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1. Estructura y caracteristicas de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL)

Las HDL forman una de las principales familias de lipoproteinas presentes en el
plasma. El colesterol transportado por las HDL ha sido considerado un factor
protector frente a la arteriosclerosis, mientras el colesterol de LDL constituye un
factor de riesgo. Estos conceptos tienen su base en varios estudios clinicos y
epidemiol6gicos que han demostrado una relacién inversa entre la concentraciéon
del colesterol de HDL vy el riesgo de sufrir arteriosclerosis, mientras esta relaciéon

es directa en el caso del colesterol de LDL [1].

El nombre de HDL (high density lipoprotein) implica la utilizacién de un criterio
de densidad en la clasificacion de las familias lipoproteicas y asimismo, el método
utilizado (ultracentrifugacién) para su separacion de otros componentes del
plasma. En esta separacion se obtienen las diferentes familias de lipoproteinas: los
quilomicrones, VLDL (very low density lipoprotein), IDL (intermediate density
lipoprotein), LDL (low density lipoprotein) y las HDL. Utilizando como clasificacién
este mismo criterio de densidad, se puede distinguir dos subpoblaciones
mayoritarias, las HDL2 (densidad entre 1,063 y 1,125 g/mL) y las HDL3 (densidad
entre 1,125y 1,210 g/mL) y las prep-HDL de mas de 1,210 g/mL.

Otra forma de clasificacion clasifica las particulas de HDL en funcién de su
contenido apolipoproteico. Las apolipoproteinas son proteinas, normalmente de
composicion bastante hidrofébica, que estabilizan la estructura y confieren buena
parte de la funcionalidad a las lipoproteinas. La apolipoproteina A-I (apoA-I) es la
proteina cuantitativamente mas abundante en HDL, seguida de la apoA-II. Ello da
lugar al concepto frecuentemente utilizado de HDL con apoA-I y sin apoA-I],
HDL con apoA-I y con apoA-II, y HDL con apoA-II y sin apoA-I [2]. Hay que
tener en cuenta que esta clasificacion no tiene en cuenta el contenido de las HDL

en otras apolipoproteinas minoritarias: C-I, C-1I, C-III, A-IV, E, D, ] y H. Por tanto,
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incluso dentro de cada uno de estos tipos de particulas existe una heterogeneidad
apolipoproteica importante. Otra clasificacion, basada en la movilidad
electroforética en geles de agarosa, agrupa a las subpoblaciones de HDL segtin su
carga eléctrica, y por tanto, segin su movilidad como o, pre-p y y. La separacion
de las HDL segtn su tamafio se puede realizar utilizando la electroforesis en un
gel no desnaturalizante en gradiente de poliacrilamida. De esta forma se obtienen
poblaciones que, a semejanza de las obtenidas por ultracentrifugacion, se
denominan (de menor a mayor didmetro medio) HDL3c (7,6 nm), HDL3b (8,0 nm),
HDL3a (8,4nm), HDL2a (9,2 nm) y HDL2b (10,6 nm) [3]. En la Figura I-1 y la Tabla
I-1 se resumen las caracteristicas de las HDL humanas y su clasificacién. Las HDL
de ratén no tienen tanta heterogeneidad de tamafos y se muestran como una

poblaciéon homogénea de unos 10 nm de didmetro.

Ademas de las apolipoproteinas, en el componente proteico de las HDL se
encuentran enzimas que estan asociados a la particula de HDL. Entre estos
enzimas se encuentran los que estan asociados al metabolismo de las HDL como
son la lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), la proteina transferidora de
ésteres de colesterol (CETP) y la proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP).
Ademas, en estas particulas también se pueden encontrar asociados otros enzimas
con un papel menos claro o desconocido en las HDL como son la paraoxonasa 1
(PON1), paraoxonasa 3 (PON3), acetilhidrolasa de factor plaquetario (PAF-AH), y
glutation selenoperoxidasa plasmatica (GPX3). En determinadas condiciones
tisiologicas la composicion de las HDL puede variar, como es el caso de la
respuesta a fase aguda, en la cual aparecen en el plasma proteinas como son el
amiloide sérico A, la ceruloplasmina y la apoJ, que se asocian a HDL y pueden

variar su estructura y funcionalidad.
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Diametro y densidad
“HDL,, HDL,
=7-12 nm

Carga eléctrica ForT;iscgid3|
* Alfa, pre-Beta, Gamma « Esférica
HDL

Composicion apolipoproteica
= apoA-l, A-l, A-IV,C’s, E
sLp A-l, LpA-+All

Figura I- 1. Esquematizacién de las caracteristicas de las HDL.

Clasificacion segun criterios de tamafo, densidad, carga elétrica (movilidad electroforética), composicion

apolipoproteica y forma. EC, ésteres de colesterol; TGL, triglicéridos. Adaptado de [4].

Tabla I- 1 Caracteristicas y clasificacién de las HDL de plasma humano.

Propiedad Pre-beta HDL HDL, HDL;
Pre-beta;: 71.000
Peso Molecular (Dalton) 360.000 175.000
Pre-beta,: 325.000
Movilidad Electroforética || Pre-beta alfa alfa
Densidad (g/ml) >1,210 1,063-1,125 1,125-1,210
Subpoblaciones Pre-beta, Pre-beta, Pre-beta; || HDL,, HDL,, HDL;, HDL;, HDL;,
HDL;,: 8,2-8,8
Pre-beta,: 5.4-7 HDL,: 9,7-12
Diametro (nm) HDL;,: 7,8-8,2
Pre-beta,: 12-14 HDL,,: 8.8-9,7
HDL;.: 7,2-7,8
(mg apo A-I/dL) 13,9 34,4
6-8
(mg cholesterol/dL) 17,7 30,6
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2. Metabolismo de las HDL

El metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad esta esquematizado en la

Figura I-2.

Intestino

@ Captacion de
Capftacion particulas HDL
selectiva de EC

Cubilina

Figura I-2. Vias implicadas en la generacion e interconversiéon de las HDL.

Abreviaturas: TGRL, lipoproteinas ricas en triglicéridos; EC, ésteres de colesterol, LPL lipoproteina lipasa;
ABCI proteina reguladora del eflujo del colesterol; CETP proteina transferidora de ésteres de colesterol, SR-
BI receptor scavenger B-1; HL lipasa hepatica; EL lipasa endotelial; LCAT, lecitina-colesterol

aciltransferasa; PLTP proteina transferidora de fosfolipidos. Esquema adaptado de [5].

Las HDL2 y HDL3 maduras proceden de precursores de apoA-I libre y pre-f3-
HDL que son producidos como HDL nacientes HDL por el higado o intestino, o
bien son liberadas por la lipdlisis que la lipoproteina lipasa (LPL) efecttia sobre las
lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL y quilomicrones). El eflujo de colesterol
mediado por ABCA1 desde las células es importante para la lipidizacién inicial de
las lipoproteinas de HDL vy la esterificacion del colesterol por la lecitina-colesterol

aciltransferasa (LCAT) provoca que el colesterol pase al ntcleo de la particula,
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generando particulas esféricas. Estas particulas contintian creciendo por la acciéon
de la proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP) que media la fusiéon de
remanentes de superficie y la LCAT continda esterificando colesterol. En sentido
inverso las particulas grandes HDL2 son de nuevo convertidas a HDL3 por varios
mecanismos. La proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) intercambia
ésteres de colesterol de las HDL2 por triglicéridos de las lipoproteinas con apoB
(VLDL y LDL), y posteriormente la lipasa hepatica (HL) hidroliza los triglicéridos

y fosfolipidos de la HDL disminuyendo su didmetro.

Por otro lado el receptor scavenger B-1 (SR-BI) en el higado y en los tejidos
esteroidogénicos (gldndulas adrenales y goénadas) recoge selectivamente los
ésteres de colesterol de las HDL?2, vacidndolas. La interconversion de HDL2 en
HDL3 mediada por CETP y HL, y la conversién de HDL3 en HDL2 mediada por
la PLTP liberan apoA-I libre o particulas pobres en lipidos. Una parte de la apoA-I
libre puede adquirir lipidos y empezar el ciclo de nuevo a través del eflujo de
colesterol mediada por ABCA1, pero una parte es filtrada a nivel glomerular en el
rifién, es reabsorbida a nivel tubular por el receptor cubilina-megalina, e

hidrolizada en las células tubulares del rifién.

Los lipidos de HDL son catabolizados bien de manera separada de sus
proteinas, como es la transferencia de ésteres de colesterol a través de la CETP a
otras lipoproteinas o a través de SR-BI a tejidos, o bien conjuntamente como
particula. En este Gltimo punto se ha identificado una proteina en la membrana de
los hepatocitos, que une apoA-I y media la endocitosis de la particula. Esta
proteina ha resultado ser la cadena beta del complejo ATP sintasa [6], y atin queda
por dilucidar el mecanismo y la importancia de este componente de la cadena

interna mitocondrial en el metabolismo de las HDL.

En los siguientes apartados se describen con cierto detalle las caracteristicas de
las apolipoproteinas y se exponen con mas detalle los diferentes pasos de el

metabolismo de HDL.
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3. Apolipoproteinas de HDL

ApoA-|

La apoA-I es el principal componente proteico (68% de la masa proteica) de las
HDL. También se encuentra presente en pequenas cantidades en los
quilomicrones, pero no en lipoproteinas que contienen apoB-100 (VLDL y LDL).
La apoA-I estd compuesta por 243 aminodcidos y tiene un peso molecular
aproximado de 28 kDA [7]. Se sintetiza en el higado y en el intestino, como
producto de un gen que se encuentra en la regiéon q23 del cromosoma 11, cerca de
los genes de las apos C-III y A-IV, y del de la insulina [8]. Las particulas
esferoidales de HDL contienen de 2 a 4 moléculas de apoA-I, cuya estructura es
probable que sea parecida a las de las HDL discoidales, que contienen dos
moléculas de apoA-I En la Figura I-3 se representa un modelo de la organizaciéon

de la apoA-I en particulas discoidales y esferoidales.

La apoA-I juega un papel estructural central en las HDL, como se demuestra en
los casos de deficiencia de apoA-I, que se asocian con deficiencia de HDL. La
apoA-I juega un papel fundamental en el inicio del eflujo de colesterol desde las
células ya que es el aceptor de fosfolipidos y colesterol que son transferidos por la
proteina reguladora del eflujo de colesterol (ABCA1). En la maduracién de las
HDL la apoA-I también es un factor decisivo, ya que es el cofactor de la LCAT [9].
Se ha atribuido a la apoA-I el papel de actuar de ligando del receptor SR-BI [10], y
por tanto, de participar en la captacion por parte del higado y de tejidos

esteroidogénicos de los ésteres de colesterol transportados por las HDL.
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Alfa-helices amfipaticas
de apoA-I

Colesterol no esterificado

e \ ¢

Fosfolipidos

Figura I- 3. Modelos moleculares propuestos para las HDL.

