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ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la
mayor causa de muerte a nivel mundial (Figura 1), siendo la lesién aterosclerdtica la causa mas importante

de muchas de ellas (Figura 2) (Mendis et al, 2011).

B Enfermedades
Cardiovasculares

B Enfermedades Transmisibles,
Condiciones Nutricionales,
Maternales y Perinatales

B Otras Enfermedades No
Transmisibles

= Heridas

Figura 1 — Causas de mortalidad, segun OMS (a partir de Mendis et al, 2011).

Por ejemplo, los ataques al corazén y los accidentes cerebrovasculares (ACV) se deben sobre todo a
obstrucciones de los vasos sanguineos del corazén y el cerebro, respectivamente, que impiden que la

sangre fluya hacia estos 6rganos. Su principal causal es la aterosclerosis.

Ejemplo: ataque al
corazé

Cardiopatia Isquémica

Debidas a - Enfermedad Ejemplo: ACV
 aterosclerosis \\E cular
nfermedades de la aorta Jl Incluye hipertensiony i
y demas arterias S arteriopatias perifericas {

 Lardiovascu .ar.e.s.‘ Cardiopatia Congénita
Cardiopatia Reumatica

NO debidas a !
E aterosclerosis

Miocardiopatias

Arritmias cardiacas

Figura 2 — Enfermedades Cardiovasculares (a partir de Mendis et al, 2011).

ATEROSCLEROSIS Y COLESTEROL

La aterosclerosis es una enfermedad focal de la pared arterial que afecta arterias de tamafio medio
y grande, principalmente en donde se producen perturbaciones del flujo laminar de la sangre como, por

ejemplo, bifurcaciones arteriales (Moore & Tabas, 2011). Es un proceso patoldgico complejo que se
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desarrolla a lo largo de muchos aios, siendo la principal enfermedad humana relacionada al metabolismo
del colesterol. Aquellos factores que promueven el proceso aterosclerdtico se denominan factores de
riesgo (Tabla 1), siendo los mas importantes los factores conductuales. La hipercolesterolemia (hereditaria
y/o inducida por la dieta) es un factor de riesgo muy importante de la aterosclerosis (Mendis et al, 2011).
Para comprender la importancia de la hipercolesterolemia en el desarrollo de la aterosclerosis se debe

comprender el transporte del colesterol en el organismo, y de los efectos celulares de su acumulacién.

‘ Tabla 1. Factores de riesgo de aterosclerosis (a partir de Mendis et al, 2011)

Conductuales Metabélicos Otros
Consumo de tabaco Hipertension Avance de la edad
Sedentarismo Diabetes Sexo

Dieta poco saludable
(rica en sal, grasas y calorias)
Consumo nocivo de alcohol Sobrepeso y obesidad Predisposicion genética
Factores psicoldgicos
(estrés, depresion, etc)

Hiperlipidemia Pobreza y bajo nivel educativo

Transporte de colesterol en el organismo

Existen dos fuentes de colesterol para las células del organismo: la sintesis de novo y el colesterol
proveniente de la dieta (Figura 3). La sintesis de novo de colesterol puede ser llevada a cabo por todas las
células nucleadas del organismo (lkonen, 2008) a partir de acetil-coenzima A (acetil-CoA) a través de la ruta
del mevalonato y es responsable del 70% del colesterol total del organismo. La produccién de colesterol
por parte de los tejidos extrahepdticos es similar a la produccién hepatica (Chang et al, 2006). La mayoria
de las células del organismo satisfacen sus requerimientos de colesterol mediante este proceso (Tabas,

2002).

El colesterol de los alimentos es absorbido por los enterocitos del intestino delgado e incorporado,
junto a triglicéridos (TG), en los quilomicrones para su transporte hacia el higado. Los quilomicrones son las
lipoproteinas de mayor tamafio y menor densidad, compuestas aproximadamente 85% de TG, 9% de
fosfolipidos (FL), 4% de colesterol y 2% de proteina, siendo la apolipoproteina B48 la proteina principal
(lkonen, 2008). A lo largo de su camino hacia el higado, parte de los triglicéridos son hidrolizados y se
incorporan otras apolipoproteinas, como la apolipoproteina E. Este proceso convierte a los quilomicrones

en lo que se denomina “quilomicrones remanentes”, los cuales son captados por los hepatocitos.

El colesterol incorporado a través de la captacidn de los quilomicrones remanentes, es secretado por
los hepatocitos en lipoproteinas de muy baja densidad (very low density lipoproteins, VLDL), compuestas
aproximadamente 50% de TG, 20% de colesterol, 20% de FL y 10% de proteinas, siendo la apolipoproteina
B100 la principal (lkonen, 2008). En su paso por la circulacién, las VLDL pierden progresivamente TG, por lo
que, proporcionalmente, su contenido de colesterol aumenta, convirtiéndose en ultima instancia en
lipoproteinas de baja densidad (low density lipoproteins, LDL). Las LDL son las principales lipoproteinas

involucradas en el transporte de colesterol hacia los tejidos, donde son captadas e internalizadas mediante

4



endocitosis mediada por receptor. Este proceso de transporte del colesterol, desde su sintesis y/o absorcion
(Annema & Tietge, 2012) hasta su captacidn por parte de las células recibe el nombre de Transporte Directo
del Colesterol.

Via Exdgena Via Endogena
Grasa de la Acidos Billares y LDL

dieta colesterol ® o
)/—\\ / .:: ApoB-100 Bheacicii DL

Y

o

[ @ ) ~Receptores LDL

Higado Tejidos Extrahepaticos
Colesterol de
v ladieta \
Receptor / -
|
|
Quilomicrones
Quilomicrones AR VLDL DL HDL
ApoE O ApoE ApoE @ @ 9®@ Aot o %, Apoal
clII O 848 cI .. @® . 5100 0% 80 Al
oo SO s o° % 5
\ I/A
Capilares : Capilares
LCAT
Lipopratein lipasa Lipopratein lipasa

Acidos Grasos Libres Acidos Grasos Libres

a !
Tejido Adiposo, Misculo Tejido Adiposo, Miisculo

Figura 3 —Transporte Directo de Colesterol, mostrando el camino seguido por el colesterol de la dieta hasta el higado
(Via Exdgena) y el transporte del mismo, por el organismo (Via Enddégena). Modificado de Voet & Voet, 2010
(Capitulo 12).

En humanos, aproximadamente dos tercios del colesterol total es transportado por las LDL, mientras
que alrededor de un 20% por las Lipoproteinas de Alta Densidad (High Density Lipoprotein, HDL)
(Attie, 2007), llevando el exceso del colesterol celular desde los tejidos hacia el higado e intestino (ver mds

adelante). El resto del colesterol es transportado por las demas lipoproteinas.

Destino alternativo de las LDL y lesidn aterosclerodtica

Sin embargo, ademas de ser internalizadas por las células, las LDL pueden tener otro destino. Ante la
presencia de factores de riesgo, tales como altos niveles de LDL, tabaquismo, hipertensién, diabetes o
sedentarismo, se produce una disfuncidn en el endotelio arterial, por lo que las LDL pueden atravesarlo y
quedar atrapadas en la matriz extracelular del sub-endotelio o intima de las arterias, en donde pueden
sufrir una gran variedad de modificaciones, como oxidacion o agregacion. Algunos de los productos de la
oxidacion de las LDL activan la secrecidén de sustancias quimioatrayentes y la expresion de moléculas de
adhesidén por parte de las células del endotelio arterial. Los monocitos circulantes del torrente sanguineo
reconocen estas sefiales, migran hacia el sub-endotelio y una vez alli se diferencian en macréfagos

(Figura 4). Estos macréfagos a su vez segregan proteoglicanos que unen mas LDLs, jugando un importante
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rol en la amplificacién de la retencién de dichas lipoproteinas. Esta amplificacién contribuye a que la
aterosclerosis sea una enfermedad inflamatoria no resolutiva, debido a que los monocitos contintan
ingresando a la zona afectada y diferenciandose en macréfagos a medida que la lesién aterosclerdtica

progresa.

Los macréfagos encuentran tanto LDL nativas como modificadas y las fagocitan. La mayor parte del
colesterol contenido en las LDL fagocitadas se encuentra en forma de esteres de acidos grasos de colesterol,
los cuales son hidrolizados a colesterol y dcidos grasos dentro de los endosomas de los macrofagos. El
principal destino de dicho colesterol es su re-esterificacion mediada por la enzima acil-CoA:colesterol
aciltransferasa (ACAT). Los ésteres de colesterol (CE) resultantes son almacenados en goticulas lipidicas en
el citoplasma. La acumulacién excesiva de dichas goticulas da origen al término de célula espumosa con el
que se denomina a los macréfagos cargados de colesterol. La presencia de células espumosas por debajo
de la intima arterial es una caracteristica distintiva de la lesién aterosclerética. Esta acumulacién de ésteres

de colesterol en el interior de los macrdfagos es el punto de partida de la lesion aterosclerdtica.
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La acumulacién de células espumosas conduce a una lenta y progresiva oclusion del lumen arterial
(Figura 5). La lesion aterosclerdtica temprana es asintomatica debido a que la oclusion del lumen arterial
no compromete el flujo sanguineo. Luego de afios de progresion de la lesidn, las células espumosas, la
matriz extracelular, las células del musculo liso y el tejido cicatrizal derivado de éstas lentamente conducen
a un aumento de la oclusidn arterial, aunque solo existen sintomas ante exigencias fisicas. Esto se debe a
que la oclusidn arterial va aumentando tan lentamente que se dan mecanismos compensatorios, como
remodelacion vascular y formacién colateral de vasos (Tabas, 2004). Ademis, el tejido cicatrizal forma una

cubierta fibrosa que protege la lesidn subyacente, haciéndola estable.
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DISFUNCION ENDOTELIAL

NOMENCLATURA Y

SIGNIFICADO HISTOLOGICO

Lesion inicial
* Histolégicamente "normal”
¢ Infiltracion de macréfagos
¢ Células espumosas aisladas

Estria grasa
* Acumulacion intracelular
de lipidos

Lesion intermedia
¢ Acumulacion intracelular
de lipidos
¢ Depositos externos
de lipidos

Ateroma

¢ Acumulacion intracelular
de lipidos

¢ Nucleos de lipidos
extracelulares

Fibroateroma

* Nucleos lipidicos simples
o multiples

 Capas de fibrosis
o calcificacion

Lesion complicada
+ Defectos de superficie
* Hemorragia o hematoma
* Trombosis
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Figura 5 — Etapas de la lesion aterosclerdtica.

Colesterol intracelular y su citotoxicidad

macrofagos presentes en el subendotelio (Figura 4).

la placa aterosclerética, lo que promueve la coagulacion y trombosis.

o hematoma

Una minoria de las lesiones progresa a un punto en el cual generan eventos vasculares agudos. Estos
eventos se deben a trombosis luminales agudas, que conducen a dafios en el érgano afectado. Una posible
explicacion propone que una minoria de las lesiones se vuelve necrética y altamente inflamatoria,
desestabilizdndose la placa aterosclerdtica, lo que eventualmente conduce a la ruptura de su cubierta

fibrosa protectora. Esto pone en contacto la sangre que circula por el lumen de la arteria con el material de

La causa por la cual la lesidn aterosclerdtica se vuelve necrética es la acumulaciéon de FC en los

La internalizacion de las LDL conduce a un aumento en el contenido celular de colesterol. El

mantenimiento de concentraciones intracelulares éptimas de colesterol es esencial para el desarrollo,

funcionamiento y viabilidad celular, siendo toxico un exceso del mismo (Rader et al, 2009).



En condiciones normales, las células mantienen un gradiente de colesterol a través de las vias de
secrecién, con las menores concentraciones de colesterol en el reticulo endoplasmico (ER) y las mayores
en la membrana celular (lkonen, 2008; Schimitz & Grandl, 2009), movilizandose el colesterol entre la
membrana, el ER y la mitocondria. Sin embargo, la acumulacidn excesiva de colesterol libre (FC) en las
células (incluidas las espumosas) puede conducir a su apoptosis (Zhang & Kaufman, 2003), como a su
necrosis. Ambos procesos han sido observados tanto por criterios morfolégicos como bioquimicos en
macrofagos cargados de FC (Tabas, 2002; Tabas, 2004). Del analisis de material proveniente de lesiones
aterosclerdticas se ha determinado que a medida que avanza la lesién se produce un aumento en el
contenido de FC intracelular y una disminucidn de los niveles de CE (Tabas, 2002). Esto se puede explicar
considerando que uno o mas de los mecanismos que posee la célula para evitar la acumulacidn de FC fallan

(Tabas, 2002; Tabas, 2004).

Para mantener un rango de fluidez de membrana correcto existe una relacidn fisiolégica FC/FL en las
membranas de las células (Tabas, 2002). Cuando esta relacion se eleva sobre el valor fisiolégico la fluidez
de las membranas comienza a disminuir, lo que afecta el funcionamiento de las proteinas integrales, que
requieren una determinada libertad conformacional. Si la rigidez de membrana aumenta demasiado, la
actividad de estas proteinas puede ser inhibida por completo. Algunas de estas proteinas son la
Na*-K*-ATPasa, adenilato ciclasa, transportadores de glucosa y aniones organicos, etc. Esto no solo ocurre
en la membrana celular, sino que también se han observado fenédmenos similares en proteinas que se
encuentran en membranas internas de las células. Es por ello que se considera que los altos niveles de FC
intracelular producen la muerte de la célula en parte inhibiendo una o varias proteinas integrales de

membrana mediante la disminucién de la fluidez de membrana.

Sin embargo, existen resultados que sugieren que el ER es mas importante en la muerte celular
inducida por colesterol que la membrana celular (Zhang & Kaufman, 2003). El ER es responsable de la
maduracién, plegamiento, transporte y almacenamiento de proteinas y es el principal almacén celular de
calcio. La acumulacién de colesterol en la membrana del ER conduce a una disminucidn de las reservas de
calcio, lo que induce la via de sefializacion UPR (Unfolded Protein Response), la cual media la apoptosis
celular inducida por colesterol. La via UPR se induce ante situaciones de estrés del ER, como una
acumulacién de proteinas mal plegadas, sintesis elevada de proteinas de secrecion, alteracién de la
homeostasis de calcio o deprivacidn de glucosa. Esta via genera respuestas adaptativas que permiten la
supervivencia celular mientras dure la situacidn de estrés. Sin embargo, si la situacidn de estrés continda,

la activacién prolongada de la via UPR conduce a la apoptosis celular por multiples caminos.

Ademas de lo anterior, la acumulacién de FC puede bloquear vias de sefializacion. También pueden
formarse cristales intracelulares de colesterol cuando la relacién FC/FL llega a niveles muy elevados. Estos
cristales pueden producir dafios fisicos en las células. Otro efecto de la acumulacion de colesterol es su

oxidacion y formacion de oxisteroles, muchos de los cuales son citotdxicos (Tabas, 2002).
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Tanto la necrosis como la apoptosis de las células espumosas conduce a la liberacidn del contenido
intracelular en la placa aterosclerdtica, lo que puede contribuir a desestabilizarla, provocar su ruptura y

posterior generacion del trombo (Tabas, 2002; Tabas, 2004).

Mecanismos de defensa ante la citotoxicidad de colesterol libre

La acumulacion de CE en goticulas lipidicas por parte de los macréfagos es un mecanismo de defensa
ante la acumulacién del FC intracelular, aunque como se ha explicado, es el punto de partida de la lesion
aterosclerdtica. Sin embargo, existe otro mecanismo de defensa ante la acumulacién del FC: La mayoria de
las células en los tejidos extra-hepaticos (a excepcidon de los tejidos estereidogénicos), incluidos los
macréfagos, no pueden catabolizar el colesterol y solo pueden eliminarlo mediante su eflujo hacia
aceptores extracelulares como las HDL, que transportan el exceso de colesterol celular hacia el higado para
su catabolismo. Este proceso de transporte del colesterol desde los tejidos extra-hepaticos hacia el higado
para su eliminacién en la bilis y las heces recibe el nombre de Transporte Reverso de Colesterol (Reverse

Colesterol Transport, RCT).

En el inicio de la lesién aterosclerdtica, un desbalance entre la captacidon de colesterol por los
macroéfagos vy el eflujo del mismo es lo que conduce a la acumulacidn de las goticulas lipidicas y posterior
formacién de las células espumosas. Es por ello que, aunque muchos factores afectan el desarrollo de la
aterosclerosis, la principal causa de la enfermedad es la desproporcion entre las lipoproteinas
ateroprotectoras, como las HDL, y las pro-aterogénicas, como las LDL. Numerosos estudios epidemiolégicos
muestran que los niveles de colesterol en las HDL (HDL-C) se encuentran inversamente relacionados con el

riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular.

Es por ello que el mayor interés biomédico respecto del RCT se debe a su relaciéon con la
aterosclerosis, ya que se cree que es el principal proceso por el cual las HDL protegen al organismo de las
enfermedades cardiovasculares aterosclerdticas: el eflujo de colesterol de las células espumosas de la

intima arterial puede proteger contra la progresiéon y complicaciones de la enfermedad.

RCT, HDLy EFLUJO DE COLESTEROL

La velocidad de eflujo de colesterol depende del estado del colesterol celular, los niveles de
transportadores y del tipo y concentracién de aceptores extracelulares (Rader et al, 2009). El paso limitante
de la velocidad del RCT es el eflujo del colesterol celular hacia los aceptores extracelulares (Fu, 2010), siendo

las HDL los principales.

HDL: Heterogeneidad y clasificaciéon

Las HDL del plasma humano generalmente se definen como aquellas lipoproteinas con densidades
en el rango de 1,063 g/ml a 1,21 g/ml. Debido a esta definicion tan simple en la cual solo se tiene en cuenta
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su densidad, las HDL son en realidad un grupo muy heterogéneo de particulas que pueden ser separadas
dentro de subclases bien definidas en base a diferentes propiedades fisicoquimicas (Wrdblewska, 2011).
Mediante ultracentrifugacion las HDL pueden ser divididas en dos subfracciones, HDL, y HDLs, de diferentes
densidades, tamafios y composicidén (Tabla 2). A su vez, estas pueden ser subdivididas en diferentes clases
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente en condiciones no desnaturalizantes
(Tabla 3). Mas alla de las diferencias entre las distintas clases de HDL, la principal apolipoproteina

constituyente es la apolipoproteina A-l (apo A-l).

Tabla 2. Caracteristicas de las HDL, y HDL3 humanas

Fraccion HDL, HDLs
Densidad (g/ml) 1,063 -1,125 1,125-1,210
Didmetro de particula (nm) 8,8—12,9 7.2-8.8
Composicion quimica (% p/p)
- Proteina total 38,6 50,9
- Fosfolipidos 32,5 29,0
- Colesterol libre 5,2 2,5
- Esteres de colesterol 19,3 15,1
- Triglicéridos 4,5 2,6
Apo A-l (% p/p de proteina total) 80,1 65,7
Apo A-ll (% p/p de proteina total) 12,0 25,7
Subfraccién Densidad Tamaiio de particula
media (g/ml) medio (nm)
HDL2p 1,085 10,57
HDL2a 1,115 9,16
HDLsa 1,136 8,44
HDLsp 1,154 7,97
HDLsc 1,171 7,62

Aunque se utiliza normalmente esta definicion, la fraccion de densidad indicada no contiene la
totalidad de las particulas de HDL. Se han observado particulas de HDL de densidades mayores a 1,21 g/ml
que pueden actuar como aceptores del colesterol celular. Ademas, dichas particulas poseen una menor
velocidad de migracién en ensayos de electroforesis en geles de agarosa (movilidad electroforética pre-B)
qgue la mayoria de las HDL (movilidad electroforética a). Esta diferencia fue atribuida a la ausencia de un
nucleo de lipidos neutros en las particulas con movilidad pre-B (Davidson et al, 1994). La ausencia de dicho
nucleo hace que estas particulas posean forma de discos en lugar de ser esféricas. Se ha propuesto que el
colesterol incorporado en el centro de las particulas esféricas reduce la penetracidon de las proteinas
estructurales en la superficie lipoproteica, lo que tiene como efecto una normalizacién del pK de ciertos
residuos cargados (Jayaraman et al, 2010). Esta normalizacién de los pK confiere a las particulas esféricas
una mayor carga neta negativa con respecto a las particulas discoidales, por lo que su movilidad
electroforética es mayor. A las particulas discoidales con movilidad electroforética pre-p se las denomina
pre-B HDL, las que pueden ser a su vez subdivididas en pre-B: y pre-p. (Tabla 4). La Unica proteina
encontrada en estas particulas es apo A-I. Existe un tercer tipo de pre-B HDL, las pre-Bs, que a diferencia de
las otras presenta asociada a su estructura la lecitina:colesterol aciltransferasa (lecithin:cholesterol

acyltransferase, LCAT), la proteina transportadora de esteres de colesterol (cholesterol ester transport
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protein, CETP) y apolipoproteina D ademas de apo A-l. Sin embargo, el término pre-p HDL no hace
referencia solo a estas particulas lipoproteicas, sino que también abarca a la apo A-l libre de lipidos, ya que
se ha reportado su presencia en el plasma humano y la misma también migra con movilidad pre-p cuando

se la somete a electroforesis en geles de agarosa.

