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Abreviaturas

ADN acido desoxirribonucleico

LMV vesiculas multilamelares

DMPC Dimiristoil Palmitoil colina

DMSO Dimetilsulféxido

Dntp desoxinucleotidos trifosfato

DOsoo densidad optica a una longitud de onda de 600 nanom  etros
FRET transferencia de energia de foster

€ Epsilon

FPLC Cromatografia liquida de separacion rapidad e proteinas
FRET Transferencia de energia entre fluorocromos

GuHCL Cloruro de guanidinio

IPTG isopropyl- B-D- 1-thiogalactopyranoside
LB Luria Bertani

PCR Reaccion en cadena de la Polimerasa
PDB Banco de Datos de Proteinas

pl Punto Isoeléctrico

EPR Resonancia paramagnética electronica
Rpm Revoluciones por minuto

SDS dodecilsulfato sodico

SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida co  n dodecilsulfato sédico
Tm Temperatura de Transicion
uv Ultra violeta

APO A-l Apolipoproteina A-I
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Aminoécidos

Simbolo Nombre Cddigo genético

Ala L-Alanina GCU, GCC, GCA, GCG

Arg L-Arginina CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AG G
Asn L-Asparagina AAU, AAC

Asp L-Acido aspéartico GAU, GAC

Cys L-Cisteina UGU, UGC

Gin L-Glutamina CAA, CAG

Glu L-Acido glutamico GAA, GAG

Gly Glicina GGU, GGC, GGA, GGG

His L-Histidina CAU, CAC

lle L-Isoleucina AUU, AUC, AUA

Leu L-Leucina UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Lys L-Lisina AAA, AAG

Met L-Metionina AUG

Phe L-Fenilalanina Uuu, uuC

Pro L-Prolina CCU, CCC, CCA, CCG

Ser L-Serina UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
Thr L-Treonina ACU, ACC, ACA, ACG

Trp L-Triptofano UGG

Tyr L-Tirosina UAU, UAC

Val L-Valina GUU, GUC, GUA, GUG
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Capitulo 1
INTRODUCCION

1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y ATEROSCLEROSIS
1.1 Consideraciones Epidemiolégicas

Actualmente la aterosclerosis es la enfermedad con mayor prevalencia en el
mundo occidental, y en los Udltimos afios la cifra de afectados en el resto del
mundo ha aumentado drasticamente. Se estima que cada afio mueren 17 millones
de personas en el mundo a causa de enfermedades cardiovasculares entre los
gue se encuentran las embolias e infartos de miocardio [1].

La enfermedad coronaria es sin duda la que mas mortalidad ocasiona, y ésta se
debe principalmente a la aterosclerosis. Por esta razon, la aterosclerosis se ha
convertido en un foco de atencion importante en la investigacion biomédica.

1.2 Aterosclerosis como principal causa de enfermedad c ardiovascular

Se denominan enfermedades cardiovasculares a todo tipo de enfermedades
relacionadas con el corazén o los vasos sanguineos. Aunque las enfermedades
cardiovasculares puedan contar con varias causas, la mas comun sin duda es la
aterosclerosis. Esta causa es tan frecuente que se considera casi sinébnimo de la
enfermedad cardiovascular.

El término aterosclerosis proviene de los vocablos griegos athero(pasta) y skleros
(duro, piedra). Consiste en una respuesta inflamatoria crénica en la pared de las
arterias de mediano y gran calibre, debido al depdsito de lipoproteinas cargadas
de colesterol (2-4). Estos depdsitos con el tiempo de convierten en auténticas
lesiones y forman la placa ateromatosa. Esta placa al hacerse cada vez mas
grande va obstruyendo la luz de la arteria hasta que se ve afectado el flujo de
sangre de tal forma que se produce un infarto en la zona por falta de riego.
Ademas existe el riesgo de que la placa se desestabilice y se rompa produciendo
asi trombos que pueden obstruir vasos de menor tamafio.

1.3 Desarrollo de la lesion

El desarrollo de lesiones ateroscleroticas se debe a sutiles pero continuos dafios
al endotelio vascular. Esto puede deberse a un aumento de la presion sanguinea
en zonas determinadas del arbol arterial como pueden ser las ramificaciones
arteriales, sobretodo en personas con hipertension o por estrés inflamatorio
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implicando tanto células del sistema inmune como agentes pro-inflamatorios y
lipoproteinas oxidadas (figura 1).

El endotelio es una capa de células que regula el intercambio de agua y pequefias
moléculas entre la sangre y los tejidos, el tono vascular, la coagulaciéon y la
fibrindlisis (5).

La lesion aterosclerética comienza cuando el endotelio de una zona determinada
se activa y se hace permeable, volviéndose disfuncional. Incluso algunas células
pueden desaparecer dejando zonas desnudas de endotelio (6,7).

Figura 1. Evolucion de la lesion aterosclerética
http://www.invivo.ca/illustration and print formation of atherosclerosis.html

En el ambiente disfuncional del endotelio las moléculas plasmaticas penetran al
espacio subendotelial, donde son modificadas (principalmente oxidadas)
convirtiéndose en moléculas potencialmente pro-inflamatorias y quimioatrayentes.
Este endotelio activado expresa moléculas de adhesion, principalmente la
molécula de adhesién celular-1 (VCAM-1) las que contribuyen al reclutamiento de
células plasmaticas circulantes hacia la lesion aterosclerética (3,4).

Aunque la VCAM-1 actia como molécula de adhesién al endotelio, no es
suficiente para que las células plasmaticas puedan penetrar al espacio
subendotelial. Para ello es necesaria la presencia de quimioquinas, siendo las mas
importantes las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-O) y las proteinas
guemotacticas de monocitos-1 (MCP-1) los que estimulan a las células
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monociticas de la sangre a penetrar el endotelio y alli convertirse en macréfagos
capaces de fagocitar el colesterol oxidado a traves de los receptores “scavenger”.
Estos se transforman en células espumosas, las que finalmente mueren por
sobrecarga debido a que los receptores scavenger no estan regulados por el
acumulo de colesterol intracelular. Ademas, los macrofagos poseen propiedades
desestabilizadoras y trombogénicas por medio de la expresion de enzimas
proteoliticas de degradacion de la matriz (por ej. Metaloproteinasas de matriz) y
factor tisular. Este acumulo de células espumosas da lugar a estrias grasas siendo
la primera manifestacion evidente macroscopicamente de inicio de lesion
aterosclerdtica (3).

La lesion inicial de estria grasa suele cursar de forma asintomatica y para que
evolucione la lesion, a esta respuesta inmunoinflamatoria se le suma una
respuesta fibroproliferativa mediada por células musculares lisas en la intima.

Aunque inicialmente estas células tienen una funcion reparadora tras lesiones
arteriales, una sefial inmunoinflamatoria prolongada puede hacer que esta
respuesta sea tan voluminosa que obstruya la luz de los vasos, comprometiendo
el flujo sanguineo y finalmente terminando con isquemia de la zona (8).

Sin embargo estas células musculares también tienen un efecto positivo, ya que la
matriz extracelular rica en colageno que producen confiere estabilidad a la placa,
protegiéndola de posibles rupturas y consiguiente trombosis (9).

En las etapas avanzadas de la lesién se puede producir en algunas ocasiones
calcificacion de la placa. El calcio es el componente mas rigido de los circundantes
de la placa aterosclerédtica, y potencialmente podria actuar como un foco de
ruptura de placa. Sin embargo, no se ha observado una ruptura excesiva en
placas calcificadas e incluso podria asociarse a placas mas estables (10).

En etapas avanzadas de aterosclerosis la angiogenesis es frecuente, y
posiblemente caracterice a las placas de mayor riesgo (7,11). Estos nuevos vasos
son fragiles y permeables, y al expresar moléculas de adhesion favorecen la
extravasacion de las proteinas plasmaticas ademas de los eritrocitos y células
inflamatorias. Por lo tanto, la angiogenesis e inflamacion frecuentemente coexisten
y podria mediar la rdpida progresion detrimetal de la placa (7,11, 12).

Las lesiones avanzadas se caracterizan por su inestabilidad, pudiendo producirse
su ruptura dando lugar a trombos que, transportados por el flujo sanguineo,
pueden obstruir vasos de menor tamafio provocando episodios isquémicos agudos
como infartos de miocardio o ictus aterotrombotico (7).

1.3.1 Clasificacion de lesiones aterosclerdticas
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Dependiendo de su aspecto histolégico, las lesiones se clasifican en seis tipos
(figura 2) (13-15):

Tipo I: son las primeras lesiones que se manifiestan en forma de depdsitos
lipidicos detectables de forma microscopica y quimica en la intima. Ademas se
producen los primeros infiltrados de leucocitos mononucleares.

Tipo II: Estas lesiones son conocidas como estrias grasas. Contienen capas
adyacentes de macrofagos o células espumosas a diferencia de las lesiones tipo |
donde solo aparecen como grupos aislados. También se aprecian células
musculares lisas en la media e intima y algunas presentan gotas de grasa
intracelulares. Ademas se observan linfocitos T y mastocitos.

Tipo lll: Conocida también como lesiéon intermedia, o preateroma. Presenta
granulos lipidicos extracelulares que rompen la integridad de las células
musculares, produciendo un engrosamiento de la intima.

Tipo 1V: Estas lesiones son también conocidas como ateroma, y son
caracterizados por un gran nucleo lipidico extracelular formado por la confluencia
de los granulos lipidicos generados en la lesion tipo Ill. El nucleo lipidico provoca
el engrosamiento de la pared arterial, aunque no a expensas del lumen.

Tipo V: las lesiones tipo V se caracterizan por el desarrollo de una capa fibrosa
sobre el ndcleo lipidico generandose la llamada fibroateroma o lesion tipo Va. Si
partes de la lesion estan calcificadas se denominan lesiones tipo Vb. Aquellas
lesiones que carecen de nucleo lipidico se denominan Vc. Estas lesiones se
acompafan de un estrechamiento del lumen, principalmente provocado por el
aumento del tejido fibroso extracelular, en especial por la mayor presencia de
colageno y células musculares lisas.

Tipo VI: se producen cuando a las lesiones tipo V se les suma la rotura de la
superficie de la lesion (Vla), un hematoma o hemorragia (VIb) o el desarrollo de
depositos tromboticos (VIc). Son la mayor causa de morbi-mortalidad producida
por aterosclerosis.
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Figura. 2 Tipos de lesion aterosclerética
1.4 Factores de riesgo

Los factores genéticos son uno de los principales factores de riesgo para padecer
aterosclerosis, sin embargo en muchos casos no son suficientes para manifestar
la enfermedad, sino que ademas debe estar presente alguno de los siguientes
factores de riesgo:

1.4.1 Hipercolesterolemia

La importancia del colesterol como uno de los principales factores patogénicos en
el desarrollo de la lesion ateroscleroética fue sefialado por primera vez a mediados
del siglo XIX por el patdlogo Aleméan Virchow (16). A la mitad del siglo XX, con el
aumento en la incidencia de la patologia derivada de enfermedad aterosclerética,
este paradigma fue ganando aceptacion hasta llegar a ser considerado uno de los
principales factores de riesgo asociados con la progresion de la aterosclerosis y la
incidencia de enfermedad cardiovascular. Actualmente el aumento de colesterol
en sangre debido al aumento en la concentracion de colesterol en LDL (c-LDL) es
aceptado como el principal factor de riesgo de enfermedad aterosclerdtica (17-19)
y aunque su efecto es reversible ya que si se reduce su nivel con farmacos o
dieta, el riesgo de morbi-mortalidad desciende.

1.4.2 Hipertension arterial

La prevalencia de hipertension arterial (HTA), en poblacién general espafiola es de
35%, considerando como hipertenso a aquellos sujetos con presion arterial
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sistélica (PAS) y/o diastélica (PAD) igual o mayor de 140 y 90 mm Hg
respectivamente o en tratamiento farmacoldgico antihipertensivo.

1.4.3 Tabaquismo

El consumo de tabaco constituye uno de los principales riesgos para la salud
cardiovascular y es la principal causa de morbi-mortalidad prematura y prevenible
en el mundo desarrollado.

El habito tabaquico se ha asociado con mayores concentraciones de colesterol
total y menores de colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL),
asi como con hipertrigliceridemia pospandrial (24), mayor agregacion plaquetaria y
actividad vasomotora (25). En los dultimos estudios epidemiolégicos se ha
relacionado ademas con nuevos marcadores de riesgo emergentes tales como la
proteina C reactiva, homocisteina y fibrinégeno (26).

1.4.4 Diabetes mellitus

El diagnostico de diabetes mellitus (DM) se establece cuando los valores de
glucosa en sangre en ayunas son superiores a 125 mg/dl en al menos dos
determinaciones realizadas en dos dias diferentes o bien cuando alcanzan los 200
mg/ dl en cualquier determinacion o a las dos horas de realizar una sobrecarga
oral de 75 mg de glucosa (31). Los sujetos de DM no controlada presentan una
evolucion mas acelerada de la enfermedad aterosclerética debido a diferentes
mecanismos como hiperglucemia, perfil cardiovascular y la mortalidad en sujetos
con DM es equivalente a la de aquellos sujetos no diabéticos que han sufrido un
episodio isquémico vascular (19, 33).

1.4.5 Obesidad

La obesidad es un factor de riesgo independiente de enfermedad cardiovascular.
Se ha descrito un incremento continuo y gradual del riesgo relativo de mortalidad
con el aumento del indice de masa corporal debido a su asociacion con el
sindrome metabdlico (SM) (42, 43).

1.4.6 Hormonas sexuales

Se ha demostrado que las hormonas masculinas tienen propiedades aterogénicas,
mientras que los estrégenos protegen de la aterosclerosis, por eso las mujeres se
afectan después de la menopausia (51, 52). Este factor junto con la edad no
depende del estilo de vida.

Factores protectores
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Contrarrestando el efecto de estos factores de riesgo y otros que no hemos
revisado, existen también factores protectores. El mas importante de estos es el
nivel de c-HDL. La importancia de las HDL como factor protector radica en el
hecho que estas lipoproteinas retiran colesterol de los tejidos y los transporta al
higado (53).

Se han establecido unos criterios para determinar el riesgo de enfermedad
coronaria de cada persona en funcion de los niveles de HDL. Desde 1950 se ha
observado una correlacion inversa de HDL con enfermedad cardiovascular pero
no fue hasta 1970, cuando esta idea se aceptd y se establecieron los siguientes
limites segun el programa nacional de Educacion Sobre el Colesterol (NCEP) (54,
55).

[c-HDL] < 35 mg/dL es un factor de riesgo positivo para enfermedad coronaria.
[c-HDL] » 60 mg/ dL es un factor de riesgo negativo para la enfermedad coronaria

Para profundizar sobre estos factores de riesgos vamos a analizar el metabolismo
lipidico asi como la estructura y funcion de las proteinas implicadas.

1.5 Definicion y caracteristicas de las lipoprotein  as plasmaticas

Los lipidos exdgenos y endogenos deben ser transportadas a los diferentes tejidos
u 6rganos, ya sea para almacenarlos, utilizarlos como fuente de energia o
convertirlos en productos especializados (acidos biliares, hormonas esteroides,
etc.), pero debido a que son insolubles en agua su transporte por el plasma resulta
dificultoso ya que éste es un medio acuoso.

Las lipoproteinas son macromoléculas cuya funcion es empaquetar los lipidos
insolubles en el medio acuoso del plasma y transportarlos desde el intestino y el
higado a los tejidos periféricos y, desde éstos, devolver el colesterol al higado
para su eliminacion del organismo en forma de &cidos biliares fundamentalmente.

Las lipoproteinas plasmaticas constituyen un sistema polidisperso y heterogéneo
de particulas de morfologia casi esférica, que tienen un nucleo hidréfobo formado
por lipidos no polares, es decir, colesterol esterificado y triglicéridos (TAG), y por
una capa superficial hidrofila que contiene colesterol no esterificado, fosfolipidos
(FL) y unas proteinas especificas denominadas apolipoproteinas (Apo). Las Apo
no solamente cumplen un papel estructural en las particulas lipoproteicas, ya que
intervienen en el metabolismo de las mismas, en el que ejercen distintas
funciones, actuando como activadoras e inhibidoras de enzimas e interaccionan
con receptores celulares especificos. Actualmente son conocidas las Apo: A, B, C,
D, E, F y G. Algunas de estas presentan isoformas (que se indican con niumeros
romanos) y se diferencian por su contenido glucidico. También podemos
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mencionar que la ApoB48 presente en los quilomicrones (Q) que se sintetiza en el
intestino, representa el 48 % del ARN mensajero de la Apo-B presente en las
VLDL, IDL y LDL conocida como Apo-B100. Esto se produce por un mecanismo
postranscripcional de corte y empalme.

1.6 CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las particulas lipoproteicas se diferencian entre si por la distinta proporcion de
colesterol, TAG y FL que contienen, asi como por las distintas apoproteinas
integradas en su estructura. La nomenclatura de las diferentes lipoproteinas
presentes en el plasma humano se basa en el hecho de que estas estan
encuadradas dentro de rangos de densidades. Cada clase posee una determinada
movilidad electroforética, lo que ha permitido clasificarlas de acuerdo a su posicion
en el soporte. Aunque el espectro de las lipoproteinas plasmaticas es amplio, en la
actualidad, las lipoproteinas plasmaticas se clasifican en:

* Quilomicrones (Q): que sélo se encuentran en el plasma normal después de
una comida grasa.

e Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés very low density
lipoproteins).

e Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, intermediate density
lipoproteins).

» Lipoproteinas de baja densidad (LDL, low density lipoproteins).

» Lipoproteina (a) o Lp(a)

» Lipoproteinas de alta densidad (HDL, high density lipoproteins).

Caracteristicas fisicas de las Lipoproteinas plasmaticas

Lipoproteina Movilidad Diametro (nm) Densidad (gr/ml)
electroforética

Q Origen 75-1.200 <0,93

VLDL Pre-beta 30-80 0,93-1,006

IDL Pre-beta 25-35 1,006-1,019

LDL Beta 18-25 1,019-1,063

Lp (a) Pre-beta 26-30 1,040-1,130

HDL Alfa 5-12 1,063-1,210

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de las lipoproteinas
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1.7 Sintesis de HDL

Son sintetizadas y secretadas por el higado y en una menor proporcion por el
intestino. La fraccion de HDL representa un grupo heterogéneo de particulas,
constituidas por las HDL2 que son de mayor tamafio y HDL3 que son mas
pequefias. También se conoce otra subfraccion: la HDL1 que por su tamafio y
densidad es similar a la subfraccion HDL2 difiriendo con esta solo en la afinidad
por los receptores de la LDL, debido a que las particulas de HDL carecen de Apo-
E.

Estas lipoproteinas son secretadas en forma de HDL nacientes (dHDL) que son
particulas discoidales compuestas por una bicapa de fosfolipidos y colesterol libre
rodeada de Apo-A (en especial de Al), Apo-E y Apo-C. Cabe aclarar que las
dHDL de origen intestinal no contienen Apo-C y Apo-E. La Apo-C es sintetizada en
el higado y transferida a las HDL intestinales cuando éstas entran al plasma. Una
vez en el plasma, sobre las dHDL (55) actua la
LCAT. Esta enzima para poder actuar, se incorpora a una fraccion de las HDL y en
presencia de Apo-Al como cofactor, esterifica el colesterol libre de la superficie de
la lipoproteina y el proveniente de las células de los tejidos. Este colesterol
esterificado se ubica en el centro de la particula convirtiendo su forma discoidal o
naciente en esférica o madura representado por las HDL2 (mas grandes, menos
densas y ricas en colesterol esterificado).

Captacion de
particulas HDL
selectiva de EC

ABFC1 ’ CETP

NS w= SR-BI
Tejidos periféricos  J ~ <HL EL LCAT
7R
PN O PLTP o
pre3- LCA!

HDL

Figura 3 Vias implicadas en la generacion e interconvencion de las HDL
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1.8 Rol de apoAl y HDL en el TRC. Generacion de HD L discoidales por
células

La interaccion de apoAl con células periféricas resulta en la generacion de HDL
nacientes (dHDL) en un proceso mediado por el ATP-binding cassette Al
(ABCA1), una proteina que trasloca fosfolipidos desde la hemicapa interna hacia
la externa de la membrana celular (57). Estas dHDL pueden captar colesterol
desde dominios de membrana ricos en este compuesto como las caveolas (58)
antes de pasar a la circulacion donde son sustrato de la (LCAT). La formacion de
ésteres de colesterol (EC) genera un nucleo hidrofébico y la forma esférica de las
HDL mayoritarias en circulaciéon. Los EC pueden ser captados por el higado
directamente de las HDL a través del "scavenger receptor BI" (SR-BI) o mediante
el previo intercambio con LDL. Estas reacciones de cesion o intercambio de
lipidos, ademas del intercambio con otras proteinas como apolipoproteina A-II,
regeneran apoAl libre o pobre en lipidos que reinicia el ciclo de remocién de
colesterol en los tejidos periféricos (3). ApoAl también desencadena en células la
movilizacion hacia la membrana plasmética de depdsitos enddégenos de colesterol
por mecanismos aln no muy bien conocidos (59).

La incubacion de apoAl exdégena con cultivos celulares resulta en la formacion de
una serie de dHDL de diferente tamafo en un proceso dependiente de ABCA1l
(60). Estas dHDL presentan migracion electroforética a lo que se atribuye a la
presencia de fosfolipidos negativos y existiendo también una correlacion entre el
tamafio y el contenido de colesterol de estas particulas. En células productoras de
apoAl, la misma es secretada en un proceso que parece independiente del ABCA1
(61) en la forma de pequefios complejos que también se suponen discoidales,
pero que presentan migracion electroforética 3, aparentemente por contener una
baja proporcién de fosfolipidos negativos. Asi, las dHDL son intermediarios de
gran importancia en el metabolismo de las HDL. El estudio de su estructura y
funcion, sin embargo, se ve limitado por su presencia minoritaria y dificultad de
aislamiento.

1.9 Propiedades estructurales de apoAl. Flexibili dad y adaptabilidad
conformacional.

La Apo es una proteina de 243 aminoacidos, recientemente se ha encontrado su
estructura cristalina (67) en la cual se muestra que consiste de dos dominios
formados por a-hélices anfipéaticas: un ramillete de cuatro hélices formado por las
¥, partes de la secuencia hacia el extremo N, y un ramillete de dos hélices en el
extremo C (figura 4, arriba). Muchas evidencias indican que estos ramilletes se
abren para permitir la interaccion de las caras hidrofobicas de las hélices con
lipidos. La region del extremo N juega un rol clave en la estabilizacion del estado
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libre de lipidos, ya que su eliminacion hace que la proteina cristalice en una
conformacion totalmente diferente (figura 4, arriba): un tetramero en forma de
herradura en el que cada mondmero esta extendido y altamente helicoidal. Esta
estructura presenta muchas caracteristicas de la apoAl unida a lipidos, como el
contenido de hélice, por lo que se supone que seria mas representativa de éste
ultimo estado (67).

Figura 4.

Arriba: Estructura cristalina de apoAl A1-43.
De referencia 69. A) Mondmero aislado
indicando las 10 hélices que se predicen de
la secuencia. B) Dos mondmeros interactian
entre si de manera antiparalela. A su vez,
Helix Z o T - dos dimeros interactian entre si para formar

un tetramero, la estructura basica del cristal.

= Hel

Abajo: Correspondencia entre las hélices
encontradas en la estructura cristalina (A a F)

6* 1 2 y las predichas de la secuencia (G* y 1 a 10).
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La hélices tipo A se indican en celeste, las
tipo Y en rojo y la tipo G* en verde
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Esta flexibilidad configuracional es una caracteristica de todas las apolipoproteinas
intercambiables (68) y permitiria que éstas puedan adaptarse a los diferentes
estados en que se encuentran durante su ciclo funcional: libres, unidas a
membranas o a una gran variedad de complejos lipoproteicos de diferente
morfologia (discoidales o esféricos), tamafio y composicion.

1.9.1 Tipos de a-hélices anfipaticas en apoAl.

La estructura cristalina (69) de un fragmento de apoAl sin los primeros 43 residuos
(apoAl A1-43) es un tetramero en forma de herradura en el que cada monémero
estd extendido y altamente helicoidal (fig 4). Como presenta muchas
caracteristicas de la apoAl en dHDL, se la supone representativa de este estado.
En el estado libre, apoAl formaria un ramillete de hélices anfipaticas laxo y flexible
(69), que se abre para permitir la interaccion con lipidos de las caras hidrofobicas
de las hélices. Se distinguen 3 tipos de a-hélices (70). Hay 6 hélices de 22
residuos tipicas de las apolipoproteinas intercambiables (hélices A) que tienen un
agrupamiento de cargas positivas en la interfase hidrofilica/hidrofébica y de cargas
negativas en el centro de la cara hidrofilica. Otros dos pares de hélices (69-70-71)
son denominadas tipo Y por tener 3 grupos de cargas positivas que asemejan a la
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letra “Y”, con los residuos hidrofébicos entre los brazos y residuos negativos entre
los brazos y la base de la “Y”. Cada par tiene una repeticion de 11 residuos
seguida por una de 22 residuos. En el extremo N hay una hélice G*, con arreglo al
azar de los residuos polares similar a las de proteinas globulares.

Figura 5. Distribucion de residuos cargados en las hélices alnfipaticas tipo A y tipo

VAL-LYS-ASP-LEU-ALA- THR-VAL-TYR-VAL-ASP -
SER-GLN-PHE GLU GLY SER ALA LEU GLY LYS

ASP-SER-VAL-THR -SER- THR- PHE-SER-LYS-LEU -
PHE-TRP-ASP-ASN-LEU-GLU-LYS-GLU-THR-GLU -

ARG-GLN-LYS-LEU-HIS-GLU- LEU-GLN-GLU-LYS -
ARG-ALA-ARG-ALA -HIS-VAL-ASP-ALA-LEU-ARG-
ARG-GLN-ARG-LEU-ALA-ALA-ARG-LEU-GLU-ALA -
GLU-TYR-HIS-ALA-LYS-ALA-THR-GLU-HIS-LEU-

Y
Secuencia de aminoacidos y tipos de a-hélices anfipaticas
en la apolipoproteina A-I humana
001 ASP GLU PRO PRO GLN SER PRO ERPZASP-ARGI=
021  VAL-LEU-LYS- ASP-SER-GLY-ARG-ASP- TYR-VAL -
041 GLN LEU ASN LEU-LYS-LEU-LEU-ASP-ASN-TRP -
061 -ARG-GLU-GLN-LEU-GLY PRO VAL-THR-GLN-GLU -
081 -GLY-LEU-ARG-GIN-GLU-MET-SER [NCHASPSREUNSNCIUSCRUSVATSIVSEATASTVeSUANSGEN PRO [THRE
101 -LEU-ASP -ASP- FHE - GLN-LYS-LYS -TRP- GLN-GLU - GLU-MET-GLU-LEU -TYR- ARG- GLN-LYS-VAL-GLU
121  PRO LEU-ARG-ALA-GLU-LEU-GLN-GLU- GLY-ALA -
141 -LEU-SER PRO LEU-GLY-GLU-GLU-MET ARG-ASP -
161 -THR-HIS-LEU-ALA PRO TYR-SER-ASP-GLU-LEU -
181 -LEU-LYS-GLU-ASN GLY-GLY ALA-ARG-LEU-ALA -
201 -SER-THR-LEU- SER -GLU-LYS-AIA-LYS PRO ERAIEEEUSGEUSASP N EUEARGHCENSCIVENEUSNEY PRO
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Fig 6. Secuencia aminoacidica de la apo madura (los aminoacidos nombrados
segun el cédigo de 3 letras).
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1.10 Interaccién de apoAl con superficies lipidicas  : HDL esféricas y
estado unido a membranas

1.10.1 La Bicapa Lipidica

La estructura de la membrana celular es en forma de bicapa lipidica. Esta bicapa
lipidica puede ser considerada como una matriz donde se incorporan otras
muchas moléculas que forman parte también de las diferentes membranas
celulares. La bicapa lipidica es una estructura fluida y dinamica. Este dinamismo
de la bicapa se conoce como modelo de mosaico fluido, en el que se encuentran
implicadas activamente todas las moléculas que forman parte de la bicapa, ya
sean fosfolipidos, glucolipidos, esteroles y proteinas, entre otros.

