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RESUMEN EN ESPANOL

La apolipoproteina A-l (apoA-l) es la proteina mayoritaria de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), y tiene un rol predominante en distintas
etapas del transporte reverso de colesterol (RCT), proceso por el cual el
exceso de colesterol de los tejidos periféricos es transportado al higado para
ser catabolizado y eliminado. Esta proteina de 243 residuos de aminoacidos
estd formada mayoritariamente por a-hélices anfipaticas, y sufre grandes
cambios conformacionales durante su ciclo funcional entre el estado libre y
diferentes estados de unién a lipidos -como unida a membrana o a diferentes
tipos de complejos lipoproteicos de diferente tamafio, morfologia vy
composicion-. La identificacion de los dominios de apoA-| involucrados en sus
diferentes funciones en el RCT, asi como el conocimiento de las caracteristicas
estructurales requeridas para su actividad, pueden proveer valiosa informacién
sobre los mecanismos moleculares involucrados en este proceso.

Este trabajo fue enfocado en gran parte hacia el conocimiento del rol
funcional de una regidn del centro de la molécula de apoA-l, que por estudios
previos de este laboratorio parece constituir un dominio estructural- y
funcionalmente independiente. Usando un péptido sintético y mutantes de
apoA-l, se demuestra que esta region -que presenta dos repeticiones que se
predicen que forman ahélices anfipaticas con una distribucion particular de
cargas (tipo Y)- cumple un rol importante y parece ser suficiente para promover
la movilizacion de depdsitos intracelulares de colesterol hacia la membrana
plasmatica y su salida al medio extracelular en células CHOKI. Los resultados
también indican que para esta funcion, no se requeriria una secuencia de
aminoacidos especifica en esta regién, sino mas bien una distribucion de
cargas tipo Y; y una correcta orientacion de las caras hidrofilica e hidrofébica
de las hélices.

Usando complejos lipoproteicos discoidales reconstituidos (rHDL),
también se demostrd que el estado de lipidacion de apoA-l -como el tamafio y
contenido de colesterol de los complejos- es importante para promover estas
respuestas celulares, lo que en principio puede atribuirse a la diferente

conformacién adoptada por el dominio central en estos complejos.
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Si bien aun queda mucho por conocer sobre las vias de senalizacion
involucradas en la movilizacion intracelular de colesterol, los resultados de este
trabajo indican que la activacion de proteina quinasa C (PCK) -propuesta como
necesaria para este proceso- no parece depender de la hidrdlisis de fosfatidil

inositol ni de cambios en los niveles de Ca++ citosdlico.

RESUMEN EN INGLES

Apolipoprotein A-l (apoA-l) is the main protein in high density lipoproteins
(HDL), and has a predominant role in different steps of the reverse cholesterol
transport (RCT), process by which cholesterol excess from peripheral tissues is
transported to the liver for further metabolism and elimination. ApoA-I has 243
amino acid residues and its structure, composed mainly by amphipathic o-
helices, can undergo large conformational changes during its functional cycle.
To accomplish this cycle the protein can adopt either lipid-free or different
lipidated forms, as bound to membranes or being part of lipoprotein complexes
having different size, morphology and composition. The identification of apoA-I
domains involved in different functions in RCT, and the knowledge of the
structural characteristics required for its activity, can provide valuable
information on molecular mechanisms involved in this process.

This thesis is focussed mainly on the study of the functional role of a
central region of the apoA-lI molecule, which previous studies in this laboratory
seem to support working as structural and functional independent domain. By
using a synthetic peptide and apoA-I variants, we demonstrate that this region,
which presents two amphipathic a-helix predicted sequences, with a particular
(type Y) charge distribution plays an important role in promoting mobilization of
intracellular cholesterol depots towards the plasma membrane, and its efflux to
extra cellular medium from CHOKI cells. These results also indicate that in
order to perform this role, it is not necessary a specific amino acid sequence,
instead a type Y charge distribution and a correct orientation of hydrophilic and
hydrophobic faces.

Employing reconstituted discoidal lipoprotein complexes (rHDL), we also
demonstrated that the lipidation state of apoA-I, as the size and cholesterol

content of complexes is important to promote these cellular responses. The
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reason for such behaviour could be attributed to different conformations
adopted by the central domain in these complexes.

Although much still remains to be known on signalling pathway involved
in cholesterol intracellular mobilization, the results presented in this work,
indicate that protein kinase C (PCK) proposed as necessary for this process,
seems not to depend on hydrolysis of phosphatidyl inositol neither on cytosolic

Ca++ changes .
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1- METABOLISMO Y ESTRUCTURA DE LIPOPROTEINAS
1-1 Estructura general y clasificaciéon de lipoproteinas plasmaticas

Las lipoproteinas cumplen una funcion muy importante en el transporte y
utilizacién de lipidos en el organismo. En los invertebrados, con la excepcion de
los insectos, las lipoproteinas no son muy conocidas, tanto en sus estructuras
como en sus funciones. La mayor informacion disponible sobre el tema
corresponde a lipoproteinas de vertebrados. En este trabajo de tesis tomamos
como modelo principal de estudio células epiteliales de mamifero

pertenecientes a la linea celular CHOKI (células de ovario de hamster chino).

El colesterol (Col) y sus ésteres (EC), al igual que los triacilgliceroles
(TG) y los fosfolipidos (FL), son practicamente insolubles en agua. En
consecuencia, estos lipidos deben ser transportados desde higado o intestino
hasta los tejidos donde seran almacenados o consumidos, formando parte de
complejos supramoleculares con proteinas. Estos complejos, denominados
lipoproteinas, resultan de diversas combinaciones de lipidos y proteinas. Las
proteinas son relativamente especificas para cada tipo de lipoproteina y son
llamadas apolipoproteinas. Las lipoproteinas normalmente estan presentes en
el plasma sanguineo en una amplia variedad de estados. En general, poseen
un nucleo con lipidos no polares, principalmente TG y EC y una monocapa de
lipidos polares, principalmente FL y diferentes apolipoproteinas.

Combinaciones variables de lipidos y proteinas producen particulas de
diferentes densidades, propiedad que permite su fraccionamiento por
ultracentrifugacion en gradientes de densidad y es la base del sistema de
nomenclatura mas usado (Tabla 1).

La densidad de las lipoproteinas se correlaciona de manera inversa con
la relacion lipido/proteina y en general también con su tamafo. Basada en la
densidad, composicion y propiedades funcionales las particulas son
clasificadas en clases mayoritarias. Las formas maduras de las mismas se
producen por procesos metabdlicos en los lechos vasculares extrahepaticos.
Las LDL son producidas como producto final del metabolismo de las VLDL; y
las IDL, que contienen apreciable cantidad de TG y EC en sus nucleos, son
producidas durante la conversién de VLDL a LDL. Aun dentro de cada una de

estas clases, las particulas lipoproteicas poseen un alto grado de
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heterogeneidad en cuanto a tamafo, composicion lipidica y apoproteica, como
veremos en el caso de las HDL también en morfologia. En gran parte, esta
heterogeneidad se origina en las transformaciones que estas particulas sufren

a medida que son metabolizadas en circulacion.

Tabla 1: Clasificacion de lipoproteinas en base a su densidad y tamaino

Lipoproteina Densidad Didmetro
Quilomicrones (QM) menor a 0.94 g/ml 50-200 nm
Lipoproteinas de muy baja densidad 1.006-0.94 g/ml 28-70 nm
(VLDL)
Lipoproteina de densidad intermedia 1.006-1.02 g/ml
(IDL)
Lipoproteinas de baja densidad (LDL) 1.02-1.063 g/ml 20-25 nm
Lipoproteinas de alta densidad 2 1.063-1.125 g/ml 8-11 nm (en general
(HDL2) para HDL)
Lipoproteinas de alta densidad 3 1.125-1.21g/ml
(HDL3)

Tabla 2: Composicion lipoproteica de las lipoproteinas

COMPOSICION PROTEICA Y LIPIDICA (MASA %)

Lipoproteina  Proteina  Fosfolipidos Colesterol Esteres de Colesterol Triacilgliceroles

Quilomicrones 2 9 1 3 85
VLDL 10 18 7 12 50
LDL 23 20 8 37 10
HDL 55 24 2 15 4

Las apolipoproteinas tienen funciones diversas. Pueden actuar como
componentes estructurales estabilizando los complejos lipoproteicos, como
activadores de enzimas que actuan sobre los lipidos transportados, o participar
en el reconocimiento de receptores u otras proteinas celulares dirigiendo a las
lipoproteinas hacia determinados tejidos y actuando como sefiales

desencadenando respuestas celulares especificas (Tabla 3).
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Algunas apolipoproteinas, como las apo-A, apo-C, y apo-E son
altamente hidrosolubles y estables en el estado libre de lipidos. Estas pueden
intercambiar rapidamente entre particulas lipoproteicas o con otras superficies
lipidicas como membranas por lo que son denominadas apolipoproteinas
intercambiables, y su estructura secundaria contiene alto porcentaje de a-
hélices anfipaticas. En cambio, las apo-B pertenecen al grupo de
apolipoproteinas no intercambiables, las que tienen un contenido apreciable de
estructura B, son muy hidrofébicas y practicamente insolubles en agua en

ausencia de lipidos.

Tabla 3.
Apolipoproteinas de las lipoproteinas plasmdticas humanas
Apolipoproteinas Masa molecular Lipoproteina  Funcidn (si se
asociada conoce)
Apo A-I 28.331 HDL Activa la LCAT;

Interacciona con el
Transportador ABC

Apo A-IT 17.380 HDL
Apo A-IV 44,000 Quilomicrones,
HDL
Apo B-48 240.000 Quilomicrones
Apo B-100 513.000 VLDL, LDL Se une al receptor
de LDL

Apo C-I 7.000 VLDL, HDL
Apo C-IT 8.837 Quilomicrones, Activa la

VLDL, HDL lipoproteina lipasa
Apo C-III 8.751 Quilomicrones, Inhibe la

VLDL, HDL lipoproteina lipasa
Apo D 32.500 HDL
Apo E 34.145 Quilomicrones, Desencadena la

VLDL, HDL eliminacion de
VLDL y quilomicro-
nes residuales
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1-2 Enzimas participantes en el metabolismo de lipoproteinas

Varias enzimas participan en el metabolismo de las lipoproteinas
séricas, entre las que podemos mencionar a: lipoproteina lipasa (LpL), lipasa
hepatica (LH), lipasa endotelial (LE) y lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT).
La LpL, LH y LE pertenecen a la familia multigénica de la triacilglicerol lipasa.
La LpL es sintetizada en una variedad de tejidos pero mayormente en tejido
adiposo y musculo estriado, desde alli es transportada hacia la superficie
endotelial de los capilares sanguineos donde se une a heparan sulfato de
proteoglucanos (HSPG). La LpL es requerida para una eficiente hidrodlisis de los
triglicéridos de los QM y de muchas particulas de VLDL. Asimismo puede
captar EC de HDL. Muchos estudios han demostrado que LpL aumenta la
union, internalizacion y captacion de VLDL y LDL en cultivos celulares (1). Su
accion requiere de un activador proteico, apoC-Il, presente en la superficie de
las lipoproteinas. En tejido adiposo, la actividad enzimatica es inducida por
insulina promoviendo la formacibn de TG en los adipocitos para su
almacenamiento mientras que en musculo esquelético y cardiaco la actividad
de LpL aumenta cuando las concentraciones de insulina son bajas.

La LH al igual que la LpL tiene actividad TG lipasa pero a diferencia de
ésta también posee actividad fosfolipasa. Actua unida a HSPG (1). Es
sintetizada en hepatocitos y transportada a células endoteliales hepaticas y
luego a células endoteliales de glandulas adrenales y gonadas. Al igual que
LpL la LH aumenta la captacion de QM, remanentes de QM, VLDL, LDL y HDL.
Su funcion es hidrolizar FL y TG de QM, VLDL, IDL y HDL. Su actividad es
incrementada por andrégenos y reducida por estrégenos.

La LE es la unica enzima representante de la familia de las TG lipasas
que es sintetizada en las células endoteliales. Posee actividad TG lipasa pero
su mayor actividad es la de fosfolipasa (1). LE presenta mayor selectividad en
hidrolizar FL de HDL que de otras lipoproteinas. Se ha observado que la
sobreexpresion de LE en ratas reduce significantemente la concentracién de
HDL-colesterol en plasma, la de apoA-l y la de apo-B. La LCAT es responsable
de la sintesis de los EC de las lipoproteinas plasmaticas. LCAT es sintetizada

en hepatocitos y secretada a la sangre donde actua sobre las particulas de
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HDL, tanto discoidales como esféricas. Cataliza la transesterificacion de un
acido graso desde la posicion sn- de FC (fosfatidilcolina o lecitina) o
fosfatidiletanolamina (FE) al —OH de Col, generando EC vy lisoderivados de FC
o FE. Hay estudios que indican que HDL discoidales son mejores sustratos
para LCAT que las particulas esféricas (2). LCAT junto con apoA-I tienen un rol
fundamental en el proceso de transporte reverso del colesterol (TRC), proceso
por el cual el Col es transportado desde células extrahepaticas hacia
hepatocitos. La apoA-l es capaz de activarla, preferentemente cuando se
encuentra formando particulas lipoproteicas discoidales relativamente grandes
y ricas en Col. Yokoyama estudio los requerimientos minimos para la activaciéon
de LCAT (3). Esta enzima fue activada por un docosapéptido con a-hélice
anfipatica capaz de unirse a vesiculas de FC de huevo. Se comprobd que la
interrupcion de una hélice anfipatica en su zona media, hacia perder la
capacidad de activar LCAT, con lo cual se dedujo que eran necesarias a-hélice
anfipaticas de por lo menos 15 residuos aminoacidicos (4). Posteriormente
comprobaron que el mas efectivo en activar LCAT y unir FL eran dos cadenas
de 18 aminoacidos unidas covalentemente con un residuo de prolina, poniendo
de manifiesto el efecto cooperativo de 2 hélices adyacentes (5). Es evidente
que esta enzima requiere la presencia de péptidos con a-hélices anfipaticas o
apolipoproteinas asociadas a lipidos, pero su actividad es optima con apoA-I,
sugiriendo un requerimiento adicional de secuencia 6 estructural (6).

Otras proteinas catalizan la transferencia de lipidos entre las diferentes
clases de lipoproteinas. Entre ellas podemos mencionar a la proteina
transferidora de FL (PLTP), y a la proteina transferidora de EC (CETP) que
también media la transferencia de TG.

La PLTP transfiere FL principalmente entre distintas fracciones de HDL y
en menor medida entre VLDL mediante la disociacion de apoA-l. La
transferencia de FL mediada por PLTP entre dos HDL favorece la remodelacién
de las mismas en particulas de diferente tamafio y la disociacion de apoA-I.
Dichos cambios ocurren preferencialmente en particulas enriquecidas en TG.
Se ha propuesto un modelo en el cual la fusion de dos particulas de HDL con
tres moléculas de apoA-l cada una formarian una particula inestable de seis

moléculas de apoA-l; a partir de ésta habria dos caminos alternativos, uno
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seria producir tres particulas pequenas con dos apoA-l cada una o bién formar
una unica particula con cuatro moléculas de apoA-l producidas por la
disociacion de dos moléculas de apoA-I (7).

La CETP es la unica proteina capaz de mediar el intercambio neto de
EC y TG entre VLDL (enriquecida en TG) y LDL - HDL (enriquecidas en EC)
teniendo en consecuencia un rol fundamental en regular los niveles de Col
plasmatico. Su actividad es regulada por apolipoproteinas como la proteina

inhibidora de la transferencia lipidica (LTIP) (8).

1-3 Receptores y otras proteinas celulares que interaccionan con
apolipoproteinas y participan en el metabolismo de lipoproteinas.

Diferentes proteinas celulares son requeridas tanto para la captacion de
las lipoproteinas circulantes o sus componentes, asi como también para el
ensamble y generacion de las lipoproteinas nacientes.

El receptor lipoproteico mejor conocido es el receptor de las LDL, el cual
media la endocitosis de particulas que contienen apoB-100 en células
extrahepaticas que requieren Col. Al igual que otros receptores que median la
endocitosis de macromoléculas, el receptor de LDL es una proteina
transmembrana y su expresion esta mediada por la disponibilidad de Col
celular. Si el Col intracelular es suficiente para los requerimientos celulares la
cantidad de receptores disminuye como asi también la expresion de la B-
Hydroxi-B-metilglutaril CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), enzima limitante
de la biosintesis del Col. La union de LDL a su receptor inicia la endocitosis,
que lleva la LDL y su receptor asociado hacia un endosoma en el interior de la
célula. Este endosoma se fusiona finalmente con un lisososoma que contiene
enzimas que hidrolizan los EC, liberando los AG y Col hacia el citosol. La apoB-
100 de la LDL también se degrada dando aminoacidos que se liberan al citosol,
pero el receptor de LDL escapa a la degradacion y vuelve a la superficie celular
para funcionar de nuevo en la captacién de LDL. La VLDL también tiene apoB-
100 pero no puede unirse al receptor de LDL ya que no tiene expuesto el

dominio de unién con el receptor.
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El receptor LDL une también apoE y juega un rol importante en la
captacion hepatica de QM y VLDL residuales, aunque este mecanismo no es el
unico involucrado en la captacion de dichas lipoproteinas.

En el mencionado TRC, las HDL pueden interaccionar mediante apoA-I
con receptores de tipo “scavenger” como SR-BI, lo que facilita el movimiento
pasivo del Col desde la superficie celular hacia la HDL. En las células hepaticas
las HDL cargadas de EC interaccionan con el mismo receptor, el que aqui
media la captacidn selectiva de este compuesto.

Asimismo, apoA-l poco lipidada o totalmente libre de lipidos puede
interaccionar con un transportador activo, la proteina ABCA1 (ATP binding
cassette A1), que es esencial para la lipidacion inicial de apoA-l y generacion
de HDL (9, 10).

Por otro lado, para el ensamble en higado e intestino de las lipoproteinas
que contienen apo-B (VLDL y QM), se requiere la accion de la proteina
microsomal transferidora de TG (MTP) que interacciona directamente con apo-
B (11).

1-4 Metabolismo general de lipoproteinas

Los TG de la dieta son hidrolizados en el intestino por la lipasa
pancreatica a AG que junto con los MG son reesterificados a TG en las células
de la mucosa intestinal. Del mismo modo, el Col de la dieta es esterificado en
dichas células; y junto a los TG y otros lipidos y proteinas dan origen a los QM
nacientes. Luego, los QM son secretados al intersticio de las células epiteliales
del intestino delgado y desde alli se trasladan por el sistema linfatico hasta
entrar en el torrente circulatorio a través de la vena subclavia izquierda. Los
componentes proteicos de los QM que se sintetizan en los enterocitos incluyen
apoB-48 y apoA-I, A-ll y A-IV, y luego de la secrecién al intersticio adquieren
apoC y E por transferencia desde las HDL. La apoC-Il, presente en los QM,
activa la lipoproteina lipasa en los capilares de los tejidos adiposo, cardiaco,
muscular, esquelético y mamario (en época de lactacion), permitiendo la

liberacion de acidos grasos a estos tejidos donde seran almacenados o
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consumidos como combustible. Los QM remanentes con contenido de TG y Col
residuales de la dieta, son captados por endocitosis en el higado a partir de
receptores hepaticos que se unen a la apoE de los QM. Asimismo, apoA y
apoC son transferidas a las HDL. En los hepatocitos, el Col puede ser utilizado
para la formacion de acidos biliares, ser incorporado en lipoproteinas
nacientes, o ser esterificado y almacenado en gotas lipidicas (“lipids droplets”).

Si la dieta contiene acidos grasos 6 glucidos en exceso al necesario
como combustible, éstos seran transformados en TG en higado, y exportados a
circulacion como VLDL,

Las VLDL también transportan EC desde el higado pero muchos de
estos ésteres son formados en HDL por LCAT vy transferidos hacia VLDL en
sangre. Estas lipoproteinas contienen mayoritariamente TG pero también
tienen algo de Col y EC. Inicialmente poseen apoB-100 y poca cantidad de
apoE y C. Al igual que en los QM nacientes, proteinas adicionales son
afadidas luego de la secrecién. Estas lipoproteinas son transportadas en la
sangre desde el higado hasta el musculo y el tejido adiposo, donde la
activacion de la lipoproteina lipasa por la apoC-Il produce la liberacion de los
acidos grasos de los TG. Los adipocitos captan estos acidos grasos,
resintetizan TG y los almacenan en gotas lipidicas intracelulares, mientras que
los miocitos principalmente oxidan los acidos grasos para obtener energia. La
pérdida de TG convierte a las VLDL en VLDL residuales o lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL), que con la subsiguiente eliminaciéon de TG se
convierten en LDL. Las LDL transportan Col y EC hacia tejidos extrahepaticos
y, mediante la accién de apoB-100 que se une a receptores especificos, los
lipidos mencionados pueden internalizarse en las células.

El cuarto tipo principal de lipoproteina, las HDL son sintetizadas en el
higado y el intestino delgado como particulas pequefias, ricas en proteina y con
muy poco contenido de Col.

ApoA-l y apoE son secretadas en parte por intestino como componentes
de QM nacientes, pero mayoritariamente por hepatocitos en la forma de HDL
nacientes de morfologia discoidal. En los tejidos periféricos, mediante un
proceso en el que esta involucrado el transportador ABCA1 que trasloca FL
negativos hacia la superficie celular hidrolizando ATP (12), la apoA-I produce la

remocidn secuencial de FL y Col resultando en la formacién de pequefias HDL
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discoidales. Estas estarian enriquecidas en fosfolipidos negativos ya que
presentan migracion electroforética pre-a, contrariamente a las HDL discoidales
secretadas por hepatocitos que presentan migracion pre-f (13). Las HDL
discoidales son transformadas en las «-HDL esféricas mayoritarias en
circulacién por accion de LCAT, y modificadas por intercambio de lipidos y
apolipoproteinas (como apoA-Il), con otras lipoproteinas plasmaticas. Esto
genera apoA-I libre o pobre en lipidos para recomenzar el ciclo de remocion de
Col en el espacio intersticial de tejidos periféricos (14). Finalmente, las a-HDL
ceden los EC al higado y tejidos esteroideogénicos, como las glandulas
adrenales en un proceso mediado por el receptor SR-B1 (15), el que a su vez
también promueve el intercambio de Col entre la membrana celular y las HDL.
Las HDL de mayor tamafio y menos densas también se denominan

HDL: y las mas pequefias y mas densas HDLas.

1-5 Aterosclerosis y Rol antiatergénico de lipoproteinas y apolipoproteina
A-l

La aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares (CVD) son una de
las principales causas de mortalidad en el mundo (16), predisponiendo a
ataque cardiaco, accidente cerebro vascular y gangrena de las extremidades.
Constituyen el 56 % de mortalidad en USA, Europa y Japdn, y es también la
principal causa de muertes en nuestro pais (17). Los desoérdenes en el
metabolismo de lipoproteinas constituyen una de las principales causas de
CVD prematura, siendo la deficiencia de colesterol-HDL, asi como los niveles
elevados de Col asociado a LDL, las anormalidades mas frecuentes (18).

Los primeros eventos detectables en la aterogénesis, involucran la union
de lipoproteinas plasmaticas (principalmente modificadas por oxidacion o
agregacion) a los proteoglicanos de la matriz extracelular de la pared arterial.
Estas lipoproteinas activan al endotelio para la expresion de citoquinas y
moléculas de adhesion, que favorecen la infiltracion de monocitos, los que
eventualmente se diferencian a macréfagos. Estos macrofagos a su vez,
migran en el endotelio, encontrando lipoproteinas unidas a la matriz, ya sea

nativas U oxidadas; mediante un proceso de endocitosis mediada por el
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receptor “scanvenger’, éstas son fagocitadas, dando lugar a las células
espumosas 0 “foam cells”, las que se acumulan y permanecen en el endotelio
en forma de una placa ateromatosa inicial.

Las especies de radicales libres generados por monocitos/macréfagos y
las células endoteliales de la pared arterial pueden oxidar a las LDL. También
los acidos grasos presentes en la dieta pueden modular la produccion de LDL y
su susceptibilidad a la oxidacion (19).

En contraste con el posible efecto aterogénico de las lipoproteinas
participantes en el transporte exdgeno y enddgeno del colesterol hacia los
tejidos, las concentraciones de HDL se relacionan inversamente con la
incidencia de enfermedad coronaria (Figura 1), e influencian notablemente el

efecto aterogénico del colesterol.

Varios mecanismos han sidos postulados para explicar el rol
antiaterogénico de las HDL (20). Uno de ellos se debe a ciertas enzimas
transportadas por las HDL -como la paraoxonasa y la acetilhidrolasa del factor
activador de plaquetas- que estimulan a las células de la pared arterial y

producen sustancias antiinflamatorias y protectoras de la oxidacion de las LDL.

Entre otros factores, Zeiher y col han observado que las HDL inhiben la
migracion monocitica y en consecuencia la formacion del anion superéxido en
los macrofagos, que estimulan la formacién de prostaciclinas induciendo por
esta via una mayor produccion de oxido nitrico e inhibiendo la oxidacion de las
LDL. Se debe tener en cuenta que las concentraciones plasmaticas de HDL
varian reciprocamente con la concentracién de quilomicrones y VLDL, y
directamente con la actividad de la lipoproteina lipasa (21).

El factor mas importante, sin embargo, esta relacionado con su
participacion en el TRC. ElI TRC describe el metabolismo y la importante
funcién antiaterogénica de las HDL. Un mal funcionamiento del TRC puede
favorecer al exceso de colesterol circulante y contribuir de este modo al

desarrollo de arteriosclerosis.

La composicion proteica de las HDL afecta el rol en la aterogénesis; asi
apoAl-HDL es mas antiaterogénica que apo Al/All-HDL (22).
Los niveles de HDL son muy bajos en humanos con deficiencia de HDL

familiar y practicamente indetectables en la enfermedad de Tangier. Estos dos
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defectos genéticos son el resultado de mutaciones en la proteina ABCA1 (23).
La apoA-lI no puede ser lipidada en las células que carecen de esta proteina
funcional, por lo que apoA-I es rapidamente eliminada por rifion. Dado que los
niveles bajos de HDL se correlacionan con una alta incidencia de enfermedad
arterial coronaria, la proteina ABCA1 es de sumo interés para estudios que
controlen los niveles séricos de HDL. El hecho de que la aterosclerosis sea
menor que la esperada en estos pacientes, probablemente se debe a niveles
concomitantes de LDL moderadamente mas bajos que lo normal. Ello
contrarrestaria al aumento de riesgo por LDL, ya que éstas constituyen un
factor potente en la iniciacion y propagacion de la lesion aterosclerética. El
transporte lipidico mediado por apolipoproteinas protege contra la

aterosclerosis

Figura 1: El nivel sérico de colesterol en las HDL se correlaciona negativamente con

la probabilidad de desarrollar enfermedad coronaria (Assman G,Schulte H.: Procam
Study.,in Lipid Metabolism Disorders and Coronary Heart Dis.2nd ed.Munich; Medizin Verlag
1993).
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2- HOMEOSTASIS CELULAR DEL COLESTEROL

2-1 Algunos aspectos del metabolismo del Colesterol

Todas las células animales requieren Col para llevar a cabo diferentes
funciones biologicas tal como la sintesis de membranas, sales biliares y
hormonas esteroideas. Este Col puede ser provisto por biosintesis enddgena, o
mediante via exdgena a partir de la dieta. Ambas vias estan altamente
reguladas por la disponibilidad del Col y los requerimientos celulares,
dependiendo del tipo celular.

La biosintesis enddégena del Col es un proceso complejo vy
energéticamente caro, por lo que es ventajoso para un organismo poder regular
su sintesis en relacion a la cantidad incorporada en la dieta. En los mamiferos,
la produccioén del Col esta regulada por su concentracion intracelular y por las
hormonas glucagén e insulina. El paso limitante en la ruta biosintética del Col
es la conversion del B-Hydroxi-B-metilglutarii CoA (HMG-CoA) en mevalonato
por la enzima HMG-CoA reductasa (24).

La transcripcion del gen de la enzima HMG-CoA reductasa es reprimida
en aquellas células que estan cargadas con esteroles. El promotor de este gen
involucra a un elemento de respuesta a esteroles (SRE) que es comun al
promotor del gen del receptor de LDL. Esto lleva a la induccion coordinada de
la expresion de éstas y otras proteinas relacionadas con la biosintesis de
colesterol y otros lipidos, por una proteina de unién al SRE (SREBP). SREBP
constituye un dominio expuesto hacia el citosol de una gran proteina
precursora presente en la membrana del reticulo endoplasmico. Sélo en
condiciones de bajo contenido de Col, la proteina precursora es transferida por
trafico vesicular a Golgi donde el dominio citoplasmatico es clivado por
proteasas especificas generando el SREBP activo. Este entra entonces al
nucleo para activar la transcripcion de aquellos genes con promotores
dependientes de SRE. Dos SREBPs son conocidas, SREBP1 que induce la
expresion de genes relacionados a la biosintesis de acidos grasos, triglicéridos
y fosfolipidos; y SREBP2 que induce la expresidén del receptor de LDL y las

enzimas de la ruta biosintética del Col.
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Figura 2: Molécula de colesterol con carbonos metilos (negro) y carbonos derivados

del carboxilo del acetato (rojo) durante su biosintesis

La mayor parte del Col en vertebrados es sintetizado en el higado. Una
parte de este Col alli formado se incorpora en las membranas plasmaticas de
los hepatocitos pero la mayor parte se exporta como acidos biliares o ésteres
de colesterol (EC). Los EC se forman en el higado mediante la accién de la
enzima acil-CoA colesterol acil transferasa (ACAT). Esta enzima cataliza la
transferencia de un acido graso desde la acil-coenzima A al grupo hidroxilo del
Col generando un compuesto mas hidrofébico. Los EC son exportados en
particulas de lipoproteinas a otros tejidos o son almacenados en el higado.

Las células periféricas (no-hepaticas o extrahepaticas) obtienen el Col a
partir de una combinacion de sintesis local y de la captacion de lipoproteinas
de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL). Este puede ser incorporado a las
membranas o puede ser reesterificado por la ACAT para su almacenamiento
en goticulas de lipidos citosdlicas (“lipid droplets”). Concentraciones

intracelulares elevadas de Col activan a ACAT.
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Figura 3: Esterificacién de acidos grasos en la molécula de Col por accién de ACAT
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La endocitosis mediada por el receptor vuelca el contenido de la LDL
mediante una serie de vesiculas endociticas hacia lisosomas. Los EC
presentes en los lisosomas son hidrolizados a Col libre por accién de la enzima
EC hidrolasa acida (aCEH). Parte de este Col libre puede formar pooles
especificos disponibles para ser reesterificados y almacenados por la accion de
ACAT (25). La actividad de esta enzima, presente en el reticulo endoplasmico
rugoso (RER) (26), esta sujeta a la disponibilidad de sustrato, los
requerimientos celulares y el tipo celular. A su vez, si este producto es
requerido actuan hidrolasas neutras de EC (nCEH) retornando a Col libre para
ser utilizado; de esta manera se genera un ciclo que involucra hidrolasas y
ACAT en el cual moléculas de Col son movilizadas entre pooles
citoplasmaticos y membrana plasmatica. El Col de la membrana plasmatica
puede ser removido hacia proteinas seéricas o bien hacia particulas
lipoproteicas. Este proceso de desorcién de moléculas de Col libre es en gran
parte a partir de dominios particulares de la membrana plasmatica llamados

caveolas y rafts.
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Figura 4: Metabolismo del colesterol en células de mamiferos
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Existen receptores de LDL modificadas, que no estan regulados
negativamente por altos niveles de colesterol celular, tal es el caso de los
macrofagos, esta es la causa por la cual las células sufren una acumulaciéon de
esteroles y se transforman en células espumosas caracteristicas de lesiones
ateromatosas.