Tabla 4. Caracteristicas de subespecies pre-8 HDL humanas

pre-B1 pre-B2

Fraccion de apo A-l total en sujetos sanos (%) 4,6-6,3 0,9-4,3
Masa molecular (kDa) 65 - 80 325
Contenido apo A-1 (% p/p) 47,5 21,5
Contenido fosfolipidos (% p/p) 44,6 73,8
Contenido Colesterol libre (% p/p) 7,6 5,7
Subfraccidn; didmetro de particula (nm) Pre-B1a; 5,79 Pre-Ba2s; 13,74

Pre-Bav; 5,37 Pre-Bav; 12,58

Pre-Ba; 12,17
Las pre-B HDL son los primeros aceptores extracelulares del colesterol en el RCT. El mayor porcentaje
del eflujo de colesterol depende de estas particulas, aunque sean la fracciéon minoritaria de particulas de
HDL circulantes en el plasma [1% a 25% del total en sujetos normolipidémicos (Wrdblewska, 2011)]. Los
diferentes tipos de particulas (apo A-l libre de lipidos, pre-B1 HDL, etc.) representan estados sucesivos del
RCT y maduracion de las HDL. Aungue se encuentran en baja concentracion en el plasma, se encuentran en

una concentracion relativamente alta en la linfa (Tricerri et al, 1998).

Eflujo celular de colesterol libre y RCT

El Transporte Reverso de Colesterol es la via por la cual el colesterol en exceso en los tejidos
extrahepaticos es transportado hacia el higado e intestino para su eliminacion (Figura 6). Existen diferentes

vias por las cuales el colesterol libre puede abandonar las células, las cuales incluyen (Rader et al, 2009):

1) El eflujo hacia apolipoproteinas, principalmente apo A-l libre de lipidos, mediada por el
transportador ATP Binding Cassette Al (ABCA1).

2) El eflujo hacia particulas de HDL mediado por el transportador ABCG1.

3) El eflujo hacia particulas de HDL por otros mecanismos, como posiblemente el transporte

mediado por el Scavenger Receptor class B type | (SR-BI) y la difusion pasiva.

Los transportadores ABCA1 y ABCG1 actuan de forma cooperativa: ABCA1 lipida apo A-l libre de
lipidos (o pobremente lipidada) para generar las particulas de HDL nacientes (nHDL), las cuales sirven de
sustrato para el eflujo de colesterol mediado por ABCG1. Este transportador facilita el eflujo de colesterol

hacia las HDL maduras, pero no hacia apo A-l pobremente lipidada (Rader et al, 2009).

El transportador SR-BI puede promover el eflujo de colesterol hacia particulas de HDL maduras in
vitro, aunque también puede promover la captacién del colesterol (libre o esterificado) contenido en
particulas de HDL (HDL-C). Por este motivo, SR-BI es un transportador bidireccional (Rader et al, 2009). La
direccion del flujo de colesterol depende de las cantidades de colesterol libre en las células y en los

aceptores.
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Figura 6 — Transporte Reverso de Colesterol (RCT). El higado y el intestino delgado sintetizan y liberan al torrente sanguineo apo
A-l libre de lipidos, pobremente lipidadas y particulas de pre-8 HDL (1). Las moléculas de apo A-I libres de lipidos y pobremente
lipidadas forman mds particulas de pre-8 HDL al adquirir fosfolipidos y colesterol libre por accion del transportador ABCA1 de
los tejidos extra-hepdticos (2). Estas particulas, actiuan como aceptores del colesterol de las células periféricas a través del
transportador ABCG1 (3). Sobre las particulas de pre-8 HDL cargadas de colesterol actua la enzima LCAT (4), que esterifica el
colesterol, formando particulas esféricas de HDLs; con un ntcleo neutro de CE. Estas particulas esféricas también pueden actuar
como aceptores del colesterol celular a través del transportador ABCG1 (5). Las particulas esféricas generadas inicialmente
(HDL;) también son sustrato de LCAT (6), generdndose particulas esféricas de mayor tamaiio (HDL;), que también son aceptores
de colesterol de ABCG1 (7). En los macrdfagos, el receptor SR-BI actua transportando el exceso de colesterol hacia las particulas
de HDL esféricas (8). Las particulas esféricas de HDL pueden intercambiar ésteres de colesterol con lipoproteinas que contienen
apo B (LDL, VLDL, IDL) por accidn de la proteina CETP (9). Esta proteina transporta los CE desde las particulas de HDL hacia las
lipoproteinas que contienen apo B, y triglicéridos en la direccion inversa (transferencia heterotipica). El colesterol de estas
particulas (con apo B) puede ser captado por el higado mediante el receptor LDL (10), aunque el aumento del LDL-C puede tener
efectos pro-aterogénicos, al poder tener como destino la intima arterial (11). CETP también transfiere CE entre las diferentes
particulas de HDL (transferencia homotipica), generdndose particulas de HDL y pre-8 HDL a partir de particulas de HDL3 (12).
El colesterol transportado por las particulas de HDL; puede ser captado por dicho érgano mediante el receptor de HDL (13) o
por accion del receptor SR-BI, liberdndose particulas de pre-8 HDL o apo A-I pobremente lipidada (14). El colesterol captado por
el higado mediante las distintas vias es eliminado a través del intestino en forma de dcidos biliares (15). En la figura no se ilustra
el “TICE” (ver texto), por el cual parte del HDL-C se excreta directamente hacia el intestino. Apo A-1 no lipidada se elimina de la

circulacion y es catabolizada por los rifiones.

La lipidacion extracelular de apo A-l antes mencionada no es el Unico mecanismo de generacion de
nHDL in vivo. Apo A-l puede ser lipidada intracelularmente, ya sea por lipidaciéon de la proteina recién
sintetizada (en células hepaticas e intestinales), o mediante la internalizacidon de apo A-lI del medio y su

posterior retroendocitosis como particulas de nHDL.
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Se considera que de un 20% a un 50% de la apo A-l recién sintetizada es lipidada intracelularmente
(Wroblewska, 2011). En el ER, apo A-l sufre una fosfolipidacion temprana independiente de ABCA1,
probablemente durante o inmediatamente después de su traduccidn. El ER es el lugar de sintesis de FL, por
lo que existe una alta actividad especifica de PC sintetizadas. Debido a la avidez de apo A-l que se estd
sintetizando/traslocando por FL para conseguir un plegamiento correcto, se forma un complejo transicional
apo A-I/FL. A medida que el complejo transita desde el ER hacia el Golgi, y a través de éste, pierde el exceso
de FL, resultando en un complejo lumenal estable. El colesterol sintetizado de novo es transferido a éstas

particulas en el Golgi (Maric et al, 2005).

Respecto de la via de retroendocitosis, se considera que apo A-l puede ser internalizada en
endosomas, en donde puede adquirir lipidos y posteriormente ser re-secretada al medio en forma de nHDL.
Si se tiene en cuenta la cantidad de apo A-l internalizada y la fracciéon de la misma que es secretada
nuevamente al medio sin degradar, y considerando el tiempo que demora apo A-l en interaccionar con las
membranas (tanto membrana plasmatica como de la via endocitica) y ser liberada, las particulas de nHDL
generadas por esta via representan aproximadamente un 1,4% del total de particulas de nHDL generadas

(Denis et al, 2008).

Aproximadamente un 70% de las particulas de nHDL circulantes se originan en el higado, y el 30%

restante en el intestino (Wrdblewska, 2011).

Una vez que el colesterol celular ha sido removido y se encuentra en las particulas de HDL, la enzima
LCAT lo convierte en ésteres de colesterol. Esto permite mantener el gradiente de colesterol libre entre las
células periféricas y las HDL plasmaticas. Sin embargo, la esterificacion no es un paso critico para el
catabolismo del colesterol, ya que el colesterol sin esterificar contenido en las HDL también puede ser

captado por los hepatocitos para su catabolismo.

El HDL-C puede llegar al higado de dos formas diferentes en humanos. La ruta mas directa involucra
la captacion del HDL-C (esterificado o no) por los receptores SR-BI, con la consecuente liberacién de
particulas de HDL pobres en colesterol que pueden volver a participar del RCT. La otra ruta es la que
involucra la accion de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) (Figura 6). En la
denominada transferencia “heterotipica”, CETP transfiere ésteres de colesterol de las HDL a lipoproteinas
gue contienen apolipoproteina B, las cuales son captadas por el higado mediante el Receptor de LDL (LDLR)
(Rader et al, 2009). Esta transferencia de lipidos puede tener efectos pro-aterogénicos debido al
incremento de los niveles de colesterol en las LDL (LDL-C), el cual puede tener como destino alternativo la
intima arterial. El otro mecanismo de accién de CETP, involucra la transferencia de CE entre diferentes
particulas de HDL, con la generacién de particulas de HDL; y pre- HDL a partir de particulas de HDLs. Esta
transferencia de CE, denominada “homotipica” por involucrar solo especies de HDL, posee efectos anti-
aterogénicos al aumentar los niveles de pre-8 HDL, disponibles para intervenir en el inicio del RCT, y de

HDL,, que pueden ser captadas por el higado.
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Ademas del higado, el intestino juega un papel fundamental en el RCT. No solo parte de la apo A-I
libre plasmatica y parte de las nHDL son sintetizadas en él, sino que ademas es el érgano encargado de la
excrecioén final del colesterol derivado de los tejidos periféricos. Esta excrecién final de colesterol no se
realiza solo en la forma de acidos biliares generados en el higado, sino también parte del HDL-C puede ser
excretado directamente hacia el intestino, sin pasar por el higado, proceso denominado eflujo de colesterol
trans-intestinal (Trans-Intestinal Cholesterol Efflux, TICE) (Brufau et al, 2011; Temel & Brown, 2012), que

representa un cambio de paradigma respecto del modelo de RCT antes indicado (Rader et al, 2009).

Relacién entre aterosclerosis, HDL-C y RCT

Se ha publicado una revisién (Rader et al, 2009) en la que se resumen resultados experimentales en
animales que indican los efectos de los diferentes transportadores, aceptores, vias de transporte y

receptores de colesterol (o CE) sobre los niveles de HDL-C, RCT y aterosclerosis:

a) La sobre-expresion de apo A-l promueve el RCT de los macréfagos, disminuyendo el
desarrollo de aterosclerosis. Deficiencia en la expresion de apo A-l aumenta el desarrollo de
aterosclerosis.

b) Mutaciones que generan pérdida de funcién en ambos alelos del gen que codifica para
ABCA1 en humanos produce lo que se conoce como enfermedad de Tangier, que se
caracteriza por deficiencias severas de HDL y acumulacidn de colesterol en macréfagos de
tejidos periféricos.

c) Ratones trasplantados con médula 6sea de ratones knock-out para ABCA1 presentaron
mayores desarrollos de lesiones aterosclerdticas, aun cuando presentan niveles normales de
HDL-C. En el caso de ratones trasplantados con médula ésea de ratones que sobre-
expresaban ABCAl se observd un menor desarrollo de lesiones ateroscleréticas.
Adicionalmente, macréfagos deficientes en ABCA1 demuestran un RCT significativamente
reducido in vivo.

d) Macrofagos que no expresaban ABCG1 poseen un menor eflujo hacia HDL maduras ex vivo,
como asi también RCT reducido in vivo. Sin embargo, la falta de expresion de ABCG1 ha sido
relacionada a un desarrollo reducido de lesiones aterosclerdticas, aunque esto puede
deberse a otros efectos compensatorios de ABCA1 y/o de susceptibilidad hacia la apoptosis
debida a LDL oxidadas.

e) Ratones knock-out doble para ABCA1 y ABCG1 presentaron mayores niveles de
aterosclerosis que ratones knock-out simple para cada uno de estos transportadores.

f) Elcolesterol recién transportado hacia las HDL es esterificado por la enzima plasmatica LCAT,
lo que ayudaria a mantener un gradiente de FC entre las membranas plasmaticas y las
particulas de HDL circulantes. La sobre-expresiéon de LCAT en ratones eleva los niveles de

HDL-C pero, sin embargo, no produce cambios en los niveles de desarrollo de lesiones
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aterosclerdticas o incluso se ha relacionado a niveles elevados. Adicionalmente a esto, la
sobre-expresion de LCAT reduce el RCT in vivo, aun elevando los niveles de HDL-C, ya que
esto se produce, en parte, a expensas de la reduccidon de los niveles de apo A-l pobremente
lipidada y consecuentemente el eflujo de colesterol mediado por ABCAL.

g) Ratones knock-out para LCAT, con niveles extremadamente bajos de HDL-C, han presentado
tanto reduccidon como aumento de aterosclerosis. Curiosamente este tipo de ratones han
mostrado niveles normales de RCT in vivo debido, en parte al menos, a altos niveles de apo
A-l pobremente lipidada y el eflujo de colesterol via ABCAL.

h) Losroedores, a diferencia de los humanos, carecen de CETP, que transfiere los CE de las HDL
hacia lipoproteinas que contienen apo B, lo que constituye una via alternativa de transporte
del HDL-C hacia el higado. La sobre-expresiéon de LCAT acompafiada de la expresién de CETP
reduce la aterosclerosis. Similares resultados se observaron mediante la sobre-expresién de
LCAT en conejos que expresan CETP. Adicionalmente, la expresion de CETP en ratones
provoca un aumento del RCT de los macréfagos.

i) En ratones que expresan receptores de LDL, la expresion de CETP aumenta el RCT y reduce
la aterosclerosis. En ratones que no expresan receptores de LDL, la expresién de CETP reduce
o no afecta el RCT y aumenta la aterosclerosis.

i) La sobre-expresion hepatica de SR-BI genera una gran disminucion de los niveles de HDL-C,
aunque esta sobre-expresion estd relacionada a una disminucidn sustancial de la
aterosclerosis. Ratones knock-out para SR-BI presentan niveles aumentados de HDL-C, como
asi también de aterosclerosis. Adicionalmente, la sobre-expresién hepatica de SR-BI provoca
un aumento del RCT, mientras que su eliminacién produce una disminucién del mismo.

Ratones knock-out para SR-BI que expresan CETP poseen niveles normales de RCT.

Tabla 5. HDL-C y RCT como predictores aterosclerosis

Manipulacion Genética Tejido Efecto en HDL-C 3 ef’ seagce i) .
macrofagos aterosclerosis

Sobre-expresion apo A-l Higado Incremento Incremento Disminucién
Knock-out apo A-I Todo el organismo Disminucién Disminucién Incremento
Sobre-expresion SR-BI Higado Disminucién Incremento Disminucién
Knock-out SR-BI Todo el organismo Incremento Disminucién Incremento
Expresion CETP Higado

Rat6n LDLR*/* Disminucién Incremento Disminucién

Ratén LDLR” Disminucion Neutro/disminucion Incremento
Sobre-expresion LCAT Higado Incremento Disminucién Incremento
Expresion LCAT + CETP Higado Variable Neutro Neutro
Knock-out LCAT Todo el organismo Disminucién Neutro Variable
Knock-out ABCA1 Macroéfago Sin Cambio Disminucién Incremento
Knock-out ABCG1 Macréfago Sin Cambio Disminucién Disminucidn
Knock-out ABCA1 +ABCG1 Macroéfago Sin Cambio Disminucién Incremento
Knock-out SR-BI Macroéfago Sin Cambio Neutro Variable
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De lo anterior se deduce que el RCT se encuentra intimamente relacionado al desarrollo y evolucion
de la aterosclerosis, siendo un mejor indicador de la misma que el HDL-C. Adicionalmente, no solo es un
mejor indicador, sino que el aumento del RCT de los macrdéfagos es una mejor herramienta terapéutica que

el aumento de los niveles de HDL-C.

A modo de resumen en la Tabla 5, se indicaron aquellos casos en los que se ha determinado que el
RCT es un mejor predictor de aterosclerosis (ambos parametros en verde) que el nivel estacionario de

HDL-C (en rojo).

HDL nacientes y apo A-I

Las nHDL contienen dos moléculas de apo A-l en su estructura. Sin embargo, algunos autores han
demostrado que existen particulas conteniendo solo una molécula de apo A-l. Estos dos tipos de particulas

pueden representar estados sucesivos de la generacién de las nHDL (Wrdblewska, 2011).

La molécula de apo A-l es un polipéptido de 243 aminoacidos (Figura 7), con un peso molecular de
28,1 kDa. Se estima que el 80% de apo A-l es sintetizada por el higado, y el 20% restante por el intestino.
La lipidacion de apo A-l esta acompafiada por una transicién desde una estructura compacta hacia una
estructura mas extendida de conformacién estable. Dicha transicién implica un incremento del contenido

de a-hélice desde 40-50% hasta 70-80% (Wrdblewska, 2011).
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Figura 7 — A, secuencia de apo A-I WT. Los aminodcidos 1 a 43 forman el dominio N-terminal, mientras que los aminodcidos 44 a
243 forman el dominio C-terminal. En verde se indica la hélice de clase “G*” predicha en el dominio N-terminal de apo A-I libre de
lipidos, en azul se indican las hélices de clase “A”, y en naranja se indican las hélices de clase “Y” de las particulas lipoproteicas
discoidales. Los numeros superiores indican la hélice correspondiente. Las lineas rojas indican las hélices predichas
(Klon et al, 2002a) que podrian participar en la formacion de dHDL de diferentes tamarfios. B, Representacion grdfica de la secuencia
de apo A-l, con indicacién de las hélices y su clasificacion (de Mei & Atkinson, 2011). C, distribucidn de cargas en las hélices de clase
“A”y de clase “Y”. En negro se muestras los residuos hidrofobicos, en blanco los residuos polares no cargados, en azul los cargados
positivamente y en celeste los cargados negativamente (de Garda, 2007).
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Apo A-l contiene un dominio N-terminal globular compuesto por 43 aminoacidos (aminoacidos 1 a
43), codificado por el exon 3 del gen, y un dominio C-terminal compuesto por 200 aminodcidos
(aminoacidos 44 a 243), codificado por el exén 4 del gen. Los aminoacidos del dominio C-terminal
conforman diez repeticiones con periodicidad de a-hélices, separadas comunmente por prolinas. Ocho de
las repeticiones estdn compuestas por 22 residuos y las dos repeticiones restantes por 11 residuos
(Segrest et al, 1999; Klon et al, 2002a). Todas estas repeticiones constituyen hélices anfipaticas dentro de
la estructura de apo A-l, por lo que las mismas han sido numeradas de 1 a 10. Las hélices 3, 4, 9 y 10 se
clasifican como hélices de “Clase Y”, mientras que las restantes se clasifican como hélices de “Clase A”
(Figura 7C). Las hélices de clase “A” presentan aminodcidos cargados positivamente en ambos limites entre
las caras hidrofébica e hidrofilica de la hélice, y aminoacidos cargados negativamente en el centro de esta
ultima cara, con residuos polares neutros en la regién comprendida entre los aminoacidos cargados. Las
hélices de clase “Y” presentan aminodcidos cargados positivamente en ambos limites entre las caras de la
hélice, como asi también en el centro de la cara polar, con residuos negativos y polares neutros en la regién

comprendida entre las cargas positivas.

En el dominio N-terminal de apo A-l, se ha predicho la existencia de una hélice anfipatica de clase G*
cuando la proteina se encuentra libre de lipidos (Garda, 2007), como asi también, segun se indicara mas
adelante, se ha postulado la posible formacion de hasta tres hélices de 11 aminodacidos en particulas de
dHDL de diferentes tamafios (Klon et al, 2002a). En cristales de apo A-l truncada (A185-243), se determind
la presencia en el extremo N-terminal de dos hélices anfipaticas, una mayor (residuos 7-34) y una menor

(residuos 37-41) (Mei & Atkinson, 2011).

Actualmente el modelo mas aceptado de particula discoidal es el llamado modelo de “doble
cinturén”, en el cual dos moléculas de apo A-l, dispuestas de forma anti-paralela una de otra, cubren la
periferia de una pequefia porcidn discoidal de bicapa lipidica, formando dos anillos continuos de a-hélices

anfipaticas paralelos al plano de la bicapa (Segrest et al, 1999) (Figura 8).