El modelo del mosaico fluido, postulado en 1972 por Singer y Nicholson,
establece que los fosfolipidos de las membranas se encuentran ordenados en
forma de bicapa fluida. La fluidez de esta bicapa permite el movimiento individual
de las diferentes moléculas que forman parte de la misma. Este dinamismo
molecular confiere a la membrana una gran elasticidad asi como propiedades
eléctricas y una relativa impermeabilidad frente a moléculas muy polares.

1.10.2 Fluidez de la bicapa

Los lipidos de las membranas pueden encontrarse, en funcion de la temperatura,
en dos estados o fases diferentes: fase de gel (las cadenas hidrocarbonadas del
lipido estan rigidas), y fase de cristal-liquido o fluida (las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos estan moviles). La temperatura a la cual se
produce el cambio de estado de gel a cristal-liquido se denomina temperatura de
transicion (Tm) (figura 6). A valores de temperatura inferiores a la Tm, el lipido se
encuentra en fase gel y a valores superiores, se encuentra en fase de cristal-
liquido (Keough y Davis, 1979; Bergethon, 1998).

En el caso de fosfolipidos puros, la Tm estd bien definida y la transicién se
produce de forma altamente cooperativa. En los sistemas biologicos se
encuentran mezclas lipidicas complejas, formadas por mas de un tipo de lipido, la
transicion se produce en un intervalo de temperaturas y suele existir una baja
cooperatividad (Bergethon, 1998).
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GEL CRISTAL-LIQUIDO

Figura 7, Transicion de estado en una bicapa lipidica entre la fase de gel y la de
cristal-liquido

Es generalmente aceptado que las dHDL consisten de una bicapa lipidica en
forma de disco, rodeada en el borde por las hélices anfipaticas de apoAl. Aunque
la organizacion de las hélices en el borde del disco ha sido largamente discutida,
hoy existe un acuerdo general en que la mayoria de las hélices se disponen con
su eje mayor perpendicular a las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos
(70).

La gran mayoria de los estudios estructurales sobre las dHDL han sido realizados
en discos de 2 moléculas de apoAl obtenidos mediante dialisis de micelas mixtas
con un detergente como colato. Diferentes evidencias indican que en este caso se
obtiene una mezcla de dHDL con al menos dos configuraciones. Usando
estimaciones de distancias intermoleculares por transferencia de energia de
resonancia (FRET) con mutantes de cisteina marcadas con un grupo fluorescente,
Tricerri et al (71) concluyeron que las moléculas de apoAl se disponen en forma
de "cinturén” con dos configuraciones: cabeza-cabeza y cabeza-cola (ver figura 2).
Mediante el mapeo de los residuos de lisina cercanos entre si usando un agente
entrecruzante (crosslinker) y posterior tripsinolisis y espectrometria de masa, Silva
et al (72) también detectaron dos configuraciones coexistentes, aunque
soportando el modelo del "doble cinturon™ con las hélices de apoAl totalmente
extendidas y antiparalelas entre si (figura 2). En una de estas configuraciones
(denominada 5/5), quedan enfrentadas las hélices 5 de cada molécula de apoAl.
En la otra (Ilamada 5/2), la hélice 5 de una molécula queda enfrentada a la hélice 2
de la segunda molécula de apoAl.
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Figura 8. Modelo de la "hebhilla" en la configuracion cabeza-cola (izquierda) y en la
configuracion cabeza-cabeza (derecha). De referencia 11.
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Figura 9. Modelo del "doble cinturén" en la configuracion 5/5 (arriba) y en la configuracion
5/2 (abajo), indicando los entrecruzamientos encontrados entre residuos de lisina
cercanos entre si (72).

Las dHDL también pueden ser obtenidas por la reaccién directa de apoAl con
vesiculas fosfolipidicas en la temperatura de transicion de fase gel/liquido-
cristalino (Tt) como por ejemplo de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) a 24°C. Estas
dHDL han sido menos estudiadas, pero evidencias recientes de este laboratorio
(Prieto ED, Garda HA. Biochemistry 2011) indican que la configuracién de apoAl
en estas particulas es diferente en comparaciéon con las preparadas por didlisis
con colato. El patron de péptidos obtenido por RP-HPLC o MALDI-TOF del
producto de tripsindlisis luego del entrecruzamiento covalente de lisinas con el
agente DSP, difiere entre ambas preparaciones. Ademas, usando mutantes de
unico residuo triptofano (en las posiciones 104 o 108 de la hélice 4), se encontro
una mayor eficiencia de homotransferencia de energia (homo-FRET) Trp-Trp en
las dHDL preparadas por la reaccion directa. Esto indica una menor distancia
promedio entre las hélices 4 de cada molécula de apoAl en estas dHDL, y sugiere
gue en este caso existiria una configuracién Unica con las hélices 4 enfrentadas
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entre si, lo que podria corresponder a la configuracion cabeza-cabeza del modelo
de la "hebilla" de Tricerri et al., o al "doble cinturén" 5/2 propuesto por Silva et al.

La generacion de dHDL por la reaccion directa requiere de la union previa de
apoAl a la membrana de las vesiculas. Como se observd previamente (73), la
union de apoAl a vesiculas lipidicas va acompafada de dimerizaciéon. Asi, es muy
probable que esta dimerizacion imponga una restriccibn y determine la
configuracion unica de las dHDL generadas de esta manera.

Existen estudios sobre la configuracion de las dHDL generadas por la interaccion
de apoAl con células. Se supone que la actividad traslocadora de fosfolipidos de
ABCA1 generaria el entorno lipidico adecuado para la uniébn de apoAl a la
membrana y su consecuente lipidacion. Si como ocurre con membranas
artificiales, la unién de apoAl a la membrana celular fuera también acompafada de
dimerizacion, las dHDL generadas también podrian tener una configuracion Unica.

ABCAL1 parece tener cierta especificidad para traslocar fosfolipidos negativos (57)
y las dHDL generadas por la accidén de este transportador contienen este tipo de
lipidos (74). Interesantemente, la reaccion espontanea de apoAl con vesiculas de
fosfolipidos negativos para generar complejos lipoproteicos es eficiente aun a
temperaturas alejadas de Tt (75). La estructura de estos complejos de apoAl con
fosfolipidos negativos, sin embargo, no ha sido estudiada hasta el momento.

1.11 El par central de hélices Y. Independencia fun  cional y estructural

Mediante el uso de reactivos fotoactivables, se ha detectado en este laboratorio
gue la region de apoAl comprendida entre los residuos 87 y 112 tiene
relativamente poco contacto con lipidos en las dHDL, pero es la Unica que se
inserta profundamente en membranas fosfolipidicas (76). Estudios con un péptido
sintético abarcando esta region (Al 77-120) indicaron que el mismo presenta
varias propiedades de la proteina completa (73), como: a) insertarse
preferencialmente en membranas ricas en colesterol, b) catalizar la desorcion de
colesterol de membranas y su intercambio entre vesiculas y c) promover la salida
de colesterol de cultivos celulares. Asi, este dominio seria responsable de anclar a
las dHDL a membranas ricas en colesterol favoreciendo la captacion de este
compuesto (77, 78).

Algunos programas como PSSM (79) predicen analogia estructural entre esta
region de apoAl y ectatomine, una toxina cuya estructura en solucién acuosa es
conocida por NMR. Esta es un dimero de dos subunidades similares con dos
hélices anfipaticas, dando una estructura total de un ramillete de 4 hélices (70).
Estas hélices sufren un re-arreglo conformacional para insertarse en membranas
generando un canal iénico (71).
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Al 77-120 presenta un considerable contenido de hélices. Su unién a membranas
ocurre sin grandes cambios en la estructura secundaria, pero va acompafiada de
oligomerizacion (73). Esto y la similitud con ectotamine, nos llevé a proponer que
el dominio de insercién activo de apoAl podria ser un ramillete de hélices
intermolecular conformado por las dos regiones centrales. Para que esta
estructura pueda formarse en las dHDL, se requiere que las regiones centrales de
cada molécula de apoAl queden cercanas entre si, como parece ocurrir
especialmente en las dHDL que resultan de la reaccion directa de apoAl con
vesiculas de DMPC a 24° C.

El aumento de tamafio y contenido de colesterol de las dHDL afecta a la
conformacion de esta regidon como se detectd por la reactividad con anticuerpos
monoclonales (77), y disminuye tanto la afinidad como la capacidad de
intercambiar colesterol con membranas (78), por lo que seria el determinante de la
liberacion de dHDL ricas en colesterol a la circulacidon. Asi, es posible que los
cambios conformacionales en esta region inducidos por el incremento en tamafio y
por la presencia de colesterol puedan dificultar la formacién del ramillete
intermolecular y el dominio de insercidn activo.

Més recientemente (Gonzalez et al, Biochem Biophys 2008), también observaron
gue Al 77-120 es tan activo como apoAl en promover en células la movilizacion de
depositos endogenos de colesterol hacia la membrana plasmética. Estudios con
mutantes indican que la capacidad de inducir estas respuestas celulares no
depende de una secuencia especifica en la region central mientras se conserve la
distribucion de cargas tipo Y, pero es seriamente afectada por una delecién en la
hélice 4 que cambia el registro y orientacion de la hélice anfipatica. Las dHDL
pequeias Yy libres de colesterol presentan la misma actividad de apoAl libre para
inducir estas respuestas celulares, pero la misma se pierde en las dHDL grandes y
ricas en colesterol.

1.12 Distintas conformaciones de las HDL

Se menciond previamente que las particulas lipoproteicas poseen diferentes
conformaciones, que son fundamentales para realizar distintos aspectos
fisiologicos. En las HDL estas conformaciones van desde pequefias particulas
discoidales hasta grandes y esféricas, y por lo tanto se requiere que la apoA-I
sufra grandes cambios conformacionales a fin de adaptarse a los distintos
entornos. De acuerdo al modo de separarlas, ya sea por electroféresis o
gradientes de densidad, existen diversas clasificaciones, (Anderson et al., 1977),
(Barrans et al., 1996)
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Basicamente existen tres tipos de estructuras de HDL en las que se encuentra la
apoA-I: 1) grandes particulas esféricas constituidas tanto por lipidos neutros como
por lipidos polares, 2) particulas discoidales constituidas principalmente por lipidos
polares y 3) particulas pequefias pobres en lipidos. Si se realiza una separacion
electroféretica bidimensional del plasma humano, la mayor parte de la apoA-l se
encuentra asociada a particulas esféricas de movilidad electroforética a (9-12 nm
de didmetro), y otra pequefia fraccion a lipoproteinas de movilidad pre-B (Castro
and Fielding, 1988). Tanto en las a como en las pre-p, su densidad y tamafio son
heterogéneos.

1.12.1 HDL- esféricas

La mayor proporcion de estas HDL contienen apoA-1 y apo-All, siendo esta ultima
la segunda apolipoproteina mas abundante en las HDL. La proporcién de HDL
esféricas que solamente contienen apoA-l (11-45%) se denomina LpAl (Fielding
and Fielding, 1981), pudiendo estabilizar un nucleo hidrofébico de ésteres de
colesterol (Scanu and Tardieu, 1971) gracias a la interaccion entre los lipidos y las
caras hidrofébicas de las hélices de la apoA-I.

La conformacion de la Apo A-l en estas particulas es muy diferente a la que posee
cuando se encuentra formando complejos discoidales, los primeros indicios al
respecto fueron realizados con anticuerpos monoclonales que identifican
diferentes regiones o epitopes (Marcel et al., 1991), lo que indicaria grandes
cambios conformacionales, y por lo tanto gran flexibilidad entre las diferentes
regiones de la apoA-I.

Las particulas esféricas contienen igual masa de lipidos que de proteinas, (en
promedio entre las HDL2 y HDL3) y se cree que la apoA-I formaria una monocapa
externa rodeando a un nudcleo hidrofébico con la cara hidrofobica de las hélices
anfipaticas (ver mas abajo) expuesta hacia los lipidos del core hidrofébico (el
esquema se muestra en la figura.l-6). El colesterol libre puede particionarse entre
el nucleo y la superficie, con una mayor fraccién en esta ultima (Lund-Katz et al.,
1982), la relacion que existe en estas particulas de fosfolipidos/colesterol es de
5/1 (similar a la de las membranas). Todas estas relaciones son dinamicas en el
sentido que tanto lipidos como proteinas se pueden intercambiar con otras
lipoproteinas en el plasma.
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Figura 10 Modelo de a- HDL
esférica propuesto por Borran
(Borhani et al., 1997)

1.12.2 Pre-B-1 HDL (Fielding and Fielding, 1995)

Las pre-p-1 HDL son particulas pequeiias conteniendo solamente apoA-l1 y
pequefia cantidad de fosfolipidos, llamandoselas “lipid Poor”, para diferenciarlas
de otras pre- discoidales mas ricas en lipidos, y de las a-HDL; comprenden el 5-8
% de las HDL en plasma, aunque son mas abundantes en linfa y en liquido
intersticial. Tienen un peso molecular de aproximadamente 60-70 kD, con un
diametro calculado de 5 a 6 nm.

Se ha postulado por modelos sintéticos que la conformacion de estas particulas es
de pequeiios discos o de forma elipsoidal (Luna-Chavez et al., 1994). Con
anticuerpos monoclonales se ha encontrado que en las diferentes particulas
existen diferentes exposiciones de epitopes, en las pre-p-1 HDL existe un epitope
continuo entre los residuos 137 y 144 de la apoA-lI salvaje, siendo que en
presencia de estos anticuerpos las pre-B-1 HDL no pueden remover
eficientemente colesterol, en estas particulas se encontr6 también una
susceptibilidad a la protedlisis con trombina cerca del residuo 100 (Kunitake et al.,
1990); se predicen en estas regiones giros de tipo B. Otras regiones de la apoA-I
generan epitopes de reconocimiento por anticuerpos monoclonales en estas
particulas que incluyen el extremo N-terminal y los residuos comprendidos entre
167-174, pero no existen reconocimiento de la region 93-99 como si ocurre en otro
tipo de particulas discoidales (Marcel et al., 1991),(Marcel and Kiss, 2003).
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1.12.3 Pre-B-2- HDL Discoidales

Este tipo de particulas discoidales es un pequefia fraccion de las dHDL, la
proporcion que existe es de alrededor de 2-3 % de las HDL plasméticas, estando
en una proporcion mayor en liquido intersticial (Barrans et al., 1996). Esta region
es mas sensible a protedlisis por trombina (Kunitake et al., 1990). Estas presentan
heterogeneidad en tamafio, densidad y composicion lipidica, pudiendo contener
dos o tres moléculas de apoA-I por disco como Unico componente proteico. No se
sabe cual es la conformacién que posee la apoA-l en estos complejos in-vivo, pero
se han postulados diferentes modelos, en complejos obtenidos artificialmente.

Son ricas en fosfatidilcolina y contienen baja proporcion de colesterol y
esfingomielina. Las preB-1 y las preB-2 difieren basicamente en su contenido
lipidico, en especial, fosfatidilcolina y no se detectan ésteres de colesterol (Barrans
et al., 1996).

1.13 Aspectos fisiopatologicos en el transporte de colesterol

Una de las mejores evidencias de la relevancia en el transporte de lipidos mediado
por apolipoproteinas surge a partir de estudios con fibroblastos de sujetos con una
deficiencia genética llamada enfermedad de Tangier, la cual se caracteriza por
una ausencia casi completa de HDL en plasma y de apoA-l, y por acumulacion de
ésteres de colesterol en diferentes tejidos por macrofagos tisulares. La estructura
de la apoA-lI como de sus productos lipoproteicos son normales, y estudios con
cultivos celulares de pacientes con esta enfermedad y a la cual se le agrega apoA-
| purificada, demostraron una reducida habilidad para remover colesterol y
fosfolipidos de dichas células, lo que implica una severa deficiencia en la
formacion de HDL y por lo tanto del transporte reverso de colesterol. Esta
enfermedad es autosémica recesiva en donde est4 modificado el gen que codifica
para la proteina integral de membrana mencionada mas arriba, el transportador
ABCAL. Este tipo de transportador interacciona con la apoA-l o con sus particulas
pobres en lipidos, las preB1-HDL, en las inmediaciones de la membrana en donde
se cargarian de fosfolipidos negativos y/o colesterol. Particulas lipoproteicas con
apoA-l de sujetos normales tampoco son capaces de remover lipidos de estas
células, sugiriendo que existe un deficiente mecanismo de interaccion entre las
particulas y el ABCAl. También en esta enfermedad existe una deficiente
remocion de colesterol mediado por las otras apolipoproteinas como la apoA-Il, E
y Clll (Remaley and Hoeg, 1995). El transporte reverso de colesterol puede ocurrir
ademas en parte por mecanismos independientes de ABCAl como ser una
difusion pasiva de colesterol desde la superficie celular a las HDL, y este
mecanismo no estaria afectado en esta patologia.
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El estudio de esta enfermedad aporté datos sobre el metabolismo de lipidos desde
los tejidos a todo el cuerpo y ayudd a la interpretacién de bases moleculares del
mismo, por ejemplo, el hecho que la apoA-I capte deficientemente colesterol y
fosfolipidos lleva a un rapido aclaramiento de apoA-I del plasma y por lo tanto a un
déficit de HDL esféricas (Fredrickson, 1964),(Assmann et al., 1993), lo que implica
gue la remocién de lipidos por apolipoproteinas es un requerimiento absoluto para
generar incluso bajos niveles de HDL. La ausencia de HDL a su vez tiene
implicancia sobre los niveles de otras lipoproteinas, como ser las LDL, que en
estos individuos se encuentra a un nivel de 40% del normal. Los estudios in vitro
en cultivos celulares demostraron que las apolipoproteinas libres o pobres en
lipidos son las precursoras de este proceso, no requiriéndose ninguna en
particular, y solamente pequefias cantidades de las mismas, son capaces de
estimular el proceso, lo que permitiria ser regeneradas continuamente.

Rifion
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La figura anterior (Fig 11) es la que mejor describen el proceso fisiologico y los
trastornos metabdlicos de la enfermedad de Tangier. Estos pacientes producen
niveles adecuados de apoA-l, pero estas moléculas son incapaces de captar
fosfolipidos y colesterol de los tejidos periféricos, dado el defecto en el ABCAL. Asi
las preB1-HDL nacientes no pueden dar lugar a las HDL discoidales ni a las HDL
maduras, incluso inyectando HDL maduras a estos pacientes, las particulas sufren
un rapido aclaramiento, probablemente porque las apolipoproteinas se disocian
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sin poder regenerar HDL maduras (von Eckardstein et al., 1995). Los bajos niveles
de LDL en esta patologia pueden reflejar ademas poco intercambio de ésteres de
colesterol provenientes de las HDL, como asi también una disminucion en la
remocion de lipidos desde las membranas hacia el higado, lo que implicaria un
aumento de receptores de LDL y por lo tanto un mayor aclaramiento de las
particulas en circulacion. Aunque la remocion de colesterol se encuentra
disminuida, los niveles del mismo en la membrana no se ven alterados, ya que
depende de la sintesis y endocitosis de LDL (Brown and Goldstein, 1986). Como
el mecanismo de difusidon acuosa no se encuentra alterado puede ayudar a evitar
la acumulacion de colesterol. Los macréfagos pueden acumular ésteres de
colesterol porque pueden internalizar particulas lipoproteicas por fagocitosis via
receptores, que no estan reprimidos en casos de excesos de colesterol, es por
este motivo que a pesar de los bajos niveles de colesterol en plasma de estos
pacientes, acumulan exceso de colesterol en los macréfagos (Oram, 2000).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general en esta tesis fue someter a prueba las siguientes hipotesis:

1) En contraposicion con las dHDL obtenidas por dialisis de micelas mixtas con
detergentes, aquellas generadas por la reaccion directa de apoAl con vesiculas
lipidicas o por la interaccion con células tendrian un unico arreglo de la proteina en
el borde del disco.

2) En éste, los pares de hélices Y 3-4 de cada molécula de apoAl quedarian
enfrentados y en estrecho contacto entre si.

3) Esto permitiria la formacion de un ramillete de hélices intermolecular que
constituye un dominio de insercion en membranas.

4) Tanto el tamafio de los discos como su contenido de colesterol podrian modular
la capacidad de formar el ramillete intermolecular o el dominio de insercién activo.

2.1 Objetivos especificos

Objetivo 1. Obtener informacion sobre la configuraciéon de apoAl en dHDL
formadas por células en comparacion con dHDL reconstituidas.

Objetivo 2. Obtener informacion sobre los cambios conformacionales en el
dominio central de apoAl inducidos por los cambios de tamafio y composicion
lipidica (contenido de colesterol y fosfolipidos negativos) de las dHDL.
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3. Metodologia

3.1 Obtencion ApoA-I plasmatica

La apo A-l se obtuvo a partir de suero Humano (del Banco de Sangre del Instituto
de Hemoterapia de la Provincia de Buenos Aires, La Plata), alternando técnicas de
ultra centrifugacion y cromatografia de exclusion molecular (Tricerri et al., 1998), el
plasma es transportado congelado, por lo tanto este es descongelado y llevado a
una densidad de 1,21 gr/ml considerando el aumento de volumen por el agregado
de BrNa. Se necesitan 0,282 g/ml de BrNa y 0.262g/ml de BrK para llevar a la
densidad deseada.

El plasma en estas condiciones es Ultra centrifugado a 55.000 rpm durante 44 hs
a 10°C de temperatura, después de la ultracentrifugacion se separan las
lipoproteinas flotantes que se representa en una capa superior de color naranja

intenso como lo podemos ver en la siguiente imagen.

Lipoproteinas

Zona clara

Amarillo

N

Figura 12. Obtencion de lipoproteinas plasmaticas mediante ultracentrifugacion

Las lipoproteinas se separan en una columna abierta de Sephacril S300 (columna
de un metro de largo), eluyendo con Buffer tris 10mM; CINa 0,15M; Azida 0,01%;
pH=8. En el siguiente orden de elucién: VLDL, LDL y HDL, luego las lipoproteinas
HDL se dializan en membrana de dialisis PM 12.000 contra EDTA 5mM
realizando cambios continuos del buffer.
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Para deslipidizar la muestra, se agrega guanidina_HCI 6M, se incuba en Bafio de
Maria a 37°C durante 3 hs con bastante agitacion finalizado este tiempo se deja
en hielo durante 10 minutos. Esta muestra se dializa contra EDTA 5mM pH=7,4;
cambiando el buffer 5 veces durante 2 dias. Pasado este tiempo se

Ultracentrifuga a 50.000 rpm durante 24 hs a 10°C de temperatura.

Finalmente se separa la capa superior flotante, conteniendo las HDL ricas en apo
Al, para su posterior purificacion. El resto del contenido del tubo, se colecta y
dializa contra CO3NH,; 5mM, cambiando el buffer varias veces siempre
dependiendo del volumen total a dializar, este esta mezcla de lipoproteinas ricas
en apo Al se liofilizan, se pesa el liofilizado y se separa una parte para confirmar

su pureza por gel de poliacrilamida al 12% con SDS.

3.2 Obtencion de apoA-l Salvaje y mutantes de ciste ina a partir de la
expresion en cultivos bacterianos.

Tres mutantes de apo A-l (K107C, K133C y K226C) en las que los residuos de lisina de
las posiciones 107, 133 y 226 fueron individualmente reemplazados por cisteina fueron
construidas por mutagénesis sitio-dirigida empleando el kit Quick-Change de
Stratagene. Para ésto se usé PCR ADN polimerasa pfuTurbo, usando como iniciadores
a pares de oligonucleétidos complementarios conteniendo la mutacién, y como molde al
cDNA de apo A-l inserto en un vector pET30 modificado. Los oligonucleétidos fueron
disefiados de manera de poseer una adecuada temperatura de fusion (Tm), proporcién
de GC y o otras caracteristicas de acuerdo a las instrucciones del kit; y su sintesis fue
encargada a Invitrogen. EI cADN de pro-apo A-l inserto en el vector pET30 fue donado
por la Dra A. Jonas (University of lllinois at Urbana-Champaign, USA). El vector original
esta disefiado de manera que contiene un sitio de clivaje por enteroquinasa para la
eliminaciéon del segmento poli-His (que se expresa fusionado a la proteina de interés y
permite su purificacion por cromatografia de afinidad por metales). Debido a que en
ciertas condiciones existe clivaje inespecifico de apo A-l por esta enzima, en nuestro
laboratorio (Prieto ED 2008, tesis doctoral) fue modificado al cADN de manera de
introducirle un sitio de clivaje para medio &acido (85% &cido formico) que permite

eliminar conjuntamente al pro segmento y al poli-His, dejando sélo la secuencia de
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apoA-I madura

Los productos de PCR se controlaron por electroforesis en gel de agarosa antes y
después de ser tratados con Dpn |, enzima que digiere al ADN metilado usado como
molde dejando intacto al ADN amplificado en la PCR (no metilado) que contiene las

mutaciones.

Los productos de PCR tratados con Dpn | se usaron para transformar bacterias
supercompetentes (E coli JM109), las que se plaquearon en agar en presencia de
Kanamicina para seleccionar 4 o 5 colonias. De cada colonia se obtuvo el ADN
plasmidico que fue secuenciado (servicios de Macrogen y/o de la Facultad de Cs

Veterinarias de la UNLP) en la region del inserto del cCADN de apoA-I.

La preparacion de plasmidos con la secuencia correcta (que contenian la mutacion
deseada y ninguna otra mutacion indeseada en el cADN) fueron utilizados para
transformar bacterias BL21 y sometidas a una prueba en mini-escala de expresion
inducida por IPTG. La expresion de apo A-l fue reconocida en analisis de SDS-PAGE
por la aparicion de una banda en la region de los 35 KD (correspondiente a la pro apo
A-l fusionada al segmento de polihistidina) en los extractos de los cultivos inducidos por
IPTG y ausente en aquellos no inducidos con IPTG. Para cada tipo de mutacion se
selecciono aquella colonia que presentaba mejor nivel de expresion de apoA-I. Esta fue
fraccionada y almacenada en 20% glicerol a -80°C hasta su utilizacion para expresion

en macro escala.

