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Resumen

La apolipoproteina A-l (apoAl) es el componente proteico mayoritario de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL), cuyo nivel sérico se correlaciona
inversamente con el riesgo aterogénico. Las propiedades antiaterogénicas
son atribuidas en gran parte al rol protagénico que tiene en el transporte
reverso de colesterol (RCT), proceso que remueve el exceso de colesterol de
los tejidos periféricos. La apoAl es una proteina anfitrépica formada casi en
exclusividad por a-hélices anfipaticas y presenta una gran flexibilidad con-
formacional que es crucial para su ciclo funcional, en el que se interconvier-
te entre diferentes estados: libre, unida a membranas, o a una gran variedad
de complejos lipoproteicos de diferente tamafio, morfologia y composicion.
En este reporte se revisa el conocimiento actual sobre la estructura y pro-
piedades de interaccién con lipidos de apoAl, en relacién a la biogénesis de
HDL y su funcién en el RCT. Se trata en particular la configuracién de apoAl
en HDL discoidales, asi como la interaccién con lipidos y la importancia
para la remocién celular de colesterol de un par de a-hélices anfipaticas que
presentan una distribucién particular de los residuos cargados y se localizan
en el centro de la molécula de apoAl.

Palabras clave: apolipoproteina A-1 * lipoproteinas de alta densidad * trans-
porte reverso del colesterol * lipoproteinas discoidales * a-hélices anfipati-
cas * interaccion lipido-proteica.

3ummary

Apolipoprotein A-1 (apoAl) is the major protein component of high density
lipoprotein (HDL), whose serum level is inversely correlated with atherogenic
risk. Antiatherogenic properties are largely attributed to its key role in re-
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verse cholesterol transport (RCT), a process that removes cholesterol excess from peripheral tissues.
ApoAl is an amphitropic protein that almost exclusively contains amphipathic a.-helices, and presents
a large conformational flexibility that is crucial for its functional cycle, in which it inter-converts into
different states: free or bound to membranes, or into a lipoprotein complex variety of different sizes,
compositions and morphologies. This report reviews the current knowledge of the structure and lipid
interaction properties of apoAl, in relation with HDL biogenesis and function in RCT. In particular,
focus is made on the apoAl configuration in discoidal HDL; as well as on the interaction with lipids,
and the importance for cellular cholesterol efflux, of an amphipathic a-helix pair having a particular
distribution of the charged residues and that locate at the center of the apoAl molecule.

Key words: apolipoprotein A-1 * high density lipoproteins * reverse cholesterol transport * discoidal
lipoproteins * amphipathic o.-helices * lipid-protein interaction

Resumo

Apolipoproteina A-1 (apoAl) é o principal componente proteico das lipoproteinas de alta densidade
(HDL), cujo nivel sérico se correlaciona inversamente com o risco aterogénico. As propriedades antia-
terogénicas sao atribuidas, em grande parte, a seu papel principal no transporte reverso de colesterol
(RCT), um processo que remove o excesso de colesterol dos tecidos periféricos. A ApoAl é uma pro-
teina anfitrépica constituida quase exclusivamente por a.-hélices anfipaticas, e apresenta uma grande
flexibilidade conformacional que é essencial para seu ciclo funcional, no qual se interconverte entre
diferentes estados: livre, ligada a membranas ou a uma grande variedade de complexos lipoproteicos
de diferente tamanho, morfologia e composi¢do. Este relatdrio analisa o conhecimento atual sobre
a estrutura e propriedades de interagcdo com lipidios de apoAl, com relacdo a biogénese de HDL e
sua fungdo no RCT. Em particular, trata-se a configuragéo de apoAl em HDL discoidais; bem como a
interacdo com lipidios e a importéncia para a remocdo celular de colesterol de um par de a-hélices
anfipaticas que apresentam uma distribuicdo especifica dos residuos carregados e se localizam no
centro da milécula de apoAl.

Palavras-chave: apolipoproteina A-1 * lipoproteinas de alta densidade * transporte reverso de coleste-
rol * lipoproteinas discoidais * o.-hélices anfipaticas * interacao lipidio-proteica

[. Introduccién

Una gran cantidad de estudios epidemiologicos y en
animales transgénicos soportan la hipétesis de un rol
protector de apolipoproteina A-I (apoAl) y lipoprotei-
nas de alta densidad (HDL) contra la arteriosclerosis
y enfermedades cardiovasculares (1). Consistente con
este rol es el hecho de que la infusiéon en pacientes de
HDL sintéticas o péptidos miméticos de apoAl, retar-
dan o incluso inducen la regresion de la placa arterios-
clerética (2). Estas patologias son una de las principa-
les causas de mortalidad en el mundo (3) y uno de los
principales factores que predisponen a las mismas son
los desordenes en el metabolismo de lipoproteinas (4).
Entre éstos, la deficiencia de colesterol-HDL es la anor-
malidad mas frecuente.

Varias funciones conocidas de las HDL y apoAl con-
tribuyen a su antiaterogenicidad. Entre ellas, sus demos-
tradas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, va-
sodilatadoras, inmunosupresoras y antitromboticas (5).
Pero la mejor comprendida es la capacidad de remover
el exceso de colesterol de células periféricas, incluidos
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los macroéfagos, y transportarlo hacia el higado para su
excrecion, proceso que se denomina transporte reverso
de colesterol (RCT) (6). La consecuente reduccion de
depositos de colesterol de macréfagos evita su transfor-
macién en las células espumosas que se acumulan en la
placa arteriosclerética (7).

ApoAl, junto con las apolipoproteinas de los grupos
CyE, se clasifica dentro del grupo de las denominadas
apolipoproteinas intercambiables (8). Estas evoluciona-
ron de un gen ancestral comun y son estructuralmen-
te similares. A diferencia de las apolipoproteinas de la
clase B que se comportan similarmente a las proteinas
integrales de membranas y no pueden solubilizarse en
ausencia de detergentes, las apolipoproteinas intercam-
biables tienen un caracter anfitrépico. Son hidrosolu-
bles en el estado libre de lipidos, pero al mismo tiempo
tienen afinidad por superficies lipidicas, presentando
asi un equilibrio dindmico entre los estados libre y uni-
do a lipidos (membranas o complejos lipoproteicos).
Para ello se requiere de una gran flexibilidad o adapta-
bilidad conformacional que esta dada por la presencia
de varias a-hélices anfipaticas unidas entre si por regio-



nes flexibles. Esta revision se referira fundamentalmen-
te a las propiedades estructurales de apoAl, los cambios
conformacionales involucrados en la interaccion con
superficies lipidicas y la importancia de estos aspectos
para su funcién en el RCT.