Figura 8 — A, Esquema del modelo de “doble cinturén” de dHDL.
Dos moléculas de apo A-l (en azul y verde, visualizadas como
cintas), dispuestas de forma antiparalela, cubren la periferia de un
disco de bicapa lipidica (cabezas polares en naranja, cadenas
hidrocarbonadas en  gris), protegiendo las  cadenas
hidrocarbonadas de los FL de entrar en contacto con el medio
acuoso. B, Imagen generada a partir de una simulacion de
dindmica molecular de tipo “coarse-grained” (de grano grueso), en
la cual se muestra la estructura de un nanodisco de bicapa lipidica
con estructura de doble cinturdn desde vistas lateral y superior. En
verde y rojo se muestran las moléculas de apo A-l, en gris las
moléculas de FL.
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Las a-hélices “ideales” poseen una periodicidad de 3,6 aminoacidos por vuelta. Sin embargo, si las
a-hélices de apo A-l tuvieran dicha periodicidad, los aminoacidos hidrofébicos no se alinearian unos con
otros formando una cara, sino que generarian una “linea” que se curvaria a lo largo de la hélice, lo que haria
que parte de las cadenas laterales hidrofébicas quedaran expuestas al medio acuoso y algunas de las
cadenas laterales polares quedaran en contacto con las cadenas hidrocarbonadas de los FL (Figura 9A). Se
ha determinado que una periodicidad de aproximadamente 3,67 aminodacidos por vuelta hace que la
totalidad de los aminodcidos hidrofébicos forman una cara continua a lo largo de todas las hélices

(Figura 9B) (Segrest et al, 1999). Estas hélices de periodicidad 3,67 se denominan al11/3, debido a que se

requieren 18 aminodcidos para producir 5 vueltas, por lo que se denominan al18/5. De lo anterior, puede
verse que las repeticiones de 11 aminoacidos de apo A-l se corresponden a tres giros de hélice, mientras

que las repeticiones de 22 aminodcidos corresponden a seis giros de hélice.

A - Periodicidad: 3,6

B - Periodicidad: 3,67

E l‘)r\ffb

Figura 9 — Periodicidad de hélices de apo A-l'y formacion de una cara hidrofébica del dominio C-terminal (residuos 44 a 243). Los

circulos negros indican aminodcidos hidrofdbicos. Solo con una periodicidad de 3,67 aminodcidos por vuelta se logra formar una
cara hidrofdbica a lo largo de la molécula de apo A-I. Los numeros indican la denominacion que recibe cada una de las hélices
formadas por las repeticiones aminoacidicas (cada uno de los segmentos de las barras). Puede verse que las hélices 3 y 9
corresponden a las repeticiones de 11 aminodcidos. Las letras “P” indican las posiciones de residuos de prolina. Modificado de

Segrest et al, 1999.

Debido a que la fuerza de los enlaces de hidrogeno aumenta en ambientes de menor constante
dieléctrica, la cara hidrofébica de las hélices, en contacto con las cadenas hidrocarbonadas de los
fosfolipidos de las particulas discoidales, hace que las a-hélices de apo A-l se curven. Esto hace que las

mismas “abracen

considera que los residuos de prolina introducen pliegues regulares que permiten la correcta orientacion
de las hélices al encontrarse en el exterior de cada anillo helicoidal, con un angulo promedio de 40° (desvio

estandar de 17°) en la estructura cristalina determinada (Klon et al, 2002a).
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El modelo de doble cinturén permite explicar los diferentes tamafios de particulas de dHDL
observadas (Figura 10). Los modelos moleculares actuales de doble cinturdn se basan en la estructura de
a-hélice del dominio C-terminal. Los 200 aminoacidos de dicho dominio son suficientes para generar una
particula de rHDL de una circunferencia de 105 A sin espacio entre los extremos N y C-terminal de cada
molécula. Sin embargo, el analisis de la secuencia completa de apo A-l sugiere la existencia de hasta 3
hélices anfipaticas de 11 aminoacidos en el dominio N-terminal (correspondientes a los aminoacidos 11 a
21,22 a32y33a43, las que se denominan G*!, G*? y G*3, respectivamente). La adicidn secuencial de cada
una de estas hélices en el anillo antes mencionado permite obtener una particula de rHDL con una

circunferencia 5 A mayor, por lo que la adicién de dos hélices permite obtener particulas discoidales de

hasta 115 A.

Figura 10 — Esquemas de particulas de dHDL de diferentes didmetros. Solo se muestran las moléculas de apo A-I como cintas
grises (no se muestran las moléculas de FL). A, particula de 105 A de didmetro, formada por las 10 hélices anfipdticas del dominio
C-terminal. B, particula de 110 A de didmetro, formada por las 10 hélices del dominio C-terminal y una de las hélices predichas
del dominio N-terminal, la hélice G*3 (rojo). C, particula de 115 A de diémetro, formada por las 10 hélices del dominio C-terminal
y dos de las hélices predichas del dominio N-terminal, las hélices G*3 y G*? (rojo).

Las particulas de menor tamafo pueden ser explicadas considerando que no todas las hélices
anfipaticas del dominio C-terminal intervienen en el anillo (Klon et al, 2002a). Se ha determinado que, en
las particulas de dHDL de menor tamanio, las hélices 3 y 4 de las moléculas de apo A-l interaccionan en
menor medida que las restantes con las cadenas hidrocarbonadas de los FL presentes en las particulas,

quedando “fuera” del anillo (Corsico et al, 2001).

Basados en calculos computacionales de interacciones idnicas, se ha postulado que la configuracion
energéticamente mas favorable es aquella en la que la hélice 5 de una molécula de apo A-l se encuentra
enfrentada a la hélice 5 de la molécula anti-paralela (Segrest et al, 1999). Sin embargo, se ha propuesto que
una Unica configuracién posible (“registro de hélice fijo”) no permite explicar muchos de los resultados
obtenidos experimentalmente, sino que en realidad las moléculas de apo A-l pueden rotar una sobre otra
(cambiando el registro) o presentar diferentes registros inter-hélices. Esta situacidon se ha denominado

“registro de hélice variable” (Li et al, 2002).

Aunque la configuracién en la cual las hélices 5 de ambas moléculas de apo A-l se encuentran

enfrentadas, denominada LL5/5, es la utilizada como base para los diferentes modelos moleculares de las
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dHDL, se ha determinado la existencia de particulas en las cuales la hélice 5 de una de las moléculas de

apo A-l se encuentra enfrentada a la hélice 2 de la otra, configuracidn que se denomina LL5/2.

ESTUDIOS UTILIZANDO nHDL

Como las nHDL son uno de los primeros intermediarios en el RCT, y el mayor porcentaje del eflujo de
colesterol depende de estas particulas, se ha puesto gran esfuerzo en su estudio. Sin embargo, al
encontrarse en tan baja proporcion en el plasma se hace dificil su obtencién en cantidades suficientes.
Ademas, existe una gran variacidon en su composicién lipidica dependiendo del estado metabdlico del
individuo donante del plasma. También existen diferentes variantes alélicas de apo A-l. Estas variaciones
pueden producir cambios de diferente magnitud en la estructura y/o funcionamiento de las nHDL, que

deben evitarse en la realizacién de estudios funcionales.

Para solucionar estos inconvenientes, se han desarrollado diferentes metodologias que permiten la
generacion de complejos lipoproteicos que se asemejan a las nHDL, tanto en estructura como en funcién.
A estas particulas lipoproteicas se las denomina HDL reconstituidas o rHDL. La obtencién de rHDL por estos
métodos es reproducible y gracias a ellos se pueden obtener particulas de igual composicidén en cantidades

suficientes para estudios.

La mas difundida de estas metodologias es la generacion de las rHDL a partir de micelas mixtas de
fosfolipidos y un detergente dializable. Para llevar a cabo la misma se mezclan fosfolipidos, el detergente y
apo A-l, y luego se realiza la dialisis de dicho sistema, a fin de eliminar el detergente. Una vez eliminado el
mismo se obtienen las particulas de rHDL. El detergente mas ampliamente utilizado es el colato de sodio
(Figura 11). En gran parte de la bibliografia se utiliza dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) como fosfolipido
(Figura 11). Sin embargo, los fosfolipidos con dos cadenas hidrocarbonadas asimétricas, con una saturada
en la posicidn 1 del glicerol y otra mono-cis-insaturada o poli-cis-insaturada en la posicién 2 son los mas
comunes en la naturaleza (Rog et al, 2004; Ichimori et al, 1999). Entre las fosfatidilcolinas, la
palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) es la mas abundante (Li et al, 1994; RAg et al, 2004). La POPC posee
una cadena saturada de 16 carbonos de longitud (derivada del acido palmitico) en la posicién 1 del glicerol,
y una cadena de 18 carbonos de longitud, con un Unico doble enlace cis entre los carbonos 9y 10 (derivada
del acido oleico), en la posiciéon 2 del glicerol (Figura 11). Por ello, también se han generado rHDL por esta
metodologia utilizando como fosfolipido POPC. Al comparar la capacidad de remocién de colesterol celular
de las rHDL generadas con DMPCy POPC se ha observado que las rHDL de POPC tienen una mayor capacidad
que las de DMPC (Davidson et al, 1995a).

Durante su tesis doctoral, la Dra. Cuellar, realizé la reconstitucién de particulas de rHDL con DMPC
mediante una metodologia diferente. En dicha metodologia, se lleva una suspensién de DMPC a su
temperatura de transicién de fase y se le agrega apo A-l. En estas condiciones también se obtienen rHDL.
Sin embargo, se demostré que las particulas de rHDL obtenidas con DMPC utilizando ambas metodologias
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son diferentes, tanto estructural como funcionalmente, poseyendo una mayor capacidad de remocién de
colesterol las obtenidas mediante la reaccién espontanea a la temperatura de transicion del fosfolipido. Se
ha considerado que esta metodologia puede asemejarse mas a la forma propuesta por la cual las nHDL son

generadas in vivo.
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Figura 11 — Estructuras moleculares de colesterol, colato de sodio, DMP y POPC.

Si se tienen en cuenta las diferencias en la capacidad de remocién de colesterol de las particulas de
rHDL generadas a partir de DMPCy POPC por el método de dialisis de micelas mixtas (Davidson et al, 1995a)
y las de las rHDL de DMPC generadas por las dos metodologias es de esperar que, de poder obtenerse,
particulas de rHDL obtenidas con POPC por reaccién espontanea a su temperatura de transicién sean las
que mayor capacidad de remocién posean. Sin embargo, no se ha encontrado bibliografia en la cual se
intentard realizar la reconstitucién de las particulas de rHDL con este fosfolipido a su temperatura de
transicion. La temperatura de transicidon de la DMPC es de aproximadamente 24°C, y la de la POPC es de

-2°C a -3°C (segun la bibliografia consultada), lo que dificulta llevar a cabo la reaccién.

Adicionalmente, se ha descripto la obtencion de particulas de rHDL mediante la reaccion espontanea
de apo A-l con una suspensidon de vesiculas de fosfatidilcolina de yema de huevo a un pH menor a 5
(Fukuda et al, 2008). La fosfatidilcolina de yema de huevo tiene aproximadamente un 70% de POPC
(Seelig & Waespe-Sarcevic, 1978). Se ha propuesto que estas condiciones se asemejarian a la formacién

intracelular de las nHDL en el organismo.
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Es por todo ello que en este trabajo se llevaron a cabo las distintas metodologias antes mencionadas
para obtener particulas de rHDL de POPC a fin de comparar su capacidad de remover colesterol de

macrofagos murinos.
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Objetivos
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OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:

1) Obtener complejos discoidales de rHDL con POPC en ausencia de detergentes.
2) Comparar la capacidad de remover colesterol de macréfagos murinos de los complejos rHDL
obtenidos en ausencia de detergentes con la de los complejos obtenidos por didlisis de

micelas mixtas POPC/colato.
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OBTENCION DE APOLIPOPROTEINA A-|

Sistema de expresion

La apolipoproteina A-I fue obtenida por purificacion de la proteina recombinante utilizando como
sistema de expresion la cepa BL21 (DE3) de E. coli. Esta cepa, un liségeno del bacteriéfago DE3, es
ampliamente utilizada para la obtencidon de proteinas recombinantes debido a que es deficiente en las

proteasas OmpT y Lon, y a la capacidad de control que permite sobre la expresién del transgen.

Construccion genética utilizada

Las células de E. coli utilizadas poseen un plasmido pET-30 que contiene como inserto una secuencia
modificada del cDNA de apo A-l humana (Figura 12). Dicha cepa fue desarrollada previamente en el
laboratorio (Prieto et al, 2012) a fin de facilitar el proceso de purificacion de la proteina. Al inducir la
expresion de apo A-l en este pldsmido se obtiene la proteina fusionada por su extremo N-terminar a un

segmento de poli-histidina (His — Apo A-1).

Cromosoma E. coli BL21 (DE3)

----- —_— ————— lacUV5 T7 RNA Polimerasa -

Construccion pET-30

Figura 12 — Esquema de la construccion genética utilizada para expresar la His — Apo A-I.

Ademas, la mutacidn que posee la construccidn respecto de la secuencia del cDNA de apo A-l humana

crea un enlace peptidico Asp-Pro entre los aminoacidos 2 y 3 (Figura 13).

Primeros cuatro aminodcidos de la secuencia de apo A-I WT:

ASP — GLU - PRO - PRO - ...

Primeros cuatro aminodcidos de la secuencia de apo A-I de la construccion utilizada:

ASP —|ASP — PRO |- PRO - ..

Enlace peptidico especialmente sensible
a la degradacion dcida

Figura 13 — Cambio de secuencia respecto de la apo A-I WT que produce un enlace peptidico labil a la degradacion

por tratamiento dcido en la construccion utilizada.
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Este enlace peptidico es particularmente labil frente al tratamiento acido, lo que permite una facil
remocion del segmento fusionado al extremo N-terminal de apo A-l. Se obtiene asi una proteina que carece
de los dos aminodcidos iniciales de la secuencia de la proteina wild type (WT). Sin embargo, la misma ha
sido caracterizada y se ha demostrado que no hay diferencias con respecto a la proteina WT

(Prieto et al, 2012).

Como la cepa utilizada es un liségeno del bacteriégafo DE3, posee integrado a su genoma el genoma
de dicho fago. Es por ello que en el cromosoma de las células de E. coli BL21 (DE3) existe una copia del gen
lacl y una copia del gen de la T7 RNA polimerasa regulado por un promotor fuerte lacUV5, el cual es un
promotor lac modificado (Figura 14A). La transcripcion del inserto en el plasmido pET-30 se encuentra
regulada por un promotor T7, por lo que solo se transcribe en presencia de la T7 RNA polimerasa del

genoma. Esto permite un gran control de la expresién de transgen.

A) Elemento -35 Elemento -10
Promotorconsenso E.coli .. TTGACA Nie1o TATAAT ..
Promotor lac W TTTACA Niec1o TATGTT ..
Promotor lacUV5 W TTTACA Niscto TATGAT ..

B) .. N16-19 N5 AATTGTGAGCGGATAACAATT..

Figura 14 — A) Secuencias de los elementos -35 (izquierda) y -10 (derecha) de los promotores lac, lacUV5 y el
promotor consenso de E. coli. En rojo se muestran las mutaciones de los promotores lac y lacUV5 respecto del
promotor consenso. B) Secuencia de un promotor lacUV5 (elementos -35 y -10 marcados en verde) mostrando
la secuencia del Operador (en azul). A partir de Voet & Voet, 2010 (Capitulo 31); Nelson & Cox, 2013
(Capitulo 28) y Brown, 2006 (Capitulo 11).

El gen lacl codifica constitutivamente la proteina Lacl, represor del promotor lac, que se une a una
secuencia de ADN que se encuentra inmediatamente corriente abajo del promotor (Operador, Figura 14B),
bloqueando la regién conservada centrada en -10 del promotor, impidiendo la unién de la RNA polimerasa
y por tanto imposibilitando la transcripcidn de los genes regulados. Lacl también reprime al promotor
lacUV5 debido a que la diferencia entre este promotor y el lac se encuentra en la regién -10 y no en el
Operador. De esta forma, la transcripcidn de todos los genes regulados por un promotor /ac (o lacUV5)
normalmente se encuentra reprimida. Para que se produzca la transcripcion a niveles significativos a partir
de un promotor lac se requiere la ausencia de Lacl, para que no interaccione con el operador, y la presencia
del activador CRP-cAMP (o CAP-cAMP). En el caso del promotor lacUV5 solo es necesaria la ausencia de

Lacl.
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Naturalmente, en presencia de lactosa, las células transforman la misma en alolactosa por accién de
la enzima B-galactosidasa codificada por el gen lacZ del operon lac. El represor Lacl interacciona con la
alolactosa, produciéndose en él un cambio conformacional que lo inactiva, impidiendo su unién al Operador
y, por tanto, evitando la represién de la transcripcién. Sin embargo, andlogos sintéticos de la alolactosa,
como el andlogo no hidrolizable isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), también interaccionan con
Lacl y lo inactivan: al agregar IPTG al medio, éste interacciona con el represor Lacl e impide que el mismo
se una a los operadores de los promotores lac y lacUV5 y los reprima. Como se indicd antes, en el caso del
promotor lacUV5 esto es suficiente para obtener altos niveles de transcripcion del mRNA del gen que regula

(Figura 15).

A - Ausencia de IPTG - Promotor reprimido

Promotor lacUV;
Tael Operador Gen/genesregulados por el
+ promotor lacUV5
/4 )
ADN : —
s
| ¢
|
mRNA 1 (\ \ =)
- RNA polimerasa
Proteina (No se puede unir al promotor)

Represor Lacl
(Activo)

B - Presencia de IPTG - Promotor inducido
"
M 28
y RNA polimerasa :
f-—/ (Unida al promotor) -
mRNA 1
Proteina é .

Proteina de interes

Represor Lacl
IPTG (Inactivo)

Figura 15 — Esquema de la regulacion de la expresion del promotor lacUV5. En ausencia de IPTG (A) el
represor Lacl es activo, se une al operador e impide la union de la RNA polimerasa al promotor, reprimiendo
la transcripcion de los genes regulados por el mismo. En presencia de IPTG (B), este se une a Lacl,
produciendo en el mismo un cambio conformacional que inactiva al represor, impidiendo su interaccion con
el operador. Al no unirse Lacl al operador, la RNA polimerasa puede unirse al promotor y realizar la
transcripcion de los genes regulados (en nuestro caso dicho gen es el de la T7 RNA polimerasa).

En nuestro sistema de expresion, el agregado de IPTG induce el promotor lacUV5, lo que conduce a

la expresién de la T7 RNA polimerasa. La expresion de dicha polimerasa produce la transcripcion de la
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construccion de interés (Figura 16). Por lo tanto, el agregado de IPTG produce la expresion de la

apolipoproteina A-l humana fusionada por su N-terminal a un His-Tag (His-Apo A-l).

lacUvs T7 RNA Polimerasa

Apo A1 Ter. 7

His — Apo A-1 mRANA

Figura 16 — En presencia de IPTG, se induce la expresion de la T7 RNA polimerasa (1), la cual se une al promotor del vector
pET-30y transcribe la construccion de la His — Apo A-1(2), lo que finalmente conduce a su expresion (3).

Expresion de apolipoproteina A-I

Se tomé una alicuota de un stock de glicerol almacenado a -80°C de E. coli BL21 (DE3) conteniendo el
plasmido con la construccidn genética antes indicada, se colocé en 5 ml de medio LB estéril (10g/l de
triptona, 5g/| de extracto de levadura, 5g/I de cloruro de sodio; esterilizado en autoclave) al que se le agregd
kanamicina en una concentracién final de 50 ug/ml y se dejo crecer overnight a 37°C con agitacion. Se
tomaron alicuotas de 1 mly se colocaron en erlenmeyers de 1 litro conteniendo 500 ml de medio LB estéril
con 50 pg/ml de kanamicina y se dejaron crecer a 37°C con agitacién (150 rpm) por aproximadamente 2
horas. Una vez que el cultivo alcanzé una DOgsgo de aproximadamente 0,5 se procedio a la induccién de la
expresion de la apolipoproteina A-lI mediante el agregado de IPTG a una concentracidn final de 0,5 mM.
Luego de tres horas de agregado el IPTG se procedid a centrifugar el cultivo a 5000 RPM durante 15 minutos
a 4°C en una centrifuga Avanti JE (rotor JLA 16.250). Luego de la centrifugaciéon se descartd la mayoria del
sobrenadante, conservando aproximadamente unos 10 ml totales en los cuales se resuspendié el pellet
bacteriano obtenido de la totalidad del medio de cultivo. La suspensidn asi obtenida se colocé en un tubo
de 50 ml y se le agregd la cantidad necesaria de hidrocloruro de guanidina sdélido para alcanzar una
concentracion final de 6M de guanidina. Se dejé overnight con agitacion a 4°C para producir la lisis
bacteriana. Luego se centrifugd a 5000 RPM durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga Avanti JE

(rotor JS 5.3), descartandose el pellet y continuando la etapa de purificacién con el sobrenadante.
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Purificacion de apolipoproteina A-|

La purificacion de apo A-l recombinante a partir del sobrenadante obtenido de la centrifugacion del

lisado bacteriano consta de un proceso de cuatro etapas:

Cromatografia de afinidad: En esta etapa se utilizaron columnas de cromatografia de afinidad
de niquel inmovilizado (IMAC). Por una columna lista para usar se hicieron eluir las diferentes

soluciones y la muestra (sobrenadante de la centrifugacidn anterior) en el siguiente orden:

Buffer de equilibrado (buffer EQB; KH,PO4 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4).
Muestra que contiene la proteina a purificar.