Panel A. Modelo de apoA-I libre incorporando estructuras globulares y de hélice en una conformacion de
baston abierto. Panel B. Modelo molecular de cinturén para un complejo fosfolipido/apoA-I. La organizacion
de las alfa-hélices anfipaticas son perpendiculares a la direccion de los acidos grasos de los fosfolipidos. El
par de moléculas de apoA-I estan en una orientacion antiparalela, permitiendo un alineamiento entre hélices
de puentes salinos entre ellas. Panel C. HDL esférica en la cual los lipidos y las apolipoproteinas estan unidas
por fuerzas no covalentes. La estructura es de una esfera de unos 10 nm de diametro con un nicleo no polar
de ésteres de colesterol (EC) y triglicéridos (TGL) encapsulado por una monocapa superficial de alfa-hélices

anfipaticas de apoA-I y fosfolipidos. Adaptado de [4]

La generacién de ratones transgénicos para la apoA-I, tanto de apoA-I de ratén
como apoA-I humana, ha permitido el estudio de su efecto en la susceptibilidad a
la arteriosclerosis. La conclusion de diferentes estudios es clara: la sobreexpresion
de apoA-I previenen la arteriosclerosis en modelos animales alimentados con una
dieta aterogénica [11] y en animales que desarrollan arteriosclerosis masiva como
ratones deficientes en apoE y transgénicos para la apo(a) [12,13]. En conclusién, la

sobreexpresion de apoA-I da lugar a un incremento del colesterol de HDL que es
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capaz de prevenir la arteriosclerosis. Este concepto coincide con los datos
epidemioldgicos en los cuales se encuentra una relacién inversa entre colesterol de

HDL y arteriosclerosis.

También se han generado ratones modificados genéticamente por inactivacion
(knockout) del gen de la apoA-I. Estos animales son deficientes en HDL
demostrando hasta que punto la apoA-I es importante para la estructura de las
HDL [14]. La ausencia de apoA-I causa deficiencia funcional de la LCAT, lo que
también ilustra sobre la necesidad de la apoA-I como cofactor de este enzima in
vivo [15] . Pese a que la apoA-I no es necesaria para mantener la concentraciéon de
LCAT en el plasma, la deficiencia de LCAT es en si misma un factor suficiente
para causar deficiencia de HDL. Sin embargo, los ratones sin apoA-I no
desarrollan mads arteriosclerosis que los ratones control ni en dieta de
mantenimiento ni en dieta rica en grasas [16]. En cambio, existe un aumento de
susceptibilidad a la arteriosclerosis en ratones deficientes de apoA-I que expresan
apoB-100 humana [17]. Por tanto, estos datos también apoyan el concepto
contrastado en estudios de humanos y que consiste en que el aumento de apoA-l'y
HDL previene la arteriosclerosis, pero la deficiencia de apoA-I y HDL no
necesariamente favorece el desarrollo de la misma si no existen otros factores de
riesgo. Por ultimo, el estudio de los ratones modificados genéticamente para
carecer de apoA-I ha permitido establecer el importante y especifico rol de la
apoA-I en el transporte de colesterol de HDL a los tejidos esteroidogénicos. En
estos animales, aunque no en ratones deficientes de apoA-II con una deficiencia de
HDL similar, hay deficiencia de ésteres de colesterol en tejidos esteroidogénicos,

indicando una deficiente transferencia de ésteres de colesterol a estos tejidos [18].

ApoA-i

El gen de la apoA-II se encuentra en la regiéon q21-23 del cromosoma 1 [19]. El
lugar de sintesis esencial es el higado y en pequefas cantidades en el intestino
delgado. En el plasma humano la forma mdas abundante de apoA-II es un

homodimero de 77 aminoacidos por péptido, unidos por un puente disulfuro
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formado por la tnica cisteina existente en cada molécula y que se encuentra en la
posicién 6 [20]. Otras formas moleculares menos abundantes son el heterodimero
de apoA-II-apoE y de apoA-II-apoD y la forma monomérica [21,22]. La apoA-II de
raton carece de esta cisteina y al no poder formar el puente disulfuro, sélo se
encuentra en forma monomérica. La apoA-II presenta un elevado porcentaje de o-
hélice (62%) [23], presentando una afinidad mas alta que la de apoA-I por las
monocapas lipidicas. Por ello, y al menos in vitro, un exceso de apoA-II puede

desplazar a la apoA-I de las HDL [24].

La concentraciéon plasmatica de apoA-II en personas normolipémicas es de
alrededor de 33-35 mg/dL [25], lo que representa aproximadamente el 20% de la
proteina de HDL, siendo la segunda apolipoproteina mas abundante en las HDL
después de la apoA-I. Estudios cinéticos han demostrado que, en contraste con la
apoA-I, la concentraciéon de apoA-II en el plasma es regulada principalmente por

la velocidad de sintesis y no por su catabolismo [25].

La funcién de la apoA-II estd mal definida y su estudio ha dado lugar a muchos
resultados contradictorios. Por ejemplo, diversos estudios in vitro han concluido
que la apoA-II activa o inhibe la accién de la lipasa hepatica [26] y de la proteina
transferidora de ésteres de colesterol [27,28]. También, se han descrito efectos
opuestos respecto si las HDL que contienen apoA-I y apoA-II favorecen o
antagonizan el eflujo de colesterol celular [29,30]. Parece, por el contrario, que hay
un mayor consenso en que la apoA-II no es, a diferencia de la apoA-I, un cofactor

de la LCAT y que, en exceso, incluso puede bloquear tal activacién [31-33].

La hiperexpresiéon de la apoA-II en ratones transgénicos se ha realizado
utilizando tanto el gen humano como el gen de ratén. Los ratones transgénicos de
apoA-II de ratén se caracterizan por presentar concentraciones de colesterol de
HDL aumentadas y particulas de HDL de tamafio mayor que la de los ratones
control [34]. Estas HDL no solo no protegen contra la modificaciéon de las LDL sino

que ademas presentaron caracteristicas proinflamatorias [35]. Como en el caso de
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los ratones transgénicos de apoA-II de ratén, presentan una mayor susceptibilidad
a la arteriosclerosis si bien ésta es mas evidente en dieta de mantenimiento o pobre
en grasas que en dieta rica en grasas [36]. Estas caracteristicas coinciden con las de
una cepa de ratones que fueron seleccionadas por expresar de manera natural més

apoA-II que sus congéneres [37,38].

La hiperexpresion de apoA-II humana provoca la aparicion de particulas de
HDL mas pequefias que las presentes en el plasma de ratones control. [39].
Ademas, en las lineas de ratones transgénicos con mayor concentraciéon de apoA-II
humana existe deficiencia de apoA-II y apoA-I de ratén, especialmente cuando los
animales son alimentados con dieta estindar, y como consecuencia del déficit de
apoA-I, deficiencia funcional de LCAT [33,40]. Asi en estos ratones, la
concentraciéon de LCAT es normal, pero este enzima es muy poco reactivo ante las
particulas de HDL, que tienen poca apoA-I y mucha apoA-II. Como resultado de
esta falta de reactividad hacia la LCAT, se produce un descenso muy importante
de particulas a-HDL y acumulaciones de colesterol libre en la cérnea de estos

animales [40].

La hiperexpresion de apoA-II humana tiene un efecto pro-aterogénico, ya que
aumenta la susceptibilidad a la arteriosclerosis de ratones transgénicos de apoA-II
humana, de ratones transgénicos de apoA-II humana con un fondo genético de
deficiencia de apoE [41] y, aunque con menor consistencia, en un modelo con
fondo genético de hiperexpresion de CETP [42]. La hiperexpresion conjunta de los
genes de apoA-II y apoA-I humanas provoca la pérdida de buena parte de la
proteccion frente a la arteriosclerosis conferida por la hiperexpresiéon tnicamente
de apoA-I, ademas sin cambios en la composicion lipidica de las HDL [43]. Sin
embargo en ratones transgénicos obtenidos de manera independiente que
expresan moderadamente apoA-II humana se encontré una protecciéon mayor
frente a la oxidaciéon de las LDL respecto a los ratones control no transgénicos, a

pesar de encontrar una disminucién de actividades PON y PAF-AH en plasma,
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sugiriendo un papel de proteccion contra la oxidacién de manera directa de la

apoA-II humana [44].

Se ha relacionado la apoA-II con la hiperlipemia familiar combinada en
estudios en ratones modificados genéticamente. Se ha descrito que la
sobreexpresion de apoA-II en ratones, ademas de aumentar la arteriosclerosis,
aumenta los niveles de triglicéridos, los 4cidos grasos libres y la resistencia a la
insulina [36]. Por otro lado, en los ratones deficientes en la apoA-II se dan
fenotipos opuestos: sensibilidad a la insulina y disminucién del perfil lipidico
aterogénico [45]. La sobreexpresiéon de ApoA-II humana en ratones deficientes de
apoE ha servido como modelo de la hiperlipemia familiar combinada, apoyando

la idea de que esta proteina puede tener un papel en esta enfermedad [41].

ApoA-IV

La apoA-IV es una glicoproteina de 46 kDa que se encuentra principalmente
asociada a HDL y a la fracciéon no lipoproteica del plasma en situacién de ayunas,
o a quilomicrones si el sujeto se encuentra en periodo postprandial [46]. El gen de
la apoA-IV se expresa mayoritariamente en el intestino. Se encuentra en un

complejo junto a los genes A-I y C-III.

Se han sugerido diversas funciones para la apoA-IV, algunas de ellas ya
propuestas como accién de otras apolipoproteinas. Una vez en la circulaciéon
sanguinea, la apoA-IV es desplazada de los quilomicrones por las aposC. De esta
forma indirecta, la apoA-IV es uno de los reguladores de la accién de la
lipoproteina lipasa sobre los quilomicrones [47]. Ademds se ha atribuido a la
apoA-IV un papel en la absorcién de las vitaminas liposolubles [48]. La apoA-IV
tiene un efecto estabilizador de la LCAT y activa del eflujo de colesterol en
cultivos celulares, por lo que puede ser una pieza importante en el transporte
reverso de colesterol. En este aspecto, la apoA-IV estd mayoritariamente en
particulas sin apoA-I y que contienen LCAT y CETP [49]. Por otra parte, la apoA-

IV no asociada a lipoproteinas estd ampliamente presente en el tejido intersticial
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por lo que es probable que su accion en el transporte reverso de colesterol hacia el

higado sea biol6gicamente relevante.

Ratones transgénicos de apoA-IV humana alimentados con dieta rica en
colesterol y grasas presentan menos lesiones de arteriosclerosis que los ratones
control. [50]. Ademas, la hiperexpresion de apoA-IV reduce la arteriosclerosis de
ratones knockout de apoE [50]. Al menos en este modelo, la accién antiaterogénica

de la apoA-IV es independiente de la concentracién de HDL.

