida por este
anticuerpo es menor a la de anticuerpos policlonales reportados por otros autores, entre elios Roy
et al en 1996, cuyos anticuerpos se han utilizado ampliamente en investigacion y para cuantificacion
de CETP, trabajos que discutiremos mas adelante. La secuencia de CETP H486-S496 se
encuentra dentro del motivo de union a ésteres de colesterol e incluye residuos L488, F491 y 1L495,
tres de los cuatro de especial importancia para mantener la capacidad de union a lipidos. No tiene
homologia con otros epitopes de CETP ni con otras proteinas de mamifero o gallina; en cambio, la
regién carboxilo terminal de CETP elegida es altamente conservada en varias espeéies de
mamiferos: 100% entre humano, conejo y mono, y 90% con hamster. En cuanto a su capacxdad‘
antigénica, quedd demostrada mediante la obtencion del antlcuerpo pollclonal Antl CETP H486-

Salto et al (1 999) reporta varios peptldos ‘sintét




11.3.2 PROPIEDADES DEL ANTICUERPO IgY anti-CETP H486-5496

Se confirmod la especificidad de IgY anti-CETP utilizando diferentes antigenos control,
negativos y positivos, en Inmunotransferencia tipo Western. Se utilizaron muestras de plasma
normolipidémico, tanto humano como de conejo, que se muestran en la figura 1A. --Como- puede
observarse, IgY anti-CETP reconoce una banda de 66 kDa que corresponde a CETP humana y una de
68 kDa que corresponde a CETP de conejo. Puede tomarse como referencia la figura 1D, eh la que se
muestra plasma humano y 3ug de BSA incubados con IgY anti-BSA, donde se obsefva kuh‘a" b:a‘n’da‘ de

67 KDa correspondientes al peso molecular de BSA.

crudo de ovoclto de Xenopus laevis.: Pu

mngur\' de los casos Los péptidos smtetxcos CETP- H486 8496 y'su equlvalente en' CETPI tanto
Ilbres como acoplados a KLH, fueron utilizados como control positivo y negatlvo respectlvamente
en. ELISA Ademas de los controles ya mencionados, se incluyeron plasma de ratdén y extractos

crudos de Escherichia coli y de diferentes tejidos, asi como el correspondiente control negativo de
cada prueba con IgYs preinmunes (Datos no mostrados).

PM HUM RAB CETP CETPI CHI XEN HUM BSA
216 kDa —> . i
CETF 268 kbatp | & . “ . - BSA

~66 kDa—p» S . gy : el “%-~67 kDa

457 kDa — | gypriy
32.5 kDa — | Sl

A) PLASMA B) GST/COH C) CONTROLES D) lgY Anti-BSA
RECOMBINANTES NEGATIVOS

Figura 1. Inmunotransferencia. IgY anti-CETP contra plasma normolipidémico humano (HUM) y de conejo (RAB) (panel A),
proteinas recombinantes control GST/CETPCOH y GST/CETPICOH (panel B), controles negativos plasma de gallina (CHI) y
extracto crudo de ovocito X. laevis (XEN) (panel C). Control positivo IgY anti-BSA contra plasma humano (HUM) y BSA (pane! D).
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11.3.3 CONDICIONES OPTIMAS PARA LA PRUEBA DE ELISA
Capacidad de deteccion

Experimentalmente se establecieron los limites maximo y minimo de deteccion de este
sistema, usando como antigeno estandar al péptido sintético CETP H486-S496. Se probaron
diferentes rangos de deteccion, y finalmente se determiné que el nivel maximo de deteccion
confiable es de 0.01ug (7.27855 x10° fmoles) y el minimo de 1x10°® ug (7.27855x10™ fmoles); estos
resultados se muestran en la figura 2. Esta figura representa el resumen de un grupo de
experimentos, donde los estandares, asi como las diferentes combinaciones de controles positivos
y negativos se aplicaron por duplicado. En ella se muestra la relacion entre la concentracion del
péptido sintético (Log10) contra el porcentaje de densidad 6ptica (DO) observado en cada caso. EI
valor de correlacion entre estos datos es de 0.96.

Niveles de Deteccion

120 o e
100
80

60

% de DO

40

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
fmoles de Péptido Sintético / 100w

Figura 2. Capacidad de deteccion de anti-CETP IgY, en el sistema de cuantificacion de CETP por técnica de ELISA. Log10
de la concentracion del péptido sintético en fmol / 100ul V.S. % de DO, r = 0.96. (+) Datos experimentales, () Datos
calculados.
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Se probd también la capacidad de deteccion del sistema. en dtlucnones de plasma humano.
Con muestras provementes de diferentes individuos, se probaron ‘varios rangos de dllucmnes
fnnalmente se: estab!ecueron cuatro diluciones seriales de 1:2, que va de 1: 1000 a- 1 8000 En la

--~figura:3 se’ observan los resultados obtenidos en tres experimentos diferentes con dos muestras de .

plasma, utlll;ando alicuotas de las mismas muestras. La concentracion de CETP ‘se’ reporfta en
fmol/50ul de dilucién, cada muestra se titulé por triplicado. La grafica representa la media de cada
dilucién con su respectiva desviacion estandar. .

Diluciones Seriales de Plasma Humano
0.05 - S

0.045

0.04040.008 @ Plasma 1
|E Plasma 2

0.04 |
|
b

0.035

0.03 0.027+0.001
0.025
0.02

0.015
0.009+0.001

Concentracion de CETP {fmolful)

0.01

D4+0.0003

0.005 0.003+0.001

Q.002+0.0002

1:1000 1:2000 1:4000 1:8000

Figura 3. Concentracion de CETP en diluciones seriales 1:2 de plasma humano, de 1:1000 a 1:80000. Se muestran las
medias de tres experimentos realizados con alicuotas de las mismas muestras de plasma y sus correspondientes DS.
Plasma 1 r = 0.99, Plasma 2 r = 0.99

Precision y reproducibilidad del ensayo

De manera simultanea a las pruebas con plasma se calibrd una curva estandar, acorde a la
concentracion de 1.1 pg/ml de CETP plasmatica reportada por Ritsch et al en 1993. La cantidad de
CETP esperada, en 50l de las diluciones mostrada en la figura 3, va de 5.5x102%a 6.87x1073 ug
(1.04 a O. 13 fmoles) por pozo En la curva se empleod el péptido sintético CETP H486-S496 en
diluciones senales 1:2, ‘de 2.5'a 0.019 fmoles (el ultimo punto corresponde a O fmoles) por pozo En
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todas las pruebas se incluyé una combinacion de controles positivos y negativos, todos por
duplicado. En la figura 4 se muestra un ejemplo de la curva estandar, en cada punto se grafico la
media de 5 experimentos, realizados en diferentes fechas, incluidas sus respectivas desviaciones

estandar.

Repetitividad

120

B

100

A
X
80
| ——Curva Promedio |

60

% de DO

40

-0.1 0.4 0.9 1.4 1.9 2.4 i
fmoles de Péptido Sintético/ 100ul :

Figura 4. Curva estandar, calibrada a partir de la concentracion de CETP esperada en las diluciones de plasma humano, con
base en la prueba de capacudad de deteccion mostrada en la figura 3. Concentracion de CETP en fmol/100ul V.S. % de
Densidad Optlca

Como puede observarse, los datos muestran un comportamiento logaritmico, el que puede

ser descnto por la ecuacion:

y=a-b In(x+c)

Donde las constantes a = 90,50, b = -9,50 y c = 0,00037 son aplicables a todos los ensayos,
siempre y cuando se efectien bajo los términos de concentracion aqui referidos (2.5 a 0.0
fmol/100ul, usando el péptido sintético V.S. % de DO). Conforme a esta ecuacion, se calculd la
concentracion de CETP en las muestras de plasma graficadas en la figura 3. La concentracion del
Plasma 1 es de 2.06 (20.61) ug/ml y la del Plasma 2 es de 1.264 (£0.53) ug/ml. Esto corresponde
con los valores de CETP reportados en plasma humano que varian alrededor de 1.8 y 2 pg/ml

(3.38976x10* — 3.7664x10° fmol/ml) (Kiyohara et al/, 1998). e R
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Determinacion de CETP en muestras de plasrma humano

Se hicieron ensayos utilizando las condiciones para la ELISA definidas en las secciones
anteriores y referidas en Materiales y Métodos de este capitulo. Con ellas se hizo la determinacion
de 22 muestras de plasma humano. En la grafica 5 se muestra el resultado de estas
determinaciones, en ella se expresa la concentracion de CETP en fmoles por pozo, es decir en 50
ul de dilucién 1:2,000. A partir de este valor se calcuié la concentracion de CETP plasmatica para
cada muestra.

i Determinacién en Muestras de Plasma Humano

80 - e e R

% de DO

- &1- Curva estandar experimental

40 C e Curva estandar calculada I
’ A Muestras de plasma 1
20 - - . ) -
o]

o] 0.8 : 1 1.5 2 2,5
fmoles de CETP H486-5496/100ul

Figura 5. Curva estandar experimental y calculada de una prueba de ELISA, usada para la determinacion de 22 muestras
de plasma humano. Se uso el péptido sintético CETP H486-S496 como antigeno estandar.

De acuerdo con estos resultados, los niveles de la CETP en este grupo de sujetos es de 2.2
+1.6 ng de’'CETP/mI de plasma. La DS indica una amplia variacién de datos en esta muestra. Este

comportamiento difiere del reportado en otras poblaciones, lo que se discutira en el capitulo
siguiente.




Lo reportado hasta este momento es una breve descripcion de la validacion y forma de uso
del “Sistema de cuantificacion de CETP”, disefado para manejar hasta 39 muestras en cada caja
por duplicado, en un protocolo que incluye la curva estandar y al menos un control negatlvo todos
por duplicado. Experimentalmente hemos descartado falsos positivos mediante ‘el’ uso ‘de* una

combinacion de controles negativos y positivos, pero se debe incluir un control negatlvo'con el f'n de’
considerar el error experimental propio del usuario del sistema. :

en este momento se encuentra en tramite en las oficinas “Internacional”, “Me "

Internacional de Cooperacién de Patentes. En ella se estipula que:

"La presente invencion consiste en un sistema para detectar )
snstema requner
H486—S496
ldentlfcar :

ultlmos 11
= nto este snstema puede ser utll tanto en mvestngacnon como

residuos del carboxilo termlnal Por Io

en el laboeratorio clinico humano > vetennarlo -La utilidad de este “Slstema de cuantlflcacnon para

CETP" en el diagndstico de rlesque aterogene5|s tiene su evaluacion inicial en un estudio piloto
que se presenta en el sigyuiente capitulo de esta tesis.
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CONVENIO DE COLABORACION PARA DESARROLLO DE TECNOLOGIA QUE
CELEBRAN POR UNA PARTE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO EN LO SUCESIVO LA UNAM", REPRESENTADA EN ESTE ACTO POR
SU COORDINADOR DE LA INVESTIGACION CIENTIFICA, DR. RENE DRUCKER
COLIN, CON LA ASISTENCIA DEL DIRECTOR DEL INSTITUTO DE FISIOLOGIA
CELULAR, DR. GEORGES DREYFUS CORTES Y POR LA OTRA PARTE,
LABORATORIOS SILANES, S.A. DE C.V., EN LO SUCESIVO “SILANES"
REPRESENTADA EN ESTE ACTO POR SU VICEPRESIDENTE DE
INVESTIGACION Y DESARROLLO, LIC. SUAN LOPEZ DE SILANES, AL TENOR DE
LAS SIGUIENTES DECLARACIONES Y CLAUSULAS:

DECLARACIONES
I. DECLARA “"LA UNAM™":

1. Ser una corporacién publica, organismo descentralizado del Estado, dotado

de piena capacidad juridica y que tiene por fines impartir educacion superior
para formar profesicnistas, investigadcres, profesores universitarios y técnices
dtiles a la sociedad, organizar y realizar investigaciones, principalment2 acerca
de las cendiciones y problemas nacionales, y extender con la mayor amplitud
pcsible ios beneficios de la cultura, segin lo dispuesto por el articulo 1° de su

Ley Organica en vigor, publicada en el Diario Oficial de la Federacion del 6 de
enarc de 19465,

Que su representacion legal corresponde aj Rector. Dr. Juan Ramon de la
Fuente Ramirez, de conformidad con los articulos 9° de su Ley Organica y 30
del Estatutc Genaral de la Universidad Nacional Autdonoma de México en

vigor, tenienco facuiltades para delegar su representacion segun lo dispuesto
por ei articulo 34. fraccion ) de dicho Esiatuto.

3. Que el Dr. René Drucker Colin, en su caracter de Ccordinador de [a
Investigacion Cientifica. se encuentra plenamente facultado para suscribir el
presente convenioc, de conformidad con el Acuerdo que delega y distituyo
competencias para efectos de la suscripcidn de convenios, contratns y desnas
instrumentos consensuales en que la Univearsidad sea parte, expecido por et
Rector y publicado en 1a Gaceta UNAM del § de junio de 2000.

Que dentro de su estructura acadamico-administrativa se encuenira 2f Instituto
de Fisiologia Celular, el cual cuenta con la infraestructura y los recursos
suficientes para dar cumplimiento al objeto de este convenio.
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Que para la ejecucion del objeto materia del presente convenio, sefiala como
su domicilio el del Instituto de Fisiologia Celular, ubicado en el Circuito Exterior

s/in de Ciudad Universitaria, Delegacion Coyocacén. C.P. 04510, Maéxico,
Distrito Federal.

Que para los efectos legales de este instrumento sefiala como su domicilio el
ubicado en el 9° piso de la Torre de Rectoria, Ciudad Universitaria, Delegacion
Coyoacan. C.P. 04510, México, Distrito Federal.

. DECLARA "SILANES™:

a)

b)

o)

Que es una sociedad andonima de capital variable. constituida legalmente de
acuerdo con las leyes mexicanas, segun consta en la Escritura Publica
numero 32,899 do fecha 22 de febrero de 1982, otorgada ante la fe del
Notario Publico numero 88 del Distrito Federal, Lic. Jorge Tinoco Ariza, e
inscrita en el Registro Pablico de ta Propiedad y del Comercio con el folio
mercantil 059, de fecha 28 de septiembre de 1983.