Buffer de lavado (Buffer EQB + imidazol 5 mM final).

Buffer de elucidon (Buffer EQB + imidazol 500 mM final).

Solucién de cloruro de sodio 0,5 M.

o v~ W Nk

Solucién de sulfato de niquel 0,2 M.

La solucidn de sulfato de niquel se utiliza para regenerar la columna. Todos los buffers y
soluciones se pasaron en voliumenes equivalentes a cuatro veces el volumen del relleno de la
columna y nunca se pasé mas de 10 ml del sobrenadante con la proteina por la columna. Con
un detector UV (EM-1 Econo UV Monitor, Bio-Rad) se monitored la absorbancia a 280 nm del
eluato. En base a dicha informacidn se registré un cromatograma y el eluato se dividié en

diferentes fracciones.

Tratamiento con dcido formico: Las fracciones que contenian la apolipoproteina fusionada al
His-Tag se juntaron en un uUnico tubo y se les agregd acido férmico concentrado hasta una
concentracion final de 45% (v/v). Una vez agregado el 4cido, se colocé el tubo en un bafio

termostatizado a 55°C por 4 horas.

Neutralizacion del dcido formico: Una vez transcurridas las 4 horas se dializé la solucién de
apo A-l con acido férmico contra un gran volumen de buffer fosfato al que se le habia afiadido
el volumen necesario de NaOH para neutralizar la totalidad del acido. La didlisis se realizd

overnight a 4°C.

Segunda cromatografia de afinidad: En esta etapa se realizd el mismo procedimiento que en
la primera, utilizando como material de partida la solucidon de apo A-I neutralizada en la etapa

anterior.
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Control del proceso

Todo el proceso de expresién y purificacion se controldé mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utilizaron geles de poliacrilamida 12%.

Para controlar la induccién de la expresidon se tomaron muestras del cultivo antes y después del
agregado de IPTG y se sembraron en el gel, junto a un estandar de apo A-l humana recombinante fusionada

al His-Tag previamente obtenida en el laboratorio.

Para corroborar las fracciones de la primera columna cromatografica que contienen apo A-l
recombinante se sembraron alicuotas de las fracciones junto a un estandar de apo A-l sérica humana

previamente obtenida en el laboratorio.

Para corroborar que se haya producido el clivaje del His-Tag de la proteina con el tratamiento con
acido féormico se sembré una alicuota de la solucién de apo A-l recombinante después de haber sida tratada

con el 4cido, junto a un estandar de apo A-l sérica humana.

Para corroborar las fracciones de la segunda etapa cromatografica que contienen la proteina de

interés se sembraron alicuotas de las fracciones junto a un estandar de apo A-l sérica humana.

En todos los casos la corrida electroforética se realizé bajo las mismas condiciones. Una vez sembrado
el gel se realizd una corrida electroforética a 120 V hasta que el frente de corrida alcanzé el extremo final

del gel. Los geles fueron tefiidos con una solucién de Coomasie Brilliant Blue G-250.

OBTENCION DE rHDL
Por didlisis de micelas mixtas con colato

Se tomd el volumen necesario de un stock de POPC en cloroformo y se evaporé el solvente bajo un
flujo de N,. Una vez evaporado completamente el solvente se agregé buffer fosfato y se resuspendié la
POPC mediante agitacién vigorosa prolongada. Se colocé la suspension en hielo, se agregd colato y se
incubd durante 30 minutos. Se agregd la apo A-1 a una concentracion final de 0,1 mg/mly se incubd durante
30 minutos. La relacién molar final de POPC: colato: Apo A-lI fue de 80: 50: 1. Luego se dializd

extensivamente frente a buffer fosfato a 4°C.

Por reaccidn espontanea a la temperatura de transicion del fosfolipido

Se tomd el volumen necesario de un stock de POPC en cloroformo y se evaporé el solvente bajo un
flujo de N,. Una vez evaporado completamente el solvente se agregd buffer fosfato y se resuspendié la
POPC mediante agitacidn vigorosa prolongada. Se agregd la apo A-l a una concentracion final de 0,1 mg/ml,

en una relacién molar POPC: Apo A-l de 80:1. Luego se colocé la suspensién de POPC con apo A-l en un
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bafio termostatizado a -2,5°C durante 2 dias. De igual forma se ensayd una suspensidn con una relacién

POPC: Apo A-l de 40:1.

Por reaccién espontanea a pH acido

Se tomd el volumen necesario de un stock de POPC en cloroformo y se evaporé el solvente bajo un
flujo de N,. Una vez evaporado completamente el solvente se agregé buffer fosfato y se resuspendié la
POPC mediante agitacién vigorosa prolongada. Se agregd apo A-l a una concentracion 1 uM, en una relacién
molar POPC: Apo A-l de 100:1 y 40:1. Se dializd overnight contra un buffer glicina/HCI de pH 4,5. Luego se

dializ6 extensivamente contra buffer fosfato de pH 7,4.

Control de la reaccidén

Se controld el desarrollo de las reacciones para los métodos de la temperatura y de cambio de pH.

Para los tres métodos se controlaron los productos finales obtenidos.

Control espectrofotométrico: A diferentes tiempos de la reaccién espontdnea a la temperatura
de transicién de POPCy de la reaccidn a pH acido se tomaron medidas de la absorbancia de Ia

suspension, a una longitud de onda de 340 nm.

Control mediante gel de poliacrilamida: Una vez finalizada la reaccidn se realizé un gel en
gradiente de poliacrilamida 8 — 25 % en condiciones nativas. Se sembraron en paralelo los
productos obtenidos por didlisis con colato y los productos de cada método de obtencién

restante junto a estandares de peso molecular.

ENSAYO DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS rHDL OBTENIDAS
Cultivo celular

En el ensayo celular para determinar la capacidad de remocidn de las diferentes particulas de rHDL
obtenidas se utilizaron macréfagos murinos RAW 264.7 como modelos celulares. Dichas células se
cultivaron en medio DMEM con un 10% de suero fetal bobino adicionado con penicilina/estreptomicina. Se
tomo un vial de un stock de células RAW que se encontraba almacenada en nitrégeno liquido y se lo colocé
en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bobino y penicilina/estreptomicina, se colocaron
en una botella de cultivo estéril y se dejaron a 37 °C con atmdsfera con 5 % de CO,. El medio de cultivo se
cambid cada 24 horas hasta que se observé que las células alcanzaron confluencia. Luego se las repicé a
una nueva botella de cultivo con medio DMEM adicionado con suero fetal bobino vy
penicilina/estreptomicina. A continuacidén, se levantd la monocapa de la botella de cultivo y se tomaron
alicuotas que se utilizaron para generar monocapas en los pocillos de placas de seis pocillos. Estas placas
son las que se utilizan en adelante en los ensayos.
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Ensayo con rHDL

El ensayo de remocidn de colesterol por las particulas de rHDL consiste de varias etapas, en las cuales

se deben cargar los macrofagos con colesterol, tratarse los mismos con suspensiones de rHDL y luego

determinar la cantidad de colesterol removido por las particulas.
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Carga celular: Para cargar las células con colesterol se les quité el medio DMEM con suero
fetal bobino, se lavaron las monocapas con buffer PBS dos veces y se agregé 2 ml de medio de
carga a cada pocillo de la placa. El medio de carga consiste de medio de cultivo DMEM sin
suero fetal bobino, con ¥*[C]-colesterol (0,05 uCi/ml), colesterol (50 pg/ml) y albimina libre de
acidos grasos (0,2 g de albumina cada 100 ml de medio DMEM). Las monocapas se dejan en

este medio por 24 horas a 37 °Cy atmosfera con 5 % de CO,.

Equilibrado: Pasadas las 24 horas se retird el medio de carga. Las monocapas se lavaron dos
veces con buffer PBS y se les agregd 2 ml de medio de equilibrado. El medio de equilibrado
consiste de medio de cultivo DMEM sin suero fetal bobino, albumina libre de acidos grasos y
bromo-cAMP (inductor de la expresidon de ABCA1). Las monocapas se dejan en este medio por

8 horas a 37 °C y atmosfera con 5 % de CO,.

Tratamiento con rHDL: Pasadas las 8 horas se elimind el medio de equilibrado, se lavaron las
monocapas dos veces con buffer PBS y a cada pocillo de la placa se le agregd 2 ml de medio
DMEM sin suero fetal bobino conteniendo aceptores de colesterol, segun cada uno de los
tratamientos ensayados. Los tratamientos fueron medio control (sin aceptores), medio con
apo A-l libre, medio con rHDLclato, Yy Mmedio con rHDLpw. Los aceptores se agregaron a una
concentracion final de 30 ug/ml de apolipoproteina A-l (libre o en particulas de rHDL). Cada
uno de los tratamientos se realizd por triplicado. Las monocapas con cada uno de los medios

se colocaron a 37 °Cy atmosfera con 5 % de CO..

Obtencion de muestras: Pasadas 4 horas de iniciado el tratamiento con los diferentes medios
se tomd una alicuota de 300 pl de medio de cada pocillo y se las almacend a -20°C hasta su
posterior procesamiento. Pasadas 12 horas del agregado de los medios con aceptores de
colesterol se retird la totalidad del medio de cultivo de cada pocillo y a las monocapas se las
lavd con buffer PBS y se almacenaron secas a -20°C hasta su posterior procesamiento. Con las
muestras de medio correspondiente a las 4 y 12 horas de tratamiento se prosiguié con la etapa
de medida de la radiactividad. Las monocapas fueron sometidas posteriormente a un

procedimiento de extraccion de lipidos y luego a la medida de radiactividad.

Extraccion de lipidos: A cada pocillo se le agregaron 700 pl de agua Milli-Q y las monocapas se

levantaron por raspado. Se colocé la suspension celular en un tubo de vidrio y se agregd 1,3



ml de agua Milli-Q. A los 2 ml de suspension acuosa se le adicionaron 8 ml de solucién de Folch
(mezcla de cloroformo y metanol en relacion 2 a 1 respectivamente) y se vortexearon
vigorosamente. Las muestras fueron gaseadas con nitrégenoy se las almacend a -20°C durante
72 horas aproximadamente. Una vez separadas las fases acuosa y organica, se tomd esta
ultimay se la colocd en un nuevo tubo de vidrio, donde se le evaporé el solvente. Las muestras
secas fueron resuspendidas en 500 pl de solucién de Folch, y se procedid a la medida de

radiactividad.

Medida de radiactividad: Las muestras de medio de cultivo tomadas a las 4 y 12 horas se
centrifugaron para eliminar posibles restos celulares presentes. Se tomaron viales plasticos y
se les agregd liquido de centelleo. A cada uno de los viales con liquido de centelleo se les
agregd un volumen fijo de muestra. En el caso de las muestras de medio tomado a las 4 horas
se agregaron 250 pl, 300 ul para las muestras de medio tomado a las 12 horas y 100 pl de
solucién de Folch en la que se habian resuspendido los lipidos extraidos de las monocapas. Se
vortexearon los viales y se realizé la determinacidn de las desintegraciones por minuto (DPM)

correspondientes al **[C]-colesterol.

ANALISIS DE DATOS

A partir de los valores de DPM obtenidos, y considerando el volumen de las alicuotas tomadas y el
volumen total de medio, se calcularon las DPM en el medio de cultivo para la totalidad de las condiciones

y tiempos ensayados.

Se calcularon las DPM totales de ¥[C]-colesterol en cada muestra como la suma de las DPM

correspondientes a las alicuotas tomadas a las 4 y 12 horas y de las monocapas.

Se calculd el porcentaje de las DPM totales que representan las DPM de cada alicuota, lo que indica el

porcentaje de eflujo de colesterol en cada una de las condiciones y tiempos ensayados.

Los porcentajes de eflujo de colesterol para cada una de las condiciones y tiempos ensayados se
compararon mediante el andlisis de ANOVA, a fin de determinar si las diferencias entre los distintos

tratamientos resultaron ser significativas.
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Resultados y Discusion
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RESULTADOS

Obtencion de Apo A-

La expresion se pone de manifiesto al observar la diferencia en la intensidad de la banda
correspondiente al peso molecular de la His-Apo A-l en la SDS-PAGE de las muestras del medio de cultivo
antes y después del agregado de IPTG (Figura 17). En dicha imagen se puede ver claramente una mayor
intensidad de tincién para el peso molecular correspondiente a la His-Apo A-l en la muestra luego del

agregado de IPTG con respecto a la muestra antes de la induccién.

A B C Figura 17 — SDS-PAGE para control de induccion
de la expresion de apo A-I. Calle A, estandar de
apo A-l con y sin His-Tag. Calle B, muestra del
cultivo antes del agregado de IPTG. Calle C,
muestra del cultivo bacteriano Iluego del
agregado de IPTG. Se observa claramente una
mayor intensidad de tincion para el peso
molecular correspondiente a la His-Apo A-l luego
del agregado de IPTG.

Luego de inducir la expresién de la proteina fusionada se procedié a la centrifugacion de los cultivos
bacterianos y a eliminar el medio de cultivo sobrenadante. Al resuspender el pellet bacteriano en un
volumen de medio menor, unos 10 ml aproximadamente, aumenta en gran medida la concentracidn
bacteriana en la suspension. Esto favorece un aumento en la concentracién de la proteina, ya que la misma
se encuentra en cuerpos de inclusidn dentro de las bacterias. Ademads, esto hace que se tenga que procesar

un pequeio volumen para obtener la proteina pura y no la totalidad del medio de cultivo de partida.

Luego se lisaron las células de la suspensién bacteriana concentrada obtenida mediante la adicion de
hidrocloruro de guanidina sélido, hasta alcanzar una concentracién de guanidina 6 M. Ademas de producir

la lisis bacteriana, la guanidina 6 M solubiliza completamente los cuerpos de inclusion de His-Apo A-l.

Al centrifugar el lisado se obtiene un pellet que contiene restos celulares y un sobrenadante en el
gue se encuentra nuestra proteina de interés junto a gran cantidad de otras proteinas y compuestos
bacterianos solubles. El siguiente paso para obtener la apo A-l es separarla de dichos contaminantes. Para
ello se utilizé una columna de afinidad con niquel inmovilizado. En las condiciones en las que se eluye el
sobrenadante del lisado por la columna, el His-Tag que se encuentra fusionado al extremo N-terminal de la
apolipoproteina forma un complejo con los &tomos de niquel inmovilizados en la resina del relleno de la
columna cromatografica. Esto hace que las proteinas que poseen este segmento de poli-histidina se unan
a la matriz de la resina y permanezcan retenidas en ellas. Aquellas proteinas que no poseen este segmento
de poli-histidina, no son retenidas por la matriz de la resina y eluyen de la columna junto con la solucién

que pasa a través de ella. De esta forma, al hacer pasar el sobrenadante por la columna, la proteina de
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fusidon permanece retenida a la columna y el resto de las proteinas que se encontraban en el sobrenadante

pasan a través de ella sin ser retenidas.

Los aminoacidos aromaticos de las proteinas absorben luz de 280 nm de longitud de onda, por lo que
el proceso de eluciéon se monitored utilizando un detector UV. Se registro la seiial enviada por el detector
en funcidn del tiempo de la corrida cromatografica. A medida que las proteinas no retenidas por la columna
pasan por el detector UV, la absorcion de luz de 280 nm de longitud de onda aumenta, aumentando
también la sefial registrada. Cuando todas estas proteinas han pasado por el detector UV, la seiial

disminuye. Esto es lo que da origen al primer “pico” del cromatograma de la Figura 18.

En nuestro caso, la absorcién a 280 nm del primer pico llega a una meseta y luego aumenta
nuevamente. Esto puede deberse a que la cantidad de proteina que ha sido retenida en la matriz de la
columna es tal que ha saturado la misma y ya no puede retener mas moléculas de apo A-l, las que eluyen
junto al resto de las proteinas y provocan el segundo aumento en la absorcién registrado en el

cromatograma.

Absorbancia a 280 nm

Tiempo

Figura 18 — Esquema del cromatograma obtenido durante la primera

corrida cromatogrdfica del proceso de purificacion de apo A-I.

Una vez que se ha hecho eluir el volumen de sobrenadante por la columna se agrega el buffer de
lavado, que contiene una baja concentracién de imidazol (0,05M). El imidazol compite con los aminoacidos
de las diferentes proteinas presentes por formar complejos con los atomos de niquel de la columna,
teniendo incluso una mayor afinidad que la histidina. A la concentracidn utilizada, el buffer de lavado es
capaz de desplazar a aquellas proteinas que hayan formado complejos débiles con el niquel (las proteinas
bacterianas que carecen del His-Tag pero que poseen aminoacidos capaces de formar complejos). Esto
elimina cualquier proteina que haya quedado retenida en la matriz de la columna inespecificamente. De
producirse este tipo de interaccion inespecifica se observaria un nuevo pico en el cromatograma. En
nuestro caso esto no ha ocurrido. Sin embargo, se observa que la linea de base del cromatograma luego
del agregado del buffer de lavado aumenta. Esto se debe a que el imidazol también absorbe a 280 nm de

longitud de onda.
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El buffer de elucion posee una concentracion de imidazol de 0,5 M (diez veces superior al buffer de
lavado). Esta concentracion de imidazol desplaza la histidina del His-Tag complejada con el niquel, lo que
libera la proteina de fusién de la matriz de la columna, permitiendo su elucién. Esto es lo que da origen al
segundo pico del cromatograma. El resto de las soluciones eluidas por la columna se utilizan para regenerar

la matriz con niquel de la columna y dejarla en condiciones éptimas de uso nuevamente.

La pureza de la proteina de fusién obtenida puede verse en el gel de la Figura 19, al comparar las
calles correspondientes a las diferentes fracciones colectadas durante a corrida cromatografica. Las
fracciones que contenian His-Apo A-l pura se unieron y se las sometid a tratamiento con acido férmico. Este
tratamiento acido permite la ruptura del enlace Asp-Pro I4bil que posee la proteina de fusidn, permitiendo

la eliminacién del His-Tag.

Figura 19 — SDS-PAGE para control de las
fracciones  colectadas  durante la
cromatografia. Calle A, muestra pasada,
en donde se observa que ademds de
proteinas de diferentes pesos
moleculares, gran cantidad de proteina
del peso molecular de la apo A-I lo que
indica que con el volumen de muestra
pasado se ha saturado la columna de
afinidad. Calles B y C, fracciones del
buffer de lavado. Calle D y E, fracciones
del buffer de elucion. Calle F, estandar de
apo A-l sérica.

El utilizar una construccién que posea un enlace labil al tratamiento acido para eliminar la secuencia
de poli-histidina utilizada para la purificacién hace que esta operacién sea mucho mas rapida y facil de
realizar con respecto a la utilizacion de enzimas proteoliticas especificas utilizadas con otras construcciones.
Sin embargo, la ruptura de este enlace genera una apo A-l humana que carece de los dos primeros
aminodcidos de su secuencia. Esta proteina ya ha sido caracterizada y se comprobd que la ausencia de esos
dos aminodacidos no la afectan estructural o funcionalmente respecto de la proteina de secuencia completa
(Prieto et al, 2012). El clivaje del His-Tag se monitored mediante SDS-PAGE, en un gel de poliacrilamida 12%

(Figura 20).
A B

Figura 20 — SDS-PAGE para control de la
reaccion de clivaje del His-Tag mediante dcido
foérmico. Calle A, apo A-I luego del tratamiento
con dcido formico. Calle B, estdndar de apo A-1
sérica humana.

Previamente a correr el gel anterior la muestra debid ser resuspendida en guanidina debido a que
durante el proceso de neutralizacidn y didlisis del acido férmico la proteina precipitd. Se puede observar

que la mayor parte de la proteina ha perdido el His-Tag.
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Una vez clivado el His-Tag fue necesario llevar a cabo una segunda cromatografia de afinidad para
eliminarlo y asi obtener la proteina de interés pura. El cromatograma correspondiente se observa en la
Figura 21. A diferencia de la primera corrida cromatografica, el primer pico del cromatograma se debe a
apo A-l, ya que al carecer del segmento de poli-histidina no interacciona con la matriz de la columna y por
tanto eluye primero de la columna. La absorcion a dicha longitud de onda se debe a los cuatro residuos de

triptéfano que posee en su secuencia.