En tejidos extrahepaticos apoA-I no solo remueve Col y FL directamente
de la membrana plasmatica (27) sino que estimula la movilizacion de los pooles
de Col accesibles a la accion de la ACAT (28). Este proceso permite que las
HDL rapidamente eliminen el exceso de Col que de otra manera seria
almacenado como Col esterificado.

El movimiento de esteroles desde el RE hacia la membrana plasmatica
fue estudiado directamente por el grupo de Lange (29) y Simoni (30). Tomando

como base la metodologia utilizada por estos autores, en este trabajo pudimos
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demostrar la importancia de ciertos dominios de apoA-l en desencadenar la

movilizacion del Col celular sintetizado de novo.

2-2 Transporte Reverso del colesterol

El transporte reverso del colesterol (TRC) es el proceso por el cual el
exceso de colesterol es transportado desde células periféricas hacia el higado
y 6rganos esteroidogénicos para su catabolismo y eliminacién. El transporte de
Col desde depdsitos intracelulares periféricos hacia apoA-l y HDL se
denomina remocion del Col (RC) y es el primer paso en el TRC siendo un
proceso critico ya que las células periféricas no pueden catabolizar el exceso
de Col. El TRC es parte de un equilibrio dinamico donde muchos factores
pueden afectar cada paso como son la remocion, la esterificacion, la
transferencia y la compensacion.

La funcion de las HDL no solo involucra procesos de remover el Col
celular por la interaccion de sus apolipoproteinas y posterior generacion de
particulas discoidales, sino que también posibilita que LCAT esterifique al Col
removido.

Glomset (31) fue el primero en reconocer que el TRC involucra un
transporte activo del Col, como lo es la conversién del Col libre celular en una
forma insoluble esterificada en el espacio externo celular por la enzima LCAT.

En el espacio extracelular existen dos proteinas transferidoras de lipidos,
como mencionamos anteriormente, que contribuyen a la remodelacion de las
HDL.

Como se menciond antes, la enfermedad de Tangier (ET) se caracteriza
por la incapacidad de apoA-l de remover Col y FL celulares y por sus bajos
niveles de HDL en sangre; sin embargo estos niveles no son extremadamente
bajos lo que indicaria que otras lipoproteinas estarian ayudando a la RC o la
remocion neta solo dependeria de los mecanismos fisicoquimicos de remocion
como ocurre en eritrocitos; en dichas células faltan sitios de interaccion de
apoA-I con ABCA1.

35



La remocidn del Col no incrementa en proporcion a la actividad de LCAT
(32, 33). También, cuando la presencia de LCAT es deficiente se acumula Col
en ciertos 6rganos (34), esto indica que cuando LCAT es deficiente o en el
caso de la enfermedad de Tangier, no hay un depdsito general sistémica de
Col, esto solo ocurre en determinados 6rganos. Asi, cuando existe deficiencia
de LCAT se ha reportado que el depédsito de Col ocurre principalmente en
eritrocitos y cornea y en el caso de la enfermedad de Tangier (ET) en el
sistema reticuloendotelial.

En las primeras etapas del TRC, las HDL promueven la remocion de Col
de células periféricas de al menos dos maneras: a) por el intercambio
inespecifico del Col con la membrana plasmatica, y b) por la unién especifica a
sitios de alta afinidad en la superficie celular que desencadena la movilizacién
del Col desde depdsitos intracelulares especificos -como el disponible para
esterificacion por ACAT- hacia la membrana plasmatica (35), a través de un
mecanismo de sefalizacion aun no muy conocido en detalle y que sera
discutido posteriormente. La prevalencia de uno u otro mecanismo depende del
tipo celular y condiciones metabdlicas del mismo.

La proteina ABCA1, es un miembro de la familia de los transportadores
“ATP binding cassette” y mediante un proceso activo, transloca fosfatidilserina
(FS) (36) de la hemicapa interna hacia la externa de la membrana hidrolizando
ATP (12). Asi, se lipida inicialmente apoA-l, la cual posteriormente produce la
remocion secuencial de FL y Col.

Este proceso parece favorecer la lipidacion de apoA-l, removiendo
secuencialmente FL y Col. Esta remocion resulta en la formacion de pequenas
HDL discoidales, que recientemente Krimbou describi6 de migracion
electroforética alfa, (13). Las particulas discoidales son pobres en Col, las
cuales continuan captando Col en las caveolas (14). Dichas regiones
caveolares son ricas en esfingomielina (EM) y Col pero carecen de ABCA1.

A partir de distintos estudios se ha determinado la masa molecular de las
HDL discoidales naturales, comprendida entre 60-70 kDa y se calculé un
didmetro de 5-6 nm. Solo contienen apoA-l y el contenido lipidico es de un 10-
40%. Cullis y col. observaron que FC y EM fueron removidas en

concentraciones molares equivalentes en las primeras pre-f HDL formadas

(prep-1 HDL). La conformacion de apoA-| en estas particulas difiere con el del
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resto de las HDL, ya que el contenido de a hélices es variable segun el tipo de

HDL y en las discoidales es menor.

[ apodl libre

HOL Discoidal §

HOL Esférica

Figura 5: Modelos de estructuras de particulas discoidales y esféricas conteniendo

apoA-I

Las pre-p HDL de tipo 2 (prep-2 HDL), en general tienen tres moléculas
de apoA-I por particula siendo ricas en FC y pobres en EM y Col.

Reich y col. observaron que las particulas prep-2 HDL al igual que las
pre-B1-HDL estan presentes en alta concentracion en grandes conductos
linfaticos.

Las pre- HDL, que también son secretadas por el higado, son entonces
transformadas en las a-HDL esféricas mayoritarias en circulacién por accion de
LCAT, que como mencionamos anteriormente, esterifica Col y forma un nucleo
hidrofébico de EC (14). Las a-HDL, con migracion o en electroforesis en gel de
agarosa, son modificadas por intercambio de lipidos y apolipoproteinas (como
apolipoproteina A-Il), con otras lipoproteinas plasmaticas. Esto genera apoA-I
libre o pobre en lipidos para recomenzar el ciclo de remocién de Col en el
espacio intersticial de tejidos periféricos (14) (Figura 5). Finalmente las a-HDL
ceden los EC al higado y tejidos esteroidogénicos en un proceso mediado por
el receptor SR-BI (15) (Figura 6).

La mayoria de las HDL en plasma estan presentes como particulas

esféricas siendo su diametro de 9-12 nm. La mayoria poseen apoA-l y apoA-Ii
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y un alto contenido de EC. La apoA-| puede estabilizar el nucleo neutro de EC y
TG (37). el cual esta protegido por una monocapa superficial de FL vy
apolipoproteinas (38). El Col libre interacciona entre el nucleo y la superficie.
Tanto lipidos como apolipoproteinas pueden intercambiarse con otras
lipoproteinas en el plasma.

ApoA-I, componente proteico principal de las HDL, esta presente al
menos en una copia (usualmente dos a cuatro copias) en las particulas de HDL
en plasma. Su precursora la preproapolipoproteina (267 aa), es originada en
higado y también en intestino delgado. Es secretada como proproteina con 249
aa y rapidamente cortada por proteasas plasmaticas para generar la forma
madura de apoA-I, un polipéptido de 243 aa con hélices anfipaticas.

ApoA-I tiene un rol clave en varias de estas etapas del TRC como: a) la
microsolubilizacion de lipidos de las membranas de células periféricas, b) la
interaccion y reconocimiento de proteinas celulares como ABCA1 y SR-BI, c¢) la
activacién de diferentes vias de senalizacion, algunas de ellas resultando en la
movilizacion de depdsitos intracelulares especificos de Col hacia la membrana
plasmatica, y d) la activacion de LCAT.

Otras apolipoproteinas, con una marcada homologia con la secuencia de
apoA-l, estan presentes pero en bajas concentraciones en plasma, ellas son
apoA-1V, apoC-l y apoE. Las mismas poseen hélices anfipaticas y pueden
activar LCAT aunque con menor efectividad que apoA-I.

Las primeras observaciones indicaron que las HDL tratadas con enzimas
proteoliticas como tripsina perdian la capacidad de movilizar pooles internos de
Col (26, 39), demostrando el rol directo de su componente proteico. Diferentes
apolipoproteinas como apoA-I, A-ll, A-IV y E, fueron capaces de remover Col y
FL desde una gran variedad de células como macréfagos, fibroblastos,
endoteliales y células de musculo liso (26, 28, 39, 40). Cuando esto ocurre se

forman particulas similares a HDL en el medio de incubacion (26, 39, 41).
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Figura 6: Modelo de remocién de colesterol desde la superficie de las caveolas. Pre o
HDL: apoA-l libre de lipidos o muy poco lipidada y precursor de particula que
promueve el transporte de FL mediado por ABCA1; Pre B+ HDL: producto de la

interaccion de Pre o HDL con ABCA1 dispuesto a reaccionar con el Col caveolar.
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2-3 Mecanismos de remocion del colesterol (RC)

La remocion de Col (RC) es un evento esencial en la homeostasis y
metabolismo del Col celular ya que las células son incapaces de cataboliz
arlo con excepcion de los hepatocitos que sintetizan acidos biliares y células
esteroidogénicas que sintetizan hormonas.

La RC es un mecanismo heterogéneo. Esta heterogeneidad
probablemente refleja la presencia de microdominios de superficie con
diferente composicion de Col y FL y contenido proteico.

Las HDL juegan un rol central en la remocion de Col por muchas
razones. Se ha demostrado que las HDL inducen una disminucion del Col
cuando células in vitro han sido cargadas previamente con Col (42).

Su papel ha sido establecido como un equilibrio dinamico en el cual la
estructura y el estado fisico de las HDL, dada por su contenido lipidico y
proteico, estan en intima relacién con la captacion del FL y Col. Se han
develado muchos interrogantes en los ultimos afos pero aun queda bastante
por dilucidar. Se ha consensuado en la existencia de dos mecanismos
generales de RC. Uno es un intercambio inespecifico de Col y FL entre
membranas celulares y lipoproteinas (43, 44). Este es un mecanismo de
transferencia bidireccional de lipidos a través de una fase acuosa y el
contenido de Col de la membrana limita la velocidad de transferencia (44). El
otro mecanismo es mediado por apoA-l libre de lipidos o muy poco lipidada
(prepo) que interacciona con la superficie celular generando nuevas particulas
de HDL. La remocion de lipidos mediada por apoA-l ha sido caracterizada en
detalle hace pocos afios atras, su interaccidn genera la formacion de pre-§ HDL
con el contenido de FL y Col celular (28, 41, 46-51). La reaccién puede ser
llevada a cabo por muchas apolipoproteinas como ser apoA-Il, A-Il, A-Vl,y E,y
una apolipoforina de insecto tipo Ill (46, 48). La reaccion es rapida con
apolipoproteinas pequefias como apoC-lll y apoA-Il carboximetilada que tiene
una o dos hélices (48, 52). Algunos péptidos sintéticos demostraron ser activos
en el proceso de remocion. Péptidos con dos hélices resultaron activos para
esta reaccion pero con una hélice fueron inactivos (28).

El Col disponible para ser removido es obtenido de un pool especifico

celular. Muchos estudios se han realizado y acorde con lo mencionado se ha
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observado que hay sitios de interaccion especificos con apoA-I en la superficie
celular (26, 44, 53-55) y un sistema de transporte intracelular generado por una
senalizacion particular (39, 54, 56).

En una primera instancia la union de apoA-I con las células genera pre-3
HDL con FL celulares y este efecto puede darse sin la movilizacion especifica
del Col.

Asimismo, la RC es heterogénea. Los mecanismos de remocién
involucran movilizacion del Col por difusion simple, difusion facilitada y
transporte activo. El proceso de difusiéon simple es directamente proporcional a
la concentracién de soluto e inversamente proporcional al diametro molecular
del soluto y a la distancia de difusion. Este mecanismo es no competitivo entre
solutos y es independiente de la actividad de proteinas receptoras y de la
disponibilidad de ATP. El transporte neto (eflujo-influjo) ocurre solo bajo
concentraciones preexistentes de gradiente pero puede ser mantenido
indefinidamente si el soluto transportado es metabolizado. A pesar de que el
Col es poco soluble en medio acuoso (57) una gran parte de la remocién del
Col tiene propiedades similares o idénticas a la simple difusion (53, 47). Sin
embargo, muchos factores adicionales pueden modificar la medida de la
difusion desde las células al medio. La transferencia bidireccional de lipidos a
través de la fase acuosa es mucho mas rapida para Col que para FL (45).

La albumina de suero es muy bien conocida por unirse a sitios de acidos
grasos libres (AGL) e incrementa la medida de transferencia por la cual los
AGL pueden ser transferidos entre membranas lipidicas (58). Un mecanismo
similar puede explicar la remocion del Col por albumina (59, 60).

El gradiente de concentracion entre las células y el Col del medio en
plasma puede ser mantenido por su conversion extracelular a EC via la
reaccion de LCAT. El transporte del Col por simple difusion requiere una
diferencia de concentracion entre el donor y las membranas aceptoras. Si la
distancia entes donores y aceptores es pequefia el tiempo requerido para la
difusién puede disminuir considerablemente. Otros factores pueden disminuir la
proceso de la difusién simple del Col. La mayoria del Col se encuentra en la
cara citosdlica y el “flip-flop” espontaneo en las membranas celulares es

relativamente bajo en comparacion con la remocion. Como resultado solo el
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pool de Col de la cara externa de las células puede contribuir directamente a la
difusion simple (3-5% del total).

Otro mecanismo descripto es el de difusion facilitada que es dependiente
de proteina pero independiente de ATP (61). Un buen ejemplo de difusiéon
facilitada es el transporte de la glucosa via proteinas transportadoras de
membrana de la familia GLUT.

Se ha estudiado extensamente el rol de la proteina scavenger (SR-BI)
en el movimiento transmembrana de FL y Col libre y esterificado (62-64). El
transporte lipidico mediado por SR-BI tiene mucha de las propiedades de la
difusion facilitada. SR-BI esta localizado dentro de dominios caveolares ricos
en Col de la membrana plasmatica (65, 66) y cataliza la captacion de lipidos
(EC-FL) mayormente hacia HDL y también la remocion del Col a favor de su
gradiente (67). Este tipo de transporte es saturable y competitivo con respecto
a la captacién de ésteres y éteres de colesterol (68) y a la remocion de
esteroles y oxiesteroles (69). Cuando se incrementa la expresion de SR-BI la
remocién del Col también incrementa, indicando que la concentracion del
transportador es un factor limitante (64). Usando criterios cinéticos el grupo del
Dr Wiliams ha argumentado que la remocion del Col mediada por SR-BI es
indirecta, esto se deberia a que la insercion de SR-Bl en la bicapa lipidica
modificaria las concentraciones locales de Col y como resultado medidas de la
difusién simple (71). Otros autores argumentan un rol mas directo de las HDL
en este proceso.

El transporte activo es aquel realizado a expensas de la energia del
ATP, por ejemplo el movimiento de iones catalizados por (Na*/K*)-ATPasa. El
transportador multidroga (MDR-1) es un transportador transmembrana de tipo
ABC que promueve la remocién de pequefios solutos anfipaticos. El transporte
activo es transportador ATP-dependiente, competitivo y saturable. MDR-1
puede contribuir a la remocion del Col en células de mamiferos. El rol de
ABCA1 en la remocion de FL y Col hacia proteinas aceptoras como apoA-| fue
recientemente descripto (10). La remocién de FL y Col dependiente de ABCA1
es saturable y proporcional al grado de expresion de la proteina (72). Se han
realizado numerosos estudios con inhibidores de ATPasa para comprender
mejor el transporte mediado por ABCA1 y el mismo es bloqueado con el uso de
dichos inhibidores (9, 73).
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Un mecanismo novedoso llamado microsolubilizacion fue recientemente
definido como la disociacion de complejos lipidicos multimoleculares y que
reflejan la transferencia simultanea de FL y Col hacia apoA-I libre de lipidos
(74). La microsolubilizacién ha sido identificada solo en células preincubadas
con apoA-I libre de lipidos (75).

La captacion y retroendocitosis de apoA-l en la superficie celular de
macrofagos de raton de la linea RAW264 acoplado a la remocion de lipidos
probablemente refleja otro aspecto de la actividad de ABCA1 (76).

El sitio especifico de union de HDL con la superficie celular para
promover el RC ha sido debatido durante muchos anos (77-79). Muchos
candidatos de proteinas que forman sitios de union han sido identificados (80-
83), uno de los cuales ha sido clonado (84). Fibroblastos de piel de pacientes
con la enfermedad de Tangier muestran un defecto especifico en el mecanismo
de remocion de lipidos por apoA-l, efecto atribuido a una mutacion de la
proteina ABCA1. Un tratamiento proteolitico suave en la superficie de
fibroblastos humanos inhibié la presencia de Col celular en la fraccién pre-f3
HDL (53). Un tratamiento similar abolié totalmente la remociéon mediada por
apoA-l pero parcialmente la remocién mediada por HDL (56). Asimismo,
cuando macréfagos fueron tratados con probucol la remocion de lipidos
mediada por apoA-l fue disminuida considerablemente sin afectar el
intercambio inespecifico entre células y lipoproteinas (55).

Se ha observado que el efecto de apoA-I mediando remocion lipidica aumenta
en cultivos enriquecidos con Col (48, 85).

Como aceptores extracelulares del Col podemos mencionar al menos
cuatro clases, las cuales han sido bien identificadas: la albumina, apoA-I, HDL
discoidales y HDL esféricas Un aceptor significativo es la albumina (44, 86). Su
rol ha sido cuantificado a partir de la disminucién de la remocion del Col cuando
esta proteina es eliminada del plasma nativo por inmunoadsorcion (87) y a la
vez por la estimulacién de la RC observada en presencia de albumina cuando
los experimentos son realizados a partir de medio libre de suero (44). Dado que
esta funcidn no fue modificada por pretratamiento de las células con proteasas
(88), se concluye que la albumina promueve la RC via difusién simple.

Algunos autores han indicado la presencia de apo libre de lipidos en

plasma y fluidos intersticiales, incluida apoA-l (89, 90) y apoA-IV (91, 92).

43



También, particulas pequenas de aproximadamente 80 kDa fueron aisladas del
plasma por electroforesis conteniendo fracciones pobres en lipidos que fueron
de migracion pre-B3, conteniendo aproximadamente 2 moléculas de apoA-l y un
33% de FL por particula (93). Una composicion de aproximadamente 3
moléculas de FL /apoA-lI fueron encontradas en pre-p HDL aisladas por
cromatografia de inmunoafinidad (3). Las pre-B HDL representan
aproximadamente el 5% del total de HDL circulando en plasma. En general la
acumulacién de pre-p HDL podria reflejar un defecto en el transporte del Col,
pero los mecanismos de esta acumulacion todavia no han sido bien
identificados. Asi, esta documentado que en enfermedades coronarias
arteriales esta incrementado los niveles de las pre-p HDL (94), sin embargo los
niveles registrados son bajos en otro estudio (95). En relacion a otras HDL la
fraccidon de pre-B1 HDL estan enriquecidas en EM (14). Esto contrasta con los
bajos niveles de EM de lipoproteinas formadas por la actividad de ABCA1 (73).
Estudios hechos de RC con 3H Col a partir de pulsos de tiempos cortos (0.5-3
min), demostraron que el *H Col fue encontrado en un primer momento en pre-
B1 HDL, el mayor aceptor inicial de Col (96) y con posterioridad como EC en a-
HDL.

La mayor cantidad de HDL circulantes son promotores ineficientes en la
RC comparadas con apoA-l y pre-p1 HDL (97, 98). La medida de RC por apoA-I|
libre de lipidos fue lineal con el tiempo (72) mientras que no ocurrié lo mismo
con apo lipidada, en particular con las a-HDL.

La identificacién de la actividad de colesterol 27-hidroxilasa en muchas
células periféricas marca un camino alternativo en el cual el Col antes de ser
removido es oxidado. Aproximadamente el 10% del Col removido en
macrofagos fue 27-hidroxicolesterol y una proporcion menor fue encontrada en
células endoteliales (99). El 27-hidroxicolesterol removido es HDL dependiente
pero los mecanismos no son conocidos en detalle.

Mediante diferentes estudios se demostré que aproximadamente el 55%
de la remocion total en plasma fue dependiente de albumina, 37-45% en
diferentes estudios dependiente de pre-p HDL y menor al 5% (53, 96, 100)
mediada por a-HDL. No se ha observado remocion dependiente de pre- HDL

en eritrocitos (53).
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Como se menciond, los mayores componentes proteicos de las HDL,
apoA-l y apoA-Il, tienen multiples segmentos alfa-hélices de 20 a 30 residuos
de aminoacidos. Muchas de estas estructuras anfipaticas son responsables de
interactuar con superficies hidrofobicas y sobre superficies lipidicas como
vesiculas unilamelares y microemulsiones en equilibrio con la fase acuosa. Es
conocido que dichas apolipoproteinas, como apoA-l y apoE se pueden disociar
de las HDL y de otras lipoproteinas e intercambiarse entre las mismas. Muchas
de las hélices de apolipoproteinas son capaces de inducir la RC cuando son
afnadidas en el medio de cultivo celular en su forma libre de lipidos (46, 52,
101). Existen modelos de péptidos que pueden facilitar la RC con por lo menos
dos segmentos de hélices (28, 101, 102).

Hay resultados que interpretan la relacion directa que involucra al Golgi
con el transporte de ambos lipidos (Col-FL) a partir de un pool especifico y
disponible para apoA-l. Por ejemplo, inhibidores del aparato de Golgi como
monensina y brefeldina bloquean la remocién de Col y FL por apoA-I (85, 103,
104).

Ademas de la RC desde dominios de la membrana plasmatica, la
interaccion de la apo con sitios de unidon puede estimular pasos en la via que
movilizan esteroles desde el reticulo endoplasmico hacia la membrana
plasmatica, como fue demostrado mediante la marcacion de Col con
precursores radiactivos (105). Estudios realizados con inhibidores del
transporte a través del Golgi (103), llevaron a proponer que el Col libre seria
transportado desde el reticulo endoplasmico y/o lisosomas hacia el Golgi, para
ser luego vehiculizado en vesiculas hacia la superficie celular. Luego de la
fusion con la membrana, estas vesiculas pueden formar dominios discretos de
composicién unica en lipidos y proteinas, similar a las descriptas como
caveolatos (106). Estos dominios pueden tener solo una existencia efimera en
la membrana plasmatica, y sus moléculas de Col pueden ser recicladas hacia
el reticulo endoplasmico donde luego son esterificadas por la ACAT, o pueden

reingresar al ciclo de transporte vesicular (107).
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Figura 6: Remocién del colesterol (RC). La mitad izquierda representa la difusién del

colesterol (Col). El colesterol difunde a través de la fase acuosa entre HDL vy la
membrana plasmatica. LCAT reduce el Col en la superficie de la HDL para mantener
su gradiente. La mitad derecha representa la generacion de pre-f HDL con

apolipoproteinas extracelulares, Col y fosfolipidos (FL).

La RC celular mediada por apoA-l fue acompafada por una rapida
reducciéon del pool intracelular de Col disponible para ACAT en las primeras
cinco horas de tratamiento con la proteina en macréfagos, sin embargo el
aumento en la remocion del Col fue lineal hasta al menos 24 horas de
tratamiento (54), sugiriendo que en una primera instancia se produce la
reduccion de pooles especificos y posteriormente la de Col no especifico
Inhibidores de proteina quinasa C (PKC) y activadores de la misma enzima
modularon el contenido de Col en las HDL generadas por apoA-l y los cambios
en el pool de Col accesible a ACAT en ciertas células bajo determinadas
condiciones (54, 108).
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El componente principal de los sitios caveolares nombrados
anteriormente representan sitios particulares de la membrana plasmatica
intimamente relacionados con la RC y su componente proteico principal es la
caveolina. Estudios recientes muestran que caveolina-1 esta involucrada en el
enriquecimiento de Col de las HDL generadas por apoA-l en células THP-1
(109) y la composicion de la membrana plasmatica modula el aumento de Col
mediado por apoA-I/ABCA1 pero no el aumento de FL (110).

La inhibicion farmacologica de ACAT incrementd el aumento de la
transcripcion de ABCA1 (111). EI Col es movilizado desde el pool accesible a
ACAT por la reaccién de apoA-I/ABCA1 para formar las HDL y no por la directa
expresion de ABCA1 (112). Inhibidores de ACAT-1 resultaron en un incremento
de ABCA1, lo cual aumento la movilizacion de FL mediada por apoA-l y no la
del Col (112). Estos autores proponen que la actividad de la enzima ACAT
modula la formacion de ABCA1/apolipoproteina mediada por HDL por
regulacion de la expresion de ABCA1 y la movilizaciéon de Col celular.

Mediante el método de Lange y Ramos se observé que en fibroblastos
cargados con Col mas del 90% de Col exdégeno se encontraba en la membrana
plasmatica, mientras que que el 90% del sintetizado de novo fue confinado al
interior celular y no a ser mayormente exportado. Analisis del medio
extracelular también confirmd estos resultados. En cambio, si las células no
son enriquecidas con Col, éste esta mayormente presente en pooles
superficiales (113-115) compatible con una rapida translocacion de esteroles
sintetizados de novo hacia la membrana plasmatica (116).

Sin embargo, otros estudios demostraron que en células CHO y en
fibroblastos el Col sintetizado de novo en rapidamente transferido hacia la
membrana plasmatica (117).

La remocién del Col celular resulta en el incremento de la sintesis de

esteroles y disminucién de la esterificacion (27).
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2-4 Transferencia superficial lipidica

Para que ocurra una remocion de Col desde las células hacia las HDL
tiene que establecerse un gradiente fisico-quimico entre la superficie celular y
la particula aceptora, que depende de ambas superficies de contacto.
Asimismo el intercambio de Col ocurre entre lipoproteinas, como por ejemplo el
flujo bidireccional encontrado al incubar LDL y HDL in vitro (118).

La transferencia del Col entre vesiculas lipidicas sintéticas es
evidentemente difusional. La desorcién de col debe realizarse a través de un
estado de transicion en el que la molécula unida a una superficie debe
desprenderse, por tal motivo es importante la energia de interaccion con las
moléculas vecinas en la particula donora. Asi, si las interacciones de van der
Waals con los FL son relativamente débiles, el grado de desorcion esta
incrementado (119). Esto ocurre cuando disminuye el grado de saturacion de
las moléculas de FL en la particula aceptora, el contenido de EM de la interfase
lipido/agua y el tamafo de vesiculas de FC/Col.

Existe una proteina transferidora de FL (PLTP), la cual transfiere FL
entre particulas lipoproteicas mediando la conversidn entre pequefias vy
grandes particulas in vitro Esta conversion genera particulas pobres en lipidos
que son activos aceptores del Col celular (120). También se ha demostrado
que PLTP promueve la interacciéon de HDL con células cargadas con Col e

incrementa la propiedad de las mismas en remover el Col y el FL celular (121).

3- ESTRUCTURA Y  FLEXIBILIDAD CONFORMACIONAL DE
APOLIPOPROTEINA A-l (APOA-I)

La apoA-lI humana madura contiene 243 aminoacidos, con repeticiones
homologas de 11 y 22 residuos que forman a-hélices anfipaticas, en las que los
residuos hidrofébicos quedan en una cara de la hélice y los residuos hidrofilicos
en la otra. Estas hélices son conectadas por vueltas p cortas y flexibles que

generalmente contienen un residuo de prolina (Figura 7).
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VAL-ASP-ALA-LEU-ARG--THR-HIS-LEU-ALA PRO TYR-SER-ASP-GLU-
LEU - ARG-GLN-ARG-LEU-ALA-ALA-ARG-LEU-GLU-ALA--LEU-LYS-GLU-
ASN GLY-GLY ALA-ARG-LEU-ALA - GLU-TYR-HIS-ALA-LYS-ALA-THR-
GLU-HIS-LEU--SER-THR-LEU-SER-GLU-LYS-ALA-LYS PRO REANSEED
GLU-ASP-LEU-ARG-GLN-GLY-LEU-LEU PRO VAL-LEU-GLU-SER-PHE-
LYS-VAL-SER-PHE-LEU - SER-ALA-LEU-GLU-GLU-TYR-THR-LYS-LYS-
BEUEASH THR GLN (243)

Figura 7: Secuencia de aminoacidos y a-hélices anfipaticas en apolipoproteina
A-l. Los residuos que se predicen en hélices estan unidos por guiones. La hélice clase
G* (8-33) se indica en verde, las hélices clase A (44-65, 67-87, 122-142, 144-164, 166-
186 y 187-208) en azul claro, y las hélices clase Y (88-98, 100-120, 209-219 y 221-
241) en rojo. Con doble subrayado, se indica la regién 87-112 donde se localiza el
dominio de insercion en membranas.

Tres tipos de hélices estan presentes en apoA-l. En el extremo N
Terminal esta presente una hélice G*, que tiene un arreglo al azar de los
residuos polares con similares caracteristicas de las hélices de proteinas
globulares. ApoA-I contiene 6 hélices tipo A (tipica de las apolipoproteinas) de
21-22 residuos, que se caracterizan por un agrupamiento de cargas positivas
en la interfase hidrofilica/hidrofébica y de cargas negativas en el centro de la
cara hidrofilica. Ademas, estan presentes en apoA-| otras 2 regiones (una en el
centro y otra en el extremo C-Terminal, que contienen cada una dos segmentos

helicoidales tipo Y (uno corto de 10-11 residuos y otro largo de 21 residuos).
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Las caracteristicas basicas de las hélices Y son tres agrupamientos de cargas
positivas que asemejan a la letra “Y”, con los residuos hidrofobicos entre los
dos brazos, y dos agrupamientos de cargas negativas separando a los dos

brazos de la base de la “Y” (Figura 8)

Fiqura 8: Diagramas indicando la distribucion de residuos cargados en las a-hélices
anfipaticas tipo A y tipo Y. Los residuos hidrofébicos se indican en gris y los residuos

polares sin carga en blanco.

La flexibilidad conformacional de apoA-l es esencial para que pueda
existir en tan diferentes estados de lipidacion, y formar HDL de diferente
morfologia y tamano. En el estado libre forma un ramillete de hélices con la
estructura terciaria incompleta (122). En cuanto a la estructura de las a-HDL
esféricas, se propone que las hélices de apoA-l formarian una monocapa
externa rodeando a un nucleo de lipidos hidrofébicos (ésteres de Col y/o
triglicéridos). En este caso, las hélices se dispondrian paralelas a la superficie
de la monocapa de FL, con la cara hidrofébica “empotrada” entre las cadenas
hidrocarbonadas y la cara hidrofilica asomando hacia el medio acuoso y/o

interactuando con los grupos polares de los FL (123). En las HDL discoidales,
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una bicapa lipidica discoidal es rodeada en su borde por la proteina con las
caras hidrofébicas de las hélices interactuando con las cadenas
hidrocarbonadas de los FL. Sin embargo, ha existido una larga discusién en
cuanto a como estas hélices se dispondrian en el borde del disco (124).
Mientras que los primeros modelos (modelo del “cerco”) proponian que hélices
de unos 20 residuos se dispondrian paralelas a las cadenas hidrocarbonadas
de los FL (ver figura 9), evidencias mas nuevas indican que las hélices estarian

perpendiculares a las cadenas hidrocarbonadas (modelo del “cinturén”).