ApoA-V

Es una apolipoproteina de 343 aminodcidos de 39 kDa, con un 27% de
homologia con la apoA-IV, que se expresa exclusivamente en higado. La apoA-V
se encuentra en el plasma, fundamentalmente asociada a HDL. El gen que codifica
por esta proteina descubri6 recientemente a través del andlisis comparativo de
secuencias y por expresion diferencial como un gen altamente expresado en

regeneracion hepatica [51].

Existen evidencias experimentales de que esta apolipoproteina modula los
niveles de triglicéridos plasmaticos. Los ratones knockout de apoA-V presentaron
unos niveles de triglicéridos plasméticos cuatro veces superiores a los ratones
controles, mientras que los ratones transgénicos de apoA-V mostraron una
disminucién del 66% [52]. Estos cambios en los triglicéridos plasmaticos se
produjeron sin cambios significativos en el colesterol de ninguna de las fracciones
lipoproteicas. Sin embargo, la hiperexpresion de apoA-V mediada por la
transferencia de adenovirus recombinantes, logré una reduccion del 70% de los
triglicéridos, pero también una reducciéon del 40% del colesterol plasmaético,
especialmente el colesterol de HDL [51]. Asimismo, se ha encontrado una
asociacion entre polimorfismos de la apoA-V y los niveles plasmaticos de
triglicéridos en algunos de estos polimorfismos [53]. El mecanismo por el cual la

apoA-V modula los niveles de triglicéridos esta atn por dilucidar.
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ApoE

Aunque se trata de una apolipoproteina de 34 kDa, muy estudiada y de gran
interés, no todas sus caracteristicas se relacionan con un papel especifico en HDL.
Hay un tipo de particulas de HDL que contienen tinicamente apoE, de migracion
electroforética pre-f3, que parecen ser capaces de inducir en primera instancia el
transporte reverso de colesterol desde las membranas de fibroblastos al plasma
[54]. Sin embargo estas particulas s6lo estan presentes en los individuos que tienen
al menos un alelo apoE3, no existiendo en homocigotos para el alelo apoE4 o
apoE2 [55]. Por lo tanto, el polimorfismo de apoE podria determinar de forma
importante el transporte reverso de colesterol. También, se ha relacionado a la
apoE con la esterificacion del colesterol en HDL y con la efectividad de la

transferencia de ésteres de colesterol de HDL al receptor SR-BI [56].

ApoJ

Es una glicoproteina de 427 aminoécidos y aproximadamente 70 kD, que post-
traduccionalmente es fragmentada entre los residuos 205 y 206, resultando dos
unidades: apo]J (aminoacidos 1-205) y apoJ (aminoacidos 206-427). Ambas
unidades se mantienen unidas por puentes disulfuro [57,58]. La apo] se sintetiza
en una gran variedad de tejidos y se encuentra en el plasma principalmente en
particulas de HDL que no contienen ninguna otra apolipoproteina, aunque si al
menos alguna de estas particulas contiene también PON1. En algunos estudios se
ha demostrado un incremento claro del cociente apoJ/PON1 en ratones que por
modificacién genética o dieta son susceptibles a la arteriosclerosis, asi como en
humanos [59]. La apo] se ha demostrado que se une al receptor glicoproteico 330,
como lo hacen otros ligandos del tipo de la lipoproteina lipasa o la apoE [60]. Se
trata de un receptor estructuralmente parecido al LRP, pero de distribucién tisular
diferente ya que se expresa fundamentalmente en el higado. Dado que la apo]
aumenta en tejidos lesionados y tiene actividad inhibitoria del complejo C5b-C9,
se ha propuesto que quizés la apo] funcione en su unién al receptor glicoproteico

330 aclarando restos lipidicos o apoptéticos.
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ApoD

Es una apolipoproteina de 33 kDa, perteneciente a la superfamilia de las
lipocalinas, que se encuentra en el plasma fundamentalmente asociada a HDL
[22]. Se trata de una proteina de 169 aminoécidos, cuya funcién es desconocida. Se
ha postulado que podria unir ligandos del tipo de progestagenos o &cido
araquidénico, aunque el significado fisiolégico de esta posible funcion

transportadora y su relacion con el metabolismo de HDL son desconocidos [61,62].

Proteinas amiloide sérico A (SAA)

Las proteinas amiloide sérico A son una familia de moléculas altamente
homologas, que cumplen los criterios fisico-quimicos para ser considerados
apolipoproteinas, y que forman parte de la estructura de las HDL. Esta familia
puede ser dividida en dos grupos [63]. El primer grupo incluye las proteinas
amiloides que aumentan espectacularmente durante la fase de reaccién aguda que
sigue a diferentes enfermedades o traumatismos. Estas proteinas se ha sugerido
que desplazan a la apoA-I de la superficie de las HDL y pueden pasar, en las
circunstancias patologicas mencionadas, a ser los componentes proteicos
mayoritarios de las HDL [64]. Existen dos genes que codifican para SAA1 y SAA2,
aunque hay variaciones alélicas que son responsables de que existan diferentes
isoformas para cada gen. El segundo grupo consiste en un grupo de proteinas
(SAA4 en humanos y SAAS en el ratén) que constituyen entre el 1 y el 2% de la
masa proteica de las HDL en situaciones fisiol6gicas. Aunque hasta recientemente
se admitia que la deficiencia funcional de LCAT que aparece en la reaccion de fase
aguda era secundaria al déficit de apoA-I en HDL, la hiperexpresion de SAA (a
niveles comparables a los que presentan humanos en reacciéon de fase aguda) en
ratones transgénicos de apoA-I no causa reduccién de colesterol de HDL o apoA-I
en ausencia de la citada reaccion [65]. La funcién de las proteinas amiloide sérico

en el metabolismo y funcién de las HDL es poco conocido.
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4. Enzimas, proteinas transportadoras y receptores

implicados en el metabolismo de las HDL.

Lipoproteina lipasa (LPL)

Las caracteristicas generales de esta proteina suelen analizarse en relacién al
metabolismo de las particulas ricas en triglicéridos mds que en referencia al de
HDL. Sin embargo, es conveniente afiadir algunos comentarios respecto a la
influencia de la accién de la LPL en el metabolismo de las HDL. Existen diferentes
estudios que la relacionan la actividad de LPL y la concentracién de colesterol de
HDL en el plasma [66]. Por ejemplo, es bien conocido que las personas con
deficiencia hereditaria de LPL (hiperquilomicronemia familiar) tienen
concentraciones de HDL muy disminuidas [67]. Esto es probablemente debido a
que este enzima al actuar sobre quilomicrones y VLDL cambia la relaciéon
corteza/nucleo de estas particulas, que tienden a recuperar su relacién primitiva
mediante el desprendimiento espontdneo de pedazos de corteza que flotan en el
rango de densidad de HDL; [68]. Una explicacién complementaria para explicar la
correlacién entre niveles de LPL y HDL, es que la primera determina la duracién
de la lipemia postprandial, y a que a mayor duracién de la lipemia postprandial,
mayor concentracion de triglicéridos de HDL, y por tanto mas actividad de lipasa

hepatica y mayor catabolismo de HDL.

Lipasa hepatica (HL)

Es un enzima que se encuentra en la superficie de las células endoteliales del
higado, de donde puede ser liberado por una perfusion de heparina. Su accién es
la hidroélisis de fosfolipidos y triglicéridos [69,70]. Las particulas lipoproteicas
sobre las que actta esta enzima son preferentemente IDL y HDL. En el segundo
caso, su acciéon provoca el paso de particulas grandes (HDL2) a otras mas
pequenas (HDL3), ya que la hidroélisis de triglicéridos de HDL provoca la
disociacion de moléculas de apoA-I de estas particulas [71]. De estas tltimas se

originan, probablemente, particulas de HDL de muy pequefio tamafio, cuya tnica
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apolipoproteina es la apoA-I, y por cuya migracion electroforética se clasifican

como pre-fs-HDL [72].

El desarrollo de ratones knockout de apoA-II mostr6 deficiencia de HDL, pero en
los ratones deficientes en apoA-II y también de HL no presentaron deficiencia de
HDL, lo cual sugiere que la apoA-II inhibe los efectos de la HL en el metabolismo
de HDL [73]. Sin embargo, la extrapolacién a humanos de estos resultados debe
ser realizada con cautela, ya que los humanos con deficiencia de apoA-II no
presentan deficiencia de HDL. Ademas entre un 40 y un 50% de la HL de ratén
circula en el plasma, mientras que la humana se encuentra unida a la superficie de
los hepatocitos. Todo ello sugiere por tanto, diferencias especie-especificas en la

regulacion de la actividad de la HL.

Lipasa endotelial (EL)

Esta lipasa se ha clonado y analizado hace unos pocos afios y se ha descrito que
es sintetizada por células endoteliales in vitro y que in vivo se expresa en diversos
6rganos incluyendo higado, placenta, pulmén y rifién, pero no musculo
esquelético. Este enzima tiene fundamentalmente una accién fosfolipasa sobre
HDL. La hiperexpresion de este gen produce una disminucion del colesterol de
HDL y de apolipoproteina A-I, lo que sugiere un rol funcional en el metabolismo

de HDL [74].

Lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT)

Es un enzima de 416 aminoacidos que cataliza la hidrélisis y transferencia de un
acido graso de la fosfatidilcolina a la posicién 3-B-OH del colesterol, produciendo
éster de colesterol y lisofosfatidilcolina [75]. El sitio activo de este enzima incluye
la serina 181 [76]. Este proceso de formacién de ésteres de colesterol sucede
especialmente a nivel de HDL, dado que la apoA-I y también la apoA-IV son
cofactores de la reaccion. La region de la apoA-I responsable de la activacién de la
LCAT esta situada en la regién entre los aminoéacidos 140 y 150 de la apoA-I, y

requiere una conformacion determinada que se obtiene mediante la asociacién a
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lipidos de particulas HDL [77]. El colesterol que es esterificado por la LCAT
proviene, en parte, directamente de las membranas celulares. Sin embargo, la
fuente principal de colesterol libre para la reaccién proviene de las LDL. La
esterificacion del colesterol es muy importante en la maduracién de las HDL y en

el transporte de reverso de colesterol [78].

La hiperexpresion de LCAT humana en ratones transgénicos resulté en
aumento de HDL, produciéndose ademds un aumento inesperado en la
susceptibilidad a la arteriosclerosis de estos animales [79]. Este efecto podria
explicarse por la acumulacién de HDL grandes, no funcionales, cargadas de
lipidos y la reduccién del catabolismo de éstas por el higado podria dar lugar a
particulas proaterogénicas. Otra observacion importante derivada del estudio de
estos animales modificados genéticamente es que la LCAT puede unirse a
particulas de HDL ricas en apoA-II, pero en ausencia o disminuciéon de la

concentraciéon de apoA-Ila LCAT es muy poco activa sobre estas particulas [33].