La fraccidn eluida correspondiente a dicho pico se sometié a SDS-Page para comprobar la pureza de

la apo A-1 humana mutante obtenida (Figura 21).

1 2 A B Figura 21 - 1) Esquema del
£ cromatograma obtenido durante la
é segunda corrida cromatogrdfica.
‘:‘D 2) SDS-PAGE para control de pureza
° de la apolipoproteina A-l. Calle A,
ré proteina purificada. Calle B, estandar
§ de apolipoproteina A-I sérica.

Ne)
<

Tiempo

Obtencion de las rHDL

Las particulas de rHDL se pueden generar de diferentes formas. Los métodos mas utilizados consisten

en la reaccién de apolipoproteinas con micelas mixtas de fosfolipidos y el detergente colato.

Uno de los métodos mas utilizados para la obtencidn de rHDL se basa en la dialisis de un sistema que
contiene apo A-l y micelas mixtas de fosfolipidos/colato (Matz & Jonas, 1982). A una suspension de
vesiculas de fosfolipidos se le adiciona el detergente colato, obteniéndose micelas mixtas de
fosfolipido/colato. A esa suspension de micelas mixtas que se agrega apo A-l1y se incuba. Luego, el sistema
se somete a didlisis a fin de eliminar el detergente. Al final del proceso de dialisis se obtienen complejos
discoidales de fosfolipido y apo A-l, los cuales han sido caracterizados ampliamente y se ha demostrado

que se comportan estructural y funcionalmente como las nHDL.

En otro método (Bonomo & Swaney, 1988), se generan de manera similar las micelas mixtas de
fosfolipido/colato vy, luego del agregado de apo A-l, se obtienen las particulas lipoproteicas eliminando el

detergente del sistema mediante cromatografia.

Podemos ver entonces, que en ambos métodos se sigue basicamente el mismo lineamiento general:
Se forman micelas mixtas de fosfolipido/colato, se les agrega apo A-l y luego se elimina el detergente. Este

esquema basico de trabajo es el esquema de obtencion mas ampliamente utilizado en la literatura.

También se han preparado mediante métodos que prescinden de la utilizaciéon de colato u otros
detergentes. Uno de estos métodos consiste en la reaccidon espontanea de apo A-l con vesiculas de
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fosfolipidos a la temperatura de transicidn de fase de los mismos. Este método se ha utilizado con éxito con
fosfolipidos sintéticos como, por ejemplo, dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC). A pesar de ello, hasta el
momento no se han obtenido rHDL mediante este método con fosfolipidos hallados con frecuencia en las
membranas plasmaticas, como la POPC. En el presente trabajo se utilizé esta metodologia para realizar la

reaccién de reconstitucidon de apo A-I con POPC.

El proceso de formacidn de los complejos se ha seguido espectrofotométricamente. El seguimiento
se realiza determinando la absorbancia a 340 nm, ya que la misma es un indicador de la cantidad de
vesiculas de fosfolipido en suspensidn. Las vesiculas no absorben la luz a dicha longitud de onda, sino que
la dispersan, haciendo que la cantidad de luz detectada por el equipo disminuya. Se utiliza una longitud de
onda de 340 nm debido a que a la misma los componentes del buffer utilizado y la proteina no la absorben.
A medida que la reaccion avanza, parte de las vesiculas se desintegran al formarse los complejos
lipoproteicos, como las rHDL. Estos complejos no dispersan la luz en la medida que lo hacen las vesiculas.
A medida que disminuye la cantidad de vesiculas en suspension, disminuye la dispersién de luz, por lo que

se determina experimentalmente una menor absorbancia.

Durante el seguimiento de la reaccidn de generacién de complejos lipoproteicos a la temperatura de
transicion de fase de POPC (Figura 22) se observd una disminucidn de la absorbancia a 340 nm para la
suspension con una relacién 80:1. Para la suspensiéon 40:1 se observa inicialmente una disminucién de la
absorbancia a las 24hs de ensayo, aumentando a las 48hs. Sin embargo, dichas medidas representan
aproximadamente +5 % del valor inicial, lo que podria deberse a error experimental, indicando que no se
han formado particulas lipoproteicas de interés. Debido a esta situacidn, solo la suspensién de relaciéon 80:1

se analizdo mediante PAGE a las 48hs de iniciado el ensayo.
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0,080 -

Absorbancia (UA)
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0 12 24 Tiempo (hs) 36 48 60

Relacién 80:1 - Apo A-1 0,1 mg/ml

Relacién 40:1 - Apo A-1 0,1 mg/ml

Figura 22 — Seguimiento espectrofotométrico de la reaccion de apo A-I con vesiculas de POPC a la
temperatura de transicion del fosfolipido.

Se puede ver que, aunque se obtuvo una disminucién de la absorbancia, la misma solo representa

un 33,79 % del valor inicial de absorbancia.
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Las particulas de rHDL generadas a partir de micelas mixtas con colato son las mas utilizadas en los
estudios de las HDL sintéticas y se consideran las particulas estdandar. Por lo tanto, cualquier particula
generada por un método distinto a estos puede ser comparada con ellas, por ejemplo, en su capacidad de
remocion de colesterol celular. Sin embargo, como este proceso depende del tamafio de la particula
aceptora (Davidson et al, 1995b), es indispensable que las particulas obtenidas por ambos métodos sean
de tamafios similares. La Figura 23 muestra un gel de poliacrilamida en gradiente en condiciones no
desnaturalizante en el cual se comparan los tamafios de complejos de apo A-l con POPC obtenidos por el
método de dialisis de micelas mixtas con colato (rHDLclato) Y pOr reaccion espontanea a la temperatura de

transicion de fases de la POPC (rHDLy).

Se observa que las particulas obtenidas a la temperatura de transicién de fases no solo tienden a ser
menores que las obtenidas a partir de micelas mixtas, sino que las mismas no son homogéneas en cuanto
a tamafio. Adicionalmente, la banda de menor peso molecular de la calle B (rHDLy) podria tratarse de apo
A-l libre de lipidos monomérica. La relacion molar 80:1 de POPC: Apo A-l utilizada en el ensayo es la
esperada para las particulas de rHDL, ya que las mismas contendrian 160 moléculas de POPC y dos
moléculas de apo A-l (Segrest et al, 1999). La posible presencia de apo A-l libre determinada mediante PAGE

concuerda con la reduccién de menos del 35 % en la absorbancia.

A Figura 23 - PAGE en condiciones no

— desnaturalizantes de las rHDL obtenidas por reaccion

t espontdnea a la temperatura de transicion de fase de

POPCYy por didlisis de micelas mixtas con colato. Calle

A, marcador de peso molecular (los pesos se indican

a la izquierda). Calle B, complejos lipoproteicos

66 kDa - obtenidos a la temperatura de transicion de POPC.

Calle C, rHDL generadas por didlisis de micelas mixtas

POPC/colato. Se observa claramente la diferencia de

tamaiio de los complejos obtenidos por las diferentes
metodologias.

Debido a estas diferencias en las particulas obtenidas por ambos métodos, las mismas no pueden ser
comparadas entre si en cuanto a su capacidad de remocion de colesterol celular. Por ello, no se continda

trabajando con las rHDL.

Otro método de obtencidn de rHDL descripto (Fukuda et al, 2008) consiste en la reaccidon espontanea
de apo A-l con fosfatidilcolina de huevo a pH acido, entre pH 3,5 y 5. En el presente trabajo se aplicé dicha
metodologia para la obtencion de rHDL por reaccién espontdnea de apo A-l con POPC, ya que la
fosfatidilcolina de yema de huevo tiene aproximadamente un 70% de POPC (Seelig & Waespe-

Sarcevic, 1978).

En la Figura 24 se muestran los valores de absorbancia a 340 nm obtenidos durante el proceso de

reconstitucion a pH acido para las suspensiones con relaciones POPC:apo Al 100:1y 40:1. Se puede observar
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que, al finalizar el ensayo, la absorbancia final era un 44% respecto a la inicial en el caso de la suspensién

100:1, y del 84% para la suspension 40:1.
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Figura 24 — Seguimiento espectrofotométrico de la reaccion de apo A-I con vesiculas de POPC en medio dcido. A, cambio
en la absorbancia a 340 nm a lo largo del tiempo de ensayo. B, fraccién de la absorbancia inicial a 340 nm a lo largo del
tiempo de ensayo.

En la Figura 25 se muestra un gel de poliacrilamida en gradiente en condiciones no desnaturalizante
en el cual se comparan los tamaifios de complejos de apo A-I con POPC obtenidos por el método de didlisis
de micelas mixtas con colato (rHDLcolato) Y pOr reaccién espontanea a pH acido (rHDLpn) en suspensiones de
relacion POPC:apo A-l1 100:1. A diferencia de los complejos lipoproteicos rHDLy, los complejos rHDLyy
poseen un tamafio similar a las rHDLete. Adicionalmente, los complejos obtenidos por ambas
metodologias han sido caracterizados como complejos discoidales (Jonas et al, 1989; Fukuda et al, 2008).
Es por ello que se compararon las rHDL obtenidas por ambos métodos en cuanto a su capacidad de

promover la remocién del colesterol celular.

A B C Figura 25 — PAGE en condiciones no desnaturalizantes de las
— rHDL obtenidas por reaccion espontdnea a pH dcido y por

1 44 kDa ¥ didlisis de micelas mixtas con colato. Calle A, marcador de

: y ‘ 4 peso molecular (los pesos se indican a la izquierda). Calle B,
66 kDa wss.
%

complejos lipoproteicos obtenidos a pH dcido. Calle C, rHDL

generadas por didlisis de micelas mixtas POPC/colato.

Ensayo de actividad bioldgica de las rHDL obtenidas

Las células utilizadas en este ensayo son macréfagos murinos RAW 264.7 a los que se cargd
previamente con colesterol. Una vez cargados con colesterol se permitié que los diferentes pools celulares
de colesterol se equilibraran. Realizado esto se trataron las monocapas con diferentes aceptores
extracelulares de colesterol: sin aceptores extracelulares (control negativo), apo A-l libre (control positivo),

rH DLco|ato y rH DLpH.
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La determinacion del eflujo de colesterol se realizd a partir de medidas de radiactividad del
[**C]-colesterol incorporado por las células junto al colesterol no radiactivo. Para ello fue necesario
determinar la radiactividad total del medio de cultivo de las monocapas luego del tratamiento con los
diferentes aceptores y de las monocapas mismas. Para las medidas de radiactividad de las monocapas se
realizd primero la extraccidn de los lipidos de las mismas por el método Folch. En la Figura 26 se muestran
los resultados obtenidos de porcentaje de colesterol removido, calculados a partir de las determinaciones

de DPM de [*C]-colesterol.
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Figura 26 — Porcentaje de colesterol removido para cada tratamiento a ambos tiempos, calculado
como porcentaje de las DPM de 14[C]-Colesterol total. * Indica una diferencia estadisticamente
significativa respecto al resto de los tratamientos para el mismo tiempo de incubacion (p < 0,01).
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DISCUSION

Obtencion de Apo A-

Si se obtiene la proteina a partir de plasma humano, luego de cada proceso de purificacion se deben
secuenciar las proteinas obtenidas a partir de cada muestra para conocer su secuencia especifica.
Adicionalmente, no siempre se lograra obtener proteinas de igual secuencia que ensayos previos, por lo
qgue la comparacion de los resultados se dificulta, ya que mutaciones puntuales pueden generar grandes

cambios estructurales y/o funcionales.

La obtencidn de apo A-l mediante expresidn de la proteina recombinante en bacterias permite una
gran reduccion de los tiempos de obtencidon de la proteina pura, como asi también permite su produccion
en grandes cantidades con facilidad. Ademas, esta metodologia permite obtener la proteina de secuencia
conocida en cada proceso de purificacién, como asi también obtener mutantes especificos facilmente

mediante técnicas de biologia molecular.

La mayoria de las estrategias de produccidn de proteina recombinante incluyen la expresién de la
proteina fusionada a un segmento peptidico de caracteristicas especificas (His-Tag, S-Tag, etc.) que facilita
el proceso de purificacién. Muchas veces es necesario eliminar dicho segmento y para ello se utilizan
normalmente proteasas que clivan a la proteina de fusién en la regién entre el Tag y la proteina
propiamente dicha. Aunque las proteasas utilizadas son especificas, su uso presenta ciertas complicaciones,
ya sea por la posibilidad de clivaje inespecifico o por la necesidad de gran cantidad de tiempo. Una
alternativa a la utilizacion de proteasas es el clivaje quimico. Existen enlaces peptidicos que son
especialmente labiles a ciertos tipos de tratamientos. Uno de estos es el enlace Asp-Pro, el cual es
especialmente [3bil frente al tratamiento acido y, adicionalmente, es poco comun en las proteinas
(Piszkiewicz et al, 1970; Jauregui-Adell & Marti, 1975; Landon, 1977). Se ha propuesto que el mecanismo
de la reaccion de hidrdlisis de este enlace ocurre por catalisis intramolecular debida al grupo carboxilo del

residuo de Asp.

En el caso de la purificacién de apo A-l recombinante se pueden aprovechar estas dos caracteristicas
del enlace Asp-Pro. Apo A-1 WT no posee en su secuencia este enlace, pero es posible introducirlo mediante
mutacion. Mediante una mutacién puntual en el cDNA de apo A-l se genera un cambio del segundo
aminodcido de apo A-I madura, de Glu por Asp (Figura 13). Este cambio en la secuencia aminoacidica genera
un enlace Asp-Pro entre los aminodcidos 2 y 3, el cual puede ser clivado facilmente en medio acido para
eliminar el His-Tag utilizado en la purificacién de la proteina recombinante. El resultado final es una
apo A-l que carece de los dos primeros aminoacidos respecto de la WT. La falta de estos dos aminodcidos

no genera cambios estructurales o funcionales apreciables respecto de la apo A-I WT (Prieto et al, 2012).
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En la construccidon que hemos utilizado el clivaje del His-Tag se realiza mediante el tratamiento con
acido férmico, un reactivo mas econédmico que las proteasas. Ademas, las condiciones de reaccion son tales
qgue se evita la protedlisis inespecifica y la reaccién se realiza completamente en un tiempo menor.
Mediante el uso de esta construccién y columnas cromatograficas de afinidad con iones metdlicos

inmovilizados (Ni*?) se obtiene la proteina recombinante pura de manera relativamente sencilla (Figura 21).

Obtencion de las rHDL
Generacion in vivo

Se considera actualmente que la gran mayoria de las nHDL se generan in vivo mediante la accion del
transportador ABCA1 en el higado y el intestino (Vedhachalam et al, 2007b). Se ha determinado que ABCA1
genera dos sitios de unién de apo A-l a las membranas plasmaticas (Vedhachalam et al, 2007a). Uno de
ellos es un sitio de baja capacidad, generado por la interaccién directa entre apo A-l y ABCA1. El otro es un
sitio de alta capacidad, generado por la actividad de ABCA1, que implica la interaccién de apo A-l con los
fosfolipidos. Basicamente, el mecanismo de generaciéon de nHDL por la accidon de ABCA1 actualmente mas

aceptado (Vedhachalam et al, 2007b) consiste de tres etapas (Figura 27):

Etapa 1. Apo A-l interacciona con ABCA1 en la superficie celular, aparentemente en una region
hidrofébica del bucle extracelular mayor del transportador, cuando el mismo se
encuentra en su conformacion activa oligomérica. Este sitio de unién de baja capacidad
también presenta baja especificidad por apo A-l, ya que el motivo de unidn son las hélices
anfipaticas y no alguna secuencia especifica de apo A-l. Una importante consecuencia de
la interaccion apo A-I/ABCA1 es la estabilizacidon del transportador en la superficie celular.
El transportador tiene una vida media de aproximadamente 1 hora, y la unién de apo A-l
lo protege de la degradacidn, prolongando su vida media (Attie, 2007). Al aumentar la
vida media del transportador en la superficie celular, aumenta la actividad traslocasa en
la misma. Este aumento de la actividad traslocasa induce una acumulacidon de fosfolipidos
en la hemicapa externa de la membrana plasmatica a expensas de una deplecién de la
hemicapa interna. La distribucién asimétrica de fosfolipidos en ambas hemicapas produce
una compresién en el empaquetamiento de los fosfolipidos en la externa y una expansion
en la interna, lo que conduce a tensiones en la membrana.

Etapa 2. Estas tensiones generadas por la actividad de ABCA1 son aliviadas mediante la curvatura
de la membrana hacia el espacio extracelular. La induccién en la formaciéon de dominios
exovesiculados conlleva un desorden en el empaquetamiento de los fosfolipidos,
credndose espacios entre las cabezas polares de los mismos (Figura 28), en los cuales
pueden penetrar las hélices anfipaticas de apo A-l. Estos sitios generados por la accidn de

ABCA1 son de alta capacidad vy alta afinidad. La afinidad de apo A-l por estos sitios de
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unioén depende del radio de curvatura: a menor radio de curvatura, mayor tamafio de los
defectos generados, con la consiguiente mayor capacidad de penetracidn de las hélices
de apo A-ly, por ello, mayor afinidad. La unién de apo A-l a estos sitios de alta afinidad en

los dominios exovesiculados genera condiciones favorables para formacién de

complejos discoidales de nHDL.

Etapa 1

Apo A-l
“\\Unidn de apo A-l a ABCA1
Exterior

f.-l:,f)l::.?lli'}’i-l ;', r]r,:-qi =k £ F] f
i 3 il ] i

(i [ TR {{

SR A R b

3 :.1:11‘*1: casss #/--'1..'1.':

ABCA1 | Fosfolipidos Colesterol

Membrana | !
i ) 10
&8 0 -'.'J-'a--':n:’\ =l -'_in"- o0

. s
Interior

Estabilizacion del transportador y aumento de la
actividad traslocasa

T TN

Jihh ) l
| i 1 ba 8l e- H& "-';'.-.-:-a::

Compresién hemicapa [‘TI”H ” | fﬁﬂm

Expansion hemicapa interna

8450 oo -.n".-j =1 -

Exovesiculacion de la membrana para aliviar las tensiones
debidas a la distribucion asimétrica de fosfolipidos

Etapa 2 ‘

Unidn de apo A-l a defectos generados por
el aumento de curvatura de la membrana

Ayt

et
wec U,

'r._.tf'

i:u:..rar'n:..u_ |,.|,.'||,'.||_||:l *':qﬁ-d;tﬂﬁdﬁd-ﬂdﬁn;-ﬂﬁﬁﬁh

ik | il -l [
:w-:lhur-:l-'.rl.'-:-'nql-::- =I'ﬂ'"l-'-l'il':l-"i'ri'-u': b.‘-r-t'c'."dl-'.'--.'-l'!

Etapa 3 Generacion de particulas discoidales de nHDL por
microsolubilizacion de la membrana

+ 8 W

Particulas de nHDL

Fiaura 27 — Mecanismo de aeneracion de nHDL in vivo por accion de ABCA1.
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Figura 28 — Defectos de membrana generados por curvatura de la bicapa. Se observa un
mayor espaciamiento de las moléculas de fosfolipido en las regiones exovesiculadas con

respecto a las zonas no curvadas.

Etapa 3. La tercera etapa conlleva la solubilizacidon espontdnea de los fosfolipidos de la hemicapa

externa de los dominios exovesiculados, proceso denominado microsolubilizacion de

membrana. Este proceso implica la insercién de

reordenamiento de las moléculas que conduce a

las hélices de apo A-l, seguida de un

la desestabilizacién de la membrana y

formacién de los complejos discoidales nHDL. Se ha postulado que en la insercidon de las

hélices anfipaticas de apo A-l en los defectos de membrana interviene un ramillete

intermolecular formado por las hélices 3 y 4 de dos moléculas de apo A-l (Prieto &

Garda, 2011) (Figura 29).
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Figura 29 — Modelo esquemdtico del ramillete
helicoidal intermolecular que interviene en la
insercion de los dimeros de apo A-l en los
defectos de membrana. En dicho ramillete
intervienen las hélices 3 y 4 de dos moléculas
de apo A-l. las hélices del ramillete se insertan
perpendiculares al plano de la membrana. La
posicion de los carbonos o se muestra como
circulos coloreados: rojos los pertenecientes a
residuos cargados positivamente, azules los
cargados negativamente, amarillos los
neutros y verdes los hidrofobicos. Las lineas
rojas indican posibles puentes salinos. De
Prieto & Garda, 2011.



Didlisis de micelas mixtas

Este método (Matz & Jonas, 1982; Jonas et al, 1989) se ha utilizado como el método estandar de
obtencidn de rHDL para estudios. Resumidamente, en él se adiciona colato de sodio (sal biliar) a una
suspension de vesiculas de fosfolipidos, obteniéndose micelas mixtas de fosfolipido/colato. A la suspension
de dichas micelas se le agrega apo A-l y luego se dializa el sistema a fin de eliminar el detergente. Una vez

eliminado el detergente se obtienen los complejos discoidales de rHDL.