Que el Sr. Lic. Juan Ldépez de Silanes en su caracter de Vicepresidente de
Investigacion y Desarrolio, esta facultado para la firma del presente convenio,
como {0 acredita con la Escritura Publica nimero 34.760 de fecha 12 de
septiembre de 1983, otorgada ante la fe de! Notario Publico nimero 88 del
Distrito Federal, Lic. Jorge Tinoco Ariza, & inscrita en el Registro Puablico de la
Propiedad y del Comercio del Distrito Federal con el folio mercantit nimero
5,970 de fecha 18 de octubre de 1983, sin que hasta el momento se le hayan
revocado o limitado dichas facultades.

Que dentro de las actividades de su objeto social se encuentran:

La fabricacidn, produccion, maquila, representac:on. comision, importacion,,
exportacion. distribucion, adqulsidon enajenacion y comercio en general de
toda clase de productos quimicos, farmacéuticos y productos de tocador en
general, asi como todo objeto susceptible de comercio.

La adquisicion, enajenacion, importacion y comercio en general de toda clzse
de materias primas o productos quimicos o farmacéuticos elaborados, asi
como toda clase de maquinaria, equipo e implementos necesaros para a
explotacion en la industria quimica farmacéutica y de sus derivadous.

La adquisicion de los bienes, muebles e inmuebles que sean necesarios para
su mejor desarrollo y también para calebrar todos los actos y convenios civiles
© mercantiles que tengan relacion con su objeto social.

Que ha decidido colaborar con el Instituto de Fisiologia Celular de "LA UNAM”
para ol cumplimiento de! objeto del presente convenio. .
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5 Que para todos los efectos derivados de este instrumento seftala como su
domicilio legal el ubicado en Amores numero 1304, Colonia De! Valle.
Delegacion Benito Judrez, C.P. 03100, México. D.F.

Iil. DECLARAN AMBAS PARTES:

UNICO. Que eostan interesadas en comparstir sus recursos y capacidades a fin de
colaborar para desarrollar un sistema que permita cuantificar la proteina transferidora
de ésteres de colesterol en muestras bioldgicas.

Expuesto lo anterior, estan conformes en sujetar sus compromisos a los términos y
condiciones insertos en las siguientes:

CLAUSULAS

PRIMERA. OBJETO

€] objeto del presente convenio es la colaboracion entre las partes con el fin de

continuar el desarrollo tecnologico y la proteccidon industrial de un sistema para

cuantificar la proteina transferidora de ésteres de colesterol en muestras bioldgicas

denominado de aqui en adslante como “EL SISTEMA".

SEGUNDA. ALCANCES

Los alcances del presente convenio comprenderan:

a) Continuar con el desarrollio y perfeccionamiento de "EL SISTEMA™ y evaluar
su desempeiio en sueros humanos de acuerdo a lo referido en el Anexo 1 que
forma parte integral del presente convenio.

b) Continuar con el tramite de propiedad industrial de “EL SISTEMA"™ mediante el
ingreso de una solicitud PCT.

c) Comercializar y/o difundir los resuitados obtenidos.

TERCERA. COMPROMISOS DE "LA UNAM™ o S

Para el cumplimiento del objeto del presente convenio "LA UNAM", a través del
Instituto de Fisiologia Celular. se compromete a:

a) Perfeccionar “EL SISTEMA”" con el apoyo técnico de "SILANES™ y Srobario un
suero de pacientes para determinar su sensibilidad y espaecificidad.
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b) Elaborar un reporte por escrito de los resultados obtenidos con las
evaluaciones de "EL SISTEMA"™ y entregar una copia a "SILANES".

c) Iniciar el trdmite PCT de la solicitud de patonto moncana de "EL SISTEMA™
para cuantificar la proteina transferidora de é os de tero! en muestras
bioldgicas y sintéticas antes del 13 de diciembre de 2000, solicitando (a
asesoria de un despacho especializado en estos tramites y decidiendo la
estrategia conjuntamente con "SILANES".

d)

Hacer difusion en diversos medios académicos de los resultados obtenidos
con las evaluaciones realizadas de "EL SISTEMA™.

CUARTA. COMPROMISOS DE "SILANES”

Para el cumplimiento del cbjeto del presente convenio "SILANES" se comprometa a
a) Pagar la totalidad de los gastos Incurridos por el tramite de la solicitud PCT de
"EL SISTEMA"®, incluyendo el pago de los derechos comespondientes y el

pago de los honorarios del despacho especializado que apoye en el tramite de
patentamiento.

b) Colaborar con el grupo de investigacion de "LA UNAM" para ordentar la
optimizacion de “EL STEMA" hacia una prueba con posibilidad de
comarcializacion.

©)

Si se considera oportuno, apoyara al grupo académico para qQue presenten los
resuttados de interés mutuo en eventos o congresas de corte académico

QUINTA. RESPONSABLES

Las partes designan como responsables para la realizacion del objeto del presente
convenio a:

Por "LA UNAM". al Dr. Jaime Mas Oliva, Jefe del Laboratorio 324 de
Biomembranas del Instituto de Fisiologia Celular.

Por "SILANES",

al Dr. Jorge Paniagua Solis. Director de
Inmunologia.

Invesiigacion en

Los responsables por cada una de las partes, seran los contactos institucionales por
medio de los cuales seran presentadas todas las comunicaciones oficiaivs rerivadas

de fa operacion del presente convenio. Ademas. seran los responsables de las
actividades encomendadas a su institucion.
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SEXTA. PROPIEDAD INTELECTUAL

La propiedad de "EL SISTEMA" para cuantificar la proteina transferidora de ésteres
de colesterol en muestras biologicas objeto del presente convenio pertenece a "LA
UNAM™ y sera tramitada por ella otorgando a los inventores los créditos
correspondientes. "SILANES" podra licenciar o comprar la tecnologia para lo cual se
astara a lo dispuesto en la Clausula Séptima del presente instrumento.

SEPTIMA. OPCION DE VENTA O LICENCIAMIENTO

Si como consecuencia de!l desarrolio de las actividades objeto del presente convenio
surge tecnologia de interés para "SILANES, "LA UNAM” hara una oferta a "SILANES"

mediante la cual ésta podra optar por comprar o licenciar dicha tecnologia, de
acuerdo con lo siguiente:

7.1 Venta de Tecnologia. Si "SILANES"™ opta por comprar 1a tecnologia, pagara a

“LA UNAM" una cantidad que sera fijada de comun acuerdo entre ambas
partes, en un convenio por separado, en el cual se tomara en consideracion y
se deducira el monto que "SILANES"™ haya aportado para e! desarrolio de las
actividades consagradas en el convenio especifico del cual se genero o dio
como resultado dicha tecrologia. "LA UNAM" transferira a “"SILANES" la
tecnologia, incluyendo un "libro negro™ y prestara asesoria y capacitacion al
personal técnico que designe "SILANES” para la asimilacion de la tecnologia.
Este caso implica una transferencia de lo derechos de propiedad industrial
sobre 1a tecnologia por parte de "LA UNAM" a "SILANES".
7.2 Licenciamiento. Si "SILANES™ opta por obtener una licencia, pagara a "LA
UNAM™ por 1a obtencién de la licencia un monto que sera fijado de comuan
acuerdo por ambas partes, en un convenio por separado, en el cual se tomara
en consideracion y se deducira el equivalente a sus aportaciones para el
desarrolio del proyecto. Adicionaimente, pagara a a "LA UNAM"™ una regalia
sobre las ventas netas que realice "SILANES", sus filiales o sublicenciatarios
de los productos producidos mediante o que contengan dicha tecnologia, "LA
UNAM" a cambio, transferira a la empresa la tecnologia incluyendo un “libro

negro® y prestara capacitacion y asesoria al personal técnico que designe’
"SILANES" para la asimilacién de la tecnologia.

El monto de las regalias sera fijado por ambas partes atendiendo
principalmente a factores como la exclusividad de la licencia, la posibilidac de

poder sublicenciar o no la tecnologia, el caracter nacional o internacional de |a
licencia, etc.

Dentro de un plazo de treinta (30) dias habiles a partir de que “"LA UNAM”
haga la oferta, "SILANES" debera notificar por escrito su decision cte ejercer o

no la opcién que aqui se le otorga. El silencio se entendera en sentido
negativo.
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Si la decision por parte de "SILANES" es negativa. "LA UNAM™ quedara en
fibertad de ofrecer ia tecnologia a cualquier tercero.

Si "SILANES" decidid ejercer Ia opcidn de venta o de licenciamiento de la
tecnologia. Dentro de jos siguientes sesenta (60) dias habiles, las partes
negociaran de buena fe los términos pama dicha venta o licenciamiento de
tecnologia y plasmarén sus acuerdos en un convenio por separado. E! plazo
maximo para lograr tener firmado dicho convenio serd de ciento ochenta (180)
dias naturales contados a partir de ia decisidn de "SILANES", transcurrido este

tiempo. la primera opcion de venta o licencilamiento que aqui se otorga
peordera validez.

OCTAVA. VIGENCIA

El presente convenio se mantendra vigente a partir de la fecha de su firma y hasta
conciuir el perfeccionamiento de "EL SISTEMA", al término del cual se propondra a

"SILANES" si opta por una licencia de la tecnologia resuiltante o se procede con ia
venta de la misma a "SILANES".

NOVENA. PUBLICACIONES

El personal académico de "LA UNAM" directamente involucrado en el objeto del
presente convenio podra publicar los aspectos de interés académico que se deriven

del mismo. Si estos aspectos fueran de interéds comercial. solo podran ser publicados
con el consentimiento por escrito de “SILANES”™:

DECIMA. RESCISION
Las partes convienen que sera motivo de rescision:

a) Que alguna declaracion de este convenio sea falsa.
b) El incumplimiento de algunos de los compromisos consignados en e! presente

instrumento, siempre que no se trata de los supuestos previstos en ia Clausuia
Décima Segunda.

c) Que "SILANES" sea declarada en estado de quiebra, suspension de payos.
concurso de acreedores o cualquier otro tipo de insolvencia.

DECIMA PRIMERA. PROCEDIMIENTO DE RESCISION

Si una de las partes considera que su contraparte ha incurrido en algunra de las
causas de rescision que se consignan en este convenio, o comunicara por esuiitn
con el fin de que Ila misma, en un plazo de treinta dias habiles, exponga  que a4 su
derecho convenga respecto al incumplimiento de sus compromisos. Si despu3js de
analizar las razones aducidas, la parte demandante estima que las mismas no son

satisfactorias, optara por exigir @l cumplimiento del convenio, o bien la rescision del
mismo.
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DECIMA SEGUNDA. RESPONSABILIDAD CiVIL.

Queda expresamente pactado que ni "LA UNAM” ni sus investigadores tendran
responsabilidad civil por dafios y perjuicios que pudieran causar a "SILANES” como
consecuencia del caso fortuito o fuerza mayor, particularmente por paro de labores
académicas o administrativas, en virtud de lo cual "LA UNAM” se encuentre impedida
para cumplir oportunamente con los compromisos derivados del objeto y alcances de
este convenio, comprometiendose a reiniciar sus actividades una vez que las causas
de fuerza mayor hayan desaparecido.

Si asi lo consideran las partes. podran continuar trabajando en las instalaciones de
"SILANES"” hasta que desaparezcan las condiciones de fuerza mayor que impidieran
trabajar en las instalaciones de "LA UNAM":

DECIMA TERCERA. RELACIONES LABORALES

Las parnes acuerdan que el personal aportado por cada una de ellas para la
ejecucion del presente convenio, se entendera relacionado exclusivamente con
aquella que jo empled, por ende, cada una de elilas asumira su responsabilidad por

este concepto y en ningun caso seran consideradas como patrones solidarios o
sustitutos.

DECIMA CUARTA. IMPUESTOS.

El presente convenio no causa impuesto alguno por o que respecta a LA UNAM",
toda vez que el articulo 17 de su Ley Organica ordena que los ingresos de la
Universidad y los bienes de su propledad no astan sujetos a impuestos o derechos
federales, locales o municipales. Tampoco estaran gravados los actos o contratos en

que eolla intervenga si los impuestos, conforme a la ley respectiva, debiesen estar a
cargo de la Universidad.

La interpretacion cabal del articulo mencionado es que "LA UNAM"” goza de un
régimen fiscal especial de no sujecidn impositiva, como ha sido reconocido por el
Poder Judicial de la Federacion en ia Jurisprudencia 1.5°.A.8. del Quinto Tribunal
Colegiado en Materia Administrativa del Primer Circuito, publicada en la Gaceta del
Semanario Judicial de la Federacion namero 19-20, julio-septiembre de 1989, en la
pagina 123, bajo el rubro "UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO. NO
ES SUJETO TRIBUTARIO”", con base en las ejecutorias de los amparos en revision
35/88, 5/89, 25/89, 45/89 y 85/89.

DECIMA QUINTA. INTERPRETACICN Y CONTROVERSIAS

Las parnes convienen que el presente instrumento es producto de la tuona fe, en
razdn de lo cual, los conflictos que pudisran presentarse respecto de su apera..lvn
formalizacion o cumplimiento, seran resuelitos de comun acuerdo.
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En caso de subsistir la controversia, las partes se sujetardn a la lurisdiccidn de las
leyos y Tribunales Federales de la Ciudad de México, Distrito Federal, renunciando ai

fuero que por su actual o futuro domicilio, © que por cualquier otra circunstancia,
pudiera corresponderies.