Il. Heterogeneidad y estructura basica
de las HDL

Las HDL son generalmente aisladas por ultracentri-
fugacion y se definen como la fraccion lipoproteica de
densidad entre 1,06y 1,21 g/mL. Sin embargo, son un
grupo muy heterogéneo de particulas que difieren en
densidad, tamano, morfologia, carga superficial, y com-
posicion lipidica o apolipoproteica (9) (Tabla I). La
gran mayoria de las particulas HDL detectadas en suero
son de morfologia esférica y migracién electroforética
a.. En estas, los lipidos neutros como ésteres de coleste-
rilo (CE) vy triacilgliceroles (TG) se particionan en un
nucleo hidrofébico, que es rodeado por una monocapa
superficial formada por apolipoproteinas y fosfolipidos
(PL). Los principales PL son aquellos derivados de la
colina: fosfatidilcolinas (PC) y esfingomielinas (SM).
El colesterol no esterificado (FC) se particiona entre
el nucleo hidrofébico y la superficie. En cuanto a las
apolipoproteinas, apoAl constituye el 70% de las pro-
teinas de HDL, seguida por un 20% de apoAlL El resto
corresponde principalmente a apolipoproteinas de los
grupos Cy E.

También se detecta en suero una proporcion minori-
taria de HDL que carecen de lipidos neutros y por tanto
del nucleo hidrofébico. Al contener solo lipidos anfi-
paticos, consisten de un fragmento de bicapa lipidica
en forma de disco que es estabilizado en su borde por
la apolipoproteina. Como se verd, estas HDL discoidales
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(dHDL) son intermediarios claves en la biogénesis de
las HDL esféricas maduras. Dependiendo de las células
que las genera y el tipo de PL que contienen, las dHDL
pueden tener migracién o, pre-o. o pre-f (10). También
se detecta en suero una pequena proporcion de apoAl
libre o combinada con cantidades discretas de lipidos
(apoAl pobre en lipidos) que tiene migracion pre-f1 ala
que se le atribuye ser el aceptor inicial del FC celular (9).

[11. Biosintesis y secrecion de apoAl

ApoAl es sintetizada en higado e intestino como
un precursor (pre-pro-ApoAl) que contiene una pre-
secuencia y una pro-secuencia de 18 y 6 aminoacidos
respectivamente. La pre-secuencia destina a la protei-
na al reticulo endoplasmico donde es escindida por la
peptidasa de senal. El hexapéptido que constituye la
pro-secuencia es eliminado posteriormente a la secre-
ciéon por la metaloproteasa BMP-1 (bone morphogenetic
protein-1) (11). La funcién exacta del pro-segmento no
es clara, pero su presencia parece impedir la correcta
maduracion de las HDL (12). En intestino, apoAl es se-
cretada formando parte de quilomicrones. En higado,
donde se genera la mayor parte de la apoAl circulante,
es secretada en su mayor parte como apoAl libre o po-
bre en lipidos, y en menor proporcién (20%) en forma
de complejos dHDL ensamblados en reticulo endoplas-
mico y Golgi (13) (14).

IV. Mecanismos moleculares del
transporte reverso del colesterol

La Figura 1 resume los principales eventos del RCT.
ApoAl esta involucrada en todas las etapas y al menos

Tabla I. Heterogeneidad y métodos de fraccionamiento de las particulas HDL

en gradiente (GGE)

Propiedad Meétodo de fraccionamiento Principales tipos de particulas
. . . HDL, (1,063-1,125 g/mL);
Densidad Ultracentrifugacion HDL, (1,125-1,210 mg/mL)
Tamafio Electroforesis sobre geles de poliacrilamida | HDL,, (10,6 nm); HDL,, (9,2 nm); HDL,, (8,4

nm); HDL,, (8,0 nm); HDL, (7,6 nm)

Carga superficial Electroforesis sobre geles de agarosa

a-HDL; pre-o. HDL; pre-p HDL®;
+-HDL®

Composicion

) . Inmunoafinidad
apolipoproteica

Lp-Al®; LpAI+AI®); Lp-E@

(1) Alrededor del 5% de la apoAl sérica migra como pre-f. Por electroforesis bidimensional, las pre-p HDL son subfraccionadas en pre-p1,
pre-B2 y pre-B3 de acuerdo a su tamafio creciente. Pre-B1 y pre-B2 contienen sélo apoAl, y a su vez pueden ser subfraccionadas por
tamafio en pre-la, pre-plb, pre-B2a, pre-p2b y pre-f2c. Mientras que las pre-p1 son monoméricas y pobres en lipidos, las pre-32 son

diméricas y de morfologia discoidal.
(2) Las y-HDL contienen apoE como principal apolipoproteina

(3) LpAl contienen exclusivamente apoAl mientras que LpAl+All contienen apoAl y apoAll en relacién molar 2/1. Alrededor del 65% de la
apoAl plasmatica se encuentra en la poblacién LpAl+All, mientras que el 25% se encuentra en LpAl. La mayoria de las particulas LpAl
tienen la densidad y tamafio de las HDL,, mientras que la mayoria de las LPAI+All flotan con las HDL.
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Figura 1. Diagrama de los principales eventos del RCT. Luego de ser secretada por el higado, apoAl adquiere PL y algo de FC del mismo
higado o de células periféricas incluidos los macréfagos por la actividad de ABCA1, generandose dHDL nacientes. Parte de apoAl no lipi-
dada es eliminada por rifion. Los CE intracelulares son hidrolizados y el FC resultante es movilizado a la membrana celular. Las proteinas
ABCG1 y SR-BI promueven la salida de FC a HDL preformadas pero no a apoAl libre. Por accion de LCAT, las dHDL son convertidas en
HDL esféricas con un ntcleo de CE. PLTP provee PC para la reaccion de LCAT transfiriéndolos desde LDL o VLDL. A través de CETP, y en
intercambio por TG, los CE de HDL son transferidos a VLDL o LDL, las que son captadas en higado via LDLR. En el hepatocito, SR-BI media
la captacion selectiva de CE y FC de las HDL. Este proceso, ademas de las actividades de HL y EL, liberan apoAl que queda disponible
para reiniciar la captacion de lipidos celulares mediada por ABCA1. El colesterol captado por higado es excretado en bilis como FC o sales
biliares, pero en parte puede ser reciclado en el RCT via ABCA1, o ser ensamblado en VLDL y resecretado a la circulacion.