Debido a la similitud del estado inicial del sistema (micelas mixtas de fosfolipido/sales biliares) y al
proceso al que se lo somete (eliminacién gradual de las sales biliares) se puede considerar que el proceso
de reconstitucion de vesiculas de fosfolipidos a partir de micelas mixtas de fosfolipidos/sales biliares es util

para entender un posible mecanismo de generacion de las rHDL por didlisis de las micelas mixtas.

A partir de trabajos en relacidn a la estructura de las micelas mixtas de fosfolipidos/sales biliares y el
proceso de reconstitucion de vesiculas de fosfolipidos a partir de ellas (Almog et al, 1986; Leng et al, 2003;
Lichtenberg et al, 1983; Long et al, 1994; Mazer et al, 1980; Mueller, 1981; Schurtenberger et al, 1985;
Shankland, 1970; Walter et al, 1991) se puede proponer un mecanismo para este método de obtencion de
las rHDL. Para obtener las micelas mixtas se parte de una suspensiéon de vesiculas de fosfolipidos a la cual
se le adiciona una sal biliar, en nuestro caso colato de sodio. Cuando la cantidad de colato es baja, las
moléculas del mismo interaccionan con las vesiculas y se generan vesiculas de fosfolipido que contienen
colato. A medida que la cantidad de colato aumenta se producen cambios significativos en el sistema. A
una determinada relacién fosfolipido/colato [menor a 2 para PC de yema de huevo (Matz & Jonas, 1982)],
el detergente disrumpe las vesiculas, obteniéndose micelas mixtas de fosfolipido/colato. El proceso de
distribucidn del colato entre el medio y las bicapas lipidicas es rapido, al igual que la disrupcién de las

vesiculas y formacion de las micelas mixtas (Almog et al, 1986).

En un principio, se consideraba que la estructura de las micelas mixtas obtenidas se asemejaba a
discos de bicapa lipidica, con las moléculas de sal biliar ocupando los bordes de dichos discos [relacidon
PC/colato entre 0,5y 2 para PC de yema de huevo (Matz & Jonas, 1982)], con sus caras apolares en contacto
con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos y sus caras polares en contacto con el medio acuoso.
Posteriormente se determind que la estructura de las micelas mixtas finalmente obtenidas no era la antes
mencionada, sino que pueden adoptar estructuras similares a cilindros flexibles, estructuras elipsoidales o
esféricas. Sin embargo, si se elimina gradualmente el detergente, en el camino a su conversién a vesiculas,
las micelas adoptan estructuras intermedias discoidales similares a las descriptas en un principio. La
diferencia estructural entre estas micelas y el modelo de micela mixta previo se encuentra en la regién
ocupada por el detergente. En un principio se consideraba que las caras apolares de las moléculas del
detergente interaccionaban directamente con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos, formando
lo que podria asemejarse a “paredes” que ocupaban la periferia del disco. En el nuevo modelo estructural,

las moléculas de detergente forman una estructura de anillo semi-toroidal altamente curvado alrededor
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del disco de bicapa lipidica (Figura 30). El intercambio de las moléculas de sal biliar entre el anillo que

circunda el disco y la solucién acuosa es muy rapido (Leng et al, 2003).

Figura 30 — Estructuras de micelas mixtas fosfolipido/sal biliar. En azul las moléculas de fosfolipido. En naranja y rojo las
moléculas de colato (naranja anillo esteroideo, rojo grupos polares).

Al continuar elimindndose el detergente del sistema, los discos comienzan a fusionarse, evitando asi
que las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos entren en contacto con la solucién acuosa circundante.
A medida que el tamafio de los discos fusionados aumenta, éstos comienzan a curvarse. Esto ocurrira hasta
alcanzar un punto en el cual, por el tamafio de los discos alcanzados, sumado a su curvatura, los bordes
libres de un mismo disco se fusionan y se vuelven a formar las vesiculas. El proceso de formacién de las
micelas discoidales es mucho mas rapido que el proceso de fusidon de las mismas y la reconstitucién de las
vesiculas (Leng et al, 2003), por lo que mientras transcurre la eliminacién del detergente existen en

suspension grandes cantidades de estas estructuras intermedias.

La fuerza impulsora de todo este proceso es el exceso de energia que se generaria en el sistema si
las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos entraran en contacto con la solucién acuosa circundante al

ser eliminadas las moléculas de sal biliar de los bordes de los discos.

En presencia de apo A-l en el medio, puede considerarse que, al existir un intercambio alto de
moléculas de detergente entre la solucidn acuosa y el anillo y, debido a la afinidad de las hélices anfipaticas
de apo A-l por las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos, la proteina puede ir reemplazando
gradualmente al detergente en la periferia del disco. Este reemplazo del colato por la proteina se ve
favorecido al ir disminuyendo la cantidad de detergente en solucién, hecho que se logra, por ejemplo,
mediante la dialisis del sistema. Por lo tanto, si la eliminacidn del detergente se realiza en presencia de apo
A-l en el medio, los lugares que ocupaban las moléculas de colato en la periferia de los discos pasan a ser
ocupados por las hélices de la proteina. Debido a que de esta forma no se exponen las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos al medio acuoso, sino que se ponen en contacto con la cara apolar de
las hélices anfipaticas de apo A-l, no se genera un exceso de energia en el sistema, por lo que las moléculas
de colato se reemplazan completamente de la periferia de los discos por apo A-l antes que se puedan
comenzar a reconstituir las vesiculas. Una vez que las moléculas de apo A-l ocuparon todas las posiciones
antes ocupadas por moléculas de colato quedan formados discos de bicapa fosfolipidica con moléculas de

apo A-l ocupando el borde. Estos complejos lipoproteicos son las rHDL.
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Reaccion espontanea a la temperatura de transicion de fases

Dependiendo de sus caracteristicas estructurales, sus interacciones intermoleculares y de las
condiciones del sistema, como por ejemplo, temperatura, presidn, nivel de hidratacion de los fosfolipidos
y composicién de la solucién acuosa (pH, tipo y concentracién de solutos, etc.), las moléculas de fosfolipidos
adoptan conformaciones con una dindmica intramolecular especifica (configuraciones de los enlaces C-C,
capacidad de rotacion de los mismos, etc.), como asi también forman agregados intermoleculares con
estructuras, configuraciones y dindmicas intermoleculares (capacidad de rotacién y traslacion molecular,
etc.) caracteristicas. Cada uno de estos conjuntos de configuraciones intra e intermoleculares con

estructuras y dindmicas caracteristicas se denominan fases.

Para comprender el proceso de reaccién espontanea de apo A-l con fosfolipidos a la temperatura de
transicion de fase de los mismos, son de interés las caracteristicas de las suspensiones de fosfolipidos en
un medio acuoso en diferentes fases y la transicion entre las mismas (Cevc, 1991; Ichimori et al, 1999;
Kanehisa & Tsong, 1978; Koynova & Caffrey, 1998; Leekumjorn & Sum, 2007; Marsh, 1991; Rég et al, 2004;
Wang et al, 1995). Variaciones en las condiciones que permiten la existencia de una fase pueden producir
una transicién hacia otra, existiendo condiciones especificas en las que pueden coexistir fases. Para un
sistema de dos componentes (suspensidn de fosfolipidos en medio acuoso) a presidn constante, dos fases
pueden coexistir a una cierta temperatura (para una determinada composicion del sistema). Para el proceso
de obtencién de rHDL que se analiza se utiliza un sistema con una composicidon especifica a presién
constante, por lo que la transicién de una fase a otra se produce por modificaciones en la temperatura. De
todas las posibles fases que pueden adoptar estos sistemas, las relevantes para la reaccién espontanea de
apo A-l a la temperatura de transicion de fases (Tm) son las fases gel y liquido-cristalina, como asi también
la transicidn entre ambas (Figura 31). A continuacion, se analizan las caracteristicas de estas fases como asi

también las caracteristicas del proceso de transicién entre ambas.

Enfriamiento

Figura 31 — Esquemas de las estructuras de las moléculas de fosfolipidos de bicapas lipidicas en fase gel (izquierda) y
liquido-cristalina (derecha). Se aprecia un mayor espesor de bicapa en la fase gel. En la fase liquido-cristalina, las cadenas
hidrocarbonadas presentan un menor orden, lo que produce un aumento del drea ocupada por cada fosfolipido en la superficie
de la bicapa.

Como una primera aproximacién al analisis de estas fases y su transicion se consideraran moléculas

de fosfolipidos en las cuales ambas cadenas hidrocarbonadas son saturadas. En el estado gel, las cadenas
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hidrocarbonadas de las moléculas de fosfolipidos se encuentran completamente extendidas (todos los
enlaces C-C en conformacion trans, Figura 32), paralelas entre si y alineadas perpendicularmente (o
levemente desviadas) al plano de la bicapa. De esta forma, las moléculas de fosfolipido adyacentes se
encuentran densamente empaquetadas, y las interacciones de Van der Waals entre las cadenas
hidrocarbonadas de las mismas son mdaximas. El ordenamiento lateral de las moléculas de fosfolipido en
cada hemicapa es hexagonal. Debido a la conformacién de las cadenas hidrocarbonadas, a la orientacion
respecto del plano de la bicapa y al ordenamiento de las moléculas entre si, en el estado gel las moléculas
de fosfolipidos poseen un area de seccion transversal pequefia y el maximo espesor de bicapa posible. En
este estado, el movimiento tanto intra como intermolecular se encuentra restringido. Los esqueletos de

glicerol de cada fosfolipido se encuentran alineados (Davis & Keough, 1985).

Conformacion todo trans Conformacion con un enlace gauche

Vista en perspectiva enlace trans Vista en perspectiva enlace gauche

ca H
: " /H\ H
H H ca H
c1 c1
c1 C1
Proyeccion de Newman enlace trans Proyeccion de Newman enlace gauche
C2 C2
ca c3 H
e C4
H H . H H
H H ca H

C1 C1

Figura 32 — Esquemas de rotdmeros trans/gauche de las cadenas alquilicas de fosfolipidos. Se muestran los rotdmeros trans
(a la izquierda) y gauche (a la derecha) de un enlace C-C individual cualquiera (enlace entre los denominados C2 y C3, en rojo).
Se indican el enlace anterior (enlace C1-C2, en verde) y posterior (enlace C3-C4, en violeta) a fin de visualizar mejor la
configuracion de la cadena. A la izquierda se muestra un fosfolipido con todos sus enlaces C-C en configuracion trans, con la
correspondiente vista en perspectiva del enlace tomado como ejemplo y la proyeccion de Newman de dicho enlace. A la
derecha se muestra un fosfolipido en el cual el enlace de ejemplo presenta configuracion gauche, con las correspondientes
vista en perspectiva y proyeccion de Newman. Puede verse que en la conformacion trans, la distancia entre los C1 y C4 es
mdxima y la totalidad de los enlaces C-C otorga al eje longitudinal de la molécula el mayor largo posible. En la conformacion
gauche, la distancia entre C1 y C4 es menor que en la otra conformacion, y este enlace produce una “deformacion” en el
esqueleto de la cadena, que produce una disminucion del largo del eje longitudinal molecular y un ensanchamiento del drea
de seccion transversal ocupada por la cadena, que inducird un aumento en el drea de seccion transversal de toda la molécula.
A medida que aumenta el nimero de enlaces en conformacion gauche en las cadenas, aumentan estos efectos.
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En el estado liquido-cristalino el movimiento intra e intermolecular (tanto rotacional como
traslacional) es mayor que en el estado gel. El movimiento molecular de las cadenas alquilicas es minimo
para el carbono carbonilico y aumenta progresivamente hacia el metilo terminal en el centro de la bicapa
lipidica. Este aumento en la movilidad se debe a que los enlaces C-C no solo pueden adoptar la
conformacion trans sino que también pueden rotar y adoptar conformaciones gauche. Debido a este
aumento en la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas en el estado liquido-cristalino aumenta el area

de la seccién transversal de las moléculas de fosfolipidos con respecto a la fase gel (Tabla 6).

Tabla 6. Areas de seccién transversal de DMPC y POPC en fases gel y liquido-cristalina(*)

Lipido Temperatura Fase Seccion Transversal Referencia

60,0 A2 Petrache et al, 2000
DMPC 30°C (Tm + 6°C) Liquido-cristalina

59,9+1,2 A2 Kucerka et al, 2011

DMPC 10°C (Tm — 14°C) Gel 47,2405 A? Tristram-Nagle et al, 2002

60,3 A2 A partir de Leekumjorn & Sum, 2007
POPC 4°C (Tm + 6°C) Liquido-cristalina .

60,5 A? A partir de Kucerka et al, 2011
POPC -16°C (Tm — 14°C) Gel 58,7 A? A partir de Leekumjorn & Sum, 2007

(*) Aunque se muestran los valores de drea a distintas temperaturas para ambos lipidos, las mismas corresponden a iguales
temperaturas relativas respecto a la T, de cada uno (indicada entre paréntesis), a fin de poder comparar este parametro
correctamente. La Tr, de POPC es de -2 °C aproximadamente y la de DMPC es de 24°C aproximadamente.

Adicionalmente al aumento en el area de la seccidn transversal de cada molécula de fosfolipido, el
aumento de la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas hace que el espesor de la bicapa disminuya, ya
que las cadena dejan de encontrarse en su conformacion mas extendida (todo trans) para adoptar
conformaciones (tanto enlaces C-C trans como gauche) que producen desviaciones respecto del eje de la
conformacion todo trans, disminuyendo la longitud de su eje mayor, lo que se traduce en una menor
longitud efectiva de la molécula de fosfolipido y por consiguiente menor espesor de bicapa. Debido a sus
diferencias estructurales (espesor de bicapa y area ocupada por cada fosfolipido), la generacién de
dominios en fase liquido-cristalina al alcanzar la T, en una bicapa que se encontraba completamente en
fase gel, produce una reorganizacion de las moléculas que permanecen en dicha fase, dando origen a
pequefios defectos en el empaquetamiento (Figura 33), principalmente en las regiones en donde se
encuentran en contacto los lipidos en ambas fases. Debido a la fluctuacién de fases, el dominio liquido-
cristalino tiene una alta probabilidad de volver a la fase gel. Gracias a la reorganizacién de las moléculas
antes mencionada, y a la reduccidon en el drea ocupada por los fosfolipidos que retornan a la fase gel, se

generan defectos de empaquetamiento de la bicapa de gran tamafio (Swaney, 1980).

Como se indico, por debajo de la temperatura de transicion de fases se considera que todas las
cadenas hidrocarbonadas se encuentran en la conformacion de minima energia todo-trans. Si cada

molécula de fosfolipido se encontrara aislada de las restantes, sin que existieran interacciones
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intermoleculares, a medida que aumentara la temperatura cada una de las cadenas podria ir modificando
gradualmente sus conformaciones rotaméricas. Sin embargo, las moléculas de fosfolipidos que se
encuentran empaquetadas en bicapas no pueden modificar sus conformaciones rotaméricas
gradualmente, debido a que una rotacién de un enlace C-C produciria un desplazamiento espacial del resto
de la cadena, siendo mas notorio el desplazamiento a la altura del metilo terminal, el cual colisionaria con
las cadenas vecinas que se encuentran a muy poca distancia en la bicapa. Es por ello que la rotacién de una
cadena hidrocarbonada en una bicapa es en realidad un proceso cooperativo y no independiente,

involucrando a mas de una molécula de fosfolipido simultaneamente.

A A A A A A,
Yoy Ty Ty
VS S S S S

Figura 33 — Esquema (vista superior) de las estructuras de las bicapas lipidicas en fase gel (1) y de la
coexistencia de fases al alcanzar la T, (2). Se muestra una unidad cooperativa (ver texto) de fosfolipidos
que pasaron de la fase gel (circulos azules) a la liquido-cristalina (circulos verdes). Debido a las diferencias
estructurales de los fosfolipidos en ambas fases, se producen pequefios defectos en el empaquetamiento.
El dominio liquido-cristalino puede regresar espontdneamente a la fase gel (3) debido a la fluctuacion de
fases. Esto genera defectos de empaquetamiento de gran tamaiio, que perduran un cierto tiempo y luego
se cierran, regenerdndose la bicapa en fase gel intacta.

El cambio de entalpia (AH) de la transicion es una medida de la cooperatividad del proceso de
transicion de fase: a mayor AH mayor es la cooperatividad de la transicion. La cooperatividad es una medida
de la cantidad de moléculas de fosfolipido que sufren la transicidon simultaneamente, lo que se conoce como
unidad cooperativa. A mayor nimero de fosfolipidos que cambian de fase en un instante dado, mayor es la
unidad cooperativay, por tanto, mayor es la cooperatividad del proceso. Cuanto mayor es la cooperatividad
de la transicidon, mayor es la cantidad de moléculas que cambian de fase, por lo que mayor es la cantidad

y/o tamafio de los defectos que se generan.

Se considera que en los defectos de gran tamafio generados (Swaney, 1980) se inserta el ramillete

intermolecular del dimero de apo A-l, ddndose las condiciones necesarias para la formacién de las particulas
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de rHDL por microsolubilizacién de las bicapas. Sin embargo, en el presente trabajo no fue posible obtener
por este método particulas de rHDL de tamafios comparables a las obtenidas a partir de micelas mixtas de
POPC/colato. En la calle B del gel (Figura 23) se observan dos tipos de estructuras: la inferior, de menor
peso molecular, podria tratarse de apo A-l libre y la superior, de mayor peso, de apo A-l pobremente

lipidada formada por el proceso de reconstitucion a la temperatura de transicion de POPC.

Se ha observado que el estudio de la transicidon de fases de bicapas lipidicas con respecto a la
temperatura presenta histéresis, es decir, depende si el proceso se hace por aumento o por descenso de la
temperatura, iniciando con las bicapas en fase gel o liquido-cristalina, respectivamente. Adicionalmente las
transiciones por calentamiento y enfriamiento poseen diferentes caracteristicas. Por ejemplo, para el caso
de POPC (92% POPC, 8% OPPC) se han determinado por calorimetria de escaneo diferencial (Differential
Scanning Calorimetry, DSC) los valores de T, por enfriamiento y calentamiento, siendo los mismos
-2,6£0,4°Cy-0,8 £ 0,5 °C (Davis et al, 1981). La amplitud del pico del termograma a la mitad del mismo
(AT1/2) es mayor para el proceso de enfriamiento (2,6 + 0,4 °C) que para el de calentamiento (2,4 £ 0,3 °C)
(Davis et al, 1981). La AT/, se relaciona inversamente con el AH del proceso: al aumentar la AT,/; disminuye
AH. Para el ejemplo anterior, se obtienen valores de AH de 5,1 + 0,1 Kcal/mol por enfriamiento y 5,4 = 0,3
Kcal/mol por calentamiento, lo que indicaria una menor cooperatividad del proceso de transicion realizado

por enfriamiento (Davis et al, 1981).

En el caso de POPC pura, la ATy, tiene un valor de 6°C y un AH de 5,8 + 1,0 Kcal/mol (Koynova &
Caffrey, 1998). En el caso de DMPC, se han informado valores de AH de entre 5,4 Kcal/mol (Kanehisa &
Tsong, 1978) y 6,0 + 2,4 Kcal/mol (Koynova & Caffrey, 1998). Los valores de Tr, y AH para la transicion de la
fosfatidilcolina saturada con cadenas hidrocarbonadas de igual nimero que la POPC (16 en la posicién 1y
18 en la posicién 2) son de 49,0 £+ 0,3 °Cy 9,2 + 0,1 Kcal/mol (Koynova & Caffrey, 1998). Debido a que a
medida que aumenta el AH de la transicién aumenta la cooperatividad del proceso, puede verse que la
presencia del doble enlace en la molécula de POPC hace que el proceso de transicidn sea menos
cooperativo. Esto puede deberse a que el doble enlace genera un quiebre en el eje de la cadena
hidrocarbonada derivada del acido oleico en la fase gel, con la consiguiente formacién de “huecos” dentro
de la bicapa, lo que permitiria cierta movilidad de las cadenas a medida que aumenta la temperatura

(Surovtsev et al, 2012).