Leido que fue e! presente instrumento y enteradas las partes de su contenido y
alcances, lo firman por triplicado en {a Ciudad de México, Distrito Federal, a los
_SIETE ___dias del mes de DICIEMBRE __ de _DOSMIL

POR "LA UNAM™

A
POR "SILANES"

1
DR. RENE DRUCKER COLIN \"(7 LIC. JUAN XO DE SILANES
COORDINADOR DE LA VICEP 1DE DE
INVESTIGACION CIENTIEICA INVE GAC! Y DESARROLLO

qrAy

DR.\GEORGES DREYFUS CORTES
DIRECTOR DELINSTITUTO DE
FISIOLOGIA CELUJLAR

%ﬁﬁqég\

DR. JAIME MAS OLIVA
RESPONSABLE DEL PROYECTO
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Capitulo 111

Evaluacion De Los Niveles De CETP Plasmatica
En Poblacion Mexicana
Resumen

Como parte del desarrollo del sistema de cuantificacion de CETP, expuesto en el Capitulo Il de esta
tesis, realizamos el presente estudio, en el se establecieron por primera vez valores normales de

CETP en una muestra piloto de poblacién mexicana y su relacion con lipidos plasmatlcos En esta:»

seccidn se expone Ia evalu cnon de dxcha muestra, que permmo hace
niveles de CETP, de’ 5
aterogénesis, asi com

y/o de CETP. . en plasma. Al mismo tlempo apoy

tradicionalmente utilizados en la evaluacién de’ nesgo de aterogenes:s' aportando mformacnon sobre‘
la interaccion entre ellos y CETP, asimismo presenta una propuesta n|c1al del valor de CETF’ como
parametro de diagndstico. oo : ) :




nr.1 Introduccién

DINAMICA DE LIPOPROTEINAS
El metabolismo lipoprotéico se divide en una via exégena que involucra los |Ipld0$ contenldos
en la dieta y una via endégena que incluye el transporte, almacenamiento y utlllzamon de los |lpldOS

sintetizados por el organismo. Ademas de estas dos vias, puede consnderarse por separado el:

Las Ilpoprotemas (LPs) son. complejos solubles de |
p ) Su funcnon es Ia de tra s ort

denominadas apop tel
son sintetizados 'a a n que se. utlllzan 'y alma e )
estabilidad y solubllldad de las partlculas algunas funcnonan como lgandos para los receptores enla
superficie celular, cofactores para lipasas e inhibidores competmvos de endocitosis y metabolismo
(Tabla 1). Los cambios en composicién y la proporciéon entre los componentes de las |LPs determinan
la distribucion de lipidos entre los diferentes tejidos (Fielding et al/, 1996).

Tabla 1. Clasificacion de lipoproteinas de acuerdo a su densidad y composicion (Fielding et a/, 1996).

COMPOSICION (%o W/w)

LIPOPROTEINA CLASES DE DE::,EAD - . COLESTEROL COLESTEROL  TRIACLGLICER
APOPROTEI OSFOLIMDOS
INAS PROTENA  F UBRE ESTERIFICADO OLES
NO
Pre (+HDL A-l >1.21 70 25 5 NODETECTABLE DETECTABRLE
HDL-3 112421 55 25 3 16 1
HDL-2 1.063-1.12 43 30 5 20 2
HDL-1 A-l, A-ll, Cs, E <1.063 32 36 6 23 2
B-48, A-l, A-ll,
Quiomigones Cs, E ~0.86 2 105 <1 <1 =
Remanentes de
Quiamicones <1.108 8 10 4 4 74
wVLDL B-100, Cs, E <1.006 10 15 6 14 53
DL B-100, Cs, E 1.008-1.018 18 2 7 23 31
LDL B-100 1.019-1.063 21 21 9 42 4

Funcionalmente existen dos clases de LPs: La primera consiste en particulas que transportan
lipidos (principalmente triacilgliceroles) del higado e intestino delgado hacia los tejidos extrahepaticos
(figura 1). Estas particulas contienen apoproteinas B (Apo B). En esta clasificacion incluye a los
Quilomicrones (QM) que se componen de triacilgliceroles generados a partir de los acidos grasos de
cadena larga, obtenidos de los triacilglicerole; de la dieta y reesterificados en la mucosa intestinal.
Este tipo de lipoproteina es el Unico involucrado en la via exégena. Los QM son secretados en la
linfa, de donde son vertidos al plasma, al circular por el plasma se generan remanentes de

r"-_—"—;.— Lo T
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quilomicrones (RQM) por lipdlisis, que posteriormente son retirados y degradados por el higado. Los
QM contienen ia Apo B 48 (Fielding et a/, 1996) (figura 1).

El higado genera ias particulas involucradas en la via endégena (figura 1), como las LPs de
muy baja densidad (VLDL), ricas en triacilgliceroles. Estas particulas contienen otra forma de Apo B
(Apo B 100) y varias formas de Apo C (Cs). Después de depositar mucho de sus triacilgliceroles en
los tejidos periféricos, algunas VLDLs son devueltas al higado, endocitadas y finaimente
catabolizadas. lLos remanentes de VLDLs contindan en la circulaciéon, son llamados lipoproteinas de
densidad intermedia (IDLs) y contienen ademas Apo E. Cuando las IDLs pierden la mayor parte de
sus triacilgliceroles asi como la Apo E, se transforman en lipoproteinas de baja densidad (LDLs).
Estas particulas contienen sélo Apo B 100. La transformacion en este grupo de particulas se debe al
decremento continuo de tamario e incremento de densidad (Fielding et al/, 1996) (figura 1).

VIA EXOGENA VIA ENDOGENA

SALES TRANSPORTE REVERSO

DIETA BILIARES

PERIFERICOS

I TEJIDOS

LIPOLISIS LPL

CAPILARES COLESTEROL
i ra——ah

IFOACIEGEICEROVESY)

—————————
LIPOLISIS LPL
CAPILARES

Figura 1. Dinamica de lipoproteinas. En el metabolismo lipoproteico, la via exdgena involucra los lipidos de Ia dieta y la via
endodgena incluye el transporte, almacenamiento y utilizacion de los lipidos sintetizados por el organismo. Ademas de estas
dos vias, el metabolismo de las HDL es responsable del fenémeno de transporte reverso de colesterol.
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La segunda clase de particulas transporta principalmente colesterol de los tejidps periféricos
hacia el higado. Esta clase se compone de las LPs de alta densidad (HDL) que contienen Apo Al.
La Apo Al es secretada del higado e intestino delgado y se trasforma en Apo Al popre eh lipidos

(preB;HDL) por contacto con lipoproteinas ricas en triacilgliceroles. Esta 'preB-HD |ene alta"

lular de los g
»DL dlscondal

densidad y pocos lipidos, y son receptoras efectivas del colesterol libre de la superf'ci
tejidos periféricos. Su densidad decrece al acumular lipidos, convirtiéndose en prep—
La maduracién de estas particulas esta determinada por la Lecitin:colesterol Acil Transfersa (LCAT), :
responsable de la esterificacion del colesterol libe. Una vez esterificado el colesterol pasa de la.

superficie al interior de la HDL, transformandose en HDL-3. La transferenma de!mas colesterol Ilbre y‘
fosfolipidos de las LPs Apo B a las HDL-3 y la actividad de LCAT, transforman

estas pamculas en’:
HDL-2, las que finalmente transportan el colesterol de vuelta al hlgado Este fenémeno de transporte',‘
de colesterol de tejidos periféricos al higado es denomlnado “Transporte Reveréo Sln embargo

parte del colesterol asociado a HDL puede ser transfendo deinuevo’ LPs,que ontienen 'Apo”B‘,

(Fielding et a/, 1996)

n snstemica de las
1do or actimulos

cuenma atrofia de
) (Fueldmg, 1996).

formando estnas grasas que no se Ievantan por encnma d ,la‘intima vascular. La mayor parte del

colesterol es depositado por LDLs que atraviesan el endotelio y se unen a receptores en la superflcue
._———-T‘

A

A Astdel-
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de las células del musculo liso, en donde son degradadas. Alguﬁéé ae‘las L.DLs no degradadas son
modificadas extracelularmente, por lo que no pueden ser reconocidas por dichos receptores. Los
macrofagos remueven estas particulas modificadas a través del receptor “pepenador” o “sacavenger”
transformandose en ias llamadas células espumosas. Otras LDLs modificadas forman un deposito
extracelular de colesterol en la lamina elastica de la intima. Parte de este depésito es fagocitado por
los macrofagos o las células espumosas, algunos de ellos terminan agregandose al depdsito
enriqueciéndolo, mientras otros macrofagos o células espumosas tratan de fagocitario repitiendo el
ciclo indefinidamente. Las particulas HDL en el plasma atraviesan el endotelio y remueven el
colesterol de ceélulas involucradas en el ateroma. De acuerdo con lo anterior, |la acumulacion de
colesterol en el ateroma se debe a un desbalance entre el influjo (via LDL) y el eflujo (via HDL) de
lipidos a través del endotelio. Al ateroma le sigue la proliferacién focal de células de musculo liso, al
cual se agregan mas depdsitos de lipidos y de tejido conjuntivo o fibromuscular, provocando la
elevacion de la matriz extracelular, constituida principaimente por coldagena y elastina. El resultado de
este proceso es la placa ateromatosa, la que se levanta por encima de la superficie de la intima
estrechando la luz de vaso. EI! ateroma puede romperse hacia la luz, ulcerarse, calcificarse y
favorecer procesos trombodticos, fuente potencial de embolias.

ENDOTELIO

=" CELULAS DE
MUSCULO LISO

Figura 2. Representacion esquematica
del proceso que favorece la formaciéon de
células espumosas y el enriquecimiento
del deposito de colesterol. Niveles
elevados de LDL en plasma, favorece el
deposito de colesterol en la lamina
elastica de la intima. lo que no puede ser
contramestado por bajos niveles de HDL.
En estas condiciones se favorece la
formacion de placas aterosclerdticas.

INTIMA ——
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El proceso ateroscleroso se inicia en la infancia y adolescencia, y progresa conforme
transcurre la vida. Su desarrollo es asintomatico durante muchos afios y cuando se presentan las
manifestaciones clinicas (como infarto agudo al miocardio, accidentes vasculares cerebrales o
gangrena de miembros inferiores) las consecuencias son en su mayoria irreversibles. Esto sucede
alrededor de la cuarta y quinta década de la vida, siendo de tres a cuatro veces mas comuin en
hombres que en mujeres. Es de especial interés en poblacién mexicana, dado que las cardiopatias
isquémicas constituyen la tercer causa de muerte en edad productiva en nuestro pais (INEGI, 1998).
Por otro lado, la aterosclerosis es una de las principales causas de morbi-mortalidad en pacientes
diabéticos, quienes tienen de dos a cuatro veces mas riesgo de presentar enfermedad coronaria -y
cuatro a cinco veces mas de enfermeda'd vascular cerebral y periférica (Lerman, 1996). Dado que la

insulina™ partxmpa como regulador en’el metabollsmo de lipidos, en el diabético con descontrol
glucemlco es muy comun observar . xpldemlas que coexisten con otros importantes factores de
riesgo.: Las dlsllpldemlas se en' u n asta casi en el 70% de los casos y contribuyen, en parte al
desarrollo de ia ateroscler‘ Sis servada en estos pacnentes (Morato, 1996).

FACTORES DE RIE

efecto esta ) fa ctores ‘de riesgo implica factores modificables y es, por

este falsb"" rroneamente la relacion etlologlca de los factores antes

la aterosclerOSIS muestran ahora resultados mconsnstentes
En ellos se concluye que no existe relacién entre HDL y
¢ al 2002 y Zhuang et al, 2001) o que la relacion

‘combinaciones de factores tales como
n é otros (Von Eckardstein et a/, 2001 y
como .parametro para evaluar el riesgo de

jerogﬂnesns parece estar asociada a la proporcién e
interconversion’ entre os: dlferentes subtlpos de HDL fenédmeno dependiente de la actividad de las
proteinas trasfendoras PLTP vy, especialmente, CETP (Von Eckardstein et al, 2001{),.__,_
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Sin la verdadera comprensién de los factores que intervienen en la etiologia de este
padecimiento, no se puede establecer una relacion clara entre muchos de los parametros que se
consideran ¢omo FE o FR, por lo que la determinacién de dicho riesgo’no se establece sobre bases’
soiidas. A esto se suman las limitaciones, ya discutidas en el capiiulo'antérior, en cuanto al tamafioy
tipo de poblaciéon susceptible de ser evaluada. De acuerdo con esto consideramos que los reportes
clmlcos rutinarios deben incluir parametros cuantitativos que aumenten su confiabilidad, como el nivel
de CETP plasmatica. ’ B :

CETP EN LA ATEROSCLEROSIS Y EL TRANSPORTE REVERSO
CETP mejora la remocion de ésteres de colesterol del plasma estlmulando su transferenma'

de HDL a VLDL LDL y QM que son retiradas del plasma por: el hlgado con procesos medlédos por...

receptor (Fleldmg, 1996); 'sin embargo concentraciones altas:de colesterol :

como: def:c:encna ‘enla capacndad de remociéon de estas Ps

aterogemcos Este efecto sobre el metabolismo de las LPs y’ e
arterlal se debe a que ‘CETP mduce niveles altos de LDL: y vL|
la aterosclerosus (Marottl et al 1993)

1 995'

et al, 1989; Tall

significativamente af'e‘c‘ta_k
(Gudnason et al, 1997),’
1999). Por otro Iado‘f

durante la |Ip0|ISIS de Ias:LPs(transporte reverso de colesterol) (Jiang et al, 1991; Nagashima et al,
1988; Tall, 1995 Kondo et al, 1989). '




La CETP juega un papel importante en el transporte reverso de colesterol. Esto puede verse
en ratones transgéncios con CETP humana, en ellos se reduce la sintesis de colesterol en el higado,
lo que puede indicar un incremento en la sintesis de colesterol en los tejidos periféricos y, por lo tanto,
un rapido retormo de colesterol al higado. Se sabe ademas que en repuesta a ia hiperlipidemia, tanto
endégena como exogena, se estimula la expresion de CETP y el eflujo de colesterol de los téjidos
periféricos a HDL, lo que incluye la estimulacion de LCAT el que optima el eflujo de colesterol libre y
esterificado de los tejidos periféricos (Tall, 1995; Lagrost, 1994). Por lo tanto, CETP es una molecula

clave en el proceso de transporte reverso y puede tener una funcion antl-aterogenlca

estadxstlcame te exnste relacion entre ellos, asn como los rangos en lo que Ios knlveles de CETP se

asoc:an con alteracnones en otros FR.
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III.2 Materiales y métodos
1.2.1 POBLACION

“Criterios de Inclusion
. Estos criterios se establecieron para abarcar a sujetos clinicamente sanos, que conformen una
muestra piloto representativa en edad y sexo.

clinica como a través de examenes rutinarios de laboratorio
1. Su;etos mayores de 17 afnos.

etabélica o crénica

i Enfermedades hepatlca

(a) Clrrosns hepatlca en cualqulera,de sus varledades (metabollca o mfeccnosa)
(b) Hepatms vnral medlcamentosa'o metabollca S

©)- Cualquner enfermedad parasnana que afecte al hlgadc como la amlblas:s

(d) Cuyalquner enfermedad de las articulaciones y huesos como por ejemplo:: artritis
reumatoide

i Cualquier enfermedad metabdlica congénita o adquirida como:
(a) Diabetes mellitus

iii - Cualquier tipo de desorden hormonal como:
(a) Hipo e Hipertiroidismo
(b) Cualquier enfermedad que afecte a las suprarrenales
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(c) Cualquier enfermedad que afecte a la hipd&fisis
(d) Cualquier otra enfermedad que altere la secrecion de una o varias hormonas
iv Cualquner enfermedad del sistema nervioso central y/o penfenco o trastornos psncologlcos
“come: R
(a) Enfermedad cerebral degenerativa
(b) Enfermedades psicosomaticas

(c) Esquizofrenia, autismo, delirio, etc.