3 transportadores de membrana son importantes en
las etapas iniciales. Dos de ellos (ABCAl y ABCG1) son
miembros de la familia ABC (por ATP binding cassette)
que tienen la capacidad de impulsar el transporte acti-
vo de diversas sustancias mediante la hidrolisis de ATP
(15) y el tercero (SR-BI1, por scavenger receptor clase B
tipo I) media el intercambio pasivo de CE y FC entre
HDL y la membrana celular (16).

La actividad de ABCAL es esencial para la lipidacion
inicial de apoAlylageneracién de dHDL nacientes (17).
Su deficiencia origina la enfermedad de Tangier (18),
caracterizada por muy bajos niveles de HDL. Mediante
la hidrolisis de ATP, ABCAI impulsa la traslocacion de
PL desde la capa interna a la externa de la membrana.
Se ha propuesto (19) que esto genera defectos de em-
paquetamiento que permiten la generacion de dHDL
por un mecanismo similar a la formacién espontanea de
complejos con dimiristoil-PC (ver debajo). La expresion
de ABCAL es estimulada por ligandos de los receptores
LXR y RXR (20) y por cAMP. Las células cargadas con
colesterol mediante LDL oxidada, normalmente expre-
san ABCAI ya que contendran cantidades apreciables
de oxisterol, un ligando de LXR. Sin embargo, en au-
sencia de apoAl u otras apolipoproteinas, ABCAI es
rapidamente degradado por calpaina. Si apoAl esta pre-
sente, se une al ABCA1 y lo protege de la degradacion
desencadenando su fosforilacion (21)(22). Ademas de
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funcionar como un transportador, ABCAI se comporta
como un receptor transductor de senales a través del
cual apoAl activa multiples vias de senalizacion (23): a)
la activacion de PKA y PKC que resultan en la estabiliza-
ci6n del ABCAL, b) la activacion CDC42, una proteina
G de la familia Rho que regula el trafico vesicular y la
remocion celular de lipidos mediada por ABCAL, y c) la
activacion de la via JAK2/STAT3 que regula la antiinfla-
macién ademas de la remocion de lipidos mediada por
ABCALI. Aunque el mecanismo de senalizacion es desco-
nocido, varios tipos celulares responden a la presencia
de apoAl movilizando sus depositos endégenos de FC'y
CE hacia la membrana plasmatica (24). En este proce-
so podrian estar involucrados la modulacién del trafico
vesicular mediado por caveolina (25) y la modulacion
de las actividades acilCoA aciltransferasa (ACAT) y CE
hidrolasa (CEH) que determinan el equilibrio entre el
FC disponible para ser removido por HDL y los CE al-
macenados en goticulas lipidicas.

Las dHDL nacientes generadas por la acciéon de
ABCALI contintan removiendo FC por transporte activo
mediado por ABCGI1, por transporte pasivo facilitado
por SR-BI, e incluso por difusion simple (26). Una vez
enriquecidas en FC, las dHDL son sustrato de la enzi-
ma lecitina-colesterol acil transferasa (LCAT) que ge-
nera los CE de HDL transfiriendo un acido graso desde
PC. Esta actividad disminuye la concentraciéon de FC



en HDL, lo que determina un gradiente que favorece
la captacion de mds FC celular. Otras proteinas séricas
importantes en la remodelacién de las HDL son las pro-
teinas transferidora de PL (PLTP) y de CE (CETP) que
catalizan la transferencia de PL, CE y TG entre HDL y
LDL o VLDL.

En el higado, el SR-BI une a las HDL y media la cap-
tacion selectiva de CE y FC. La unién depende de la con-
formacion de apoAl y es mas eficiente para las HDL de
mayor tamano, y menos eficiente cuando las HDL con-
tienen apoAll (27). Este proceso, asi como la hidrdlisis
de los TGy PL de las HDL por las lipasas endotelial (EL)
y hepatica (EH) resultan en una disminucién del con-
tenido de lipidos de las HDL, lo que resulta en la libe-
racion de apoAl al medio que reinicia el ciclo. EI SR-BI
también funciona como un receptor transductor de se-
nales con importantes funciones antiaterogénicas en el
endotelio (28)(29). A través de SR-BI, las HDL activan a
la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) mejorando
asi el tono vascular; y promueven la migracion celular en
la neovascularizacion activando la via PISK/Akt/ MAPK.
Otros efectos arterioprotectores del SR-BI son mediados
por su rol de transportador de lipidos bioactivos (29).

V. Propiedades estructurales de apoAl

A) ESTRUCTURA PRIMARIA 'Y SECUNDARIA

La apoAl humana madura es un polipéptido de 243
aminoacidos (28.1 kDa) codificado por un gen locali-
zado en el cromosoma 11 que contiene 4 exonesy 3
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intrones. El primer exén es una secuencia no tradu-
cida, mientras que el segundo exén y el comienzo del
tercero codifican a las pre- y pro-secuencias. El resto
del ex6n 3 codifica la secuencia de los primeros 43 re-
siduos de la proteina madura en los que se predice una
a-hélice anfipatica similar a las presentes en proteinas
globulares (clase G*), con una disposicion radial alea-
toria de los residuos cargados en la cara polar de la
hélice (30). El ex6n 4 codifica la secuencia que abarca
los residuos 44-243, la que contiene 10 repeticiones en
tandem con la periodicidad de una a-hélice anfipatica
separadas casi siempre por prolina (Figura 2). Seis de
estas repeticiones tienen una longitud de 22 aminoa-
cidos y una distribucién de los residuos cargados en la
cara polar que es tipica en todas las apolipoproteinas
intercambiables (a-hélices clase A). Estas se caracte-
rizan por la localizacién de los residuos basicos cerca
de la interfaz hidrofilica/hidrofébica y de los residuos
acidos en el centro de la cara polar, y constituyen el
motivo de unioén a lipido mayoritario en todas las apo-
lipoproteinas intercambiables. También se hallan pre-
sentes en apoAl dos pares de repeticiones (3-4y 9-10),
cada una formada por un segmento de 11 aminodacidos
separado por una prolina de un segmento de 22 resi-
duos. En éstas, la distribucion de cargas positivas se ase-
meja a la letra “Y”, con dos residuos positivos en la in-
terfaz hidrofilica/hidrofébica y un tercero en el centro
de la cara polar de la hélice, mientras que los residuos
negativos se agrupan entre los brazos y la base de la “Y”.
Como se discute debajo, la distribucion de cargas en
la cara polar es de importancia para las interacciones
inter-hélices o hélice-lipido.

1 DE PP Q S P |jgigd:iavedediyiy.Coialepenteyrinieang cvbiblcid aivlasniatlloy E G S AL G K Q L N L-K-L-L-D-N-W-

51 -D-S-V-T-S-T-F-S-K-L-R-E-Q-L-G P V-T-Q-E-F-W-D-N-L-E-K-E-T-E-G-L-R-Q-E-M-S !