Por el contrario, el desarrollo de ratones deficientes en LCAT se asocia a una
fuerte disminucioén en la concentraciéon de colesterol en HDL, apoA-I, apoA-II,
aumento de triglicéridos plasméticos y la acumulacién de HDL nacientes de
pequefio tamafio en el plasma [80]. En este modelo se constatd, ademas, una
reducciéon de las actividades paraoxonasa (PON1) y acetilhidrolasa del factor
activador plaquetario (PAF-AH), a pesar de tener los niveles de RNA mensajeros
de estas proteinas en el higado comparables a los de sus control [81], asi como un

aumento de la expresion del mensajero de SR-BI adrenal .

Ademas de su funcién en la esterificacion del colesterol plasmético, se ha
encontrado actividad antioxidante asociada a esta proteina [82] que podria tener
relevancia para explicar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de las HDL.
Sin embargo, no se conoce con exactitud el mecanismo y existe controversia

respecto a esta actividad [83].
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Proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP)

La CETP humana es una proteina de 74 kD, cuyo gen se encuentra localizado en
el cromosoma 16q13. Es secretada al plasma desde diferentes tejidos y circula
asociada principalmente a HDL, desde donde promueve el intercambio y la
redistribucién entre lipoproteinas de colesterol, triglicéridos y, en menor cuantia,
de fosfolipidos [84]. La acciéon de la CETP tiene como resultado la transferencia
neta de ésteres de colesterol a las particulas ricas en triglicéridos y de triglicéridos
hacia LDL y HDL. Es importante resaltar, sin embargo, que los ratones carecen de

esta proteina en plasma.

Desde que fue identificada, la funciéon de esta proteina en el metabolismo
lipoproteico y su relaciéon con la arteriosclerosis han sido discutidas. Por una parte,
CETP puede ser antiaterogénica debido a su capacidad de participar en el
transporte reverso de colesterol. Por otra parte, su accion de aumentar la
concentracién de colesterol de VLDL/LDL y aumentar el contenido de triglicérido
de HDL (que se asocia a un mayor catabolismo de HDL como resultado de la
accion de la HL) podria ser proaterogénica [84]. Recientemente, utilizando
inhibidores de CETP se ha conseguido aumentar los niveles de colesterol de HDL
pero el efecto de este aumento sobre el riesgo de enfermedad coronaria es atn

desconocido [85].

Proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP)

Se trata de una proteina de 476 aminoacidos y un peso molecular de 54,7 kD
con N-glicosilaciones que le dan un peso aparente de 75 kD. La secrecién de la
PLTP depende del segmento comprendido entre los residuos 35 y 50, y del
plegamiento intracelular de la proteina, que es dirigido por un puente disulfuro
entre las cisteinas de los residuos 129 y 168 [86,87]. Su asociacién a HDL se debe a
la unién de la PLTP a apoA-I cerca de los residuos 27 a 48 de ésta [88]. La PLTP se
sintetiza en ovario, timo y placenta, y en menor cantidad en la mayoria del resto
de 6rganos. Su funcién consiste en transferir fosfolipidos de unas particulas de

HDL a otras, provocando el desplazamiento de apoA-I de la superficie de las
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HDL, y por tanto la apariciéon de particulas de HDL mas pequetas (pre-p1 HDL)
[89]. Ademas las particulas sobre las que ha actuado la PLTP tienden a fusionarse,
de ahi que tras la accién de esta proteina también se observen particulas de mayor

tamano.

La PLTP aumenta la unién de HDL vy el eflujo de colesterol de las células. Este
eflujo es especifico de HDL y no se observa si s6lo hay en el medio albtimina o
apoA-I purificada, ni tampoco en el caso de que los fibroblastos provengan de un
paciente afecto de la enfermedad de Tangier, y por tanto no tienen ABCA1 en su
membrana plasmatica. Se ha descrito que la PTLP ademds puede transferir
colesterol libre, alfa-tocoferol, y lipopolisacarido, lo que sugiere que puede estar
implicada en la defensa antimicrobiana ademas de en el metabolismo lipoproteico

[90].

La generaciéon de ratones deficientes en PLTP ha puesto de manifiesto la
importancia de esta proteina en el metabolismo de HDL. Estos ratones presentan
una disminucién de fosfolipidos, colesterol y apoA-I en HDL cuando son
alimentados con una dieta estandar. Cuando estos animales son alimentados con
dieta rica en grasas, ademas se producen aumentos en fosfolipidos, colesterol libre
y esterificado de VLDL y LDL (sin cambios en los niveles de apoB) [91]. En otro
estudio con estos mismos ratones se describié un catabolismo acelerado de HDL y
una acumulaciéon de lipoproteinas lamelares ricas en ApoA-IV [92]. La
hiperexpresién de PTLP mediante adenovirus en ratones control o transgénicos de
apoA-I provocd, sin embargo, una disminucién que llegé a ser casi total de HDL,
junto con la aparicién de algunas particulas de HDL de tamafio mayor que las de

los ratones control [93].

Proteina reguladora del eflujo de colesterol (ABCA1)

La identificacion y caracterizacion de esta proteina se realizé durante el estudio
del gen causante de la enfermedad de Tangier. Individuos afectos de esta

enfermedad genética tienen unos niveles de HDL extremadamente bajos
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presentando ademés acumulacion de ésteres de colesterol en células derivadas del
sistema reticulo-endotelial [94] y mayor riesgo de arteriosclerosis. Esta
enfermedad estd causada por defectos en el gen ATP binding casette A-1 (ABCA1)
[95-97]. Ratones deficientes en esta proteina presentan una severa deficiencia en
HDL y otras alteraciones coincidentes con el fenotipo descrito en humanos afectos
de la enfermedad de Tangier y se ha descrito que el transporte de lipidos desde el
Golgi a la membrana plasmatica es defectuoso [98,99]. La topologia de esta
proteina, basada en predicciones tedricas, corresponde a una proteina con doce
dominios transmembrana y dos lugares intracelulares de union a ATP que
podrian proporcionar energia para la transferencia de ligandos. En este modelo, se
podrian distinguir dos mitades de la proteina con seis hélices transmembrana cada
una, unidas por un largo segmento hidrofébico que contiene una regién
reguladora [100]. E1 ABCA1 se localiza en la membrana plasmatica, lo cual es
consecuente con su papel propuesto de transporte de lipidos a lipoproteinas [101].
El ABCA1 probablemente transfiere colesterol libre y fosfolipidos entre la cara
interna y la externa de la membrana plasmatica, donde son capturados por la
ApoA-I para la formaciéon de HDL, y aunque por el momento no se conoce con
certeza si éstos son sus verdaderos ligandos y si hay otras proteinas celulares
implicadas [102], su importancia en el eflujo celular de colesterol hacia HDL es
evidente y sera discutido con mas detalle en el apartado de transporte reverso de

colesterol.

Receptor Scavenger tipo B-l (SR-BI)

El receptor scavenger tipo B-I, denominado CLA-1 en humanos, codifica para
una proteina de membrana de 509 aminoacidos cuya estructura tedrica contiene
dos dominios citoplasmaticos, una gran regiéon extracelular y dos dominios
transmembrana. Este receptor tiene multiples lugares de glicosilacion potenciales,
y de hecho el SR-BI es una proteina de 82 kDa altamente N-glicosilada, modificada
también por acilaciones. El SR-BI une una gran variedad de ligandos, incluyendo
lipoproteinas modificadas, productos finales de glicacion de proteinas,

fosfolipidos aniénicos y células apoptéticas. Asimismo este receptor también
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puede unirse lipoproteinas nativas como HDL, LDL y VLDL [103]. Su localizacién
en la membrana plasmatica parece estar asociada sobre todo a dominios
caveolares. Se expresa en varios tejidos, incluyendo el higado, donde su expresiéon
es regulada por varios mecanismos, incluyendo la actividad transcripcional de

receptores nucleares.

La mayoria de estudios se han centrado en su actividad como receptor de
superficie celular de HDL y fue el primero con esta actividad que fue descrito. El
SR-BI media la captacion selectiva de colesterol de HDL a través de la formacion
de complejos lipoproteina-receptor, los cuales requieren de dominios estructurales
especificos y estados de conformacion especificos de la apoA-I presente en las
particulas de HDL. La transferencia selectiva de ésteres de colesterol parece ser
mediada por un mecanismo de dos pasos, implicando un paso de unién inicial
receptor-lipoproteina seguido de un paso de transferencia de lipido. En esta
transferencia de ésteres de colesterol de las HDL a las células no se encuentra
captacion de proteina de HDL, y no se degrada la particula. Se requieren estudios
adicionales para determinar si en determinados tejidos la retroendocitosis de HDL

juega un papel en esta captacion selectiva de ésteres de colesterol [104].

La importancia del SR-BI en la relacién entre el metabolismo del colesterol de
HDL vy la arteriosclerosis se ha puesto de manifiesto en una serie de estudios tanto
in vivo como in vitro[105]. Estudios en animales utilizando transferencia génica con
adenovirus, transgénesis y disrupcion génica establecieron definitivamente la
importancia del SR-BI como receptor de HDL in vivo. La sobreexpresion hepatica
de SR-BI se asoci6 a disminucion del colesterol de HDL, aceleracion del
aclaramiento de ésteres de colesterol plasmaticos e incremento del colesterol en
bilis, sugiriendo un transporte reverso de colesterol acelerado [103]. Por otro lado
los ratones knockout de SR-BI presentaron elevadas concentraciones de colesterol
de HDL, aclaramiento de ésteres de colesterol reducido y reduccién de contenido
y secrecion de colesterol biliar. El SR-BI también juega un papel critico en el

control de los niveles de tocoferol de HDL vy tisulares, que pueden tener
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implicaciones en los fenotipos asociados a la deficiencia de SR-BI de los ratones

knockout para este receptor [106].

SR-BI puede ademés mediar la transferencia bidireccional de colesterol libre
entre células y lipoproteinas de manera pasiva, a favor de gradiente. De hecho los
niveles de expresion de SR-BI correlacionan con la tasa de eflujo de colesterol
hacia HDL en algunos tipos celulares, aunque la relevancia de este proceso in vivo

estd aun por determinar [107].

Existe una variante de splicing del SR-BI con un dominio carboxilo-terminal
citoplasmatico diferente, que ha sido denominada como SR-BII, que provoca una
endocitosis rapida de la HDL, pero que sin embargo la captacion de ésteres de
colesterol por parte de las células es mucho menor que en el caso de el SR-BI. Su
localizacién es sobre todo intracelular, aunque en menor proporciéon también esta
en la membrana plasmética y se ha propuesto que puede influir en el trafico

celular de colesterol, aunque a través de un mecanismo diferente al del SR-BI

[108].