Figura 9: Tres modelos de HDL de referencia (124) Izquierda: Modelo del “cerco” (picket
fence) de Phillips y col (242)

Centro: Modelo del “cinturéon” (belt) de Segrest y col. (36)

Derecha: Modelo de HDL esférica basado en la estructura cristalina de Borhani y col. (132)

Datos de la Dra. Tricerri y col. (125) sugieren que las moléculas de
apoA-| estarian plegadas en la region central formando una “hebilla” (hairpin),
con dos configuraciones posibles (cabeza-a-cola y cabeza-a-cabeza) (Figura

10). Las dos configuraciones estarian presentes en una proporcion similar.
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Figura 10: Modelo del “rulo” (hairpin) propuesto por Tricerri y col (15) para las
HDL discoidales de apoA-I. Las configuraciones cabeza-a-cola y cabeza a cabeza se
representan a la izquierda y a la derecha, respectivamente.

El tamafo de los complejos discoidales aislados de plasma (particulas
pref HDL), asi también como los analogos obtenidos mediante detergentes
(particulas reconstituidas 6 rHDL) es determinado primariamente por el numero
de moléculas de apoA-| por particula, ya que pueden encontrarse discos de 2,
3 0 mas moléculas de apoA-Il. Sin embargo, también pueden formarse discos
con el mismo numero de moléculas de apoA-l pero con diferente tamafo y
contenido lipidico. La circunferencia de éstos varia de manera discreta por el
ancho de una o dos hélices, lo que sugirid la existencia de uno o varios
dominios “bisagra” de alta flexibilidad que al estar en conformaciones
alternativas (“abierta” o despegada de los lipidos y “cerrada” o en contacto con
los lipidos) permitiria que diferente numero de hélices queden en contacto con
el borde del disco. Entre las HDL discoidales reconstituidas con 2 apoA-| por
particula (126, 127), han sido bien caracterizadas dos tipos de diametro de
Stokes de 78 y 96 A, con alrededor de 30 y 70 moles de lipido por mol de
apoA-l, respectivamente. La conformaciéon de apoA-lI es diferente en estas
particulas (128, 129), lo que resulta en diferentes propiedades fisioldgicas: las
HDL 78 A tienen una afinidad 60 veces menor por el receptor SR-BI (130) y
capacidad de activar LCAT de 16 veces menor a las HDL 96 A (127).

La estructura cristalina de un fragmento de apoE (131) muestra las
caracteristicas de un ramillete de hélices “flojo” o de estructura terciaria poco

compacta. En cambio, la estructura cristalina de un fragmento de apoA-I
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(residuos 44-243), muestra un tetramero en forma de herradura en el que cada
monomero esta extendido y altamente helicoidal (132). Si bien esta estructura
confirma la presencia de a-hélices, no concuerda con muchos datos de apoA-I
en solucién acuosa, por lo que la misma estaria mas relacionada con el estado
unido a lipidos como veremos mas adelante. En solucion acuosa, apoA-l es
monomeérica con ~50% de a-hélice (126), y para su estructura se propuso un
ramillete de hélices con la estructura terciaria incompleta (122).

Datos obtenidos por la Dra. Tricerri (133, 134) sugieren un elipsoide
prolado de relacién axial 5:1 y que los extremos C y N estarian cercanos entre
si. Estudios de ultracentrifugacion analitica (135) sugieren la coexistencia de un
ramillete de hélices y de una forma extendida que se propuso como un
intermediario que participa en la unién a lipidos. Recientemente, se construyo
un modelo en base a la identificacion de residuos de lisina cercanos entre si
por agentes entrecruzantes (136), que muestra un ramillete de hélices con los
extremos N y C relativamente cercanos entre si.

Es de esperar que apoA-l y las otras apolipoproteinas intercambiables
requieran de una gran flexibilidad conformacional para ser solubles en el
estado libre de lipidos y estar en equilibrio con diferentes estados de union a
lipidos como unida a membranas y a los complejos lipoproteicos de diferente
morfologia y tamafio, que se interconvierten entre si durante su ciclo funcional.

En el caso de apoA-l, el mapeo de residuos de lisina cercanos entre si
con agentes entrecruzantes (136, 137) indica que el ramillete de hélices se
abriria al unirse a lipidos.

Recientemente se ha podido cristalizar a apoA-l (138). Se ha visto que
presenta dos dominios. Uno de los dominios hacia el extremo N terminal (N)
con cuatro hélices anfipaticas (A, B, C, D) y otro hacia el extremo C terminal
con dos hélices (E, F) los cuales coincidentemente con lo predicho por la Dra
Tricerri su distancia relativa al dominio N terminal es cercana (Figura 11 a). El
dominio N con un centro hidrofébico posee dos loops, a-b y b-c (138), los
cuales representarian regiones moviles que actuarian como bisagras. Estos
datos también son sugeridos por la utilizacion de anticuerpos (138). Se puede
predecir el rol importante de la region 1-43 ya que el mismo estabilizaria al
dominio N. Se ha estudiado el efecto de mutaciones sobre los segmentos 1-43

y 88-98 y dichas variantes fueron incapaces de formar el dominio N. También
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se ha comprobado las similitududes encontradas entre las hélices predichas y
las cristalizadas (Figura 11 b).

Se ha hipotetizado acerca de como apoA-| interacciona con ABCAA1.
Posiblemente la region involucrada sean las porciones hidrofébicas del dominio
C terminal adyacentes a clusters negativos las cuales se unirian a las cargas
positivas de ABCA1.

La interaccion con SR-Bl se da con apoA-l lipidada o libre de lipidos.
Para esta interaccién estaria comprometida la cara hidrofilica de apoA-I, o que
se demostré con el uso de péptidos sintéticos (138). Dicha unién es mediada

en parte por residuos positivos de apoA-I (138).
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Figura 11 (a): Vista de la estructura de dos moléculas de apoA-l con sus 6 hélices
coloreadas en azul(A),violeta(B),amarillo(C),lavanda (D), verde (E) y rojo (F). Los
loops estan en dorados y los residuos hidrofébicos se muestran con varillas verdes.
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Figura 11 (b): Correspondencia

entre las hélices en la estructura
y aquellas propuestas basadas
en la secuencia.

Se muestra una representacion
linear de segmentos helicoidales
de apoA-l para las hélices
observadas en la estructura
cristalina (a) y aquellas predichas
de la secuencia (b). Las hélices se
muestran coloreadas como
cilindros con los colores
coincidentes. Las posiciones de las
prolinas estan indicadas con un
pentagono verde. Es de notar que
tres prolinas en la estructura
cristalina de apoA-l se encuentran
en el medio de hélices. Si bien, en
general, los residuos de prolinas
estan al principio o al final de las
alfa-helices, el 5% de las prolinas
en proteinas globulares solubles en
agua estan en el medio de las alfa-
helices.
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4- EL DOMINIO CENTRAL DE APOA-I

Usando un reactivo hidrofébico fotoactivable (125I-TID) y clivaje de la
proteina con CNBr e hidroxilamina, el grupo del Dr Garda detect6 dos regiones
que tienen poco contacto con los lipidos del disco: una region central (87-112) y
otra localizada en el C-terminal (185-243). Como puede verse en la figura 7,
estas dos regiones contienen las hélices tipo Y, indicando que éstas podrian
permanecer “despegadas” del borde del disco. En el caso de la region del
extremo C, estos resultados estan en aparente contradiccion con la alta
afinidad por membrana y la capacidad de solubilizar dimiristoil fosfatidilcolina
(DMPC) encontrada para el péptido 209-243, por lo que la capacidad de estas
hélices para interactuar con lipidos puede depender de la presencia de otras
hélices vecinas. Por otro lado, usando otro reactivo no intercambiable (125I-
TID-PC) en vesiculas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), encontramos que ya
sea partiendo de apoA-I libre o complejos HDL discoidales, la unica regién que
se marca con el reactivo es la region central 87-112; lo que indica que al menos
una parte de algunas de las dos hélices Y contenidas en esta region se inserta
en la membrana.

Esta region central también corresponde a aquella en la que la molécula
de apoA-l se pliega para formar “la hebilla” propuesta por Tricerri y col (125)
para las HDL discoidales (figura 2), por lo que este pliegue (muy
probablemente en el residuo Pro99 que separa ambas hélices Y centrales)
juegue quiza un papel importante en la interaccion de las HDL discoidales con
membranas. La conformacion de este dominio central es dependiente del
tamafio y contenido de Col de los discos como fue detectado con anticuerpos
monoclonales especificos para esta regidn (139). La flexibilidad conformacional
del dominio central podria modular la afinidad por membranas, regulando no
solo el intercambio de colesterol, sino también la capacidad de interactuar con
receptores celulares. El hecho de que pacientes con una mutacion natural en
esta region -delecion de Lys107-, presenten un metabolismo anormal de las
HDL (140) sugiere también la importancia de este dominio de apoA-I en alguna
etapa clave del TRC.

El analisis de la secuencia de la region central de apoA-lI con el

programa PSSM (141) reportd un alto grado de analogia estructural de la
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misma con una toxina peptidica de 7,9 kD (ectatomin) cuya estructura en
solucion es conocida por NMR (142). Esta consiste de dos cadenas homdlogas
(34 y 37 residuos) de conformacion similar. Cada una consiste de dos hélices y
una region bisagra de 4 residuos dando una estructura total de un ramillete de
4 hélices. Al insertarse en membranas, dos moléculas de ectatomin se
reorganizan con considerable movimiento de sus hélices para formar un canal
iénico (143).

La analogia del dominio central de apoA-lI con ectatomin nos indujo a
estudiar el comportamiento y propiedades de este dominio por separado. Para
ello, en colaboracion con el Dr. Soulages (Oklahoma State University) se
sintetizd un péptido con la secuencia de apoA-I comprendida entre los residuos
77y 120 (Al 77-120). Los estudios realizados con este péptido indicaron que es
capaz de reproducir varias propiedades de apoA-l (101) indicando que la regién
central de apoA-lI se comportaria como un dominio con cierta independencia
funcional y estructural. Al 77-120 también se inserta en bicapas lipidicas y
presenta selectividad por membranas ricas en colesterol de la misma manera
como fue demostrado para apoA-I completa (3). También se ha demostrado en
nuestro laboratorio que Al 77-120 es capaz de catalizar el intercambio de
colesterol entre vesiculas facilitando su desorcion de la bicapa lipidica con una
actividad similar a apoA-l completa.

Las bases estructurales para la selectividad de apoA-l y Al 77-120
podrian deberse a ciertas secuencias de reconocimiento de este compuesto. Al
respecto, Li y col (144) postularon la existencia en proteinas que unen
colesterol o que estan presentes en dominios de membrana ricos en colesterol,
de un motivo de reconocimiento con la secuencia consenso: -L/V-(X)1-5-Y-(X)1-
5-R/K-, donde (X)15 representa de uno a cinco residuos de cualquier
aminoacido. Mas aun, se demostrdé que un analogo fotoactivable de colesterol
se une directamente a una de esas secuencias en el receptor de
benzodiazepina (145) y que el pentapéptido LWYIK no sélo tiene selectividad
por membranas ricas en colesterol, sino que es capaz de inducir la
reorganizacion de bicapas de FC/Col para producir dominios ricos en este
ultimo compuesto (146). El residuo de tirosina (Y) en el centro de estos motivos

es esencial, presumiblemente para establecer un puente hidrogeno con el —OH
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de colesterol (145). Existen, cinco secuencias que cumplen con los
requerimientos de estos motivos de reconocimiento de colesterol y se
encuentran distribuidas en toda la molécula de apoA-l. Una de ellas esta
presente en la region central entre los residuos 97 y 106 (-VQPYLDDFQK-) y
por tanto podria ser responsable de conferir la selectividad por membranas
ricas en colesterol al péptido Al 77-120. Otras 4 secuencias que cumplen este
requisito se encuentran en otras regiones de apoA-l (14-LATVYVDVLK-, 163-
LAPYSDELR-,189-LAEYHAK-, y 233-LEEYTKK) y también podrian contribuir a
esta propiedad de apoA-I.

En cuanto a las propiedades estructurales de Al 77-120, el mismo
presenta un considerable contenido de hélice (23%) para un péptido de 44
residuos. Su union a membranas fosfolipidicas ocurre sin grandes cambios en
la estructura secundaria, pero con modificacion de su estructura cuaternaria
(101). Como hemos detectado usando agentes entrecruzantes, Al 77-120 es
esencialmente monomérico en solucidon acuosa, pero es tetramérico en el
estado unido a membrana. Esto sugiere que similarmente a lo que ocurre en el
caso de ectatomin, la oligomerizacion de Al 77-120 seria un requisito para
estabilizar el estado unido a membrana. Experimentos similares realizados con
apoA-l indicaron que al menos en las concentraciones usadas (> 0,1 mg/ml),
ésta es monomeérica en solucion acuosa pero adquiere una estructura dimérica
en el estado unido a membrana (101).

El analisis de las dos hélices Y centrales de apoA-l (separadas por el
residuo de prolina 99) indica que sus caras hidrofébicas son bastante mas
angostas que las caras hidrofilicas. Esto permite predecir que la interaccion
entre las caras hidrofobicas de estas hélices seria suficiente para que los
residuos no polares no queden expuestos al entorno acuoso cuando este
dominio queda separado de los lipidos en las HDL discoidales. Para insertarse
en membranas, al menos dos modos serian posible: A) Una interaccion de las
hélices con su eje paralelo a la superficie de la membrana insertando la cara
hidrofébica entre los lipidos, como se propone que estarian dispuestas las
hélices de apoA-| en la superficie de las HDL esféricas. Este modo de insercion
requeriria que cada hélice gire unos 90° en sentido contrario a la otra. B) El
segundo modo de insercion posible seria la penetracion de un ramillete de

hélices con su eje paralelo a las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos
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(ver figura 12). Este modo es muy improbable que pueda ocurrir sélo con las
dos hélices Y del dominio central ya que por el ancho de las caras hidrofilicas
seria imposible ocultar a todos los residuos polares del entorno hidrofébico del
interior de la membrana. Sin embargo, este modo seria posible con un ramillete
que abarque mas hélices. La similitud estructural del dominio central de apoA-I
con ectatomin, y el hecho de que los estados unidos a membrana de Al 77-120
y de apoA-| sean oligoméricos sugieren que este modo también seria posible.
Diferentes evidencias (137, 147) indican que en HDL discoidales
conteniendo 2 apoA-I por particula, las regiones centrales de ambas moléculas
de apoA-I| se encuentran muy cercanas entre si, lo que posibilitaria la formacién
de un dominio de insercion intermolecular. Esta region corresponde o esta muy
cercana a aquella en la que la molécula de apoA-l se pliega para formar la
“hebilla” propuesta por Tricerri y col (125) para las HDL discoidales. Ademas,
ya que la conformacién de este dominio central depende del tamafo vy
contenido de colesterol de los discos, como hemos detectado nosotros y otros
grupos con anticuerpos monoclonales que reconocen un epitope central (128)
(139) es probable que esto pueda modular la capacidad de las regiones
centrales de formar el dominio de insercion intermolecular activo. De esta
manera, la conformaciéon de este dominio podria modular la afinidad por
membranas, regulando no soélo el intercambio de colesterol (148), sino también

la capacidad de interactuar con proteinas celulares.
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Ambas regiones de hélices Y (una region central y la otra del extremo C
terminal) estan involucradas en la remocién de Col en células mediada por
apoA-l. Estudios con péptidos sintéticos (74) y mutantes de deleciones (149)
(150) han sugerido que la region de hélices Y terminal pero no la region central
es requerida para el mecanismo de remocion en fibroblastos humanos vy
macrofagos de la linea THP1. Estudios realizados con fibroblastos (74) y
macrofagos (151) indican que las hélices 3-4 fueron inactivas en promover la
remocion de FL y Col por apoA-I pero las hélices 9-10 retuvieron del 65 al 100
%. Asimismo, la delecion de los residuos 100-143 (o 88-99) no poseen ningun
efecto sobre la RC en comparacion con deleciones en el C terminal, las cuales
afectan severamente la remocion lipidica. También, Panagotopulos vy
colaboradores (152) demostraron la importancia de la distribucion de cargas de
las hélices tipo Y en la cara polar de la hélice 10 y su implicancia en la RC de
macréfagos RAW mediante el uso de mutantes de sustitucion de residuos.
Recientemente, Natarajan y colaboradores. (151), han comparado la actividad
del par de hélices 9-10 con una serie de combinaciones de 33 residuos. Las
combinaciones de las hélices 1-3, 2-9, 4-9 or 10-9 fueron inactivas pero
combinaciones de 1-9 o 9-1 resultaron activas. Ellos propusieron que un
elemento estructural especifico con una organizacién linear de residuos
acidicos a lo largo de dos a-hélices es requerido para mediar la RC.

Sin embargo, hay evidencias que el C terminal no es el uUnico sitio
responsable del eflujo lipidico. Panagotopoulos y colaboradores (152)
demostraron que el intercambio de la hélice 10 por la hélice 1 no resulté en una
gran disminucién de funcién del ABCA1 mediando la remocién lipidica. Muchos
estudios han demostrado que la actividad perdida debido a deleciones en el C-
terminal es restaurada por futuras deleciones. Sviridov y colaboradores (153)
han observado que los mutantes 6-210 y 6-222 son inactivos, mientras que
mutantes 6-135 o0 6-150 con deleciones extra en la mitad C terminal de apoA-I
son activos en promover el eflujo de Col.

Recientemente, Chroni y col (154) y Beckstead y col. (155) demostraron
que la disminucion de la actividad de apoA-l por deleciones en el C-terminal
puede ser regenerada por una segunda delecion en el N-terminal, indicando
que un segundo sitio en el centro de la secuencia de apoA-l se hace activo en

la ausencia de la hélice G*.
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Asi, resultd interesante el estudio del efecto de la RC cuando células
CHOKI son incubadas con el péptido sintético que abarca la secuencia
aminoacidica desde 77 a 120 (Al 77-120) ya que, como mencionamos
anteriormente, fue capaz al igual que apoA-l de unirse a membranas ricas en
Col donde promueve la desorcion del mismo y también pudo insertarse

profundamente en bicapas fosfolipidicas (156).

5- INTERACCION DE APOA-l Y COMPLEJOS LIPOPROTEICOS DE APOA-I
CON MEMBRANAS LIPIDICAS

La interaccion de apoA-l con membranas fosfolipidicas depende
fuertemente tanto de la composicion y propiedades fisico-quimicas de la
membrana como del estado de apoA-I (libre o previamente acomplejada con
lipidos). En ciertas condiciones, como en el rango de temperatura de la
transicion de fase gel-liquido cristalino, la interaccion de apoA-| libre con
vesiculas fosfolipidicas resulta en una rapida microsolubilizacion de la
membrana resultando en la formacién de complejos lipoproteicos discoidales
(157). En cambio, apoA-l se une a vesiculas en el estado liquido cristalino sin
producir su disrupcion. La presencia de colesterol en las vesiculas resulta en
una mayor capacidad y afinidad de union (3).

La apoA-l humana es una de las apolipoproteinas solubles mas
estudiadas en cuanto a sus propiedades de unirse a lipidos siendo muchas de
las hélices anfipaticas, responsables de su interaccion con bicapas (123).

Estudios con péptidos conteniendo diferentes regiones helicoidales (158)
indicaron que todas las regiones helicoidales tienen capacidad de interactuar
con vesiculas lipidicas; pero el péptido 44-87 (que contiene las dos primeras
hélices A hacia el extremo N) y en especial el péptido 209-241 (conteniendo las
dos hélices Y del extremo C) presentaron una significativamente mayor afinidad
y fueron los Unicos capaces de microsolubilizar vesiculas de DMPC en su
temperatura de transicion de fase.

Las apolipoproteinas solubles en medio acuoso son capaces de unirse a
interfases de fosfatidilcolina (FC), segun se comprueba de los cambios en sus

propiedades espectrales, como ser dicroismo circular y espectros de
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fluorescencia, por cambios en la migracion en columnas de gel filtracion, y por
la incorporacion en complejos vesiculares o discoidales. En solucidon acuosa,
las apolipoproteinas tienen contenido variable de a-hélices, dependiendo de la
extension de agregacion en solucién (determinada por la concentraciéon
proteica), la composicién iénica y la temperaura de la solucion (163). Cuando
las apolipoproteinas se unen a lipidos el porcentaje de a-hélices aumenta
considerablemente. La interaccién de apolipoproteinas con interfases lipidicas
fluidas es impulsada por la formacion de a-hélices y las interacciones
hidrofébicas de las caras no polares de las hélices con las cadenas acilicas de
los lipidos.

La interaccion de apoA-l con membranas (y la consecuencia de la
misma) dependen tanto de la composicion y propiedades de la bicapa lipidica
como del estado de apoA-l (libre o previamente acomplejada con lipidos).
Nuestro laboratorio se interesé en los requerimientos de esta reaccién. Con
sistemas lipidicos binarios se demostré que la reaccion soélo ocurre cuando
existe coexistencia de dominios gel y liquido-cristalinos ya que es inefectiva en
mezclas con coexistencia de diferentes dominios fluidos (como dielaidoil-FC y
DMPE) o liquido-cristalinos y liquido-ordenados (mezclas de esfingomielina, FC
insaturadas y colesterol). Con una mezcla equimolar de dimiristoil- y diestearoil-
FC (DMPC y DSPC) que presenta heterogeneidad gel/liquido-cristalino en un
amplio rango de temperatura, la reaccion ocurre cerca del limite inferior del
diagrama de fase (28°C). La visualizacion de los dominios de esta mezcla
binaria por microscopia de fluorescencia de dos fotones en vesiculas
unilamelares gigantes (GUV), (realizada en colaboracién con el grupo del Dr E.
Gratton) (165) indicé que esta mezcla presenta coexistencia de grandes
dominios lipidicos entre 30 y ~ 50°C y que al bajar la temperatura cerca de
28°C se produce la desaparicion de los dominios. Esto sugiere que la reaccién
requeriria de pequenos dominios fluidos (quiza del tamafio de los discos que
queda por debajo del limite de resolucion del microscopio) en un continuo de
fase gel. Tanto el analisis de los productos formados, como la distribucion de la
polarizacion generalizada del laurdan por microscopia de 2 fotones en GUV,
indicaron la remocién preferencial desde los dominios liquido-cristalinos

enriquecidos en DMPC en las etapas iniciales de la reaccion. También es
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conocido que la presencia de fosfolipidos cargados negativamente favorecen la
reaccion de micelizacion. Aunque por el momento son aun desconocidos en
detalle los requisitos tan especiales para que esta reaccion sea efectiva
podrian ser la causa de la necesidad de la actividad de ABCA1 para la
lipidacion inicial de apoA-I “in vivo”.

Se observé también que si apoA-l se halla previamente acomplejada con
lipidos es capaz de interactuar con membranas fosfolipidicas. La interaccion es
fuertemente modulada por la morfologia, tamafio y composicidon de los
complejos lipoproteicos, lo que es atribuido a las diferentes conformaciones
adoptada por apoA-| en los diferentes complejos ya sean particulas nativas o
reconstituidas (100, 159). Esto podria tener una gran importancia en la
modulacion del intercambio de colesterol y otros lipidos con la membrana.

Se postulé que en las pre-p HDL discoidales, algunas hélices quedarian
disponibles para interactuar con la membrana vy facilitar el intercambio de Col,
mientras que en las a-HDL esféricas estas hélices interactuarian con los lipidos
propios de la particula, impidiendo la unién a la membrana y permitiendo la
liberacion a la circulacién (158) (Figura 14 A).

Rothblat y col (158), han propuesto que la conformacién de apoA-I|
podria ser importante para determinar la interaccién entre las particulas
aceptoras y membranas dadoras de Col. Los mismos autores sugieren un
modelo abierto y otro cerrado para la conformacion del dominio bisagra y que el
modelo cerrado estaria relacionado a la presencia de EC en las HDL esféricas
determinando la baja afinidad con las membranas. Basados en la idea de que
LCAT no es activa en linfa, Fielding y Fielding han propuesto que LCAT podria
actuar en plasma luego de que las prefHDL han abandonado el espacio
intersticial; desde este punto de vista las HDL de las membranas plasmaticas
de células periféricas podrian producirse antes de la actividad de LCAT y en
consecuencia antes de la formacion del centro de EC. Los resultados de
nuestro laboratorio sugieren que el enriquecimiento de Col y/ o el incremento
del tamafio de los discos podria llegar a ser el proceso previo a la accion de
LCAT, lo cual cambia el estado de conformacion de apoA-lI disminuyendo la

afinidad con la membrana.
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Esto produciria la liberacion de particulas HDL discoidales ricas en Col,
que serian buen sustrato de LCAT en circulacion. Estos cambios
conformacionales de apoA-l podrian ser necesarios para acomodar distintas

cantidades de lipidos en particulas con el mismo contenido de apoA-I.
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Figura 13: Interaccion e intercambio de colesterol entre HDL discoidales y
membranas. A: hipétesis original de Rothblatt y col. (158). B: hipétesis modificada
de acuerdo a resultados de nuestro grupo (139) (148) El colesterol esta indicado con
C en el medio acuoso y en color rojo en la membrana.

Varias evidencias obtenidas en nuestro laboratorio apoyan la siguiente
hipotesis: a) La conformacion de apoA-lI depende del tamafio y contenido de
Col de los discos (139); b) La interaccion de las HDL discoidales con
membranas fosfolipidicas disminuye con el aumento de tamano y contenido de
Col de los discos, pero aumenta con el contenido de Col de las vesiculas (139)
(160) c) El intercambio de Col entre HDL discoidales y vesiculas lipidicas es
facilitado por la interaccién o binding de los discos a las vesiculas (148).

La disminucion de la interaccion de rHDL con membranas producida por
la presencia de Col en las particulas fue también sugerida por la transferencia
energia de desde los Trp de apoA-l a una sonda fluorescente ubicada en
liposomas de PC de huevo (160).

Las principales interacciones involucradas en la asociacion de
apolipoproteinas con fosfolipidos en las lipoproteinas, son las mismas que

mantienen sus plegamientos en medio acuoso para dar una estructura
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tridimensional compacta: interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno,
interacciones electrostaticas (161).

Debido a las interacciones hidrofébicas, las cadenas acilicas de los FL
se ubican hacia el interior de la lipoproteina, y los aminoacidos no polares
interaccionan con ellas. Las cabezas polares de los FL y los residuos polares
de las apoproteinas, interaccionan con agua via puentes de hidrégeno e
interacciones dipolares. A altas concentraciones salinas, la estructura general
tiende a estabilizar, en lugar de desorganizar las particulas, lo que indica que
las fuerzas hidrofébicas predominan entre apoA-l y FL. Por otro lado, habria
evidencia de que los FL anidnicos estabilizan a la apoA-l en las rHDL (162).

Por otro lado, apoA-| y algunos de sus complejos lipoproteicos, pueden
unirse a vesiculas lipidicas en el estado liquido-cristalino sin producir su
disrupcion, proceso que puede ser muy importante para el intercambio de
colesterol entre HDL y membranas. Contrariamente a la reaccion de
micelizacion, la presencia de colesterol en las vesiculas favorece la uniéon de
apoA-I (3).

Una manera que nuestro grupo utilizd para seguir la interaccion de
apoA-l y HDL discoidales con membranas fue midiendo la pérdida de
compuestos hidrosolubles atrapados en el espacio acuoso de vesiculas
lipidicas. Tanto apoA-l libre como sus complejos lipoproteicos discoidales
inducen una pérdida temporaria del contenido acuoso de las vesiculas, lo que
fue atribuido a la transitoria desestabilizacién de la bicapa lipidica debido a la
insercion de algun dominio de apoA-1 (139). Si bien todas las HDL discoidales
que se probaron indujeron “pérdida” de las vesiculas, hubo apreciables
diferencias en la efectividad del proceso. Los complejos HDL discoidales mas
efectivos fueron aquellos de menor tamafio y que no contenian colesterol.
Tanto la presencia de colesterol en los discos, como el aumento de tamario de
los mismos produjeron una disminucién en la induccion de pérdida del
contenido acuoso de las vesiculas. Por otro lado, la presencia de colesterol en
la membrana de las vesiculas resulté en un aumento de la pérdida inducida por
las HDL discoidales (139). Mediciones de la interaccion de HDL discoidales con
monocapas fosfolipidicas con o sin colesterol también (160) indicaron una
interaccion preferencial de los discos de menor tamarno libres de colesterol.

Mas recientemente (166), la Dra. Tricerri demostré mayor afinidad por
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vesiculas de palmitoil oleil PC (POPC) para los discos de 78 A en comparacion
con los de 96 A.

Dos anticuerpos monoclonales (dirigidos contra epitopes del extremo N y
del centro de la molécula de apoA-l) se usaron para tratar de caracterizar la
conformacién de apoA-l en las HDL discoidales de diferente tamafio vy
contenido de colesterol. La reactividad del epitope central esta incrementada,
indicando una mayor exposicidn, en los discos pequefios y libres de colesterol;
mientras que lo contrario ocurre para el epitope del extremo N Terminal (139).

En un trabajo posterior (148) se midi6 la capacidad de estas HDL
discoidales para intercambiar colesterol con vesiculas. Los resultados indicaron
que la velocidad de intercambio de colesterol se correlaciona con la capacidad
de interaccion, sugiriendo que el anclaje de los discos a la membrana mediante
la insercion de algun dominio de apoA-l favoreceria el intercambio de
colesterol. Estos resultados nos llevaron a modificar la hipétesis original de
Rothblat (158) en el sentido de que el aumento de tamafo y contenido de
colesterol de los discos (en lugar del cambio de morfologia de disco a esfera)
serian los factores que producirian un cambio conformacional en apoA-lI que
disminuye la afinidad por la membrana y la liberacion a la circulacién de discos
grandes enriquecidos en colesterol. Este mecanismo no requiere de la
actividad LCAT en el espacio intersticial, contrariamente a la postulacion
original de Rothblat. Este mecanismo podria tener fuertes implicancias
fisiologicas. Por ejemplo, la conformacién de apoA-I recientemente lipidada por
ABCA1 podria determinar una alta afinidad por las caveolas. Al cargarse de
colesterol, los discos perderian la afinidad por las caveolas (debido a un
cambio conformacional en apoA-l) y serian liberados a la circulacion donde

serian un buen sustrato de LCAT.

5-1 Caracteristicas generales de particulas discoidales reconstituidas
(rHDL)

Alrededor de 1980 se incorporé un método general basado en la
dispersién de lipidos en colato de sodio, que permitid la preparacion de

particulas reconstituidas similares a HDL nacientes (rHDL), con diferentes
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contenidos de apolipoproteinas y fosfolipidos (FL) (167, 168). La posibilidad de
preparar diversas particulas reconstituidas y analizar sus dimensiones por
electroforesis en gel en condiciones nativas llevd, en los ultimos afios, al
aislamiento y caracterizacion de distintas especies de rHDL de tamano vy
composicién definidos. Estas especies lipoproteicas, ofrecen la posibilidad de
estudiar la estructura tridimensional de las apolipoproteinas unidas a lipidos,
los cambios de estructura con diferente composicién de lipidos u otras
apolipoproteinas incorporadas, los efectos de reacciones metabdlicas u otros
procesos sobre la estructura de las apos, e inversamente, los efectos de
estructuras modificadas de las apos sobre sus funciones biolégicas. En este
trabajo las particulas de HDL han sido reconstituidas por dialisis de colato con
apoA-| purificada, fosfolipidos y colesterol. El uso de estas particulas ha sido
ampliamente caracterizado (126, 127, 167, 169). Constituyen un buen modelo
para los objetivos de este trabajo ya que tienen morfologia discoidal (169), son

buenas aceptoras de Col y constituyen un buen sustrato para LCAT (168).

5-1.1 Estructura general

Las particulas discoidales reconstituidas (rHDL) tienen poco o ausente
nucleo hidrofébico, constituyendo discos de capas de fosfolipidos (FL),
estabilizados por apolipoproteinas. Naturalmente las HDL discoidales son
secretadas por células hepaticas e intestinales y son producidas durante la
lipdlisis de lipoproteinas ricas en TG (170). En circulacién, son rapidamente
transformadas en particulas maduras.