101 R O-E-E-M-E-L-Y

D-K-K-1

151 ;R-A-R-A-H-V-D-A-T-R-T-H-I-A P ¥-S-D-E-L-R-O-R-TL-A-A R I-E-A-1.
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hidrofébicos -

Hélice A

~L-E-E-V-K-A-K-V-Oli V-]

P IER-A-R-TO-E-C-A-ROK T-H EIL-ORKIS P L.C-R-E-MR-D-
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residuos residuos
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Figura 2. Las a-hélices anfipaticas de apolipoproteina A-I. Arriba: Secuencia de apoAl humana indicando las regiones a-helicoidales. La
hélice G* se indica en negro, las hélices A en gris claro con letras negras y las hélices Y en gris oscuro con letras blancas. Debajo: Diagramas
indicando la distribucion de residuos cargados en las a.-hélices anfipaticas tipo G*, tipo A y tipo Y.
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Las hélices predichas incluyen aproximadamente al
80% de los aminodcidos, lo que representaria el méxi-
mo contenido de hélice. Por comparacion, la proteina
libre de lipidos tiene un contenido de hélices de 46%
que se incrementa al 69% y 78% en los estados unidos
a vesiculas lipidicas unilamelares pequenas (SUV) y en
dHDL, respectivamente (31).

B) ESTRUCTURA TERCIARIA

Varios estudios (32-34) han sugerido que la molécula
de apoAl en su estado libre presenta 2 dominios estruc-
turales; la parte central y del extremo N (residuos 1-189)
forman un ramillete de hélices, mientras que las hélices
del extremo C (residuos 193-243) forman una estructura
separada y menos organizada. Aunque plegados en for-
ma independiente, los dominios Ny C de apoAl interac-
tdan entre si para mantener la estructura total de la pro-
teina (35)(36). Estudios de desnaturalizacion térmica
mostraron que apoAl exhibe una estructura débilmente
plegada o de “globulo fundido”, en la que las hélices no
ocupan posiciones fijas respecto de las otras y no estan
organizadas en una Unica estructura terciaria (37).

Debido a estas caracteristicas, compartida en mayor
o menor medida por todas las apolipoproteinas inter-
cambiables, es extremadamente dificultosa su cristaliza-
cion para la resolucion de su estructura por difraccion
de rayos X. La primera y tnica apolipoproteina inter-
cambiable que fue cristalizada en su forma completa es
la apolipoforina III de locusta migratoria (38). Esta mues-
tra un ramillete de 5 a-hélices conectadas por vueltas
cortas. En el caso de apoAl, se logro la cristalizacion y
resolucion de la estructura de dos fragmentos: apoAl
44-243 (39) y recientemente apoAl 1-184 (40). Ambas
estructuras son altamente helicoidales y de forma cir-
cular, lo que no concuerda con los datos obtenidos por
otras metodologias para apoAl libre. Estas estructuras,
sin embargo, se suponen mucho mds representativas
del estado unido a lipidos y han significado un impor-
tante avance para la comprension de la estructura adop-
tada por apoAl en las HDL.

C) ESTRUCTURA CUATERNARIA

Es bien conocido que apoAl libre de lipidos se au-
toasocia reversiblemente en solucioén acuosa en funcién
de la concentracion y forma oligémeros a concentracio-
nes mayores de 0,1 mg/mL, habiéndose propuesto un
modelo que involucra un equilibrio entre monémeros-
dimeros-tetrameros-octameros (41). Estudios con una
mutante truncada en el extremo C indicaron que la oli-
gomerizacién es menos pronunciada (42), lo que sugi-
ri6 la participacion de las hélices del extremo C en la au-
toasociacion. Datos de este laboratorio con mutantes con
un unico residuo de triptéfano en la hélice 4 mostraron
que la oligomerizacién resulta en eficiente transferencia
de energia y en la autoextincion de la fluorescencia, lo
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que indica la participacion de interacciones intermole-
culares entre las hélices 4 en los oligébmeros (43).

VI. Interacciéon de apoAl con lipidos

La interaccion de apoAl y otras apolipoproteinas
intercambiables con vesiculas fosfolipidicas puede te-
ner dos consecuencias totalmente diferentes depen-
diendo de las condiciones y en especial de las propie-
dades de la membrana lipidica: a) la apolipoproteina
puede unirse reversiblemente a la membrana sin pro-
ducir su disrupcion, o b) la interacciéon puede resultar
en la micelizacion o solubilizacion de la membrana ge-
nerando complejos lipoproteicos discoidales.

a) Mecanismo de unién a superficies lipidicas. Rol
del par de hélices Y centrales

El dominio del extremo C es critico para la unién a
lipidos (31)(32) (44). En 1998 se propuso un mecanis-
mo secuencial en el que la union inicial de la region del
extremo C es seguida por un cambio conformacional de
la region 1-43 que desenmascara un dominio de unién
alipidos latente en la region 44-65 (45). Usando una se-
rie de mutantes de delecion, se mostré que la unioén de
apoAl a lipidos es modulada por la reorganizacién del
ramillete de hélices del dominio N (32). Experimentos
con apoAl marcada con pireno indican que el ramillete
de hélices se abre al interactuar con la superficie de una
particula lipidica (46). La similitud de apoAl 'y apoE en
cuanto a su organizaciéon en dos dominios estructura-
les condujo a la postulaciéon de un mecanismo comun
de dos etapas para su union a particulas lipidicas esfé-
ricas (32)(44). En este modelo, la apolipoproteina se
une inicialmente a la superficie lipidica a través de las
hélices anfipaticas del dominio del extremo C, proceso
que es acompanado por un aumento en contenido de
a-hélice de este dominio (31) (32) (47). A continuacion,
el ramillete de hélices del dominio del extremo N se
abre y las interacciones inter-hélices son reemplazadas
por interacciones hélice-lipido.

Aunque con diferente afinidad, todas las hélices de
apoAl tienen la capacidad de interactuar con superficies
lipidicas. Se ha propuesto que las hélices clase A interac-
tian de acuerdo al modelo del “esnérquel” (48) (49), con
su eje mayor paralelo a la superficie lipidica incrustando
la cara hidrofébica entre las cadenas hidrocarbonadas de
los fosfolipidos. La distribucion de cargas en esta clase de
hélices presentes en todas las apolipoproteinas intercam-
biables permite la estabilizacion de este modo de interac-
cion a través de la formacion de puentes salinos entre los
residuos positivos de la interfaz hidrofilica/hidrofébica
con los grupos fosfato de los fosfolipidos (49).