Una posible explicacion para no haber obtenido los complejos de rHDL esperados con POPC a la
temperatura de transicidn es la histéresis de la misma, como asi también a las caracteristicas desfavorables
de realizar dicho proceso por enfriamiento (disminucién de T, disminucidon de AH y aumento de ATyy). Se
ha descripto que apo A-l puede unirse a membranas que se encuentran en fase liquido-cristalina, pero la
solubilizacion efectiva de la membrana ocurre solamente cuando la membrana estd compuesta por
pequefios dominios fluidos dentro de una fase gel continua, situacién en la cual los defectos de

empaquetamiento son maximos (Sanchez et al, 2010). Segun se ha propuesto, los defectos en los que se
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inserta apo A-l se producen debido a la reorganizacion de las moléculas en fase gel por la expansién lateral
de las moléculas de la unidad cooperativa que pasan a la fase liquido-cristalina y la posterior disminucion
de su area al regresar a la fase inicial. Estos defectos perduran un cierto tiempo debido a la menor movilidad
de las moléculas en fase gel. En cambio, si se inicia el proceso con la bicapa en fase liquido-cristalina, la
reduccion del area ocupada por los fosfolipidos de la unidad cooperativa que pasan a la fase gel,
posiblemente genera defectos pequefios o de menores dimensiones, con una vida media menor que en el
caso anterior, debido a la mayor movilidad de las moléculas en fase liquido-cristalina, que ocuparian
rapidamente los huecos. Adicionalmente, el area de seccidn transversal y el espesor de bicapa de
membranas de POPC y otros fosfolipidos insaturados son menos sensibles a los cambios de fase que en
fosfolipidos saturados como DMPC, debido al menor empaquetamiento que genera la presencia de la
insaturacién (Leekumjorn & Sum, 2007). Por lo tanto, el cambio en estos dos pardmetros con la transicion
de fases es menor en POPC que en DMPC (Tabla 6, no se indican espesores de bicapa). Al ser menor el
cambio, se espera que sean menores los defectos generados por la coexistencia de fases. Como se indico
previamente, la presencia del doble enlace en POPC hace que sus membranas presenten un menor
empaguetamiento, con la formacién de “huecos” internos que reducen la cooperatividad de su transicion,
situacion que contribuiria también a la reduccion de los defectos de empaquetamiento por coexistencia de

fases.

También debe tenerse en cuenta que la transicion de las bicapas lipidicas es afectada por las
proteinas con las que interacciona. Dependiendo de la proteina y del tipo de interaccién con la bicapa, la
misma puede afectar la temperatura de transicion, la entalpia del proceso, o ambos parametros
(Papahadjopoulos et al, 1975). En el caso de vesiculas multilamelares de DPPC, la presencia de apo A-l
produse un ensanchamiento y disminucion de la amplitud de la transicién, como asi también aumento de
la Tm, siendo mas notorios los efectos en membranas con colesterol (Matz & Jonas, 1982). Como se indico,
la entalpia de la transicidn se encuentra relacionada con la cooperatividad de la misma y, por consiguiente,
con el tamano de la unidad cooperativa. La reduccién de la entalpia de transicidon implica la reduccion de
dicha unidad. Si la unidad no es del tamafio suficiente como para generar defectos de membrana lo
suficientemente grandes como para permitir la insercion del ramillete intermolecular de apo A-l no se
formaran los complejos discoidales de rHDL, aunque no se excluye la posible formacion de complejos de

apo-Al pobremente lipidada.

Por todo lo anterior, seria necesario estudiar con un poco mas de detalle la transicidn de la bicapa
en el sistema completo (vesiculas de POPC en presencia de apo A-l), tanto por enfriamiento como por
calentamiento, a fin de determinar las mejores condiciones de reaccidon. Los complejos podrian ser
obtenidos mediante el enfriamiento del sistema por debajo de la temperatura de transicion, logrando una
bicapa homogénea en fase gel, para luego calentar el sistema hasta la misma. Se debe considerar que la

composicion del sistema sea tal que no se congele.
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Reaccidn espontdnea a bajo pH

Una disminucién del pH produce un aumento de la Tr, de las fosfatidilcolinas, pudiendo conducir a
una transicién de fase isotérmica en una fraccidn de segundos (Cevc, 1987). Esto ocurre a un valor de pH
de aproximadamente 2 en bicapas de PC. Se podria asumir que valores de pH mayores a 3 no producen
cambios en el estado de ionizacidn de las cabezas polares de las bicapas de PC, ya que el oxigeno del grupo
fosfato presenta un pK de alrededor de 1 — 2 (Koynova & Caffrey, 1998). Debido a esto, se ha propuesto

que las bicapas de PC, no sufren cambios en el empaquetamiento de los fosfolipidos a pH mayores a 3.

Sin embargo, se ha determinado que en membranas de POPC a pH 5, ya sea por generacién a dicho
pH o por disminucion del pH del medio de 7 a 5, se observa una separacién de dominios similar a una
separacion de fases (Suresh & Edwardson, 2010), con la generacién de dominios de fosfolipidos en estado
liguido-ordenado (L.) a partir de los fosfolipidos que se encontraban en estado liquido-desordenado (Lg).
Estos estados de los fosfolipidos se han descripto principalmente en membranas formadas por mezclas
ternarias de fosfolipidos saturados, insaturados y colesterol. La incorporacion de colesterol en membranas
gue se encuentran en fase liquido cristalina produce un aumento del empaquetamiento de las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos, con la consecuente disminucién del drea molecular y aumento del
espesor de bicapa (Figura 34). Esto provoca un aumento del ordenamiento de las moléculas en fase liquido-
cristalina, sin alcanzar el orden de la fase gel, por lo que dicho estado se denomina L,. Los fosfolipidos en
fase liquido-cristalina que no sufren un cierto grado de ordenamiento se encuentran en estado Lq. En los
dominios L, existe un orden orientacional de las moléculas a corta distancia, pero un desorden traslacional

a larga distancia. En los dominios Lg, los lipidos poseen una total libertad orientacional y traslacional tanto

Fase liquido-cristalina
(Fosfolipidos en estado L)

a corta como a larga distancia.

Fase gel

+ Colesterol + Colesterol

! 0

Fase liquido-cristalina
(Fosfolipidos en estado Lo)

Figura 34 — Esquema de los estados L, y Lq de los fosfolipidos..

61



La diferencia de altura promedio (espesor de bicapa) entre ambos tipos de dominio generados por
cambios en el pH en membranas de POPC es de 3,3 A aproximadamente (Suresh & Edwardson, 2010). Estos
dominios L, de mayor espesor de bicapa poseian un didmetro tipico de 50-100 nm. Considerando un
espesor total de bicapa de 50 A para membranas de POPC en estado liquido-cristalino (Maiorano &

Davidson, 2000), un aumento de 3,3 A de espesor corresponde a un 6,6 % de aumento aproximadamente.

Aunque el estado de ionizacidn de las cabezas polares de las moléculas de PC no cambia a pH mayores
a 3, si lo hace la carga neta de la membrana, por adsorcién de protones o hidroxilos, dependiendo del pH
del medio (Zhou & Raphael, 2007; Petelska & Figaszewski, 2003). En medio acido, los centros de adsorciéon
de los protones son los atomos de oxigeno de los grupos fosfato que unen el glicerol y la colina. En medio
alcalino, los centros de adsorcion de los hidroxilos son los nitréogenos cuaternarios de las moléculas de

colina. Estos iones se adsorben a sus centros junto a sus capas de hidratacion.

El cambio en la carga neta de la membrana puede relacionarse a cambios en la tensién interfacial de
la bicapa. La tension interfacial determinada experimentalmente en membranas es una medida de la

diferencia entre interacciones atractivas y repulsivas a través del espesor de la bicapa (Figura 35).

Atraccion Repulsion

Fhesg . (F<0) | (F>0)
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Figura 35 — Tension interfacial y perfil de presiones laterales. A, Esquema de las fuerzas que afectan a las moléculas de
fosfolipidos en bicapas. Fiiw es una fuerza atractiva que actua a nivel de la interface agua/cadenas hidrocarbonadas, debida
al efecto hidrofdbico. Fhead Y Fenain SON fuerzas, normalmente repulsivas, debido a efectos estéricos. Aunque son normalmente
repulsivas, pueden tener componentes atractivas. La tension interfacial medida experimentalmente (y.w) es el balance de
estas fuerzas. B, Perfil de las fuerzas anteriormente mencionadas, denominadas presiones laterales, a lo largo del espesor de
la bicapa.

- -

La tensidn interfacial de membranas de PC de yema de huevo aumenta con una disminucién del pH,
iniciando dicho aumento de forma rapida a un pH de aproximadamente 5,8, con un maximo a un pH de
4,15 (Petelska & Figaszewski, 2000). Adicionalmente, se ha determinado que, a pH neutro, las membranas

de SOPC se encuentran cargadas negativamente. A medida que disminuye el pH, aumenta la cantidad de
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protones que interaccionan con la membrana. A un pH de aproximadamente 4, la membrana es

practicamente neutra, poseyendo una carga positiva a valores menores de pH (Zhou & Raphael, 2007).

Todos los efectos en las propiedades de las membranas, debidas a cambios en el pH del medio acuoso
en el que se encuentran, se deben principalmente a la interaccidn de protones e hidroxilos con las especies
cargadas de las cabezas polares de los fosfolipidos. Al estar constituidas por lipidos con la misma cabeza
polar (PC) y conteniendo ambos una cadena saturada y una insaturada, los efectos del pH sobre las
propiedades de PC de yema de huevo [70% POPC o (16:0-18:1A9)PC] y SOPC [(18:0-18:1A9)PC] pueden ser

integrados:

a. A medida que el pH del medio en que se encuentran membranas de PC disminuye desde
valores alcalinos, la carga negativa neta de la membrana disminuye, por lo que la repulsion
total de las cabezas polares de los fosfolipidos también disminuye. Al disminuir la repulsién
de las cabezas polares, la tension interfacial medida aumenta.

b. Al alcanzar un pH en el cual las membranas son eléctricamente neutras (pH
aproximadamente 4), las repulsiones no existen, por lo que la tensidn interfacial es maxima.
c. Cuando el pH disminuye por debajo de 4, las membranas poseen una carga neta positiva,
gue aumenta a medida que disminuye el pH. Al aumentar la carga neta de las membranas,
aumentan las repulsiones de las cabezas polares, lo que hace que disminuya la tension

interfacial determinada experimentalmente.

Al ser el resultado del balance entre fuerzas cohesivas y repulsivas, la tension interfacial puede ser
considerada una medida de la distancia entre las cabezas polares de las moléculas de fosfolipidos. A mayor
tensién interfacial, menor es la distancia entre moléculas. Se ha determinado que la adsorcién de hidroxilos
en medio alcalino implica una distancia entre centros de adsorcién de unos 14 A, y la adsorcién de protones
en medio acido implica una distancia de solo 9,9 A (Petelska & Figaszewski, 2003), por lo que la reduccién
del pH implica una reduccidn de aproximadamente un 29 % en la distancia intermolecular entre las cabezas

polares de los fosfolipidos.

Por lo tanto, un cambio en el pH del medio podria generar dominios de POPC con un espesor 6,6%
mayor (3,3 A) y 29 % menos distancia intermolecular (4,1 A). La separacién de los dominios L, y Ly generaria
las condiciones para que se formen defectos en los que podria insertarse el ramillete de hélices

intermolecular de los dimeros de apo A-l, conduciendo a la generacidn de particulas de rHDL.

En el presente trabajo se logré una reduccion de la turbidez (medida mediante la absorbancia a
340 nm) de aproximadamente 56 %. En un sistema similar al usado (fosfatilcolina pura) se ha descripto una
reduccidn de solo un 10% aproximadamente llevando a cabo la reaccién a un pH de 4,5; y una reduccidn

similar (aproximadamente 50%) llevando a cabo la reaccién a un pH de 3,5 (Fukuda et al, 2008)
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(Figura 36A). La reduccion de la turbidez nunca fue mayor al 50%, alcanzdndose un plateau antes de 5

minutos de iniciada la reaccion.

Esto puede deberse no solo a los efectos sobre la bicapa lipidica, sino que adicionalmente, el cambio

del pH del medio produce cambios en las propiedades de apo A-I (Fukuda et al, 2008):

1. Contenido de a-hélice: A valores de pH 7 o mayores, apo A-l posee aproximadamente un 45% de
contenido de a-hélice. Dicho contenido disminuye hasta un minimo de aproximadamente 20% a un
pH de alrededor de 4,5. A valores menores, el contenido de o-hélice aumenta hasta
aproximadamente 32% a valores de pH de entre 3y 3,5. A pH menores el contenido de a-hélice

disminuye nuevamente (Figura 36B).

2.  Hidrofobicidad: Al reducir el valor de pH desde 9 a 3, aumenta la intensidad relativa de fluorescencia
de ANS, lo cual es una medida del aumento de la hidrofobicidad de apo A-l. A pH 5, el aumento es de
un 50% respecto a la fluorescencia a pH 7 o mayores. A pH 4,5, la fluorescencia es casi el triple. Para
pH de entre 3 y 3,5 se alcanza la mayor hidrofobicidad, con una intensidad de fluorescencia de mas

de 4 veces. A pH menores, la intensidad de fluorescencia disminuye (Figura 36C).
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Puede verse que la disminucién del pH desde 7 hasta 4,5 produce un aumento de la hidrofobicidad y
una disminucién del contenido de a-hélice de apo A-l libre. Debido a que durante la interaccién e insercién
de apo A-l con las membranas de fosfolipidos su contenido de a-hélice aumenta, siendo este fendmeno
parte de la fuerza impulsora del proceso (Arnulphi et al, 2004), el menor contenido de a-hélice inicial

beneficia el proceso de interaccion, ya que el cambio total es mayor. Se ha determinado que la interaccién
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de apo A-l con DMPC a su T, y diferentes valores de pH presenta distintos pardmetros termodinamicos
(Pownall et al, 1977). A pH 7,4 apo A-l libre presenta 10% mas de contenido de a-hélice respecto de la
proteina a pH 3,1. A ambos valores de pH, se obtuvieron complejos discoidales similares (en cantidad y
estructura) con el mismo contenido de a-hélice. La entalpia de unién de apo A-l a DMPC es de -90 Kcal/mol
apH7,4yde-170 Kcal/mol a pH 3,1, siendo gran parte de esa diferencia atribuida a la mayor ganancia de

contenido de a-hélice al generar los complejos a menor pH.

Adicionalmente a ello, al aumentar la hidrofobicidad de apo A-l, aumenta su afinidad por las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos, lo que también es beneficioso para la realizacién del proceso de

interaccion e insercion de apo A-l en bicapas lipidicas.

Debe considerarse también que el punto isoeléctrico (pl) de apo A-l se alcanza a un valor de pH de
aproximadamente 5,2 — 5,6 (Heuck et al, 1983; Pownall et al, 1977). A valores menores de pH, como el
utilizado en el presente trabajo, la proteina tendrd una carga neta positiva. Como se indicd, el pl de las
membranas de PC se alcanza a un valor de pH de aproximadamente 4, por lo que a un valor de 4,5 la
membrana presenta una leve carga neta negativa. Esta situacion favorece la interaccion de apo A-l con la
membrana, ya que el primer paso del incremento en el contenido de a-hélice inducido por membranas es
la atraccidn electrostatica entre la proteina (con bajo contenido de a-hélice) y la membrana, para luego dar
paso al plegamiento de la proteina ya unida, con el consiguiente aumento del contenido de a-hélice

(Seelig, 2004).

Las diferencias observadas entre el presente trabajo y el antes indicado (Fukuda et al, 2008) respecto
de la disminucidn relativa de la turbidez de la suspensidn por reaccidn de apo A-l a pH 4,5 puede deberse
al fosfolipido utilizado y/o a la proteina utilizada. En el presente trabajo se utilizé POPC pura y apo A-1 WT,
mientras que en el otro utilizaron PC de yema de huevo, una mezcla compleja de moléculas de PC con
diferentes tipos y combinaciones de cadenas hidrocarbonadas, siendo POPC el fosfolipido mayoritario, y
apo A-l obtenida a partir de plasma humano, por lo que se desconoce si se trata de una Unica variante o

una mezcla de variantes, ni sus identidades o las consecuencias funcionales del uso de las mismas.

Comparacion de los procesos

Actualmente el modelo de rHDL mas aceptado es el de doble cinturdn en el cual las hélices 5 de cada
una de las moléculas de apo A-l se encuentran enfrentadas en orientacién antiparalela. Esta configuracién
se denomina LL 5/5 (Segrest et al, 1999) (Figura 37). Sin embargo, se ha indicado la posible formacion, a
partir de micelas mixtas de POPC/colato, de particulas en las cuales la hélice 2 de una molécula de apo A-I
se encuentra enfrentada a la hélice 5 de la otra molécula de apo A-l, configuracién que se denomina LL 5/2
(Silva et al, 2005) (Figura 37). También se ha determinado que dicha conformacién se obtiene al generar

particulas de rHDL con DMPC a su T, (Cuellar, Tesis Doctoral). Estas particulas poseen una mayor capacidad
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de remocidn de colesterol celular que las particulas equivalentes generadas a partir de micelas mixtas de

DMPC/colato. La diferencia puede deberse al mecanismo de formacion de las rHDL por ambos métodos.

Figura 37 — Esquemas de las configuraciones LL5/5 y LL5/2 de las particulas de rHDL. Las hélices se indican como rectdngulos
de puntas redondeadas. Los niimeros indican el nimero de hélice correspondiente. Los extremos N-terminales de cada una
de las moléculas se representan como cuadrados de puntas redondeadas. Las flechas verdes de dos puntas indican las
hélices enfrentadas que dan nombre a la configuracion correspondiente. Las flechas azules de una punta en la configuracion
LL 5/2 indica la continuidad de la molécula de apo A-I entre las hélices 7 y 8 que se encuentran separadas en el esquema.
La superposicion de las hélices 3 y 4 de ambas moléculas de apo A-I en la configuracién LL 5/2 (cuadro rojo) permitiria la
formacion del ramillete helicoidal que no puede formarse en la configuracion LL 5/5.

En el proceso de reconstitucién de las rHDL a la temperatura de transicion de fases se considera que
el mismo procede a partir de la insercidn del ramillete de hélices intermolecular en defectos de membrana,
de forma similar a lo que ocurre in vivo. Estos defectos son generados por la coexistencia de fases a la
temperatura de transicion. Las particulas asi obtenidas, con conformacidn LL5/2, son compatibles con la
formacién del ramillete intermolecular compuesto por las hélices 3 y 4 de dos moléculas de apo A-l, que se

ha postulado es el responsable de la insercién de las moléculas de apo A-l en las bicapas lipidicas (Prieto &

Garda, 2011).

La mayor afinidad de la region de apo A-l que incluye dichas hélices por membranas que contienen
altos niveles de colesterol (Toledo et al, 2004) concuerda con ello, ya que la presencia de grandes cantidades
de colesterol en bicapas de PC genera una separacion de dominios Ly (pobres en colesterol) y L, (ricos en
colesterol), lo que genera defectos de empaquetamiento y las condiciones necesarias para la insercion del
ramillete. Adicionalmente, se ha determinado que los complejos discoidales de 78A de didametro presentan
una mayor afinidad por las bicapas que los de 96A. Esto se ha relacionado a la necesidad de una menor
cantidad de hélices de cada molécula de apo A-l para cubrir la periferia de las particulas discoidales
menores. La regidn central de apo A-l, especificamente la correspondiente a las hélices 3 y 4, interacciona
en menor medida con los fosfolipidos presentes en las particulas de 78 A, quedando “fuera” del anillo, con
posibilidad de interaccionar con bicapas. Cuando las particulas de dHDL se cargan de colesterol, cambia la
conformacion de la region central de apo A-l, produciendo una disminucién de su exposicién y disminucion

de la capacidad de interaccionar con membranas (Toledo et al, 2004).
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En cambio, el proceso de reconstitucion de las particulas lipoproteicas por dialisis de micelas mixtas
de POPC/colato no impone ningun tipo de restriccidn a la configuracién que deben adoptar las moléculas
de apo A-l para poder generar los complejos discoidales, ya que las particulas se generan por el intercambio
del colato de la periferia de los discos de bicapa por dos moléculas de apo A-I. Por lo tanto, la configuracion
relativa de las moléculas de apo A-l en cada uno de los discos estard determinada solamente por la
configuracion que adopten al momento de ocupar su posicién. Esta configuracidn serd aquella cuyo registro
de hélice sea el energéticamente mas favorable, siendo el mismo el registro LL5/5 (Segrest et al, 1999). Sin
embargo, dicha configuracién no es compatible con la formacidon del ramillete intermolecular. El cambio en
el registro inter-hélice es limitado, ya que en simulaciones de complejos discoidales de rHDL en las que se
hizo rotar una molécula de apo A-l respecto de la otra (Klon et al, 2002b) se observé que pequefias
modificaciones en el registro inter-hélice pueden producir cambios estructurales en los anillos proteicos
que impiden la rotacién posterior de las proteinas. Estos dos hechos podrian explicar la diferencia en la
capacidad de remocidn de colesterol de las particulas de rHDLr y rHD Lcoiato generadas utilizando DMPC como

fosfolipido.