Presentan un diametro determinado por la proporcion de FL y peso
molecular y conformacion de la apo. El Col se intercala entre las moléculas de
FC pero parece excluirse de las regiones donde apoA-I interactua directamente
con las moléculas de FC. La apolipoproteinas o péptidos anfipaticos se unen a
los discos de FC por interacciones de la cara hidrofébicas de las a-hélices con
las cadenas acilicas de FC, formando un “anillo proteico” que es de alrededor
de 15 A de diametro, y tiene aproximadamente el ancho de una bicapa
fosfolipidica (171).
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5-1.2 Composicion lipidica de las rHDL

Cuando las rHDL se preparan a partir de varias FCs y apoA-l, a partir de
una relacion molar FC/apo de 100:1, se forman distintas particulas, que se
pueden analizar por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (PAGE). Cuando la FC es saturada, se forman en promedio
particulas grandes y relativamente homogéneas. Las FCs con cadenas mixtas,
saturada e insaturada, como POPC dan preparaciones mas heterogéneas,
mientras que FCs con cadenas mas largas e insaturadas (di-araquidonil-FC),
forman las particulas mas pequenas Dependiendo del modo de preparacion,
se pueden formar mas de cinco tipos de particulas de tamafo discreto,
variando entre distintas FC la distribucion relativa de las mismas. Las
poblaciones as abundantes contienen particulas con 2 y con 3 moléculas de
apoA-l (172). Cambios en la proporcion de FC relativo a apoA-l, afectan la
distribucion de tamanos. El aumento en la relacion molar de PC/apo aumenta el
tamafno promedio de las particulas, pero no cambia el tamafo discreto de cada
tipo de particula (172). Alguna de estas particulas aisladas han sido
caracterizadas de acuerdo a su reactividad frente a LCAT. Se ha aceptado que
el diametro de la particula es determinado no solo por el numero de moléculas
de apo de la particula, sino también por el niumero de segmentos alfa-
helicoidales de la apoA-l en contacto con lipidos. Asi, cuantos mas segmentos
estén en contacto mayor tamafio tendra la particula y la apo podria adoptar
diferentes conformaciones. Cuando las particulas son sustratos de la LCAT
éstas sufren reordenamientos, pasando de tener 2 a tener 3 moléculas de
apo/particula y gradualmente se convierten en esferas.

Asi, todas la apolipoproteinas solubles en agua, no solamente
interaccionan con FL, sino que determinan el tamano de las particulas
producidas, por medio de sus unidades comunes de union a lipidos que son los

segmentos alfa-helicoidales anfipaticos.

69



6- SENALES INTRACELULARES INVOLUCRADAS EN LA REMOCION DE
COLESTEROL DE CELULAS PERIFERICAS

Como se menciono, la interaccion de apoA-l y/o HDL con la membrana
plasmatica de células periféricas resulta en la movilizacion de Col hacia la
membrana desde los depdsitos intracelulares como el pool disponible para
ACAT (108). Otra respuesta atribuida a las HDL es un fuerte efecto mitogénico
observado en varios tipos de células (173).

Aunque los mecanismos de senalizacion intracelular que desencadenan
estos procesos no son del todo conocidos, muchas evidencias indican que al
menos algunos son mediados por proteinquinasas C (PKC), en respuesta a la
activacion primaria de los ciclos del fosfatidilinositoldifosfato (PIP2) vy
fosfatidilcolina (FC). En el primero (174), la activacién ligada a un receptor de
una fosfolipasa C (FLC) especifica para PIP2 libera inositoltrifosfato (IP3) al
citosol y genera diacilglicerol (DG) en la membrana. La liberaciéon intracelular
de Ca'" causada por IP3 y DG activan a PKC, la que fosforila a una gran
variedad de proteinas blanco, como por ejemplo las proteinas quinasas
activadoras mitogénicas (MAPK).

El mediador DG también puede producirse a partir de FC (175). La
hidrolisis de FC por una PLC especifica para PC genera fosforilcolina y DG. La
accién sobre PC de una fosfolipasa D (FLD) especifica produce fosfatidato (PA)
y colina. PA puede entonces generar DG por la fosfatidato fosfohidrolasa
(PAPH) o puede por si mismo generar multiples respuestas como segundo
mensajero.

La interaccion de HDL con fibroblastos, estimula multiples respuestas
mediadas por senales, como liberacion de calcio intracelular y la activacion de
fosfolipasas C especificas de fosfoinositidos y de FC, asi como fosfolipasa D
especifica de FC (176).

Asi, las HDL son capaces de aumentar el recambio de fosfatidilinositol
(PI) y fosfatidilcolina (FC) incrementando la actividad de fosfolipasas C y D, y
los niveles de acido fosfatidico (PA) y diacilglicerol (DG) en fibroblastos de piel
humanos (176). En estas células (39), como también en el caso de musculo
liso de aorta (177) se observo una activacion de la proteinquinasa C (PKC) que

se correlaciond directamente con la movilizacién del Col intracelular. Un rapido
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y transitorio incremento en el nivel de Ca** citosolico también fue observado en
fibroblastos (178) y en células endoteliales (179), aunque en este caso ni apoA-
| ni apoA-Il parecen ser las responsables.

Una disminucion en la actividad de fosfolipasa C y D fue encontrada en
fibroblastos con enfermedad de Tangier (ET) como consecuencia de un defecto
en la interaccion de apoA-l con la superficie celular; esto sugiere la accién
coordinada del ABCA1 y fosfolipasas en el camino de senalizacion intracelular
(180).

La accién de las HDL sobre estos sistemas de sefalizacion es en
muchos casos contradictoria, lo que se debe por un lado a diferentes
respuestas de distintos tipos de células y condiciones metabdlicas, y por otro
lado a la heterogeneidad de las HDL. En algunos casos, el efecto no es
observado o es diferente con apoA-l purificada o con HDL reconstituidas, lo
que sugiere que: 1) algunos efectos pueden deberse a otras apolipoproteinas o
efectores no proteicos transportados en la fraccion HDL, y/o Il) el efecto puede
ser dependiente del estado de lipidacion y de la conformacion de apoA-I.

Si las HDL son oxidadas mediante radical tirosilo la RC aumenta
significativamente en fibroblastos y macréfagos (181) desde pooles especificos
para ACAT, no afectando la difusién pasiva del mismo desde la membrana
plasmatica (182). Fibroblastos con ET muestran impedimento en la RC hacia
HDL (26, 183). Si las HDL son tripsinizadas no remocionan Col intracelular sin
influenciar en la difusioén pasiva (184).

La activacion de PKC como consecuencia de la interaccion de HDL con
células ha sido reportada por muchos grupos y de muchas maneras generales
(39, 176, 185-187). Li y Yokohama (56) propusieron que la activacion de PKC
es requerida para la movilizacién de un pool de Col seleccionado para la RC
mediada por apoA-I.

En fibroblastos de piel se demostr6 que las HDL estimulan la
fosforilacion por PKC de tres fosfoproteinas, aunque sélo una de ellas (de 18
kDa) es fosforilada por el estimulo de apoA-I (188). En macréfagos, inhibidores
de PKC producen un significativo decrecimiento en la RC mediado por apoA-I.
sin embargo no hubo tal efecto a la remocion de fosfolipidos ni tampoco lo

hubo en los tratamientos con microemulsiones de lipidos (108).
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Li y Yokoyama (56) han propuesto que la activacion de PKC es
requerida para la remocién del Col intracelular y que se da a partir de la
interaccion especifica de apoA-l con la membrana plasmatica. Se han
estudiado los efectos de PKC utilizando inhibidores especificos. Asi, por
ejemplo, se vid claramente en macroéfagos una disminucion del pool de Col
accesible a ACAT en las primeras horas de tratamiento con apoA-l
seguidamente de la formacion de pre-3 HDL; esto se vio de manera lineal hasta
24 horas de tratamiento con apoA-l. Dicho efecto fue abolido utilizando
inhibidores de PKC.

La actividad de ACAT no se ve influenciada por la remocién de col en el
mecanismo difusional. De la misma manera, los inhibidores de PKC tienen un
efecto minimo sobre la difusion inespecifica del Col. También, PKC no esta
involucrada ni en la union de apoA-l a la membrana plasmatica ni en la
generacion pre-3 HDL con FL celulares (108), sin embargo, esta intimamente
relacionada a la movilizacién del pool especifico de Col para ACAT.

Un efecto similar fue encontrado utilizando hélices de péptidos sintéticos
anfipaticos (28). Cuando las células musculares lisas son tratadas con
activadores de PKC como ésteres de forbol (PMA) hay un incremento de la
translocacién de Col de pooles intracelulares y de Col en pre- HDL generado
por apoA-l (54). Estos efectos son revertidos por inhibidores de PKC. Como
vemos, éstas y muchas otras evidencias indican el rol de PKC en el trafico
especifico del Col, hecho que fue demostrado en muchas lineas celulares
analizadas. Sin embargo, una estimulacién farmacolégica de PKC fue
necesaria en macréfagos para generar pre- HDL ricas en Col.

Otro sistema involucrado en la remocion de col y candidato a regulacion
es el trafico vesicular intracelular. La RC involucra un sistema de transporte
intracelular altamente regulado (40, 56, 182). Hokland y col (189) demostraron
que la interaccion de HDL con fibroblastos humanos estimula proteinas
quinasas dependientes de AMPc (PKA) que promueven la translocacién de Col
intracelular desde la membrana plasmatica, independientemente de la unién al
receptor de HDL.

Muchos reportes, ademas de indicar el rol de apoA-I en disminuir el pool

de Col usado por ACAT (108) mediado por PKC demostraron que apoA-l es
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capaz de estimular el trafico de Col de pooles intracelulares hacia el pool
selectivamente disponible para la remocion por apo

El trafico activo de vesiculas lipidicas entre el interior celular hacia la
membrana plasmatica es critico ya que la utilizacion de agentes como
brefeldina que alteran el funcionamiento normal del apararato del Golgi (190)
(85) y la retroendocitocis dependiente de calcio (76) inhiben la remocion de Col
y FL mediada por apoA-I.

Estudios realizados por Li y Yokohama (56) sugieren que la activacion
de PKC juega un rol clave en la via de excrecion de Col mediada por
apolipoproteinas, como por ejemplo la modulacién de diversos pasos en el
transporte de Col desde el RE al Golgi.

El proceso vesicular involucra proteinas como beta 2 sintrophina, alfa 1
sintrophina, Lin 7 y cdc42 (191)

La estructura y propiedades de los sitios caveolares o caveolas en
comparacién con la RC ha sido recientemente revisada (192, 193). Las
caveolas son invaginaciones en la superficie celular, con un diametro entre 50-
100 nm, son abundantes en la superficie de células quiescentes y reducidas en
células con una tasa alta de crecimiento. En lineas celulares inmortalizadas por
transformacién viral y en muchas células cancerigenas estan reducidas o
completamente ausentes (194, 195). Fibroblastos, células musculares lisas y
células endoteliales expresan altos niveles de caveolas. Las caveolas son ricas
en Col y esfingolipidos. Su proteina estructural mayoritaria, la caveolina, liga
Col in vitro e in vivo. La secuencia primaria de la caveolina incluye un dominio
central hidrofébico. Los dominios amino y carboxilo terminal son accesibles al
citoplasma. De esta manera la caveolina penetraria la membrana plasmatica
pero no la atravesaria y como consecuencia no estaria en contacto con
proteina extracelulares. La posibilidad de que los dominios citofaciales puedan
influenciar la disponibilidad del Col exofacial sin la mediacion de otras proteinas
ha sido recientemente discutido (192). El Col de las caveolas representa un
pool rapidamente transferido a particulas pre-p HDL (196). Modificaciones en el
contenido de Col en las caveolas marca cambios en el complejo sistema de
sefalizacion (197). Asimismo, el sistema de sefalizacion fue asociado con una

reduccion en la expresion y composicion lipidica de caveolas (198). Las
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caveolinas son candidatos potenciales para el trafico del Col intracelular hacia
la membrana plasmatica (199).

Las caveolinas y mas precisamente la caveolina-1 es una proteina
relacionada al trafico intracelular y la distribucion del Col en los sitios
caveolares sugiriendo un rol directo en el transporte del Col hacia HDL
generado por la interaccion de apoA-Il. Esto ha sido demostrado por ejemplo en
células THP-1 (200).

Cuando la expresidon de caveolas fue inhibida por vanadato en
fibroblastos humanos y células vasculares musculares lisas, la RC pero no de
FL fue inhibida y el producto fueron particulas ricas en apoA-l y FL (73).
Cuando estas particulas fueron transferidas a células endoteliales aérticas que
tienen alto nivel de expresion de caveolas pero no de ABCA1, el Col fue
transferido a las particulas en una reaccidén inhibida por vanadato pero
resistente a inhibidores de ABCA1. Se ha visto que macréfagos humanos de la
linea THP-1 bajo determinadas condiciones expresan ABCA1 pero no
caveolas, las cuales generaron particulas pobres en Col y ricas en FL en
presencia de apoA-l. A estas células luego se las activaron con ésteres de
forbol y acetil-LDL, se cargaron con Col y se indujeron muchas caveolas
formando posteriormente complejos de apoA-lI y Col. El enriquecimiento de
particulas con Col fue inhibido con ADN de caveolina antisense (201). Lo
mismo se utilizé para ver la RC en fibroblastos, la cual fue inhibida (202).
Cuando células HEK293 fueron transfectadas con ABCA1 y el Col extraido
inespecificamente con ciclodextrina, la RC fue inhibida y la formacién de
particulas con apoA-I-FL no fue reducida (203). Cuando a las mismas células
se les inhibié la expresion de ABC1 se observo una RC normal. Todos estos
datos concluirian que la formacion de HDL es secuencial y en dos pasos,
primero la adicién de FL a apoA-l y luego la adicién de Col al complejo apoA-I-
FL (73). Sin embargo, también se ha propuesto que ABCA1 promueve la carga
simultanea de apoA-| con FL y Col (204).

Los linfocitos carecen de caveolas y caveolinas pero expresan
microdominios planares sobre la membrana plasmatica ricos en Col y son
llamados “rafts”. Los rafts a igual que caveolas son sitios complejos de
sefalizacion (205). Estas regiones son planares, sin caveolina y al igual que las

caveolas ricas en Col y SM.
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La proteina ABCA1 es un transportador que es crucial para la sintesis de
HDL. Desde su descubrimiento las relaciones entre su expresion, la remocion
de lipidos y la sintesis de HDL han estado sujetas a intensa investigacion.
ABCA1 esta presente en todos los tejidos y lineas celulares examinadas hasta
la fecha (72, 206), y su expresion es regulada por niveles de Col intracelular,
especialmente en macrofagos (206).

La inhibicién general de la sintesis de FC por deplecion de colina reduce
la remocion de Col (RC) en fibroblastos cargados de Col. Asimismo, dichas
células incrementan la sintesis de PC (207) cuando son estimuladas con apoA-
| y esta sintesis aumentada se deberia a que un pool selectivo de FC fue
translocado hacia el exterior y mediado por ABCA1. Esto es consistente con el
rol de ABCA1 en exportar lipidos celulares desde las membranas del aparato
de Golgi hacia la membrana plasmatica con el fin de ser removidos.

La actividad de ABCA1 es incrementada por proteinas quinasas,
reducida por IFNy y geranilgeranil pirofosfato y modulado a nivel transcripcional
por cAMP y agonistas del receptor nuclear LXR (191). ABCA1 y ABCG1 son los
mayores mediadores en la remocion de Col y FL hacia apoA-l sola y apoA-I|
contenida en particulas liproproteicas incluidas alfa y beta. Ambos
transportadores son directamente regulados por el contenido de colesterol
intracelular. ABCA1 no esta asociado con los clasicos rafts resistentes a tritén
X100 pero si a microdominios resistentes al detergente lubrol WX (191). Las
particulas aceptoras de ABCG1 son alfa HDL maduras (incluidas los tipos 2 y
3). La expresiéon de ambos es regulada por receptores nucleares como el LXR
alfa y beta los cuales se unen junto con RXR (receptor X retinoico) que se
heterodimerizan por unién a sus ligandos. Uno de los ligandos para LXR es Col
oxidado, como puede ser 27-OH Col para el caso de macréfagos o 24-25
epoxicolesterol, y para RXR puede ser acido retinoico (191).

Ambos factores de transcripcidon (receptores nucleares) estan
involucrados en la transcripcion de genes de ABCA1 y ABCG1. Ni el colesterol
solo ni los EC pueden actuar sobre LXR sino que es necesaria su conversion a
oxiesteroles para que exista actividad transcripcional. La formacién de estos
oxiesteroles constituye un importante mecanismo por el cual los macréfagos
pueden eliminar el exceso de colesterol via una directa secrecion

independiente de particulas aceptoras (191).
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Los transportadores ABC estan definidos por la presencia de dominios
de unidn a nucledtidos conteniendo dos motivos conservados de péptidos
conocidos como Walker A y Walker B, los cuales estan presentes en muchas
proteinas que utilizan ATP. Presentan una secuencia particular que define cada
tipo de proteina entre los dos dominios Walker. Presentan también dominios
transmembrana que contienen seis hélices, el nimero de estos dominios
también depende de cada proteina en particular (12).

En el caso de ABCA1, una sola cadena polipeptidica contiene los dos
dominios y los dos dominios de unidn a nucledtidos conectados por un
segmento hidrofobico (208). ABCA1 facilita la remocién de FL especialmente
hacia apolipoproteinas, las cuales son aceptores de Col llevando
progresivamente a la maduracion de la misma. Mutaciones en ABCA1 han sido
identificadas en la ET dando como consecuencia deficiencia en la generacion
de HDL (26, 85). Dicha mutacién determina un defecto en la movilizacion de FL
y Col, y disminucion de los niveles de HDL (72, 209). Otros autores obtuvieron
los mismos resultados cuando las mismas células fueron tratadas con apoA-I
(26, 210); sin embargo cuando utilizaron a las HDL como aceptores los
resultados de la remocion de Col fueron equivalentes a los realizados con
células normales (183). Estudios en pacientes con ET (211) y células de ratas
carentes de ABCA1 (53) demostraron el rol critico que tiene ABCA1 en la
generacion de HDL. En estos modelos no se detectaron niveles de HDL en
plasma, implicando la relacion directa del ABCA1 en lipidacion de
apolipoproteinas.

Con respecto a la asociacion de ABCA1 a dominios se vio que esta
proteina transportadora es soluble con detergentes como el triton X100 y tanto
caveolas como rafts son regiones de la membrana plasmatica insolubles en
detergentes. Sin embargo, algunos autores proponen (191) que ABCA1 estaria
relacionado a dominios resistentes a lubrol WX, siendo éstas también ricas en
PC pero pobres en Col. Esto contrasta con la distribucion de otras proteinas
implicadas en la RC como MDR-1 (212), SR-Bl y CD-36 (65), las cuales se
encuentran en dominios resistentes a tritbn X100 y ricas en Col.

Como resultado de la actividad de ABCA1 por apoA-| se ha observado la
formacion de particulas ricas en FC y Col y pobres en EM (73). La remocion de

FL antes que Col a apoA-I ha sido reportada en varios modelos celulares (102).
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El ABCA1 tiene actividad “floppase”, el cual puede enriquecer la capa
externa de la membrana en fosfatidilserina (PS), la cual desestabilizaria la cara
exofacial y como consecuencia se transferiria FC. Poca o nada PS es
remocionada desde la membrana (73, 203).

El knockout del gen de ABCA1 en ratas resultd en la desaparicion de
HDL del plasma (213). La sobreexpresién in vitro de ABCA1 en células y la
induccion de la expresion de ABCA1 por analogos de AMP ciclico o por
ligandos de LXR o RXR aumentan la medida de remocion de Col y FL por
apoA-l (214). También se ha observado que ratas transgénicas con ABCA1
muestran un incremento del nivel plasmatico de HDL (214).

Otros estudios analizaron las relaciones en la accesibilidad de colesterol
oxidasa a distintas membranas celulares. El producto de oxidacién del 3H Col,
3H coles-4-en-3-ona (3-5 % del nivel total) fue recuperado con caveolina (227).
Cuando el Col fue transferido a pre-B HDL hubo una correspondiente
disminucion del pool oxidable de Col en fibroblastos (196). En las mismas
células con tratamiento de filipin, el cual se une selectivamente a las caveolas
(228), hubo una disminucién significativa de la RC y una comparable reduccion
del Col oxidado.

Con respecto a la relacion de SR-Bl y la RC, en fibroblastos que
sobreexpresaron SR-BI, la RC fue afectada (64). Bajo esas condiciones SR-BI
fue localizado en caveolas (65). La esterificacion del Col en las pre-f HDL
generadas no causa posteriormente RC (215). Una unién fisica y reversible de
apoA-| es requerida para esta reaccion (55, 56, 229).

Como vemos, la RC es un mecanismo regulado biolégicamente por
muchos factores celulares dependiendo principalmente del tipo celular y de la
disponibilidad de Col.

7- INTERACCION ESPECIFICA ENTRE APOA-l Y ABCA1

Se ha visto que es necesario un sitio de interaccion especifica (26, 53,
55, 56, 215) entre apoA-l con ABCA1.
Experimentos iniciales de cross-linking reportaron la interaccién directa

de apoA-l con ABCA1 (9). Otros estudios sugieren que apoA-l no se une
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directamente con ABCA1 (216). Sin embargo posteriormente se demostré que
apoA-l se une con ABCA1 porque las dos proteinas pudieron ser unidas
covalentemente con agentes entrecruzantes (214, 218). Resultd interesante
que ABCA1 no fue sensible a la inactivacion por tripsina ya que la remocion de
lipidos por apoA-I es resistente al tratamiento con esta enzima (219).

Se observé que tanto eritrocitos como Raw264 pueden expresar ABCA1
(220), sin embargo ninguna de las dos lineas celulares lipidan apoA-l, ni aun
bajo tratamiento con AMP ciclico. El enriquecimiento de HDL por Col a partir de
apoA-| es regulada entonces por varios factores y por caveolina. Dicha proteina
pareceria ser uno de esos factores. Ella podria limitar la medida de
enriquecimiento de HDL con Col en ciertas células y bajo determinadas
condiciones (215). La expresion de ABCA1 esta asociada con la formacion de
particulas con FL celulares mediado por apoA-| (214).

ABCA1 también se localiza en compartimentos celulares como
endosomas y aparato de Golgi (221, 222). ApoA-I estimula transporte vesicular
desde el Golgi hacia la membrana plasmatica (223) y el transporte de lipidos
hacia la membrana plasmatica es defectivo en células deficientes de ABCA1
(221). Asimismo ABCA1 esta involucrado en el trafico vesicular endosomal
(224). Aun no esta establecido como PKC modula el trafico vesicular o la
localizacion de ABCA1.

Yokoyama y col (225) determinaron que apoA-| activa y fosforila a PKC
alfa y estabiliza a ABCA1 porque lo protege de la degradacién por calpainas.
Asi, los autores proponen que en una primera instancia la esfingomielina (EM)
removida por apoA-| tendria que ser resustituida por fosforilcolina, (proveniente
de FC) y por ceramida. El diacilglicerol (DG) remanente de FC es el que
activaria a PKC, la que a su vez fosforilaria a ABCA1 en secuencias
especificas PEST (prolina-glutamato-serina-treonina).

Asi, PKC juega un rol en el aumento de la remocion de Col mediada por
la interaccion de apoA-I/ABCA1 no solo por la fosforilacion de ABCA1 y su
estabilizacién sino también por la movilizacion del Col intracelular y su aumento
en particulas HDL.

En fibroblastos la sobreexpresion de ABCA1 se induce por el
enriquecimiento de los mismos con Col dando como consecuencia un aumento

en la remocion de Col y FL (9, 73). De esta manera los “sitios de solubilizacion”
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aumentan alterando la organizacion molecular y favoreciendo la remocion
lipidica. La actividad FS- translocasa del ABCA1 estaria implicado en esos
sitios que a partir de su actividad translocasa favoreceria a un pool de
moléculas de Col y FL en un estado fisico que permitiria el acceso de apoA-I.
Asimismo el enriquecimiento de Col en fibroblastos aumenta la expresion de
otras proteinas, por ej.el aumento de ARNm de caveolina, siendo la medida de
RC proporcional a los niveles de ARNm de caveolina (202). Asimismo, la carga
celular con Col de macréfagos vy fibroblastos estimula la biosintesis de FC y la
expresion de fosfocolina citidil transferasa (207, 226) por tratamiento con apoA-
l.

También, las membranas enriquecidas con Col incrementan la
solubilizacion de FL y Col mediada por ABCA1 reestructurando los
componentes de la membrana plasmatica para crear un incremento en el
numero de sitios de remocion de lipidos como también el contenido de Col
entre ellos.

Como consecuencia de lo dicho anteriormente ocurre una
reorganizacion de la membrana plasmatica que puede influenciar la interaccion

de la membrana celular con apoA-I.
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OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO:

Trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado la implicancia
de las dos hélices Y centrales (Al 77-120) de apolipoproteina A-l (apoA-l) en
formar un dominio de insercion que permite anclar a las HDL discoidales a
membranas fosfolipidicas de vesiculas, presentar selectividad por membranas
ricas en colesterol y catalizar el intercambio de colesterol entre vesiculas
facilitando su desorciéon de la bicapa lipidica. Tomando como base estos
conocimientos nos propusimos estudiar la funcionalidad de dicha region en

sistemas celulares.

Objetivos generales:

Primer objetivo: Establecimiento de cultivos celulares y seleccion del sistema

de estudio

-Nuestro primer objetivo fue la obtencién cultivos celulares estables de
fibroblastos de piel humana de la linea normal CCD27SK. Dicha linea celular
no resulté éptima para nuestros estudios ya que los niveles de la movilizacion
de pooles especificos de Col fueron muy bajos. Posteriormente se utilizé una
linea celular de fibroblastos de pulmén y transformada con el virus SV40
(SV40); con estas células obtuvimos niveles de esteroles cuantificables pero
los mismos no fueron significativos. Como tercera posiblidad decidimos trabajar
con células de epitelio de ovario de hamster chino (CHOKI) dando resultados
cuantificables y significativos. Habiendo encontrado nuestro sistema de estudio
continuamos con nuestro segundo objetivo. La eleccion de las lineas celulares

empleadas fue hecha segun la bibliografia consultada.
-Si bien la linea celular CCD27SK no resultd 6ptima para la cuantificacion de

niveles de la movilizacidon intracelular de Col, obtuvimos datos interesantes

acerca de la movilizacion de otros lipidos.

80



Segundo obijetivo: Estudio de la funcionalidad de la region central comprendida

entre los residuos 77 y 120 (Al 77-120) en promover la movilizacion de Col
intracelular.

-Para ello se purifico y utilizé un péptido sintético con la secuencia de apoA-I
comprendida entre los residuos 77 y 120 (Al 77-120), el cual se demostrd
previamente que posee alta afinidad por membranas artificiales. El mismo fue
comparado con la actividad de apoA-l, la cual fue previamente purificada de
plasma humano.

-El estudio del dominio central de la molécula de apoA-Il, formado por dos a-
hélices anfipaticas (tipo Y), fue focalizado en el en el analisis de la la

movilizacion del Col intracelular como primer evento del TRC.

Tercer objetivo: Estudio de los requerimientos estructurales de Al 77-120 en

promover la movilizacion de Col intracelular.

-Para ello se purificaron y utilizaron variantes claves de apoA-lI para
caracterizar la funcionalidad de dicho dominio, como un mutante natural de
apoA-l (AK107) el cual presenta una delecion de un residuo lisina (Lys) en
posicion 107 la cual genera un cambio de orientacion de las hélices. Dicha
variante es importante por su implicancia clinica ya que pacientes con dicha
mutacion poseen alteracion del TRC y del metabolismo de HDL. También se
utilizé un mutante de apoA-l (H9-10@H3-4) en el que la hélice alfa helicoidal 4
(comprendiendo los residuos 88-120 de la apoA-lI) fue delecionada e
intercambiada por la hélice 10 (residuos 220-243) con mayor indice de
hidrofobicidad.

- Las variantes mencionadas fueron comparadas con la variante salvaje de

apoA-| (Alwt), la cual fue transformada y purificada a partir de bacterias.

Tanto para el segundo como para el tercer objetivo se administraron
diferentes marcadores del Col con el objetivo de diferenciar entre el Col
sintetizado de novo y el suministrado exdgenamente. Asimismo se utilizo el

acido graso oleico como marcador de ésteres de colesterol (EC) para distinguir
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el pool de Col especifico para la actividad de la acilCoA-colesterol-
aciltransferasa (ACAT)

Cuarto objetivo: Influencia del estado de lipidacion de apoA-I en la remocion del
Col

Basados en trabajos realizados en nuestro laboratorio los cuales
demuestran la dependencia de la conformacion de apoA-l respecto a su
entorno, lo cual tiene implicancias en la interaccion de apoA-I con membranas
biolégicas y en la transferencia de Col entre particulas, decidimos estudiar el
efecto que tienen dichas conformaciones adoptadas por apoA-l sobre la

movilizacion del Col intracelular en sistemas celulares.

- Asi, nuestro siguiente objetivo fue reconstituir complejos discoidales (rHDL)
de diferente tamafo, conteniendo apoA-lI y 1-palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina
(POPC); o bien rHDL con apoA-I, POPC y Col. Nos propusimos comparar la

actividad de apoA-I libre con la de estos complejos para:

- Movilizar hacia la membrana plasmatica al pool de Col recientemente

sintetizado de novo a partir de '*[C] mevalonato en células CHOKI

- Remover Col celular de estas mismas células previamente cargadas con Col
-También nos propusimos analizar el medio de cultivo luego de la incubacién
de las células con apoA-l o rHDL discoidales con el objetivo de identificar a los

aceptores del Col celular.

Quinto objetivo: Analisis de la region de la proteina involucrada en el

reconocimiento de proteinas de membrana

Otro de los objetivos de estudio fue conocer el rol del dominio central de
apoA-l en su interaccion con receptores y transportadores celulares como SR-
Bl y ABCA1. En este periodo, nos propusimos optimizar las condiciones

necesarias para detectar a estas proteinas en membranas de células

82



CCD27SK y CHOKI, lo cual sirvi6 como base para realizar ensayos con
agentes entrecruzantes para detectar la interaccion de los mismos con apoA-,
el péptido con la secuencia de la regién central y las mutantes mencionadas

previamente.

Sexto objetivo: Senales intracelulares

Estimular el sistema se sefalizacion intracelular que involucra la
activacion primaria del ciclo del fosfatidilinositoldifosfato (PIP2), con la
liberacion subsecuente de inositoltrifosfato (IP3) al citosol y generacion de
diacilglicerol (DG) en la membrana. Asimismo, quisimos determinar si apoA-I

afecta las concentraciones de Ca** citosdlico a partir de IP3.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES:

Materiales no radiactivos:

Medio esencial minimo para cultivos celulares (MEM): fue obtenido de
Invitrogen Corporation

Penicilina-estreptomicina: de Parafarm (Bs. As., Argentina)

Suero fetal bovino (SFB): de Bioser Argentina

Igasa (endoproteinasa): adquirida de Mobitec

Inhibidor Sandoz [compuesto 58-035] (inhibidor de ACAT): fue donado por
Sandoz Pharmaceuticals.

Albumina de suero bovino (BSA): (esencialmente libre de acidos grasos)
Colesterol: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

Mevalonolactona: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

Glutaraldehido: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

colesterol oxidase: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

Enterokinase: de Boehringer-Mannheim

Fura 2AM: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

Liquido Centelleo: Ultimagold XR-Packard Instument Company, Inc. (Meriden,
CT)

Coomasie Blue g-250: de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO)

Estandares de PAGE: de Pharmacia (Uppsala, Sweden)

Plasma humano: fue donado por el Instituto de Hemoterapia de la Pcia. De
Buenos Aires

9-cis-acido retinoico : de Sigma Chemical (St. Louis, MO)
22(R)-hidroxicolesterol: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

Anticuerpos anti ABCA1 y anti-SR-B1: de Santa Cruz, Tecnolab.