Se conoce mucho menos sobre el modo de interac-
cion con lipidos de las hélices clase “Y”, y sobre el rol
que juega esta particular distribucién de cargas en la cara



polar asi como la organizacién en pares de una hélice
corta (11 residuos) seguida de una hélice larga (22 re-
siduos). Uno de estos pares de hélices Y se localiza en
el dominio del extremo C (hélices 9-10) que como se
menciono tiene alta afinidad por lipidos y es critico para
iniciar la unién de apoAl a superficies lipidicas. Por otro
lado, varios estudios de este grupo se han centrado en la
region central de apoAl donde se localiza el otro par de
hélices Y (hélices 3-4) y se han obtenido evidencias de
que su modo de interaccién con membranas es diferen-
te al del resto de las hélices de apoAl. La utilizacion de
un andlogo fosfolipidico fotoactivable (!*I-TID-PC) que
localiza su grupo reactivo cerca del centro de la bicapa
lipidica permiti6 detectar que solo esta region de apoAl
se inserta profundamente en la membrana de manera
de ser marcada por el reactivo (50). Mas recientemente
(43), se ha determinado la topologia de insercion de este
par de hélices en la membrana mediante el uso de una
serie de mutantes de triptéfano tinico (W@97, W@104 y
W@108) y la accesibilidad a extinguidores paramagnéti-
cos localizados en diferentes profundidades de la mem-
brana. Estos datos, junto al hecho de que apoAl adquiere
una estructura dimérica en el estado unido a membrana
(51), permitieron postular un modelo de inserciéon en
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el que un ramillete intermolecular formado por los dos
pares de hélices 3-4 de un dimero de apoAl penetra en
una de las monocapas de la membrana con el eje largo
de las hélices paralelo a las cadenas hidrocarbonadas de
los PL. Este modelo también atribuye un rol a la particu-
lar distribucion de cargas (tipo Y) en las caras polares de
las hélices, ya que la misma permite la formacion de 8
puentes salinos que estabilizarian el ramillete de hélices
(Figura 3).

b) Solubilizaciéon de membranas. Similitud entre la
reaccion con vesiculas de PL en la transicion de fase y
la lipidacion de apoAl mediada por ABCA1 en células.

El hecho de que apoAl pueda estabilizar a particulas
de lipidos del rango de 10 nm indica que tiene propie-
dades detergentes y que puede solubilizar o microemul-
sionar lipidos. Ya en 1977 se demostré que apoAl reac-
ciona espontaneamente con vesiculas de dimiristoil-PC
(DMPC) generando dHDL (52). El tamano de los discos
formados aumenta al incrementar la relacion DMPC/
apoAl (53), lo que es consistente con la localizaciéon de
la proteina en el borde de los discos. Los primeros es-
tudios cinéticos (54) mostraron que la conversion de
vesiculas multilamelares (MLV) de DMPC en dHDL es
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Figura 3. Modelo del ramillete intermolecular de las hélices 3-4 insertado en una membrana fosfolipidica. EI ramillete es visto de arriba
desde la superficie de la bicapa lipidica. Las barras negras indican los puentes salinos enlazando a los residuos positivos (en gris oscuro)
con los residuos negativos (en gris claro). Los residuos restantes son hidrofébicos (en negro) o polares sin carga (en gris).
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muy rdpida en la temperatura de transicion (Tt) de fase
gel a liquido-cristalina (Tt) de la DMPC (24 °C), pero
muy lenta fuera de este rango de temperatura. En la
Tt, la bicapa lipidica presenta coexistencia de dominios
lipidicos en diferentes estados (gel o liquido-cristalino)
separados lateralmente. En la interfase entre los domi-
nios se producen defectos de empaquetamiento de los
lipidos en la bicapa. La efectividad de la reaccion en
la Tt es atribuida a la presencia de estos defectos que
crean sitios a los cuales se unen las moléculas de apoAl
insertando sus o-hélices y produciendo la desestabiliza-
cion de la vesicula y su re-arreglo en particulas dHDL
(55) (56). Todas las apolipoproteinas intercambiables
son activas en este proceso, aunque su eficiencia de-
pende del peso molecular, hidrofobicidad y estado de
autoasociacion (57).

Como la reaccion es de segundo orden y consiste de
dos fases simultaneas (58), se propusieron dos tipos dife-
rentes de sitios de union (con o sin defectos de empaque-
tamiento) para apoAl en la superficie de la vesicula. Si la
unién ocurre en los defectos la reaccion procede direc-
tamente. En cambio, la unién inicial a sitios sin defectos
requiere de la difusion de apoAl sobre la superficie de la
bicapa hasta encontrar un defecto dando origen a la fase
lenta. La unién a la superficie de la bicapa es un proceso
reversible, pero la conversion en dHDL es irreversible.
El grado de curvatura de la bicapa también es importan-
te. En la reaccion con vesiculas unilamelares pequenas
(SUV) no se detectaron complejos intermediarios (59),
pero con vesiculas unilamelares grandes (LUV), la for-
macion de pequenas dHDL procede a través de la forma-
cion de intermediarios mds grandes (60).

Asi, la reaccion de solubilizacion de vesiculas lipidicas
no ocurre en ausencia de defectos de empaquetamiento
y explica la baja eficiencia del proceso a temperaturas
lejanas a Tt, donde ocurre la unién de apoAl a las vesicu-
las pero sin que se produzca su disrupcion. Esto ocurre
por ejemplo con vesiculas de palmitoil-oleil PC (POPC)
que tienen una Tt de -5 °C, las que son muy eficientes
para unir apoAl pero al mismo tiempo muy estables a
la micelizacion. Sélo a temperaturas cercanas al punto
de congelamiento del agua se pudo detectar una lenta
disminucién de la turbidez por el agregado de apoAl,
con un tiempo de vida media de 1-2 dias comparado
con el de menos de 1 hora para DMPC. El analisis de los
productos formados indic6 la presencia de complejos de
menor tamano que los formados con DMPC a 24 °C (70
vs. 140 kDa). La presencia de colesterol en vesiculas de
PC afecta diferentemente a ambos procesos (unién y so-
lubilizacién). La unién es favorecida por la presencia de
colesterol en vesiculas de PC insaturadas (61). El proceso
de solubilizacion de vesiculas de DMPC, en cambio, es
favorecido a bajas concentraciones de colesterol debido
ala mayor union, pero es inhibido a concentraciones de
colesterol superiores al 15-20% lo que probablemente
sea debido a que la transicion de fase es atenuada (55).
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Usando mezclas de fosfolipidos se ha determinado
que la reaccion solo es efectiva en sistemas con hete-
rogeneidad gel/liquido-cristalino, siendo inefectiva en
sistemas con heterogeneidad s6lido/sélido, fluido/flui-
do o liquido-cristalino/liquido-ordenado (62). Con una
mezcla equimolar de DMPC vy diestearoil-PC (DSPC)
que presenta heterogeneidad gel/liquido-cristalino en
un amplio rango de temperatura (entre 28 y 60 °C), la
reaccién ocurre solo cerca de 28 °C. Por microscopia de
fluorescencia de dos fotones en vesiculas unilamelares
gigantes (GUV) se detect6 la coexistencia de grandes
dominios lipidicos entre 50 y ~30 °C, los que al bajar la
temperatura cerca de 28 °C disminuyen progresivamen-
te de tamano hasta su desaparicién. Esto sugiere que la
reaccion requeriria de pequenos dominios fluidos en
un continuo de fase gel. Se determind, ademas, que la
remocion de lipidos ocurre preferencialmente desde
los dominios fluidos enriquecidos en DMPC (62).