Paraoxonasa (PON1)

Este enzima pertenece al grupo de esterasas tipo A, que son capaces de
hidrolizar diversos compuestos organofosforados. Se trata de una proteina de
unos 45 kDa, cuyo gen en humanos esté situado en el brazo largo del cromosoma
7. El gen de la paraoxonasa (PON1) es parte de una familia que tiene al menos tres
genes relacionados, con gran homologia estructural y que estan agrupados en el
mismo cromosoma, lo que sugiere un origen a partir de duplicacion génica [109].
La PONT se sintetiza y secreta fundamentalmente en el higado y en el plasma se
encuentra asociada a HDL, especialmente en particulas que contienen apoA-I y
apoJ [110]. La PON1 es un enzima calcio-dependiente, siendo inhibida
irreversiblemente al adicionar un quelante del calcio como es el acido etilen-
diamino-tetraacético (EDTA) [111]. Una caracteristica especial de esta proteina es

que mantiene el péptido sefal hidrofébico del extremo N-terminal, que en la
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mayoria de proteinas es hidrolizado en el procesamiento de la proteina. Este
péptido sefial es el responsable de su unién a la HDL a través de la unién directa a

fosfolipidos [112].

Al parecer la PON1 protege de la induccién de la inflamacién en células de la
pared arterial, destruyendo lipidos biolégicamente activos de lipoproteinas
oxidadas. Un posible mecanismo de esta protecciéon mediada por la PON1 contra
la oxidacién de lipoproteinas y la inflamacion, podria residir en su capacidad de
hidrolizar perdxidos lipidicos en lipoproteinas oxidadas, especialmente
hidroperéxidos de fosfolipidos [113], asi como el factor activador de plaquetas
(PAF) [114] y otros fosfolipidos con estructura similar (PAF-like) que representan

un elevado potencial inflamatorio.

El centro activo responsable de la actividad paraoxonasa/arilesterasa esta
relacionado, aunque es diferente al centro activo responsable de la proteccion a la
oxidacién. Este centro protector de la oxidacién al parecer involucra la tnica
cisteina libre de la PON1 (Cys 284) y no requiere del extremo N-terminal
responsable de la unién a HDL [115].

El desarrollo de ratones deficientes en el gen de la PON1 ha revelado una
relacion entre expresion de la PON1 y la formacién de lesiones arterioscleréticas.
Los ratones PON1-/- ademdas de ser mds susceptibles a los tdxicos
organofosforados, como cabria esperar, son mas susceptibles a la arteriosclerosis
que sus controles no deficientes en el gen, cuando son sometidos a dieta
aterogénica. Tanto las LDL como las HDL aisladas de los ratones PON1-/- son
mas susceptibles a la oxidaciéon que las lipoproteinas de sus controles, en ensayos
in vitro [116]. Estos hallazgos han sido replicados al cruzar ratones deficientes en

apoE y ratones deficientes en PON1 [117].

Existen factores que pueden afectar a la concentracién y actividad del enzima.

En ratones de la cepa susceptible a la arteriosclerosis C57BL/6] después de dieta
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aterogénica se observa una disminucién de la actividad PON1 en plasma, efecto
que no se observa en ratones genéticamente resistentes a la arteriosclerosis de la
cepa C3H/Hej. En ratones deficientes en apolipoproteina E se observa que al
aumentar la edad, aumenta la peroxidacién lipidica y disminuye de la actividad
PONT1 [118], mientras que la introduccién de antioxidantes que evitan la oxidacion
de la LDL en la dieta de este mismo modelo de animal, preserva la actividad de la
PONT1 [119]. Estas observaciones sugieren que factores dietéticos y ambientales

también modulan la actividad plasmaética del enzima.

Por otra parte, se han clonado y expresado los productos de los genes de la
PON2 y PON3, aunque al parecer estos enzimas tienen mdés importancia en los
macrofagos que en las lipoproteinas [120], ya que la PON2 sélo se encuentra
asociada a células y se ha encontrado aumentada en macréfagos con estrés
oxidativo, por lo que podria ser una respuesta de defensa que evite la formacion
de células espumosas [121]. La PON3 se asocia a HDL en mucho menor
proporcion que la PON1 en humanos [122], y en estudios en ratones deficientes en
PONT1 se ha descrito que hay muy poca cantidad de PON3 en HDL de ratén [120].
La PON3, al menos en conejos, tiene una actividad protectora de la oxidacion mas
potente que la PON1, habiéndose demostrado su actividad lactonasa, mientras

que posee una actividad arilesterasa muy débil [123].

Acetilhidrolasa del factor activador plaguetario (PAF-AH)

Es una serina esterasa independiente de calcio, asociada a LDL (especialmente
las LDL densas de 1,050<d<1,063 g/mL) y a HDL, en un 70% y 30%,
respectivamente. La naturaleza de la unién de la PAF-AH a la LDL se ha
estudiado a través de mutagénesis dirigida. Esta ha demostrado la importancia de
los residuos 205, 115 y 116 de la PAF-AH y el extremo C-terminal de la apoB 100
de la LDL en esta unioén. Esto ocurre en la LDL humana mientras que no hay

asociacién con la LDL en el ratén, donde la gran mayoria se asocia a HDL [124].
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La PAF-AH actta hidrolizando el enlace éster sn-2 del factor activador
plaquetario (1-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina, PAF), liberando acetato y
lisofosfatidilcolina. Ademads este enzima hidroliza los acidos grasos peroxidados
de los fosfolipidos de las LDL minimamente oxidadas, y esta accion evita que las
células endoteliales segreguen factores inflamatorios que promueven la unién de
monocitos [125]. Los fosfolipidos oxidados podrian ser transferidos de LDL a HDL
donde podrian ser inactivados por hidrélisis. Se ha demostrado que su accién en
HDL podria prevenir la peroxidaciéon de LDL, desapareciendo dicha prevenciéon
al utilizarse un inhibidor de serina esterasas, que inhiben a la PAF-AH [126]. Al
parecer la PAF-AH y la PON1 actdan conjuntamente en la proteccion a la
oxidacién de las lipoproteinas, como sugiere el hecho de que la PAF-AH no es
suficientemente efectiva previniendo la oxidacién de LDL ratones deficientes en

PONI [116].

Glutation selenoperoxidasa plasmatica (GPX3)

Este enzima pertenece a una familia de cuatro miembros descritos que tiene la
caracteristica de contener una selenocisteina en su centro activo. Las glutation
selenoperoxidasas son tetraméricas, constando de cuatro subunidades idénticas,
excepto la glutation selenoperoxidasa 4, que es monomeérica. Las subunidades de
la GPX3 tienen aproximadamente 23-25 kDa, y estan glicosiladas, en concordancia
con su localizaciéon extracelular. De hecho, la tnica glutatiéon selenoperoxidasa
descrita que no es citosolica es la GPX3. Se encuentra RNAm de este enzima
principalmente en el rifién, y en menor medida en el corazén, placenta, pulmon,

células gastrointestinales, tiroides e higado [127].

La secuenciaciéon de la GPX3 en humano y ratén y mostraron un 100% de
homologia, sugiriendo esta conservacién un papel critico en la supervivencia. Este
enzima es capaz de reducir hidroperéxidos organicos como los de fosfolipidos, y
se ha encontrado asociado a HDL en el plasma humano [128]. En base a esta
capacidad protectora de compuestos derivados de la oxidacién, se ha propuesto

un papel en la protecciéon del endotelio vascular de los efectos toxicos de los
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lipidos oxidados. Se ha descrito que la homocisteina inhibe a la GPX3, y esta
inhibicién se ha asociado al efecto nocivo que tiene este aminoacido sobre el

endotelio y el riesgo a la arteriosclerosis [128].

Las determinaciones de esta actividad enzimatica en tampoén Tris, como se
determinan las actividades GPX citosélicas, requieren de concentraciones
milimolares de glutation reducido. Sin embargo, en un tampén PBS este enzima
puede actuar con concentraciones micromolares de glutatiéon, como las que se
encuentran en el plasma. Esto es debido a que el tampén Tris inhibe la actividad

de este enzima plasmatico, pero no la de las GPX citosélicas.

5. Funciones de las HDL de potencial relevancia
antiaterogénica.

Se han descrito numerosas funciones de las HDL que podrian tener relevancia
fisioloégica. Sin embargo, por el momento no hay datos que indiquen la
contribucion relativa de estas funciones a la capacidad antiaterogénica total de las
HDL. A continuacién, se tratan con mayor detalle dos de las funciones
antiaterogénicas mejor conocidas de las HDL: el transporte reverso de colesterol y

la proteccién de la modificacion oxidativa de las lipoproteinas.

Transporte reverso de colesterol

Con esta denominacién se hace referencia al proceso mediante el cual el
colesterol captado por las HDL de las células periféricas, llega al higado y es
eliminado por las vias biliares. En los seres humanos esta captaciéon hepatica se
realiza fundamentalmente a nivel de VLDL, lipoproteinas residuales tipo IDL, y
LDL. El proceso por el cual los ésteres de colesterol pasan de HDL al grupo de
lipoproteinas que contienen apoB (quilomicrones, VLDL, IDL y LDL) esta
mediado por la accién de la CETP. A continuacién se analizan los tres procesos

que componen este sistema, el eflujo de colesterol de las células al plasma, la
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esterificacion del colesterol y el destino metabodlico de los ésteres de colesterol

formados.

Eflujo de colesterol

Existen dos teorias sobre como se produce el eflujo de colesterol hacia las HDL.
Una primera teorfa propone que se trata de un proceso de difusiéon acuosa en el
que el colesterol no esterificado pasa de las membranas celulares a aceptores
moleculares como vesiculas de fosfolipidos sin proteinas, ciclodextrinas sintéticas,
albtmina y HDL tripsinizada. Este proceso es lento, receptor-independiente, no
saturable y tiene poco efecto sobre los depédsitos de colesterol esterificado
intracelulares [129]. Este proceso puede ser bidireccional y la esterificacién del
colesterol por la LCAT prevendria la redifusion del colesterol desde la HDL hacia
la membrana plasmética, aumentando asi el eflujo neto de colesterol [130]. Las
particulas de HDL que captan dicho colesterol no tienen ninguna especificidad
caracteristica (las HDL s6lo con apoA-l, y las HDL con apoA-I y apoA-II son

igualmente capaces de inducir este eflujo de colesterol) [131].

La expresion de SR-BI incrementa este eflujo de colesterol, facilitando la
difusion de la membrana a los aceptores plasmaticos. Sin embargo este eflujo no
refleja simplemente la unioén de la HDL a la membrana, ya que el CD-36, que es
otro receptor scavenger, también une HDL pero no aumenta el eflujo. Por tanto se
sugiere que la unién de HDL al SR-BI facilita el flujo bidireccional pasivo entre la
HDL y la membrana plasmética gracias a reorganizaciones de lipidos en los

dominios ricos en colesterol y las caveolas en la membrana plasmatica [132].