Reactivo soluble entrecruzante Sulfo-Etilen Glicol bis-
Sulfosuccinimidilsuccinato- Sulfo EGS: de Sigma (Pierce?)

Acido oleico: de Sigma Chemical (St. Louis, MO)

Varios: otras drogas y solventes utilizados fueron de alta pureza y grado

analitico
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Materiales radiactivos:

[*H] colesterol: de Amersham Biosciences

['“C] oleato: de Amersham Biosciences

['4 C] acido mevaldnico: de Amersham Biosciences
['4 C] fosfocolina: de Amersham Biosciences

[ C] acido araquidonico: de Amersham Biosciences
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4 CULTIVOS CELULARES

- Cultivos de fibroblastos de piel: fibroblastos de piel humana de la linea

CCD27SK fueron crecidos en medio esencial minimo (MEM) suplementado con
10% de suero fetal bovino y 1% de estreptomicina-penicilina a 37°C con 5% de
COo2. Las células fueron crecidas y mantenidas en incubador gaseado haciendo
subcultivos periddicos de aproximadamente 1 vez por semana. El cambio del
medio de cultivo fue hecho 2 o 3 veces por semana. Para subcultivarlas se
utilizé tripsina a 37°C durante 2 minutos. Para los ensayos experimentales las
células fueron crecidas hasta alcanzar un nivel de confluencia del 100%. Dicha
linea celular se caracteriza por ser normal (sin transformacion viral y diploide),
la cual fue obtenida de ATCC (American Type Culture Collection). Su tasa de

proliferacion es lenta.

- Cultivos de fibroblastos de pulmdn: fibrobastos de pulmén humano de la linea

WI38, transformados con el virus SV40, fueron crecidos y mantenidos al igual
que CCD27SK. La misma fue obtenida de de ATCC (American Tissue Culture

cellular). Su tasa de proliferacion es elevada.

- Cultivos de células epiteliales de ovario de hamster chino: células de epitelio

de ovario de hamster chino de la linea CHOKI fueron crecidas en medio
esencial minimo (MEM) en las condiciones descriptas para las CCD27SK. Es
una linea con una elevada tasa de proliferaciéon, razén por la cual los cambios
de medio de cultivo fueron realizados casi diariamente y los subcultivos

realizados con una frecuencia de casi 3 veces por semana.
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4 PURIFICACION DE APOA-I A PARTIR DE PLASMA HUMANO

La purificacion de apoA-l se desarrollé en nuestro laboratorio mediante
combinacion de técnicas como Ultracentrifugacion y Cromatografia Liquida de
Alta Performance. El proceso de purificacion fue necesario desarrollarlo en
funcién del alto costo de la apoA-l y a la necesidad de poder obtener
cantidades importantes, al ser la materia prima basica para todos los
experimentos realizados. El método original fue posteriormente optimizado para

aumentar el rendimiento.

- Obtencion de lipoproteinas totales:

Se obtuvieron por flotacion a partir de plasma humano, agregando
bromuro de sodio (Na Br) sélido hasta una densidad de 1,21 gr/ml. Luego se
ultracentrifugd a 200.000 g durante 24 hs en un rotor de angulo fijo 70 Ti, a
4°C. De acuerdo a la capacidad de dicho rotor (12 buckets de 11 ml c/u), se
logré separar lipoproteinas totales de 130 ml de plasma en cada proceso de

centrifugacion.

- Obtencién de HDL.:

Las lipoproteinas totales fueron dializadas contra buffer PBS (POsHK2-
PO4H2K 0.2 M pH 7,4); fueron eluidas a través de una columna de Sephacryl
3007 (60 cm x 2,5 cm) (300 x 7.5 mm [.D.), previamente equilibrada en el
mismo buffer. Este sistema de separacion se basa en la separacion de
particulas en funcion de su tamafo (exclusibn molecular). Dado que las
particulas mas grandes son mas excluidas de la trama que forma el relleno de
la columna, los tiempos de retencion (tiempo al cual se detecta el maximo de
elucion de cada fraccion) son menores cuanto mayor es el tamafio de la
fraccion que eluye. El flujo de elucion se mantuvo a 1.0 ml/min. Se registro
absorbancia a 280 nm. Se obtuvieron 4 picos que se analizaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en condiciones nativas para

caracterizar de acuerdo al tamano las fracciones eluidas. La fraccion
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correspondiente a HDL eluyd aislada de las LDL y la albumina (posibles

contaminantes).

- Separacion de apoA-I:

A la HDL obtenida en el paso anterior se la dializd colocandolas en
membranas de corte 12.000 d (de aqui en mas se usaron siempre estas
membranas), contra una solucion 1 mM EDTA, para eliminar las sales
presentes, luego se la concentrd y se delipidizé la muestra con guanidina 6M
incubandola en bafo a 37°C durante 3 hs (230).

Las HDL delipidizadas, se dializan con buffer EDTA. Luego se llevo a
densidad 1.21gr/ml con BrNa ajustando la densidad con densitometro y se
centrifugé a 50.000 rpm 24 hs a 10°C. Posteriormente se separ6 la capa
superior rica en apoAll, la cual se desecha y el resto del contenido se dializa
contra NH4COsH 5 mM . Luego la muestra es liofilizada y resuspendida en un
buffer guanidina 3 M base y 1% B-mercaptoetanol. La columna usada para la
obtencion de fue Superdex 200 10/300 GL equilibrada con dos volumenes de
este buffer previamente filtado a través de filtros de 0.45 ym. Se inyectaron 0.5
ml de la muestra previamente filtrada a través de los filtros mencionados, y se
eluyeron a un flujo de 0.5 ml/min. El principal contaminante de la apoA-Il es la
apoA-Il debido a que su peso molecular es cercano por lo que pueden coeluir.
La apoA-ll esta formada por dos cadenas de 8.500d unidas por un puente
disulfuro. La presencia de 3-mercapto-etanol en el buffer de elucién tiene como
objetivo reducir el puente disulfuro, separando los dos péptidos, retrasando su
elucién y permitiendo de esa manera la mejor purificacion de la apoA-l. La
apoA-l purificada fue dializada contra 5 mM de COsNHs4, previo a su

cuantificacion.
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Figura 1: Cuantificacion y determinacién de pureza: se obtuvo una pureza por encima

del 95% estimada con SDS-PAGE con coomasie blue.
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1 PREPARACION DE Al 77-120

Al 77-120 fue sintetizado en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de Oklahoma State University, (OK), USA. El mismo fue purificado
(>95%) por Cromatografia Liquida de alta performance (HPLC), mediante
columna de fase reversa W-Porex 5 C4 (250 X 4.6 mm) de Phenomenex (St.
Torrance, CA) usando un equipamiento de Merck-Hitachi L-6200. El péptido
crudo fue inyectado en 10% acetonitrilo en 20 mM de acetato de amonio, pH
7.0, y eluido con un gradiente lineal de concentracién de acetonitrilo. Para su
deteccidén se us6 absorcion de UV a 220 o 280 nm. Mediante espectrometria de
masa se detectd la presencia de un pico principal correspondiente a la masa

esperada (5400 daltons).
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2 CONSTRUCCION DE VARIANTES DE APOA-|

El cDNA de Alwt-His (Wild type proapoA-l) y para el mutante AK107,
fueron gentilmente donado por la Prof. Ana Jonas (Department of Biochemistry,
University of lllinois, Urbana, IL, USA). Los mismos fueron subclonados en el
vector de expresion PET30 de Novagen. Este plasmido esta disefado de
manera que el producto de expresion contenga en el extremo N un segmento
de polihistidina de manera de facilitar su purificacién, que puede ser clivado por
enteroquinasa.

El cDNA para el mutante H9-10@H3-4 subclonado en el vector PET30
fue donado por el Dr. W. S. Davidson (University of Cincinatti, OH). En dicho
mutante, la secuencia codificante para la hélice 3-4 (aminoacidos
comprendidos entre los residous 88-120), fue reemplazada por la secuencia
codificante para la hélice 9-10 (residuos 209-243). Debido a que apoA-l es
apreciablemente clivada de manera inespecifica por enteroquinasa,
disminuyento el rendimiento, el Dr. Davidson introdujo en este plasmido un sitio
de clivaje extra para igasa. La secuencia de este constructo fue chequeada en
Biotechnology System DNA sequencer at the University of Cincinnati DNA core.
La presencia del fragmento de histidina en Alwt-His no tiene influencia sobre el
funcionamiento normal de apoA-l. Esto también esta de acuerdo con los

estudios realizados en adipocitos y macrofagos (120).

1 EXPRESION DE VARIANTES DE APOA-|

Para la expresion de las variantes proteicas mencionadas, bacterias E.
coli (Novagen) BL21 competentes fueron transformadas por shock térmico vy
plaqueadas en presencia de kanamicina.

Una colonia fue crecida durante la noche (Overnight) en medio Luria Bertani
(LB) a 37°C hasta una absorbancia de ~ 0.5 a 600 nm y luego inducidas por 2
horas con 0.4mM de isopropiltiogalactésido (IPTG). Las bacterias fueron
centrifugadas y el pellet resuspendido e incubado overnight a 4 °C en
Guanidina 3M, a fin de solubizar la proteina mutante desde la fraccidn
citoplasmatica y desde los cuerpos de inclusion. A continuacion, las proteinas

fueron centrifugadas, dializadas contra buffer fosfato con alta concentracién
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salina (EQB), y re-centrifugadas, a fin de precipitar proteinas contaminantes. A
partir de esa preparacion, las proteinas de fusion se purificaron por
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) en columnas con
una matriz conteniendo ZnCI2 (Boehringer).

En el caso del mutante H9-10@H3-4, los niveles de expresién son menores, y
el método modificado a fin de obtener niveles mayores de proteina. En ese
caso, luego de la transformacion y plaqueo, una colonia fue crecida en medio
LB a 37°C hasta una absorbancia de 0.2 a 600 nm. La temperatura fue bajada
a 25°C y las células fueron inducidas por 3 horas con 0.4mM de IPTG. Las
proteinas de fusion se purificaron como fue explicado por cromatografia de
afinidad eluyendo en buffer conteniendo 0.5 M de guandidina HCI. A fin de
lograr cortes especificos de las colas de histidina, las proteinas de fusion se
reconstituyeron en particulas con POPC, luego las proteinas de fusion fueron
clivadas con enteroquinasa (AK107 y Alwt) o igasa (H9-10@H3-4), y se usé la
misma columna para separar los productos de clivaje. Finalmente las proteinas
fueron delipidadas y la purificacién de los productos finales fueron chequeados
SDS-PAGE.

Figura 2: Gel de poliacrilamida con SDS, mostrando F '
purificacién del mutante Al 0_K107. Linea 1: producto de
expresion de células BL21 transformadas con el vector &
de expresion; lineas 2, 3 y 4, pasos de elusion a través
de las columnas con matriz de Cl.Zn, donde linea 4
corresponde a la fraccion eluida conteniendo la proteina
purificada.
>
1

2 3 4

Fiqura 3: Gel de poliacrilamida con SDS,
mostrando purificacion del mutante H9-  ——
10@H3-4 (sefialado con flecha)
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2 REMOCION DE COLESTEROL

1. Fueron utilizadas células CCD27SK, SV40 y CHOKI. Aproximadamente
fueron colectadas 300.000 ceélulas CCD27SK en multiwells de 6 unidades e
incubadas durante 9 dias en 2 ml de MEM hasta alcanzar el nivel de
confluencia deseado. Para el caso de SV40 y CHOKI fueron colectadas

400.000 células en multiwells de 6 unidades e incubadas durante 4 dias

2. Luego de alcanzar un 100 % de confluencia las monocapas celulares fueron

lavadas 2 veces con una solucion de buffer fosfato salino (PBS PH: 7.4)

3. Posteriormente fue afiadido el medio de cultivo (MEM sin suero fetal bovino)
conteniendo colesterol (50 ug/ml), [®H] colesterol (0.5 puCi/ml) durante 41 horas
a 37°C omplementado con albumina bovina (BSA-2mg/ml). Las células fueron
dejadas 8 horas para equilibrar pooles de colesterol con MEM conteniendo
1mg/ml de BSA

4. Luego de dos lavados con PBS se realiz6 el tratamiento celular con 0,5 yM
de apoA-l, Alwt-His, Al 77-120, AK107 y H9-10@H3-4 o con rHDL segun sea el
experimento durante 12 horas (se mantuvo la misma relacién molar para todas
las proteinas empleadas). Se utilizaron controles celulares los cuales fueron

incubados solo con MEM libre de proteinas

5. El medio fue colectado y medida su radioactividad. El porcentaje de
remocion fue estimado en relacion a la radioactividad total de [3H] colesterol
incorporada en las células. Para ello se extrajeron los lipidos mediante el
método de Bligh — Dyer (descrito posteriormente) y la radioactividad se
cuantific6 mediante centelleo liquido. Todos los experimentos fueron hechos

por triplicado y para el analisis estadistico se utilizo el test de Student.

6. Las fracciones lipidicas fueron aisladas y cuantificadas por cromatografia en

capa fina (TLC) y posterior analisis
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1 REMOCION DE FOSFOLIPIDOS

Para realizar estos experimentos se procedié de la misma manera que
para el estudio de la remocion del colesterol solo que para la carga celular se
utilizé medio de cultivo (MEM sin suero fetal bovino) conteniendo colesterol (50
ug/ml), ['*C] fosfocolina (0.5 uCi/ml) durante 41 horas a 37°C complementado
con albumina bovina (BSA-2mg/ml)

Las células empleadas para este experimento fueron CHOKI.

La cuantificacion de proteina celular por placa de cultivo fue realizada

por el método de Lowry (231)

- Procesamiento de lipidos celulares posterior a las incubaciones:

En el caso del experimento de remocion de 3[H] colesterol no solo
hemos evaluado la radioactividad encontrada en el medio externo sino también
hemos analizado las fracciones de los 3[H] EC y 3[H] Col intracelular para

analizar la movilizacion del colesterol

7. Se lavaron las monocapas de células 2 veces con PBS frio. En caso de
incubacion con acido graso marcado, se adicioné 0.1 % p/v de albumina, la
cual remueve el acido graso que queda en el medio adsorbido a la superficie
externa de las células; el PBS remueve cualquier resto de medio

8. Se agreg6 1 ml de metanol frio a cada unidad del multiwells, se raspd y se
extrajo el material y posteriormente se agregd otro ml de metanol frio y extrajo
nuevamente el material

9. Finalmente se agrego otro ml de cloroformo y 500 uyl de agua bidestilada,
logrando una solucioén final de metanol: cloroformo: agua (2:1:0.5)

10. El material asi extraido fue congelado a —20 °C hasta la extraccion lipidica

- Extraccioén de lipidos mediante el Método de Bligh — Dyer:

1. Se centrifugo el material del paso anterior (punto 10) por 5 minutos a

velocidad media para precipitar los restos celulares; se separé el sobrenadante
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conteniendo los lipidos de interés y se traspasé el material a tubos limpios (A),

los cuales se guardaron en freezer al menos por una hora

2. Se agreg6 a los tubos con el pellet (B) (conteniendo restos celulares) 500 pl
de agua bidestilada y 3.5 ml de solucion Bligh-Dyer (cloroformo: metanol 1:2), y

se guardaron en freezer al menos por una hora

3. Se centrifugaron los tubos B, y el sobrenadante fue agregado a los tubos de
la primera extraccién. Se agregdé 1 ml de agua bidestilada y 1 ml de cloroformo
para particionar en fase acuosa y organica. Luego de centrifugar se descarté la

fase acuosa (superior) y se evaporo la fase organica en Speed Vac (Variant)

- Analisis de lipidos:

La fase organica obtenida segun lo descrito en el paso anterior, se
resuspendid en 500 pl y se cuantificé la radioactividad de una alicuota
mediante centelleo liquido para medir radiactividad total incorporada. Este valor
es importante para poder establecer los valores cuantitativos de las fracciones
lipidicas. El resto de la muestra fue sembrada en placas de silica ( Si 60 F 254
Multiformat) y separadas mediante TLC con el uso de mezclas de solventes
apropiadas. Para la separacion de lipidos no polares, en caso de evaluar
incorporacion de marca en colesterol y ésteres de colesterol, se utilizé la
mezcla éter de petrdleo: éter etilico: acido acético 80:20:1,6 en los casos en
que se evalud remocion de fosfolipidos el solvente utilizado fue apropiado para
analizar lipidos polares, (cloroformo: metanol: acido acético, agua, 50: 37.5:
3.5: 2). La figura 15 muestra una separacion tipica de lipidos neutros bajo
dichas condiciones de trabajo.

Una vez separados lo diferentes lipidos los mismos fueron raspados de
la silica y extraidos para ser cuantificada su radioactividad.

Las muestras fueron mantenidas de manera permanente en su
procesamiento en frio (sobre hielo) para evitar accion de lipasas y oxidaciones

y favorecer la extraccion.
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2 QUANTIFICACION DEL COLESTEROL DISPONIBLE A ACAT.
ANALISIS DE LA ESTERIFICACION DEL COLESTEROL

Las células fueron tratadas como se describié previamente para la
medicion de remocion de colesterol (puntos 1-5). Posteriormente a la

incubacion con las variantes de apoA-I, se procedié de la siguiente manera:

1. Las monocapas fueron lavadas con PBS y posteriormente las células fueron
cargadas con medio de cultivo conteniendo ['*C] acido oleico (0.25 pCi/ml),
acido oleico (10 mM) y albumina bovina (0.2%) a 37°C por 1 hora en algunos

experimentos y por 24 horas en otros.

2. La estimacién del pool de colesterol disponible para ACAT fue realizada
mediante la cuantificacion de la esterificacion del colesterol con ['“C] éacido
oleico. Asi, si apoA-l y sus variantes producen una disminucion de los ésteres
de colesterol se producira una disminucion del pool de colesterol disponible a
ACAT. Asimismo se midio la radioactividad incorporada en fosfolipidos (FL),
triacilglicéridos (TG), diacilglicéridos (DG) y acidos grasos libres (AG).

Para medir la radioactividad total de ['*C] acido oleico incorporada en las
células se extrajeron los lipidos segun el método de Bligh - Dyer y se cuantificd
mediante centelleo liquido. Las distintas fracciones lipidicas fueron
cuantificadas en cromatografia en capa fina (TLC) como fue descripto

anteriormente.
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- Figura 4: Cromatografia en capa fina (TLC): Obtencién de las distintas fracciones
lipidicas separada con mezcla para lipidos no polares. Esta figura muestra una placa
de silica tipica desarrollada y revelada con yodo para la visualizacidén de las distintas
especies lipidicas. Las distintas fracciones lipidicas fueron extraidas de la silica y
cuantificada su radioactividad mediante centelleo liquido

2 MOVILIZACION DEL COLESTEROL SINTETIZADO DE NOVO

- Incorporacion de ['*C] Mevalonato en lipidos celulares:

CHOKI fueron incubadas hasta confluencia. Luego, las monocapas
celulares fueron lavadas dos veces con PBS-BSA (2mg/ml) e incubadas por
48hs a 37° C con MEM, BSA (2mg/ml) y colesterol (50 ug/ml). Las células
fueron lavadas tres veces con PBS-BSA e incubadas a 37° C por tres horas en
MEM libre de bicarbonato de sodio conteniendo 25 mM HEPES, 1mg/ml BSA,
0.5 uCi/ml ['* C] mevalonic acid lactone, 0.5 mM mevalonolactona, y 2 ug/ml de
inhibidor de ACAT (compuesto 58-035 Sandoz) , el cual se utiliza para prevenir
la esterificacion de los lipidos sintetizados de novo. Luego de la incubacion, las
capas celulares fueron lavadas dos veces con PBS-BSA y luego incubadas en
el mismo medio sin el compuesto radioactivo por 1 hora a 37° C para permitir la
conversion de intermediarios en ['* C]-colesterol.

Posteriormente, las células fueron lavadas e incubadas con medio sin
suero conteniendo 0.2 yM de apoA-l y variantes de las mismas o bien rHDL

segun sea el experimento. El tiempo de incubacién fue de 90 minutos. Luego
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de la incubacion a 37° C la remocion de Col fue calculada. Las monocapas
fueron lavadas dos veces con 1 ml of PBS-BSA y luego fijadas en 1 %
glutaraldehido en PBS por 15 minutos a 0° C y tratadas con colesterol oxidasa
para medir la traslocacion a la membrana plasmatica del colesterol intracelular.
De manera alternativa, las células fijadas pueden ser congeladas vy

almacenadas a —20° C antes del tratamiento con la enzima colesterol oxidasa.

- Tratamiento de células con colesterol oxidasa:

La enzima colesterol oxidasa que cataliza la oxidacion de Col a colest-4-
en-3-ona se puede emplear para examinar la distribucion del Col en
membranas celulares. En 1983 Lange y Ramos emplearon este método y
desde entonces muchos investigadores lo han implementado. Si las células se
tratan con un buffer con baja fuerza idnica y glutaraldehido se hacen mas
susceptibles a la oxidacion del Col ya que en ensayos realizados con
fibroblastos y hepatocitos, el Col no fue sustrato para la enzima cuando dichas
células fueron tratadas en buffer fisioldgicos. Si las células son tratadas con
glutaraldehido, este acelera la reaccién. La enzima no puede penetrar
internamente en la célula, esto fue demostrado en gldbulos rojos (232).

Luego de los pasos de fijacion las células fueron lavadas dos o tres
veces con PBS e incubadas en 5mM NasPOs4, PH 7.2, conteniendo colesterol
oxidasa (4 unidades/ml) por 30 minutos a 37° C, y luego fueron lavadas dos
veces en PBS y almacenadas en frio a —20° C hasta la extraccion lipidica. La
radioactividad de ['“C]-colestenona (producto de la oxidacion del ['“C]-
colesterol en las membranas celulares) fue considerada como el pool de
colesterol asociado a la membrana plasmatica y el ['*C]-colesterol resistente a
la oxidacion por la enzima fue considerado el representante del pool
intracelular. Mediante técnica de TLC se determiné la radiactividad incorporada

en cada fraccion, como muestra un ejemplo tipico en la figura 5.
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- Figura 5: Cromatografia en capa fina (TLC): Obtencién de las distintas fracciones
lipidicas. Esta figura muestra una placa de silica desarrollada y revelada con yodo
para la visualizacion de las distintas especies lipidicas. Se puede observar que la
polaridad de la especie molecular colestenona hace que se ubique por encima del
colesterol con el sistema de solventes utilizado (hexano: eter etilico: metanol 80:20:1)
Las distintas fracciones lipidicas [EC, Col y Coln (colestenona)] fueron extraidas de la
silica y cuantificada su radioactividad mediante centelleo liquido

2 RECONSTITUCION DE PARTICULAS DISCOIDALES (rHDL)

Se reconstituyeron particulas lipoproteicas de alta densidad (rHDL)
conteniendo 2 moléculas de apoA-l por particula usando el método de dialisis
con el detergente colato de sodio (167). Se usaron relaciones molares de
POPC/apoA-l/colato de sodio de 95/1/150 y 40/1/65 para obtener particulas de
96 Ay 78 A de diametro respectivamente. Para estudiar el efecto de la presencia
de Col en las rHDL de distinto tamafo, se las reconstituyé con una relacion
molar 4:1 (POPC: Col respectivamente).

El protocolo de trabajo incluy6 diferentes procedimientos detallados de la
siguiente manera:

1. La cantidad adecuada de soluciones madres de POPC y Col en cloroformo

fueron evaporadas con flujo de N2 hasta eliminar todo el solvente.
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2. Se agrego 0.5 ml de buffer Tris 10 mM, CINa 150 mM, pH 8,0 (TBS), se dejé
en reposo para humectar girando suavemente en hielo. Se hacen periodos de
5 min en hielo y vortex 1-2 min (variable cantidad de veces)

3. Se agrego colato, se agitd y se dejo reposar 1 hora en hielo.

4. Se agregd apoA-l bajo N2 y se mezcld, por rotacién, dejando 1 hora en hielo
(78 A) 6 30 min (96 A). Luego se dializd exhaustivamente para remover el
colato.

A fin de obtener particulas de tamano y composicion definido, las
preparaciones fueron purificadas mediante Cromatografia Liquida de baja
presion (FPLC), utilizando dos columnas de exclusion molecular en tandem
(Superosa 6 + Superdex 200 de Pharmacia). Las fracciones eluidas de las
columnas se controlaron mediante gel de poliacrilamida en gradiente en
condiciones no desnaturalizantes (Figuras 6 y 7), recuperando las rHDL libres
de contaminantes (particulas de distinto tamano & apoA-l libre). El peso
molecular fue determinado usando estandares comerciales (Pharmacia).

Se reunieron las fracciones conteniendo las particulas puras y se
determind su concentracion por absorbancia a 280 nm conociendo el
coeficiente de extincion molar de[ ]ApoA-l. La composiciéon fue analizada por
métodos analiticos tradicionales.

Figura 6: Las fracciones rHDL 78 A indicadas con las flechas son las que fueron
seleccionadas y cuantificadas para los experimentos (St. PM: 669-440-232-140-67:
kDa)

St PM
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Figura 7: Las fracciones rHDL 96 A indicadas con las flechas son las que fueron
seleccionadas y cuantificadas para los experimentos. (St. PM: 669-440-232-140-67:
kDa)

St PM

2 ACTIVACION DE FOSFATIDILINOSITOL BIFOSFATO (PIP2)

Como mencionamos anteriormente, la activacién ligada a un receptor
especifico para PIP2 libera inositoltrifosfato (IP3) al citosol y genera
diacilglicerol (DG) en la membrana. La liberacién intracelular de Ca** causada
por IP3 y DG activan a PKC, la que fosforila a una gran variedad de proteinas
blanco. Para comprobar esta hipotesis hicimos un ensayo preliminar donde
marcamos a las células CHOKI con ['* C] acido araquidonico, el cual marca
preferencialmente al Pl. De esta manera se medi6 el recambio de Pl a pulsos
cortos de tiempo por estimulo de apoA-I.

Asi cultivos celulares fueron cargados con Col (50 pug/ml) por 48 horas.
Cumplidas 24 horas de esta carga, se agregd al medio de cultivo acido
araquidénico (0.5 puCi/ml). Transcurridas las 24 horas restantes con el acido se

hicieron 5 lavados con PBS y se las incub6é durante 3 horas en MEM.
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Posteriormente se hizo el tratamiento con apoA-I (20 ug/ml) durante 2, 4
y 10 minutos.
El sistema de solventes utilizados para separar lipidos polares fue:

cloroformo: metanol: acido acético: agua (50: 37.5: 3.5: 2)

4 CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DEL CA** INTRACELULAR

Un rapido incremento en el nivel de Ca*™ citosélico también fue
observado en fibroblastos y en células endoteliales aunque en este caso ni
apoA-l ni apoA-Il parecen ser las responsables. Si se registrara aumento de
Ca** citosolico podria deberse al aumento del IP3 generado por PIP2.

Los niveles de Ca*™ citosolico fueron medidos con FURA-2/AM, un
compuesto cuya fluorescencia es dependiente de la concentracion de Ca*™
Las mediciones fueron realizadas con células crecidas en monocapa sobre
cubreobjetos a un 100 % de confluencia. Para realizar el experimento
procedimos de la siguiente manera:

- Se uso6 ionomicina (0.001 mg/ml) (iondforo del Ca**) en el experimento
utilizado como control positivo, la misma fue usada en buffer de medicion con
calcio

1. Lavamos tres veces las células crecidas en cubres con buffer de cargado

2. Cargamos con Fura-2/AM (5 uM) preparado en buffer de cargado por 1 hora
en el incubador metabdlico a 37°C con CO2. Fue necesario incorporar al mismo
medio acido plurénico (0.015 %) para permeabilizar las membranas para la
entrada del Fura-2/AM. Posteriormente lavamos con buffer de medicion 3
veces y esperamos 15 minutos adicionales para asegurarnos que el Fura
incorporado sea totalmente desesterificado.

3. Aqui se midié la actividad de apoA-I (20 pg/ml). La incubacion de las células
con apoA-| fue realizada con buffer de medicion en un medio con calcio (para
evaluar la entrada de calcio extracelular) o en un medio sin calcio mas EGTA

(para estudiar la deplecion de depdsitos internos)
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La composicion y concentracion de los buffer utilizados fueron:
-Buffer de cargado con Fura: 138 mM NaCl, 5 mM KCI, 1mM MgCl2, 10 mM
Hepes pH 7.4, 5mM glucosa, 1.5 mM CacClz, 0.1% BSA.
-Buffer de medicion con calcio: 138 mM NaCl, 5 mM KCI, 1mM MgClz, 10 mM
Hepes pH 7.4, 5mM glucosa, 1.5 mM CaClz.
-Buffer de medicién sin calcio: 138 mM NaCl, 5 mM KCI, 1mM MgCl2, 10 mM
Hepes pH 7.4, 5mM glucosa, 0.5 mM EGTA.

e OTROS METODOS ANALITICOS

Mediciones cuantitativas de proteinas fueron realizadas por el método de
Lowry y col. (231). “Student s-t-test” fue usado para las respectivas mediciones

estadisticas.

-EXPERIMENTOS EN PROGRESO:

4 ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE EFLUJO DE COLESTEROL

A fin de caracterizar los posibles complejos que pueda formar apoA-I con
los lipidos extraidos de las células, se analizé el medio de cultivo concentrado
luego de incubar las células CHOKI con apoA-l o las particulas discoidales,
segun se explicara en materiales y métodos. Una alicuota gue analizada por
PAGGE, y el resto se cromatografié en columnas de exclusion molecular en las
mismas condiciones indicadas en la preparacion de las particulas discoidales y
se midié radiactividad de 3H colesterol, para detectar los complejos
lipoproteicos aceptores.

Se realiz6 un gel en condiciones desnaturalizantes con las fracciones de
las muestras que contenian el maximo de radiactividad correspondiente a 3H
colesterol con el objetivo de detectar si hay apoA-l en esas fracciones. Se
sembré un marcador de pesos moleculares y apoA-l como control positivo. Se

transfirio el gel a membrana de PVDF y se incub6 con anticuerpos especificos
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anti apoA-l y luego con un segundo anticuerpo unido a peroxidasa. Se revelo

con el sistema H202/luminol/acido cumarico.

4 ENSAYO DE CROSS-LINKING

Los reactivos entrecruzantes permiten unir covalentemente proteinas
que se encuentran cercanas, aproximadamente 10-15 A, y por lo tanto detectar
especificamente interaccion proteina-proteina. Utilizando fibroblastos de piel
humanos, se ensayaron Sulfo-EGS y Sulfo-DSP, de los cuales el primero fue
mas eficiente para detectar la unién de apoA-I a las células (ver figura 8).

En una primera instancia los experimentos fueron realizados con células
CCD27SK y posteriormente con CHOKI.

Las células fueron estimuladas con 10 yM de 9-cis-acido retinoico y 2.5
pg/ml de 22(R)-hidroxicolesterol durante 24 horas. Luego de tres lavados
sucesivos con PBS las mismas fueron incubadas con las proteinas (1ug/ml)
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se hicieron 3 lavados con PBS dejando
a las células en bafo de hielo por 15 minutos. Luego se realiz6 la carga con el
crosslinker  (reactivo  soluble entrecruzante  Sulfo-Etilen  Glicol  bis-
Sulfosuccinimidilsuccinato- Sulfo EGS: 0.82 ug/ml), durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion las monocapas fueron lavadas 2 veces
con PBS.

Se centrifugaron las células, lisaron las membranas y las mismas se
homogenizaron con un buffer con: 0.25 M sucrosa, 10mM Tris-HCI, TmM EDTA
y un cocktail de inhibidores de proteasas. Posteriormente se identificd la unién
especifica de apoA-l a proteinas de membrana por western-blotting. Para ello:
las proteinas celulares se resolvieron en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y discontinuos (6 y 10%), se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, y se detectd apoA-I como fue explicado en el punto
anterior. Se usaron como control las células incubadas con apoA-l sin
entrecruzar.