Otros factores ademas de la Tt, pueden facilitar el
proceso. Por ejemplo, la reaccion con vesiculas de PC
insaturadas como PC de huevo no ocurre a pH neu-
tro, pero es facilitada a pH<5 (63). Esto fue atribuido
a un cambio conformacional en apoAl que la hace mas
efectiva en la reaccién. En este grupo se ha observado
recientemente que esto también ocurre con vesiculas
de POPC generandose dHDL de unos 140 kDa. Tam-
bién es conocido que con PL cargados negativamente
como dimiristoil-fosfatidilglicerol (DMPG), la reaccion
ocurre aun a temperaturas bien encima de la Tt (64).
En este laboratorio se ha observado que la microsolu-
bilizacion ocurre con vesiculas de fosfatidilserina (PS)
o mezclas de PS y POPC, pero los productos formados
son de tamano bastante menor que los formados con
DMPC (70-80 kDa).

Es claro que si apoAl fuera eficiente para solubilizar
membranas con cualquier tipo de lipidos seria toxica
para las células. De alli la importancia de un mecanis-
mo especifico auxiliado por una proteina traslocadora
de fosfolipidos como es ABCA1. Se ha propuesto que
el mecanismo de formacion de las dHDL nacientes
mediado por ABCAI ocurriria por un mecanismo basi-
camente similar al que ocurre con vesiculas de DMPC
(19) (65). ApoAl se une a ABCAI, pero esto no resulta
directamente en la generacion de las dHDL nacientes
sino que sirve como un disparador de sistemas de sena-
lizacién que entre otros efectos resulta en la estabiliza-
cién y consecuente aumento de la actividad del trans-
portador/receptor. Como consecuencia de la actividad
traslocadora de PL desde la capa interna a la externa
de la membrana esta ultima queda mas poblada en PL,
lo que crea una tensién que genera regiones de gran
curvatura y defectos de empaquetamiento. Asi, de esta
manera se crean sitios similares a los que se producen
en la Tt de una vesicula de PL, a los que se une apoAl
produciendo la microsolubilizacién de la membrana y
generacion de las dHDL nacientes.



VII. Conformacién de apoAl
en particulas HDL discoidales

Debido a la baja proporcion en suero de dHDL y a
su gran heterogeneidad, la mayoria del conocimiento
sobre la estructura de estos complejos proviene de estu-
dios con dHDL reconstituidas artificialmente. Uno de
los métodos usados para la reconstituciéon es la men-
cionada microsolubilizacién espontanea de vesiculas de
PL enla Tt. Este método tiene la desventaja de estar res-
tringido s6lo a algunos PL con Tt accesible y compati-
ble con muestras biolégicas. En la practica, s6lo ha sido
utilizado con DMPC y dipalmitoil-PC (Tt = 41 °C). Otro
método de reconstitucion, que no presenta esta restric-
cién y puede usarse con cualquier tipo de PL, inclui-
dos aquellos fisiol6gicos que contienen acidos grasos
insaturados como POPC, es hacer complejos micelares
de PL, apoAl y un detergente dializable como colato.
Luego de eliminar el colato por didlisis, POPC y apoAl
se auto-ensamblan en complejos HDL discoidales (66).
Este es el método que mas se ha utilizado en estudios
estructurales y funcionales. Las particulas dHDL mejor
caracterizadas son aquellas que contienen 2 moléculas
de apoAl y unas 100 moléculas de palmitoil-oleil-fosfa-
tidilcolina (POPC). Aunque varios modelos han sido
propuestos, el de mayor sustento experimental es el de-
nominado del “doble cinturén” (67), basado en gran
parte en la estructura cristalina de apoAI(A1-43) (39).
Este consiste de un segmento de bicapa lipidica en for-
ma de disco, rodeado por un doble cinturén formado
por las hélices anfipaticas de dos moléculas de apoAl
dispuestas de maneras antiparalelas y extendidas. El de-
talle de la organizacion de las hélices ha sido explorado
por el uso de agentes entrecruzantes de lisinas, seguida
de clivaje proteolitico y analisis de los péptidos resultan-
tes por espectrometria de masa (68-70). Los entrecruza-
mientos encontrados son consistentes con la presencia
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 detec-
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taron 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
(Figura 4). La coexistencia de arreglos alternativos en
dHDL preparados por dialisis de complejos micelares
con colato fue también detectada por transferencia de
energia de resonancia (FRET) en dHDL preparadas
con mutantes marcadas con grupos fluorescentes tanto
en el caso de apoAl (71)(72) como con apoLplll de
insectos (73).