Para la expresion de las mutantes en macroescala, se utilizaron cultivos en 1 litro de
medio crecidos hasta una DO de 0,6. Luego de inducir con IPTG se continud la
incubacion por 2 horas y las bacterias se precipitaron por centrifugacion. El precipitado
de bacterias se traté con guanidina HCI 3,0 M y se volvié a centrifugar para eliminar
membranas y restos celulares. El sobrenadante se dializd contra buffer fosfato 50 mM,
NaCl 0,5 M pH 7,4; y se cargd en una columna de cromatografia de afinidad por
metales (agarosa con NiSO4). La columna se lavé con baja concentracion de imidazol
(0,05 M) y luego se eluyo a la pro-apoAl-poliHis con 0,5 M de imidazol. Esta se clivd con

85% de acido férmico y luego de dialisis se volvié a cargar en la columna de NiSO4.

Cucllor Lug; @ngela . Lo Plata, Octubre 2012



Ahora la columna retiene al segmento poli-His y restos de proteina no clivada,
eluyéndose con baja concentracion de imidazol a las proteinas clivadas con un alto
grado de pureza (>95% por SDS-PAGE). Algunas condiciones tuvieron que ser
ajustadas para las mutantes de cisteina ya que a diferencia de apoAl salvaje que eluye
en ausencia de imidazol, la elucion de las mutantes de cisteina ocurre con 0,05 M de
imidazol.

3.3 Técnicas de biologia molecular
3.3.1 Obtencién y amplificacion de vectores paracl  onacidn: plasmidos

Los plasmidos son secuencias de DNA de doble cadena, de origen bacteriano,
gue permiten la incorporacion y manipulacion de un gen especifico, como en
nuestro caso, el cDNA de origen eucariotico a bacterias para la expresion de la
proteina de eleccion; en este trabajo se utilizaron los pldsmidos pET30, de
Novagen, cuya secuencia permite la seleccion de bacterias subclonadas gracias a
gue le confiere resistencia al antibiotico Kanamicina. En el lugar de insercion del
gen (polilinker) el plasmido incorpora a la secuencia del gen una cola de
polihistidina al inicio de la secuencia N-terminal de la proteina para su posterior
purificacion. Esta cola de polihistina es eliminada de la secuencia de aminoacido
como se explicard mas adelante se muestra el esquema general del plasmido en
donde se observa la region del polilinker, el sitio de replicacion y el gen que
codifica la resistencia a kanamicina. En la parte inferior se detalla la secuencia de
nucledtidos y los sitios de restriccion en la region donde se inserta el gen de
interés. La adicion de IPTG (Isopropil Tiogalactosido) induce al operon lac, lo que
promueve la expresion del gen de la proteina insertada, junto con diferentes

secuencias aminoacidicas de interés, las que facilitan su posterior purificacion.

La obtencion de plasmidos a partir de bacterias se realiza a pequefia escala
(miniprep) obteniendo microgramos de ADN plasmidico; se utilizan para tal fin dos
protocolos diferentes cuyo fundamento es la lisis alcalina con Dodecil Sulfato de

Sodio (SDS) para producir la liberacion del plasmido de las bacterias, dejando el
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ADN cromosémico junto con restos de pared celular. Una vez que estos restos

son separados, se purifica el ADN plasmidico a partir de la solucion remanente.

Se utilizaron dos técnicas, una de bajo costo denominada casera (Sembrook and
Russell, 2001), utilizada para verificar ausencia de contaminacion o para obtener
plasmidos para posteriores transformaciones, y la otra mediante un kit comercial
de Quiagen, utilizado para obtener plasmido con una pureza considerable,

adecuado para su secuenciacion y posterior manipulacién en biologia molecular.

79)
a0)

(192)
[268)

(158
166)
166)

Hindl173)

Balll;
Bacl(

T E T

Eagl
EcoR
BamHI128)
EcoRV(206)
Heal(212)
Kpal(238)
Bgllli241)
~{BEsBl

[3tho
Hotl

SJORF 3(327, 1076)
T7_transl_en RBS(356, 372)
Nd916346) lac(350, 417)
gty d

oy [T7_pro417, 435)
tet(564-3000471, 734)
pERrevBam_pif 523, 542)

T7 ter(1, 1299] ¢
T7_Tarminal_pri(60, 871|;

Smal(4353)

Hrul(H26)
pET-30 a (+)
5.4 kb

Fspl(2258)

ROP

Figura 13 esquema general del plasmido PET 30 y detalle de la secuencia de nucleétidos
en el polilinker

3.4 Tratamiento de bacterias para conferirles compe  tencia

En este trabajo se utilizaron huéspedes bacterianos de expansion de plasmido

(JM109) y de expresion de proteinas (BL21 DE3) de Novagen, derivados de lineas
de E Coli; para cualquiera de los dos casos se requiere la incorporacion del
plasmido en las bacterias mediante el proceso de “transformacion”, para lo cual

previamente debe manipularse las mismas para hacerlas “competentes”.
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La competencia de las bacterias se logra con un crecimiento a baja temperatura
(24 C) hasta una DO de 0.6 a 630 nm, y posteriores lavados con soluciones de
C&Clz-MQClz,

El primer paso de este proceso altera la composicion lipidica de la membrana,
haciéndola mas “permeable” al plasmido, se postula que CaCl2-MgCl2 compleja la
membrana facilitando el pegado del pldsmido y posterior introduccién del mismo a
la bacteria (Lederberg and Cohen, 1974) finalmente se almacenan en solucion de
glicerol estéril al 20% a —80 °C. Este protocolo es muy sencillo y econémico, pero
la eficiencia de transformacion es baja y las bacterias pierden la competencia muy
rapidamente. Otra técnica para obtener bacterias competentes es usando
soluciones con RDCI, (Sembrook and Russell 2001) obteniéndose bacterias
altamente competentes, pero que pierden la competencia rapidamente y el costo

de las sales de rubidio es bastante elevado.
3.4.1 Transformacion

El método por el cual se introduce plasmido dentro de bacterias se denomina
transformacion, y puede ser realizado por electroporacion o shock térmico. El
utilizado en este trabajo fue transformacion por shock térmico. La técnica consiste
en poner en contacto 0.2 ml de bacterias competentes con una solucion del
plasmido que no supere los 20 pl, por el término de 30 minutos a 4 °C, y luego se
transfiere el tubo a un bafio a 42 T durante 90 segundos. Inmediatamente se
pone el tubo en hielo y se le agrega 0.8 ml de medio SOC. Se incuba a 37 T
durante una hora, y por ultimo se centrifuga para obtener un precipitado de
bacterias, las cuales se toman con una punta de pipeta y se distribuyen en una
placa de agar al 1.5 % con medio Luria- Bertani (agar —LB), el antibiético
adecuado (en nuestro caso Kanamicina 30pg/ml). Se deja la placa a temperatura
ambiente por una hora, para luego incubarla por 24 horas a 37 C para que
desarrollen las bacterias transformadas, que van a ser aquellas que poseen
resistencia al antibidtico por tener el plasmido. Luego se toman una a una las
colonias y se las crece en medio LB liquido con antibidtico; la mitad de medio se

separa para comprobacion del proceso (purificacion del plasmido y andlisis de
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secuencia 0 expresion), y el resto se guarda en glicerol 20% a -80C para su

conservacion.

Medio de cultivo Luria —Bertani (LB): 10 gr de triptona bacterioldgica 5 gr de
Extracto de levadura 10 gr de NaCl este es llevaso a pH de 7.4 y a volumen de un

litro, para luego se esterilizado por 15 minutos a 120<C.

Medio SOC: 20 gr de triptona bacteriolégica, 5 gr de Extracto de levadura, 5 gr de
Na Cl, Glucosa 20 mM. Este es llevaso a volumen de un litro y se esteriliza por

filtracion.

3.4.2 Construccion de los mutantes de apoA-

La amplificacién de cadenas de acidos nucleicos ha sido posible gracias al acceso
de oligonucleotidos de origen sintético y a la obtencién de polimerasas, este hecho
ha logrado la clonacién, y modificacion de genes in vitro y en forma réapida, gracias
a la denominada Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la que permite
obtener, de una region determinada del genoma, millones de copias, siempre que
una parte de su secuencia sea conocida. La técnica consiste basicamente en
disefiar en una primera etapa dos oligonucleotidos iniciadores o “primers” a partir
de la secuencia conocida, cada uno complementario a una de las hebras de la

doble hélice y en extremos opuestos.

El éxito de la técnica se logra gracias al uso de una DNA polimerasa aislada de
una bacteria termofila que es estable a muy altas temperaturas, de forma tal que
no se desnaturaliza al aumentar la temperatura en sucesivos ciclos. Cuando se
calienta la doble hebra y posteriormente se enfria en presencia de exceso de los
“primers”, se logra que estos oligonucledtidos se hibridicen o “peguen” con las
secuencias complementarias de DNA gendmico, luego en presencia de los cuatro
desoxinucledtidos y de la DNA polimerasa, se elonge la secuencia flanqueada por
los primers. Cuando se repite el procedimiento los fragmentos recién sintetizados
sirven de moldes, y en pocos ciclos el producto que predomina es una secuencia
Unica de DNA cuya longitud corresponde a la distancia de nucleétidos que hay 56

entre los primers, cada ciclo toma por lo general unos 5 minutos, por lo que el
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procedimiento completo lleva unas pocas horas. El esquema general de la técnica

se muestra en la Fig 14. (Sembrook and Russell, 2001).

Reaccion en cadena de la polimerasa
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Figura 14. Esquema de amplificaciéon de una secuencia de ADN por medio de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Con una modificacion de esta técnica se logra introducir un mutacién, ya sea
eliminando, agregando o cambiando los codones que codifican para aminoacidos,

ademas de la amplificacién de una regién o secuencia de ADN gendmico.

En este trabajo, incorporamos mutaciones puntuales en sobre la secuencia de
apoAl inserta en el vector plasmidico, utilizando en la reaccion de PCR
oligonucledtidos o primers complementarios que poseen el cambio requerido.

Uno de los objetivos propuestos fue la construccion de una serie de mutantes de
apoA-l conteniendo un Unico residuo de cysteina en diferentes posiciones de su
region central, a fin de estudiar la conformacion de esta region y su mecanismo de

insercion en membranas.

Esta serie de mutantes se realizaron por mutagénesis sitio dirigida usando el kit
comercial “Quick-Change” de Stratagen. En este método se utiliza una ADN
polimerasa (PfuTurbo) de muy baja tasa de error, lo que permite realizar la

reaccion de PCR sobre el plasmido completo.
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Figura 15: esquema de PCR modificada en donde se logra la mutacién de un gen en un

sitio especifico.
3.4.3 Expresion y purificacion

Una vez que los plasmidos fueron introducidos en las bacterias BL21 y verificado
gue las bacterias crecidas en las placas no eran contaminaciones se buscaron las
condiciones de expresion y purificacion. Las de mejor resultado consistieron en
hacer un plaqueo en medio LB/agar con antibiotico (kanamicina), luego crecer una
colonia en 5 ml de medio liquido toda la noche (ON), para después inocular 1 ml
de estas bacterias en un erlenmeyer con 500 ml de medio liquido. El crecimiento
se continla hasta una densidad oOptica (DO) de 0.6 a 650 nm para inducir a

continuacion la expresion con 0.4 uM IPTG.
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Luego de una induccién por el término de dos horas, se centrifuga y colecta todas
las bacterias, y al pelet de bacterias se las lisa incubando durante 4 hs con
solucion de guanidina HCI 3 M, ya que una gran cantidad de proteina expresada

se deposita en los cuerpos de inclusion.

Se centrifuga para eliminar membranas y restos celulares, y se dializa contra 1000
volimenes de buffer Fosfato de Potasio 50mM, NaCl 500mM, pH 7.4 con tres
cambios del buffer. Al término de la dialisis se vuelve a centrifugar para eliminar
todas las proteinas insolubles en medio acuoso. El sobrenadante, si bien estd muy
enriquecido en la proteina recombinante, tiene una proporcion considerable de
contaminantes, que se eliminan por elusion a través de columnas de afinidad de
metales inmovilizados (IMAC). Las proteinas mutantes quedan adsorbidas a la
matriz de la columna por afinidad con la cola de poli Histidina, y, posteriormente se

eluyen por competencia con buffer con Imidazol.

3.4.4 Corte con Foérmico

Para eliminar esta secuencia N terminal de poli Histidina, en nuestro laboratorio
(Prieto ED, Et al Protein journal en revision) fue insertado un sitio de clivaje de el
Glu, esta mutacion fue introducido en el cDNA de la apoA-I este sitio de clivaje
para medio acido (85% &cido formico) N-terminal NH2-1 DDPPQS5. Esta
modificacion genera un &cido labil Asp-Pro enlace peptidico entre los aminoacidos
2 y 3 de la proteina, permitiendo division quimica especifica de su N-terminal- que
permite eliminar conjuntamente al pro segmento y al poli-His, dejando sélo la
secuencia de apoA-I madura, todo este conjunto de cambios generé una gran
desarrollo en el protocolo de expresién de Apo A-I mejorando el rendimiento y

aumentando la facilidad y especificidad en la purificacion.

3.5 Marcado de los mutantes con sondas fluorescent  es

Los marcadores fluorescentes utilizados en esta tesis fueron Alexa Fluor® 350, 488,
546 y 647 C 5 maleimide de Molecular Probes, con estos marcadores se marcaron
especificamente los residuos cisteina de estas mutantes en las posiciones 107,133 y

226. El uso de las mismas condiciones de la reaccion con apoA-I tipo salvaje (carente
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de cisteinas) nos permitié controlar la ausencia de marcado inespecifico y ajustar las
condiciones de separacion del exceso de reactivo. Las proteinas, en presencia de
Guanidina HCI 3.0 M se trataron durante toda la noche con 0.4 mM TCEP( cloruro de
tris (2-carboxietil) fosfina ), reductor de grupos sulfhidrilos. Las sondas fueron
agregadas en una relacion de exceso molar de 5:1, sonda:proteina. Las proteinas
marcadas se separaron de la sonda libre mediante el uso de concentradores centricom
con un corte en la membrana de 10 K, permitiendo asi retener la proteina de interés
junto con la sonda unida especificamente a la proteina y eliminando la sonda en
exceso, asi como también se realizaron lavados con buffer fosfato 250 mM con el

objetivo de lavar la guanidina y de esta manera reconstituir la proteina.

El grado de marcacion se estimé de la densidad 6ptica a 280 nm (correspondiente a los
residuos aromaticos de apo A-1) y 350,490,548.648 nm (correspondiente a cada una de
las Alexas usadas) corrigiendo por la absorcién que presenta cada una de las alexas a
280 nm.

Se calculo la eficiencia de marcado de la siguiente manera:
Eficiencia de marcado= fp = [sonda]/[proteina]

[sonda] = A™es/ € sonda [proteina] = A% — A™&x C;

£280 prot

Fueron utilizados los coeficientes de extincion correspondientes a cada uno de los
Alexa utilizados (especificaciones de Molecular Probes). Y €280 prot= 1.13 cm™* m?
para Apo A-l (calculado a partir de la secuencia primaria). (Herlax, tesis Doctoral

ciencias exactas 2006).

3.6 Vesiculas Lipidicas Discoidales Conteniendo Apo A-l

En primer lugar se obtuvieron liposomas multilamelares (MLV) de 1,2-dimiristoil-
fosfatidilcolina (DMPC), Para esto se prepararon films a partir de soluciones stock
de los lipidos, luego de evaporarlas con N2 fueron dejadas a baja presion por dos
horas para eliminar los restos de solvente, y por ultimo fueron resuspendidas por

agitacion en buffer fosfato 10 mM, pH=7,6.
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Condiciones de incubacion: las muestras fueron preparadas agregando las
mutantes de Apo A-l a vesiculas a una concentracion final de DMPC de 6 o 10
mM), hasta alcanzar una relacién molar lipido/proteina de 40/1 a 37 °C ya que a
esta temperatura la formacion de discos es muy lenta. Luego la mezcla fue llevada
rapidamente a 24 °C en el espectrémetro (en condiciones de Tt de la DMPC
donde la reaccion es rapida (Swaney and Chang, 1980), y se siguio la cinética,
midiendo espectros a distintos tiempos a 350 nm dejando reaccionar durante 8 h,
luego de este tiempo se les hace ciclos de temperatura que van en tres rangos:
4°C, 24°C, 30°C durante una hora a cada temperatura (una hora a cada
temperatura x 4 veces).

Con iguales condiciones se llevo a cabo la preparacion de los con colato solo que
esta vez se agrega colato, con una relaciébn molar proteina/lipido/colato de
1/40/60, agregandose finalmente las mutantes de Apo A-l, para luego dializarlo
extensivamente contra buffer fosfato 25 mM. pH 7.4 y de esta manera eliminar el
colato.

El producto de las dos reacciones se analizan por geles nativos

en gel de poliacrilamida en gradiente de 4.20%.

3.7 Técnicas Electroforéticas

Cuando una molécula cargada es sometida a un campo eléctrico, ésta migrara a
una velocidad que dependera del tamafio, carga neta, forma y viscosidad del
medio en el cual se mueve (Laemmli, 1970). Por lo tanto establecidas las
condiciones de pH y fuerza ionica, cada molécula migrara a una unica posicion
dentro del campo eléctrico. En la separacion de moléculas de acidos nucleicos el
soporte utilizado es un gel de agarosa, mientras que para la separacion de
proteinas el soporte utilizado es una matriz polimerizada de acrilamida y N,N’
metil-bis-(acrilamida) (PAGE) en buffer glicina usando como iniciador
tetrametilenamida (TEMED) y como catalizador persulfato de amonio. Este tipo de
geles es mecanicamente fuerte, termoestable y quimicamente inerte. El efecto
tamiz aumenta la resolucion y puede graduarse facilmente el tamafio del poro,

modificando las cantidades de agente soporte.
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3.7.1 Geles de Agarosa

La electroforesis de geles de agarosa se utilizd en la separacion de fragmento de
DNA en base a su peso molecular y a su grado de empaquetamiento; los
fragmentos mas pequefios migran mas rapido que los de mayor tamafio, y la
distancia recorrida en el gel es inversamente proporcional al logaritmo del peso
molecular. De esta manera el tamafio puede ser determinado por calibracién del
gel con estandares de peso molecular conocido y comparando las distancias que

migran los fragmento desconocidos.

Preparacion del gel: se realizaron geles horizontales, con solucion de agarosa al
0.8% en buffer TBE. Dado que la agarosa se disuelve en caliente, se prepara
primero la suspension de la misma y se la calienta en horno de microondas
agitando cada 15 segundos, hasta que no se observan “grumos” de agarosa. Una
vez logrado una solucién homogénea se la deja enfriar hasta unos 60 °C y se la
vuelca en la cama horizontal del gel, colocando el peine para formar los pocillos de
siembra y dejando enfriar hasta que gelifigue. Una vez logrado esto ultimo se

coloca el gel en la cuba electroforética y se la cubre con buffer TBE.

Siembra de muestras: se siembran 5 ul de las mismas (lo ideal es que tenga unos
20 ng de ADN por banda para evitar distorsiones) con 1 ul de “loading buffer’y se
corre a 100 vol hasta que el frente haya recorrido aproximadamente el 80% del
tamano del gel. Para observar la presencia de &cidos nucleicos se incuba el gel
por 30 minutos en solucion de SYBR Green es un agente intercalante utilizado en
la tincion de ADN para el analisis por electroforesis de productos de PCR al 10%
en TBE, para luego observar las bandas por medio de luz UV de un trans

iluminador.
Las soluciones utilizadas fueron:

- Solucién de TBE (Tris 50 mM- Boro 50 mM- EDTA 1mM) pH 8

- Loading Buffer (6X: NaOH 300mM, 6 mM EDTA, 18 % p/v ficoll, 0.15 % p/v verde

de Bromo cresol, y 0.25 % p/v Xileno Cianol)
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3.7.2 Geles de Poliacrilamida

Los geles PAGE fueron utilizados para la determinacion de pureza y pesos
moleculares de proteinas y/o complejos lipoproteicos; para esto se utilizaron
basicamente dos tipos de procedimientos: uno en condiciones salvajes y con
gradiente de poliacrilamida, en donde cada proteina migra dependiendo de la
relacion carga/masa hasta que el tamafio del poro impide su migracion; la otra
variante es en condiciones desnaturalizantes con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
(SDS-PAGE), en donde la matriz tiene una composicion constante, pero todo el
sistema posee un detergente como agente desnaturalizante; éste desestabiliza
toda interaccion no covalente de la proteinas combinandose en una relacién
estequiométrica (por cada 2 aminoacido 1 de SDS), independizando la carga neta
gue tendria la proteina a ese pH, y por lo tanto siendo la migracién dependiente
solamente del tamafio de la molécula.

Los protocolos de estos sistemas son:
3.7.2.1 Sistema de gel nativo para proteinas (PAGE)

El método utilizado es el de Laemmli (Laemmli, 1970). Consiste en un sistema
vertical discontinuo que posee dos geles contiguos, pero distintos: el gel separador
por debajo y el gel de siembra por encima, ambos distintos en fuerza idnica, pH y
tamafio de poro. Esta discontinuidad sirve para concentrar grande volumenes de
muestra en el gel de siembra, resultando en una mejor resolucion final. El gel de
siembra se preparé con una concentracion final de 4% p/v de acrilamida, la cual se
polimeriza resultando el tamafo de poro no limitante. El gel separador implica un
gradiente lineal de concentracién que va de 4% a 25% p/v en acrilamida. Las
proteinas se detectaron coloreando con solucién de Coomassie, 0 tincion de plata
en caso de que la cantidad de proteina sea inferior a la detectada con la primer
técnica. 62
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3.7.2.2 Sistema de gel desnaturalizante (SDS-PAGE)

Posee como el anterior dos geles contiguos, uno separador y otro resolutivo
diferenciandose en las condiciones de pH, fuerza idnica y tamafio de poro, el
primero posee la mismas condiciones que el nativo, excepto que posee el agente
desnaturalizante SDS a una concentracion de 0.1% p/v. El gel resolutivo consiste
en un gel continuo de concentracion constante, lo cual indica que el tamafio del
poro es igual a lo largo del gel, este tamafio se logra variando la concentracion
final de acrilamida, y como el gel de siembra, posee SDS en una concentracion de
0.1%. La muestra es tratada con buffer muestra que posee SDS (0.1%) y se la
hierve por el término de 3 minutos, para luego correr el gel a 140 voltios. Hay que
tener en cuenta que en este tipo de “corridas” la proteina no llega hasta el poro

limite. La tincion es similar que en caso anterior.

Las soluciones utilizadas son:
Geles PAGE y SDS- PAGE
» Acrilamida (40% p/v)/Bis Acrilamida (0.8%)
» Buffer de gel siembra: Tris-HCI 0.125M pH 6.8
» Buffer de gel separador: Tris-HCI 0.375M pH 8.8
* Iniciador: Persulfato de amonio (10mg /100ul)
» Catalizador: TEMED
» Buffer de desarrollo: Tris-Glicina 0.025 M- Tris 0.192 M Glicina. PH 8.3.

* Colorante: Coomassie Blue g-250, 0.1 %, en &cido acético 10%, metanol
40%

» Buffer muestra: Tris 0.062M, glicerol 10%, azul de bromo fenol (0.05
mg/ml), pH 6.8

Los SDS-PAGE poseen todas las soluciones SDS de concentracion 0.1%
3.8 Determinacion de concentracion de proteina

La determinacion de concentracion de proteinas fue realizada en todos los casos

midiendo la absorbancia a 280 nm, después de determinar el espectro de
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absorcion de cada proteina desde 200 a 400 nm Este método fue elegido ya que
al conocerse la secuencia de la apoA-l y de sus mutantes, se puede calcular su
coeficiente de extincion dado por diversos programas accesibles por internet
(www.expasy.org). Este tipo de programas calcula el coeficiente partir de la
contribucién individual de los aminoéacidos (Trp, Tyr, Phe y Cys) de la secuencia
suponiendo que se comportaran igual que en la proteina entera; se estima que el
error cometido es menor al 5 % (Gill and von Hippel, 1989). Otras de las ventajas
de este método es que no se pierde muestra y del espectro se puede observar la
calidad de la misma. Este método se ha comparado con los convencionales Lowry
y/o Bradford, no observandose diferencia significativa, mas alla de las limitaciones

de estos ultimos.
3.9 Espectroscopia de resonancia Electronica

La mayor cantidad de moléculas o atomos poseen todos sus electrones apareados
a los que se denominan diamagnéticos, sin embargo en los sistemas biolégicos
existen dos clases de moléculas que poseen electrones desapareados,
denominados paramagnéticas: radicales libres, y metales de transicién. La
caracteristica béasica de la Resonancia Electrénica Paramagnética es su
capacidad de detectar electrones desapareados, siendo la propiedad esencial

detectada el momento magnético asociado con el spin del electron.

Si se coloca una sustancia en un campo magnético de intensidad H, el campo

inducido B dentro de la misma, esta dado por
B=H+4 M (1)
siendo M la susceptibilidad magnética

Si se divide la ecuacién anterior por H, entonces tenemos p= 1+4 k, en donde k
es la magnetizacion por unidad de volumen (k=M/H). Si ésta no depende del
campo aplicado y ademas es positiva, la sustancia es paramagnética y concentra
las lineas de fuerza dentro de la sustancia, si es negativa, la sustancia es

diamagnética y dispersa las lineas de fuerza.
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Para cada electron desapareado, el espin es S = 1/ 2 y su energia sin campo
eléctrico es Eo, cuando se aplica un campo los espines de los electrones se

acomodan paralelos o antiparalelos al campo aplicado, siendo su energia
E= Eo + ms*g*ub*H (2) 6 E= Eo - ms*g*ub*H (3)

en donde ms (espin del electrén), g (factor espectroscopico) y ub (magneton de
Bohr que convierte las unidades de momento angular en momento magnético) son

constantes, y B es el campo que “ve” el electron. (McMillan, 1975)

La representacion esquematica de los niveles energéticos que pueda adquirir cada

electrén en funcién del campo H se muestra en la figura 111-6 a continuacion.

A
N2
2 E=Eo + ms*g*ub*H
&
Nl
— E=Eo - ms*g*ub*H
Campo “H”

Figura 16 Division de niveles de energia en un campo magnético

La diferencia de energia que existe entre los dos niveles esta dada por
AE= g* yb *B (4) (interaccion de Zeeman).

Si conjuntamente con el campo magnético externo se aplica una radiacion
electromagnética, esta sera absorbida y se inducira la transicion del nivel inferior al
superior, y se producira la condicion de resonancia cuando el cuanto radiacion de

valor h*v (donde h y v son la cte de Plank y la frecuencia de la radiacidn) sea igual
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a: h*v =g* ub *H (5) (en las ecuaciones puede aparecer indistintamente H o B, ya
gue estrictamente es B es el valor de campo que “ve” el electron). Asi los
espectros de EPR pueden ser determinados igualmente manteniendo la intensidad
del campo magnético aplicado H y variando la frecuencia de radiacion v; o la
inversa, manteniendo fija la frecuencia de radiacion v y variando el campo B. Ya
gue las lamparas comerciales solo pueden “barrer” un estrecho margen de
frecuencias (8-10 GHZ), normalmente se utiliza la opcion de “Barrer” el campo
magnético. De esta Ultima manera es como funciona la mayoria de
espectrometros de EPR. De acuerdo con la ultima ecuacion (5) la condicion de
resonancia se podra cumplir con cualquier radiacion electromagnética,
simplemente aplicando la adecuada intensidad del campo. Sin embargo la
intensidad de absorcion depende de la diferencia de poblacion entre los niveles,
por lo que la distribucion de poblacion esta dada por la diferencia de energia entre

los niveles a una determinada temperatura:
N2/N1 =e -h*v/KT (6).