I1) Sujetos que presentaron alguln tipo de enfermedad mfeccuosa V|ral o bacterlana aguda como:
i Herpes en sus diversas manlfestacuones e - : :

fi Gangrena en alguan miembro tora o Ne) elvnco G
i Resfriado con ingesta de me
Hepatitis viral :

Medlcamentos para trata enfermedades mfecmonas cronlcas

Medlcamentos para tratamlento de’; enfermedades nfecmosas agudas que hayan sido
usados por m S de snete dlas

v Antlcancengenos

Medicamentos de uso controlado como son antlps:cot:cos etc:

Cualquier medicamento que altere los niveles normales del colesterol en la sangre




V) No se incluyeron sujetos femeninos que reciban terapia hormonal.

Vi) No se incluyeron los sujetos que presentaron algan tipo o variedad de cancer.

extraida del: grupo de
abarco .un total de v16

de analisis cllnlcos enerales y especnales en esta unldad Al estas vanables agregamos la

cuantificacion del nivel de CETP plasmatnca

Hr.2.3 PERI‘IL DE LIPIDOS‘

Para todas a muestras de plasma en cllnlca se determlnaron los nlveles de colesterol total

(CT). tnacnlgllceroles ('I"g) y colesterol asociado:; HDL Y 'se calcularon el indice’ Aterogenlco (IA)
(CT/HDL) y el’ mvel de colesterol asomado a LDL (formula Friedewald, LDL = CT — (HDL + Ta/5)).
Este calculo 'se reahzo cuando el nivel de Tg fue menor a 400 mg/dl, nlveles superiores'a éste se

midieron dlrectamente en el laboratorio. Los_crlte‘nos utilizados regularmente en clinica para

considerar un caso de dislipidemia se muestran en la tabla 2;




Tabla 2. Para concluir si existen de desordenes metabdlicos asociados a niveles de lipidos plasmaticos, se consideran este
criterio que es de uso regular en clinica y se fue establecido en correlacién con la incidencia de ECV.

p—
DESEABLE LIMITROFE ALTO RIESGO

Colesterol total (mg/dl) < 200 200 — 239 > 240

Colesterol LDL. (mg/dl) < 130 130 — 159 > 160

Colesterol HDL (mg/dl) > 45 35-45 < 35

Triacilgliceroles (mg/di) < 200 200 - 399 > 400

IA 4.2 >4.2

Se considera como dislipidemia cuando al menos tres de las variables coinciden en las
categorias LIMITROFE y ALTO RIESGO, por ejemplo LDL 2130 mg/dl, Tg =200 mg/dl y HDL =35
mg/dl. En clinica, se evalla ademas la presencia o ausencia de ECV, sin embargo en este estudio no
se considera este factor, puesto que la poblacién piloto solo incluye sujetos que no han sido ubicados
dentro de los grupos de riesgo y por lo tanto no han sido sujetas a este tipo de evaluacion.

111.3.4 OBESIDAD

La obeéidad se define como el exceso de tejido adiposo, y una forma de evaluar su magnitud
es por medio de indice de masa corporal (IMC) o indice Quelet. Para obtenerio, se utiliza la formula
Bray (peso / talla®). Los criterios para apreciar su magnitud o grado de riesgo se presentan en la tabla
3.

Tabla 3. Clasificacion de grados de obesidad segun el IMC

OBESIDAD LEVE MODERADA GRAVE EXTREMA
25-30 30-35 35-40 >40

1I1.2.5 CUANTIFICACION DE CETP

A los datos recabados de cada sujeto se agregd la determinacion del nivel de CETP
plasmatica, que se realizdo mediante el método clasico de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), como se describe en Materiales y métodos, Capitulo Il (//.2.2). Como estandar se utilizd el
péptido sintético CETP H486-5496, cuyas caracteristicas se describen en /1.2.7. Se incluyo un contro!
negativo en todas las pruebas. Tanto los estandares como el control negativo se manejaron por
duplicado, las muestras de plasma se manejaron en duplicados o triplicados, arbitrariamente.

TREIS
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II1.2.6 ANALISIS ESTADISTICO
Se hizo la estadistica descriptiva de cada parametro para analizar las propiedades de muestra

inicial y la muestra piloto(distribucion, medias y desviaciones estandar, minimo y maximo, etc.). - Se -
compararon ambas muestras por medio de una Prueba de t para muestras lndependlentésf"
empleando 95% de intervalo de confianza. Para verificar la relacion entre los niveles de cada'
parametro, asi como para confirmar las observaciones hechas sobre las graficas de re‘gresiéh _6
correlacién se hicieron Analisis de Varianza (ANOVA) Bifactoriales, para dos niveles: o”‘r’n';:-‘is',,
empleando 95% de intervalo de confianza. Con apoyo en curvas de regresion .y pruebas'"’de, E

correlacion, se determinaron puntos de corte en los que niveles de CETP plasmatlca C nC|
valores IDEAL, LIMITROFE y ALTO RIESGO de los FE mas lmportantes como CT,: LD -
relaciones fueron comprobadas principalmente por ANOVA Bifactorial

para ‘dos nive

95% de intervalo de confianza.

Se empleo una prueba de lndepende
dentro de cada nlvel (o c tegorl

sté-‘ ‘1
r.ﬁ !.. = ’\ -
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1.3 Resultados

1131 POBLACION

Se tomé una muestra inicial def grupo de estudio que estuvo compuesta por 256 sujetos, 94 de las muestras de plasma de estos
sujetos fueron emplearon en las estandarizaciones iniciales del sistema de cuantificacin, descritas en el capitulo anterior, el resto
constituye la muestra piloto de 162 sujetos; lo que. representa mas del 63% del total de la muestra inicial, en la que se hizo la
cuantificacion de CETP. De acuerdo los resultados los mveles de la CETP se encuentran entre 0.39 y 9.66 pg/mi (7.344 y 181917

pmi/mi), la media es de 2.3 pg/ml (£ 1. §) (tabla 4) lo que equnvale ad3.3pmiml. Enlatablad se comparan los pardmetros estadisticos de
todas las variables evaluadas. La prueba de tmuestra que no hay diferencia significativa entre las medias de la muestra inicial y la
muestra piloto (fabla 4 y figura 3),

Tabla 4. Comparacion de los parametros estadisticos para cada una de las variables incluidas en este estudio. Para todas las variables, excepto CETP, se muestra en
Ia columna derecha los parametros corespondientes 2 la muestra inicial con n= 256 y en la columna de la izquierda se muestran los pardmetros para la muestra piloto
con n=162.

w
EDAD | PESO | TALLA e cT To | HOL LoL N CETP
(afios) (Ka) (m) (moldl) | (mgld) | (mgidl) | (moid) (ng/mi)

MEDIA | 327 351 {737 724|167 166 26.14 2639 (210 211|227 216 49 49 |1155 11921 210 200 | 231

=

0S 1383 1599(139 135 {0088 0095 45 431|390 43 (136 132| 9 10372 394|123 1.09| 159

ES 111 10111 09 (0007 0006(036 027 3 3 |11 8|1 130 25 |099 089 0.13

COFF.DE
VARACKON

MmO | 17 17 |45 383|143 129 1822 1822|101 10049 46 |20 16| 212 212|136 1.22 0.39

042 046 |02 02 [0053 0057|047 0f6 02 02] 1 - 102 02|03 03|05 05| o088

MAXMO | 70 88 [150 150 | 1.91 191 | 503 513322 345|813 813] 72 1071978 2128|774 774 | 966

n 25 162 1256 162 | 256 162 | 256 162 | 256 162|256 162|256 162 | 256 162 | 256 162 162
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Figura 3. Representacion grafica de la comparacion entre las medias de la muestra inicial (izquierda) y de la muestra piloto
dderecha), no se observa diferencia significativa en ninguna de las variables.

111.3.2 DISTRIBUCION MuESTRAL (VER ANEXO) . ]
Al anallzar cada vanable por separado conclulmos que las vanables CT LD _' HDL e IA tlenen

distribuciones normales Las variables EDAD e IMC no tlenden ala dlstnbucuon normal esto se’ debe .

a los criterios. de excluslon ‘que se utilizaron en el estudio, por lo que su efecto para fines de este no,

se considerara |mportante aunque es interesante observar que la mayor parte de los sujetos son o
menores a 40 afos, asi que el riesgo de incidencia de ECV en el grupo de estudio es en general baja.
segun lo reportado por el estudio Framingham y por el ultimo censo poblacional en México (INEGI,
1998). La variable Tg no tienen distribucién normal y sus valores de Tg tienen una dispersion muy
amplia, aunque es posible observar que la mayor parte de ellos se ubica dentro del rango
DESEABLE, se plantea que para trabajos derivados de éste debera ampliarse el tamafio de la
muestra. Tanto en IMC como CT y Tg presentan medias que son superiores a los limites deseables
pero ninguna de ellas se encuentra dentro del rango de ALTO RIESGO. . R
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En cuanto a los niveles de CETP, no se observd una distribucion normal, por lo que se
consideraron varias causas para esto: Una de ellas es que la capacidad de deteccion del sistema no
permlte cuantificaciones menores a 0.35 ng de CETP/mI de plasma; sin embargo, como se observa
en la figura 3 del Capitulo Il, 1a capacidad minima de deteccion es de 1. 06x1077 pg/ul (2. ox10™
fmoles/pl) de CETP, en dilucién de plasma 1:8000, {o que equivale a 8.5x10™ ug de CETP/ul de
plasma. La segunda posibilidad es que el tamarfio de la muestra no la hace representativa. No
obstante, al comparar este trabajo con el reportado por Zhuang et al/ (2001), realizado en 1128
sujetos ~ sanos, se observa el mismo patron de distribucion muestral, no normal, para las
concentraciones de CETP. plasmatica. Es decir, muy probablemente, CETP tiene una distribucion
muestral unimodal.

. Cpmo ya se menciond, los niveles de CETP en poblacion mexicana tienen una media de 2.3
(+1.6) Hg/ml y el rango de datos va de 0.35 y 9.66 pg/ml. Ritsch et al (1993) reportan porun método .
mmunoradlometnco en 30 sujetos europeos normolipidémicos, una medna de 1 1 (0. 22) pg/ml y un
rango entre 0 644 a 1 694 pg/ml ; Por otro lado, Clark et al (1995), usando el sustema IRMA n‘44

también en iéé@b ci

un rango que va'd

distribucion muestral O

estadistico.
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111.3.3 CATEGORIAS DE CETP Y PUNTOS DE CORTE

Por otro lado, estudios anteriores no han establecido limites en los que los niveles de CETP
correlacionen con las categorias del resto de los FE o FR. Por ello, fue necesario establecer estos
parametros con base en las observaciones experimentales y en el analisis estadistico, las que se
mostraran mas adelante. En este trabajo se establecieron cuatro categorias para los niveles de
CETP plasmatica. Las categorias asi como sus puntos de corte entre ellas se asentaron
considerando la correlacién mostrada entre los niveles de CETP y las diferentes categorias de las
variables CT, LDL e IA. Dichas categorias se muestran en la tabia 5.