Sin embargo, en este laboratorio se han obtenido
evidencias de que cuando las de dHDL son preparadas
por la reacciéon de microsolubilizacion directa de vesi-
culas de DMPC a 24 °C, el arreglo o configuracién de
las moléculas de apoAl es diferente al que resulta de
la reconstituciéon usando dialisis de colato. El patron
de péptidos obtenido por RP-HPLC o MALDI-TOF del
producto de tripsinolisis luego del entrecruzamiento
covalente de lisinas con el agente DSP, difiere entre
ambas preparaciones (74). Ademads, usando mutantes
de tunico residuo triptéfano en la hélice 4 (W@104 y
W@108), se encontré6 una mayor eficiencia de homo-
transferencia de energia Trp-Trp y de auto-extincién de
la fluorescencia en aquellas dHDL preparadas por la
reaccion directa (74), lo que indic6é una menor distan-
cia promedio entre las hélices 4 de cada molécula de
apoAl en estas dHDL, y sugiere que en este caso podria
existir casi exclusivamente la configuraciéon LL5/2. Esto
indujo a construir un juego de mutantes de cisteina
(K107C, K133C y K226C) que permitan la marcacién
especifica con grupos fluorescentes y a través de la esti-
macion de distancias intermoleculares por FRET poder
distinguir entre las configuraciones LL5/5 y LL5/2.
Los datos de mediciones de homo- y hetero-FRET en
dHDL reconstituidas con estas mutantes marcadas con
diferentes grupos fluorescentes son consistentes con
una configuracion mayoritaria LL5/5 en las dHDL re-
constituidas con colato, pero indican que la configura-
cién mayoritaria en dHDL reconstituidas por la reac-
cion de microsolubilizacion directa es la LL5/2. Como
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Figura 4. Diagrama de las configuraciones LL5/5 y LL5/2 para el doble cinturén de apoAl en dHDL. Sdlo el arreglo configuracional LL5/2
permitiria la formacion del ramillete intermolecular del par central de hélices Y.
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se menciono6, el mecanismo de generacion de dHDL
nacientes por células mediado por ABCA1 seria similar
al que ocurre con vesiculas de DMPC a 24 °C, por lo
que es probable que el arreglo adoptado por apoAl en
las dHDL nacientes generadas por la accién de ABCA1
sea también mayoritariamente LL5/2. Como se vera, el
arreglo configuracional o registro de las hélices en el
doble cinturén de las dHDL puede ser muy importante
para sus propiedades funcionales.

El tamano y contenido lipidico de las dHDL natura-
les o reconstituidas depende primariamente del name-
ro de moléculas de apoAl que conforman el disco, ya
que pueden encontrarse discos de 2, 3, o mds moléculas
de apoAl. Sin embargo, también pueden formarse dis-
cos con el mismo niimero de moléculas de apoAl, pero
con diferente tamano y contenido lipidico. La circunfe-
rencia de éstos ultimos varia de manera discreta, lo que
sugirio la existencia de dominios de alta flexibilidad,
denominados “bisagras” (75), que al estar en conforma-
ciones alternativas (“abierta” o despegada de los lipidos
y “cerrada” o en contacto con los lipidos) permitiria
que diferente nimero de hélices queden en contacto
con el borde del disco. Uno de esto dominios podria es-
tar constituido por el par de hélices Y central 3-4, ya que
se observé que se marca con menor eficiencia que el
resto de la molécula de apoAl con un reactivo fotoac-
tivable hidrofébico agregado a las dHDL (50), aunque
otros autores propusieron que las hélices 5, 6 y 7 tam-
bién podrian comportarse como “bisagras” (75-77).
Por la inmunorreactividad con anticuerpos monoclo-
nales, se detect6 que la conformacion de apoAl en las
dHDL es afectada no sélo por el tamano de los discos
sino también por su contenido de colesterol (77) (78).
Mientras que epitopes del extremo N se hacen mads in-
munorreactivos al aumentar el tamano y contenido de
colesterol de las dHDL, lo contrario sucede para epito-
pes de la region del centro de la molécula de apoAl.
Asi, tanto el aumento de tamano como el contenido
de colesterol disminuyen el grado de exposicion de las
hélices centrales.

VIII. Interaccion de dHDL
con membranas. Rol de par de hélices
Y central

Las dHDL, en especial aquellas de menor tamano y
libres de colesterol, conservan la capacidad de unirse a
membranas fosfolipidicas (78) (79). Ya en 1992, Roth-
blat postul6 que en las dHDL, un segmento de apoAl
(posiblemente un dominio “bisagra”) quedaria dispo-
nible para interactuar con membranas y favorecer el
intercambio de colesterol (80). En las HDL esféricas
en cambio, este dominio de apoAl estaria en estrecho
contacto con los lipidos de la particula lipoproteica
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y por lo tanto no disponible para la interaccién con
membranas. En 1998 se demostr6 que no sélo apoAl
sino también las dHDL inducen pérdida del contenido
acuoso de vesiculas fosfolipidicas, lo que fue atribuido a
la transitoria desestabilizacion de la bicapa lipidica de-
bido a la probable inserciéon en la membrana de algin
segmento o region de la proteina (78). Posteriormente,
se identifico a esta regiéon como la correspondiente al
par de hélices Y central, ya que es exclusivamente mar-
cada cuando apoAl libre o dHDL son incubadas con
vesiculas que contienen un analogo fosfolipidico fo-
toactivable (50). Asi, es muy probable que el ramillete
intermolecular del par de hélices Y centrales 3-4, que
se propusieron para la interaccion de apoAl libre con
membranas, también sea funcional en el caso de la inte-
racciéon de dHDL con membranas. Como la capacidad
de interactuar con membranas disminuye al incremen-
tar el tamano (o contenido de fosfolipidos) y el conteni-
do de colesterol de las dHDL (78) (79), y estos factores
modifican la conformacién de la region central dismi-
nuyendo su grado de exposicion, se ha propuesto que
la formacién del dominio de inserciéon activo podria
ser dificultada en dHDL grandes y ricas en colesterol
(81). Es de mencionar que todos estos estudios fueron
llevados a cabo en dHDL reconstituidas por didlisis de
colato; y que entre los dos tipos de arreglos configura-
cionales (LL5/5 o LL5/2) que han sido detectados en
estos complejos lipoproteicos, sélo en el caso del arre-
glo LL5/2 estos pares de hélices estarian lo suficiente-
mente cercanos entre si para permitir la formacion del
ramillete intermolecular.

Con un péptido sintético que abarca la secuencia
del par de hélices Y central (Al 77-120), se obtuvo evi-
dencia de que esta region se comporta como un do-
minio estructural y funcionalmente independiente del
resto de la molécula de apoAl y que podria cumplir un
rol importante en varias funciones de apoAl (51). En
cuanto a sus propiedades estructurales, Al 77-120 pre-
senta un considerable contenido de hélice (23%) para
un péptido de 44 residuos. Su unién a membranas
ocurre sin grandes cambios en la estructura secunda-
ria, pero con modificacion de su estructura cuaterna-
ria: es esencialmente monomeérico en solucion acuosa,
pero tetramérico en el estado unido a membrana. Al
igual que 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 unién en comparaciéon con membra-
nas 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 contribucién de las otras hélices
a la interaccién apoAl/membrana. Esta relativamente
baja afinidad seria importante para producir un ancla-
je reversible a la membrana.