Asi para aumentar la sensibilidad del método se trabaja a alta intensidad de
campo (como ser a 0.3- 1.2 T) y en regiones radiacion de baja frecuencia. Algunos
espectrometros trabajan en la region de radio frecuencia, mientras que otros en la
region de microondas (como ser entre 9* 109-3.6 *1010 HZ, correspondiente a
longitudes de onda que van desde 3.0 a 0.75 cm). La sefal detectada en los

espectros de EPR se analiza como la derivada del espectro de absorcion.

Muchos tipos de interacciones pueden ocurrir en un sistema paramagnético,
dependiendo de la naturaleza del sistema y del medio en que se encuentra. Las
interacciones pueden ser intra- 6 intermoleculares, estas Ultimas pueden ser
evitadas usando muestras en que la sustancia paramagnética esta lo
suficientemente diluida en una sustancia diamagnética. Una interaccién de
Zeeman pura producird Unicamente dos niveles de energia, y el espectro de EPR
consistird en una sola linea de absorcién. Ademés de la interaccion de Zeeman,
puede ocurrir interaccion entre el electron y el momento magnético del nucleo

(acoplamiento hiperfino), y en caso de moléculas con mas de un electron
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desapareado, pueden ocurrir interacciones entre sus spines. En ambos casos se
puede producir una separacion en varias lineas de absorcion (splitting). Solamente
se va a discutir la interaccion entre los electrones desapareados con su nucleo, ya
qgue los marcadores de spines utilizados, poseen solamente un electron
desapareado.

La interaccién hiperfina surge de la interaccion entre el electrén desapareado con
el momento magnético del nucleo del algin atomo con el cual su Orbita esta
asociada cuando este electrén siente un campo magnético total diferente a las
21+1 orientaciones posibles que puede asumir el momento magnético del nuclear.
Para un electrén desapareado interactuando con un nucleo de spin I, se producira

la separacion de cada nivel Zeeman en 2I+1 diferentes subniveles.

Si por ejemplo el espin del electron es 1/2 y el del nucleo es 1/2, el electrén va a
experimentar un efecto conjunto con el campo aplicado y con el inducido por el

ndcleo, y la energia de los electrones seria:
E= Eo + ms*g*ub*B + ms *ml *A (7)

en donde ms es el momento magnético del electrén, y ml es el momento
magnético del nucleo. De acuerdo a las condiciones de medida, el espectro en
este caso sera de dos lineas de igual intensidad, y la separacion entre las lineas
sera proporcional a la interacciéon nucleo-electron se denomina constante de
acoplamiento hiperfino (“A” en la ecuacién 7) y no depende del campo aplicado
siempre que éste sea lo suficientemente fuerte para cuantificar por separado los
momentos magnéticos del electron (S) y del nucleo (I); esto no se cumple cuando
los spines nucleares y electrénicos se acoplan para dar un solo nimero quantico
“F
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Figura 17, esquema de division de los niveles Zeeman por interaccion del electron

desapareado con el momento magnético nuclear I= 1/2

Los atomos que constituyen los sistemas biolégicos con spines nucleares no nulos
son el H (I=1/2), N(I=1), F (1=1/2), el C y el O en sus isotopos abundante no
poseen, pero si lo poseen los isétopos 13C (1=1/2) y 170 (1=5/2)

Las transiciones posibles son Ams=1 Am|=0

La medicion del espectro nos permite obtener informaciéon sobre el medio
ambiente que rodea al electron desapareado. Existen dos tipos de interacciones
gue pueden contribuir a la forma del espectro: Interacciones “spin-Lattice”, y las
interacciones “spin-spin”. Las primeras representan las interacciones que tienen
lugar entre el electrén y el medio ambiente que lo rodea, ya sea de la red cristalina
o del resto de la molécula en que se encuentra. Estas interacciones hacen que la
energia captada por el electron se relaje en el medio 6 sistema molecular y por lo
tanto el proceso es continuo. Este proceso acorta los tiempos de vida de los
niveles excitados produciendo (por el principio de incertidumbre) un
ensanchamiento de lineas espectrales. El tiempo de correlacién longitudinal 6 de
spin-lattice (Tl) es el tiempo que lleva a perder el electron 1l/e de la energia
absorbida y esta relacionado con la inversa del ancho de banda. Cuando existe
baja intensidad de radiacion (para evitar saturacion del sistema), los anchos de

lineas son causados por otros mecanismos que modulan la energia sin causar
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transicion entre ellos, estos mecanismos mantienen la energia de Zeeman
constante en contraste con la interaccion spin-lattice y estan caracterizados por el
tiempo de correlacion transversal (T2), produciendo una de curva de absorcidon
Lorentziana, que esta relacionada directamente proporcional con la distancia de
pico a pico de la curva derivada.

Las interacciones spin-spin estan relacionadas con todos los mecanismos por los
cuales el electron puede intercambiar energia entre ellos, una aplicacion de la
medida de esta interaccion es poder medir la difusion transversal y no seran

discutidos en este trabajo.
3.10 Fluorescencia (Lakowicz, J.R., 1999)

La luminiscencia es la emision de fotones desde estados electronicamente
excitados. Esta se divide en dos tipos, dependiendo de la naturaleza del estado
basal y del estado excitado. En un estado singulete (o singlete) el electron en el
orbital de energia superior tiene la orientacion opuesta al del segundo electron del
estado energético inferior, por lo que se dice que estos dos electrones estan
apareados. Si el electron en el estado excitado tiene la orientacion igual al del
estado energético inferior, se dice que estos dos estan desapareados, y el sistema
sera un triplete. El retorno al estado basal de un estado singlete, no requiere que
el electron cambie de orientacion, sin embargo si el retorno es desde un estado
triplete requerird que el electron cambie de orientacion. La fluorescencia es la
emision que resulta del regreso un electron apareado a su nivel basal. Esta
transiciones estan cuanticamente “permitidas”, y la velocidad de emision son del
orden de 108 sec-1, por lo que la vida media del estado excitado es del orden de
10-8 seg. (10nseqg). La Fosforescencia es la emision resultante del retorno de
estados excitados de distintas multiplicidad, generalmente de estados excitados
tripletes que retornan a estados basales singuletes, dicha transicion no esta
“cuanticamente” permitida y la emision es muy lenta, por lo que se traduce en
vidas medias de los estados excitados en el orden de mseg. Las sustancias que
poseen capacidad fluorescente, poseen por lo general electrones deslocalizados,

tipicamente en dobles enlaces conjugados.
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Lo antes dicho esta esquematizado en los diagramas de A. Jablonski

Figura 18 Los estados basales estan
representados por SO, mientras que los
primeros estados electrénicos superiores
son S1 y S2; en los fluoréforos pueden
existir diferentes estados vibracionales
determinados por 1,2,3.etc. La absorcidn
estd representada en forma vertical
ascendente, ya que ilustra a la absorcién
como un proceso instantaneo, dicho
proceso ocurre en el orden de 10-15 seg.
Que es un tiempo muy corto para que se
produzca un desplazamiento nuclear
significativo.

Diagrama de Jablonski

La distribucién de Boltzman describe la relacién de moléculas existente entre lo
estados vibracionales 0y 1
R= e-AE/KT

En donde AE es la diferencia de energia entre los dos niveles, y el producto kT es
la energia térmica del sistema, entonces a temperatura ambiente o por lo general,
la de trabajo, el valor de R=0.01, por lo que la absorcion ocurre desde el nivel
inferior.

Luego de la absorcion de luz, pueden ocurrir varios procesos. Entre ellos puede
ocurrir que un fluoroforo es excitado a niveles vibracionales superiores a S1 o
también a S2. Salvo por excepciones, las moléculas suelen relajarse rapidamente
a los niveles vibracionales inferiores de S1. Este proceso se llama inter conversion
interna que ocurre en 10-12 seg. Este tiempo relativamente corto en relacion a la
vida media de la fluorescencia, hace que la conversién interna ocurra casi
completamente previa a la emision. Asi la emision de fluorescencia ocurre desde
estados excitados térmicamente equilibrados. La desexcitacién ocurre asimismo a
niveles vibracionales superiores de SO, ocurriendo la conversion interna a
posteriori.

Los espectros de fluorescencia son presentados como espectros de emision, en

los cuales se determina el cambio de intensidad de fluorescencia en funcion de la
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longitud de onda, esta emision dependera de la estructura quimica del fluoréforo y
del solvente en que se encuentre disuelto, como también del entorno en que se
encuentre. A fin de estudiar estructura proteica puede utilizarse fluoréforos
sintéticos (fluoresceina, etc), 0 utilizar la capacidad de fluorescencia intrinseca de
algunos aminoacidos, como ser Tirosina (Tyr), Triptofano (Trp) o Fenilalanina

(Phe) dada por los grupos aromaticos que estos aminoacidos poseen

1:|‘.{:10‘ 'le00'
clzoo- HN_C_H H.N clz H
;N (i—H (l:ng ?Hz
CH, - C=CH
ﬁ | H
=~ OH
Fenilalanina Tirosina Triptofano

Figura 19 Se muestran los grupos aromaticos de los aminoacidos fluorescentes

El grupo indol del Trp es el que hace que las proteinas absorban y emiten luz en la
region del Ultra violeta del espectro. La Tyr tiene una intensidad de emision similar
ala del Trp, pero su méximo de emision esta dada en longitudes de onda menores
gue la de éste y puede ser quencheada (apagada) su fluorescencia por
interacciones con péptidos o por transferencia de energia (ver mas adelante) con
el Trp, ademas la misma aumenta en proteina desnaturalizadas, debido a cambios
en el pKa del fenol que favorecerian el estado excitado. La fluorescencia de la
fenilalanina adquiere importancia cuando en proteinas no existe residuos de Trp o
de Tyr, cosa que raramente ocurre. La emisién del Trp es altamente sensible al
ambiente que lo rodea, sufriendo un corrimiento hacia longitudes de onda mayores
(hacia el rojo del espectro) cuando el medio al que se expone este residuo es
acuoso. La fluorescencia del Trp puede ser quencheada por diferentes grupos,
como ser |- , acrilamida, grupos disulfuro o radicales libres como los nitroxilos

utilizados en EPR.
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Figura 20, Espectros de absorcion y de emision de los mismos en un medio acuoso abajo
se sintetiza en la tabla las caracteristicas espectrales de los aminoacidos mencionados en

solucién acuosa a pH 7.

En este trabajo se estudio la informacién espectral de cada uno de los marcadores
Alexa utilizados en esta tesis mediante la intensidad de fluorescencia, o el
corrimiento del maximo de emision. La primera depende de la concentracion de
fluordforo, de la interaccion del mismo con su entorno, de la transferencia de
energia con la misma especie o con otra, etc y por lo tanto del rendimiento
cuantico.

El segundo proceso es llamado corrimiento de Stokes. Excepto para atomos en
fase vapor, una observacion que siempre ocurre en fluorescencia es la emision a
longitudes de onda mayores que la de excitacion, o sea que la emision es con
pérdida de energia. Este proceso puede tener varias causas; una causa comun es
el rapido descenso a los niveles vibracionales mas bajos de S1, es mas, los
fluor6foros muchas veces caen a niveles vibracionales de SO (ver fig. 18),
resultando en pérdidas adicionales de energia; los fluoroforos pueden presentar
ademas, corrimientos adicionales debido a la relajaciéon de los estados excitados
ocasionados por solventes polares, 6 sufrir reacciones quimicas durante el estado

excitado.
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3.10.1 Anisotropia de fluorescencia

Los fluoréforos por lo general absorben fotones cuyos vectores eléctricos se
encuentran alineados paralelos al momento de transicion del fluoréforo. En una
solucion isotropica, los fluoréforos son moléculas orientadas al azar. Si se irradia
moléculas con luz polarizada, se seleccionaran selectivamente aquellas cuyos
dipolos de absorcion se encuentren paralelos al vector eléctrico de excitacion.
Esta “seleccion selectiva” o foto seleccion de moléculas parcialmente orientadas,
resulta en la emisién de luz parcialmente polarizada. Los momentos de transicion
para la absorcion y la emision tiene orientaciones fijas para cada fluoréforo, vy el
angulo relativo entre estos momentos determina la maxima anisotropia medida.

La anisotropia de fluorescencia esta definida por
r=(Iv-1H)/(lv+2IH)

en donde Iv e IH son las intensidades de fluorescencia de las emisiones de luz
polarizadas vertical y horizontalmente, respectivamente. Debido a la foto seleccion
de los fluoréforos, la anisotropia puede tomar valores entre —0.2 y 0.4. La
disminucion de anisotropia esta dada generalmente por movilidad o difusién
rotacional del fluor6foro que ocurren durante la vida media del estado excitado y
desplazan el dipolo de emision de la molécula. Otro proceso de disminucion de

anisotropia 6 despolarizacion es la transferencia de energia.

3.10.2 Transferencia de energia

Es el proceso por el cual la energia de una molécula excitada o donor, es cedida a
otra que actla como aceptor, esta transferencia ocurre sin emision de fotones y es
el resultado, primariamente de la interaccion dipolo-dipolo entre el donor y el
aceptor. El grado de transferencia de energia depende del solapamiento entre el
espectro de emision del donor y el de absorcion del aceptor, la orientacion relativa
entre los dipolos de transicion de ambos, y de la distancia entre ambas moléculas.

Esta dependencia de la distancia es lo que hace a esta medida sumamente util, ya
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gue permite determinar la distancia entre las moléculas que actia como donor y la
acttia como aceptor.

La velocidad de transferencia de energia desde un donor a un aceptor (Kt), esta
dada por:

Kt=1/1 (RO/1)6

en donde T es el tiempo de vida medio del donor en ausencia del aceptor, “r” es la
distancia entre ambas moléculas y RO es una distancia caracteristica, llamada de
Forster, que es la distancia en donde la eficiencia de transferencia de energia es
del 50%. Esta dependencia es Util para distancias que van desde 20 a 50 A, las
gue son tipicas 6 comparables a distancias intramoleculares en proteinas y al
espesor de las membranas biolégicas.

La transferencia de energia puede ocurrir entre moléculas quimicamente
diferentes, llamandose Hetero transferencia, o0 entre moléculas iguales,
denominandose Homo transferencia. Este tipo de transferencia ocurre en
fluor6foros cuyos espectros de absorcidn y emision estan en cierto grado
solapados. En este trabajo se ha usado la medida de homo y hetero transferencia

para determinar la cercania de fluoroforos.

Usualmente la determinacion de transferencia de energia es por medio de la
observacién en cambios de intensidad o en la vida media de las moléculas aceptor
o donor, estas observaciones se aplican cuando las moléculas son diferentes, o
sea para heterotransferencia de energia. Cuando se determina homotransferencia,
como por ejemplo ser el caso del mismo fluoréforo en cada una de las posiciones
en las proteinas, se dificulta la observacion de este efecto y se determina en
cambio eficiencia de transferencia basada en anisotropia. Fluoréforos que exhiben
pequefios corrimientos de Stokes (corrimiento de stokes es depolarizacion en
ambiente polar) (cierto grado de solapamiento entre espectros de excitacion y
emision), pueden sufrir homotransferencia, la que puede ser detectada por la
depolarizacién resultante de la emision.(Weber, 1960) (Hamman et al., 1996).
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La eficiencia de la transferencia de energia en ese caso puede ser determinada
mediante la determinacion de anisotropia en presencia y en ausencia de

transferencia, segun la expresion

E=2(r0 -<r>)/ r0) (Hamman et al., 1996)

donde r0 y <r> son las anisotropias en ausencia y presencia de
homotransferencia, respectivamente. Como fue descrito por Weber (Weber, 1960),

la homotransferencia desaparece cuando se excita en el extremo rojo de espectro.

3.10.3 Quenching o apagado de fluorescencia

La intensidad de fluorescencia puede decaer por varios procesos, dichos procesos
se denominan quenching o apagamiento de la fluorescencia, y ocurre cuando el
fluoréforo excitado vuelve al estado basal sin emitir fotones debido al contacto con

la molécula “quencheadora” 6 apagadora.

Existen dos procesos por el cual el quenching puede ocurrir, uno en donde la
molécula en su estado excitado le transfiere energia al quencher cuando colisiona,
denominandose el proceso “quenching dinamico 0 colisional”’, o cuando el
fluoréforo en su estado fundamental forma un complejo con el quencher, el cual se

relaja por procesos que no emiten fotones (ver Figura 21).

Implica colisién entre Implica formacién de un Complejo

Amortiguador (Q) y Fluoréforo en {F-Q) enire el Amortiguador (Q) y el

su estado excitado (F*) Fluoréforo (F) en su estado
fundamental

Q ¢
el ¥ @ F+Q —= (F-Q

Figura 21, esquematizacion de diferentes procesos por lo cual la fluorescencia puede ser
apagada.
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Existen muchos tipos de moléculas apagadoras o amortiguadoras, pero es
importante que no todas actiuan sobre todos los fluoréforos. El decaimiento de la

intensidad de fluorescencia esta descrito por la ecuacion de Stern-Volmer:

Fo/F=1+K[Q],

en donde Fo es la intensidad del fluoréforo en ausencia del quencher, F es la

intensidad en presencia del mismo y K la constante de Quenching.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion de mutantes de cisteina para determin ar distancias
intermoleculares en HDL discoidales.

4. 1. 1. Racionalidad de la eleccion de las mutacio  nes a realizar

El primer objetivo planteado para esta tesis fue contrastar la hipétesis planteada
de que la configuracion adoptada por apoA-I en HDL discoidales depende del
meétodo de reconstitucion, y que la configuracion adoptada en dHDL reconstituidas
en ausencia de detergentes seria la LL5/2, en contraposicion a la LL5/5 que es la
gue ocurre en los cristales de apoA-l Al1-43 y seria la mayoritaria en dHDL
reconstituidas por dialisis con colato.

Para ello, nos propusimos obtener una serie de mutantes de cisteina a las que se
le pudieran unir covalentemente grupos fluorescentes y/o paramagnéticos en
posiciones estratégicas de manera que a través de la estimacion de distancias
intermoleculares permitan distinguir entre las configuraciones LL5/2 y LL5/5.

En primer lugar, el residuo seleccionado para ser introducido es cisteina por la
razon de que su grupo tiol (-SH) puede reaccionar especificamente con grupos
como maleimida, lo que facilita la marcacion especifica con derivados
maleimilados de sondas fluorescentes o paramagnéticas. Ademas, como apoA-I
salvaje carece de residuos cisteina, es de esperar que la introduccion del mismo
en determinadas posiciones estratégicas permitirdn su marcacion especifica con
derivados maleimilados.

En cuanto a los residuos de apoAl a ser substituidos por cisteina, nos propusimos
en principio marcar las caras hidrofilicas de las hélices anfipaticas de apoA-I,
seleccionandose las posiciones 107, 133 y 226. La racionalidad de elegir estas
posiciones es que como puede verse en el esquema de la figura 22, los residuos
de la posicion 107 de ambas moléculas de apoAl se encuentran muy cercanos
entre si en la configuracion LL5/2, pero méas alejados en la configuracion LL5/5. Es
de esperar lo contrario para los residuos de la posicion 133, que estardn muy
cercanos en la configuracion 5/5 y alejados en la 5/2. Los residuos 226, en cambio

se encontrarian a una distancia intermedia que no sufre un gran cambio entre
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ambas configuraciones. Asi, pensamos en principio que con las mutantes K107C y
K133C podrian obtenerse derivados fluorescentes o paramagnéticos altamente
sensitivos para distinguir entre ambas configuraciones. La mutante K226C, que

seria insensible, nos serviria como un control negativo.
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Figura 22. Modelo del "doble cinturén” en las configuraciones 5/5 (arriba) y 5/2 (debajo).
4. 1. 2. Mutagénesis sitio-dirigida

ApoA-| es expresada en la forma de un precursor (pre-pro-apoA-l) con una secuencia
extra de 24 residuos en el extremo N (figura 23). Antes de la secrecion por higado o
intestino, el precursor sufre el clivaje de un pre-segmento de 18 residuos (péptido sefial
que la destina al reticulo endoplasmico y la via secretoria) generando pro-apoA-l. Ya en
circulacion, se produce un segundo clivaje que libera un hexapéptido y genera la
proteina madura de 243 residuos. La funcién del hexapéptido de pro-apoA-l1 no es
conocida, y se ha reportado un comportamiento muy similar entre apoA-I madura y pro-
apoAl en estudios funcionales y estructurales. Debido a su mejor nivel de expresion en
bacterias, pro-apoAl se us6 en muchos estudios con la proteina recombinante. En la
figura 24 se muestra la region codificante del cDNA de pro-apoAl inserto en el vector
pET-30 donada por la Dra. Ana Jonas. Con ella se expresa una proteina de fusion con
52 residuos extras en relacion a apoA-1 madura. Contiene en el extremo N un segmento
poli-His unido a través de una secuencia de 40 residuos a pro-apoAl. El disefio de esta
construccion permite el clivaje con enteroquinasa de los primeros 44 residuos

generando a la pro-apoAl con 2 residuos extras en el extremo N. El clivaje con entero-
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quinasa, sin embargo, no es absolutamente especifico a menos que se combine

previamente con lipidos a la proteina de fusion. (75)

5-  AGAGACTGCGAGAAGGAGGTCCCCCACGGCCCTTCAGG ATG ABEG@TG CTG ACC TTG GCC GTG CTC TTC

region 5' no traducida M K
No de residuo -24 -23 -22-21-20-19-18-17 -16 -15 -14 -13
CTG ACG GGG AGC CAG GCT CGG CAT TTC TGG CAG CAA GATGAA CCC CCC CAG AGC CCC TGG GAT CGA GTG
ENNCHSHONANREENE v Q Q D
-12-11-10-9 -8 -7 6 -5 -4 -3 -2 -1 1 234567891011

AAG GAC CTG GCC ACT GTG TAC GTG GAT GTG CTC AAA GACAGC GGC AGA GAC TAT GTG TCC CAG TTT GAA

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

GGC TCC GCC TTG GGA AAA CAG CTA AAC CTA AAG CTC CTT GAC AAC TGG GAC AGC GTG ACC TCCACCTTC

35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

AGC AAG CTG CGC GAA CAG CTC GGC CCT GTG ACC CAG GAG@TC TGG GAT AAC CTG GAA AAG GAG ACA GAG

58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 7172 73 74 75 76 77 78 79 80

GGC CTG AGG CAG GAG ATG AGC AAG GAT CTG GAG GAG GTBAG GCC AAG GTG CAG CCC TAC CTG GAC GAC

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103

TTC CAG AAG AAG TGG CAG GAG GAG ATG GAG CTC TAC CGCCAG AAG GTG GAG CCG CTG CGC GCA GAG CTC

104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117118 119 120 121 122 123 124 125 126

CAA GAG GGC GCG CGC CAG AAG CTG CAC GAG CTG CAA GABAG CTG AGC CCA CTG GGC GAG GAG ATG CGC

127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149

GAC CGC GCG CGC GCC CAT GTG GAC GCG CTG CGC ACG CATTG GCC CCC TAC AGC GAC GAG CTG CGC CAG

150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172

CGC TTG GCC GCG CGC CTT GAG GCT CTC AAG GAG AAC GGEGC GCC AGA CTG GCC GAG TAC CAC GCC AAG

173174175176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195

GCC ACC GAG CAT CTG AGC ACG CTC AGC GAG AAG GCC AAGCCC GCG CTC GAG GAC CTC CGC CAA GGC CTG

196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218

CTG CCC GTG CTG GAG AGC TTC AAG GTC AGC TTC CTG AGCGCT CTC GAG GAG TAC ACT AAG AAG CTC AAC

219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241
ACC CAG TGA GGG CCCGCCGCCGCCCCCCTTCCCGGTGCTCAGAATAAACGTTTCGAAAGTGG

IN regién 3" no traducida
242 243

Figura 23. Secuencia nucleotidica del cDNA correspondiente al mARN de pre-pro-apoA-I
humana y su traduccién. La traduccién de este mARN en higado e intestino genera una
proteina precursora de 267 residuos. El pre-péptido de 18 residuos resaltado en rojo es
clivado antes de la secrecion mientras que el hexapéptido indicado en amarillo es clivado
en circulacion para generar la proteina madura de 243 residuos indicada en verde.
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ATG CAC CAT CAT CAT CAT CAT TCT TCT GGT CTG GTG CCA CGC GGT TCT GGT ATG AAA GAA ACC GCT GCT
MHHHHHHSSGLVEP RGSGMKETAA
-52 -51 -50 -49 -48 -47 -46 -45 -44 -43 -42 -41 -40 -39 -38 -37 -36 -35 -34 -33 -32 -31 -30

GCT AAATTC GAA CGC CAG CAC ATG GAC AGC CCA GAT CTG GGT ACC GCC ATG
AKFERQHMDDPDL G TDD
-29 -28 -27 -26 -25 -24 -23 -22 -21 -20-19 -18 -17 -16-15-14

GCC CAT TTC TGG CAG CAA GAT GAA/GAT CCC CCC CAG AGCCCC TGG GAT CGA GTG AAG GAC CTG GCC ACT

AHFWQQDE/DPPQS PWDRVKDLAT
6-5-4-3-2-11 2 3456 7 8 910 11 12 13 14 15 16

GTG TAC GTG GAT GTG CTC AAA GAC AGC GGC AGA GAC TATGTG TCC CAG TTT GAA GGC TCC GCC TTG GGA
VYVDVLKDSGRDY VSQFEGSALG

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

AAA CAG CTA AAC CTA AAG CTT CTT GAC AAC TGG GAC AGC GTG ACC TCC ACC TTC AGC AAG CTG CGC GAA
KQLNLKLLDNWDS VTSTFSKLRE

40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62

CAG CTC GGC CCT GTG ACC CAG GAG TTC TGG GAT AAC CTGGAA AAG GAG ACA GAG GGC CTG AGG CAG GAG
QLGPVTQEFWDNL EKETEGLRQOQE

63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85

MSKDLEEVKAKYVAQ PYLDDTEFRQK

ATG AGC AAG GAT CTG GAG GAG GTG AAG GCC AAG GTG CAGCCC TAC CTG GAC GAC TTC CAG AAG
86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106

TGG CAG GAG GAG ATG GAG CTC TAC CGC CAG AAG GTG GAE®CG CTG CGC GCA GAG CTC CAA GAG GGC GCG

WQEEMELYROQKVE PLRAELOQETGA

108 109 110111 112112114 115116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130