Una segunda teoria, propone que el eflujo de colesterol es receptor-dependiente
y se ha descrito como un mecanismo de transporte rapido, especifico,
unidireccional, saturable, independiente de LCAT y que es eficiente reduciendo
los depésitos de ésteres de colesterol del citosol celular. Este eflujo de colesterol y
fosfolipidos requiere de aceptores especificos como apolipoproteinas (apoA-],

apoA-II, apoA-1V, apoE y apoCs) pero especialmente a una fraccién minoritaria de
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las HDL, las pre-B-HDL. Sin embargo, este tipo de particulas contienen solo apoA-
I, y suponen solo el 5% del total de las HDL. A través del estudio de la
enfermedad de Tangier se descubrié que el receptor celular al que se asocia la

apoA-I es el ABCAL1 y, quizas a otros miembros del grupo de proteinas ABC [101].

El eflujo especifico implica interacciones con proteinas de la membrana
plasmatica, con generacion de sefiales intracelulares que provocan la translocaciéon
del colesterol del reticulo endoplasmatico, Golgi o endosomas hacia la membrana
plasmatica. Se ha descrito que las HDL y la apoA-I son internalizadas por
macrofagos en el compartimiento endosomal desde donde son resecretadas
juntamente con lipidos [133]. De hecho los macroéfagos provenientes de enfermos
de Tangier parecen tener un defecto en la resecrecién, y las HDL internalizadas
son dirigidas a los lisosomas. La contribucién de la expresion del ABCA1 en
macrofagos en el colesterol de HDL es muy bajo y al parecer la contribucion
mayor proviene de la expresiéon de ABCA1 en hepatocitos [134]. Sin embargo la
expresion de ABCA1 en macrofagos se ha apuntado como un factor importante en
la aterogénesis, independiente del colesterol de HDL, al permitir que los
macrofagos eliminen el exceso de colesterol evitando asi que se transformen en
células espumosas. De hecho, se ha descrito un incremento de reclutamiento de
macrofagos deficientes en ABCA1 en la pared arterial de ratones knockout de

receptor de LDL [135].

Actualmente se acepta que los dos tipos de procesos pueden coexistir, y que en
algunos tipos celulares el eflujo de colesterol se llevaria a cabo utilizando los dos

sistemas, mientras que en otros uno de los sistemas de eflujo seria mayoritario.

Esterificacion del colesterol

El proceso de esterificacion de colesterol en el plasma se produce Gnicamente
por la accién de la LCAT. La deficiencia completa de LCAT no parece repercutir
igual en todos los tejidos del organismo. Ademas, hay evidencias experimentales

que indican que la actividad LCAT no es necesaria para que se produzca el
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componente rapido y especifico del eflujo de colesterol mediado por ABCA1 que
va dirigido en primer lugar a particulas de pre-f HDL. Sin embargo, la actividad
LCAT parece ser necesaria para el componente mas lento e inespecifico del eflujo
de colesterol, que va dirigido a las particulas de HDL de forma dependiente

principalmente de su concentracion.

Destino de los ésteres de colesterol formados en HDL

El destino de los ésteres de colesterol formados en HDL es variado. Los ésteres
de colesterol pueden ser captados de forma especifica de las HDL tras unién de
éstas al receptor SR-BI (este proceso no implica captacion de la particula de HDL
por la célula, las HDL se “vacian” de ésteres de colesterol) en higado, génadas y
glandulas suprarrenales, siendo ésta, al parecer la via principal de transferencia de
colesterol al higado. En esta via recientemente se ha descrito que la carboxi-éster
lipasa colocaliza con el SR-BI y podria actuar hidrolizando los ésteres de colesterol

que éste capta, para ser incorporados a los hepatocitos [136].

Pueden ser captados por los tejidos junto con la totalidad de la particula de
HDL, a través del receptor LRP de manera minoritaria especialmente en higado y
rifién. Se ha identificado la cadena P de la ATP sintasa [6] como receptor de apoA-
I que media la endocitosis de la particula de HDL en hepatocitos, aunque por el
momento se desconoce la relevancia y el mecanismo por el cual un componente

del complejo de sintesis de ATP mitocondrial media la captaciéon de HDL.

Otra via de catabolismo de los ésteres de colesterol es que éstos pueden ser
transferidos por la CETP a particulas que contienen apoB-100, y maés tarde
captados junto a éstas por las células via receptor-dependiente (receptor de LDL,

receptor de VLDL, el LRP, etc.).

Prevencion de la modificacion oxidativa de las LDL.

Un aspecto que estd despertado un interés creciente a la hora de explicar la

capacidad antiaterogénica de las HDL es su capacidad de inhibir la modificacién
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oxidativa de las LDL, un fenémeno que parece basico para la génesis de la
arteriosclerosis [137,138]. El papel central de la LDL en la aterogénesis es, en parte,
debido a que al entrar al espacio subendotelial estas particulas quedan retenidas
en una matriz compleja de proteoglicanos. De hecho, se encuentra el doble de
concentracion de apoB en la pared arterial que en plasma mientras que la HDL no
se retiene y la concentraciéon de apoA-I en la pared es 10-20% de la que se

encuentra en plasma [139].

Navab y colaboradores demostraron que las LDL contienen pequeiias
cantidades de hidroperéxidos derivados de la via de las lipooxigenasas que
pueden ser potencialmente iniciadores de la oxidacién (“seeding molecules”). La
apoA-I es capaz de recoger estos hidroperéxidos de las LDL in vitro, y también in
vivo después de la infusion de apoA-I a ratones y en humanos [140]. Basandose en
estos estudios y utilizando un modelo de pared arterial in vitro se propuso un
modelo en el cual las LDL son retenidas por la matriz subendotelial, donde
reciben hidroperéxidos adicionales provenientes de las células de la pared, sobre
todo derivados de los &cidos linoleico (HODEs) y araquidénico (HETEs). Este
proceso de transferencia parece estar mediado por ABCA-I ya que al bloquear esta
proteina en células de la pared arterial éstas no eran capaces de inducir la

oxidacion de la LDL [141].

Cuando el nivel de lipidos oxidados de la LDL excede un determinado limite se
forman de manera no enzimatica fosfolipidos oxidados con propiedades
proinflamatorias [142], derivados de fosfatidilcolina. Algunos de los fosfolipidos
con actividad biolégica proinflamatoria descrita son el POVPC (1-palmitoil-2-
oxovaleroil-sn-glicero-3-fosfocolina), el PGPC (1-palmitoil-2glutaril-sn-glicero-3-
fosfocolina) y el PEIPC (1-palmitoil-(5,6-epoxiisoprostano E2)-sn-glicero-3-
fosfocolina) [143]. Estos fosfolipidos oxidados en la pared arterial posteriormente
iniciarian toda la cascada de eventos inflamatorios que darian lugar a la formacién
de la estria grasa y a la lesion arteriosclerética. Las LDL oxidadas perderian

afinidad por el receptor de LDL y sélo serian aclaradas por los receptores scavenger
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de los macréfagos. Estos eventos y las acciones preventivas propuestas para la

HDL se representan con detalle en la Figura 1-4.

Se ha demostrado que la HDL normal es capaz de extraer e inhibir la actividad
de los lipidos oxidados de la LDL, evitar que las células de la pared arterial
transfieran mas especies reactivas a las LDL retenidas, inactivar los fosfolipidos
oxidados proinflamatorios que se hayan formado en las LDL oxidadas,
bloqueando la oxidacién de la LDL a diferentes niveles [143]. Ademads de estas
propiedades esta bien descrito el efecto de las HDL de bloquear la inflamacién en
células endoteliales. Estd aceptado que la aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria crénica caracterizada por una acumulacién de macréfagos y linfocitos
T en la intima arterial. En un paso inicial de este proceso inflamatorio es la
adhesion de monocitos a células endoteliales a través de moléculas de adhesiéon y
quimiotacticas. Las HDL tienen la capacidad de inhibir la quimioquinas y
moléculas de adhesiéon por parte de las células endoteliales [139], aunque el
mecanismo exacto adn no estd claro. Esta caracteristica puede tener
potencialmente una gran importancia como mecanismo protector de las HDL para

evitar la inflamacién y mantener la funcionalidad del endotelio.

Aunque se han descrito propiedades antioxidantes de la apoA-I y la apoA-II
[144] se cree que al menos una parte importante de la capacidad antioxidante de
las HDL es debida a enzimas que tiene asociados. Estos son capaces de convertir
productos de los acidos grasos oxidados con propiedades inflamatorias en otros
que no tienen actividad biolégica, como se ha descrito para las paraoxonasas y la
PAF-AH, [113,126], aunque también se ha sugerido para la LCAT [82] y la

glutation selenoperoxidasa plasmatica [128].

La respuesta de fase aguda es un estado sistémico de respuesta a infeccion,
cirugia, infarto de miocardio o inflamacién. En esta situacion se produce un
cambio en la composicion proteica de las HDL, apareciendo proteinas como la

ceruloplasmina y proteina amiloide sérico A que podrian desplazar a la ApoA-Iy
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producir disminuciones en la actividad paraoxonasa y PAF-AH [64,145]. En
hédmster se ha demostrado que la respuesta a fase aguda inducida por el
lipopolisacarido produce una disminucion tanto de actividad plasmatica como del
RNA mensajero de la paraoxonasa. Esta tltima estd mediada por las citoquinas
proinflamatorias TNF-a y IL-1-B [146]. Este fenémeno puede ser un factor de
riesgo que relacione la respuesta a fase aguda (y también la inflamacién crénica)

con una mayor susceptibilidad a la aterogénesis.

Las HDL son el principal grupo lipoproteico donde se acumulan ésteres de
colesterol con hidroperéxidos [147] y se sabe que los mismos son aclarados 8 veces
mas rapidamente que los ésteres de colesterol de HDL sin modificar por cultivos
de células de hepatomas [148], sugiriendo que una de las propiedades
antioxidantes/antiinflamatorias de las HDL es mediado por un mecanismo de

transporte de estos hidroperéxidos para su metabolismo en el higado .
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Figura I-4. Modelo para la oxidacion de la LDL por las células de la pared adrtica.