Tabla 5. Puntos de corte y categorias para la variable CETP

ALTO SOBRE-
DESEABLE LIMITROFE RIESGO EXPRESION
igE/TnFI’ =< 0.80 0.81 — 1.80 1.81 —5.99 = 6.0

111.3.4 INTERACCIONES CON CETP

La concentracion de CT es el factor etiologico mas confiable puesto que guarda una relacion
clara con el resto de las variables. En el caso de LDL se observa también una fuerte correlacion. Es
por esta razdén que se emplearon ambos parametros como base para evaluar la eficiencia de los
niveles de CETP como herramienta en el diagndstico de aterosclerosis. En la figura 3, se muestra
una representacion grafica del analisis de regresion de CT vs. CETP (R=0.117), con lineas en verde
se sefialan los puntos de corte entre las categorias DESEABLE y LIMIiTROFE para ambas variables,
las lineas en rojo indican los cortes entre las categorias LIMITROFE y ALTO RIESGO. Para CETP se
establecid una cuarta categoria llamada SOBREEXPRESION, que incluye valores superiores a
6ng/mi (linea en amarillo). Los datos de LDL se dividieron en tres grupos correspondientes a sus
categorias, DESEABLE (~), LIMITROFE (=) y de ALTO RIESGO (=). De acuerdo con el ANOVA
respectiva a esta grafica, los niveles de CT y LDL tienen diferencias significativas entre las categorias
LIMITROFE y ALTO RIESGO de CETP. Es interesante observar que los niveles de CT no tienen
diferencia significativa entre las categorias de CETP DESEABLE y LIMITROFE, cuando se aplica el
punto de corte de CT es a 200 mg/dl (en uso para diagnostico en clinica), sin embargo, si se lleva el
punto de corte se lleva a 225 mg/dl, las diferencias entre ambas categorias se vuelven significativas.
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@® LDL DESEABLE
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Figura 3. Representacion grafica de la correlacion CT vs. CETP. Para ambas varlables las Iineas en verde md:can Ios puntos de
corte entre las categorias DESEABLE y LIMITROFE, y las lineas en rojo |ndlcan Ios punto "Vde corte “entre Ias categorlas
LIMITROFE y ALTO RIESGO. La linea en Amarillo representa el punto: de corte entre’ la vcalegoria ALTO RIESGO y
SOBREEXPRESION de CETP. Se muestran también las categorias DESEABLE (e IMITROFE (=) y ALTO RIESGO (=) de
LDL. IS

Como puede verse en la figura 3, todos’ Ios su;eto 6n‘7niv'eles de CETP dentro del rango
DESEABLE tienen niveles de colesterol menores a 225 nﬁgj/ml y solo el 17 % de estos presentaron
nlveles de LDL por arriba de este, mientras que CT no muestra casos de ALTO RIESGO. De los
su;etos inciuidos dentro del rango LIMITROFE de CETP, 45% tienen niveles de CT DESEABLE, 51%
LIMiTROFE y solo el 4% de ALTO RIESGO. Los niveles de LDL, dentro de la misma categoria de
CETP, son del 73% en el rango DESEABLE, 27% en el LIMITROFE y no se presentaron casos de

ALTO RIESGO.

Dentro del rango de ALTO RIESGO de CETP la poblacion se distribuye en proporciones
iguales en todas las categorias de CT (alrededor del 30%), y mientras que los niveles de LDL en el
rango DESEABLE se reduce del 73 al 54%, el LIMITROFE se incrementa solo del 27 al 28% vy la
categoria ALTO RIESGO se eleva del O al 18%. Podemos decir con base en estos resultados, que
al incrementarse los niveles de CETP se incrementan, en general, los niveles de CT y LDL y que, de
acuerdo con el analisis estadistico, al incrementarse el porcentaje de riesgo en las diferentes
categorias de CETP, se incrementan simultaneamente el porcentaje de riesgo en las categorias de
CT y LDL. Por otro lado, cuando los niveles de CETP caen dentro del rango SOBREEXPRESION,
los valores de CT y LDL vuelven a los rangos DESEABLE y LIMITROFE. Esto puede deberse a
deficiencias en la actividad de CETP que estimula ia sobreexpresion de la proteina.

B - {
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111.3.5 OBSERVACIONES SOBRE EL PERFIL DE LIPIDOS

De acuerdo con los resultados de los ANOVAs, las variables, CT, LDL, HDL y CETP se
incrementan de manera simultanea y, al contrario de lo esperado, HDL no muestra diferencias
significativas contra todas las categorias de CT, LDL, Tg ni CETP. Por lo tanto, podemos considerar
que, al menos en la poblacion de estudio, los niveles de HDL no son un buen parametro para evaluar
el riesgo de aterogénesis. En cambio, el IA muestra una relacion muy clara con el resto de los
parametros. El ANOVA del IA contra todas estas variables mostro diferencias significativas en todas
sus categorias. En el caso especifico de |A vs. CETP, como puede observarse en la figura 4, valores
de CETP por arriba del rango DESEABLE pueden coincidir con 1A de ALTO RIESGO, aun cuando
sus niveles de CT y LDL se encuentran dentro del rango DESEABLE. Este IA de ALTO RIESGO se
incrementa de 0% con CETP DESEABLE a 48% y 57% con CETP LIMITROFE y ALTO RIESGO,
respectivamente. Es decir, que sujetos considerados como sanos por sus niveles de CT y LDL,
pueden estar en realidad bajo condiciones de riesgo de aterogénesis, debido a la combinacion IA de
ALTO RIESGO con CETP de LIMITROFE o de ALTO RIESGO, ambos factores indicadores de que el
balance metabdlico del colesterol se inclina hacia la via de depdédsito.

® LA.IDEAL
@ LA ALTO RIESGO

T VS PSRN BPE T NV v I S

LI T A N S B (N St RN S

CETP ug/ml
O =2 N WdhHh oo N ® O O

75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
COLESTEROL (mg/dl)

Figura 4. Representacién grafica de la regresion CT vs. CETP. Para ambas categorlas las lineas en verde represem.an Ios
puntos de corte entre las categorias DESEABLE y LIMITROFE, las lineas en rolo representan Ias Hneas de corte entre las
categorias LIMITROFE y ALTO RIESGO. Solo para CETP, la linea en amanllo mdlca el punto de corte entre las categorias
alto riesgo y sobreexpresidn. Los datos correspondientes para cada categoria se muestran con los sugunentes colores:
IDEAL (=) y ALTO RIESGO (»). g LA )




Los ANOVAs de Tg contra CT, LDL e IA indican que la categoria ALTO RIESGO de Tg son
significativamente superiores las otras dos categorias y que estos valores coinciden con valores de
ALTO RIESGO para el resto de ias variables. En la correlacion de CETP vs. Tg, los valores dentro
del rango LIMITROFE de Tg tienen una media de CETP de 3.3+0.4 pg/ml, significativamente mayor'”
que las medias de los rangos DESEABLE y ALTO RIESGO, con 2.0+0.14 pg/ml y 2.3+0.20 pg/mli,
respectivamente. A concentraciones de CETP dentro del rango SEBREEXPERSION, Tg vuelven a
ubicarse en el rango LIMITROFE. £l comportamiento de los niveles de CETP vs. Tg puede depender
de la combinacion de varios factores, sin embargo, hay que considerar que Tg no tiene distribucién
muestral normal, por lo que este resultado no indica, claramente, cual podria ser la tendencia de esta

relacién en una muestra de mayor tamafio.

En cuanto.a los FR considerados en este estudio, la variable SEXO no mostrd diferenciaksk

5|gn|f|cat|vas entre sus categorias para ninguna de las variables. En la variable EDAD, los nlveles de
CTy LDL fueron espemalmente altos en la segunda (15-19 afos) y sexta (50-59 anos) decadas de
vida, con una medla de 22016 4 y 237+14.6 mg/dl para CT y 120. 5:::5 74 mg/dl 145 419 4 mg/dl para

esperado, pu

calcula con base,
e IA (o' = 0. 975 .

perderse de: vnsta que la strlb on muestral de Tg indica que al aumentar el tamano de Ia muestra
esta relacxon puede camblar. La relacién de independencia que mostré HDL con respecto a CETP y
a otras vanables del perf:l de lipidos, se contrapone al valor de HDL como factor etiolégico, como ya
se menciond antes. En un principio se esperaba que, asociado a este un aumento, se redujeran los
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niveles de CETP. Sin embargo, bajo las mismas condiciones, en esta muestra piloto de poblacion
mexicana no se observa una relacion entre ambos parametros. Esta relacion se establece mas bien
en la capacidad aterogénica dictada por el IA. Cabe recordar que el presente trabajo es el primero en
su tipo que se realiza en poblacién mexicana y, en general, latinoamericana; por lo que, no tenemos
un parametro de comparacion al respacto.

Tabla 6. Prueba de independencia. Basada en el porcentaje de incidencia de cada categoria entre cada par de variables,
indica si el nivel de una variable afecta (Dep) o no (Indep) estadisticamente el nivel de la otra.

a = 0.975 CETP CcT Tg LDL HDL IMC
CT Dep
Tg indep Dep
LDL Dep Dep Dep
HDL Indep Dep indep Indep
imMC Indep Indep Dep Indep Dep
1A Dep Dep Indep Dep Dep Indep

Algunos reportes establecen una relacidon clara entre obesidad y Tg, que coincide con
alteraciones en el metabolismo de las LPs con predominio de VLDL y HDL, y que ;kla',,
hipertrigliceridemia generada por esta condicién es secundaria a la hiperglucemia asociado: coh,;'i
hiperinsulemia y res:stencna a la insulina, por lo que es un factor de riesgo |mportante para d/abetes o
mellitus no insulino dependlente con una mmdenma de 80 al 85 % Hay que destacar qu

comportamlento de la poblacion se debe a su componente dxabetlco pero no podemos dejar de lado
esta posﬂ:nhdad : g . :




Dado que la mayoria de los casos diagnosticados de dislipidemias y aterosclerosis fueron
detectados hasta que se presentaron las manifestaciones clinicas, la mayoria de los estudios
pobiacionales basan en la incidencia de cardiopatia isquémica aterosclerosa o en la insuficiencia
vascular periférica. De acuerdo con el estudio Framingham, la mayor incidencia anual de entidades
cardiovascuiares, por cada 1000 habitantes, es de 46 hombres no diabéticos, 88. 9 hombres
diabéticos, 22.9 mujeres no diabéticas y 73.4 mujeres diabéticas. Hay que considerar que el corte de
este estudio se restringe a un rango de 45-74 afos. Por otro lado, la insuficiencia vascular periférica

reporta una incidencia hombre / mujer de 30:1 en no diabéticos y de 2:1 en dlabetlco y.en estos

dltimos la mortandad hospitalaria con amputacién es de 1.5-3% (Reza, 1994; Tomando ' esta

informacidn como parametro, debe establecerse si en nuestra poblac, n'i piloto presenta .mayor
incidencia de niveles de riesgo a partir de la cuarta década de vida’ y sl lalncxdencrla es mayor‘en el
sexo masculino. o a9

valor cuantltatlvo que se mide directamente en el plasma y uyos parametros para el dlagnostlco de
riesgo se asocian con los parametros de FE importantes tales como CT y LDL Yy, aunque un poco
menor, con Tg.
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Es de gran importancia agregar que ademas de mejorar |la certeza en el diagnostico, CETP
puede indicar si el balance metabodlico se inclina hacia la via aterogénica o hacia el tranSporte
reverso, de manera que desordenes metabdlicos que hubieran sido diagnosticados como ‘de” rlesgo
de aterosclerosis, ahora pueden entenderse como condiciones que protegen contra la aterosclerosns
y viceversa. EIl uso rutinario en clinica de los niveles de CETP, permite identificar mdlvnduos q e no -

tienen manifestaciones clinicas de aterosclerosis ni se encuentran dentro de los grupos de nesg
anterior facilita la deteccién de individuos con riesgo no diagnosticados, con sindromes atlplcos y con
prevalencia en la actividad de transporte reverso, es decir protegidos de la ateroscler05|s. Tamblen
facilita el seguimiento de pacientes ya diagnosticados y la evaluacion de la efectividad ‘de los

tratamientos a los que son sometidos.
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IV. Conclusiones y Perspectivas

IV.1 Capitulo I
» La isoforma CETPI se expresa en individuos normolipidémicos, es decir, no parece - estar
asociada con niveles anormales de lipidos en plasma.

s CETPI muy probablemente carece de la capacidad de transferencia de ésteres de colesterol.
Por otro lado, hasta el momento no hay evidencias de diferencias en los sitios de union a -
fosfolipidos y Tg entre CETP y CETPI, por lo que, CETPI podria conservar su capacidad de .
union a ambos. ‘

> lLos resultados hasta el momento mdxcan que la expresion de CETPI es tejido especufxca de
CETPI en mtestlno delgado por.lo tanto la CETPI presente en plasma puede ,tener .como :

unlca fuente a este organo.

- Esto sngnlf‘ca que CI:_I‘PI podrla lntervenxr en:la homeostasns de colesterol con
duferente a la de CETP.- - ;

\U

ina. funcién

Este trat;ajo planfea nuevos cUést"
lipidos' Una de las principales pregunt'
CETPI conllevan diferencias en su fun
para’ ello debe ampliarse el anahsus d :
deterrmnar si existen diferencias en Ios nlveles de: expresxonr de ambas isoformas en condncmnes normo :

e hiperipidémicas, tanto por causas endogenas como exogenas para lo cual se planea el uso de Ia

técnica de PCR en tiempo real. En este momento yak se tlenen avances en el estudio de funcnon' anexo" :
al Capitulo | se presenta un resumen de un trabajo en proceso enfocado a dilucidar la funcnon de CETPI

IV.2 Capitulo I1

El sistema de cuantmcacnon de CE-‘.TF’ es ut|| para muestras biologicas y sxntetlcas.

Y

‘f

El antlcuerpo prumano confxere al snstema de cuantlﬁcacuon de CETP afmldad y especificidad
adecuadas para este uso
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snstema de cuantnf”cacnon en el ambito de produccnon industrial, lo que implica"

‘1

‘resultados en un tiempo relativamente corto.

La capacidad de deteccion permite evaluar muestras de plasma humano con concentraciones
de CETP mas alla de los niveles maximos y minimo reportados por otros autores.