Los anticuerpos anti-apoA-l fueron previamente obtenidos a partir de
conejo en nuestro laboratorio y purificados mediante cromatografia de

inmunoafinidad. Los anticuerpos anti-ABCA1 y anti-SR-B1 fueron adquiridos
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comercialmente (Santa Cruz, Tecnolab). Los anticuerpos fueron usados con un
minimo de tiempo de 2 horas y en las siguientes relaciones:
- anti apoA-I: primario 1:2000 y secundario 1:3000
- anti ABCA1 y anti SR-BI: primario 1: 500-1: 2500

A fin de analizar la regién de la proteina que estuviese involucrada en el
reconocimiento de proteinas de membrana (por ejemplo el transportador
ABCA1), se incubaron los fibroblastos y células CHOKI con variantes de la
apoA-l con alteracion en la secuencia o estructura de la region central. Se
ensayo el experimento con las variantes AK107 y H9-10@H3-4. La membrana
de nitrocelulosa fue enfrentada con anticuerpo anti-apoA-l y revelada como se

explicé previamente.

con SDS, se transfirid y se reveld luego de incubar con anti-

apoA-l. Linea 1: apoA-l libre de células usado como control;

linea 2. sin entrecruzamiento; lineas 3 y 4, entrecruzamiento

con Sulfo-EGS y Sulfo-DSP, respectivamente. Si bien existe
cnat® algun entrecruzamiento inespecifico (bandas en linea 2), el

Sulfo-EGS detecta union de la apoA-l a distintas proteinas de
_— membrana (linea 3)

—

- Figura 8: Interaccion de apoA-l con proteinas de membrana

& ¢ celular. El lisado celular se resolvid en un gel de poliacrilamida
—
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CAPITULO 1

REMOCION DE COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS EN
CULTIVOS CELULARES
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1-1 INTRODUCCION

Una de las funciones principales de las HDL es su participacion en los
procesos de remocion de Col celular a través de la interacciéon de sus
apolipoproteinas con la membrana plasmatica. La apolipoproteina principal
involucrada en dicho proceso es la apoA-l. En este capitulo pusimos a prueba
la hipétesis de que un dominio central de apoA-l comprendido entre los
residuos 77 y 120, seria capaz de ejercer la funcion de remover Col en células
periféricas al igual que apoA-l. Esta hipotesis fue basada en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio en donde se demostrd la preferencia de Al
77-120 para insertarse en bicapas lipidicas ricas en colesterol de la misma
manera como fue demostrado para apoA-lI completa (139, 148). También se ha
observado que Al 77-120 es capaz de catalizar el intercambio de colesterol
entre vesiculas facilitando su desorcion de la bicapa lipidica con una actividad
similar a apoA-l completa indicando una cierta independencia funcional del
dominio central con respecto al resto de la molécula de apoA-I (148).

Las condiciones metabdlicas y las caracteristicas de cada tipo celular en
particular se relacionan directamente con las diferencias encontradas en la
remocion lipidica. Es de amplio conocimiento que la remocion lipidica es un
mecanismo heterogéneo y esta heterogeneidad probablemente refleje la
presencia de microdominios de superficie con diferente composicion de Col, FL
y contenido proteico.

Por tal motivo, fue necesario seleccionar un tipo celular y condiciones
adecuadas para obtener respuestas positivas al tratamiento con apoA-l. Para
ello se probaron tres tipos diferentes de cultivos. En primer lugar se us6 una
linea celular derivada de fibroblastos de piel humanos (CCD27SK) y otra linea
derivada de fibroblastos de pulmén transformados con el virus SV40 (WI38-
SV40). Posteriormente, se utilizaron cultivos de células CHOKI, las que se
seleccionaron para los futuros estudios por su buen nivel de respuesta al
tratamiento con apoA-I.

Como hemos sefialado en metodologia se trataron en primera instancia
las células con medio de cultivo conteniendo colesterol y [*H] colesterol

complementado con albumina bovina durante 41 horas, y luego se realizo el
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tratamiento celular con apoA-l, HDL2 y HDL3, Al 77-120, AK107 y H9-10@H3-
4 durante 12 horas. Los resultados de los diferentes experimentos se
encuentran en las representaciones graficas detalladas a continuacion. En las
pruebas realizadas para analizar la remocién de fosfolipidos fue necesario
utilizar varios tiempos de estimulo proteico (solo se muestran los valores
optimos para este estudio) para obtener niveles significantes de remocion
cuando las células fueron estimuladas con apoA-l. Para los ensayos de
remocion de fosfolipidos solo fueron empleadas células CHOKI por ser éstas
buenos referentes de remocién de colesterol y asi poder observar la relacion de
ambos eflujos. El tiempo 6ptimo para la incorporacion del Col o FL para

cuantificar la remocion fue de 41 horas.

1-2 RESULTADOS

|._ANALISIS DE REMOCION Y ESTERIFICACION DE COLESTEROL EN
WI38-SV40 y CCD27SK

Cuando los experimentos fueron realizados con células WI38-SV40,
apoA-l y los dos tipos de HDL no removieron colesterol de manera significativa
(Figura 1 A). En la Fig 1 B se observa que la relacion EC/Col celular tiende a
aumentar, en especial por el tratamiento con HDL2. Asi, estas células no
resultaron ser adecuadas para ser utilizadas como sistema de estudio.

Con respecto a las células CCD27SK la remocion de colesterol por HDL
(2 y 3) fue significativa, pero no asi para el caso de apoA-I (Figura 2 A). En este
caso observamos una tendencia a disminuir la relacion EC/Col celular como
indica la Figura 2 B. Posteriormente, quisimos testear la actividad del péptido
sintético (Al 77-120) con respecto a la remocion del Col en dichas células para
probar si podiamos observar algun tipo de actividad. Observamos, al igual que
apoA-l, que los valores no resultaron ser significativamente diferentes del
control (Figura 3 A).

Cuando probamos en dichas células la variante de delecién (AK107) y la
del intercambio de hélices (H9-10@H3-4) observamos que tampoco fueron

activas en remover colesterol al medio (Figura 3 C). Sin embargo, el
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tratamiento con todas estas variantes redujo la relacion EC/Col intracelular
(Figura3 By 3 D).

Figura 1: A: Efecto de apoA-I, HDL 2 y HDL 3 mediando la remocién de Col de WI38-
SV40. Las mediciones representan las medias y SE del porcentaje de la remocion de
[3H] Colesterol sobre el total del [*H] Colesterol incorporado en las células. B: Relacion
entre la proporcion de EC y Col intracelular cuando fue evaluada la remocién del Col.
(*P>0.01,* P>0.05)
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Figura 2: A: Efecto de apoA-l, HDL 2 y HDL 3 mediando la remocién de Col de
CCD27SK. Las mediciones representan las medias y SE del porcentaje de la remocion
de [*H] Colesterol sobre el total del [*H] Colesterol incorporado en las células. B:
Relacion entre la proporcion de EC y Col intracelular cuando fué evaluada la remocion
del Col. (* P> 0.01, ** P > 0.05)
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Fig. 2B
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Figura 3: A y C: Efecto de ApoA-Il, Al 77-120, Apo wt (Al-wt), AK107 y H9-10@H3-4
mediando la remocion de Col de CCD27SK. Las mediciones representan las medias y
SE del porcentaje de la remocion de [*H] Colesterol sobre el total del [*H] Colesterol
incorporado en las células. B y D: Relacién entre la proporcién de EC y Col intracelular
cuando fué evaluada la remocién del Col a partir del estimulo con las variantes
mencionadas (* P > 0.01, ** P > 0.05)
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(Las figuras que tienen los mismos valores controles pertenecen al mismo experimento

pero se representan en graficos separados para su mayor comprension)

Il. ANALISIS DE REMOCION DE COLESTEROL EN CELULAS CHOKI

Como puede observarse en la figura 4, el tratamiento de estas células
con apoA-| resulta en una significativa remocién de colesterol al medio en un
nivel 4 veces superior al control, por lo que las mismas fueron seleccionadas

para los estudios subsiguientes.

= Al 77-120 retiene la actividad de apoA-I en promover la movilizacion de

pooles intracelulares de Col en CHOKI

Luego de la exposicion de CHOKI con [3H] colesterol en medio esencial
minimo (MEM) solo (control) o el MEM conteniendo apoA-l o Al 77-120, la
radioactividad fue contada en el medio y en las fracciones de EC y Col no
esterificado. Los resultados mostraron que Al 77-120 es tan activo como apoA-I
en promover la remocion del colesterol celular (Fig. 4 A). También observamos

que con ambos tratamientos (apoA-l y Al 77-120) la radioactividad encontrada
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en la fraccion de EC en relacion a la del Col intracelular fue disminuida (Fig. 4
B).

» Requerimientos estructurales de la region Y central de apoA-l en

promover movilizacion de pooles intracelulares de Col en CHOKI

La figura 5 muestra los resultados del tratamiento celular con AK107 vy
H9-10@H3-4. Para estos experimentos las proteinas mutantes fueron usadas
directamente sin el corte del segmento de poli His con el que son expresadas.
Las mismas fueron comparadas con la forma salvaje de apoA-l expresada en
bacterias y conteniendo el segmento poli His (Al wt-His). La presencia del
segmento de poli-histidina no tiene influencia significativa sobre la actividad de
apoA-l, como puede observarse de la comparacién con la actividad de apoA-|
de suero (Fig. 4 A).

La variante de delecién AK107 (Fig. 5 A) resultdé ser tan activa para
promover la salida de colesterol al medio como la forma salvaje de apoA-l. En
concordancia con estos resultados podemos mencionar que trabajos realizados
en adipocitos y en macrofagos (120) indicaron que la delecion del residuo de
lisina 107 no afecta la remocién del colesterol celular. Sin embargo, como
puede observarse en la figura 5 B, contrariamente a apoA-l salvaje, esta
mutante de delecion es incapaz de modificar la relaciéon de Col esterificado a no
esterificado en las células.

Respecto a la variante H9-10@H3-4, si bien ésta es capaz de remover
Col en un nivel superior a los controles sin proteinas, su capacidad se ve
disminuida en comparacién con la forma salvaje (Fig 5 A). Sorprendentemente,
HO9-10@H3-4 redujo la relacion intracelular de EC/Col en una proporcion muy
similar a la proteina salvaje (Fig 5 B).

Asi, los resultados obtenidos con estas dos mutantes indican que la
promocion de la salida de colesterol al medio y la disminucion de depdsitos
intracelulares de ésteres de colesterol serian dos procesos que no siempre
estan correlacionados. Mientras que el intercambio del par de hélices Y
centrales (3-4) por el del extremo C (9-10) afecta al primer proceso, la delecién

del residuo de lisina 107 (en la hélice 4) afecta al segundo proceso.
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Figura 4: Actividad comparativa de apoA-| sérica y Al 77-120 en promover la remocién
del colesterol y disminuir el pool de éster de colesterol en células CHOKI. Monocapas
confluentes de células CHOKI fueron crecidas y cargadas con [3H] colesterol como fue
descripto en materiales y métodos; las mismas fueron tratadas con medio libre de
suero (control) o medio conteniendo 0.5 uyM apoA-I o el péptido Al 77-120 por 12 h.
Luego, la radioactividad fue contada en el medio y en las fracciones celulares de
colesterol y ésteres de colesterol. A) La remocién expresada como % de radioactividad
encontrada en el medio. B) La relacion de radioactividad encontrada entre las
fracciones de ésteres de colesterol y de colesterol no esterificado. Los valores
representan medias y desviaciones estandares de tras mediciones independientes.*
P<0.05y ** P<0.01.

(Las figuras que tienen los mismos valores controles pertenecen al mismo experimento

pero se representan en graficos separados para su mayor comprension)
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Figura 5: Actividad comparativa de Al wt-His, AK107 y H9-10@H3-4 en promover la
remocién del colesterol y disminuir el pool de éster de colesterol en células CHOKI.
Monocapas confluentes de células CHOKI fueron crecidas y cargadas con [*H]
colesterol como fue descripto en materiales y métodos; las mismas fueron tratadas con
medio libre de suero (control) o medio conteniendo 0.5 uM apoA-I o el péptido Al 77-
120 por 12 h. Luego, la radioactividad fue contada en el medio y en las fracciones
celulares de colesterol y ésteres de colesterol. A) La remocion expresada como % de
radioactividad encontrada en el medio. B) La relacién de radioactividad encontrada
entre las fracciones de ésteres de colesterol y de colesterol no esterificado. Los
valores representan medias y desviaciones estandares de tres mediciones
independientes.* P<0.05 y ** P<0.01.

lIl. ANALISIS DE REMOCION DE FOSFOLIPIDOS EN CELULAS CHOKI

Fue de interés conocer si la promocion de la salida de colesterol al
medio inducida por el péptido Al 77-120 o las mutantes AK107 y H9-10@H3-4
es 0 n6é acompafada de la remocion de fosfolipidos.

Los resultados indican que en este caso solo apoA-| sérica presenta la
propiedad de remover fosfatidilcolina (Fig. 6 A), el resto de las variables

probadas resultaron ser inactivas para dicho proceso (Fig. 6 Ay B).
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Figura 6: A: Actividad comparativa de control, ApoA-l y Al 77-120 y B: control,
ApoA-I, AK107 y H9-10@H3-4 en promover la remocion del fosfolipidos en
células CHOKI. Monocapas confluentes de células CHOKI fueron crecidas vy
cargadas con ['“C] fosfocolina como fue descripto en materiales y métodos; las
mismas fueron tratadas con medio libre de suero (control) o medio conteniendo
0.5 UM apoA-l o las distintas variantes proteicas por 12 h. Luego, la
radioactividad fue contada en el medio (* P<0.05).

1-3. Discusion

La lineas celulares CCD27SK y WI38-SV40 no resultaron ser buenos
sistemas de estudio para los objetivos que nos planteamos inicialmente. ApoA-I
o HDL no sélo fueron incapaces de remover colesterol de las células WI38-
SV40, por el contrario, en especial apoA-l libre y en menor medida las HDL
inhibieron la liberacion espontanea de colesterol al medio en estas células.
Ademas, observamos un alto nivel basal de colesterol en el medio en los
controles y una mayor relacion EC/Col en estas células comparadas con las
otras lineas estudiadas.

El comportamiento de estas células ante el tratamiento con apoA-l es
completamente opuesto al esperado por lo conocido en otros tipos de células
(ver Introducciodn). Se podria inferir que esta caracteristica se deba a cambios
metabdlicos especificos producidos por la transformaciéon viral con SV40, o a
que la resultante inhibicion de la proteina p53 -un importante controlador del
dafio en el ADN- haya resultado en mutaciones relativamente inespecificas que
alteren la respuesta a apoA-I. De cualquier modo, como la inactivaciéon de p53
es el mecanismo propuesto para el origen de la mayoria de los tumores
humanos (233) la respuesta de éstas (y otros tipos de células tumorales) a
apoA-l merecerian ser analizadas con mayor profundidad en estudios
posteriores, en especial porque no hay datos al respecto en la literatura.

Para el caso de la linea celular CCD27SK, si bien las HDL (en especial
HDL?2) removieron colesterol, los niveles de remocién mediados por apoA-l y
las variantes fueron bajos y no significativamente mayores que en el control.
Asimismo al analizarse las relaciones intracelulares de ésteres de
colesterol/colesterol no esterificado, se observo una relacion extremadamente

baja para estas células en comparacion con las otras aqui probadas. Esta
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relacion no fue modificada por el tratamiento con apoA-l o las otras variantes
utilizadas.

Finalmente, cuando utilizamos células CHOKI obtuvimos niveles
significativos de remocion de Col por el tratamiento con apoA-l y de esta
manera pudimos realizar las respectivas comparaciones con el péptido Al 77-
120, y los mutantes AK107 y H9-10@H3-4.

En estas células, el péptido Al 77-120 es tan activo como apoA-lI en
promover la remocion de colesterol, hecho que vinculado con resultados
previos de nuestro y otros laboratorios indican la importancia funcional del par
de hélices Y centrales de apoA-I en la remocion del colesterol celular.

Como se menciond en la Introduccion, se ha invertido un gran esfuerzo
en muchos laboratorios para tratar de identificar los dominios de apoA-I
involucrados en la remocién del colesterol celular. Muchos estudios, realizados
con péptidos o mutantes, atribuyeron la responsabilidad de esta actividad al par
de hélices Y del extremo C (par 9-10) (74, 149-152). Sin embargo, otros
estudios han mostrado que la inactivacion producida por deleciones de estas
hélices puede ser revertida por deleciones adicionales de la hélice G del
extremo N (154, 155) o de la hélices 7 y/u 8 (153), indicando que una segunda
region activa en el centro de la molécula de apoA-l estaria presente. Los
resultados obtenidos aqui con el péptido Al 77-120 indican que esta segunda
region activa estaria comprendida en su secuencia, que abarca la segunda
mitad de la hélice 2 y el par de hélices Y centrales 3-4 (ver figura 11 b). La
presencia de estas dos regiones activas en apoA-l explicaria porqué la
capacidad de mediar los procesos analizados no se pierde totalmente cuando
la hélice 10 es reemplazada por la 1 (152) o cuando las hélices Y centrales son
delecionadas (74, 149).

La ausencia de actividad del dominio central cuando el par de hélices 9-
10 es delecionado podria ser explicado por alguna restriccion impuesta por la
hélice G* y las hélices 7-8, que es liberada cuando una o ambas de esas
regiones son delecionadas. Esta restriccion no ocurriria si la proteina conserva
toda su longitud, ya que si en lugar de ser delecionada, la hélice 10 es
reemplazada por la 1, la actividad se mantiene (152). También, Chroni y col.
(154) demostraron que una corta delecién en el C terminal (residuos 232 al

243) no afecta a la capacidad de apoA-I de promover la remocion de colesterol
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mediada por ABCA1. Basados en esta observacién, y la inactividad de los
mutantes 1-184, 1-208 Y 1-219, ellos proponen que la region activa estaria
restringida a la region 220-231. Sin embargo, considerando estas nuevas
observaciones, también es posible que una delecidén de los residuos 232-243,
similarmente al reemplazo de la hélice 10 por la 1, no resulte en la restriccién
estructural sobre la region de las hélices 3 y 4.

Tricerri y col. han dado evidencia que las regiones N y C terminal (133)
como asi también la hélice 4 (134) de la apoA-I libre y en solucidn estan muy
cerca unas de otras. Recientemente Silva y col. (136) han mapeado en la
apoA-I libre en solucién mediante ensayos de cross-linking y espectroscopia de
masa a los residuos de lisina cercanos entre si (<12A). Asi, encontraron
entrecruzamientos entre residuos de lisina pertenecientes a la hélice 3 con
residuos de las hélices 8 y 10 como asi también con el extremo N, y
construyeron un modelo con dichas regiones cercanas entre si. Asi, es posible
que cuando las hélices del extremo C estan ausentes, interacciones de la
hélice G* del N-terminal o de la hélice 8 con el par de hélices Y centrales
podrian evitar que éste pueda interactuar con proteinas celulares (como
ABCA1). Solo cuando la hélice G y /o las hélices 7 y 8 estan ausentes, las
hélices Y centrales podrian ser expuestas y activas en promover la remocién
del colesterol, como es el caso del péptido Al 77-120, y mutantes como 6-135,
6-150, 42-184, 60-184 o 44-186 (153-155). Todas estas evidencias en conjunto
juntas indican que ambos pares de hélices Y jugarian un rol en promover la
remocion del colesterol.

Muy recientemente (138), la estructura cristalina de apoA-I fue resuelta a
2.4A. Esta confirma en general las conclusiones previamente obtenidas por
fluorescencia (134) y crosslinking (136) en la proteina en solucién acuosa, y
evidencia la presencia de dos dominios bien distinguibles. Uno de ellos es un
ramillete de cuatro hélices antiparalelas (conteniendo las hélices G* y las
repeticiones 1 a 7); y el otro dominio esta formado por dos hélices hacia el C
terminal (conteniendo las repeticiones helicoidales predichas 8 a 10) (ver Fig 11
de Introduccién). La estructura cristalina muestra una gran similitud entre las
regiones de las hélices 3-4 y 9-10. La misma confirma el caracter helicoidal de
las regiones correspondientes a las hélices Y largas (4 y 10), pero revelan que

las regiones correspondientes a las repeticiones Y cortas (3 y 9) estan
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localizadas en loops expuestos en la superficie de la proteina. Esta estructura
también revela el importante rol que juega el dominio N terminal en estabilizar a
la proteina cuando esta libre de lipidos, ya que es muy diferente a la obtenida
para la mutante A1-43 en la que la hélice G* esta ausente (132). Esta ultima
estructura es atribuida a la conformacién adoptada por apoA-lI en el estado
unido a lipidos, y en la misma también las repeticiones Y cortas (3 y 9) son
helicoidales, lo que indica que los pares 3-4 y 9-10 también sufririan un cambio
de conformacién similar al unirse a lipidos.

Se ha observado que el fragmento 88-120 (hélices 3 y 4 aisladas) es
inactivo en promover la remocion del colesterol en fibroblastos humanos (74),
contrariamente a lo observado aqui para Al 77-120 en células CHO. Aunque
esta discrepancia podria atribuirse a las diferentes células utilizadas, también
es posible que el segmento extra de 11 residuos ayude a este corto péptido a
adquirir una conformacién activa. Al respecto, hemos demostrado que Al 77-
120 tiene un contenido de a-hélice considerable para un péptido de 44 residuos
(101). Por otro lado, el par de hélices 9-10 (fragmento 209-243) muestra
aproximadamente el 66% de la actividad de apoA-I en promover la remocion de
colesterol cuando se lo compard con la misma concentracion de apoA-l en
peso. A pesar de que una comparacion directa no es posible por tratarse de
diferentes tipos celulares y condiciones, ésto contrasta fuértemente con la
actividad del péptido Al 77-120 en células CHO, el cual es tan activo como
apoA-l cuando se compararon en concentraciones equimolares. Por lo que
conocemos, éste puede constituir el péptido mas activo entre los testeados
hasta el momento.

Estudios previos (74) mostraron para diferentes péptidos y mutantes de
apoA-l, una correlacién positiva entre la capacidad de union a lipidos
principalmente la capacidad de clarificar vesiculas multilamelares de DMPC a
24°C, y la capacidad de promover la remocion de colesterol de células. Esta
correlacion, sin embargo, no se observa con Al 77-120, el cual carece de la
habilidad de reaccionar con DMPC (Prieto ED y Garda HA, resultados aun no
publicados). Sin embargo, como reportamos previamente (101), al igual que
apoA-| este péptido se une preferentemente a vesiculas fosfolipidicas ricas en

colesterol pero la afinidad es en un orden menor que para el caso de apoA-I|

(3).
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Ademas, H9-10@H3-4 también posee baja capacidad de clarificar
vesiculas de DMPC (Prieto ED y Garda HA, resultados aun no publicados) y sin
embargo retiene mas del 50% de la actividad de apoA-l en promover la
remocion del colesterol en células CHOKI. También, una disminucion en la
habilidad de clarificar vesiculas de DMPC fue reportada para AK107 (234),
siendo la misma totalmente activa en remover colesterol de fibroblastos (234) o
como se demostré aqui de células CHOKI. Otras mutantes con incapacidad
para clarificar DMPC pero con normal actividad en remover colesterol celular
fueron reportados (152), indicando que esas actividades no siempre estan
correlacionadas.

Ha sido descripto que péptidos sintéticos con una alta actividad en
solubilizar vesiculas de DMPC pueden promover la remocion del colesterol por
un camino independiente de ABCA1 (235) y dichos autores propusieron que la
actividad de ABCA1 deberia ser requerida para remover Col_por péptidos y
apolipoproteinas que tienen una relativamente baja afinidad por lipidos. Aunque
este péptido puede formar complejos lipoproteicos con DMPC por medio de
dialisis de micelas mixtas con detergentes como colato (Prieto ED y Garda HA,
resultados no publicados), por el momento no conocemos si puede ser lipidado
via ABCA1 en células. El hecho aqui observado de que es incapaz de remover
fosfatidilcolina de células CHO paraceria indicar lo contrario.

Péptidos como Al 77-120 tienen un gran interés farmacoldgico por su
potencial uso como agentes terapéuticos (236). Muchos de esos péptidos
fueron especificamente disefiados para que tengan una alta afinidad lipidica.
La alta afinidad lipidica, sin embargo, es acompanada por una accion citotdxica
debida a su accion detergente (235). Esta citotoxicidad podria ser evitada con
el uso de péptidos con moderada afinidad lipidica como lo es Al 77-120.

Cuando analizamos la remocién de fosfolipidos (Figura 6) observamos
que solo apoA-I completa fue capaz de remover fosfolipidos netos. Al 77-120 si
bien es activo para la remocién de colesterol no lo es para la de fosfolipidos
sugiriendo la especificidad de esta region para la remocién de colesterol. Con
las mutantes AK107 y H9-10@H3-4 tampoco hubo remocién significativa de
fosfolipidos. Segun nuestros resultados no necesariamente los aceptores de
colesterol tienen que ser previamente lipidados con fosfolipidos para que sean

activos en promover la salida al medio del colesterol celular. Como veremos
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mas adelante, el colesterol removido al medio esta preferentemente asociado a
grandes particulas que no contienen apoA-I, por lo que esta no es el aceptor

final.

CAPITULO 2
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ESTERIFICACION DEL ACIDO OLEICO EN CULTIVOS
CELULARES

1-1 INTRODUCCION

En este capitulo se puso principal énfasis en averiguar el rol del dominio
central de apoA-l en desencadenar las sefiales intracelulares capaces de
movilizar los pooles especificos de colesterol disponibles para la esterificacion
por acil-CoA colesterol acil transferasa (ACAT). Como vimos en el capitulo
anterior, el péptido Al 77-120 se comporta como apoA-l en cuanto a promover
la salida de colesterol al medio y disminuir la relacion celular de colesterol
esterificado a no esterificado, pero las mutantes AK107 y H9-10@H3-4 se

comportan diferencialmente en este sentido, por lo que fue de interés medir
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directamente el efecto del tratamiento con estas proteinas sobre el pool de
colesterol disponible para ser esterificado por ACAT. Estas mediciones las
realizamos cargando a las células con colesterol y luego realizando pulsos de
diferente duracion con ['*C] oleato segun el método (108, 184) explicado
detalladamente en metodologia. Los tiempos mas cortos de marcaciéon
resultaron ser los 6ptimos para este tipo de estudios ya que a tiempos mas
prolongados de marcacion hay un extenso recambio lipidico y los diferentes
pooles llegan a equilibrarse. Pusimos a prueba diferentes lineas celulares,
entre las cuales utilizamos CCD27SK y WI38-SV40. Las mismas no resultaron
ser adecuadas para estos estudios razon por la cual optamos por usar para
nuestro modelo de trabajo las células CHOKI, las cuales son empleadas de
rutina en muchos laboratorios y son utilizadas en diversas técnicas de estudio
en cultivos celulares. Se uso el péptido sintético de la region central de la apoA-
I, la variante de delecion del residuo en la posicion 107 de la apoA-l y el
mutante de intercambio de hélices H9-10@H3-4.

A pesar de que el pool de colesterol disponible para ser esterificado no
fue medible en células CCD27SK, éstas resultaron ser adecuadas para
estudios de recambio de triacilgliceroles y fosfolipidos, los que también fueron

realizados en células CHOKI.
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1-2 RESULTADOS

|. _ESTERIFICACION DEL ACIDO OLEICO CON COLESTEROL

Las células CCD27SK presentaron niveles practicamente indetectables
de esterificacién, en la mayoria de los casos por debajo de los blancos
utilizados. Esto concuerda con la baja relacién de EC/Col detectada para estas
células en el capitulo anterior. En células WI38-SV40, si bien la radioactividad
recuperada en la fraccion de ésteres de colesterol fue cuantificable, no se
observo ningun efecto por el tratamiento con apoA-I o HDL (Fig 1).

Las células CHOKI, en cambio, resultaron ser un excelente modelo para
realizar los estudios propuestos. Como se puede observar en la Figura 2, Al
77-120 produce una disminucion significativa en la incorporacion de ['C]-oleato
en la fraccion de ésteres de colesterol, de manera similar a apoA-l de suero,
indicando la disminucién del pool de Col disponible para ACAT.

La Figura 3 muestra el efecto de las mutantes AK107 y H9-10@H3-4, en
comparacién con apoA-l tipo salvaje expresada en bacterias (Al-wt). Esta
ultima es tan activa como apoA-l de suero para disminuir la incorporacion de
['“C]-oleato en los ésteres de colesterol. La delecién de la lisina 107 resulté en
una pérdida completa de esta actividad. El intercambio del par de hélices 3-4
por el 9-10, en cambio, no tuvo ninguna influencia sobre la capacidad de
disminuir el pool de colesterol esterificable, el que disminuyé a un nivel similar
al provocado por Al-wt o apoA-l de suero. La actividad que presentan apoA-I,
Al-wt, Al 77-120 y H9-10@H3-4 a 1 hora de tratamiento con ['* C] oleato no se

detecté a 24 horas de marcacion (datos no mostrados).
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Figura 1.
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Figura 1. Estudio comparativo de la influencia de apoA-I, HDL 2 y HDL 3 sobre el pool
de colesterol disponible para la esterificacion. Monocapas confluentes de WI38-SV40
cargadas con colesterol como se detalla en Materiales y Métodos fueron tratadas con
medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o MEM conteniendo 0.5 uM de apoA-I
01.5uM de HDL 2 y HDL 3 a 37° C por 12 h. Luego, las células fueron marcadas con
['* C] oleato por 1 h y fue estimada su incorporacién en ésteres de colesterol. Los
datos representan medias y desviacién estandar de tres mediciones independientes *
P<0.05 y ** P<0.01.
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Figura 2.
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Figura 2. Estudio comparativo de la influencia of apoA-I de suero y de Al 77-120 sobre
el pool de colesterol disponible para la esterificacién. Monocapas confluentes de
CHOKI cargadas con colesterol como se detalla en Materiales y Métodos fueron
tratadas con medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o MEM conteniendo 0.5
MM de apoA-l o el péptido Al 77-120 a 37° C por 12 h. Luego, las células fueron
marcadas con ['* C] oleato por 1 h y fue estimada su incorporacion en ésteres de
colesterol. Los datos representan medias y desviacion estandar de tres mediciones
independientes * P< 0.05y ** P< 0.01.
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Figura 3.
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Figura 3. Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y AK107 sobre la actividad de apoA-
| en disminuir el pool de colesterol disponible para la esterificacion en células CHOKI.
Monocapas confluentes cargadas con colesterol fueron tratadas con medio de cultivo
(MEM) libre de suero (control) o medio conteniendo 0.5 uyM de Al-wt, AK107 y H9-
10@H3-4 por 12 h. Luego, las células fueron marcadas con ['* C] oleato por 1 h y fue
estimada su incorporacién en ésteres de colesterol como fue descripta en Materiales y
Métodos. Los datos representan las medias y la desviacion estandar de tres
mediciones independientes.* P< 0.05y ** P<0.01.

(Los niveles controles son los mismos a la figura 2 ya que es el mismo experimento
que el de la figura 3 pero mostrado en dos graficos diferentes para su mayor
entendimiento).
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ll. ESTERIFICACION DEL ACIDO OLEICO EN TRIACILGLICERIDOS

Si bien las células CCD27SK asi como otras lineas de fibroblastos
utilizadas en un comienzo no resultaron ser un buen modelo para estudiar la
movilizacion de colesterol celular mediada por apoA-I, en la linea CCD27SK se
observaron notables efectos de esta proteina sobre el recambio de fosfolipidos
y triacilgliceroles los cuales no habian sido previamente descriptos.