La LDL adquiere hidroperéxidos en la circulacion (estd “sembrada” de moléculas iniciadoras de la
oxidacion, “seeding”), en intercambios de lipidos con otras lipoproteinas o bien al entrar en la matriz
endotelial y volver a la circulacion. Los antioxidantes solubles del plasma y las HDL podrian evitar la
adquisicion o inactivar estas moléculas iniciadoras de la oxidacion. Cuando las LDL quedan atrapadas en los
proteoglicanos de la matriz subendotelial, estas LDL pueden adquirir mas moléculas iniciadoras de la
oxidacion, provenientes de especies reactivas de oxigeno (ROS), hidroperoxidos, productos de las vias de las
lipooxigenasas y mieloperoxidasas. Cuando el nivel de estas moléculas en las LDL llega a un determinado
umbral se puede producir un proceso de oxidacion no enzimatico que genera lipidos con capacidad
proinflamatoria, especialmente fosfolipidos. Estos lipidos oxidados estimulan la expresion de moléculas de
adhesion y la secrecion de quimiocinas que atraen a monocitos y éstos transmigran a través del endotelio. Los
monocitos en la matriz subendotelial pueden transformarse en macréfagos, fagocitar LDL modificadas y
secretar citoquinas que provocan la migracion de células musculares lisas. Las HDL son capaces de bloquear
la oxidacion de la LDL, la respuesta inflamatoria en el endotelio gracias a sus enzimas asociados y por tanto

evitar los primeros pasos en la génesis de la estria grasa.
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Las proteinas mas abundantes de HDL son la apoA-I y la apoA-Il. La
concentracién plasmatica de apoA-I estd inversamente relacionada con el riesgo de
enfermedad coronaria y su papel en las HDL es bien conocido. La apoA-I tiene un
papel estructural muy importante en las HDL, interacciona con receptores de la
HDL provocando el eflujo de colesterol de membranas celulares y es cofactor de la
LCAT. En cambio, el papel que juega la apoA-II en el metabolismo lipoproteico y

en el desarrollo de la arteriosclerosis es menos conocido.

Varias lineas de ratones transgénicos para la apoA-II humana fueron
desarrolladas y caracterizadas con el objetivo de conocer el papel de esta
apolipoproteina en el metabolismo de lipoproteinas y arteriosclerosis [33]. La linea
de ratones transgénicos con mas expresion de apoA-II humana (linea 11.1)
alimentada con dieta aterogénica (rica en colesterol y con colato sédico) desarrolld
hiperlipemia combinada, deficiencia de HDL y aumento de susceptibilidad a la
arteriosclerosis [149,150]. Para conocer mejor los mecanismos que provocan el
aumento de susceptibilidad a la arteriosclerosis, se planteé el estudio de las
propiedades antiaterogénicas de las HDL de estos ratones. Por tanto, los objetivos

que nos propusimos en este estudio fueron los siguientes:

1. Determinar la capacidad de las HDL de ratones transgénicos de apoA-II

humana de proteger frente a la oxidacién a las lipoproteinas con apoB.

2. Determinar la capacidad de transporte reverso de colesterol especifico de
macroéfagos inducido por las HDL de ratones transgénicos de apoA-II

humana.
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1. Animales

Se utilizaron dos lineas de ratones C57BL/6, transgénicos para el gen de la
apoA-II humana y ratones control no transgénicos de la misma cepa. Estas dos
lineas de transgénicos difieren en cuanto a su nivel de expresion de apoA-II h: la
linea 25.3 presenta unos niveles de apoA-II h menores de 20 mg/dL mientras que
la linea 11.1 presenta unas concentraciones de apoA-II humana en dieta
aterogénica alrededor de los 120 mg/dL [33]. Estos animales son mantenidos en
una dieta aterogénica (70% pienso estandar, 14% aceite de coco, 3,5% de colesterol
y 1,5 % colato sédico) entre dos y cinco meses. Para obtener sangre de estos
ratones en ayunas, se les retir6 la comida por la tarde de el dia anterior a la
extraccion, y ésta se realizd por la vena de la cola previa anestesia, utilizando
heparina como anticoagulante, centrifugando posteriormente la sangre a 12.000
rpm 10 minutos a 4°C. En el sacrificio se anestesi6 al animal, se extrajo sangre por

puncion cardiaca y se procedi6 a la extraccion de 6rganos.

Los protocolos de manipulaciéon de animales para este estudio fueron
aprobados por el Comité Etico del Institut de Recerca de 'Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau el 6 de abril del 2000, y autorizados por el Departament
d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya el 9 de agosto del

2000, con el niumero de autorizacion 1597.

2. Inmunohistoquimica y cuantificacién de lesién

arteriosclerotica en aorta

El corazén y la aorta proximal fueron extraidas y sumergidas en salino, e
inmediatamente fijadas en una solucion de paraformaldehido 4% con EDTA 1 mM
y BHT 20 uM (butiril hidroxitolueno) para evitar oxidacién, durante 1 hora y en
PBS-sacarosa 5% (PBS tampoén fosfato-salino: NaCl 14 mM, KCl 0,27 mM,
NaHPO4 0.65 mM, KH2PO4 0.15mM, pH 7,4) con EDTA y BHT durante 18 h. Los
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corazones fueron montados en compuesto OCT (Tissue-Tek, Sakura) y congelados
a -80°C. Se realizaron secciones de 10 pm de grosor con un criostato, a través del
seno aodrtico y estas secciones fueron incubadas con anticuerpos monoclonales
conjugados con biotina. Los anticuerpos primarios son el MDA2, dirigido contra
LDL modificada con MDA y el NA59 dirigido contra LDL modificada con 4-
hidroxinonenal [151,152], ambos cedidos por el Dr. Joseph Witztum de la
University of California San Diego. Brevemente, las secciones fueron pretratadas
en acetona, aclaradas en tampoén Tris-salino (TBS) (20mM Tris-HCl, 0,5 M CI Na
pH 7,5), y bloqueadas con albtimina al 2% en TBS a 37°C durante una hora. Las
secciones fueron incubadas a continuacién con una dilucién 1/30 del anticuerpo
primario durante 2 h a 37°C, lavado con TBS- 0,025% Triton X-100, e incubado una
hora con un complejo estreptavidina- fosfatasa alcalina. Las secciones se lavaron
con TBS y se revelaron con NBT-BCIP con levamisol (Pierce). Tres secciones
consecutivas fueron tefiidas con MDA2, NA59 o sin anticuerpo y la cuarta seccién
fue tefiida con Oil Red O y hematoxilina [150]. Al menos dos de estas series fueron

utilizadas en cada animal estudiado.

La tincion con Oil Red O (ORO) se llevé a cabo sumergiendo la seccién de aorta
en isopropanol durante 2 segundos, posteriormente pasado a la solucién de ORO
durante 10 minutos (solucién ORO: 1,5 g de Oil Red O/L en 60% isopropanol),
lavando unos segundos en isopropanol y posteriormente en agua. Posteriormente
se realiza la tinciéon sumergiendo la seccion en hematoxilina (7,5 g/L Accustain,
Sigma diagnostics) durante 5 minutos y aclarando con agua. Tanto las
inmunohistoquimicas como las tinciones con ORO-hematoxilina se montaron con
glicerol-gelatina para su observacién y conservacion. La solucion glicerol-gelatina
(4g de gelatina, 21 mL de agua, 25 mL glicerol, 5 mL de fenol) se calent6 con
agitacion hasta su fusién y se afiadié sobre la preparacién, cubriendo con un

cubreobjetos.
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3. Lipidos y lipoproteinas

Parametros lipidicos y apolipoproteinas.

La medida de colesterol total, colesterol de HDL (medido por precipitaciéon de
lipoproteinas de apoB con MgCl,-fosfotansgtico, Roche diagnostics), colesterol
libre, triglicéridos, glicerol (Roche Diagnostics), fosfolipidos y acidos grasos no
esterificados (Wako), se realiza mediante métodos enzimatico-colorimétricos y
para apoB humana (Roche Diagnostics, y apoA-II humana (Wako) se utilizan
métodos inmunoturbidimétricos, adaptados a un autoanalizador Hitachi 911. La
concentracion de proteinas es determinada por el método de Bradford [153], a

través de un kit comercial (Bio-Rad).

Aislamiento de lipoproteinas.

El aislamiento de lipoproteinas plasmaéticas se realizd por ultracentrifugaciéon
secuencial. Las diferentes fracciones lipoproteicas (VLDL < 1.006 g/mL, IDL
1.006<d<1.019 g/mL, LDL 1.019<d<1.063 y HDL 1.063<d<1.210 g/mL) se
obtienen ajustando con KBr las soluciones o el plasma a la densidad a la que flota
la fraccion lipoproteica de interés, habiendo hecho flotar previamente la fraccion
de densidad menor [154]. El calculo de la cantidad de KBr para ajustar una

solucién a la densidad deseada se realiz6 con la siguiente férmula:

KBr (gramos) = [(mL muestra) * (dens final-dens inicial)] / [(1-(0,312*dens final)]

Las LDL humanas fueron asi obtenidas y congeladas en alicuotas con 10% de
sacarosa para mantener sus propiedades estructurales y funcionales [155]. Las
HDL de las distintas lineas de ratones se obtuvieron utilizando un método rapido
con un rotor vertical (NVT-65, Beckman), con pasos de aceleracion y deceleracion
lentos [156]; haciendo flotar las lipoproteinas con apoB (ajustar a 1,063 g/mL,
55000 rpm 5 h 10°C) y posteriormente haciendo flotar las HDL (ajustar a 1,210
g/mL 55000 rpm 18 h 4°C). Las soluciones de densidad utilizadas para aislar HDL
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no contienen EDTA y ademas tienen 1 mM de ClxCa para evitar inactivar la PON1,

ya que la estabilidad de esta actividad es calcio dependiente [111].

Cromatografia de gelfiltracion (Fast protein liquid cromatography, FPLC)

Las lipoproteinas también fueron aisladas a través de cromatografia de
gelfiltraciéon en un sistema FPLC, usando una columna Superosa 6 (Pharmacia).
Este sistema separa las particulas de la muestra en funcién de su tamafio, saliendo
antes las particulas mayores y retrasando las mas pequefas. Para la separacion se
inyectaron 0,2 o 0,5 mL de muestra en la columna, eluyendo con un flujo de 0,5
mL / min, recogiendo fracciones a cada minuto (fracciones de 0,5 mL) y siguiendo
la absorbancia a 280 nm para determinar los picos de proteina correspondientes a
las diferentes lipoproteinas o proteinas plasmaticas. Los tampones utilizados en la
cromatografia fueron Tris-HCI 20 mM pH 8,0, 2 mM CLCa en la mayoria de

ensayos o tampon PBS en la determinacion de glutation selenoperoxidasa.