CGC CAGA CTG CAC GAG CTG CAA GAG AAG CTG AGC CCA CTG GGC GAG GAG ATG CGC GAC CGC GCG
R Q LHELQEKLSPLG EEMRDRA

131132 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152

CGC GCC CAT GTG GAC GCG CTG CGC ACG CAT CTG GCC CCTAC AGC GAC GAG CTG CGC CAG CcGLCTTG GCC
RAHVDALRTHLATP YSDELROQRLA

153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175

GCG CGC CTT GAG GCT CTC AAG GAG AAC GGC GGC GCC AGATG GCC GAG TAC CAC GCC AAG GCC ACC GAG
ARLEALKENGGAR LAEYHAKATE

176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198

CAT CTG AGC ACG CTC AGC GAG AAG GCC AAG CCC GCG CTGSAG GAC CTC CGC CAA GGC CTG CTG CCC GTG
HLSTLSEKAKPAL EDLRQGLLPYV

199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221

LESEF WAl V S FLSALEEYTK KLNTRQ

CTG GAG AGC TT(YXerafegy GTC AGC TTC CTG AGC GCT CTC GAG GAG TAC ACT AAG AA G CTC AAC ACC CAG
222 223 224 225 P¥Ay 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 236 238 239 240 241 242 243

TAA TAAGCTTGCGGCCGC.....
FIN region no traducida

Figura 24. Secuencia de la region codificante del cDNA de pro-apo A-I humana en el
vector pET30. La construccidon expresa una secuencia poli-His en el extremo N (en
amarillo) fusionada a pro-apoA-I. Esta puede ser clivada con enteroquinasa a la derecha
del sitio de reconocimiento DDDDK (en rojo). En verde se muestra la modificacion (E2D)
realizada para crear un enlace peptidico Asp-Pro clivable con &acido férmico. La
construccién con esta modificaciéon se usé como molde para realizar los cambios en las
mutantes K107C, K133C y K226C (en azul). En la secuencia nucleactidica, las regiones
marcadas en celeste indican los primers usados en las reacciones de PCR.
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Una opcion alternativa que se usé en este laboratorio (Prieto ED, Garda HA.
Biochemistry. 2011.(77)), es una construccion (donada por SW Davidson) que
contiene un sitio de protedlisis para IgA proteasa (0 lgasa) justo antes del
comienzo de la secuencia de apoAl madura. Si bien esto tiene la ventaja de
generar apoA-lI madura, lgasa es una enzima de muy alto costo y demasiado
inestable, perdiendo hasta el 90% de su actividad durante el transporte desde el
pais de origen. Por tal motivo, se modificd la construccién donada por A. Jonas
con la mutacion puntual E2D (ver figura 24) para generar una union peptidica Asp-
Pro clivable con acido formico. Es de notar que la proteina final obtenida luego del
clivaje con acido férmico es idéntica a apo A-l salvaje salvo en que carece de los
dos primeros residuos (aspartico y glutdmico). La caracterizacién de esta proteina,
sin embargo, mostré propiedades estructurales y funcionales muy similares a apo
A-l obtenida de suero a) (Prieto ED, Ramella N, Cuellar LA, Tricerri MA, Garda HA.
Protein J. 2012, en prensa (78). y b) Ryan RO, (79)). Esta construccion fue la que
se usO en este trabajo para expresar la proteina salvaje, y como molde para
generar las mutantes de cisteina K107C, K133C y K226C. Para generar los cDNA
de estas mutantes de cisteina se utilizd6 PCR sobre el plasmido completo con
PfuTurbo DNA polimerasa usando los siguientes pares de oligonucleotidos
iniciadores:

Mutacion K107C. Tm del primer = 77.7 °C

5-C GAC TTC CAG AAG A8l GG CAG GAG G-3° Secuenci a original

5"-C GAC TTC CAG AAG TGT TGG CAG GAG G-3" Primer 1 (directo)
5-CCTC CTG CCAACACTT CTG GAA GTC G-3° Primer 2 (reverso)
Mutacion K133C. Tm del primer = 84.0 °C

5-GC GCG CGC CAG Al CTG CAC GAG CTG-3" Secuencia original

5-GC GCG CGC CAG TGT CTG CAC GAG CTG-3" Primer 1 (directo)

5"-CAG CTC GTG CAG ACA CTG GCG CGC GC-3" (2)

Mutacion K226C. Tm del primer = 87.1 °C

5-G CCC GTG CTG GAG AGC TTC ABBIGTC AGC TTC CTG-3°  Secuencia original
5-G CCC GTG CTG GAG AGC TTC TGT GTC AGC TTC CTG-3"  Primer 1 (directo)

5"-CAG GAA GCT GAC ACA GAA GCT CTC CAG CAC GGG C-3°  Primer 2 (reverso)
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Los productos de PCR fueron chequeados por electroforesis en gel de agarosa antes y
despues de ser tratados con la nucleasa Dpnl que digiere el ADN molde cortando en
secuencias GATC metiladas dejando intacto al ADN amplificado por PCR. La figura 25
a muestra los productos de las reacciones de PCR para las tres mutaciones. Controles
en ausencia de cebadores (no mostrados) fueron negativos en la amplificacion del

plasmido.

Figura 25. Geles de agarosa. a) Productos de PCR en presencia de los cebadores
conteniendo las mutaciones, antes de ser digeridos con la enzima dpnl. Calle 1:
Estandares de peso molecular. Calles 2, 3 y 4: mutaciones K107C, K133C y K266C,
respectivamente. b) Preparaciones de plasmidos de bacterias JM109 transformadas con
los productos de PCR correspondientes a las tres mutaciones.

Los productos de PCR digeridos con Dpnl se usaron para transformar bacterias
competentes JM109. Estas se plaquearon en agar en presencia de kanamicina y se
colectaron unas 4 o 5 colonias correspondientes a cada mutacion. Cada colonia fue
expandida y usada para preparar ADN plasmidico, el que fue enviado a secuenciar
(Macrogen, Corea) entre los sitios S-tag y T7 terminator. La figura 25b muestra el gel de
agarosa de tres de las preparaciones de pladsmidos enviadas a secuenciar. Puede
notarse que éstas contienen dos bandas. La de mayor migracion electroforética
corresponde al plasmido superenrrollado intacto, mientras que la de menor migracion se
genera por cortes en una de las hebras (producidos durante el procedimiento de
extraccion) que le hacen perder el superenrollamiento. Los productos de PCR (figura

25a) tienen un corte en cada hebra por tanto no tienen superenrollamiento.
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4.1.3. Expresion y purificacion

Con las preparaciones plasmidicas de secuencia correcta (con la mutacion deseada y
sin ninguna mutaciéon indeseada) se transformaron bacterias BL21, a las que se le
realizd una prueba en mini-escala (en 4 ml de medio de cultivo), de expresion inducida
por IPTG. La expresion de apo A-l y mutantes fue reconocida en andlisis de SDS-PAGE
por la aparicion de una banda en la region de los 35 KD (correspondiente a la proteina
de fusidn) en los extractos de los cultivos inducidos por IPTG y ausente en aquellos no
inducidos (ver Figura 26). Para cada tipo de mutacion se seleccion6 aquella colonia que
presentaba mejor nivel de expresion. Esta fue fraccionada y almacenada en 20%

glicerol a -80°C hasta su utilizacidén para expresion en macro escala.

Figura 26. SDS-PAGE de los ensayos de expresion en mini escala. Calles 1, 2 y 5: Extractos de
bacterias BL21 inducidas con IPTG. Calles 6, 7 y 9: Extractos de bacterias sin inducir con IPTG.

Curvas de crecimiento de las bacterias transformadas y pruebas de diferentes tiempos
de induccién con IPTG se usaron para optimizar las condiciones de expresion. Para la
expresion de las mutantes en macroescala, se utilizaron cultivos en 1 litro de medio
crecidos hasta una DO de 0,6. Luego de inducir con IPTG se continué la incubacion por
2 horas y las bacterias se precipitaron por centrifugacion. El precipitado de bacterias se
traté con guanidina HCI 3,0 M y se volvié a centrifugar para eliminar membranas y
restos celulares. El sobrenadante se dializo contra buffer fosfato 50 mM, NaCl 0,5 M pH
7,4; y se carg6 en una columna de cromatografia de afinidad por metales (agarosa con
sulfato de niquel). A las que las proteinas con cola de histidina se adsorben por

afinidad. Las proteinas contaminantes no adsorbidas se lavan, primero con buffer
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fosfato, luego con el mismo buffer con baja concentracion de imidazol (0.05 M) y
finalmente se eluyen las proteinas de interés mediante competencia con buffer
conteniendo 0,5 M de imidazol. Se siguio la elusion por Absorbancia a 280nm cada 2 ml
de eluido y la pureza de éstos se controld6 por SDS-PAGE. La figura 27 muestra un
perfil de elucion tipico durante los pasos de purificacion, y la figura 28 la pureza de las

preparaciones.

18+
164
14-
124

1

0g \

A\

0,0 280 nm

Mumero de fracciones

Figura 27. Proteina perfil de elucion tipico. El primer pico corresponde a las proteinas no
adsorbidas y el segundo a las eluidas con 0,5 M imidazol. Callescy e

e d e §f | ,
Figura 28. SDS-PAGE de las fracciones eluidas de las
columnas de agarosa - NiSO4. Calle d: estandar de
_ . apoA-l. Calle f: fraccion no adsorbida (primer pico de la
figura 27). Calles c y e: fracciones eluidas con 0,5 M
imidazol (segundo pico de la figura 27).
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4.1.4 Clivaje con &cido formico

Las proteinas de fusion purificadas por las columnas de Ni, fueron clivadas en
presencia de acido férmico (50% v/v) a una temperatura de 45 grados centigrados
durante 4 horas. Posteriormente, las proteinas fueron dializadas extensivamente
(hasta neutralizacion del pH) frente a 50mM NaPO4; 0,5 M NaCl; pH 7,4. La

extension del clivaje fue controlada por SDS-PAGE.

Luego del clivaje, las muestras fueron sometidas a una segunda cromatografia de
afinidad por Niquel para eliminar el fragmento poli-His y restos de proteina de
fusion que pudiera permanecer sin clivar. En este caso, algunas condiciones
tuvieron que ser ajustadas para las mutantes de cisteina, ya que a diferencia de
apoAl salvaje que eluye en ausencia de imidazol, la elucién de las mutantes de
cisteina ocurre con 0,05 M de imidazol. En la figura 29 se muestran los controles

de SDS-PAGE para las preparaciones finales de las tres mutantes de cisteina.

Figura 29. SDS-PAGE de las mutantes de cisteina luego del clivaje con acido férmico y
segunda cromatografia en columnas de niquel. Calles 1 y 5: Apo A-l salvaje antes del
clivaje con acido férmico. Calles 2, 3 y 4: Preparaciones finales de K107, K133C y K226C,
respectivamente.

La concentracion de las proteinas fue determinada de la absorbancia a 280 nm
usando un coeficiente de extincién de 32.430 M™* cm™ para todas las proteinas (o
1,165 y 1,166 ml/mg para apoA-l salvaje o las mutantes de cisteina,
respectivamente). El rendimiento final aproximado de las mutantes fue de 5 a 8 mg

de proteina purificada por litro de medio de cultivo.
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4.2. Caracterizacion estructural de apoA-1 K107C, K 133C y K226C.

ApoA-I contiene 4 residuos triptéfano (trp) en distintas posiciones de la secuencia
(8, 50, 72 y 108), que pueden usarse como sondas intrinsecas que informan sobre
la conformacion estructural de la proteina. Para chequear si los cambios
introducidos en la secuencia de la proteina afectan su estructura, se realizaron
una serie de determinaciones basadas en la fluorescencia de trp en las mutantes
de cisteina en comparacion con la proteina salvaje: a) espectro de emision de trp,
b) comportamiento frente a agentes desnaturalizantes como guanidina-HCI, c)
extincion de la fluorescencia de trp con acrilamida, y d) transferencia de energia

desde trp a la sonda lipofilica ANS.

2,0

—— Salvaje

—— Salvaje+GndCl

1 K107C

— K107C+GndCl
K133C

—— K133C+GndCl
K226C

—— K226C+GndCl

1,54

1,0 H

Intensidad de fluorescencia (UA)

05-1— ' I . I . I . I
320 340 360 380 400

Longitud de Onda (nm)

Figura 30. Espectro de fluorescencia de Apo A-l salvaje y mutantes K107C, K133C, K226C en
buffer fosfato y en guanidina clorhidrica 3M. Los espectros se obtuvieron en un
espectrofluorémetro SLM4800 a 25 °C con cubetas de paso éptico de 0.2 cm para excitacion y
1 cm para la emision. Se usé una concentracion de proteina de 0.2 mg/ml en buffer fosfato 25
mM, pH=7.4, excitando a 295 nm y registrando el espectro de emisién entre 300 y 550 nm con
slits de emisién y exitacion de 8.
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Curvas de desnaturalizacion fueron realizadas midiendo los espectros de emision de trp
de las proteinas (a 0,05 mg/ml) en presencia de concentraciones crecientes de
guanidina-HCI. En la figura 31 se muestra el centro de masa del espectro en funcién de
la concentracion de guanidina-HCI para apo A-l sérica, la apoA-l recombinante tipo

salvaje y las tres mutantes de cisteina.

En el estado libre de lipidos, se realizaron las medidas de fluorescencia en condiciones
nativas y desnaturalizantes con Guanidina-HCI 3M, condicién en la que se sabe que la
proteina se encuentra completamente desplegada (78). El espectro de fluorescencia de
Apo A-l en el estado nativo presenta un maximo de emisién centrado en 338-339 nm
(ver tabla 1ll-1). En el estado deplegado (con guanidina-HCI 3 M), observamos como la
longitud de onda correspondiente al maximo en el espectro de emisidon presenta un
corrimiento al rojo de 20 nm tanto en la proteina salvaje como en cada uno de los
mutantes (figura 30).
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Figura 31. Curvas de desnaturalizacién con guanidina-HCl de apoA-l plasmatica y apoA-|

recombinante tipo salvaje (arriba), y mutantes K107C, K133C y K226C (debajo).

Suponiendo un proceso de sélo dos estados (plegado y desplegado), la energia libre
del desplegamiento por guanidina-HCI (AG) estaria dada por (Gursky O et al, (81),(82)):

AG= AGO + M [GAnHCI] [e1]

donde AGO es la energia libre de desplegamiento en ausencia de GdnHCI y el

parametro M depende de la exposicion de los trp (y corrimiento espectral) en el
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desplegamiento.

El grado de desplegamiento (ag) para cada [GndHCI] puede derivarse de los datos
espectrales (asumiendo ag=0 para [GndHCI] = 0, y ag=1 para [GndHCI] = 3.0 M), y la

ecuacion (1) puede expresarse como:
In [ag/(1-ag)] = InKO + M [GndHCIGdnHCI] RT [e2]

donde KO es la constante de equilibrio en ausencia de GndHCI, R es la constante de los
gases y T la temperatura (25°C). Asi, graficos lineales de In [ag/(1-ag)] vs [GndHCI]

permiten calcular KO de la ordenada de origen, y por tanto AGO como:
AGO = -RT InKO [e3]

Los datos de AGO y M, asi como la concentracion de guanidina-HCI que resulta en 50%
de desplegamiento son muy similares para las diferentes proteinas (ver tabla IlI-1),
indicando que ni los reemplazos de lisinas por cisteinas ni la ausencia de los dos

primeros residuos en el extremo N afectan a la estabilidad o al plegamiento de la

proteina

Plasma apoA-l | FWt K107C K133C K226C
WMF (nm)’ 337+2 339 +2 339+ 2 340+ 2 33942
AG® (Kcal/mol)? 2.90+0.2 2.90+0.2 2.89+0.2 2.91+0.2 2.88+0.2
M° 1664 + 100 1693 + 100 1710+ 100 | 1715+100 | 1708+ 100
12[GndCl]® 1.48 +0.03 1.50 + 0.04 1.52+0.02 | 1.54+0.04 | 1.53+0.04
K (M%) 5.57 +1.00 6.25+1.10 6.26+1.10 |6.23+1.10 |6.30+1.10
fa® 0.78 £0.01 0.79+0.01 0.79£0.01 | 0.80+0.01 | 0.79+0.01
E® 0.27 +0.02 0.28 +0.02 0.27£0.02 | 0.28+0.01 | 0.28+0.01

Tabla llI-1. Propiedades espectrales y estabilidad de ApoA-l plasmatica, ApoA-l salvaje
recombinante (FWt), y mutantes K107C, K133C y K226C.
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Para tener informacion sobre el grado de exposicion promedio al solvente de los
residuos trp, los espectros de emision de trp de las proteinas (0,2 mg/ml) fueron
determinados en presencia de concentraciones crecientes (0 a 0,4 M) de
acrilamida, un extinguidor hidrosoluble. Luego de corregir por la dilucion y por filtro
interno debido a la absorcion de acrilamida, los datos de intensidad (ver figura 32)
fueron analizados de acuerdo con la siguiente expresion modificada de la
ecuacion de Stern-Volmer (Lakowicz, J.R., 1999):
FO/AF=FO/(FO-F)=1/(faK[Q])+1/fa [e4]

donde FO es la fluorescencia inicial en ausencia de acrilamida, AF es la diferencia
entre la fluorescencia inicial y luego del agregado de una determinada
concentracion de acrilamida [Q], fa es la fraccion de la fluorescencia inicial que es
accesible al quencher, y K es la constante de quenching de Stern-Volmer. Los
datos de K y fa obtenidos mediante el ajuste de la ecuacion [el] a los datos
experimentales son informados en la tabla IlI-1. Tanto K como fa son muy
similares para las 3 mutantes de cisteina y apoA-l salvaje recombinante. Un valor
de K algo menor fue determinado en el caso de la proteina sérica, aunque no es
significativamente diferente del de apoA-lI recombinante tipo salvaje o de los

correspondientes a las mutantes de cisteina.
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Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,9874 0,98218 0,98457
7 n Value Standard Error
B Intercept 1,73643 0,12355
B Slope 0,10743 0,00542
Cc Intercept 1,76193 0,15535
6 - (o} Slope 0,11336 0,00682
D Intercept 1,64144 0,14163
D Slope 0,11119 0,00621
5 4
LL
<
~~
T
4 m  K107C
e K133C
3 K226C
— Linear Fit of B
—— Linear Fit of C
27 6 Linear Fit of D
1 I T I T I T I T I T I

1/(ACRILAMIDA)

Figura 32. Extincion de la fluorescencia de triptéfano por acrilamida en mutantes de

cisteina.

Otra estrategia utilizada para determinar si las mutaciones introducen algun
cambio estructural en la proteina, fue la medicién de la eficiencia de transferencia
de energia de resonancia (FRET) desde los trp hacia el aceptor lipofilico 4,4'-
dianilino-1,1'-binaftil-5,5'-disulfonato  (bis-ANS) exd6genamente agregado. Los
espectros de emision de trp de las proteinas (a 0,1 mg/ml o 3,6 pM) fueron
adquiridos entre 310 y 550 nm en ausencia y presencia de 7,2 UM de bis-ANS. La
eficiencia de FRET (Et) fue estimada por la expresion:

Et=1- FDA/ FD [e5]
donde FD y FDA son las intensidades de emision del donor (en este caso los trp)
en ausencia y presencia del aceptor (bis-ANS), respectivamente.

Los valores de Et (ver tabla 1lI-1) son muy similares entre todas las proteinas
ensayadas. Como veremos mas adelante, la eficiencia de FRET depende de la
sexta potencia de la distancia entre el donor y el aceptor, siendo asi

extremadamente sensible a pequefios cambios en esa distancia. En este caso, la
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eficiencia sera un promedio de las que resultan del FRET desde los 4 trp de apoA-
| al sitio (o los sitios) de unién del bis-ANS, por lo que podemos concluir que las
mutaciones no generan cambios conformacionales que modifiguen esas
distancias.

4.3 Marcacion de las proteinas Mutantes

Se contindo con la marcacion de cada una de las mutantes con las sondas Alexa 350,
Alexa 488, Alexa 546, Alexa 647 y finalmente Tempo para realizar las mediciones de

fluorescencia asi como también las medidas de resonancia Paramagnética electronica.

Se usaron derivados maleimilados de las sondas que reaccionan con el tiol de las

cisteinas segun la siguiente reaccion:

O o

1 :}L" - . - i .}L“
R hh___l] f - o hg)?'__]\s!’-::

(e ]
Maleimida Tiol Tioeter

Figura 33. Reacciéon de maleimidas con tioles para formar tioeteres.

Como se describié en Materiales y Métodos, la reaccion se realizd en presencia de 3,0
M guanidina-HCl y TCEP para mantener las proteinas en estado desplegado y las
cisteinas reducidas, con una relacion molar de sonda/proteina de 5/1. Luego de 8 horas
a 4°C, se agrego glutation reducido (en una relacion molar 10/1 respecto a la proteina)
para detener la reaccion. El exceso de sonda libre (o formando tioeter con glutation) se
eliminé por ultrafiltracion usando concentradores Centricom de corte 10 kDa. El
procedimiento de ultrafiltracion (en el que el volumen de la mezcla de reaccién se redujo
al menos 10 veces), fue repetido en tres oportunidades luego de llevar la muestra al
volumen original con 3 M guanidina-HCI. Los espectros de absorcion de las proteinas
marcadas fueron registrados en un espectrofotometro con arreglo de diodos (Helios b
Thermo Scientific, Waltham, MA), antes y después de eliminar la guanidina-HCI por
didlisis contra 0,25 M buffer fosfato. Las figuras 34 y 35 muestran los espectros de

absorcion de las proteinas marcadas con Alexa-350, -488, -546 y -647.

El grado de marcacion se determin6 de acuerdo con la siguiente expresion:
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Eficiencia de marcado= [sonda]/[proteina]

[sonda] = A™as/ € sonda [proteina] = A% — A x C;  [e6]
£280 prot

donde A™*.5 es la absorbancia de la muestra en la longitud de onda del méaximo del
pico de absorcion de la sonda; € snea €S €l coeficiente de extincion (en M™* cm™) para
cada una de las sondas en su maximo de absorcion (valores indicados para cada sonda
en la tabla I11-2); A** es la absorbancia de la muestra a 280 nm; g uo €S €l coeficiente
de absorcién de la proteina a 280 nm (se us6 el valor de 34.200 M cm™ para apoA-l);
mientras que Cf es la relacion de la absorcidn (o coeficiente de extincion) para la sonda
libre entre 280 nm y la longitud de onda del maximo del pico de absorcion. Los valores
de Cf usados fueron: 0,19 para Alexa-350; 0,11 para Alexa-488; 0,12 para Alexa-546; y
0,03 para Alexa 647 (obtenidos de los manuales de cada sonda provistos por Molecular
Probes). El mayor inconveniente en estas determinaciones es la incerteza en las
determinaciones de absorbancia a 280 nm que es muy afectada por el grado de
turbidez de las muestras, cuya interferencia es ain mas importante luego de reconstituir
dHDL (ver debajo). Asi, para una determinacion mas precisa de la concentracion de
proteina se uso alternativamente la segunda derivada del espectro en la region de 260-
320 nm usando apoA-I salvaje de concentracion conocida como estandar. La diferencia
entre el minimo a 282 nm y el maximo a 286 nm (ver figura 36) fue usada como
parametro independiente del grado de turbidez para estimar la concentracion proteica.

En todos los casos, el grado de marcacion estuvo dentro del rango de 0,8 a 1,1. Usando
el mismo procedimiento de marcacion con apoA-I tipo salvaje (que carece de cisteinas)

se determind que la marcacion inespecifica fue menor del 5%.
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Figura 34. Espectros de absorbancias de cada una de las mutantes marcadas con Alexa
350 y Alexa 488.
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Figura 35. Espectros de absorbancias de cada una de las mutantes marcadas con Alexa
546 y Alexa 647.
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Figura 36. Espectros de absorcion (izquierda) y segunda derivada de los mismos (derecha)
correspondientes a diferentes muestras de apoA-I con distintos niveles de turbidez.

4. 4. Caracterizacion estructural y funcional de la s proteinas marcadas
4.4.1. Espectros de emision de triptéfano

Los espectros de emision de triptofano (excitacion a 290 nm) de las mutantes marcadas
con cada una de las sondas, fueron medidas en presencia y ausencia de Guanidina-HCI
3,0 M y comparados con los de Apo A-l tipo salvaje. En ningln caso se detectd un
corrimiento espectral que indicara alguna modificacién del entorno de los trp, lo que
indica que la union de las sondas a la proteina no interfiere con el correcto plegado de
la proteina en el estado libre de lipidos. En algunos casos (en especial con la mutante
K107C marcada con Alexa-350) se detecté una disminucion en la intensidad de emision
de trp, que no desaparece en presencia de guanidina-HCI, lo que puede ser atribuido a

transferencia de energia desde un trp espacialmente cercano a la sonda (como trp108).

Como ejemplo, en la figura 37 se muestran los espectros de emision de trp (excitacion a
290 nm) para las mutantes de cisteina marcadas con Alexa-488. Puede verse que la
excitacion a 290 nm también resulta en la emision de Alexa-488 en la region de 520 nm,
lo que se debe en parte a excitacion directa (ya que la sonda absorbe a 290 nm) y en
parte a transferencia de energia desde trp. La figura 37 también muestra los espectros
de emision de la sonda por excitacion a 490 nm. Los espectros (y sus intensidades
relativas a la absorcién o rendimiento cuantico) fueron independientes del sitio de

marcacion.
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Figura 37. Espectros de emisidon de las mutantes marcadas con A-488 excitando a 290 nm
(arriba) 0 a 490 nm (debajo).

Cucllor Lug; @ngela o Lo Plata, Octubre 2012



D.0 350 nm (U.A)

4.4.2 Capacidad de Apo A-l salvaje y las mutantes m arcadas o no marcadas

para formar complejos lipoproteicos

La interaccion de ApoA-l con vesiculas compuestas de DMPC en el rango de
temperatura de la transicion de fase gel/liquido-cristalino (Tm DMPC 24°C) resulta
en la rapida disrupcion de las vesiculas y la generacion de dHDL. Esta reaccion de
micelizacion es facil de seguir por la disminucién de turbidez. Se investigo la
capacidad de cada una de las mutantes comparativamente con apoA salvaje para
micelizar liposomas multilamelares de DMPC a 24°C siguiendo el cambio de
densidad optica a 350 nm. La figura 38 muestra que las tres mutantes de cisteina
(ya sea marcadas o no con Alexa-488) presentan curvas de micelizacion muy

similares a la apoA-I tipo salvaje.
b)

02 a) Salvaje
1 —&— DMPC en buffe —o— KIOTC
o —e-— KI107C
020\ \
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Figura 38. a) micelizacién de vesiculas de DMPC por Apo Salvaje y Apo mutadas sin
marcar. b) Lipidacion espontanea proteinas mutantes marcadas con alexa 488. Las
concentraciones de proteina y DMPC fueron de 0,2 mg/ml, lo que corresponde a una
relaciéon molar de 1/40.

Los productos de micelizacion fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida en gradiente en condiciones no desnaturalizantes (PAGGE). El gel
de la izquierda de la figura 39 muestra que los complejos lipoproteicos formados
por la reaccion de micelizacién son heterogéneos en tamafio. Sin embargo, si las

muestras son sometidas a varios ciclos de temperatura pasando por la transicion
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de fase (aqui se usaron 5 ciclos entre 4 y 34° manteniendo a las muestras 1 hora
a cada temperatura), se genera una poblacion homogénea de complejos
lipoproteicos con un tamafio de aproximadamente 140 kD o 10 nm de diametro de
Stokes (figura 39, gel de la derecha).