Cuando los experimentos fueron realizados con la linea WI38-SV40 no
se observaron cambios significativos en la esterificacion de oleato en
triacilglicéridos con el tratamiento con apoA-I ni con el realizado con los dos
tipos de HDL (Figura 4). Cuando se emplearon células CHOKI se observé un
incremento significativo de la esterificacion cuando las mismas fueron
incubadas con apoA-l durante 1 o 24 horas de tratamiento con oleato (Figura
6), pero no por el tratamiento con Al 77-120.

Sin embargo, cuando se realizaron los experimentos con células
CCD27SK se observd un aumento significativo en la esterificacion en
incubaciones celulares con apoA-l, Al-wt y con y H9-10@H3-4 a 1 hora de

tratamiento con oleato (Figura 5).
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Figura 4. Estudio comparativo de la influencia de apoA-l, HDL 2 y HDL 3 sobre la
esterificacion del oleato en triacilgliceroles. Monocapas confluentes de WI38-SV40
cargadas con colesterol como se detalla en Materiales y Métodos fueron tratadas con
medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o MEM conteniendo 0.5 uM de apoA-I
015 uM de HDL 2 y HDL 3 a 37° C por 12 h. Luego, las células fueron marcadas
con ['* C] oleato por 1 h y fue estimada su incorporacién en triacilgliceroles. Los datos
representan medias y desviacion estandar de tres mediciones independientes * P<
0.05y ** P<0.01.
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Figura 5. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la esterificacién de
oleato en triacilgliceroles en células CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-
10@H3-4 y AK107 en comparacién con apoA-lI en aumentar la esterificacién de oleato
en triacilgliceroles en células CCD27SK. Monocapas confluentes cargadas con
colesterol fueron tratadas con medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o medio
conteniendo 0.5 uM de Al-wt, AK107 y H9-10@H3-4 por 12 h. Luego, las células
fueron marcadas con [ C] oleato por 1 h y fue estimada su incorporacion en
triacilgliceroles como fue descripta en Materiales y Métodos. Los datos representan las
medias y la desviacion estandar de tres mediciones independientes.* P< 0.05y ** P<
0.01.

Figura 6.
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Figura 6. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la esterificacion de
oleato en triacilgliceroles a 1 y 24 hs de marcacién con oleato en células CHOKI. B:
Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y AK107 sobre la actividad de apoA-l en
aumentar la esterificacion de oleato en triacilgliceroles en células CHOKI. Monocapas
confluentes cargadas con colesterol fueron tratadas con medio de cultivo (MEM) libre
de suero (control) o medio conteniendo 0.5 uyM de Al-wt, AK107 y H9-10@H3-4 por 12
h. Luego, las células fueron marcadas con ['* C] oleato por 1 h y fue estimada su
incorporacion en ftriacilgliceroles como fue descripta en Materiales y Métodos. Los
datos representan las medias y la desviacién estandar de tres mediciones
independientes.* P< 0.05y ** P<0.01.

lIl.  _ESTERIFICACION DEL ACIDO OLEICO EN DIACILGLICERIDOS

La linea CCD27SK también resultd6 ser eficaz en el recambio de
diacilglicéridos cuando las células fueron incubadas con apoA-I, Al-wt, Al 77-
120, AK107 y H9-10@H3-4 (Figura 7). Sin embargo, cuando se emplearon
células CHOKI, solo resultaron ser activas apoA-l y H9-10@H3-4 (Figura 8). En
el caso de apoA-| el recambio se mantuvo inclusive a 24 horas de tratamiento

con oleato (Figura 8).
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Figura 7. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la esterificacion de
oleato en diacilgliceroles en células CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-
10@H3-4 y AK107 sobre la actividad de apoA-l en aumentar la esterificacion de oleato
en diacilgliceroles en células CCD27SK. Monocapas confluentes cargadas con
colesterol fueron tratadas con medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o medio
conteniendo 0.5 uM de Al-wt, AK107 y H9-10@H3-4 por 12 h. Luego, las células
fueron marcadas con [ C] oleato por 1 h y fue estimada su incorporacion en
diacilgliceroles como fue descripta en Materiales y Métodos. Los datos representan las
medias y la desviacion estandar de tres mediciones independientes.* P< 0.05y ** P<
0.01.

Figura 8.
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Figqura 8. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la esterificacion de
oleato en diacilgliceroles a 1 y 24 hs de marcacién con oleato en células CHOKI. B:
Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y AK107 sobre la actividad de apoA-l en
aumentar la esterificacion de oleato en diacilgliceroles en células CHOKI. Monocapas
confluentes cargadas con colesterol fueron tratadas con medio de cultivo (MEM) libre
de suero (control) o medio conteniendo 0.5 yM de Al-wt, AK107 y H9-10@H3-4 por 12
h. Luego, las células fueron marcadas con ['* C] oleato por 1 h y fue estimada su
incorporacion en diacilgliceroles como fue descripta en Materiales y Métodos. Los
datos representan las medias y la desviacién estandar de tres mediciones
independientes.* P< 0.05y ** P<0.01.

IV. _CUANTIFICACION DEL ACIDO OLEICO LIBRE

Podemos observar en la figura 9 que apoA-l y todas las variantes
testeadas promueven de manera significativa la incorporacion de acido oleico
en células de la linea CCD27SK. Sin embargo, en CHOKI no fue observable

dicho efecto (Figura 10).
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Figura 9. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la concentracién del
acido oleico intracelular en CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y
AK107 sobre la actividad de apoA-l en aumentar la concentracion de oleato
intracelular en CCD27SK. Monocapas confluentes cargadas con colesterol fueron
tratadas con medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o medio conteniendo 0.5
MM de Al-wt, AK107 y H9-10@H3-4 por 12 h. Luego, las células fueron marcadas con
['# C] oleato por 1 h y fue estimada su concentracién como acido graso libre como fue
descripta en Materiales y Métodos. Los datos representan las medias y la desviacion
estandar de tres mediciones independientes.* P< 0.05y ** P< 0.01.
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Figura 10. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la concentracion de
oleato intracelular a 1 y 24 hs de marcacién con oleato en CHOKI. B: Influencia de las
variantes H9-10@H3-4 y AK107 sobre la concentracion de oleato intracelular en
CHOKI. Monocapas confluentes cargadas con colesterol fueron tratadas con medio de
cultivo (MEM) libre de suero (control) o medio conteniendo 0.5 uM de Al-wt, AK107 y
H9-10@H3-4 por 12 h. Luego, las células fueron marcadas con ['* C] oleato por 1 h'y
fue estimada su concentracion intracelular como fue descripta en Materiales vy
Métodos. Los datos representan las medias y la desviacion estandar de tres
mediciones independientes.* P< 0.05y ** P<0.01.

V. _ESTERIFICACION DEL ACIDO OLEICO EN FOSFOLIPIDOS

Como se puede apreciar en la figura 11, no se registraron cambios en el
recambio de fosfolipidos cuando se utilizd WI38-SV40. Nuevamente con el
empleo de CCD27SK se observa un incremento en el recambio de fosfolipidos
cuando se realizd la incubacion con apoA-l, Al-wt, H9-10@H3-4 y aunque no
significativo también se observd un incremento con el tratamiento con Al 77-
120 (Figura 12). En el caso de las células CHOKI, solo en los tratamientos con
apoA-l y H9-10@H3-4 se midieron incrementos significativos y a 1 hora de

marcacion con oleato (Figura 13).
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Figura 11. Estudio comparativo de la influencia de apoA-I, HDL 2 y HDL 3 sobre la
esterificacion del oleato en fosfolipidos. Monocapas confluentes de WI38-SV40
cargadas con colesterol como se detalla en Materiales y Métodos fueron tratadas con
medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o MEM conteniendo 0.5 uM de apoA-I
015 uMde HDL 2 y HDL 3 a 37° C por 12 h. Luego, las células fueron marcadas
con ['* C] oleato por 1 h y fue estimada su incorporacion en fosfolipidos. Los datos
representan medias y desviacion estandar de tres mediciones independientes * P<
0.05y ** P<0.01.
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Figura 12. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la esterificacion del
acido oleico en fosfolipidos en células CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-
10@H3-4 y AK107 sobre la actividad de apoA-lI en aumentar la esterificacion de oleato
en fosfolipidos en CCD27SK. Monocapas confluentes cargadas con colesterol fueron
tratadas con medio de cultivo (MEM) libre de suero (control) o medio conteniendo 0.5
UM de Al-wt, AK107 y H9-10@H3-4 por 12 h. Luego, las células fueron marcadas con
['4 C] oleato por 1 h y fue estimada la esterificacion en fosfolipidos como fue descripta
en Materiales y Métodos. Los datos representan las medias y la desviacion estandar
de tres mediciones independientes.* P< 0.05y ** P< 0.01.

Figura 13.
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Figura 13. A: Influencia de apoA-l y del péptido Al 77-120 sobre la esterificacion de
oleato en fosfolipidos a 1 y 24 hs de marcacion con oleato en CHOKI. B: Influencia de
las variantes H9-10@H3-4 y AK107 sobre la esterificacion de oleato en fosfolipidos en
CHOKI. Monocapas confluentes cargadas con colesterol fueron tratadas con medio de
cultivo (MEM) libre de suero (control) o medio conteniendo 0.5 uM de Al-wt, AK107 y
H9-10@H3-4 por 12 h. Luego, las células fueron marcadas con [ C] oleato por 1y 24
hs y estimada su incorporacion en fosfolipidos como fue descripta en Materiales y
Métodos. Los datos representan las medias y la desviacion estandar de tres
mediciones independientes.* P< 0.05y ** P<0.01.

1-3 DISCUSION

Como hemos mencionado, las células CCD27SK y WI38-SV40 no
resultaron ser un buen modelo para estudiar la movilizacion de colesterol
celular mediada por apoA-l. Sin embargo, para el caso de CCD27SK se
observaron efectos significativos de esta proteina sobre el recambio de
fosfolipidos y triacilgliceroles que no habian sido previamente descriptos.

Las células CHOKI, en cambio, resultaron un excelente modelo para
realizar los estudios propuestos referentes la movilizacion del Col intracelular y

a la remocion del mismo.

El pool de colesterol disponible para ACAT fue estimado por la
incorporacion de ['* C] oleato en ésteres de colesterol (EC) como descripta en

“Metodologia” (pmoles de oleato/ug prot).
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En el caso de WI38-SV40 no se observo ningun efecto de apoA-l y en el
caso de CCD27SK no hubo incorporacion medible de radioactividad en los EC.

Por otro lado, las células CHOK1 mostraron una buena respuesta al
tratamiento con apoA-l, la que disminuye el pool de colesterol accesible a
ACAT, y un efecto similar se obtuvo cuando probamos con un péptido con la
region central de la proteina (residuos 77-120). Los resultados obtenidos con el
péptido Al 77-120 indican que las dos hélices Y centrales serian suficientes
para desencadenar la movilizacién del pool de colesterol disponible para ACAT
y promover la salida de colesterol de estas células.

Como vimos en el capitulo |, la mutante AK107 es totalmente activa en
promover el eflujo de colesterol de células CHOK1 pero no disminuye la
relacion de EC/Col remanente en las células. Los resultados de este capitulo
muestran que esta mutante es completamente inactiva para disminuir el pool
de colesterol disponible a ACAT. Asi, ésto indica que la delecion del residuo de
lisina 107 impide de alguna manera que se desencadenen los procesos de
sefalizacion que conducen a la movilizacion de este pool de colesterol
intracelular, pero no afecta a la capacidad de esta proteina para promover la
salida al medio del colesterol que esta presente en la membrana plasmatica.
Por el contrario, la mutante en la que el par de hélices Y centrales fue
reemplazado por el del extremo C (H9-10@H3-4) tiene un comportamiento
inverso. Mientras que H9-10@H3-4 tiene una actividad reducida para promover
la salida al medio del colesterol de la membrana plasmatica, es tan activa como
apoA-| salvaje en disminuir el pool de colesterol disponible para esterificacion
por ACAT y en disminuir la relaciéon EC/Col intracelular.

La pérdida de actividad de AK107 en disminuir el pool de colesterol
esterificable por ACAT podria atribuirse en principio a la eliminacion de la carga
positiva en esa posicion. Sin embargo, la carga en esta posicion también esta
ausente en el caso de la mutante H9-10@H3-4, lo que indicaria que esta carga
no tiene un rol importante en este proceso. Un cambio estructural que podria
ser mas importante es que la delecion de un residuo en una hélice anfipatica
producira un cambio del registro de la hélice y de la orientacién relativa de
ambas caras (hidrofilica e hidrofébica) a ambos lados de la delecion (Figura
14).
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Hélice anfipatica normal

Hélice con deleciodon de
un residuo polar

Figura 14: Efecto de una delecién en una hélice anfipatica. La cara hidrofébica esta
indicada en gris y la hidrofilica en blanco

Asi, pensamos que este cambio estructural podria impedir la correcta
interaccion con las proteinas celulares responsables de desencadenar las vias
de sefalizacion que conducen a la movilizacion de los depdsitos intracelulares
de colesterol. Por otro lado, el hecho de que H9-10@H3-4 sea completamente
activa en este proceso indica que no se requiere de una secuencia especifica
en la region central, sino mas bien de una distribucion de cargas del tipo Y.

Estos resultados son de gran importancia no solo para ayudar a una
mejor comprension del mecanismo molecular de la respuesta celular a apoA-|
sino que también pueden ayudar a explicar las anormalidades metabdlicas de
los pacientes portadores de la mutacion AK107. Estos resultados también son
de relevancia farmacoldgica ya que pequefios péptidos como Al 77-120 son
utilizados con fines terapéuticos, y el conocer los requerimientos estructurales
para su actividad permitira el disefio racional de los mismos.

Por otro lado, Ito y col. (237) observaron que apoA-l produce un
aumento de la sintesis de novo de diacilglicéridos (DG), fosfatidilcolina (PC) y
esfingomielina (SM) y este efecto fue atribuido a la necesidad de reemplazar a

la esfingomielina y la fosfatidilcolina de la membrana plasmatica que es
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removida al medio. Estos autores también propusieron que la resintesis de
esfingomielina se produce a partir de la transferencia de fosforilcolina a
ceramida, que resulta en la formacién de diacilglicéridos y seria el responsable
de la activacion de proteina quinasa C. En los experimentos realizados con
células CHOKI se observa un aumento en la incorporacion de oleato a DG y FL
por apoA-l y H9-10@H3-4. Dicho efecto también es observable a 24 horas de
tratamiento con oleato y cuando las células fueron incubadas con apoA-I. En el
caso de apoA-I, este efecto podria atribuirse a la remocion de fosfolipidos de la
membrana plasmatica y la necesidad de reemplazarlos como fue propuesto
por lto.

En el caso de H9-10@H3-4, sin embargo, ésta no puede ser la razén ya
que fue completamente inactiva en promover la salida de fosfolipidos al medio
(ver capitulo I) Nuestros experimentos también indican que apoA-| estimula la
incorporacion de acido oleico a triacilglicéridos (TG) observada a 1y 24 hs. La
formacion de TG a partir de DG fue propuesta como un mecanismo de
terminacion de senales (238) por remocion de DG de la membrana siendo
probable otra razdn por la cual aumenta la radioactividad en TG.

Con respecto a la linea celular WI38-SV40, no se han registrado
cambios significativos en la incorporacion de oleato a triacilglicéridos y
fosfolipidos. Sin embargo, las células CCD27SK resultaron ser un excelente
modelo para el analisis del recambio de triacilglicéridos y fosfolipidos. Los
experimentos realizados en CCD27SK indican un aumento significativo en la
esterificacion del oleato en triacilglicéridos y fosfolipidos en las incubaciones
realizadas con apoA-l y H9-10@H3-4.

Podemos concluir que tanto para CCD27SK como para CHOKI el
péptido sintético Al 77-120 y AK107 son inactivas en el recambio de
triacilglicéridos y fosfolipidos al menos a tiempos cortos de estimulacion con
oleato. Esto puede estar relacionado a su total inactividad para promover la

salida de fosfolipidos al medio como se mostro en el capitulo .
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CAPITULO 3

MOVILIZACION DEL COLESTEROL INTRACELULAR
SINTETIZADO DE NOVO

1-1 INTRODUCCION
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El movimiento del colesterol desde compartimentos intracelulares hacia
la membrana plasmatica requiere probablemente de una especifica interaccion
de las apolipoproteinas con algun receptor de la membrana celular que dispare
las vias de senalizacion que promueven el trafico vesicular. Este hecho es
sugerido a partir de muchos experimentos realizados con HDL modificadas y
otros cambios hechos a niveles de las apolipoproteinas las cuales no producen
la translocacion del colesterol. En la ausencia de HDL, las células acumulan
colesterol en pooles intracelulares, los cuales estan involucrados en la
regulacion de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa, en la expresion
del receptor de LDL y estan disponibles para la esterificacion por ACAT. Si hay
una interaccion especifica de las HDL con los supuestos receptores ocurre la
translocaciéon del colesterol, el cual ha sido movilizado desde pooles
intracelulares hacia la membrana plasmatica. La remocion del colesterol
intracelular resulta en el incremento de la sintesis de esteroles, incrementa la
expresion de los receptores de LDL y decrece la esterificacion del colesterol.

Aqui nos propusimos medir directamente la influencia de apoA-I, Al 77-
120, AK107 y H9-10@H3-4 sobre la movilizacion del colesterol recientemente
sintetizado hacia la membrana plasmatica. Por tal motivo, los cultivos celulares
fueron marcados con ['* C] mevalonato. Se utilizé la enzima colesterol oxidasa,
la cual cataliza la oxidacion del colesterol en colest-4-en-3-ona, para poder
examinar la distribucion del colesterol en cultivos de CHOKI.. Asi, se asume
que los niveles de colesterol accesibles a la enzima son los que pertenecen a
la membrana plasmatica pudiendo determinar dichos niveles externos de
colesterol en su forma oxidada como ['* C] colestenona. Asimismo,
cuantificamos valores internos de ['* C] colesterol y [ C] ésteres de colesterol,
siendo éstos niveles no accesibles a la actividad enzimatica y a los cuales

denominamos pooles enddégenos.

1-2 RESULTADOS
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|. CUANTIFICACION DE COLESTENONA COMO PRODUCTO DE OXIDACION
DEL COLESTEROL

Como pudimos demostrar en nuestros estudios detallados en el capitulo
2, la esterificacion del acido oleico en ésteres de colesterol fue disminuina
significativamente cuando las células fueron incubadas con apoA-I, Al-wt, Al
77-120 y H9-10@H3-4 no habiéndose registrado cambio significativo cuando
las mismas fueron incubadas con AK107. En relacion a ésto, pudimos
demostrar que la fraccién del colesterol sintetizado de novo y oxidado a
colestenona es aumentada significativamente con apoA-I, Al 77-120 y HO9-
10@H3-4. Es interesante la relacion que pudimos establecer entre la
movilizacion del pool de colesterol especifico para ACAT y el colesterol
sintetizado de novo y es que en ambos casos la unica variante que es inactiva
es AK107 (Figuras 1 A y B). Nuevamente podemos observar que Al 77-120
retiene toda la actividad de apoA-l, en este caso, en movilizar hacia la
membrana plasmatica el colesterol sintetizado a partir del precursor
mevalonato. Estos resultados demuestran un claro impedimento de la
propiedad de la apoA-l para la movilizacion del colesterol cuando la misma
sufre una delecion en la hélice 4, que resulta en un cambio en la orientacion de

sus caras hidrofilicas e hidrofdébicas.

Figura 1. Influencia comparativa de apoA-l, Al 77-120, H9-10@H3-4 y AK107
sobre la movilizacion del colesterol recientemente sintetizado hacia la
membrana celular en CHOKI Monocapas confluentes de CHOKI cargadas con
colesterol fueron marcadas con ['* C] mevalonato por 3 h a 37°C, luego incubadas con
medio libre de suero (control) o medio conteniendo A: 0.2 uM apoA-l o Al 77-120 y B:
H9-10@H3-4 and AK107 durante 90 min. Luego, las células fueron fijadas y tratadas
con colesterol oxidasa para determinar la fraccion de colesterol sensible a la oxidacion
(membrana plasmatica) y la fraccion resistente a la oxidacion (intracelular) como
descripta en Materiales y Métodos. Los valores representan medias y desviacion
estandar de tres mediciones independientes. * P< 0.05 and ** P< 0.01

(Los niveles controles son los mismos en las figuras 1 Ay B ya que es el mismo

experimento pero mostrado en dos graficos diferentes para su mayor entendimiento).
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ll. CUANTIFICACION DE ESTERES DE COLESTEROL SINTETIZADOS DE
NOVO

Como podemos observar en la figura 2, hay una clara tendencia a la
disminucion de los ésteres de colesterol en todas las variantes testeadas. Sin
embargo, esta disminucion es altamente significativa cuando la incubacion fue
con la variante de intercambio de hélices H9-10@H3-4. Esta disminucion
significativa esta relacionada con los niveles altamente significativos (** P<

0.01) detectados de colestenona a partir del estimulo con H9-10@H3-4.
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Figure 2. Influencia comparativa de apoA-l, Al 77-120, H9-10@H3-4 y AK107
sobre la movilizacion del colesterol recientemente sintetizado hacia la
membrana celular en CHOKI Monocapas confluentes de CHOKI cargadas con
colesterol como fue explicado en Materiales y Métodos fueron maracadas con ['* C]
mevalonato por 3 h a 37°C, luego incubadas con medio libre de suero (control) o
medio conteniendo 0.2 yM apoA-I, Al 77-120, H9-10@H3-4 y AK107 durante 90 min.
Luego, las células fueron fijadas y tratadas con colesterol oxidasa para determinar la
fraccion de ésteres de colesterol intracelular resistente a la oxidacién en funcién de la
radioactividad total incorporada como fue descripta en Materiales y Métodos. Los
valores representan medias y desviacion estandar de tres mediciones independientes.
*P< 0.05and ** P<0.01

lIl. CUANTIFICACION DE COLESTEROL SINTETIZADO DE NOVO

Como podemos observar en la figura 3, hay una clara tendencia a la
disminucién de colesterol en todas las variantes testeadas. Sin embargo, esta
disminucién es significativa cuando la incubacion fue con la variante de
intercambio de hélices H9-10@H3-4. De la misma manera que cuando
analizamos la fraccién de ésteres de colesterol, en este caso la disminucién

significativa del colesterol esta dada a partir del estimulo con H9-10@H3-4.
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Figure 3. Influencia comparativa de apoA-l, Al 77-120, H9-10@H3-4 y AK107
sobre la movilizacion del colesterol recientemente sintetizado hacia la
membrana celular en CHOKI Monocapas confluentes de CHOKI cargadas con
colesterol como fue explicado en Materiales y Métodos fueron maracadas con ['* C]
mevalonato por 3 h a 37°C, luego incubadas con medio libre de suero (control) o
medio conteniendo 0.2 uM apoA-I, Al 77-120, H9-10@H3-4 y AK107 durante 90 min.
Luego, las células fueron fijadas y tratadas con colesterol oxidasa para determinar la
fraccion de colesterol intracelular resistente a la oxidacion en funcién de la
radioactividad total incorporada como fue descripta en Materiales y Métodos. Los
valores representan medias y desviacion estandar de tres mediciones independientes.
*P< 0.05and ** P<0.01

1-3 DISCUSION

Lange (29) ha demostrado que mas del 95% del colesterol ofrecido
exogenamente fue oxidado, en comparacion con el sintetizado de novo, el cual
fue oxidado a niveles de un 10%. Esto indicaria que el colesterol celular
adquirido del medio quedo confinado a la membrana plasmatica y el sintetizado
de novo al interior celular.

Estudios realizados por Mendez en fibroblastos de piel humana
demostraron que la adicién de apoA-l durante 90 minutos al medio de cultivo
provocé un incremento de colestenona (producto de oxidacion del Col presente

en la membrana celular) en relacion a los controles sin la proteina. (39)
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Sin embargo, en algunos experimentos preliminares realizados con
fibroblastos (CCD27SK) vimos que a 90 minutos de tratamiento con apoA-I los
niveles de colestenona no aumentaron de manera significativa (datos no
mostrados).

Los analisis posteriores prosiguieron con las células CHOKI para poder
establecer relaciones con los resultados previos. En nuestros experimentos con
CHOKI demostramos un significativo aumento de los niveles de colestenona en
las membranas plasmaticas de las células a 90 minutos de tratamiento con
apoA-l, Al 77-120 y H9-10@H3-4.

De la misma manera demostramos que para dichas proteinas hay una
disminucién de los pooles de colesterol accesibles a ACAT, lo que demuestra
un claro efecto del trafico de colesterol generado por el dominio central de
apoA-l (Al 77-120) y la importancia de las cargas tipo “Y” implicada en este
proceso.

En los experimentos discutidos anteriormente demostramos que apoA-I,
Al 77-120 y H9-10@H3-4 afectan la esterificacion del colesterol, ya sea cuando
las células fueron marcadas exdégenamente por [ H] colesterol o bien cuando el
colesterol fue esterificado con ['* C] acido oleico. En ambos casos cuando se
analizaron las fracciones de los ésteres de colesterol se vio una clara
disminucidén de la radiactividad en las mismas.

Con respecto al analisis del trafico de colesterol sintetizado de novo
vemos que los niveles de colestenona (asumido como el colesterol de la
membrana plasmatica) son significativamente aumentados por el tratamiento
con apoA-l, Al 77-120, AK107 y H9-10@H3-4, resultados que indican
nuevamente la implicancia de las hélices Y centrales para generar este proceso

Cuando analizamos los ésteres de colesterol y el colesterol internos
sintetizados de novo vemos que la disminucion de los mismos es altamente
significativa (** P< 0.01 y * P< 0.05 respectivamente) solo en el caso del
tratamiento con H9-10@H3-4. Con esta mutante obtuvimos los niveles de
colestenona mas altos, resultando ser la variante mas activa para movilizar al
colesterol sintetizado de novo hacia la membrana plasmatica.

La movilizacion del colesterol intracelular hacia la membrana plasmatica
no es una simple consecuencia de la deplecion del colesterol de la membrana

plasmatica. Esto es indicado por el hecho de que albumina o ciclodextrina son
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inactivas en inducir este proceso a pesar de ser efectivos aceptores del
colesterol de la membrana celular (239). El efecto opuesto mostrado por las
mutantes AK107 y H9-10@H3-4 también soporta este concepto. Mientras que
AK107 es completamente activa en promover la salida de colesterol al medio,
es inactiva para movilizar el colesterol intracelular. Lo contrario ocurre con H9-
10@H3-4, la que es totalmente activa en movilizar el colesterol intracelular a
pesar de tener una reducida actividad para promover la salida de colesterol al
medio. Conjuntamente con los resultados mostrados en el capitulo 2, estos
resultados no s6lo demuestran la importancia del par de hélices Y central en la
induccidn de la movilizacion del colesterol intracelular, sino que también
soportan la hipétesis de que no se requeriria una secuencia especifica, pero si
una distribucion de cargas del tipo Y en la cara hidrofilica ademas de una
correcta orientacion de las caras hidrofilica e hidrofébica en estas hélices.
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CAPITULO 4

MOVILIZACION DEL COLESTEROL INTRACELULAR
POR COMPLEJOS LIPOPROTEICOS DE APOA-I.
IMPORTANCIA DEL TAMANO Y CONTENIDO DE

COLESTEROL
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1-1 INTRODUCCION

La interaccion de apoA-l con células desencadena la movilizacién de
depdsitos enddégenos de Col hacia la membrana plasmatica, proceso que
depende de la activacion de PKC y quiza de otras vias de senalizacién que
participan en la regulacion del trafico vesicular.

Al mismo tiempo, apoA-l es lipidada en un proceso dependiente del

transportador ABCA1 (36) resultando en la formacion de HDL discoidales.
Luego de incubar apoA-lI con células en cultivo, se detectan en el medio
diferentes HDL discoidales de distinto tamafio y contenido de colesterol. Segun
fue propuesto por Fielding (14), ABCA1 solo transfiere fosfolipidos formando
HDL discoidales pobres en Col las que se cargarian de este compuesto en las
caveolas, regiones especializadas de la membrana celular que no contienen
ABCA1. Una vez liberadas a la circulacion, estas HDL discoidales ricas en
colesterol son transformadas en las HDL esféricas mayoritarias por accion de la
LCAT que forma el nucleo hidrofobico de ésteres de Col.
Asi, aunque minoritarias en comparacion con las HDL esféricas, las HDL
discoidales son un intermediario muy importante en el TRC. La secrecion de
apoA-| recientemente sintetizada por el higado también ocurre en la forma de
HDL discoidales.

Como hemos mencionado, resultados previos del grupo indicaron que la
interaccion de HDL discoidales con membranas lipidicas esta mediada por la
insercion de una region central constituida por un par de a-hélices anfipaticas
con una distribucién particular de cargas en su cara polar (156). Experimentos
mas recientes con un péptido con la secuencia de la regidon que abarca entre
los residuos 77 y 120 (Al 77-120) (101), indicaron que la misma seria
responsable no soélo de la interaccidn selectiva que presenta apoA-l y sus
complejos HDL discoidales por membranas ricas en Col, sino también de

favorecer la desorcidén de este compuesto de las mismas.

Ademas, como se detalld en los capitulos anteriores, este péptido
presenta al menos la misma actividad que apoA-I completa no sb6lo para
promover la remocion de Col de células, sino también para disminuir el pool de

Col disponible para ser esterificado y aumentar la fraccibn de Col
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recientemente sintetizado en la membrana plasmatica. Asi, estos resultados
indicaron que este par de hélices centrales también esta involucrado en
disparar las vias de sefalizacién responsables de la movilizacion de depdsitos

endogenos de Col.

Evidencias del grupo (148) y de otros laboratorios (126) indican que
apoA-l adopta conformaciones alternativas en las HDL discoidales
dependiendo de su tamano y del contenido de colesterol. Estas
conformaciones alternativas, en especial la del dominio central, parecen ser de
importancia en determinar la afinidad por membranas y el intercambio de Col
con las mismas (148). La conformacién de la region central en los discos
grandes y ricos en colesterol determinaria su menor afinidad por membranas y
permitiria su liberacion a la circulacion donde estos serian sustratos de LCAT.

Aqui nos propusimos como hipoétesis de trabajo, que las conformaciones
alternativas del dominio central (u otros dominios de apoA-l) en HDL de
diferente tamafo y contenido de colesterol podrian modular la interaccion con
células y la capacidad de inducir la movilizacion de los depdsitos intracelulares
de Col.
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1.2 RESULTADOS

|.  REMOCION DE COLESTEROL (% [3H] colesterol)

Cuando analizamos la remocion de [3H] Col (descripta en metodologia),

observamos que tanto en la incubacion de células CHOKI con particulas

conteniendo solo POPC (Figura 1) como asi también con POPC y colesterol

(Figura 2) la remocion fue significativa para todos los tamarios de particulas
empleados (78 A'y 96 A para particulas con solo POPCy 78 A, 96 Ay 120 A

para particulas con POPC y colesterol) con respecto a los controles (células sin

la incubacion de particulas). Sin embargo, el tratamiento realizado unicamente

con apoA-I resulté ser el mas efectivo.