El sistema permite el manejo de un gran numero de muestras, asi como la obtencién de

‘En-asociacién con la empresa SILANES S.A., se pretende ilevar el escal‘amieﬁtbldefe‘ste

Capltulo III,

vEl mvel meduo de CETP en poblacnoh mexlcana es diferente a:la: reportada en: poblac:on

feuropea

estadounudense, ademas presenta un rango de valores mas amplxo s:m|lar alo

reportado en S|at|cas Esta observaciéon nos hace 'conSIderar que, - al apllcar

parametros establecudos para'otras poblacnones corremos el rlesgo 'de Ilegar a’“dlagnosncos

erroneo

, por lo tanto, deben establecerse parametros prop:os para nuesira poblacnon

Las categorlas . de-los: niveles de QETP que se establecnero ‘en este‘trabajo (DESEABLE
LIMITROF.E ALTO RIESGO. .y, SOBRE—EXPRESION) son adecuadas para la muestra en que

ateroscler05|s
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A4

Cuando los niveles de CETP caen dentro del rango SOBREEXPRESION, el resto de las
variables muestran niveles deseables o de bajo riesgo. Para explicar lo anterior se propone
que deficiencias en la actividad de CETP inducen su sobreexpresion, sin embargo, esto no
logfa igualar el nivel de actividad que se asocia con niveles de alto riesgd'V'de"flés':'otr"a‘s"
variables. Esta hipotesis debera ser refrendada en trabajos posteriores. ' : ‘

Basados en las observaciones hechas en este estudio, se considera: que en traba;os
posteriores debera ampliarse el tamario de la muestra, con el fin de hacerla representatlva para
todos los parametros. Por otro lado, las observacuones hechas en cuanto a la-media y ango de

implicar a su vez, la nece5|dad de hacer estudlo

observaciones, sin: embar
instituciones de salud

Iongntud:nal -sin embar
con SILANES ‘s
cuantxflcaclo de CETP.‘

re ende establecer un vmculo de esta na uralez e aboracnon

apoyo al proyecto de escalamiento propuesto’ para el snstema de

RSB

F TR
| FALLA Do
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Abstract

The cholesterol ester trnsfer protein (CETP) is found in plasma mediating the transfer of cholesterol esters and triacylglycerides
between lipoproteins. The last 26 amino acids of its carboxy-end correspond to an amphipathic a-helix whosc hydropho!
side has been dirccetly involved in the transfer of lipids [1-3]. Alterations in this region lead to the reduction or loss of lipid
transfleractivity [3-5]. To date, the only variant of the CETP messenger that has been reported lacks exon 9 {6-8], which trans-
lates into an inactive isoform regarding neutral lipid transfer {6—8]. In this study, we describe a new vemsion of the messenger
RNA of rubbit CETP identificd exclusively in the small intestine of wild type (W) rabbits, This isoform includes several of
the intron bases prior to exon 16. The presence of a stop codon within this scquence prevents translation of exon 16, substitut-
ing the original carboxy-end sequence and therefore generiuting a random stnucture that does not contain the region responsible
for neutral lipid transfer. Antibodics generated against a peptide within the carboxy-end sequence of the new isoform show the
presence of this new protein in human plasma. (Mol Cell Biochem 245: 173-182, 2003)
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data implicate an important structural similarity between
human and rabbit CETP [11,12]. The lust 26 amino acids of
the carboxy-end for CETP present a well-defined sunphi-

Introduction

The cholesierol ester trunsfer protein (CETP) mediates cho-
lesterol esters and trincylglycerides transfer among high-
density lipoproteins (HDL), low-density lipoproteins (LIDL),
and very-low-density lipoprotcins (VLDL). In humans, al-
though the molccular weight of CETP obtained from its
CIDNA is 53 kDa, employing denaturing gels CETP isolated
from pla shows two different molecular forms (66 and
7.4 kiDa). This phenomenon may be due to sever:
glycosilution present in residue 331 19]. C
conserved protein in several mammalian species. CETP in the
rabbit presents 496 wmino acids, with a sequence homology
of 81% against the 476 amino acids of human CETP, in which
two thirds of these substitutions are conservative | 10]. These

pathic a-helix structure, whose hydrophobic side has been
directly involved in cholesterol ester transfer [ 1, 2], Maodi-
fications on the region contained between amino acids
470-475 of human CETP and 490—3495 in rabbit lead to
the reduction or loss of lipid transfer activity without atfect-
ing their capacity to associate with lipoproteins {4, 13].
Since rabbit CETP mRNA presents an homology of 85%
with its human torm and contains a large sequence of 230 ph,
it is estimated to have 2.2 kb in length [7]. The CETP mes-
senger is composed of’ 16 exons containing 8% of the gene
sequence [ 14]. To date, various mutations in the CETP mes-
senger have been reported, some of which derive in alterna-
tive splicing that correlates with alterations of HDL and LIDL
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levels in plasma. Only onc isoform of CETP described in the
human has been reported so far This isoform that lacks exon
9 (CETPAY) is poorly sccreted at normal plasma lipid levels
and has shown to be inactive in the transfer of ncutral lipids.
Mice bearing the A9 CETP uvunsgene have also shown to be
ablc to sccrcte this isoform into plasma [8]. This isoform
secems to be retained in the endoplasmic reticulum and forms
intracellular heterodimers with normal CETPE. This mecha-
nism has been considered as a regulatory process in the se-
cretion of the complete form of CETP [6,7]. On the other
hand, although the highest levels for the CETP messenger
have been found in the liver, it has been also reported in a
preat varicty of peripheral tissues, including the small intes-
tine [4, 10]. Thesc results suggest a local induction in the
synthesis of CETP, mechanism mightaid in the recycling
of cholesterol deposited in peripheral tissues during lipopro-
tein lipolysis {4, 10, 15, 16].

"The present study reports the presence and initial charae-
terization of an altermative fonm of CETP not described to
date. During our investigation, the mRNA of this new iso-
form called CETPI was only found associated o the small
intestine in the rabbit. The CETPI messenger includes at least
part of the intron prior to exon 16, Due to the presence of a
stop codon within this intron, the translation of exon 16 docs
not take place, leading to the substitution of the 1 24 amino
acids of CETP at its carboxy-cnd. This change in its primary
structure implicates the substitution of the original amphipathic
a-helix strteture {13, 17] by a hydrophilic rundom structure
rich in prolines. The presence of CETPI has been demon-
strated in this study to be present in human and rabbit plasma,

Materials and methods

*mRNA Isolation, reverse transcription coupled to the
polymerase chain reaction (RT-PCR), and sequence
analysis

Total RNA extractions from adiposc tissue, brain cortex,
endothelium, heart, kidney, liver, lung, muscle, pancreas,
small intestine, spleen, ovary and uterus from female white
New Zealind WT rabbits presenting normal plasma lipid lev-
cls, were performed using the method described by Sumikawa
et al. [18]. The fraction of poly(A*) RNA from all tissues was
isolated by column chromutogruphy using oligo(dt)-cellu-
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lose. cDNAs were synthesized employing a commercial sy
tem for RT-PCR (Perkin-Elmer, Brunchburg, NJ, USA) us-
ing 100 ng of liver mRNA and 400 ng of mRNA from other
tissues. Additionally, cDNAs were synthesized from 3 pg of
total liver RNA and 7 pg from small intestine RNA, Primers
employcd in polymerase chain reaction (PCR) amplifications
und sequence reactions were designed with the MacVector
software (Genetic Computer Group, Muadison, WI, USA),
based on the cDNA scquence for the rubbit CETP published
by Nagashima er al. [ 10} (Tablc 1). Primers were also de-
signed for control reactions, based on the rubbit glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) cDNA sequence
reported by Appletquis e al. [19] (Table 1). PCR amplif-
ications were carried out in 35 cycles and 55°C with primer
pairs RAB5-RAB6 und GA3PF-GA3PR. For the scquence
reactions, the RAB4, RABS. RAB6, GA3PF, and GA3PR
primers were used employing the following commercial sys-
tems: Sccucnase Version 2-0 (Amersham, Cleveland, OH,
USA); AmpliTug DNA polymerase (AmpiCycle Scquencing,
Kit, Perkin Elmer, Brunchburg, NJ, USA) and dsDNA Cy-
cle Sequencing System (Gibceco BRL, Gaithersburg, MDD,
USA). The nucleotide sequences were determined from
both DNA strands. The sequences of all PCR products
were aligned with the analysis performed using the follow-
ing data banks: GeneBank, EMBL, DDBJ, and protein data
bank (PDB).

2eDNA Probes for Northern and Southern-blot analysis

The identities of PCR products amplilied with the RABS-
RABG6 primers were verified with Southern-blot hybridations,
using the RAB4 primier as an internal probe. PCR products
were subjected to clectrophoresis in 1% agarose gels and
trunsferred to NYLON membranes (HYBOND-N+, Amer-
shim, UK). Membrines were hybridized with the RAB4 probe
(19 nt) at 37°C and washed at S8°C with NaCl-Trisodium
Citrate Buffer pH 7.0, They were later exposed on X-OMAT
autoradiographic plates (Kodak, Rochester, NY, USA). Ru-
dioactive labeling of the RAB3 primer was carried out with
8-ATP-[**P] using the Pharmacia Biothee Oligolabelling Kit
(Uppsala, Sweden).

For Northern-blot hybridations, the integrity of total RNA
and mRNA samples were verified by clectrophoresis in 160
denaturing agarose gels, Using denatured twin gels, TOO my
of totad liver and small intestine RNA were electrophoresed
and transferred to NYLON membranes (HYBOND-N, Am-
cersham, UK). The amplificd PCR product with the p:
primers RABS-RABG was used as o probe against CETP,
GA3PF-GA3PR as & probe against GAPDH, both obtiined
from liver mRNA. Labeling of the probe was carried oot with
[e2=*?*P] deoxycytidine S'-triphosphate using the Random
Primed DNA Labceling Kit (Bochringer, Mannhcim, Ger-
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Table I.. Primers used in PCR and sequencing seactions

CDNA ; Primers Position Sequence

CETP . - RAB3 Antisense 1462-1.343 S5 GTGCTIGGGAAAACCGAAG 3

CETP " . = RABS Scnse 1391~1414 5" TCATCAACCCCGAGATTATCACTC 3
CETP . RABG6 Antisense 18521828 S TCGTTTACTTGAGAGGCAGAGAGAG Y
GAPDH GA3PF Sense 79-104 S*'TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG 3°
GAPDH GA3PR Antisense 1061-1040 5'GGTGGACCTCATGGCCCACATG 3"

muﬁy).'l‘hc membruncs were simultuncously hybridized with

the RAB5-RABG6 and GA3PF-GA3PR probes, and later an-
alyzed while exposed on a Phosphorimager screcn (Storm
System, Pharmacia Molecular Dynamics, Uppsala, Sweden).

’Clmiing of CETP and CETPI. cDNAs and recombinant
proteins

PCR products gencrated with RAB5S-RABG6 primers were
cloned in the pMosBlue T vector (Amersham, UK). They
were later subcloned in the pGex-2T expression vector (Phar-
macia LKB Biothec, Uppsala, Sweden), generiting one con-
trol ind two recombinant plasmids called pGex-2T, pGex-2T/
ID1 and pGex-2T/ID2 respectively. These plasmids were
transformed in ~herichia coli DHSw strain for the obten-
tion of rccombinant proteins fused to glutathione-S-trans-
feruse (GST). The transfonmed bacteria were cultured during
8 h at 37°C in 500 mi of Super Luria Broth with SO pg/ml of
ampicillin. The partially purfied recombinant proteins CETP
3/GST, CETPI 3/GS'V and control GST were obtined fol-
lowing the next protocol, Culture induction was performed
with 0.4 mM of IPTG during 3 h. The transformed bacteria
were suspended in phosphate-buffered saline (PBS), eth-
yicnediamincictraacetate (EDTA) SO mM, aprotinin 1%,
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 1 mM, benzamidine
S mM, leupeptine 10 pg/ml and later sonicated in cycles for
10 scee and 30 see on ice. The lysed products were appliced to
agarose glutathione columns (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Epitope analvsis. peplide antigen des
production

gn. and antibody

The sequences of the different PCR products amplificd with
the pair of primers RABS-RABG6 from small intestine and
liver mRNA, were translated into aunino acid sequences and
analyzed with the help of the DN Asur software (Lasergence,
Madison, WI, USA). Predictions tor the Kyte-Doolittle hy-
drophobicity index and sccondary structure were achieved
cmploying the Chou-Fasman and Gamicr-Robson algorithms.
Results of these analyses were contirmed by PRI (Profile
Network Prediction, Heidelberg). Based on this information,
two synthetic peptides with the CETP and CETPI carbuxy-

end scquences were designed. These peptides were synthe-
sized by PeptidoGenic Rescarch and Co. (Livermore, CA,
USA). They included an additional cysteine residue in the
amino-cnd inorder to allow direct coupling with KLH (Key-
hole Limpct Hemocyanin). The peptides coupled to KLH
were used for the production of anti-CETP IgY and anti-
CETPI IgY antibodices in whitc Leghaorn chickens, utilizing
a standard protocol of 63 days carried out by ADI (Alpha
Diugnostic International, Sun Antonio, TX, USA). Antibody
titers in plasma were determined by enzyme-linked immuno-
sorbent (ELISA). IgYs were isolated from 12 epps. Anti-BSA
IpY antibodies (bovine serum albumin antibodies) were also
obtained from white Leghorn chickens inoculated subcuta-
neously once a week in the presence of complete Freund's
adjuvant (Sigma Immuno Chemicals, St. Louis, MO, USA)
on finst application, and with incomplete Freund s adjuvant
(Sigma Immuno Chemicals, St. Louis, MO, USA) in three
subsequent applications. Prior to each application, blood was
withdrawn, plasma separated and antibody presence tlitered
by ELISA.

The specificity of the antibodies used studicd by ELISA
and Western-blot analysis, was determined using cross-r
tion tests with three antibodices (anti-CETP IgY, anti-C
IgY and anti-BSA IgY). Euach antibody was tested against
both free synthetic peptides CETP and CETPI, BSA, syn-
thetic peptides coupled to BSA, and recombinants fu
GST (control GST, CETP 3'/GST and CETPI 3/GST). E:
test included preimmune chicken antibodies as 4 control (dat
not shown).