840

234

140

Figura 39. Complejos dHDL generados por la reaccién de apoA-l salvaje con vesiculas de
DMPC a la Tt (24°C). El gel de la izquierda muestra los complejos formados directamente en la
reaccion a 24°C, mientras que el gel de la derecha corresponde a las mismas muestras luego
de ser sometidas a 5 ciclos de temperatura entre entre 4 y 34° manteniendo a las muestras 1
hora a cada temperatura. En el gel de la izquierda la calle | corresponde a marcadores de peso
molecular; y las calles II, Ill, IV y V corresponden a los productos formados por K107C, K133C,
K226C y apoA-l salvaje, respectivamente. En el gel de la derecha las calles 1, 2, 4y 5
corresponden a los complejos dHDL de K107C, K133C, K226C y apoA-l salvaje
respectivamente; y la calle 3 a marcadores de peso molecular.

En otros experimentos (no mostrados) se determind que apoA-I recombinante salvaje y
apoA-l sérica micelizan vesiculas de DMPC a una velocidad similar, generando
productos dHDL de tamafio similar: 10 nm de diametro de Stokes para la misma
relacion de lipido/proteina de partida que se uso6 aqui (Prieto ED, Ramella N, Cuellar
LA, Tricerri MA, Garda HA. Protein J. 2012, en prensa).

Complejos dHDL de las mutantes de cisteina y la proteina salvaje fueron también
reconstituidos por el método de dialisis de micelas mixtas de apoA-//DMPC/colato (ver
Materiales y Métodos). Partiendo de la misma relaciéon de proteina/DMPC, por este

método también se obtuvo inicialmente una mezcla heterogénea de particulas
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lipoproteicas, que luego de la aplicacion de los ciclos de temperatura se homogeneizé

en un tamafio de 140 kDa o 10 nm de diametro de Stokes (figura 40).
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234

140

ﬁﬁn b e d

Figura 40. Gel nativo en gradiente de 4-16% de dHDL generadas por didlisis con colato y
sometidas a 5 ciclos de temperatura como en la figura 39, para las mutantes de apoA-|
K107C (calle b), K133C (calle c) y K226C (calle d). La calle a corresponde a estandares
de peso molecular.

Asi, estos resultados indican que las mutaciones introducidas en apoAl no afectan su
capacidad de combinarse con DMPC ya sea por la reaccién directa o por dialisis con
colato. Por ambos métodos pueden obtenerse dHDL de tamafo similar luego de
someter las muestras a ciclos de temperatura por encima y debajo de Tt. Considerando
gue estos complejos contienen 2 moléculas de apoAl y que su tamafio es de unos 140

kd, se puede estimar que contienen alrededor de 120 moléculas de DMPC.

4.5. Determinacion de distancias intermoleculares p  or transferencia de
energia de resonancia (FRET) en dHDL diméricas.

Antes de describir los resultados de estas determinaciones, es importante detallar
las consideraciones tedricas sobre los fendbmenos de FRET asi como las
particularidades del mismo en el sistema en estudio (las dHDL diméricas) que

fueron tenidos en cuenta para la estimacion de las distancias intermoleculares.
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4.5.1. FRET entre fluoréforos idénticos (homo-FRET) o diferentes (hetero-
FRET).

En el fendbmeno de FRET, un fluoréforo donor (D) en su estado excitado le
transfiere su energia a un croméforo aceptor (A) a través de un acoplamiento no
radiativo entre dipolos. La eficiencia de este proceso (Et) depende de la sexta
potencia de la distancia entre el donor y aceptor (R), siendo extremadamente
sensible a pequefias variaciones en torno a la distancia critica Ro (denominada
distancia de Foster) que se calcula de las propiedades del fluoréforo como se
indica mas adelante y corresponde a aquella distancia que resulta en una
eficiencia de FRET del 50%.

Et = 1/(1+(R/Ro)®) [e7]
FRET puede ocurrir entre fluoréforos diferentes (hetero-FRET) o entre fluoréforos
idénticos (homo-FRET). En el primer caso, el proceso resulta en una disminucion
en el rendimiento cuantico (Q) o intensidad (F) y el tiempo de vida (1) de la emision
del fluoroforo donor (D), lo que es normalmente utilizado para estimar su eficiencia
(Et) de acuerdo con la siguiente ecuacion:.

Et=1- (Qoa/Qp) = 1 - (Fpa/Fp) = 1 - (Tpa/Tp) [e8]
donde los subindices pa Y p se refieren al donor en presencia y ausencia del
aceptor, respectivamente.

Combinando [e7] y [e8], resulta la siguiente expresion que es usada para estimar
la distancia entre donor y aceptor (R) de la disminucion en intensidad o tiempo de
vida de fluorescencia:

R=Ro [QDA/(QD‘QDA)]l/G =Ro [FDA/(FD'FDA)]l/G

= Ro [Tpa/ (TD'TDA)]1/6 [e9]
En el caso de homo-FRET, en cambio, el proceso no modifica ni el rendimiento
cuantico ni el tiempo de vida de la emisidon. Sin embargo, homo-FRET conduce a
una depolarizacion de la emision o disminucién en la anisotropia, lo que permite
estimar su eficiencia. Dos expresiones aproximadas, que conducen a resultados
muy similares, han sido derivadas para estimar la distancia promedio (R) entre un
par de fluoréforos idénticos sufriendo homo-FRET (83, 84,85)
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R=Ro[0,5X (2 ra-ryy/ (ry - ro)]° [€10]
R=Ro[(2r2-r)/(r1-r)" [e11]
donde r; y r, son las anisotropias en ausencia y presencia de homo-FRET,

respectivamente.

4.5.2. El fenbmeno de autoextincion de la fluoresce  ncia.

Si bien en un proceso puro de homo-FRET no resultan afectados ni el rendimiento
cuantico ni el tiempo de vida de la emisién, cuando la distancia involucrada es muy
corta que permite la colisién o contacto, con algunos grupos fluorescentes puede
ocurrir un fendmeno de autoextincion o autoapagado de la fluorescencia debido a
la formacion de complejos oscuros o no fluorescentes entre dos moléculas del
fluordforo. La eficiencia de este proceso depende mucho de la geometria y otras
propiedades del grupo fluorescente y puede o no afectar al tiempo de vida de la
fluorescencia (dependiendo de si el proceso es estatico o dindmico). En cualquier
caso, sin embargo, esto conducird invariablemente a una disminucion en la
intensidad de la emisién que permite detectar su existencia y estimar su eficiencia.
La ocurrencia de este fendbmeno indica que los fluoroforos estan lo suficientemente
cercanos entre si para permitir la colision y/o formacion del complejo oscuro, por lo
gue su deteccidn puede por si mismo informar sobre la cercania entre las
moléculas de fluoroforo. La ausencia de autoextincion, por el contrario, no indica
necesariamente que los grupos fluorescentes estén entre si alejados o fuera de la
distancia de contacto, ya que no pueden descartarse cuestiones estéricas u
orientacionales que impidan la formacion del complejo oscuro. Asi, el valor
informativo de este fenOmeno es relativo, pero su cuantificacion es de gran
importancia para la correcta interpretacion y cuantificacion de las eficiencias de

FRET, como veremos debajo.

4.5.3. Estimacion de la eficiencia de autoextincion en dHDL diméricas.
Como se menciond, las dHDL utilizadas en este trabajo contienen 2 moléculas de
apoAl por disco. Denominando M a la proteina marcada y N a la no marcada, la

eficiencia del proceso de autoextincion (Ea) podria estimarse si conociéramos la
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relacion entre los rendimientos cuanticos o intensidades de fluorescencia
especificas para las dHDL que contienen dos moléculas M (MM) en relacion a las
dHDL conteniendo una molécula M y otra N (MN), de acuerdo con:

Ea=1-(Qwm/ Qwn) [e12]

donde Quv Y Qun son los rendimientos cuanticos (o intensidades de fluorescencia
especifica por unidad de concentracion) para MM y MN, respectivamente.
Los discos MM pueden ser obtenidas en estado homogéneo usando sélo M en su
reconstitucion. Por el contrario, es imposible obtener discos MN en estado
homogéneo. Si para la reconstitucion se usa una mezcla de M y N, se obtentra
una mezcla de discos con las tres combinaciones posibles (MM, MN y NN) cuya
distribucion seguira una ley binomial. Considerando que no existe interaccion
preferencial entre las especies de proteina, al usarse para la reconstitucion
mezclas con diferentes proporciones de M y N, la distribucion entre los diferentes
discos sera:

fum = fn?,  fun =2 fufn = 2 fu (A-fw), Y fan = T = (1-fy)? [e13]
donde fum, fun Y fnn son las fracciones molares de los discos MM, MN y NN
resultantes; mientras que fy y fy son las fracciones molares de My N en la mezcla
inicial. En el caso de partir de una mezcla equimolar de M y N, la distribucion
esperada sera 25% de MM, 50% de MN y 25% de NN. Esta distribucion debe
tenerse en cuenta tanto para estimar las eficiencias de autoextincion como de
FRET.

Ya que la especie NN no es fluorescente, y MM contiene el doble de grupos
fluorescentes que MN, la intensidad de fluorescencia total (Ft) de una preparacion
de dHDL reconstituida con una mezcla de My N sera:

Ft =2 (fum Qum + fun Qi) [P1= 2 (fu® Qum + fu (1-fi) Qui) [Pr]  [e14]
donde [P1] = [M] + [N], es la concentracion total de la proteina en la muestra.

El factor 2 puede ser ignorado por tratarse de intensidades relativas. Ademas, si la
fluorescencia se expresa normalizada (Fn) por la concentracion de la proteina
marcada [M] = fy [P1],

Fn = Ft/[M] = fym Qum + (1-fm) Qun = Quin + v (Qmm-Qmin) [e15]
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Dividiendo ademas por Qmwm, Se obtiene la siguiente funcion que permite obtener la
relacion entre los rendimientos cuanticos en ausencia y presencia de autoextincion
(Qun/Qmm) directamente de la ordenada de origen de graficos de Fn/Qum versus
fM:

Fn/Qum = fM (1-Qun/Qmm) + Qun/Qmm [el6]
Una vez obtenido el valor de la ordenada de origen (or), la eficiencia de
autoextincion Ea puede ser calculada de la expresion equivalente a [e12]:

Ea = 1-(1/or) [el7]

4.5.4. Influencia de la autoextincion y la distribu  cion binomial en mediciones
de homo-FRET

Para estimar la eficiencia de homo-FRET es necesario medir la anisotropia de
fluorescencia en ausencia y presencia del fendbmeno (rl y r2 en [e10] y [el11]). En
el caso de las dHDL, r2 corresponde a la anisotropia de discos MM (ryv) vy rl a
discos MN. Mientras que ryu puede medirse directamente en discos reconstituidos
s6lo con M, ryn tendra que ser calculada indirectamente de medidas en dHDL
preparadas con diferentes relaciones de My N.

Por su propiedad aditiva, la anisotropia total (rt) de una muestra con una
determinada fraccion molar de M sera:

rt = (fw Qmm rvm + (1-fm) Qmin rwn) / (v Qum + (1-fv) Q) [e18]
En ausencia de autoextincion, Quu es igual a Qun, Y esta ecuacion se simplifica a:
nt=ru+ fM (r|\/||\/| - rMN) [e19]

En presencia de autoextincion con eficiencia Ea, Quw en [el8] puede ser

reemplazado por su equivalente (1-Ea) Qun (ver [€12]):

rt = (fM (1-Ea) 'm + (1-f|\/|) rMN) / (1-f|\/| Ea) [eZO]
Multiplicando por (1- fy Ea) y reordenando:
rt (1- fw Ea) = run + fw ((1-EQ) rvm - r'wn) [e21]

Estimando Ea de las medidas de intensidad de fluorescencia, puede graficarse
rt(1-fy Eaq) en funcion de fy para obtener ryy en la ordenada de origen, mientras

gue el valor de la pendiente sera (1-Ea) rym - f'vn-
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Figura 41. Curvas teéricas de anisotropia total (rt) en funcion de la fraccion molar de

proteina marcada (fy) para diferentes eficiencias de autoextincién.

La figura 41 ilustra la influencia de la autoextincidbn sobre las curvas de rt en
funcion de fy. Puede verse que si Ea es menor del 20%, la influencia de la
autoextincion es baja y puede ser despreciada. Pero para mayores valores de Ea,
el error en la estimacion de ryy puede ser considerable si la misma no es
considerada. En el caso extremo de que la eficiencia de autoextincion sea del
100%, solo se observaria la emision y anisotropia de los discos MN, ya que los

MM seran totalmente oscuros.

4.5.5. Influencia de la autoextincion y la distribu  cion binomial en mediciones
de hetero-FRET

La eficiencia hetero-FRET puede estimarse de la intensidad de emision de
muestras de dHDL reconstituidas con una mezcla de la proteina marcada con un
fluordforo donor (D) y la marcada con un aceptor (A), en comparacion con la
intensidad de muestras preparadas con mezclas de D con la proteina ho marcada
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N. Para dHDL preparadas con una relacion equimolar de D y A, la intensidad de
fluorescencia total (Ftpa) sera:

Ftpa = 0.5 Qpp + 0.5 Qpa [e22]
donde Qpp es el rendimiento cuantico o intensidad de emision especifica de discos
conteniendo dos moléculas de apoAl marcadas con el grupo donor (DD); mientras
qgue Qpa es el rendimiento cuantico de discos conteniendo una molécula marcadas
con aceptor y otra con aceptor (DA).

Similarmente, la fluorescencia total (Ftpy) de dHDL preparadas con una mezcla 1/1
de D y la proteina no marcada N, sera:

Fton = 0.5 Qpp + 0.5 Qpn [e23]

Si en el célculo de eficiencia de FRET se utilizan directamente estos valores se
obtendra un valor aparente Etyp.

Etap = 1 - (Ftpa/Ftpn) = 1 - ((Qop+Qpa)/(Qoo+Qon))

= (Qon-Qpa)/(Qop+Qpn) [e24]
La eficiencia real de FRET (Et), sin embargo, estara dada por Et = 1- (Qpa/Qpbn),
mientras que la eficiencia de autoextincion (definida ariba) sera Ea = 1- (Qpp/Qpn)-
Despejando Qpa=Qpn (1-Et) y Qop=Qpn (1-Ea), y reemplazandolos en la ecuacion
de arriba, tendremos que:

Etap = Et/(2-Ea) 0 Et = Eta, (2-Ea) [e25]
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Figura 42. Influencia de la distribucién binomial y la autoextincion sobre las estimaciones
de distancias por hétero-FRET. Izquierda: Relacion entre la eficiencia de FRET aparente
(Etsp) vy la real (Et) para diferentes eficiencias de autoextincion (Ea). Derecha: Relacion
entre la distancia aparente (Ry,) y la real (R), expresadas como relativas a Ro, para los
mismos valores de Ea de la figura de la izquierda.

La figura 42 ilustra la relacion entre Et,, y Et para diferentes valores de Ea. Es de
notar que en ausencia de autoextincion, la eficiencia de FRET aparente es la
mitad de la real. Esto es debido a que FRET ocurrira solo en el 50% de las dHDL
de la muestra. Cuando la autoextincion es maxima, en cambio, la eficiencia
aparente de FRET coincide con la real, lo que es debido a que en este caso los
discos DD son totalmente oscuros y la fluorescencia proviene solo de DA o DN.
También se grafica la distancia aparente (como Rap/Ro) en funcion de la real
(R/Ro) para ilustrar la magnitud del error que se cometeria en el célculo de las

distancias si se usara directamente Et,, con este fin.
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4.5.6. Estimacion de las distancias de Foster (R o)
Los valores de Rp para los diferentes pares donor/aceptor fueron determinados
usando la siguiente ecuacion:

Ro = 0,211 [K? n™* Qp Jp]™® [e26]
Donde: n es el indice de refraccion del medio asumido igual a 1,4. Qp es el
rendimiento cuantico del donor. k es un factor orientacional que es igual a 2/3 para
una orientacion al azar, lo que fue asumido aqui. Esta suposicién es justificada por
los bajos valores de anisotropia de fluorescencia que se determinaron (ver
debajo), que indican una alta movilidad y libertad rotacional de los fluor6foros
unidos a la proteina. Jp) es el solapamiento espectral entre la banda de emision
del donor y la banda de absorcion del aceptor, y fue calculado como:

Jo = o €apy A* dA [e27]
donde fp() es el espectro de emision del donor con area normalizada a la unidad,

gap €S el espectro de absorcion del aceptor a concentracion 1 My A es la longitud
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Figura 43. Espectros de absorcién y emision normalizados para diferentes fluoréforos de
la serie Alexa. En el caso de Alexa-488 se muestran los espectros de la sonda libre o

unida a proteina (Alexa-488-Pr)
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La figura 43, muestra los espectros de absorcion y emision de las sondas Alexa-
350, -488, -546 y -647; ilustrando el diferente grado de solapamiento espectral.
Para Alexa-488 se muestra el corrimiento espectral que sufre al unirse
covalentemente a la proteina. Ningun corrimiento fue detectado para los otros
fluoroforos.

Los valores del coeficiente de extincion molar del aceptor en el maximo de
absorcion (geamax), rendimiento cuantico (Qp), solapamiento espectral (Jp)) y la
distancia de Foster (Ro) para diferentes pares donor/aceptor de la serie Alexa son
mostrados en la tabla Ill-2. Considerando el corrimiento espectral de Alexa-488
cuando se une a la proteina, el Rp estimado para homo-FRET se incrementa en
menos del 10% (de 4,7 a 5,1 nm), pero no hay un cambio significativo en el Rp
para hétero-FRET desde Alexa-350 a esta sonda, o si Alexa-488 se usa como

donor hacia Alexa-546 o -647 como aceptores (no mostrados).

Donor | Aceptor €Amax Qb Joy Ro (nm) Rango
sensible
(Mtecm™) (nm)
Homo-FRET
Alexa -350 1,910* | 0,55 | 6,6 10" 1,3 0,6-22
Alexa-488 7210" | 0,92 | 7,310™ 4,7 2,3-8,0
Alexa-488-Pr 7210" | 092 | 1,210" 5,1 2,5-8,7
Alexa-546 9,310* | 0,79 | 3,610" 5,9 2,9-10
Alexa-647 2,610° | 0,33 | 1,410% 6,4 32-11
Hetero-FRET
A-350 | A-488 7210" | 0,55 | 1,010" 4,5 2,2-7,6
A-350 | A-488-Pr | 7,210 | 0,55 | 9,310 4,5 2,2-76
A-350 | A-546 9,310 | 0,55 | 3,510™ 3,8 1,9-6,5
A-350 | A-647 2,610° | 0,55 | 7,610" 2,9 1,4-4,9
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A-488 A-546 9,310* | 0,92 2,810 5,8 29-99

A-488 A-647 2610° | 0,92 1,6 10% 5,3 26-9,0

A-546 A-647 2610° | 0,79 7,9 10" 6,8 3,4-12

Tabla I11-2. Valores de €xmax, Qo, Jpn), Ro, Y rango de distancia en el que son sensibles, los

diferentes pares donor/aceptor de la serie Alexa en homo- y hétero-FRET.

La figura 44 muestra como depende la eficiencia de FRET de la distancia relativa
a Ro segun [e7]. Puede verse que la eficiencia es muy sensible a pequefios
cambios de R en las cercanias de Ro (esto es variaciones de R/Rp en torno al
valor de 1), pero totalmente insensible fuera del rango entre 0,5 Ro y 1,7 Ro. El
rango de sensibilidad dado por estos limites es indicado en la tabla Ill-2 para los
diferentes pares donor/aceptor. Para las determinaciones de distancias
intermoleculares en las dHDL, hemos seleccionado distintos pares donor/aceptor
con diferentes valores de Rp y por tanto con sensibilidad en diferentes rangos de
distancias, los que se indican resaltados en negrita en la tabla Ill-2. Para las
determinaciones por homo-FRET, se seleccionaron las sondas Alexa-350 y Alexa-
488; mientras que para hétero-FRET se usd Alexa-350 como donor en
combinacion con Alexa-488 o Alexa-647 como aceptores. Las distancias que
podrian estimarse con aceptable precision con los pares seleccionados abarcan
desde 0,6 a casi 9 nm, lo que es totalmente adecuado para el sistema de interés

ya que las dHDL a usar tienen un diametro del orden de los 10 nm.
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Figura 44. Variacion de la eficiencia de FRET (Et) en funcién de la distancia donor-aceptor
(R) relativa a Ro.

4.5.7 Homotransferencia de energia en dHDL preparad as con mutantes

marcadas con Alexa-488.

Las primeras mediciones fueron realizadas en dHDL preparadas por la reaccion
directa con vesiculas de DMPC usando las mutantes de apoAl marcadas con
Alexa-488 solas, 0 en mezclas con diferentes proporciones de la proteina salvaje.
En la figura 45 se muestra la variacion de la anisotropia medida en funcion de la
fraccion molar de la proteina marcada. Mediciones de intensidad de fluorescencia
indicaron solo un pequefio grado de autoextincién (<10%) en el caso de la
mutante marcada en la posicion 107, que no fue detectado en las otras mutantes.
Asi, la autoextincion fue ignorada, y se usé directamente la ecuacion [el9] para
estimar los valores de ruyy Y ruwv, que se indican en la tabla 111-3. Estos
corresponden respectivamente a las anisotropias en presencia y ausencia de
homo-FRET, y fueron usados en las ecuaciones [el0] y [ell] para estimar la
distancia intermolecular entre los residuos marcados de la proteina (R) que se

indican en la misma tabla. Tanto las proteinas marcadas en la posiciéon 107 como
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la marcada en 226 presentan una alta eficiencia de homo-FRET (cercana a 1).
Debido a la imprecision del método para distancias menores de 2,5 nm, solo
podemos decir en estos casos que las distancias intermoleculares 107-107 y 226-
226 son iguales o inferiores a este valor limite. Para la distancia intermolecular
entre la posicion 133, en cambio, se estima un valor de 4,2 nm usando [e10] y de

4,8 nm usando [el1].
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Figura 45. Variacion de la anisotropia en funcion de la fraccion molar de proteina marcada
con Alexa-488 en dHDL preparadas por la reaccion directa con vesiculas de DMPC.

Posicion marcada rl (o run) r2 (0 rvm) R (nm)
107 0,045 0,023 <25
133 0,035 0,022 42 -4.8
226 0,040 0,020 <25

Tabla I1l-3. Valores de anisotropia en presencia y ausencia de homo-FRET, y estimacion
de distancias intermoleculares entre los residuos marcados 107-107, 133-133 y 226-226
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usando las ecuaciones [e10] y [el1] con Ro = 5,1 nm.

Es de notar que en todos los casos los valores de anisotropia fueron relativamente
bajos, lo que indica una alta movilidad de la sonda en su sitio de unién a la
proteina (sobre un residuo en la cara hidrofilica de las hélices anfipaticas expuesta
al medio acuoso). Esta alta movilidad permite asumir una orientacion al azar de los
grupos donores y aceptores en el proceso de transferencia de energia, y justifica
el uso del valor de 2/3 para el factor orientacional Kk en el calculo de Ro (ver
arriba).

Las distancias determinadas son compatibles con la configuracion LL5/2, y asi con
la hipétesis planteada de que esta configuracion seria mayoritaria en las dHDL
preparadas por la reaccion directa con vesiculas de DMPC. En la configuracion
LL5/2, se espera una distancia intermolecular muy corta entre los residuos 107, y
mas larga (del orden de la estimada) entre los residuos 133. En esta
configuracion, también es esperable que la distancia intermolecular entre los
residuos 226 sea intermedia entre la correspondiente a 107-107 y 133-133. Si bien
estos datos indican que la distancia 226-226 es menor que la 133-133, no
pudieron determinarse con precision las distancias 107-107 y 226-226, por ser

muy cortas en relacion al Ro.

4.5.8 Estimacién de distancias intermoleculares en dHDL reconstituidas con
proteinas marcadas con Alexa-350 mediante determina ciones de
autoextincion y homo-FRET.

Como Alexa-350 presenta un valor de Rpo para homo-FRET considerablemente
menor que Alexa-488 (ver tabla IlI-2), se intentdé con esta sonda determinar con
mayor precision las distancias intermoleculares que no pudieron determinarse con
Alexa-488. En este caso, se reconstituyeron dHDL por los dos métodos: a) la
reaccion directa con vesiculas de DMPC a 24°C (dHDL que denominamos SC, por
sin colato), y b) por el método de dialisis con colato (discos denominados CC, por
reconstituidos con colato). En los dos casos, las dHDL se prepararon
individualmente con las 3 proteinas mutantes (K107C, K133C y K226C) marcadas

con el derivado maleimilado de Alexa-350, ya sea sin diluir (fu=1) o diluidas con
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proporciones crecientes (fu=0.5 y fy=0.25) de apoAl tipo salvaje. También se
realizaron otras dos preparaciones (una por cada método: SC o CC) de dHDL con
la proteina salvaje, que se utilizaron como control para descontar la sefal
inespecifica. En las 20 preparaciones, se generaron dHDL de tamafio homogéneo
(= 140 kD) como se detectd por electroforesis en geles de poliacrilamida en
gradiente en condiciones no denaturalizantes.

En estas preparaciones de dHDL se midieron: a) Los espectros de emision de
triptofano (entre 300 y 500 nm) por excitacion a 290 nm, y de emision del Alexa-
350 (entre 360 y 600 nm) por excitaciébn a 355 nm (en ambos casos se usé un
ancho de banda de 4 nm); y b) la anisotropia de la fluorescencia de Alexa-350
(excitacién a 350 nm y emisién a 440 nm, con 32nm de ancho de banda). Luego
de estas mediciones, las muestras fueron mezcladas (en proporcion 1/1 v/v) con
una solucién de Guanidina-HCI 6,0 M; y se volvieron a medir los espectros de
emision del Alexa-350.

La forma y posicion de los méaximos de los espectros de emision del triptéfano de
las dHDL preparadas con las mutantes marcadas fueron muy similares al de las
dHDL preparadas con la apoAl salvaje (no mostrado), indicando que la marcacion
con Alexa-350 no afecta el plegado ni la conformacion general de la proteina en
los discos.

Para cuantificar la intensidad de emisibn de Alexa-350 y la eficiencia de
autoextincion, los espectros de excitacion a 350 nm fueron integrados entre 390 y
560 nm. Los valores de la integral para las dHDL intactas (antes del agregado de
Guanidina-HCI) fueron divididos por los correspondientes valores de las integrales
de los espectros en presencia de Guanidina-HCI. Esto permite al mismo tiempo
normalizar los valores de intensidad de Alexa-350 por la concentracion de proteina
marcada y corregir por eventuales cambios en la concentracion original durante la
didlisis en las dHDL CC. Los valores asi obtenidos fueron a su vez divididos por el
valor de las muestras de dHDL conteniendo sélo la proteina marcada (o fy=1) y se
muestran en la figura 46 en funcion de la fraccion molar de proteina marcada (fu).