En el presente trabajo no fue posible generar particulas de rHDL;, utilizando POPC, de tamafios
comparables a las rHDLcolato. Sin embargo, se supone que el proceso de generacion de rHDL realizando las
reacciones en medio acido también involucra la insercidn del ramillete intermolecular en defectos de
membrana. En este caso, los defectos se forman por las diferentes caracteristicas estructurales de los
dominios Ly y L, que coexisten en membranas de PC a pH bajo. Por ello, se supone que este método de
reconstitucién impone la misma restriccidn al registro de hélice de las moléculas de apo A-I que la formacién
de las rHDL a la temperatura de transicion. Esto haria suponer que las particulas de rHDLpy tendrian una
capacidad de remocion de colesterol mayor que las de rHDLcolato. Sin embargo, este no fue lo observado

(ver mds adelante).

Remocion de colesterol

Se ha determinado que apo A-l humana preferentemente interacciona y remueve fosfolipidos que
se encuentran en fase liquido-cristalina (Tricerri et al, 2005). Como ABCA1 se distribuye preferentemente
en regiones de membrana con fosfolipidos en fase Ly, se ha propuesto que esta situacién favorece la
interaccion de apo A-l con dicho transportador, lo que finalmente da origen a particulas de nHDL formadas
principalmente por fosfolipidos en fase Ls. Como el colesterol se distribuye principalmente en zonas de la
membrana que se encuentran en fase L,, se ha sugerido que la solubilizacién de los fosfolipidos por apo A-
| ocurre en primer término, con la formacién de las nHDL. Luego de ello, estas particulas aceptan el

colesterol de las regiones L, al interaccionar con otros transportadores, como ABCG1 o SR-BI.

Debido a que se utilizaron células RAW264.7 estimuladas de la misma forma en todos los

tratamientos, las diferencias observadas en la remociéon de colesterol no pueden deberse a los
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transportadores, sino solo a los aceptores utilizados en cada tratamiento. Adicionalmente, como los
tamafios de los complejos rHDLyx y rHDLcoiato SON similares, la diferencia en la remocion de colesterol no se
debe a una mayor disponibilidad de hélices anfipaticas libres capaces de interaccionar con membranas en

un tratamiento respecto al otro.

Como apo A-l extrae preferentemente lipidos de la fase Ly, y el colesterol se encuentra en los
dominios Lo, esto podria explicar que no exista diferencia significativa en la remocién del mismo por parte
del tratamiento con apo A-1 WT libre con respecto al tratamiento control. Al formarse las particulas de nHDL
por accién del transportador ABCA1 en el tratamiento con apo A-l WT, estas se forman a expensas de
fosfolipidos principalmente, por lo que la remocién de colesterol en este proceso no es significativa. La
posterior remocion de colesterol por las particulas de nHDL asi formadas no es significativamente diferente
al tratamiento control, ya que una vez formadas las nHDL, la remocién de colesterol depende de

transportadores diferentes a ABCA1, como por ejemplo ABCG1.

La incorporacién de colesterol en las particulas discoidales se ve influenciada por la interaccién entre
las moléculas de colesterol y POPC. Debido a que en el sistema in vitro no se cuenta con la actividad de
LCAT, que esterifica las moléculas de colesterol y genera un nucleo neutro de CE en las particulas de HDL,
las moléculas de colesterol se acumulan en las hemicapas de las particulas discoidales. Se ha determinado
que el nucleo esteroideo de la molécula de colesterol cubre una longitud equivalente a 9 o 10 4tomos de
carbono de las cadenas hidrocarbonadas completamente extendidas de los fosfolipidos, cubriendo una
mayor longitud en el caso de encontrarse los mismos en fase liquido-cristalina (Pasenkiewicz-
Gierula et al, 1990), como en nuestro sistema. Esto genera una incompatibilidad estructural con respecto a
los fosfolipidos que presentan cadenas mono-cis-insaturadas con el doble enlace entre los carbonos 9y 10,
como la POPC, ya que la molécula de colesterol no puede acomodarse en contacto con las cadenas
insaturadas sin exponerse parcialmente al medio acuoso. Esta situacidn es desfavorable hacia su
incorporacion en las particulas discoidales utilizadas, ya que al interaccionar con las moléculas de POPC, la
molécula de colesterol se “inclina” (angulo entre el vector que va de C21 a C5 del colesterol con la normal
a la bicapa), aumentando la exposicion de su cadena hidrocarbonada al medio acuoso
(Aittoniemi et al, 2007). La localizacién del grupo 3B-OH del colesterol se encuentra 3A més cerca de la fase

acuosa en membranas de POPC que en membranas de DMPC (Rég & Pasenkiewicz-Gierula, 2006).

Debido a que tanto el proceso de obtencion de rHDLyy rHDLp supondrian la generacion de defectos
de empaquetamiento en las bicapas, en los cuales se inserta el ramillete intermolecular del dimero de apo
A-l, es de suponer que estas particulas se asemejen mds a las nHDL que las particulas de rHDLcolato, por lo
que se esperaria una mayor capacidad de remocidn de colesterol. Esta situacion concuerda con las
observaciones que las particulas de rHDLy preparadas con DMPC presentan una mayor capacidad de
remover colesterol celular que las particulas rHDLato del mismo fosfolipido. Adicionalmente, se ha
determinado que las particulas de rHDLcoto generadas con POPC tienen una mayor capacidad de remover
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el colesterol celular que las generadas por el mismo método con DMPC. Por todo ello, se esperaria que las
particulas de rHDL, de POPC tuvieran una mayor capacidad de remover colesterol que las de rHDLcolato de
POPC, aunque eso no es lo observado. Es de suponer que la reaccién de reconstitucion de las particulas
discoidales a pH acido genera algun efecto en las mismas que disminuye su funcionalidad, ya sea en las

moléculas de apo A-l, en los discos de bicapa de POPC, o en ambas.

Se ha propuesto que el desorden estructural localizado en la superficie de la lipoproteina es un mejor
determinante del remodelamiento funcional requerido por las rHDL que la fluidez de las cadenas
hidrocarbonadas (Jayaraman et al, 2010). Este desorden estructural, se encuentra relacionado
inversamente a la estabilidad de las particulas. A menor estabilidad de las particulas generadas mayor es
su funcionalidad como aceptor de colesterol (Guha et al, 2008), debido posiblemente a que esta
inestabilidad facilita aperturas momentdaneas de la superficie de la particula. Moléculas de PC de cadenas
cortas o insaturadas forman particulas menos estables. Por lo tanto, el desorden estructural se refiere a un
mayor espaciamiento (momentdneo o permanente) entre las cabezas polares de los fosfolipidos, que

permitiria una mejor insercidn de las moléculas de colesterol entre ellas.

Esto permitiria explicar la diferencia en la capacidad de remocidn de colesterol de las rHDL obtenidas
con DMPC y POPC por dialisis de micelas mixtas con colato, como también en parte la aparentemente
contradictoria menor capacidad de remocidn de las rHDLyy respecto de las rHDLcoiato Obtenidas con POPC

en el presente trabajo.

En el caso de las particulas generadas a partir de micelas mixtas de FL/colato utilizando DMPCy POPC,
la presencia del doble enlace cis en las moléculas de POPC genera un quiebre de aproximadamente 30°
(Pasenkiewicz-Gierula et al, 1990) en la cadena hidrocarbonada en la posicién 2 del glicerol, lo que produce
una mayor separacién de las cabezas polares en comparacién a la DMPC. Las moléculas de fosfolipidos

pueden clasificarse segun su “forma” en (Strandberg et al, 2012) (Figura 38):

1. Conos: moléculas de fosfolipidos con cabezas polares pequefias y gran drea de seccidn
transversal de las cadenas hidrocarbonadas.

2. Cilindros: moléculas de fosfolipidos con areas de seccidn transversal de la cabeza polary las
cadenas hidrocarbonadas similares.

3. Conos invertidos: Moléculas de fosfolipidos con cabezas polares de mayor area de seccién

transversal que las cadenas hidrocarbonadas.

Esta forma hace que las estructuras macromoleculares de los distintos tipos de moléculas, como las
monocapas y bicapas, adopten caracteristicas distintas. Por ejemplo, las monocapas de fosfolipidos
clasificados como conos poseen una curvatura espontanea negativa (Figura 38), mientras que los

clasificados como conos invertidos presentan una curvatura espontanea positiva (Figura 38).
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Curvatura Espontdnea
Monocapa

Forma Molecular

Conos

Cilindros

Conos Invertidos

Figura 38 — Esquema de la forma molecular de los fosfolipidos y su correspondiente curvatura
espontdnea en monocapas.

Cuando estos fosfolipidos forman bicapas, las hemicapas que la constituyen no pueden adoptar la
estructura debida a su curvatura espontanea, ya que las bicapas son estructuras planas. Esta imposibilidad

de adoptar estructuras curvas tiene efectos en el ordenamiento molecular de los fosfolipidos.

Esto hace que, en una bicapa plana, se generen “espacios vacios” que tiendan a compensar la
curvatura espontanea de las hemicapas. En los fosfolipidos con curvatura negativa, se generan espacios
entre las cabezas polares, es decir, aumenta el espaciamiento entre ellas. En el caso de los fosfolipidos con
curvatura positiva, los espacios vacios se generan entre las cadenas hidrocarbonadas, por lo que el

espaciamiento entre las cabezas polares es minimo.

Debido al quiebre de aproximadamente 30° generado por la insaturacién en las moléculas de POPC,
este fosfolipido se clasifica como cono (Figura 39), con una curvatura espontanea levemente negativa. La
molécula de DMPC, en cambio, se clasifica como un cono invertido (Figura 39), con una curvatura
espontdnea positiva, debido a que presenta dos cadenas insaturadas relativamente cortas (14 atomos de

carbono).
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DMPC

“— Reglon polar Regién apolar ----—>

POPC

Figura 39 — Clasificacion de DMPCy POPC segun su forma. Se muestra la estructura molecular de ambos fosfolipidos, indicando
la forma de la misma (en naranja). A la derecha se muestran esquemas de la estructura de una unica molécula de cada
fosfolipido y del ordenamiento de las mismas en una de las hemicapas de una bicapa plana (no se muestra la segunda
hemicapa). En gris oscuro se indica la region polar de las moléculas, mientras que en gris claro se indica la region apolar. Se
observa que el espaciamiento entre las cabezas polares de bicapas de POPC es mayor que en el caso de DMPC.

Esto hace que el empaquetamiento superficial de los fosfolipidos sea mayor en las rHDL de DMPC
que en las de POPC. Puede pensarse que la inserciéon del colesterol en membranas se da gracias a la
posibilidad de separar las cabezas polares de las moléculas de fosfolipido entre las que se produce la
insercidn, con la consiguiente disminucién de la distancia entre estas cabezas y las aledafias (Figura 40). De
ello se ve que el colesterol puede insertarse mas facilmente en membranas con mayor espaciamiento entre
cabezas polares, ya que las mismas pueden acercarse entre si al insertarse el colesterol. Por lo tanto, la
insercidn de colesterol sera mas facil en las particulas de rHDL generadas con POPC que con DMPC y, por
consiguiente, las rHDL generadas con POPC tendran mayor capacidad de remocion de colesterol que las de

DMPC cuando ambas son generadas a partir de micelas mixtas PC/colato.

En relacidn a la diferencia en la capacidad de remocién de colesterol entre las rHDLyy y l1as rHDLcolato
generadas con POPC en el presente trabajo, parte de dicha diferencia puede deberse a los efectos del pH
sobre la estructura de la bicapa de las particulas. En condiciones fisiolégicas (pH neutro y 37°C) las
membranas de POPC se encuentran en estado liquido-cristalino. Como se ha indicado, la generacién de
membranas de POPC en medio 4cido (pH 5) produce una separacidn de fases L, y Lqg. Esta separacion de
fases perdura aun cuando el pH del medio se lleva a un valor de 7 (Suresh & Edwardson, 2010). La formacidn
de dominios de POPC en estado L, en las rHDL conduce a una disminucién del espaciamiento entre las
cabezas polares de las moléculas en los mismos. La coexistencia de dominios de moléculas de POPC en
estado L, y Lqg en las rHDLyy conduce a una disminucién de la fraccion de moléculas de POPC con el mismo
espaciamiento entre cabezas polares que las rHDLcolato, €N las cuales se supone que todas las moléculas de

fosfolipido se encuentran en estado Lq. Esto hace que disminuya la cantidad de moléculas de colesterol que
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pueden insertarse en cada particula de rHDL,4 respecto de las rHDLcoiato. Esto da como resultado una menor

capacidad de remocidn de colesterol en las primeras.

M e
%ﬁ, i

Figura 40 — Insercion de colesterol en membranas. Las cabezas de los fosfolipidos entre los que se inserta el colesterol (flecha
naranja) deben alejarse entre si (flechas rojas) y, por ende, acercarse a los circundantes.

poperiem 7
Wl U

Adicionalmente, parte de la diferente capacidad de remocién de colesterol entre las rHDLy4 y las
rHDLwolato del presente trabajo podria deberse a la posibilidad de la existencia en las particulas discoidales
de “restos” de colato, es decir, que la particula de rHDLoato €sté formada por una bicapa de
fosfolipido/colato rodeada por las moléculas de apo A-l. Esto puede deberse a que a altas relaciones
PC/colato (mayor a 2), el sistema consiste de una membrana de fosfolipido con colato incorporado en ella
(Matz & Jonas, 1982), situacion que se puede dar al ir eliminando el detergente del sistema por dialisis
durante la preparacién de las particulas discoidales. Se ha propuesto que durante la dialisis de micelas
mixtas PC/sal biliar, la eliminacidn de la sal biliar se produce a partir de las moléculas que se encuentran en
la periferia y no en el centro de la membrana, quedando la cantidad de dichas moléculas practicamente
inalterada (Long et al, 1994). En experimentos con muestras de bilis, la cual es basicamente una mezcla de
colesterol, sales biliares y fosfatidilcolina, luego de dializar las mismas durante 18 horas se detectaron restos
de sales biliares (Somjen & Gilat, 1983), siendo los mismos de al menos un 0,7% del contenido inicial. En las
bicapas de fosfolipidos con cadenas insaturadas las moléculas de colesterol son segregadas, es decir, se
forman agregados de moléculas de colesterol (Pasenkiewicz-Gierula et al, 1990) (Figura 41A), ocurriendo

algo similar con las de colato.

Se ha propuesto que las moléculas de colato en estas situaciones se encuentran formando dimeros,
en los cuales ambas moléculas interaccionan entre si a través de sus caras polares, exponiendo sus caras
apolares a las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos (Mazer et al, 1980) (Figura 30). La presencia del
colato en las hemicapas de las particulas podria contribuir en parte a la incorporacién de las moléculas de
colesterol que se remueven de las células RAW264.7, protegiéndolas del contacto con el medio acuoso,
debido a una mejor interacciéon del colesterol con las caras apolares de las moléculas de colato con respecto
a la interaccion colesterol/POPC (Figura 41B). En base a lo determinado en sistemas de sales biliares y

fosfatidilcolina, mas de un 80% del colesterol que es solubilizado se debe al fosfolipido, mientras que el
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resto se debe a la presencia de la sal biliar (Neiderhiser & Roth, 1968; Somjen & Gilat, 1983), pudiendo

suceder algo similar en las rHDLcojato.

Figura 41— Esquema de distribucion de colesterol en membranas insaturadas (A) y en rHDLcojat0 (B). En azul se muestran los
fosfolipidos. En naranja y rojo las moléculas de colato (naranja anillo esteroideo, rojo grupos polares). En verde y rojo las
moléculas de colesterol (verde anillo esteroideo y cadena alifdtica, rojo grupo hidroxilo).

Aungque la posible contribucién de los restos de colato a la capacidad de remocidn de colesterol de

las particulas podria ser baja debe ser considerada.

Como se ha indicado previamente, las particulas de rHDL generadas con DMPC a la T, de dicho
fosfolipido presentan una configuracién de las moléculas de apo A-l (LL5/2) diferente a la configuracion
obtenida con dicho fosfolipido a partir de micelas mixtas DMPC/colato. Esta diferencia estructural tiene
una consecuencia funcional importante: en las particulas generadas a la Tr, se puede formar el ramillete
intermolecular entre las hélices 3 y 4 de ambas moléculas de apo A-l que permite la interaccién de las
particulas con membranas que contienen colesterol, mientras que en las obtenidas a partir de micelas
mixtas dicho ramillete no puede formarse. Como se indico, la generacién de rHDL a la T y a pH acido
impone la restriccidn de la formacién de dicho ramillete por parte de dos moléculas de apo A-l a fin que el
mismo se inserte en defectos de membrana. Por lo tanto, se esperaria que la configuracion de las moléculas
de apo A-l en las rHDL obtenidas por ambos métodos sea la misma (LL5/2). Sin embargo, en el presente
trabajo no se determind la configuracion obtenida, por lo que no se puede conocer si la misma tiene algun

efecto sobre la diferencia en la remocidn de colesterol entre las rHDLp y las rHDLcolato generadas con POPC.
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CONCLUSIONES

Las capacidades de remocidn de colesterol de las particulas de rHDL se comparan principalmente en
base a su tamafno y composicién. Sin embargo, se ha visto que particulas de igual composicién, de tamafios
y estructura similar, generadas por diferentes métodos, presentan distintas capacidades de remocion de

colesterol.

Estas diferentes capacidades pueden deberse a diferencias en los mecanismos de formacién de las
de rHDL por los métodos que se han utilizado, siendo algunos mas similares al mecanismo propuesto de

generacion in vivo de las particulas de nHDL que otros.

El método mas utilizado para la obtencién de rHDL, la didlisis de micelas mixtas, es el mecanismo que
menos se asemeja al proceso in vivo. En este proceso no se impone ningun tipo de restriccion a la
conformacién intermolecular que deben adoptar las moléculas de apo A-l durante la formacion de las
particulas discoidales. Como consecuencia, y segun se ha descripto en la bibliografia actual, la configuracién
que adoptan las moléculas de apo A-l en la periferia de las particulas es aquella en la cual se forman la
mayor cantidad de interacciones idnicas entre ambas, siendo la mas estable (configuracién LL5/5). Sin
embargo, dicha configuracidon no permite la formacién del ramillete intermolecular de las hélices 3 y 4 que

permite la interaccidn de las dHDL de menor tamafio con las membranas que contienen colesterol.

Los métodos de obtencion de rHDL a la temperatura de transicion de fase o a pH acido serian los mas
similares al proceso de generacién in vivo de las nHDL, debido a que se basan en la insercidn del ramillete
intermolecular de apo A-l en defectos en el empaquetamiento de las membranas, al igual que el proceso in
vivo. Sin embargo, la forma en que se generan dichos defectos podrian tener consecuencias en la obtencion

de particulas o en las caracteristicas de las mismas:

a. Enlareconstitucién a la temperatura de transicion de fases, se debe tener en cuenta no solo
la temperatura de transicion de fase del fosfolipido que se utiliza, sino también las
condiciones iniciales del sistema (fase de la bicapa), ya que la transicién de fase es un proceso
que presenta histéresis. Las caracteristicas de la transicion (Tm, AH, ATy, cooperatividad)
depende si la misma se realiza por calentamiento o enfriamiento del sistema. Asimismo, las
proteinas pueden afectar la transiciéon de los fosfolipidos, como en el caso de apo A-l. Debido
a estos factores podria no haberse obtenido particulas de rHDL con POPC comparables a las
obtenidas por diélisis de micelas mixtas de POPC/colato. Por lo tanto, para generar particulas
de rHDL por este método, deberia determinarse experimentalmente las mejores condiciones
para llevar a cabo la reaccidn.

b. Enlareconstitucién a pH acido, se obtienen particulas discoidales de caracteristicas similares
a las obtenidas por didlisis de micelas mixtas. Sin embargo, su funcionalidad podria verse

afectada por la presencia de moléculas de fosfolipidos en fase Ly y L, dentro de la particula,
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ya que la coexistencia de dichas fases en las membranas, iniciada por una disminucién de pH,
perdura luego de neutralizar el medio. En este método también se deberia estudiar la
transicién de fases de las membranas, en presencia de apo A-l, como asi también las
caracteristicas estructurales de las particulas obtenidas (configuracién de las moléculas de

apo A-l, caracteristicas de la superficie de la bicapa de las rHDL)

Las particulas de rHDL mads utilizadas en los estudios se generan principalmente a partir de
fosfolipidos puros que poco se asemejan a los presentes en las membranas de las células como, por
ejemplo, DMPC. Se deberia aplicar lo indicado precedentemente, respecto al estudio de la transicién de
fases, en sistemas compuestos no solo por PC, sino también con esfingomielina (SM) y/o
fosfatidiletanolamina (PE), a fin que las membranas utilizadas en la generacion de las rHDL se asemejen aun

mas en composicidon a las membranas celulares.
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