2Electrophoresis and immunoblotting

Western-blot tests were performed against crude and lipid-
depleted extructs of liver and small intestine in addition to
human and rubbit pliasmas. Organs employed in these tests
were previously perfused with Krebs-Ringer bufter (pH 7.4).
Preparation of crude extracts wias performed with 0.5 p of
tissue homogenized in S ml suspension butter (10 mM NacCl,
10 mM Tris-HCL. pH 7.6, | mM EIDTA-NuOH pH 8.0, 1 pg/
ml aprotinin, and 100 pg/ml PMSF). Crude extracts were Fe-
pid-depleted employing 60% acetone extractions. Protein
quantification in the lipid-depleted extracts was performed
employing the BCA Prutein Assay Reagent method (PIERCE,
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Rockford, 1L.. USA) and in total plasma samples using the
Folin-Lowry method. Crude liver (20 ug protein) and small
intestine (30 pg protein) extracts, as well as plas amples
(40 pg protein) were subjected to electrophoresis in 12.5%
sodium dodecy! sulfate-acrylamide gels. Three pg of BSA
were used for the anti-BSA IgY positive control and 40 pg
ot BSA as ncgative control for anti-CETP IgY and anti-
CETP! IgY. This material was clectrotransferred to 0.45 pm
nitrocelulose membranes (Trans-Blot Transfer Medium,
BIO-RAD. Hercules, CA. USA). In tissue samples, anti-
CETP IgY was used in 1:5,000 ditutions and anti-CETPI 1Y
in 1:30,000. In plasma samples and negative controls with
BSA, unti-CETP IgY 1:5.000 and anti-CETPI 1gY 1:15,000
were used. For positive control with BSA, anti-BSA IgY at
a dilution of 1:25.000 was employed. In all cascs, a peroxi-
dase-conjugated IgG anti-chicken secondary antibody
(PIERCE, Rockford, I1., USA) was used in a dilution 1:10.000.
All incubations with the different antibodics were carried out
using a suspension of 2.5% powdered skimmed milk in tris-
buffered saline — Tween 0.1%: (TTBS), 37°C for 1 h. Visu-
alization was carried out using SuperSignal Substrate (Pierce,
Rockford, 1L, USA) on X-OMAT autoradiographic plates
{Kodak, Rochester. NY, USA).

Results and discussion

A new version of the CETP messenger expressed in the
small intestine

The product we call 1D 1 was obtained by means of RT-PCR
amplifications from mRNA extracted from representative
tissues such as liver, heart. small intestine. and adipose tis-
sue. No amplification products were obtained from spleen
and uterus mRNA, perhaps due to the fact that mRNA levels
of CETP in these tissucs are below the detection capacity of
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the methodology used. The ID] product had the expected size
of 461 pb for amplifications utilizing the RAB5-RABG6 pair
of primers, according to the rabbit CETP cDNA scquence
reported by Nagashima er al. [10] (Fig. 1A). RT-PCR from
small intestine mRNA additionally generates a second prod-
uct of 569 pb that we call ID2 (Fig. 1A). Employing South-
ern-blot analysis it is confirmed that although very close to
cach other, both amplified products correspond to CETP
cDNA (Fig. 1B). Figure 1C shows the control ay using
liver and small intestine without the presence of reverse
trancriptase in the mixture reaction. We can conclude that
the amplification shown by ID1 and 1D2 was obtained from
mRNA and not form contaminant DNA.

Scquence analysis of ID1 and D2 showed that both prod-
ucts were amplified from CETP messengers, The nucleotide
sequence of the 1D fragment compriscs from base 1391
located at the 3° end of exon 15 to base 1852 found in the
non-encoding region of exon 16. The 1D 1 product sequence
presents an identity of 100% with the encoding region se-
quence of rabbit CETP cDNA [10], and of 879% with the re-
ported human CETPsequence [ 17). The 1ID2 product sequence
also has an identity of 100% with the reported CETP e DNA
sequence: however, it includes a section of 108 pb between
exons 15 and 16 that we call Sequence | (Fig. 2).

‘This is situated between nucleotides 1419 and 1420 at the
1imit between exons 15 and 16. Figure 2B shows part of the
D2 product sequence, i.e. from nucleotide 1391 inexon 15
to nucleotide 1449 in exon 16 (Sequence | is shown in up-
per—case letters). Figure 2A, shows the stop codon in posi-
tion 1491 reported for the messenger of rabbit CETP [10].
Two maore stop codons are found within Sequence I, one in
position 55 and the other at the 3* end at position 106 (Fig.
2). According to the translation of nucleotide sequences ta
amino acid sequences, 1D corresponds to the previously
reported version of rabbit CETP and can be translated into
the active protein that is liberated in plasma. On the other
hand, the mMRNA of D2 corresponds to a version of the CETP

<)
U 100pb L SI

Fig. 1. Southemn-bloi analysis of RT-PCR products showing ID1 and 112 amplifications. (A) Agarne gel products amplified by RT-PCR with RABS-RAD6

primers from mRNA of liver (1), heart (H), small intestine (§1), and uterus (U) (13) S

tine expresses a variant of CIE

T MRNA ref

ying the RAIS probe. The small intes-

1 by the 132 iti
reverse trancriptase.

(C) Contrut assay for tiver and small intestine performed without




364 pb

SQqu:nce 1

Exon 15 1419
atlc asc ccc gag att atc act ctc gat

1852

Sequence |

GTG AGT GCA AAG CCC CTG TCG GCC CGT TCT cCG

GGA GGG CGG CCC CTG TCT CCA TGA GAC TGG CAA ACT GGC AGC CGA CCC AGC GTG
CCC TTC TCG CCC TTG ACC TAG gg< tgc ctg cta ctg cag atg gac tic got

1068 1420

Exon 16

Fig. 2. Schematic representation of [D1 nnd D2 5
compared to the rabhit CETP

ing the ion of

1 and stop codons. A) ID1 and ID2 present an identity of 100% when

108 pb

CETP exons 15 and 16 and nucieotides 1419 and 1420. (13)

3
Within Sequence [ (upper-case letiers), lhcle are two stop codons (underlined), one in pasition S5 ('GA) and the ou":r inits 3’ end a1 position 106 (TAG). .
Translation ilnps at codon S5 of Sequence 1 preventing the entire exon 16 from being formed. :

messenger not reported to date. which is expressed in the
small intestine of the rabbit and translates into the new iso-
form CETPL

Considering that Sequence 1 is an intron, the ID2 product
could have been amplified from non-cditcd mRNA contami-
nant in the small-intestine sample. In order to discard this
possibility, RT-PCR was performed using an excess of total
RNA. of both liver and small intestine. These results showed
that the ID1 product is obtained from the samples in both
tissues; nonctheless, the ID2 proaduct could oanly be obtained
from the sample of small intestine, similar to the results ob-
tained with mRNA (Fig. 1). Therefore, we conclude that the
small intestine expresses a variant of CETP mRNA, repre-
sented by the ID2 amplification product.

In order to attempt to establish the approximate molecu-
lar weight for this variant of the CETP messenger, North-
ern-blots were carried out. Figure 3A shows the result of
hybridization with the GA3PF-GA3PR control probe. Lanes
1 and 2 (total liver and small intestine RNA respectively)
correspond to a band of approximately 1.3 kb that matches
the size of rabbit GAPDH mRNA. Figure 3B demonstrates
the result of hybridization with the RAB5-RAB6 probe. In
lane 3 (total liver RNA), a single band with 2.2 kb can be ob-
scrved corresponding 1o the approximate size of the rabbit
CETP messenger. The agarose-formaldehyde gel of 18s (1.7
kb) rTRNA and 28s (4.7 kb) rRNA shown in Fig. 3A can be
used as a reference for relative mobility. Inlane 4 (total RNA
of small intestine) the same band is observed; however, a sec-
ond band with lower mobility that could correspond to the
transcript of 1D2 could not be clearly found. Since the ex-

pected size for CETPI mRNA is 2.3 kb compan._d to 2.2 kb
for CETP, such a small difference in size is difficult to resolve
in 1% agarosc gel.

CETPI lacks a chol

ol esters binding d

Figurc 4A shows a comparison between the amino acid se-
quence of the carboxy-ends of CETP and CETPI translated
from the nucleotide sequences for the RT-PCR 1D1 and ID2
products. Translation of the CETP mRNA ends at the stop
codon in position 1491, while the CETPI messenger stops at

(=) 3 L]
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-—2.2 kD

Fig. 3. Northem-blot hybridization of total RNA ivolated from differ-
ent tissues employing the RabS-Rab6 probe. (A) Hybridization with the
GA3PF-GA3PR control probe with tolal liver RNA (1.) (line 1) and total
small intestine RNA (SI) (line 2). A band of appruximatecly 1.3 kb was
ohserved, comresponding 10 the size of rabbit GAPDH mRNA. (88) Hybridi-
zation with the RABS-RAB6 probe against CIETP: a band around 2.2 kb
was observed in lanes 3 and 4.

,
|
!

R
Tyl




A

Structure M.wW.

Isoform  Carbo v nces Prediction] aDa LP. Pe
CETP INPEIITLOGCLLLOMDFGFPKHL LVDFLQSLS Alpha 3731.1C 3.99 Soluble
33 AA 472 Hebix atpH 9.5
CETP!I INPEI(ITLDVSAKPLSARSPGGRPLSP Randam 2785.60 9.00 Soluble
27 AA 472 atpH 7.0
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Fig. 4. Comparison between the amino acid of the ¥ d ul' CLTP and Cl:'n’l (A) Amina nc:d sequence !rnnslmd from (D1 and ID2 RT-
PCR product sequences. The undertined regions represent the synthetic g for I; (B)A wihe of the amino
acid sequences using the Gamier-Robson, Chou-Fasman, and PHD nlgonlhms. CETP1 lacks the C. i i ic a-helix In its place, the
CETPI carboxy-end p a r

codon 55 of Sequence L, preventing the entire exon 16 from
being translated. Therefore, both sequences are identical up
to residue D472, the last amino acid encoded by exon 15. The
remainder of the primary structure of the carboxy-end of
CETPI lacks any homology with the carboxy-end of CETP.
These differences in primary structure might be related to
their well Known properties. such as isoelectric point, molecu-

lar weight, hydrophobicity, and probably secondary structure
(Fg. 4) [13]).

ined in the of the CETP carboxy-end, resi-
ducs F481, 1488, F491, and LA95 are shown in italics in Fig.
4A. These residues have been shown via directed mutagen-
esis to be important in maintaini the activity of
cholcsterol esters [4]). As observed in the carboxy-end of




CETDPL, the last 24 amino acids of the original form of CETP,
including the previously mentioned residues, are substituted
with 18 amino acids encoded by Sequence I. According to
our calculations the last 26 amino acids of the carboxy-end
of CETP have a high content of amphipathic a-helix struc-
ture in agreement with other autors [1-7]. Our prediction
concerning its secondary structure employing the Garnier-
Robson, Chou-Fasman, and PHD algorithms, shows that
CETP} does not prescerve such an amphipathic a-helix (Fig.
4B). Instead, the sccondary structure of the carboxy-end of
CETPI acquires a random structure that is hydrophilic and
rich in prolines. This information suggests that CETPIL most
probably lacks a binding site for cholesterol esters, as previ-
ously analyzcd by us [13].

CETP and CETPI translate in small intestine

Bascd on the amino acid sequences shown in Fig. 4A, we
designed two synthetic peptides corresponding to the car-
boxy-ends of CETP and CETPI. The sequences for both
peptides are shown underlined in Fig. 4A. These synthetic
peptides were used in the production of polyclonal antibod-
ies anti-CETPIgY and anti-CETPI IgY. In Western-blot tests
employing the anti-CET? IgY antibody against crude extracis
of liver and small intestine, we observed that CETP shows a
band around 68 kDa, which is expressed in both tissues (Figs
S5A and 5B). The use of the anti-BSA IgY antibody against
liver, small intestine and BSA jtself, give a signaj around
66 kDa (shown as reference in Fig. SE). Figure 5C show that
the anti-CETPI IgY antibody only recognizes a single band
around 53 kDa, 15 kDa less than CETP that is only detected
in extracts from small intestine. Figure 5D shows the result
using the mixture of both, the anti-CETP IgY and the anti-

220 aDa 9>

97 kDa—9»

66 kDa—»
BSA

45 aDa—

30 &kDa—»

A) CRUDE EXTRACY B)igY
An

U-CETP

C)IgY D) Anti-CETP
ANtS-CETP1 + Anti-CETP!

analysis. N

CETPI IgY antibodies. The difference in 15 kDa between
CETP and CETPI scen in our Western-blot analysis is larger
than the change in size expected for a difference of only six
amino acid residues. Therefore, we might conclude that ad-
ditional differences must exist between the two proteins in
order to explain this change in mobility. The differences in
sequence and predicted secondary structure between CETP
and CETP1 might be responsible for several of their physi-
cochemical properties (Fig. 4). The isoelectric point predicted
for CETP (with 496 aminoacids) is 6.41 compared to the iso-
electric point predicted for CETPI (with 490 aminoacids) of
7.09. This change could also affect the relative mobility of
CETPI in polyacrylamide gels. Employing lipid-depleted
samples. the difference in mobility remained constant:
therefore, discarding the possibility that the presence of
lipid bound to the proteins might affect their migration in the
gels. The possibility of postranslational modifications that
might affect the relative mobility of the CETPI is at the mo-
ment under consideration in our laboratory.

The presence of CETPI in plasma

To establish whether CETPI is secreted into plasma in a
manner similar to the case of CETP, we studicd plasma sam-
ples from both: normolipidemic human subjects, and normal
rabbits. Plasma samples shown in Fig. 6 were studied by
‘Western-blot analysis. Figure 6A shows plasma samples from
both specics, human and rabbit. Using the anti-CETP IgY
antibody. we established that CETP is present in both human
and rabbit plasma with an approximate molecular weight
around 66 and 68 kDa respectively (Fig. 6B). Employing the
anti-CETPI 1gY antibody we demoastrated that CETPI is also
present in the plasma of both species (Fig. 6C). On other hand

E) ig¥ Anti-BSA

weight marker (MW) and crude extracts from liver (L) and

Fig. 5. Identification of CETP and CETP! in tissue
small infesti
1Y (pancl E).