IX. Importancia funcional del par
central de hélices Y. Respuestas

celulares alteradas a la mutante
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La velocidad de intercambio de colesterol entre
dHDL vy vesiculas lipidicas se correlaciona con la capa-
cidad de interaccién (82), indicando que el anclaje de
los discos a la membrana facilita o cataliza el intercam-
bio de colesterol. Al respecto, se determiné que tanto
apoAl como el péptido Al 77-120 pueden promover la
desorcion de colesterol desde membranas fosfolipidi-
cas como se detect6 usando un andlogo fluorescente de
colesterol (dehidroergosterol) o con colesterol radio-
marcado (51). Como la desorcion es la etapa limitante
en el intercambio de colesterol, el mismo seria facilita-
do por el anclaje de dHDL a la membrana mediante la
insercion del par central de hélices Y.

La hipotesis original de Rothblat (80) atribuye la
disminuciéon de afinidad de dHDL por la membrana a
su conversion de disco a esfera mediada por LCAT. Sin
embargo, como la actividad de LCAT es muy baja en
linfa y liquido intersticial (83), la conversion de disco
a esfera deberia ocurrir en plasma. Los resultados de
este trabajo indican que el aumento de tamano de las
dHDL (por la captacion de fosfolipidos) y el enrique-
cimiento en colesterol serian los determinantes de la
disminucién de afinidad por la membrana que permiti-
ria la liberacion de grandes discos ricos en colesterol a
la circulacion donde serian un buen sustrato de LCAT.

Recientes mediciones de la capacidad de dHDL re-
constituidas con DMPC para remover colesterol de cul-
tivos de macréfagos murinos indicaron que las dHDL
reconstituidas por la reaccion de micelizacion directa
son mas activas que aquellas reconstituidas por dialisis
con colato las que presentaron un muy bajo nivel de
actividad. Esto podria ser explicado por la imposibili-
dad de que pueda formarse el ramillete intermolecular
de los pares de hélices Y centrales en la configuraciéon
LL5/5 (mayoritaria en las dHDL reconstituidas con
colato). Sin embargo, es bien conocido que dHDL re-
constituidas por didlisis de colato con POPC son activas
para remover colesterol de macréfagos (84) y células
CHOKI (85). Aunque futuros estudios son necesarios
para aclarar esta aparente discrepancia, la misma po-
dria ser atribuida en principio a las diferentes propieda-
des de DMPC y POPC. La mayor fluidez de las bicapas
de POPC podrian permitir una mas rapida reorganiza-
cioén de las dHDL o la liberacion de apoAl libre o pobre
en lipidos que pueda mediar la remocién de colesterol
mediante la generacién de nuevas dHDL nacientes por
la accion de ABCAL.

Otras evidencias de la importancia funcional de esta
region del centro de apoAl provienen de estudios con
cultivos celulares y del uso de mutantes de apoAl. Por
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un lado, se determiné que el péptido Al 77-120 es tan
efectivo como apoAl para promover la salida de coles-
terol de células CHOKI (51)(85) y para movilizar de-
positos intracelulares de colesterol hacia la membrana
plasmatica como aquel disponible para ser esterificado
por ACAT (86). Por otro lado, aunque la captacion de
colesterol de la membrana plasmatica no esta afectada,
la capacidad de movilizar depésitos intracelulares de
colesterol en células CHOKI que presenta la apoAl tipo
salvaje, practicamente desaparece por la delecion del
residuo de lisina de posicion 107 (ApoAl AK107). Esta
es una variante natural presente en el 0,1% de la pobla-
cién, cuyos portadores tienen un metabolismo alterado
de las HDL e incrementado riesgo aterogénico (86). Se
puede predecir que una delecion puntual en una héli-
ce anfipatica modificara el registro o la orientaciéon de
las caras hidrofilica e hidrofébica por unos 90-100° lo
que puede alterar las propiedades de interaccion con
lipidos o con otras proteinas. Por otro lado, estas res-
puestas celulares no son alteradas cuando las dos héli-
ces Y centrales (residuos 88-12) son reemplazadas por
las dos hélices Y del extremo C (residuos 209-243) (85)
indicando que no se requiere de una secuencia exacta
mientras se mantenga la distribucién de cargas tipo Y
en la region central. Esta respuesta celular a apoAl es
menos clara en el caso de macrofagos que pueden alma-
cenar grandes cantidades de CE (84). Sin embargo, en
ambos tipos de células, macréfagos y CHOKI, el trata-
miento con AK107 resulta en un dramdtico incremento
(mas de 10 veces) del nivel celular de la proteina ACAT
en comparacion con el tratamiento con apoAl salvaje.
Ya que no se modifican los niveles de mARN, esto po-
dria deberse a una desregulacion a nivel traduccional
o de la degradacion de ACAT. Como la activacion de
ACAT es un paso clave en la conversion de macrofagos
en células espumosas, es posible que estas respuestas al-
teradas a AK107 puedan estar relacionadas al incremen-
tado riesgo aterogénico de los pacientes portadores de
la mutacion.

X. Conclusiones generales

Resumiendo, los resultados permitieron postular
que el par de hélices Y del centro de la molécula de
apoAl (hélices 3-4) conformaria un dominio de inser-
ciéon en membranas que funciona con relativa indepen-
dencia del resto de la molécula de apoAl. Al interactuar
con la region homologa de otra molécula de apoAl en
un dimero, formaria un ramillete intermolecular activo
estabilizado por uniones salinas, que a diferencia del
resto de las o-hélices de apoAl se incrusta en la capa ex-
terna de la membrana perpendicularmente a la superfi-
cie. Ademas de ser funcional en el caso de la apoAl libre
de lipidos, también podria serlo en las dHDL, donde
la formacion del ramillete intermolecular activo, y por
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tanto la modulacién de su actividad, puede depender
de diferentes factores como: a) la configuracién o re-
gistro de una molécula de apoAl respecto de la otra
en el disco, siendo activo en la configuracion LL5/2 e
inactivo en la LL/5/5, y b) el tamano y contenido de
colesterol de las dHDL que dificultarian su formacion.

Ademas de tener un rol en el anclaje de dHDL a
membrana y facilitar el intercambio de colesterol, este
dominio también podria funcionar como disparador
de senales intracelulares que resultan en la modulacién
de ACAT y movilizaciéon de depésitos endogenos de co-
lesterol. Aunque no parece requerir de una secuencia
exacta mientras se mantenga la distribucion de cargas
tipo Y, se requiere de la correcta orientaciéon de las o-
hélices anfipaticas que lo conforman, la que es afectada
por una delecién como en el caso de la mutante AK107.
Futuros estudios son necesarios para entender con ma-
yor detalle tanto los cambios conformacionales invo-
lucrados en la formacion del dominio activo como los
mecanismos moleculares involucrados en las respuestas
celulares alteradas a AK107
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