12

10 A ‘|'

—_

0 1 1 1

control apo Al rHDL 96A

rHDL 78A

Figura 1. Remocién de
[H] colesterol mediada
por apoA-l, rHDL 78 Ay
rHDL 96 A en células
CHOKI. En este caso las
particulas empleadas
contienen solo POPC. Los
valores se expresan como
porcentaje removido a
partir de la radioactividad
total incorporada
*P<0.05y** P<0.01
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Figura 2: Remocién de
[*H] colesterol mediada
por apoA-l, rHDL 78 A,
rHDL 96 Ay 120 A en
células CHOKI. En este
caso las particulas
empleadas  contienen
POPC/colesterol (4:1)
Los valores se expresan
como porcentaje
removido a partir de la
radioactividad total
incorporada
*P<0.05y** P<0.01

ll. _ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE EFLUJO DE COLESTEROL

Se realizé un gel en condiciones nativas para determinar las proteinas

existentes en el medio de cultivo luego de incubar las células CHOKI con

apoA-l o las particulas discoidales, segun se explicara en materiales y

métodos.
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| - tincion de plata del medio de cultivo de
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Figura 3 B: gel de poliacrilamida en
condiciones nativas mediante el cual se
determind la presencia de rHDL de 78 A
con un peso molecular aparente de 140
kDa

Como muestra la figura 3 A, el gel indica bandas de peso molecular
compatible con particulas discoidales (Figura 3 B) conteniendo dos moléculas
de apoA-I por disco, incluso en el medio de células sin incubar con apoA-l o
rHDL. Asimismo se pueden observar bandas proteicas correspondientes a la
albumina (67 kDa), correspondiente al menor de los marcadores de peso
molecular (St Pm, Pharmacia).

También observamos la presencia de proteinas de alto peso molecular
en la zona del marcador de 669 kDa. Estos corresponderian a agregados
lipoproteicos de elevado peso molecular que son observados también en la
placa control.

Aparentemente, estas proteinas serian producidas por las células

independientemente de la induccién por apoA-I libre o lipidada.
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El medio de cultivo se cromatotografi6 en columnas de exclusion
molecular en las mismas condiciones indicadas en la preparacion de las
particulas discoidales y se midié radiactividad de [3H] colesterol en las
fracciones eludias (ver Figura 4). Solo se observo la presencia de [3H]
colesterol en las fracciones que eluyen al frente y qu corresponden a
agregados lipoproteicos de mucho mayor tamafno que las HDL discoidales, que
probablemente correspondan a las bandas de alto PM observadas en el gel
(Figura 3A).

Posteriormente se realizdé un gel en condiciones desnaturalizantes con
las fracciones de las muestras que contenian el maximo de radiactividad
correspondiente a [*H] colesterol con el objetivo de detectar la presencia de
apoA-l en esas fracciones. Se sembré un marcador de pesos moleculares y
apoA-l como control positivo. Posteriormente el gel fue transferido a membrana
de PVDF y se analizé la probable presencia de apoA-l mediante western blot
como fue descrito previamente.

No se detectd apoA-I en ninguno de los casos estudiados (Figura 5).
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Figura 4

Perfil de radiactividad de *H colesterol en medio de cultivo
celular luego del tratamiento con apoA-l o discos de apoA-I

2500
2000 -+
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g 1000 ~ tiempo de tiempo de retencién
I retencion ‘ de rHDL discoidales
de liposo-
mas
500 A
0 1 1 1 1 r 1 1 1 1 r 1 1 1 1 r 1 1 1 1 r 1 1 1 1
20 30 40 50 60 70

tiempo de retencion ( min )

—e— medio de cultivo de células tratadas con con apoA-|
—v— medio de cultivo de células tratadas con rHDL 78 A
=— medio de cultivo de células tratadas con rHDL 96 A

Figura 4: Se representa la radioactividad medida en las fracciones indicadas
separadas por Sepharose 6 + Superdex 200. Se indica con una flecha el tiempo
de retencion correspondiente a liposomas unilamelares pequefios, que indican el
volumen de exclusion y rHDL discoidales. EI maximo de radioactividad
correspondiente a ®H colesterol se encuentra en particulas lipoproteicas de muy
alto peso molecular.
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Figura 5: Imagen
obtenida al revelar por

luminiscencia la
membrana de PVDF
transferida con las

fracciones que tienen la
radiactividad de °H
colesterol

. MOVILIZACION DE COLESTEROL INTRACELULAR FORMADO A
PARTIR DE 14[¢] MEVALONATO POR rHDL DISCOIDALES CON POPC

La figura 6 indica la relacién existente entre la movilizacién de Col
intracelular en colestenona (colesterol oxidado)y el colesterol intracelular.
Podemos observar el aumento significativo en esta relacion producidos por el
tratamiento celular con apoA-I, 78A rHDL y 96A rHDL en relacion a los valores
controles.

Asimismo se observa el aumento significativo de colestenona en relacién
a la radioactividad total incorporada en las células (Figura 7).

En cuanto a los niveles de ésteres de colesterol intracelular no se han
observados cambios con respecto a los niveles controles (Figura 8). Sin
embargo se han cuantificado niveles de colesterol significativamente bajos en

relacién a los controles (Figura 9) en los tratamientos con apoA-I y rHDL 96A.
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Figura 6:
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Figura 6: Relacion [*H] colestenona /[2H] colesterol mediada por apoA-I, rHDL 78 Ay
rHDL 96 A en células CHOKI. En este caso las particulas empleadas contienen solo
POPC. Figura 7: Los valores también se han expresado como porcentaje de [°H]
colestenona en funcién de la radioactividad total incorporada

*P<0.05y ** P<0.01
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Figura 8:

12 - —/ control
s ApoA-|

10 T T [ = HDL78A
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%['*C] Esteres Colesterol/radioactividad total
»

Figura 8: Porcentaje de [*H] ésteres de colesterol en funcién de la radioactividad total
incorporada mediada por apoA-l, rHDL 78 A y rHDL 96 A en células CHOKI. En este
caso las particulas empleadas contienen solo POPC.

*P<0.05y ** P<0.01
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Figura 9:
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Figura 9: Porcentaje de [3H] colesterol en funcién de la radioactividad total incorporada
mediada por apoA-l, rHDL 78 A y rHDL 96 A en células CHOKI. En este caso las
particulas empleadas contienen solo POPC.

*P<0.05y ** P<0.01

V. MOVILIZACION DE COLESTEROL INTRACELULAR FORMADO A

PARTIR DE 14[C] MEVALONATO POR rHDL DISCOIDALES CON POPC Y
COLESTEROL (4:1)

Como podemos observar cuando analizamos los niveles de colestenona
en relacidon a los niveles de colesterol celular y en relacion a la radioactividad
total solo en los tratamientos con apoA-l y rHDL 78A hay aumento significativo
de los mismos (Figura 10 y 11 respectivamente).

No se han observado cambios en los niveles intracelulares de EC (Figura 12) y
Col (Figura 13).
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Figura 10:
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Figura 10: Relacion [3H] colestenona /[3H] colesterol mediada por apoA-I, rHDL 78 Ay
rHDL 96 A en células CHOKI. En este caso las particulas empleadas contienen POPC
y colesterol (relacion molar 4:1). Figura 11: Los valores también se han expresado
como porcentaje de [*H] colestenona en funcion de la radioactividad total incorporada
*P<0.05y* P<0.01
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incorporada mediada por apoA-l, rHDL 78 A y rHDL 96 A en células CHOKI. En este

caso las particulas empleadas contienen POPC y colesterol (relacion molar 4:1)

Figura 12: Porcentaje de [*H] ésteres de colesterol en funcion de la radioactividad total
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Figura 13: Porcentaje de [*H] colesterol en funcién de la radioactividad total
incorporada mediada por apoA-l, rHDL 78 A, rHDL 96 Ay 120 A en células CHOKI.
En este caso las particulas empleadas contienen POPC vy colesterol (relacion molar
4:1)

*P<0.05y ** P<0.01

1-3  DISCUSION

“Influencia del estado de lipidacion de apoA-l en la remocion del colesterol

celular y movilizacién de depdsitos enddgenos hacia la membrana plasmatica”

Si bien la lipidacién de apoA-l disminuye su capacidad de promover la
salida de colesterol de células, esto es independiente del tamafio o de la
presencia de colesterol en los complejos lipoproteicos (figs 1y 2).

Cuando las células son cargadas de esta manera con colesterol
radiomarcado, éste se particiona preferentemente en la membrana plasmatica
de donde puede ser transferido pasivamente a diferentes aceptores
independientemente de la movilizacion de depdsitos enddgenos e inclusive
independientemente de la actividad del ABCA1 en el caso de las rHDL por
estar previamente lipidadas.

Aunque no podemos descartar que particulas con apoA-l actuen como
intermediarios, el analisis del medio extracelular indicé que el colesterol
removido estd asociado casi exclusivamente a grandes particulas que no
contienen apoA-Il. Aparentemente, las células formarian complejos lipoproteicos
de alto peso molecular independientemente de la induccién por apoA-I libre o
lipidada, pero la cantidad de colesterol asociada a estos complejos aumenta
con el tratamiento con apoA-l. En un trabajo reciente, Duong y col. (240)
mostraron que la induccién de ABCA1 en macéfagos y fibroblastos resulta en la
secrecion al medio de microparticulas lipoproteicas aparentemente formadas
por vesiculas liberadas de la membrana plasmatica. Aunque la cantidad de
vesiculas secretadas no es afectada por el tratamiento con apoA-l, la mayor
parte del colesterol que sale al medio por efecto de apoA-l esta asociado a

estas microparticulas. Esto explicaria nuestros resultados en células CHO
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indicando que la cantidad de estos complejos no varia con el tratamiento con
apoA-l, pero si la cantidad de 3H-colesterol asociado a los mismos.

Por otro lado, la estimulacion de la movilizaciéon hacia la membrana
plasmatica del colesterol recientemente sintetizado resulté ser muy
dependiente del tamafio y presencia de colesterol en las rHDL, siendo las
particulas grandes (96 A y 120 A) y con colesterol totalmente inactivas para
desencadenar este proceso.

Esto se correlaciona con la menor capacidad que tienen estos discos
para interactuar e intercambiar colesterol con membranas artificiales (148).
También se correlaciona con el menor grado de exposicidén que presenta un
epitope de la regién central de apoA-l, como se detectd previamente en este
grupo con anticuerpos monoclonales (110).

Como los estudios con el péptido central y mutantes de apoA-I indican
que esta regidn central esta involucrada en este proceso, estos resultados
sugieren que la conformacion de la region central de apoA-l en los discos
grandes y ricos en colesterol es inefectiva para desencadenar la sefializaciéon
intracelular necesaria para la movilizacién de los depdsitos intracelulares de
colesterol. Esto podria deberse a una menor capacidad de uniéon a la
membrana celular o a una menor interaccién con los posibles receptores que

desencadenan las vias de sefalizacion que conducen a este proceso.
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CAPITULO 5

SENALES INTRACELULARES
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1-1 INTRODUCCION

Como se menciond en la introduccidn general (Seccidn 6), poco es
conocido sobre las vias de sefalizacion involucradas en la movilizacién de los
depdsitos intracelulares de colesterol pero algunas evidencias atribuyen algun
rol a PKC en este proceso. Como los niveles de Ca** citosdlico y de DG en la
membrana plasmatica son los activadores mas importantes de la mayoria de
las isoformas de PKC, en este capitulo se estudio si éstos podrian mediar la
respuesta celular al estimulo con apoA-l. También se traté de detectar la
interaccion entre apoA-l y las variantes usadas en los capitulos anteriores con

proteinas celulares como ABCA1 y SR-BI.

1-2 RESULTADOS

|. INCORPORACION DE ACIDO ARAQUIDONICO EN FOSFATIDILINOSITOL
BIFOSFATO (PIP2)

En los experimentos descriptos en el capitulo 2, se observé un aumento
en la incorporacion de acido oleico en DG por el estimulo de apoA-l. Aqui
quisimos evaluar la posibilidad de que apoA-l desencadene una via de
sefalizacion a partir de la hidrdlisis de PIP2 en IP3 y DG por la actividad de la
fosfolipasa C.

Se marcaron las células con ['*C]-acido araquidénico, lo que se marca
preferencialmente la fraccion de PI (fosfatidilinositol), y se incubaron con apoA-|
a diferentes tiempos (0, 2, 4 y 10 minutos). No se observaron cambios en el

nivel de la radioactividad en PI (Figura 1) ni en diacilglicéridos (Figura 2).
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Figura 1:
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Figura 1: Porcentaje de ['“C] PI en funciéon de la radioactividad total incorporada
mediada por apoA-l a diferentes tiempos (0, 2, 4 y 10 min) de tratamiento con la
proteina en células CHOKI.

*P<0.05y ** P<0.01
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Figura 2:
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Figura 2: Porcentaje de ['“C] DG en funciéon de la radioactividad total incorporada
mediada por apoA-l a diferentes tiempos (0, 2, 4 y 10 min) de tratamiento con la
proteina en células CHOKI.

*P<0.05y** P<0.01

Il CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DEL CA** INTRACELULAR

Como fue descripto que las HDL activan la via de sefalizacion que
hidroliza al fosfatidilinositolbifosfato (PIP2) a inositoltrifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DG) induciendo a partir de |IP3 cambios de concentracion de
calcio intracelular (174) fue de interés analizar si esto es dependiente de apoA-I

en células CHO.

Un rapido incremento en el nivel de Ca*" citosdlico también fue
observado en fibroblastos y en células endoteliales por accién de las HDL,
aunque en este caso ni apoA-I ni apoA-Il parecen ser las responsables.

Realizamos algunas pruebas preliminares para ver si la estimulacion de
CHOKI con apoA-lI producia incremento en la concentracion de calcio

intracelular. Cuando cargamos a las células CHOKI con Fura-2/AM fue
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necesario incorporar al mismo medio acido plurénico (0.015 %) para
permeabilizarlas al Fura (Figura 4)

Podemos observar en la figura 3 que las células CHOKI respondieron
positivamente al estimulo de ionomicina, observado como un incremento de
fluorescencia luego de ~ 300 seg de iniciado el experimento. Cuando fueron
incubadas en medio extracelular con apoA-l en presencia o no de calcio no se
registraron diferencias en la relacién de las dos emisiones del Fura 2AM (340 y
380 nm).
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Figura 3: ApoA-l no modifica la [Ca+2] intracelular: La relacién de fluorescencia a
340 y 380 nm en células CHOKI (crecidas en monocapa sobre cubreobjetos a un
100% de confluencia) cargadas con Fura 2 AM (5uM) fue observada inmediato al
agregado de apo (20ug/ml) en presencia (curva roja) o ausencia (curva verde) de Ca**

extacelular), 6 de ionomicina (curva azul)
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Figura 4:

A. Imagen de cultivos de células CHOKI por microscopia de fluorescencia

B. Células CHOKI tratadas con Fura2AM (5uM)

C. Células CHOKI tratadas con Fura2AM (5uM) y permeabilizadas con acido
plurénico (0.015%)
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1-3 DISCUSION

Estos resultados indican que apoA-I no estimula la hidrdlisis de PIP2, el
cual al no haber sido hidrolizado en IP3, no se indujo el eflujo de Ca** del
reticulo endoplasmico.

A partir de estos resultados podemos indicar que apoA-I| deslipidizada no
activa la hidrdlisis de PIP2, lo que es coincidente con experimentos de Nofer y

col (241) realizados en fibroblastos.

En dicha activacion estaria implicada la actividad de un lipido especifico
de las HDL no teniendo responsabilidad directa el componente proteico de las
HDL. Se ha postulado que lisoesfingolipidos tales como lisosulfatidos (LSF) o
esfingosilfosforilcolina (SPC) de las HDL (241) sean los responsables en activar
esta via de sefalizaciéon. Esta via tendria un rol directo en la actividad
proliferativa celular utilizando como intermediarios a activadores mitogénicos
como las MAP Kinasas (173).

Descartada esta posibilidad, el otro mecanismo posible en este tipo
celular seria la activacién directa de fosfolipasas C y/o D especificas de
fosfatidilcolina, lo cual generaria PA y DG, el que a su vez activaria a PKC
estabilizando al ABCA1 Este mecanismo fue confirmado para otros tipos
celulares (175) (176) (180) (237) (225).

[l. ENSAYOS PRELIMINARES DE LA INTERACCION DE apoA-l CON
ABCA1Y SRBI

En una primera instancia se realizaron diversas pruebas para poner a
punto la técnica para la deteccion de las proteinas ABCA1 y SR-BI en células
CCD27SK 'y CHOKI (ver figuras 5, 6 y 8).

A fin de caracterizar la region de apoA-l que estuviese involucrada en el
reconocimiento de proteinas de membrana como el transportador ABCA1 y SR-
Bl, se incubaron fibroblastos (CCD27SK y CHOKI) con apoA-l y las variantes
AK107 y H9-10@ H3-4.
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Posteriormente al agregado del agente entrecruzante como se ha
detallado en Materiales y Métodos, las proteinas fueron corridas en un gel de
poliacrilamida (SDS PAGE) y luego transferidas a la membrana de
nitrocelulosa, la cual fue enfrentada con el anticuerpo anti-apoA-l y revelada

como se explico en Materiales y Métodos.

Con células CCD27SK se observaron productos de crosslinking
reconocidos por el anticuerpo anti-apoA-I de un peso molecular cercano a 250
kDa en todos los casos testeados (con apoA-l, AK107 y H9-10@ H3-4). (ver
figura 7)

Con células CHOKI, sin embargo, sélo detectamos este producto en el
caso de apoA-l. En este caso el tamafio corresponde al producto de croslinking
de apoA-l con ABCA1, aunque aun queda por confirmar que se trate de esta
proteina. Para ello, planeamos en el futuro realizar immunoprecipitacion con un
anticuerpo anti-ABCA1 previamente a la separacion electroforética e

inmunoblotting con anti-apoA-I.

250 kDa

Figura 5: Deteccion de ABCA1 en células
CCD27SK. Luego de estimular las células con
hidroxicolesterol (2.5 pg/ml) y acido retinoico
(10 uyM) durante 24 hs, se sembraron en un
gel de poliacrilamida con SDS y discontinuo
(6-10%) aproximadamente 20 ug de proteinas
totales. Posteriormente el gel fue transferido a
una membrana de nitrocelulosa y ésta tratada
con anticuerpo anti ABCA1 (1:500). Las
bandas detectadas estan sefalizadas vy
tienen un PM aproximado de 250 kDa
(comparada con ST de alto peso molecular)

P MT 250kDa

Figura 6: Deteccion de SRBI en células
CCD27SK. Luego de estimular las células con
hidroxicolesterol (2.5 pg/ml) y acido retinoico
(10 uM) durante 24 hs, se sembraron en un
gel de poliacrilamida con SDS y discontinuo
(6-10%) aproximadamente 20 ug de proteinas
totales. Posteriormente el gel fue transferido a
una membrana de nitrocelulosa y ésta tratada
con anticuerpo anti SR-BI (1:500). Las bandas
detectadas estan sefializadas y tienen un PM
superior a 250 kDa
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Deteccion de productos de crosslinking en
CCD27SK (PM: 250kDa)

Deteccion de productos de apoA-l en
CCD27SK (PM: 68kDa)

(de izquierda a derecha: apoA-I, apoA-| +cx,
Al wt +cx, AK107+cx, H9-10@ H3-4 +cx)

Figura 7: Deteccion de productos de crosslinking en células CCD27SK. Luego de
estimular las células con hidroxicolesterol (2.5 pg/ml) y acido retinoico (10 uM) durante 24 hs
las células fueron tratadas con apoA-l y luego con el agente entrecruzante Sulfo-EGS como
descripto en Materiales y métodos. Posteriormente se sembraron en un gel de poliacrilamida
con SDS vy discontinuo (6-10%) aproximadamente 20 ug de proteinas totales.
Posteriormente el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y ésta tratada con
anticuerpo anti apoA-l (1:2000). Las bandas detectadas corresponden a productos de
entrecruzamiento (PM aproximado a 250kDa) y productos con apoA-l (PM 68 kDa)

Deteccion de ABCA1 en CHOKI
¢ (PM: 250 kDa)

Figura 8: Detecciéon de ABCA1 en células CHOKI. Luego de estimular las células
con hidroxicolesterol (2.5 pg/ml) y acido retinoico (10 pM) durante 24 hs, se
sembraron en un gel de poliacrilamida con SDS y en gradiente (4-25 %)
aproximadamente 50 ug de proteinas totales. Posteriormente el gel fue transferido a
una membrana de nitrocelulosa y ésta tratada con anticuerpo anti ABCA1 (1:500).
Las bandas detectadas estan sefializadas y tienen un PM aproximado de 250 kDa
(comparada con ST de alto peso molecular)
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Deteccion de productos de crosslinking
" (de izquierda a derecha: control sin
proteina, apoA-I +cx, Al wt +cx)

Deteccion de productos de apoA-I
e W (de izquierda a derecha: control sin
proteina, apoA-I +cx, Al wt +cx)

control apoA-I apoA-Iwt

Figura 9: Deteccion de productos de crosslinking en células CHOKI. Luego de estimular
las células con hidroxicolesterol (2.5 ug/ml) y acido retinoico (10 uM) durante 24 hs las
células fueron tratadas con apoA-l y luego con el agente entrecruzante Sulfo-EGS como
descripto en Materiales y métodos. Posteriormente se sembraron en un gel de poliacrilamida
con SDS y en gradiente (4-25%) aproximadamente 50 pg de proteinas totales.
Posteriormente el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y ésta tratada con
anticuerpo anti apoA-l (1:2000). Las bandas detectadas corresponden a productos de
entrecruzamiento (PM aproximado a 250kDa) y productos con apoA-l (PM 68 kDa)
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"ROL DEL DOMINIO CENTRAL PARA LA FUNCIONALIDAD DE APOA-T"

# Los resultados obtenidos con el péptido Al 77-120 en células CHOKI
indican que las dos hélices Y centrales de apoA-| serian suficientes para
desencadenar la movilizacion de colesterol disponible para ACAT,
promover el transporte de colesterol sintetizado de novo hacia la
membrana plasmatica y producir el eflujo del mismo al medio
extracelular. Este péptido, sin embargo, es incapaz de inducir la salida al
medio extracelular de fosfolipidos, al menos de aquellos conteniendo
colina (PC o SM).

# La delecion de Lys107 (AK107) en la hélice 4, elimina la capacidad de
apoA-l para disminuir el pool de colesterol disponible para ACAT y
movilizar colesterol intracelular recientemente sintetizado hacia la
membrana plasmatica. Esto no so6lo soporta la hipétesis de que las
hélices Y centrales son esenciales para desencadenar este proceso,
sino que también sugiere que seria necesaria una correcta orientacion
de ambas caras (hidrofilica e hidrofébica) a lo largo de esta hélice. Esta
delecién, sin embargo, no afecta la capacidad de la proteina para
promover el eflujo del colesterol de la membrana plasmatica hacia el
medio extracelular. Como esta mutacién ocurre naturalmente, estas
observaciones pueden ser importantes para interpretar las alteraciones

del metabolismo y transporte lipidico en estos pacientes.

# El intercambio del par de hélices Y central (3-4) por el del extremo C (9-
10) en la mutante H9-10@H3-4, aunque disminuye la capacidad de la
proteina para inducir la salida al medio extracelular del colesterol de la
membrana plasmatica, mantiene la totalidad de la actividad de movilizar
los depdsitos intracelulares de colesterol. Esto sugiere que para
desencadenar este proceso, mas que una secuencia especifica se
requeriria una distribucién de cargas tipo Y en la cara polar de estas

hélices centrales.

183



# E|l comportamiento opuesto de AK107 y H9-10@H3-4 en cuanto a
promover la movilizacién de depdsitos intracelulares de colesterol o su
salida al medio desde la membrana plasmatica, indica que estos dos
procesos no estan necesariamente correlacionados y podrian ser

mediados por diferentes dominios de apoA-I.

# Nuestros resultados también indican una ausencia de correlacion entre
la salida de colesterol y fosfolipidos al medio extracelular. La total
inactividad mostrada por AK107 y H9-10@H3-4 para promover el eflujo
de fosfolipidos marcados con ['*C]-fosfocolina por encima del nivel del
control, sugiere algun rol para la hélice 4 en este proceso, pero otras
regiones de apoA-l serian ademas necesarias ya que el péptido Al 77-

120 también es inactivo.

# La falta de actividad del péptido Al 77-120, AK107 y H9-10@H3-4 para
promover eflujo celular de fosfolipidos probablemente se deba a la
dificultad que presentan para ser lipidados, ya que practicamente no
reaccionan espontaneamente (Al 77-120 y H9-10@H3-4), o lo hacen
con menor eficiencia que apoA-l (AK107), con liposomas de
dimiristoilfosfatidilcolina en la transicion de fase (Prieto y Garda,
resultados no publicados). Sin embargo, una pregunta fundamental que
surge es como Al 77-120, AK107 (y en menor medida H9-10@H3-4)
pueden promover eflujo de colesterol celular sin incrementar el eflujo de
fosfolipidos.

Nuevos experimentos seran necesarios para comprender con exactitud
esta cuestion, pero basandose en el hecho observado en el capitulo 4,
de que la mayor proporcion del colesterol del medio extracelular se
encuentra asociado a grandes complejos lipoproteicos (probablemente
microvesiculas de membrana) que no contienen apoA-I, al menos dos
mecanismos serian en principio posibles:

1) La secrecion directa de microvesiculas membranosas relativamente

mas enriquecidas en colesterol, debido al incrementado transporte de
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este compuesto desde los depdsitos intracelulares hacia la membrana
plasmatica.

y 2) La facilitada desorcion del colesterol de la membrana plasmatica y
transferencia a otros aceptores extracelulares como estos grandes
complejos o microvesiculas. Esto es sugerido por resultados previos de
nuestro laboratorio (101) que muestran que Al 77-120 es tan activo
como apoA-l para promover la desorcion de colesterol de membranas

artificiales y catalizar su intercambio entre vesiculas fosfolipidicas.

“INFLUENCIA DEL ESTADO DE LIPIDACION DE APOA-I EN LA
REMOCION DEL COLESTEROL CELULAR Y MOVILIZACION DE
DEPOSITOS ENDOGENOS HACIA LA MEMBRANA PLASMATICA DE
CELULAS CHOKI"

# La lipidacidon de apoA-l en la forma de complejos lipoproteicos discoidales
reconstituidos (rHDL) disminuye la capacidad de promover la salida al
medio extracelular del colesterol de la membrana plasmatica de estas
células. La magnitud de este efecto, sin embargo, es independiente del

tamano y contenido de colesterol de las HDL.

# Por otro lado, la movilizacion hacia la membrana plasmatica del colesterol
recientemente sintetizado resultd ser muy dependiente del tamano y
presencia de colesterol en las rHDL, siendo las particulas grandes que
contienen colesterol totalmente inactivas para desencadenar este
proceso. Asi, tanto las de 96 A (que contienen 2 moléculas de apoA-I por
disco) como las de 120 A (con 3 moléculas de apoA-I por disco) pierden
completamente esta actividad. Como mencionamos para el caso de la
mutante de delecion, observamos que el tamarfio y contenido de Col de las
particulas no influyen sobre la remocion del Col pudiendo éste ser
transferido pasivamente a diferentes aceptores. Dicho mecanismo es
independientemente de la movilizacion de depdsitos endogenos e
inclusive sin la actividad del ABCA1 en el caso de las rHDL por estar

previamente lipidadas.
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# Esto se correlaciona con la menor capacidad que tienen estos discos para
interactuar e intercambiar colesterol con membranas artificiales, y con el
menor grado de exposicion que presenta un epitope de la regién central
de apoA-l, como se detectd previamente en este grupo con anticuerpos
monoclonales (139). Asi, la conformacién de la region central de apoA-I
en los discos grandes y ricos en colesterol seria inefectiva para
desencadenar la sefalizacion intracelular necesaria para la movilizacion
de los depdsitos intracelulares de colesterol. Muy probablemente, ésto se
deba a la menor afinidad por membrana lipidicas que presentan estos
discos, pero una conformacion de apoA-l incapaz de interactuar con las
proteinas celulares que desencadenarian la vias de sefalizacion

necesarias no puede ser descartada por el momento.

# Similarmente a los resultados obtenidos con las mutantes AK107 y H9-
10@H3-4, estos resultados con las diferentes rHDL también indican la
ausencia de correlacion entre la movilizaciéon de depdsitos intracelulares
de colesterol y la salida de este compuesto desde la membrana
plasmatica hacia el medio extracelular. Esto soporta el concepto de que la
movilizacion intracelular no es una simple consecuencia de la deplecion
del colesterol de la membrana plasmatica, lo que esta de acuerdo con el
hecho de que aceptores inespecificos de colesterol como albumina o

ciclodextrina sean inactivos en este proceso (239)

“INCORPORACION DE ACIDO OLEICO EN DIFERENTES FRACCIONES
LIPIDICAS Y SENALES INTRACELULARES"

# Nuestros datos indican un aumento significativo en la incorporacién de
oleato en fosfolipidos y diacilglicéridos por tratamiento con apoA-l y H9-
10@H3-4 tanto en CCD27SK como en CHOKI. Ito y col. (237)
observaron en astrocitos de rata que apoA-l induce un aumento de la

sintesis de novo de diglicéridos (DAG), fosfatidilcolina (PC) vy
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esfingomielina (SM). Este efecto fue atribuido a la necesidad de
reemplazar a la SM y PC de la membrana plasmatica que es removida
por apoA-l. Estos autores también propusieron que la resintesis de SM
se produce a partir de la transferencia de fosforilcolina a ceramida, que
resulta en la formacién de DG y seria el responsable de la activacion de
PKC Esto, si bien podria explicar el efecto de apoA-l en las células
CCD27SK y CHOKI, no puede ser la causa del efecto de H9-10@H3-4,
ya que esta mutante no produce eflujo de fosfolipidos de colina.

* Nuestros experimentos también indican que se produce un aumento
significativo en la incorporacion de acido oleico a TG con el tratamiento
de apoA-I en células CHOKI y con el tratamiento de todas las variantes
empleadas (apoA-l, apoA-l wt, Al 77-120, AK107 y H9-10@H3-4) en el
caso de CCD27SK. La formacion de TG a partir de DG fue propuesta
como un mecanismo de terminacion de sefales (238) por remocion de
DG de la membrana. Asi, es probable que esa sea la razén del aumento

de radioactividad observado en TG.

* Cuando el Pl de células CHOKI es preferencialmente marcado con acido
araquidénico radioactivo, no detectamos generacion de DG por el
estimulo de apoA-I. Asi, si un incremento de DG esta involucrado en la
activacion de PKC propuesta como necesaria para la movilizacion del
colesterol intracelular, éste no proviene de la hidrélisis de Pl. Tampoco
de detectaron modificaciones en el nivel de Ca*? citosoélico por estimulo
de apoA-l, indicando que la movilizacion del colesterol intracelular es
independiente de este mecanismo de sefalizacion.(36) (132) (156) (158)
(139) (148) (242)
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	Figura 3. Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y ΔK107 sobre la actividad de apoA-I en disminuir el pool de colesterol disponible para la esterificación en células CHOKI. Monocapas confluentes cargadas con colesterol fueron tratadas con medio de cul...
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	Figura 5.  A: Influencia de apoA-I y del péptido AI 77-120 sobre la esterificación de oleato en triacilgliceroles en células CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y ΔK107 en comparación con apoA-I en aumentar la esterificación de oleato e...
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	Figura 6.  A: Influencia de apoA-I y del péptido AI 77-120 sobre la esterificación de oleato en triacilgliceroles a 1 y 24 hs de marcación con oleato en células CHOKI. B: Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y ΔK107 sobre la actividad de apoA-I en a...
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	Figura 7.  A: Influencia de apoA-I y del péptido AI 77-120 sobre la esterificación de oleato en diacilgliceroles en células CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y ΔK107 sobre la actividad de apoA-I en aumentar la esterificación de oleato...
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	Figura 8.  A: Influencia de apoA-I y del péptido AI 77-120 sobre la esterificación de oleato en diacilgliceroles a 1 y 24 hs de marcación con oleato en células CHOKI. B: Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y ΔK107 sobre la actividad de apoA-I en au...
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	Figura 9.  A: Influencia de apoA-I y del péptido AI 77-120 sobre la concentración del ácido oleico intracelular en CCD27SK. B: Influencia de las variantes H9-10@H3-4 y ΔK107 sobre la actividad de apoA-I en aumentar la concentración de oleato intracelu...

	A
	B
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