Estas curvas siguen la funcion descripta por la ecuacion [el6], por lo que la
ordenada de origen corresponde a la relacion de los rendimientos cuanticos en
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ausencia y presencia de autoextincion (Qun/Qmw), Y de la misma puede calcularse
la eficiencia de autoextincion (Ea) por la ecuacion [e17]. Los valores de Qun/Qmm Y
Ea obtenidos son indicados en la tabla IlI-4. En el caso de la mutante marcada en
la posicion 107, el fendmeno de autoextincion ocurre con una eficiencia cercana al
50% en las dHDL preparadas sin colato por la reaccion espontanea a la Tm de la
DMPC, pero dicho fendbmeno estd ausente en las dHDL preparadas por dialisis
con colato. El comportamiento inverso se observo con la proteina marcada en la
posicién 133, que presenta ausencia de autoextincion en las dHDL preparadas sin
colato, y una alta eficiencia de autoextincion (65%) en las dHDL preparadas por
didlisis con colato. En el caso de la proteina marcada en la posicion 226 se
observé una tendencia similar a la marcada en 107, pero el grado de eficiencia de
autoextincion es mucho menor (15%). Asi, estos datos indican que los residuos en
posicion 107 de las dos moléculas de apoAl quedan en estrecho contacto entre si
en las dHDL SC, pero alejados entre si en las dHDL CC, mientras que lo contrario
ocurre para los residuos 133.

3.0
- ® 107sC
™ ® 133sC
e
- 226 5C
25 ~ O 107CC
S O 133ce

Fluorescencia normalizada (Fn/Q,,,,)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Fraccién molar de proteina marcada con Alexa-350 (f,)

Figura 46. Autoextincion de la emisién de fluorescencia en dHDL reconstituidas con las
mutantes de apoAl marcadas con Alexa-350. Los valores de intensidad de fluorescencia
normalizados por la concentracion de proteina marcada y el valor correspondiente a fy=1
(Fn/Qwmm) se grafican en funcion de fy,.
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Posicion Método de Qun/Qum Eficiencia de
marcada resonstitucion autoextincion (Ea)

107 SC 1.988 0,497

107 CcC ~1 ~0

133 SC ~1 ~0

133 CcC 2,890 0,654

226 SC 1,176 0,150

226 CC ~1 ~0

Tabla llI-4. Eficiencia de autoextincion de la fluorescencia de Alexa-350 en dHDL de las
mutantes marcadas en las diferentes posiciones y reconstituidas por la reaccion directa

con vesiculas de DMPC (SC) o por dialisis con colato (CC).

Los datos de anisotropia, modificados como rt (1- fy Ea), se muestran en funcion
de la fraccién molar de proteina marcada (fw) en la figura 46. Mediante el ajuste de
la ecuacion [e21] a estos datos, se calcularon las anisotropias en ausencia (rtyn 0
rl) y presencia (rtwm 0 r2) de homo-FRET, respectivamente. Estas son indicadas
en la tabla IlI-5 junto a las distancias estimadas por las ecuaciones [e10] y [e11].
Estos datos indican que la distancia intermolecular 107-107 es de 0,8-0,9 nm en
las dHDL preparadas por la reaccion directa con DMPC; pero es mayor de 2,2 nm
en las dHDL preparadas por dialisis con colato. Los residuos 133, en cambio, se
encuentran entre si a una distancia de 0,7-0,8 nm en las dHDL preparadas por
didlisis con colato, pero mas alejados entre si (1,6-1,8 nm) en las dHDL
preparadas por la reaccién directa. La distancia estimada entre los residuos 226,

en cambio, es de 1,5-1,7 nm en ambos tipos de dHDL.
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Figura 47. Deteccion de homo-FRET de Alexa-350 en dHDL preparadas por la reacciéon
directa con vesiculas de DMPC (SC) o por dialisis con colato (CC).
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Fraccion molar de proteina marcada (f,)

Muestra rtwuvorl rtmm 0O 12 R1 (nm) R2 (nm)
M107 SC 0.0677 0.0355 0,8 0,9
M133 SC 0.0410 0.0364 1,6 1,8
M226 SC 0.0466 0.0396 1,5 1,7
M107 CC 0.0650 0.0656 >2,2 > 2,2
M133 CC 0.0984 0.0505 0,7 0,8
M226 CC 0.0440 0.0377 1,5 1,7

Tabla IlI-5. Distancias intermoleculares entre las posiciones homélogas 107-107, 133-133
y 226-226 en dHDL preparadas por la reaccion directa con vesiculas de DMPC o por
dialisis con colato; determinadas por homo-FRET con Alexa-350. R1 y R2 son las
distancias estimadas por [e10] y [e11], respectivamente.
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Salvo la distancia algo mas corta entre los residuos 133 en las dHDL preparadas
por la reaccion directa indicada por el homo-FRET de Alexa-350 (1,6-1,8 nm) en
comparacion con el homo-FRET de Alexa-488 (4,2-4,8 nm), los datos son
cualitativamente concordantes y sostienen la hipotesis de que la configuracion
mayoritaria en estas dHDL seria la LL5/2. Junto a los datos de autoextincion, el
homo-FRET de Alexa-350 indica que en las dHDL preparadas por dialisis con
colato, la configuracién mayoritaria de la apoAl seria la LL5/5.

4. 5.9 Hetero-FRET con Alexa-350 como donor y Alexa -488 o Alexa-647 como
aceptor.

Para las medidas de hetero-FRET se reconstituyeron dHDL por ambos métodos
(SC o CC) partiendo de mezclas (1/1 en relacion molar) de cada una de las
mutantes marcadas con Alexa-350 (donor D) con las correspondientes mutantes
marcadas con Alexa-488 o Alexa-647 (aceptores A) o con apoAl tipo salvaje (no
marcada N). Los espectros de emision (con excitacion a 350 nm) fueron
registrados antes y después de mezclar las muestras con un volumen igual de
guanidina-HCI 6,0 M (concentracion final = 3,0 M).

10 - - — M226-A350 / WT (111) SC
— M226-A350 / M226-A488 (1/1) SC
M226-A350 / M226-AB47 (1/1) SC
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Figura 48. Espectros de emision de dHDL SC preparadas con la mutante marcada en
posicion 226 con Alexa-350 mezclada en proporcion equimolar con: a) la proteina salvaje
no marcada (curva negra), b) la mutante 226 marcada con Alexa-488 (curva roja), o c) la
mutante 226 marcada con Alexa-647 (curva verde).
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Espectros tipicos obtenidos antes del agregado de guanidina se muestran en la
figura 48. La existencia de hetero-FRET resulta en un aumento en la emision del
aceptor como puede verse en la region de 520 nm cuando el aceptor es Alexa-488
0 en la region de 680 nm cuando el aceptor es Alexa-647 (esto Ultimo es
observable a pesar de la interferencia del pico de 2do orden de scattering a 700
nm). En guanidina-HCI 3,0 M; la emisién del aceptor y por tanto el FRET
desaparecen (no mostrado) debido a que la apoAl se encuentra en forma

monomeérica y desplegada.

Muestra / Par D-A Ftpa/Fton Etap Et Rap (nm) R (nm)
M107 A-350/A-488 SC 0.241 0.759 >1.0 3,7 <22
M107 A-350/A-647 SC 0.299 0.701 >1.0 2,5 <1l4
M107 A-350/A-488 CC 0.650 0.350 0.700 5,0 3,9
M107 A-350/A-647 CC 0.830 0.167 0.340 3,8 3,2
M133 A-350/A-488 SC 0.840 0.160 0.320 5,9 51
M133 A-350/A-647 SC 0.945 0.055 0.110 4,7 4,1
M133 A-350/A-488 CC 0.250 0.750 > 1.0 3,7 <272
M133 A-350/A-647 CC 0.273 0.727 0.978 2,5 1,5
M226 A-350/A-488 SC 0.645 0.354 0.656 5,0 4,0
M226 A-350/A-647 SC 0.715 0.285 0.527 3,4 2,8
M226 A-350/A-488 CC 0.726 0.274 0.548 5,3 4,4
M226 A-350/A-647 CC 0.855 0.145 0.290 3,9 3,4

Tabla 1ll-6. Estimacion de distancias intermoleculares por hetero-FRET. La relacion de
intensidades Ftpa/Ftpy Obtenida como se explicd en el texto, se us6 para calcular las
eficiencias aparente (Et,,) y real (Et) usando las ecuaciones [e24] y [e25] junto a las
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eficiencias de autoextincion de la tabla 1ll-4. Las distancias aparente (R,,) y real (R) se
calcularon de las correspondientes eficiencias usando valores de Rp de 4,5y 2,9 nm para
los pares Alexa-350/Alexa-488 y Alexa-350/Alexa-647, respectivamente.

El hetero-FRET tambien resulta en la disminucion de la emision del donor Alexa-
350 (no notada en la figura por la normalizacidén de los espectros), lo que se uso6
aqui para la cuantificacion de la eficiencia. La integral (entre 390 y 480 nm) del
espectro en ausencia de guanidina-HCI fue dividida por la del correspondiente
espectro en presencia de guanidina-HCI para obtener los valores de intensidad
total FtDA (en las muestras conteniendo donor y aceptor) o FtDN (en las muestras
conteniendo donor y proteina salvaje no marcada) correspondientes a las
ecuaciones [e22] y [e23]. La relacion entre estos valores se muestra en la tabla II-
6, junto con las eficiencias de hetero-FRET aparente (Etap) y real (Et), asi como
las distancias aparente (Rap) y real (R) derivadas de las mismas.

Las distancias obtenidas indican claramente que la distancia intermolecular 107-
107 es mucho mas corta en las dHDL preparadas por la reaccion espontanea con
vesiculas de DMPC que en las obtenidas por didlisis con colato. La distancia
intermolecular 133-133, en cambio, es mayor en las dHDL preparadas por la
reaccion directa que en las preparadas por diélisis con colato. Para la proteina
marcada en 226, por otro lado, la distancia intermolecular estimada entre los
grupos fluorescentes no cambia demasiado con el método de reconstitucion.
Nuevamente, esto es consistente con la hipotesis de que las dHDL preparadas por
la reaccidn directa presentarian mayoritariamente la configuracion LL5/2, mientras
gue las dHDL preparadas por dialisis con colato adoptan preferencialmente la
configuracion LL5/5.

4.5.10. Determinaciones de tiempo de vida media de  fluorescencia

El decaimiento de la emision del Alexa-350 fue medido en las dHDL conteniendo
las mutantes marcadas con esta sonda en mezcla equimolar con la mutante
correspondiente marcada con Alexa-488 o Alexa-647, estos espectros se
obtuvieron mediante un equipo JOBIN-YVON SPEX FLUOROLOG FL3-11 con
LIFETIME TCSPC con 2 nm de ancho de rejilla de entrada y de salida. Se utilizé

un paso de longitud de onda de barrido 1 nm.

Cucllor Lug; @ngela o Lo Plata, Octubre 2012



La figura 49 muestra una curva de decaimiento tipica luego de un pulso de

excitacion.
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Figura 49. Curva de decaimiento de la emision de Alexa-350
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El decaimiento es complejo y requiere del uso de la suma de dos a tres

exponenciales para un buen ajuste. El lifetime medio (<1> = X.a; Ti, donde a; son las

amplitudes relativas de cada componente de lifetime t;) es informado en la tabla

-7.
Mutante Donor / Aceptor Tipo de dHDL vida media < >
(ns)
K107C A-350/ A-488 SC 2,4
K107C A-350/ A-647 SC 2,1
K107C A-350/ A-488 CcC 3,3
K107C A-350/ A-647 CcC 3,0
K133C A-350/ A-488 SC 1,9
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K133C A-350/ A-647 SC 2,1
K133C A-350/ A-488 CC 0,9
K133C A-350/ A-647 CC 0,6
K226C A-350/ A-488 SC 3,7
K226C A-350/ A-647 SC 3,7
K226C A-350/ A-488 CC 3,4
K226C A-350/ A-647 CC 3,5

Tabla IlI-7. Tiempos de vida medio (<1>) de la emisién de Alexa-350 en dHDL SC y CC de
las mutantes marcadas con esta sonda en combinacion 1/1 en mol con las

correspondientes mutantes marcadas con Alexa-488 o Alexa-647.

Cuando el par donor/aceptor se localiza en la posicion 107, <t> es mas corto en
las dHDL reconstituidas por la reaccion directa con las vesiculas de DMPC (SC)
gue en aquellas reconstituidas por la diélisis de micelas mixtas de la proteina,
DMPC vy colato (CC). Lo contrario ocurre cuando el par donor/aceptor esta
localizado en la posicidon 133, siendo <t> en este caso menor en las dHDL CC que
en las dHDL SC. Para las dHDL de la mutante marcada en 226, <t> no se
modifica demasiado con el método de reconstitucion. Asi, segun este analisis, el
homo-FRET desde Alexa-350 a los aceptores Alexa-488 o Alexa-647 parece ser
mas eficiente en las dHDL SC que en las CC cuando la posicion marcada es 107,
y viceversa cuando la marcacion es en la posicion 133. Sin embargo, hay algunas
cuestiones que aun no estan totalmente claras, como la causa de los
relativamente bajos valores de <t> encontrados en los dos tipos de dHDL de la
proteina marcada en 133 que no tienen total correlacion con los cambios

observados en la intensidad de fluorescencia.
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4.6. Determinaciones de Resonancia Electronica Para  magnética (EPR)

Otro de los objetivos propuestos fue marcar a las mutantes de cisteina con una
sonda de spin (TEMPO-maleimida) para disponer de una estrategia alternativa
para estimar las distancias intermoleculares en las dHDL, a través de
determinaciones de acoplamiento spin-spin. El fendbmeno de acoplamiento spin-
spin resulta en un apagamiento y ensanchamiento de la sefial de EPR y ocurre por
la colisiébn (o0 acercamiento a una distancia minima) de los grupos portadores de
los radicales libres que generan la sefal.

Las determinaciones de EPR fueron realizadas en parte en el Laboratorio de
Resonancia Paramagnética Electronica de la Universidad Nacional de Colombia,
Bogot4; y en el laboratorio EPR de la Universidad Nacional del Litoral en Santa Fe.
Primeramente, para conocer como el espectro de EPR del TEMPO es afectado
por el acoplamiento spin-spin, se realizaron mediciones con una concentracion fija
de TEMPO-maleimida y concentraciones crecientes de ditiotritol (DTT). EI DTT
contiene dos grupos -SH y por tanto puede acoplar por union tioeter a dos
moléculas de TEMPO-maleimida. Se detecté una disminucion en la intensidad al
aumentar la concentracion de DTT atribuible a la dimerizacion y acoplamiento
spin-spin (no mostrado), lo que indicé la posibilidad de detectar el fenébmeno.
Posteriormente, las tres mutantes de cisteina fueron marcadas con TEMPO-
maleimida siguiendo el mismo protocolo usado en la marcacion con derivados
maleimilados de sondas fluorescentes. Los espectros de las mutantes marcadas
fueron registrados en el estado libre de lipidos, asi como también en dHDL
reconstituidas por la reaccion directa con vesiculas de DMPC (SC) o por el
meétodo de dialisis con colato (CC). Como se observa en la figura I111-29, los
espectros de las dHDL (tanto SC como CC) presentan una muy baja intensidad en
comparacion con las proteinas libres de lipidos. En la tabla 111-8 se indican los
valores de intensidad (obtenidos por doble integraciéon del espectro) absolutos y
relativos a la proteina libre de lipidos. En la mutante marcada en 107 se observa
practicamente la misma disminucion de intensidad en ambos tipos de dHDL. En el
caso de la mutante marcada en 133, se observa una mayor disminucion de la

sefial de EPR en las dHDL con colato que en las sin colato. Esta disminucion de

Cucllor Lug; @ngela g Lo Plata, Octubre 2012



intensidad respecto del estado libre es muy alta y ocurre en todas las muestras,

por lo que es dificil atribuirla completamente al fenOmeno de spin-spin coupling. La

posibilidad de que alguna impureza en los lipidos sea responsable del

apagamiento de la sefial debe ser explorada en el futuro.
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Figura 50. Espectros de EPR de cada una de las mutantes en el estado libre de lipidos o
como dHDL reconstituidas sin (S) y con (C) colato.
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K107C | K133C | K226C K107C | K133C | K226C

Solucion 198 89 153 Solucidén 1.00 1.00 1.00

Sin colato 44 49 84 Sin colato | 0.22 0.55 0.55

Con colato 41 34 70 Con colato | 0.21 0.38 0.46

Tabla 11l-8. a) Doble Integral de sefial de EPR, b) Valores de la doble integra relativos a la

proteina libre de lipidos.

4.7. Estimacion de las distancias intermoleculares 107-107, 133-133 y 226-226

en los cristales de apoA-I A1-43

La estructura cristalina del fragmento de apoA-lI que carece de los primeros 43
residuos del extremo N (apoA-1 A1-43) consiste de un tetramero formado por dos
dimeros idénticos que se encuentran en la configuracion LL5/5. Esta estructura
cristalina fue la base para el desarrollo del modelo del doble cinturén para las
dHDL. Para comparacion con las distancias determinadas por FRET en las dHDL
reconstituidas, se determinaron las distancias intermoleculares entre los Ca de los
residuos 107-107, 133-133 y 226-226 en el cristal de apoA-l1 A1-43. Se uso el
programa Jmol con las coordenadas de dicha estructura cristalina (ver figura IlI-
30) obtenida de la base de datos Protein Databank (PDB) y las distancias

obtenidas se muestran en la tabla I11-9.

Residuos Distancias en nm
107-107 6,4
133-133 14
226-226 2,9

Tabla I1I-9. Distancias intermoleculares en la estructura cristalina de apoA-1 Al1-43

obtenidas mediante programa Jmol.
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Figura 51. Imagen obtenida programa jmol de la estructura cristalina de apoA-I A1-43

4.8. Propiedades fisiolégicas de las dHDL SC y CC.  Remocion de colesterol

de cultivos celulares

Los experimentos mostrados en las secciones anteriores indicaron que la
configuracion de apoAl en las dHDL depende del método utilizado en su
reconstitucion. Para conocer si el arreglo configuracional diferente entre las dHDL
SC y CC tiene alguna importancia en cuanto a la funcion bioldgica de las dHDL, se
estudio la capacidad de estos complejos reconstituidos para promover la remocion
de colesterol de células en cultivo. Se reconstituyeron dHDL con apoAl y DMPC
mediante el método de 1) dialisis con colato y 2) por micelizacion espontanea de
vesiculas en la Tm del fosfolipido. Seguidamente se realizarbn ensayos de
remocion de colesterol en macréfagos murinos RAW 264,7. Los mismos fueron
previamente activados con 8-Br-AMPc para stimular la expresion de los
transportadores ABC. El modelo celular se eligio principalmente por su rol

protagonico en la formacion de placas aterogénicas.
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Figura 52. Tipo de Células RAW 264.7, usadas en el experimento

Luego de alcanzar un 100 % de confluencia, las monocapas celulares fueron
lavadas 2 veces con una solucién de buffer fosfato salino (PBS PH: 7.4), y se
agrego el medio de cultivo (MEM sin suero fetal bovino) complementado con
albumina bovina (BSA-2mg/ml) y colesterol (50 pg/ml), [3H]-colesterol (0.5 pCi/ml)
durante 41 horas a 37°C. Para equilibrar los pooles de colesterol, las células
fueron dejadas 8 horas con MEM conteniendo 1 mg/ml de BSA. Luego de dos
lavados con PBS se realizé el tratamiento celular con 5 uM de dHDL reconstituidas
(SC y CC) durante 12 horas. Como control se usaron células incubadas con MEM
libre de proteinas. Luego de las doce horas el medio es colectado y medida su
radioactividad por centelleo liquido. El porcentaje de remocion de colesterol fue
estimado en relacién a la radioactividad total de [**C] colesterol incorporada en las
células. Para ello se extrajeron los lipidos y la radioactividad se cuantificd
mediante centelleo liquido. Todos los experimentos fueron hechos por triplicado y

para el andlisis estadistico se utilizé el test de Student.
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Figura 53. Remocidn de colesterol de células RAW mediado por dHDL reconstituidas con
colato y sin colato

Los resultados de la figura 53 muestran que cuando las células son incubadas con
dHDL formadas por la reaccion directa en ausencia de detergentes la remocion es
altamente significativa con respecto a las dHDL preparadas por dialisis con colato.
Estas ultimas fueron inactivas, sin una diferenciarse apreciablemente del control
de medio sin proteina.

Como vimos en las secciones anteriores, en las dHDL preparadas por la reaccion
directa con vesiculas de DMPC, la apoAl tendria la configuracion LL5/2, por lo que
este experimento sugiere que esta seria la configuracién activa, mientras que la
configuracion LL5/5 (presente mayoritariamente en las dHDL CC) seria inactiva en
la remocion de colesterol celular. Sin embargo, es conocido de trabajos previos de
éste y otros laboratorios (Toledo JD, et al 2012 (86), Gonzalez MC, et al, 2008
(87), Favari E, et al 2009(88)), que dHDL preparadas por diélisis con colato, pero
conteniendo un fosfolipido insaturado como POPC, son activas en remover
colesterol celular. Asi, la falta de actividad de las dHDL CC usadas aqui podria
atribuirse al hecho de que contengan el fosfolipido saturado DMPC. Para
investigar un poco mas profundamente este aspecto, las dHDL SC y CC

preparadas con DMPC se agregaron a las células en concentraciones crecientes
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entre 0 y 16 pg de apoAl/ml analizando como antes, la liberacion de colesterol
radioactivo hacia el medio de cultivo. Los resultados se muestran en la figura 54.
Se observa que mientras la actividad de las dHDL SC en funcién de la
concentracion tiene una dependencia hiperbdlica, las dHDL CC presentan un
comportamiento sigmoideo. Mientras que a bajas concentraciones (< 10 pg/ml), la
actividad de las dHDL SC es mayor que la de dHDL CC, a mayores
concentraciones la actividad de dHDL CC iguala e incluso supera algo a la de
dHDL SC. Aungue la razén exacta es desconocida, es muy probable que este

diferente comportamiento se deba a la diferente configuraciébn de apoAl en los

discos.
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Figura 54. Remocion de colesterol por diferentes concentraciones de dHDL reconstituidas
con DMPC por la reacciéon directa con vesiculas a 24°C (SC) o por dialisis con colato
(CC).
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4.9. Lipidacion espontanea de Apolipoproteina A-I: influencia del colesterol y

fosfolipidos negativos

Los resultados obtenidos con dHDL reconstituidas con DMPC indicaron que la
configuracion de apoAl en las mismas, y algunas propiedades fisiolégicas como la
remocién de colesterol celular depende del método de reconstitucién utilizado. Como se
discutira debajo, la reconstitucién por la reaccion espontanea en la Tt de DMPC
probablemente ocurra por un mecanismo similar a la lipidacion "in vivo" de apoA-I
mediada por el transportador ABCA1. Por tanto, fue de interés explorar cémo afectan a
esta reaccion de lipidacién espontanea la presencia de otros lipidos que normalmente se
encuentran en la membrana celular como el colesterol y fosfolipidos de carga negativa

como fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol (P1).
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Figura 55. Curvas de micelizacion espontanea por apoA-l sérica (0,2 mg/ml) a 24°C, de

vesiculas multilamelares de DMPC (0,2 mg/ml) con diferentes proporciones de colestrol.

La figura 55 muestra las curvas de micelizacion de liposomas multilamelares de DMPC
conteniendo proporciones variables de colesterol. Se observa que la velocidad de la
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reaccion aumenta al incrementar el contenido de colesterol hasta un 10% (en relacion
molar), pero disminuye bruscamente al punto de que la reaccién es inapreciable para una
proporcion de colesterol del 25%. Asi, pequefias proporciones de colesterol facilitan la
reaccion, pero la misma es dificultada a mayores concentraciones, lo que podria atribuirse
a la propiedad del colesterol de atenuar la transicion de fase.

El gel de la figura 56 muestra los complejos lipoproteicos formados en la reaccion (sin ser
sometidos a ciclos de temperatura como en la seccién 4.2). Se observa que cuando las
vesiculas contienen 10% de colesterol se genera una poblaciéon de complejos de mayor

tamanfo.
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Figura 56. Andlisis de los productos de las reacciones de la figura 55 por PAGGE. Ay E:
vesiculas de DMPC sin colesterol; B y F: vesiculas de DMPC + 5% de colesterol; C y G:

vesiculas de DMPC + 10% de colesterol; D y H: estandares de peso molecular.

Como se demostré6 con DMPG (Surewicz WK, et al 1986 (89)), a diferencia de los
fosfolipidos zwitwridnicos (como DMPC o DPPC) que reaccionan s6lo en un rango
estrecho de temperatura cercano a Tt, los fosfolipidos de carga negativa reaccionan
también en el estado liquido-cristalino (encima de Tt) aunque con menor eficiencia que a
la Tt. Asi, otros lipidos presentes en las membranas celulares que podrian influenciar el
proceso de lipidacién espontanea de apoA-l son aquellos cargados negativamente como
Pl y PS. La figura 57 muestra las curvas de micelizacion de mezclas de DMPC con Pl de
higado bovino en diferentes proporciones. Las mediciones se realizaron en la Tt de DMPC
(24°C) y por encima de la misma (37°C). A 24°C, la inclusién de un 10% de PI incrementa

la velocidad de micelizacién, pero la misma disminuye con mayores proporciones de Pl. A
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37°C, la reaccion sélo ocurre con una velocidad apreciable con 100% de PI. A diferencia
de lo que ocurre con 100% DMPC, la reaccién con 100% Pl es mas rapida a 37 que a
24°C
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Figura 57. Micelizacion de liposomas multilamelares de mezclas de DMPC con Pl de

higado bovino en diferentes proporciones a 24 °C (izquierda) y 37 °C (derecha).

En el gel de la figura 58 se muestra el analisis por PAGGE de los productos de estas
reacciones. Si bien hubo marcadas diferencias en los productos formados dependiendo
de la composicion de las vesiculas, no hay diferencias apreciables entre las reacciones
que se llevaron a cabo a 24 y a 37°C. Es de notar que tanto la corrida electroforética
como el guardado de las muestras hasta el momento de la corrida fueron hechos a
temperatura ambiente (cerca de 24°C). Por esta razon, no podemos concluir que no
existan diferencias entre los productos de las reacciones llevadas a cabo a 24 y 37°C. En
cuanto a la influencia de la composicidn de las vesiculas, puede observarse en el gel que
la inclusion de 10% de PI en las vesiculas de DMPC no modifica apreciablemente el
tamaro de los complejos lipoproteicos formados (en comparacion a DMPC sola), aunque

aumenta notablemente la velocidad del proceso de micelizacion a 24°C (figura 111-36).
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Figura 58. Productos de las reacciones de micelizacion de la figura 57 analizados por
PAGGE en condiciones no denaturalizantes. Calles Ay F:10% PI (37 y 24°C). Calle B:
ApoA-I sin lipidos. Calles C y J: 100% PI (37 y 24°C). Calles D y H: 50% PI (37 y 24°C).
Calles E e I: 0% PI (37 y 24°C). Calle G: estandares peso molecular.

Las vesiculas preparadas con una mezcla equimolar de DMPC y Pl no fueron micelizadas
0 microsolubilizadas por apoA-I. Las bandas proteicas que se observan en el gel son muy
similares a las encontradas para apoA-| sin lipidos, que forma una serie de oligbmeros
(dimeros a tetrameros o mayores agregados dependiendo de la concentracién), aunque

no puede descartarse la unién de cantidades discretas de lipidos.