(S (pancl A), incubated with anti-CETI" IgY (p.xm_l B), anti-CETPL IgY (pancl C) and the combinations of both (panct ). Control anti-BSA
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Fig. 6. ldentification of CETP and CEETPI in human and rabbit 1 as b,

in. weight marker (MW), Human plasma (HUM)

y i
and rabbit plasma (RAB) (pancl A). Human plasma (HUM) amt mhhll plasma (RAB) using the nnu-crrp 1Y antibody (panei B). Human plasma (HUM) and
rabbit plasma (RAB) using the anti-CETPI IgY antitunty (panel C). Both plasmas and a BSA control were also incubated with the anti-BSA IgY (pancl D).

the antibody anti-CETP! IgY showed that CETPI presents a
higher concentration in human than rabbit plasma (Fig. 6C).
Taking into consideration that albumin js one of the m,
abundant proteins in plasma, and CETP presents a very simi-
lar moleccular weight, we also used the anti-CETP IgY and
the anti-CETPI IgY antibodies against BSA in order to dis-
card the possibility of false positives (Fig. 6B and 6C). Ref-
erence can be taken from Fig. 6D, in which the anti-BSA IgY
antibody was utilized against plasma obtained from the two
species.

At this point it has to be considered human intron *O° lo-
cated between exons 15 and 16 [14]. If this intron is translated
in the original reading frame it could generate a sequence 60
amino acids larger than CETP. Thercefore, the minimum cal-
culated molecular weight (non-glycosylated form) for human
CETPI would be 59.4 kDa, 6.4 kDa larger than the molecu-~-
lar weight observed in rabbit CETPL. Based on this possibil-
ity, we considered that the h CETP could
be related to a spliced product. Although cryptic splice sites
are found. these would gencrate proteins with o molecular
weight much larger than 56 kDa. Table 2 shows the compari-
son between the carboxy-end sequence of human (ID1) and
rabbit CETP (ID1). as well as the carboxy-end sequence of
rabbit (ID2) and a putative version of human CETPI (ID2).
The latest form of human CETPI corresponds to onc possi-
bility amongst several others originated by alternative splic-
ing. lacking a segment from base 6 to base 96 of intron *O”.

The stop codon in this product is suggested to be localized
in base 1573 of exon 16. This variant would generate a pro-
tein 17 amino acids larger than CETP, with a minimum mo-
lecular weight of 56 kDa. Although, between the human and
rabbit CETP there js an homology that corresponds to 91.7%,
the sequence homology for CETPI in both specics corre-
sponds to 50% from residue A6 1o P12 of Sequence I, the
region recognized by the antibody anti-CETPI IgY. It is in-
teresting to note that CETPI cither from rabbit or human
sources seems to prescat a random configuration rich in
prolines as well as a hydrophilic character. Taking into ac-
count that it scems we arc dealing with a new variant of CETP
with a main deference of six aminoacids that produces a clear
cffect of its main propertics. it remains to be established if
posttranscriptional or postranslational modifications are
associated to CETPI.

At present, several mutations in the CETP messenger have
been reported, some of which reflect several alterations in the
levels of HDL, LDL and VL DL in plasma. A change of a
guanine for an alanine in position +1 of intron 14 in the CETP
mRNA, docs not allow the synthesis of CETP to take place.
‘This simple change causes hypoalphalipoproteinemia pro-
moted by a reduction of 50% in the level of CETP [20,21]).
On other hand, Gotoda et al. [22] describe a change of o
cysteine for a lmunc n exon lOothc CETP gene of patients
showing hyT lipc ia. This substitution results

in the replacement ofcodon 309 CAA(Q) for a prematur: ter-

Table 2. Sequence comparison of CETP and CETPI carboxy-ends from human and rabbit

Isoform Carhoxy-end Sequences Structure M.W. (kDa) [X
ion) [¢ iction)

1D1 human 376 AA GFLLLQMDFGFPE HLLVDFLQSLS Alpha Helix s3.10 s.80

ID1 rabhit 497 AA GCLLLQMDFGFPK HLLVDFLOSLS Alpha Helix 54.52 6.41

D2 human 483 AA VKGPLPAWLIPTPGGLGVSPARPSLLL PLPSGLPAAADGLWLP Random 56.06 6.28

ID2 rabbit 491 AA VSAKPLSARSPGGRPLSPE Random 53.57 7.09




minal codon TAA. In this case the CETP synthesized lacks
168 aminoacids at the carboxy-end region of the protein [21].
Sakai er al. [23), reported a cutting defect in intron 10 that
cxcludes exon 10in the cDNA and promoies the insertion of
a 31 pd sequence in intron 13 [23].

Takahashi er al. {24], also reported a nucleotide substitu-
tion that decreases CETP activity. Only one isoform of hu-
man CETP has been described lacking exon 9 (CETP A9).
Thix isoform scems to be retained at the level of the endo-
plasmic reticulum forming intracellular heterodimeric com-
plexes with the normal form of CETP [6,7]. This association
has been thought to be related to a regulatory mechanism in
the steps previous to the secrction of CETPR

The CETPI messenger presents an approximate size of 2.2
kb uand with the exception of Sequence I shows 100% iden-
tity with the reported 3° end of rabbit CETP. Since we have
identificd the anly source for the CETPI trunscript to be the
small intestine, CETPI found in plasma most probably is
originated this tissue. Bascd on our results, the CETPI
messenger identified as 1D2 is translated into an isoform of
CETP that also liberted in the plasma of rabbit and hu-
mans, at normal lipid tevels. The m snper of CETPL in-
cludes 108 bases of the intron previous to exon 16, This
chunge substitutes the last 23 aminoacids in the carboxy-end
of CETP for 18 new ones with the subsequent change in the
sccondary structure of the isoform.

Although CETPI most probably lacks the capacity to bind
cholesterol esters, it is possible that the capacity of CETPI
to bind phospholipids and in general to associate to lipopro-
teins might not be altered [2, 12]. Morcover, since CETP is
l’c\’p(lnﬂihlc for approximately 309 of the phospholipid tmins-
port in plasma [23, 24] and that the phosphate groups con-
stitute the primary site for the interaction of CETP with
lipoproteins [25-27], this characteristic might be conserved
in CETPI.

For the first time we describe the presence of CETPI in
human plasma, a novel protein that places new boundaries
in the study of lipid metabolism, both at the plasma level as
well as the local level of the small intestine,

Acknowledgements

We would like to express our gratitude to Ricardo Miledi and
Rogelio Arellano for their assistance in all RNA protocols.
Our appreciation to Blanea Delgado, Rodolfo Paredes and
Hector Malagon tor their technical assistance, as wellas Mas.,
Elena Gutierrez tor her sceretarial help. This study has been
supported by grants trom Dircecion General de Asuntos del
Personal Académico, Universidad Nacional Auténoma de
México (DGAPA-UNAM) and Conscjo Nacional de Ciencia
cnologia (CONACYT) México, to me Mas-Oliva. A
1 acknowledgment to Jurge Paniagua (Laboratorios

spe

Siluanes) and Emesto Trens for their interest and support in
the development and application submission for an Interna-
tional Patent biased on the present study.

References

1. Matsunaga A, Araki K. Moriyama K, Handa K. Arakawa F, Nishi
K, Sasaki J, Arakawa Detection of a po mutation in chotes-
terol ester llnn\ﬁ:r protein sene hy polymerase chain reaction-medi-
ated si 4i im Biophys Acta 1 te6: 131-134,
1993
Wang S, Kussie P Deng l.. Tall A: Defective binding of neutral lipids
by car y mutant of chol 1 ester ransfer pro-
tein. J Biol Chem 270: 612-618, 1993
3. Bolafos-Garcla VM, Soriana-Garcfa M, Max-Oliva }: Stahility ot the
C-terminal peptide of CETI mediated trough an . i+3) array. Biochim
Biophys Acta 1384: 7—15, 1998
4. Tall A: Plasma lipid transter proteins. Annn Rev Biochem 64
1995
5. ﬁ:nln K. Kobori K, Hashi H, to S, Manabe M, Y y
ing for the ami-rabbit cholesteryl ester transfer protein
muonaclanal antibody that selectively inhibits triglyceside teansfer. J
Lipid Res 3 2013-2021, t9uy
6. Inazu A, Quinct 1M, Wang 8, Brown M., Stevensan 8, flarr ML,
Moulin P, Tall AR: Alicative splicing of the mRNA ulunllnl, the
human cholesterol ester transter protein. Biochemistry 31: 2352-2388,
1992
7. Quinct 1, Yang TP, Marinos C, Tall A: Inhibition ot the cellular secre-
tiun of choleste ster transfer protein hy o variant protein tormed
by alternative splicing of MRNA. J 3ol Chem 268: 1689 1-16893, 1993
#. Yang TT% Agellon LB, Walsh A, Broslow 31 LAR: Alter
ing oh the buman cholesteral anstes protein in trassgenic mive. J 3iot
Chem 27 1: 1260312609, (Y46
Wi 3, Deng L, Tall A Human plasma cholesterol ester
transfer protein consists of a mixwee of two furms reflecting variable
glycositation at Acpargine 341 Biochemisery 32: $121-5126, 1903
10. NagashimaM, Mclean 3 Lawn R J: Cloning and mRNA tissue distri-
bution ol rabbit cholestesol ester transter protein. J Lipid Res 29: 1633~
1639, 1988
1. Ko KW, Oikawa K, Ohaishi T, Kay CM, Yokoyama 8: Purit tion,
characterization, and conformational analysis of rabbit plasma lipid
transter protein, Biochemisry 32: 662Y—6nl6, 1993
12, Kotake H, Agellon LB, Yokoyar 51 Moditication of the N-terminat
cysteine of plasma cholesterul ester ranser protein se. vely inhib-
it triglyceride transtee activity. Biochim Biophys Acta 1337: 6973,
1997
13, Bolados-Garcla VA, Soriano-C

8

i

arcia M, Mas-Oliva §: CETP and ex-
changeable apopiotef Common teatures in lipid binding activity,
Mol Cell Binchem 175 1-10, 1997

14, Agellon LB, QOuinet EM., Giltette TG, Drayna DT, Brown ML, Tall AR:
Organization ol the buman cholesterol eaee Iranser prowin gene.
Biochemisry 29: 1372-1376, 1090

15, Jiang XC. Mootin I Quinet 15, Goldberg 1, Yacoub LK, Agellon LR,
Compton 1), Schaitzer-Polokatt R, Tall AR: Mammalian adipose tis-
sue and mosele are major somces of lipid teanster protein mRNAL
1ol Chem 266: 3631 =639, (Y91

16, Wallace AJ, Mann J1, Sutherland WH. Williams 8, Chisholn A, Skeatt
CM. Gudnason V, Talmud 7). Humphrics 813 Variants in the chotes-
terul exter iranster protein and lipoprotein lipase genes ase pres
of plasma cholesterol respanse to dictary ch: . Atherasclerosis (82:
327-336. 20010

crors




Drayna D, Jarmagin AS, McLean J, Henzel W, Khor W, Fielding C,
Lawn R: Cloning and sequencing of human cholesterol ester transfer
protein cDNA, Nature 327: 632-634, 1987
Sumiwaka K, Parker I, Miledi R: E ion of neurotr i re-
ceptors and voltage-activated channel from br.nn mRNA in Xcnopus
cocytes. In: M. Conn (cd). s in N A i Press,
Orlando, 1989, pp 305
Appletquis SE, Keyna U, Calvin MR, Beck-Lngeser G Ruman C.
Lawn R: of the rabbit gl ydes-3-p ph: uechy-
drogenase-cncoding cDNA, Gene |63: 325-326, 1995
Brown ML, Inazu A, Hester CB, Agellon LB, Mann C, Whitlock ME,
Marcel YL, Milne RW, Koizumi J, Mabuchi H 2 al.: Molecnlar basis
of lipid transfer protein deficiency in a family with increased high-
density lipopeoteins. Nature 342 438-451, 1989
Lagrost L: Regulation of cholesterol ester transfer protein (CETI)
activity, review of in vitro an in vive studies. Biochim Biophys Acta
1215: 209-236, 1994
Gotada T, Kinoshita M, Shimano H, Harada K. Shimada M, Ohsuga
J, Teramoto T, Yazaki Y, Yamada N: Chotesteryl ester transter protein
defliciency caused by a nansense muatation detected in the patient’™s
phage mRNA. Bi Binphys Res Commun 193: 519-523,

1993

23,

SakaiN, i Fojo 8, Y hitaS. M. Y. Brewer HB:
Exon 10 skipping caused by intron 10 splice donor site mutation in
cholesteryl ester transter protein gene results in abnormal downstiream
splice site selection. J Lipid Res 37: 2065-2073, 1996

Takahashi K, Jiang XC, Sakai N, Yamashita S, Hirano K, Bujo H,
Yamazaki H, Kusunoki. J, Miura T, Kussie P, Matsuzawa Y, Saito Y,
Tall A: A mi i in the chol 'yl ester transfer protein
gene with possible dominant effects on plasma high density lipupro-
teins. J Clin Invest 92: 2060-2064, 1993

Yamashita 8, Hirano K, Sakai N, Matsuzawa Y: Molecutar biolugy and
pathophysiological aspects of plasma cholestery! ester transfer protein.
Biochim Biophys Acta 1529: 257-275, 2000
Painaik NM, Zilversmit DI ion of chol
protein with human plasma lipopr and ph
Biol Chem 253: 27822786, 1979

Abbey M, Bastiras 8, Calvert GD: Immunoprecipitation of lipid trans-
fer protein activity by an antibady against human plasma lipid trans-
fer protein-1. Biochim Biophys Acta 833: 25-33 1988

Hesler CB, Tall AR, Swenson T, Weech PK, Marcel YL, Milne RW:
Monoclonat antibadics to the My 73,000 cholesterol ester iransfer pro-
tein neutralize all of the cholesterol ester and triglyceride transfer ac-
tivitics in human plavma. J Biol Chem 263: S020-5023, 1988

I ester

-




	Portada

	Índice

	Presentación

	Capítulo I. Identificación de una Nueva Isoforma de CETP

	Capítulo II. Sistema para la Cuantificación de la Proteína Transferidora de Ésteres de Colesterol en Muestras Biológicas y Sintéticas

	Capítulo III. Evaluación de los Niveles de CETP Plasmática en Población Mexicana

	Capítulo IV. Conclusiones y Perspectivas