Las vesiculas con 100% PI, en cambio, que son microsolubilizadas a una velocidad
apreciable por la disminucién de turbidez que es mas efectiva a 37 que a 24°C, originan
dos productos de tamafios muy similares al monémero y dimero de apoAl (30 y 60 kDa,
respectivamente). Por la disminucién de turbidez, por el hecho de que se afecte el
equilibrio de oligomerizacion de la proteina (comparar la calle B con las calles C y J del
gel de la figura 58), y por el tamafio de los productos resultantes, podemos concluir que
apoA-l es lipidada al ser mezclada con vesiculas de 100% PI, pero uniendo soélo
cantidades discretas de Pl sin llegar a formar grandes complejos dHDL como los
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formados con DMPC s6la o DMPC con 10% de PI.

Mediciones con mezclas de DMPC y PS de cerebro porcino (resultados no mostradas)
dieron resultados similares a los obtenidos con PlI, indicando que los fosfolipidos acidicos
pueden reaccionar con apoA-|l en el estado liquido-cristalino pero generan complejos que

unen cantidades discretas de lipidos.

5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las dHDL son complejos minoritarios en la circulacién, pero constituyen
intermediarios claves en el proceso del transporte reverso del colesterol. Los
mismos son generados por la lipidacion de apoAl en la membrana celular para lo
que se requiere la accion del transportador ABCA1l (ATP binding cassette Al),
cuya deficiencia es la causa de la enfermedad de Tangier (90) que se caracteriza
por complicaciones cardiovasculares prematuras. Mediante la hidrdlisis de ATP,
ABCAL1 impulsa la traslocacion de fosfolipidos desde la capa interna a la externa
de la membrana (91). Se ha propuesto (Vedhachalam C, et al 2007 (92)), que esto
genera defectos de empaquetamiento que permiten la generacion de dHDL por un
mecanismo similar a la formacion espontanea de complejos con DMPC. Una vez
formadas, las dHDL pueden captar colesterol desde la membrana celular por
varios mecanismos (Adorni MP, et al 2007 (93)) como el transporte activo
mediado por ABCG1 (otro miembro de la familia ABC), el transporte facilitado
mediado por SR-BI (scavenger receptor Bl), e incluso la difusidbn simple no
mediada por proteinas de membrana pero gque cCOmMO Se Propuso en este
laboratorio puede ser facilitada por el anclaje de las dHDL a la membrana a través
del par de hélices 3-4 de apoA-I (Garda HA, 2007;(94)). Una vez enriquecidas en
colesterol, las dHDL son sustrato de la enzima lecitina-colesterol acil transferasa
(LCAT) que forma ésteres de colesterol transfiriendo un acido graso desde
fosfatidilcolina, generando asi el nucleo hidrofébico de las HDL esféricas maduras
que son mayoritarias en la circulacion. Diferentes procesos como la captacion
selectiva de ésteres de colesterol en higado mediada por el SR-BI, intercambio de
lipidos y apolipoproteinas con otras lipoproteinas plasmaticas, y lipdlisis, generan
nuevamente apoA-l libre o pobre en lipidos que reinicia el ciclo de captacion

lipidica via ABCAL en los tejidos periféricos
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A pesar del gran esfuerzo invertido por muchos grupos de investigacion en todo el
mundo, aun no se tiene una comprension cabal del funcionamiento de apoA-I en el
transporte reverso de colesterol y otros procesos relacionados a la
antiaterogenicidad de esta proteina. Esto es en gran parte debido a la carencia de
informacion estructural tanto de la proteina libre como de sus complejos con
lipidos. Debido a la gran heterogeneidad y la baja proporcion de las dHDL en
suero, es extremadamente dificultoso su aislamiento en cantidades y pureza
adecuados para determinaciones estructurales y otros estudios. Por tal razén, la
mayoria del conocimiento sobre las dHDL proviene de estudios con dHDL
reconstituidas artificialmente. Uno de los métodos usados para la reconstitucion de
dHDL es la microsolubilizacién espontanea de vesiculas de fosfolipidos en la
temperatura de transicién de fase gel/liquido-cristalino (Tt), llamado aqui método
SC. Este método tiene la ventaja de que probablemente ocurra por un mecanismo
similar a la lipidacién "in vivo" de apoAl (92), pero esta restringido sélo a algunos
fosfolipidos con Tt accesible y compatible con muestras biolégicas como DMPC o
DPPC. El otro método de reconstitucién que puede ser aplicado con cualquier tipo
de fosfolipidos o mezclas de lipidos, es hacer complejos micelares de la proteina 'y
lipidos con un detergente dializable como colato. Luego de eliminar el colato por
didlisis, los fosfolipidos y apoAl se auto-ensamblan en complejos dHDL (Jonas A,
1989(95)). Este método (aqui denominado CC) es el que méas se ha utilizado en
estudios estructurales y funcionales. Las particulas dHDL mejor caracterizadas
son aquellas conteniendo 2 moléculas de apoAl y unas 100 moléculas de POPC.
Aunque varios modelos han sido propuestos, el de mayor sustento experimental
es el denominado del "doble cinturon” (56), basado en gran parte en la estructura
cristalina de apoAl(A1-43) (56). Este consiste de un segmento de bicapa lipidica
en forma de disco, rodeado por un doble cinturén formado por las hélices
anfipaticas de dos moléculas de apoAl dispuestas de manera antiparalela y
extendida. El detalle de la organizacion de las hélices ha sido explorado en las
dHDL CC a través del uso de agentes entrecruzantes de lisinas, seguida de clivaje
proteolitico y analisis de los péptidos resultantes por espectrometria de masa (96,

97,98). Los entrecruzamientos encontrados son consistentes con la presencia
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mayoritaria del arreglo denominado LL5/5, en el que las hélices 5 de cada
molécula de apoAl se encuentran yuxtapuestas entre si. Sin embargo, también se
detectaron en menor proporcion varios entrecruzamientos que indican la
coexistencia de un segundo arreglo (LL5/2) en el que la hélice 5 de una molécula
de apoAl queda yuxtapuesta con la hélice 2 de la otra molécula (ver Figura 22). La
coexistencia de arreglos alternativos en dHDL CC fue también detectada por
FRET con mutantes marcadas con grupos fluorescentes tanto en el caso de apoAl
(Tricerri MA, et al 2001(99). Li HH, et al 2002 (100).) Como con apo Lp Il de
insectos (Garda HA, et al 1982 (85)).

En este trabajo de tesis, sin embargo, hemos obtenido evidencias fehacientes de
gue en las dHDL SC el arreglo o configuraciébn de las moléculas de apoAl es
diferente al que resulta en las dHDL CC. Estos resultados concuerdan con
evidencias previas de este laboratorio (Prieto ED. Rol de un dominio central de
apolipoproteina A-l en la interaccion de lipoproteinas de alta densidad con
membranas. Tesis doctoral. Facultad de Ciencias Exactas. Universidad Nacional de
La Plata; 2008.) Como el hecho de que el patron de péptidos obtenido por RP-
HPLC o MALDI-TOF del producto de tripsindlisis luego del entrecruzamiento
covalente de lisinas con el agente DSP, difiere entre las dHDL SC y CC. Ademas,
mediante el uso de mutantes de Unico residuo triptéfano en la hélice 4 (W@104 y
W@108), se encontré una mayor eficiencia de homo-transferencia de energia Trp-
Trp y de auto-extincion de la fluorescencia en las dHDL SC que en las CC. En
aquel trabajo, sin embargo, no se habian podido estimar fehacientemente las
distancias intermoleculares Trp-Trp. En el presente trabajo, en cambio, a través
del uso de tres mutantes de cisteina (K107C, K133C y K226C) marcadas
especificamente con derivados maleimilados de diferentes fluoroforos (y usando
determinaciones de autoextincion, homo-FRET y hetero-FRET) se pudieron
estimar con bastante precision las distancias intermoleculares 107-107, 133-133 y
226-226 en los dos tipos de preparaciones de dHDL (SC y CC). Los distancias
intermoleculares obtenidas con estas mutantes (que fueron especificamente

disefladas para detectar las configuraciones alternativas 5/5 y 5/2) soportan la
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hipotesis de que la configuracion predominante en las dHDL CC es la 5/5 y que la
configuracion predominante en las dHDL SC es la 5/2.

En la tabla IV-1 se resumen todas las distancias estimadas por homo- o hetero-
FRET en los dos tipos de dHDL. Como referencia de la configuracion LL5/5,
también se indican las distancias intermoleculares entre los Ca de los pares de
residuos 107-107, 133-133 y 226-226 de los dimeros de la estructura cristalina de
apoA Al1-43 que presenta esta configuracion. Como referencia aproximada de la
configuracion 5/2, se dan los valores que surgen de desplazar en 5 nm a una de
las moléculas de apoA-I respecto de la otra para yuxtaponer a ambas hélices 5

con las hélices 2.

Residuos | Conf 5/5 dHDL CC

cristal® Ho A350° | He A350/488% | He A350/647° | Ho A488'
107-107 | 6,4 >22 3,9 3,2 ND?
133-133 | 1,4 0,7-0,8 <272 15 ND
226-226 | 2,9 1,5-1,7 4,4 3,4 ND

Conf 5/2 dHDL SC

estimado® | Ho A350° | He A350/488% | He A350/647° | Ho A488'
107-107 | 1,4 0,8-0,9 <272 <14 <25
133-133 | 6,4 1,6-1,8 51 4,1 4,2 -4.8
226-226 | 2,1 1,5-1,7 4,0 2,8 <25
Tabla IV-1. Distancias intermoleculares (en nm) entre los residuos 107-107, 133-133 y

226-226 determinadas por homo- y hetero-FRET en las dHDL CC y SC, comparadas con
las distancias esperadas para las configuraciones 5/5 y 5/2.

® Distancias entre los Ca obtenidas de las coordenadas de la estructura cristalina de
apoA-I A1-43.

® Distancias entre los Ca estimadas partiendo de la estructura cristalina y suponiendo un
desplazamiento de 5 nm de un mondémero de apoA-| respecto del otro para yuxtaponer
ambas hélices 5 con las hélices 2.

¢ Distancias obtenidas por homo-FRET con Alexa-350

9 Distancias obtenidas por hetero-FRET de Alexa-350 a Alexa-488

¢ Distancias obtenidas por hetero-FRET de Alexa-350 a Alexa-647
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" Distancias obtenidas por homo-FRET con Alexa-488

9 ND = no determinado

Salvo en el caso de homo-FRET con Alexa-350 que reporto distancias mas cortas,
hubo una aceptable concordancia entre las distancias determinadas por las
diferentes sondas o pares de sondas. Por el tamafio considerable de los grupos
fluorescentes, la distancia entre los mismos podria diferir en hasta 2 nm de aquella
entre los Ca de los residuos cisteina a los que se encuentran unidos. Teniendo
esto en cuenta, las distancias 133-133 y 226-226 estimadas por FRET en las
dHDL CC concuerdan muy bien con las de la estructura cristalina de apoA-I A1-43
gue presenta la configuracién LL5/5. La distancia mas corta encontrada para 107-
107 especialmente por hetero-FRET de Alexa-350 a Alexa-647 (en comparacion
con la distancia entre esos residuos en el cristal) podria ser explicada en parte por
el gran tamafo del grupo aceptor Alexa-647, pero también por la presencia de una
menor proporcion de dHDL con la configuracion 5/2 en coexistencia con una
proporcion mayoritaria de dHDL con configuracion 5/5, como ha sido detectado
por el grupo de S. Davidson usando agentes entrecruzantes de lisina (59).

En el caso de las dHDL SC, existe una buena concordancia entre las distancias
estimadas por FRET con aquellas esperadas para la configuracion 5/2, salvo en el
caso de homo-FRET con Alexa-350 que tendio a reportar distancias mas cortas
gue las esperadas. En todos los casos, sin embargo, se mantuvo la tendencia de
incrementarse la distancia para 133-133 al pasar de dHDL CC a dHDL SC,
mientras que lo contrario ocurrié para la distancia 107-107 y no ocurrieron grandes
cambios para la distancia 226-226. Asi, aunque no puede descartarse la
coexistencia de otras configuraciones, los datos indican que las dHDL SC
presentan mayoritariamente la configuracion 5/2.

La deteccion del fenomeno de autoextincion de la emision de Alexa-350 (entre los
residuos 107-107 en las dHDL SC y entre 133-133 en las dHDL CC) también
indic6 que las dHDL SC presentan mayoritariamente la configuracion 5/2
contrariamente a las dHDL CC que presentan la configuracion 5/5 como

mayoritaria.
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La reaccion de micelizacion o microsolubilizacion espontanea en la Tt es atribuida
a la coexistencia de dominios lipidicos en estado fluido y estado gel en cuyas
interfases se generan defectos de empaquetamiento lipidico donde procede la
reaccion. La cinética de la reaccion de microsolubilizacion de vesiculas
fosfolipidicas en la Tt por apoA-l y otras apolipoproteinas intercambiables es de
segundo orden y consiste de dos fases simultdneas (Segall ML et al ,2002 (102)),
por lo que se propusieron dos tipos diferentes de sitios de union (con o sin
defectos de empaquetamiento de los lipidos) para apoAl en la superficie de la
vesicula. Si la union ocurre en los defectos, la reaccion procede directamente. En
cambio, la unién inicial a sitios sin defectos requiere de la difusién de apoAl sobre
la superficie de la bicapa hasta encontrar un defecto dando origen a la fase lenta.
En cualquier caso se requiere la unién inicial de apoA-I a la superficie de la bicapa,
lo que es un proceso reversible. La conversion en dHDL, en cambio, es
irreversible.

Por otro lado, en trabajos previos de nuestro laboratorio se ha demostrado que el
estado unido a membranas de vesiculas fosfolipidicas es esencialmente dimérico
(Toledo JD, et al 2004 (60)), y ocurre con la insercién profunda en la bicapa del
par de hélices centrales 3-4 (Cdrsico B, et al 2001 (102); Prieto ED, et al 2011),
contrariamente al resto de las hélices que interactian mas superficialmente con la
membrana. La determinacion de la topologia de insercion de esta region de apoAl
llevo a proponer un modelo en el que un ramillete intermolecular formado por los
dos pares de hélices 3-4 de un dimero penetra una de las monocapas de la
membrana. La particular distribucion de los residuos cargados en las caras polares
de estas hélices anfipéaticas (tipo Y) permitiria la estabilizacion del ramillete por
puentes salinos. La dimerizacion de apoA-l en solucidon acuosa también parece
ocurrir a través de interacciones entre estos pares de hélices 3-4, aunque en este
caso a través de las caras hidrofobicas (Prieto ED, et al 2011 (77)). Asi, la
dimerizacion de apoA-I a través de la interaccion intermolecular entre los pares de
hélices 3-4 de cada mondmero (ya sea antes o despues de la union a membrana)
puede condicionar la configuracion final de las dHDL generadas por la reaccion de

microsolubilizacién espontanea, cuyas moléculas de apoA-I quedarian alineadas o
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yuxtapuestas en la region de las hélices 3-4 y por lo tanto en la configuracion 5/2
(ver figura 22).

Para la formacion de las micelas mixtas de apoA-l/fosfolipido/colato, en cambio,
no se requeriria la formacion previa del dimero de apoA-l. A medida que se va
eliminando el detergente, las hélices de apoA-l lo reemplazarian cubriendo el
borde hidrofobico de la bicapa fosfolipidica del disco. El factor determinante de las
interacciones interhélices y por tanto de la configuracion final 5/5 en las dHDL
generadas de esta manera seria la maximizacion de puentes salinos como ocurre
en el cristal de apoA-I A1-43 y fuera propuesto por Segrest (Segrest JP, et al 1999
(56)) en el desarrollo del modelo del "doble cinturon®.

El hecho de que ambas configuraciones (5/5 y 5/2) puedan ser generadas por
procedimientos independientes implica que existe una barrera termodindmica que
impide la interconversion entre las mismas. Al respecto, en experimentos de
dinamica molecular partiendo de configuraciones muy parecidas a la del cristal de
apoA-1 A1-43, pero que diferian en una vuelta de hélice en su alineacion inicial
(G129/G129 o K133/K1333), se observo en ambos casos la ruptura y reformacion
de puentes salinos en una escala temporal de unos 100 ps permitiendo la rotacion
unidireccional de una molécula de apoAl respecto de la otra (Klon AE et al
2002(103)). Pero en el caso de K133/K133, la rotacién se detuvo cuando los
residuos de prolina de ambas moléculas (que se hallan regularmente espaciados e
la secuencia) quedaron yuxtapuestos. El doble cinturdn proteico, inicialmente
circular, adquirio entonces una forma hexagonal con tramos de hélices rectos
interrumpidos en los pares de prolinas apiladas. Se propuso que esta
yuxtaposicion de los residuos de prolina serian de importancia para la
configuracion final adoptada por las dos moléculas de apoAl en las dHDL y los
autores consideraron que en base a esto la mas estable seria aquella en que la
hélice 5 de una molécula se enfrenta con la hélice 6 de la otra (configuracion 5/6).
Sin embargo, no se han hecho simulaciones con otras configuraciones de partida
como la 5/2.

Como fue propuesto por el grupo de Phillips (Vedhachalam C, et al 2007 (92),

Lund-Katz S,et al 2010 (61)), el mecanismo de formacion de las dHDL nacientes
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mediado por ABCA1 ocurriria por un mecanismo basicamente similar al que ocurre
con vesiculas de DMPC. ApoAl se une a ABCAL, pero esto no resulta
directamente en la generacion de las dHDL nacientes sino que sirve como un
disparador de sistemas de sefalizacion que entre otros efectos resulta en la
estabilizacion y consecuente aumento de la actividad del transportador/receptor.
Como consecuencia de la actividad traslocadora de fosfolipidos (flipasa) desde la
capa interna a la externa de la membrana esta Ultima queda mas poblada en
fosfolipidos, lo que crea una tensidn que genera regiones de gran curvatura y
defectos de empaquetamiento. Asi, de esta manera se crean sitios similares a los
gue se producen en la Tt de una vesicula fosfolipidica, a los que se une apoAl
produciendo la microsolubilizacion de la membrana y generando las dHDL
nacientes. Por tanto, es muy probable que las dHDL fisiolégicas generadas por la
accion de ABCAl posean la misma configuracion (5/2) que las dHDL SC
generadas por la reaccion con DMPC a 24°C.

En este trabajo de tesis también se estudio la posible implicancia fisioldgica de las
configuraciones alternativas generadas por ambos métodos de reconstitucion, a
través de mediciones de la capacidad de remover colesterol de cultivos celulares.
Se usaron para ello macréfagos murinos cargados con colesterol y previamente
estimulados con un analogo permeable de cAMP (8-Br-cAMP) para estimular la
expresion de los transportadores ABC. Los resultados indicaron que al menos a
bajas concentraciones (< 8 ug/ml de apoA-l), las dHDL SC son mas activas que
las dHDL CC para remover colesterol de estas células. A diferencia de la actividad
de las dHDL SC que presenté una dependencia hiperbdlica de la concentracion, la
actividad de las dHDL CC presentd una dependencia sigmoidea alcanzando a
altas concentraciones una actividad similar o incluso algo mayor que la de las
dHDL SC. Aunque se desconoce la razon exacta de este comportamiento
diferente, el mismo podria atribuirse en principio a la diferente configuracion de la
apoA-1 dimérica (5/5 o 5/2) en ambos tipos de preparaciones de dHDL.

Como se menciond, los mecanismos de remocion de colesterol celular mediados
por apoA-l y HDL son variados, dependiendo algunos de la actividad de proteinas

de transporte celulares (como ABCAl, ABCGl y SR-Bl) y otros que son
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independientes de proteinas celulares. La configuracion de las moléculas de
apoA.l en las dHDL puede ser importante tanto para la interaccion y
reconocimiento de proteinas celulares, como para la interaccion directa con la
membrana lipidica. Se ha demostrado en trabajos previos (Tricerri A, et al 1998;
Tricerri MA, et al 2002 (99, 100)), que las dHDL, en especial aquellas de menor
tamafno y libres de colesterol, presentan la capacidad de unirse a membranas
fosfolipidicas. Tanto apoA-I como las dHDL inducen pérdida del contenido acuoso
de vesiculas fosfolipidicas, lo que fue atribuido a la transitoria desestabilizacion de
la bicapa lipidica debido a la probable insercion en la membrana de algun
segmento o region de la proteina. Posteriormente, se identifico a esa regibn como
la correspondiente al par de hélices central 3-4, ya que es exclusivamente
marcada cuando apoAl libre o dHDL son incubadas con vesiculas que contienen
un analogo fosfolipidico fotoactivable (Cdrsico B, et al 2001(101)). Asi, es muy
probable que el ramillete intermolecular del par de hélices centrales 3-4, que se
propuso para la interaccion de apoAl libre con membranas (Prieto ED, Garda HA
2011; 50 (77)), también sea funcional en el caso de la interaccion de dHDL con
membranas. Como la capacidad de interactuar con membranas disminuye al
incrementar el tamafio (o contenido de fosfolipidos) y el contenido de colesterol de
las dHDL (64, 65.), y estos factores modifican la conformacién de la region central
disminuyendo su grado de exposicion, también se ha propuesto que la formacion
del dominio de insercion activo podria ser dificultada en dHDL grandes y ricas en
colesterol (94).

Con un péptido sintético que abarca la secuencia de este par de hélices (Al 77-
120), se obtuvieron evidencias de que esta region se comporta como un dominio
estructural y funcionalmente independiente del resto de la molécula de apoAl y
gue podria cumplir un rol importante en varias funciones de apoAl (Toledo JD, et
al 2004 (60)). En cuanto a sus propiedades estructurales, Al 77-120 presenta un
considerable contenido de hélice (23%) para un péptido de 44 residuos. Su unidn
a membranas ocurre sin grandes cambios en la estructura secundaria, pero con
modificacion de su estructura cuaternaria: es esencialmente monomérico en

solucion acuosa, pero tetramérico en el estado unido a membrana. Al igual que
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apoAl y las dHDL, este péptido es marcado por el analogo fosfolipidico
fotoactivable 125I-TID-PC, y presenta selectividad para unirse a membranas ricas
en colesterol por las que presenta mayor afinidad y capacidad de union en
comparacion con membranas sin colesterol. Su afinidad por membranas es 10
veces menor que para apoAl libre, pero es del mismo orden que presentan las
dHDL de 78 A, lo que puede ser explicado por la contribucion de las otras hélices
a la interaccion apoAl/membrana. Esta relativamente baja afinidad seria
importante para producir un anclaje reversible a la membrana.

La velocidad de intercambio de colesterol entre dHDL y vesiculas lipidicas se
correlaciona con la capacidad de interaccion (Toledo JD, et al 2000 (65)),
indicando que el anclaje de los discos a la membrana facilita o cataliza el
intercambio de colesterol. Al respecto, se determindé que tanto apoAl como el
péptido Al 77-120 pueden promover la desorcién de colesterol desde membranas
fosfolipidicas como se detectd usando un analogo fluorescente de colesterol
(dehidroergosterol) o con colesterol radio-marcado (Toledo JD, et al 2004 (60)).
Como la desorcién es la etapa limitante en el intercambio de colesterol, el mismo
seria facilitado por el anclaje de dHDL a la membrana mediante la insercién del
par central de hélices Y.

Es de mencionar que todos estos estudios fueron llevados a cabo en dHDL
reconstituidas por dialisis de colato; y que entre los dos tipos de arreglos
configuracionales (LL5/5 o LL5/2) que han sido detectados en estos complejos
lipoproteicos, solo en el caso del arreglo LL5/2 estos pares de hélices estarian lo
suficientemente cercanos entre si para permitir la formacion del ramillete
intermolecular. Asi, es altamente probable que la mayor actividad de las dHDL SC
en comparacién con las dHDL CC para remover colesterol de macrofagos que se
detecté en este trabajo (al menos a bajas concentraciones de dHDL) pueda ser
debida a que las mismas presentan preferencialmente la configuracion 5/2 que
permite la formacion del ramillete intermolecular de las hélices 3-4 y el anclaje a la

membrana.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

En vista de que en este trabajo de demostré que la configuracion de apoA-I en
dHDL reconstituidas artificialmente depende del método utilizado, surgen las
preguntas a) ¢ Cuél de estas configuraciones es la adoptada por la proteina en las
dHDL naturales generadas por células? y b) ¢Cualles de los métodos de
reconstituciéon reproduce mejor la configuracion y propiedades de las dHDL
naturales?.

En principio, y de acuerdo a la similitud propuesta con los mecanismos de
generacion de dHDL por células mediada por ABCA1, la reaccion espontanea con
vesiculas fosfolipidicas en la Tt generaria dHDL con la configuracion natural; pero
esto necesita ser confirmado. Ademas, este método requiere del uso de
fosfolipidos saturados (DMPC o DPPC) que tienen propiedades muy diferentes de
los fosfolipidos insaturados mas fisiologicos como POPC.

Asi, dos cuestiones centrales a resolver en el futuro son a) la determinacion de la
configuracion de apoAl en las dHDL naturales y b) la disponibilidad de un método
de reconstitucion que reproduzca esta configuracion ademas de las propiedades
de las dHDL naturales.

El uso de proteinas mutantes marcadas con grupos fluorescentes o
paramagnéticos podria ser de gran utilidad en ese sentido, para tratar de
determinar la configuracion de dHDL generadas por la interaccion de estas
proteinas marcadas con cultivos celulares. El acoplamiento spin-spin, por ejemplo,
podria ser detectado en muy bajas concentraciones y sin interferencias de otras
proteinas, por lo que seria una estrategia en principio promisoria para alcanzar
este objetivo. Algunos experimentos preliminares con EPR ya fueron presentados
aqui, pero se requiere la mejor puesta a punto de la metodologia en sistemas
reconstituidos antes de su utilizacion en dHDL generadas por células. Los
métodos de FRET usados en este trabajo requieren del uso de la mezcla de dos
proteinas (marcadas con donor o aceptor, 0 marcada y no marcada). Por la
distribucion binomial esperada, la interpretacion de los datos puede ser
extremadamente compleja en las dHDL generadas por células por su

heterogeneidad y presencia de dHDL con tres 0 mas moléculas de apoA-Il. Sin
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embargo, el hecho de que las configuraciones alternativas 5/5 y 5/2 resulten en la
aparicion de eutoextincion de la emision de Alexa-350 abre la posibilidad del uso
de otros fenomenos que también dependen de la colisibn entre grupos
fluorescentes pero que son mas facil de detectar como la formacion de dimeros
excitados o excimeros. La eficiencia de formacion de eximero de pireno, por
ejemplo, puede determinarse directamente del espectro de emision de la relacion
de intensidad entre las bandas correspondientes a la emision del monémero y del
excimero. Por tanto, no se requeriria de mezclas con la proteina no marcada ni de
la exacta cuantificacion de la concentracion proteica por o que en principio seria
altamente ventajoso para encarar estudios con dHDL generadas por células.

En este trabajo, también se presentaron algunos resultados tendientes a conocer
los requerimientos de la reaccidn espontanea de microsolubilizacion de vesiculas
fosfolipidicas (en cuanto a la influencia de fosfolipidos cargados). Actualmente, se
estan realizando experimentos de microsolubilizacion de vesiculas de POPC en
medios levemente acidos, que parecen promisorios en la generacion espontanea
de dHDL con este fosfolipido insaturado. Experimentos de este tipo, tendientes a
generar dHDL que reproduzcan las propiedades de las dHDL naturales seran

continuados en el futuro.
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