4. Actividades enzimaticas

Paraoxonasa 1 (PON1)

La paraoxonasa 1 (PON1) se midi6 utilizando su actividad arilesterasa, medida
a través de la hidrélisis de fenilacetato [157]. Esta hidroélisis se monitorizé
adicionando la muestra a analizar (suero o lipoproteinas aisladas) a un tampén 20
mM Tris-HCl pH 8,0, 2 mM Cl:Ca y 3 mM de fenilacetato midiendo el aumento de
absorbancia a 270 nm durante 3 minutos a 25°C en cubetas de cuarzo en un
espectrofotometro Biochrom 4060 equipado con un intercambiador de siete
cubetas termostatizadas (Pharmacia LKB). La PON1 es un enzima calcio
dependiente, siendo inhibida irreversiblemente al adicionar EDTA [111]. Debido a
que en el suero de ratén se encontré actividad arilesterasa EDTA-resistente y por
tanto no atribuible a la PON1, en concordancia con recientes estudios [158], se
calcul6 la actividad paraoxonasa (PON1) como la diferencia entre arilesterasa total

y la arilesterasa EDTA-resistente. Esta altima fue medida sustituyendo el Cl.Ca en
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el tampon de ensayo por ImM de EDTA. También se midi6 la actividad resistente
a PMSF (fenil-metil-sulfonil fluoruro), ya que el PMSF inactiva las
carboxilesterasas, preincubando la muestra en TmM de PMSF durante 5 minutos a
25°C y midiendo la actividad arilesterasa de manera habitual. La €0 para la
reaccion fue 1.310 M1 cml. Una unidad (U) de actividad arilesterasa equivale a 1

nmol de sustrato transformado por minuto.

Acetilhidrolasa del factor activador plaguetario (PAF-AH)

La determinaciéon de la actividad PAF-AH se realizé con un kit comercial
(Cayman Chemical). La base del kit consiste en que la PAF-AH hidroliza un
sustrato artificial, el 2 tio-PAF (a 200 uM) en un tampén 50 mM Tris-HCI pH 8,2 1
mM EGTA, liberando acetato y lisofosfatidilcolina con un grupo sulfidrilo libre
que es detectado mediante una reaccion con DTNB (5,5'-ditiobis del acido 2-
nitrobenzoico), incubando entre 2 y 10 minutos a 37°C, midiendo el incremento de

absorbancia a 405 nm en un lector de placas elisa (AD/LD 340, Beckman Coulter)

con una £405 para el DTNB de 12.800 M1 cml. Una unidad (U) de actividad PAF-

AH equivale a 1 nmol de sustrato transformado por minuto.

Lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT)

La actividad exégena de la LCAT se determina frente a un sustrato artificial [33]
y es reflejo de la cantidad de enzima. Para realizar esta determinacién se
prepararon proteoliposomas con 21,5 nM de [7(n)-*H] colesterol (Amersham), 2,5
uM de B-palmitoyl-y-oleyl L-a-fosfatidilcolina (Sigma), 10 uM de colesterol no
esterificado y 0,142 mg/mL de apoA-I pura de ratén en tampoén tampoén Tris-
salino (TBS). Se emulsionaron estos componentes en tampén TBS con 10% colato
sodico para facilitar la emulsion. En el tubo de reaccion se incubaron 120 pl de este
sustrato con la muestra (10 pL plasma o 70 pL de fracciones de FPLC) en TBS con 1
mM DTT y 0,25 mg/mL de albimina (200 pl de volumen total) durante 1h a 37°C.
Posteriormente se pard la reaccion con 0,5 mL de metanol:hexano (1:2) de los

cuales se separ6 la fase superior (0,5 mL), que contiene el colesterol (libre y
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esterificado). De esta fase se separd el colesterol libre del esterificado por
cromatografia en capa fina (TLC) utilizando hexano/dietiléter/etil acetato
(50/50/1,5) como fase movil, revelando las bandas de lipidos con yodo gaseoso y
se cont6 la banda correspondiente a ésteres de colesterol. Una unidad (U) de

actividad LCAT equivale a 1 nmol de colesterol esterificado por hora.

Glutation selenoperoxidasa plasmatica (GPX3)

La actividad GPX3 fue medida mediante un ensayo espectrofotométrico [128]
desarrollado a partir de un kit para determinar GPX citosdlica, cambiando las
condiciones y adaptdndolo a un lector de placas y a las muestras de ratén. En un
pocillo que contenia 0,5 mM NADPH, 4,6 mM de glutation reducido y 1,1
unidades de glutation reductasa en tampoén fosfato-salino (PBS), y adicionando de
2,5 a 20 ul de muestra (plasma o fraccién de FPLC), se iniciaba la reacciéon con 0,44
mM de tert-butil hidroperéxido (todos los reactivos de Sigma) en un volumen
final de 225 pL, y se monitoriz6 la disminucién de absorbancia a 340 nm durante 3
minutos en un lector de placas (AD/LD 340, Beckman Coulter). La actividad se

corrigié por blancos sin enzima y por la tasa de hidrélisis espontanea de NADPH
sin tert-butil hidroperéxido medida durante 2 minutos. La €340 para el NADPH es

de 6.220 M1 cm?! Una unidad (U) de actividad glutation selenoperoxidasa

equivale a 1 umol de NADPH oxidado por minuto.

5. Marcadores de estrés oxidativo y vitaminas
antioxidantes.

Para estas determinaciones se utilizaron muestras de sangre extraidas mediante

puncion cardiaca recogidas en tubos que contenian EDTA y BHT.

Determinacion de 8-isoprostano

El 8-isoprostano de plasma (libre y esterificado) fue determinado utilizando un
enzimoimmunoensayo (EIA) comercial (Cayman Chemical). El ensayo se basa

entre la competicion entre el 8-isoprostano de la muestra y 8-isoprostano-
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acetilcolinesterasa conjugado por una concentracion limitada de anticuerpo anti 8-
isoprostano. La unién de 8-isoprostano conjugado con el anticuerpo se une a un
segundo anticuerpo unido al pocillo, y después el 8-isoprostano unido al pocillo es
detectado a través de una reacciéon con DTNB que absorbe a 405 nm que es
hidrolizado por la acetilcolinesterasa del conjugado. La magnitud de la sefial es
inversamente proporcional a la cantidad de 8-isoprostano (no conjugado) de la

muestra.

De las muestras de plasma en primer lugar se realiz6 una extraccion y
posteriormente una determinacién por EIA. En la extracciéon las muestras de
plasma (1 mL) se incubaron con 1 mL de KOH 15% durante 60 minutos a 40°C
para hidrolizar los acidos grasos. Se afiadieron 2 mL de etanol con 0,01% BHT,
agitando vigorosamente y centrifugando a 3000 rpm 10 minutos para precipitar las
proteinas, se evaporo el etanol y se purificé la muestra con una columna SPE C-18,
eluyendo la muestra con etil acetato. Después de evaporar el etil acetato se
resuspendié la muestra con el tampén de EIA y se determiné la cantidad de 8-

isoprostano por EIA basado en el principio descrito mds arriba.

Medida de TBARS

El acido tiobarbittrico reacciona con los perdxidos lipidicos en condiciones de
pH é&cido y temperatura elevada dando lugar a un pigmento rojo. Los productos
de oxidaciéon de acidos grasos poliinsaturados que reaccionan con el acido
tiobarbittrico son los aldehidos y las cetonas, especialmente el malondialdehido y
el 4-hidroxinonenal. Las especies reactivas de 4cido tiobarbittrico (TBARS) en el
plasma se midieron como estd descrito [159]. El plasma (75uL) o el patrén se
diluy6 con 175 pL de agua y se afiadi6é 0,5 mL de reactivo TBARS incubandose a
80°C durante 30 minutos, parando la reacciéon en hielo. Después de centrifugar 10
minutos a 10000 rpm se midié la absorbancia del sobrenadante a 532 nm ,
comparandose las absorbancias con una recta patrén con concentraciones de MDA

conocidas, generadas con tetrametoxipropano.
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Determinacidén de vitaminas antioxidantes

Para la deteccion de compuestos liposolubles (tocoferol, retinol, carotenos,
licopenos) se utilizé cromatografia isocratica en HPLC de fase reversa [160] . En
primer lugar se realiz6 una extraccion lipidica de la muestra para lo cual se
adicionaron 0,5 mL de estandar interno (tocoferol acetato en etanol a 10 pg/L) a
0,5 mL de muestra, agitando continuamente. A esta mezcla se le afiadi6 1 mL de
heptano con 20 pM de BHT en agitacion continua y vigorosa, y posteriormente se
centrifugd para separar dos fases. La fase superior conteniendo los lipidos se
extrajo y se seco bajo corriente de nitrégeno gas. Se reconstituyé la fracciéon
lipidica con 40 pL de acetonitrilo-tetrahidrofurano (1:1 v/v) y 5 uL se sometieron a
cromatografia en una columna de fase reversa (columna Ultrasphere ODS 0,46X25
cm, 5 um, System Gold, Beckman) con un flujo de 0,4 mL/minuto con una fase
moévil de acetonitrilo/agua/tetrahidrofurano (81.3/5.7/13). La deteccion del
tocoferol y los carotenoides fue medida de manera simultdnea a 290 y 450 nm.
Posteriormente se cuantificé el area bajo la curva de los picos de los antioxidantes

y se calcul6 respecto area del pico del estindar interno, de concentracién conocida.

6. Ensayos de oxidacion en lipoproteinas

La capacidad de las HDL de las diferentes lineas de ratones de inhibir la
oxidacién de la LDL se evalud realizando incubaciones de LDL + HDL, y
midiendo posteriormente el grado de oxidacion de las lipoproteinas después de
una incubacién en condiciones oxidantes. Las lipoproteinas, aisladas por
ultracentrifugaciéon fueron dializadas en el tampén de trabajo y utilizadas

inmediatamente en los ensayos descritos a continuacién

Migracion electroforética

Las lipoproteinas al ser oxidadas cambian su carga, pudiendo por tanto medir
el grado de oxidacién de una lipoproteina gracias a su cambio de movilidad
electroforética. En estos ensayos se incubaron LDL humanas a una concentracién

de 0,3 mM fosfolipidos (equivalente a 1 mM colesterol y 250 mg/L de apoB) con
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5,5 uM CuSOys y en presencia o ausencia de 0,4 mM de fosfolipidos de HDL de las
diferentes lineas de ratones. Después de realizar esta incubacién durante 2 h y 30
minutos a 37°C se pard6 la oxidaciéon con EDTA para quelar el Cu** y BHT (1 mM y
20 uM de concentraciones finales, respectivamente), y se aplicaron en un gel de
agarosa (10 pL). Para la electroforesis se utilizan geles de agarosa comerciales
(Biomidi) a 90V durante 35 minutos. Después de la electroforesis se realiz6 una
tincion especifica de lipidos con Negro Sudan se analizé de la movilidad
electroforética relativa de las bandas correspondientes a la LDL utilizando el

densitometro Gel Doc 2000 y el software Quantity One (Biorad).

Determinacion de hidréoxidos de acidos grasos

Durante el proceso de oxidacion se forman hidroperéxidos de acidos grasos que
al descomponerse dan lugar a hidroxidos de estos acidos grasos, entre otros
compuestos, pudiéndose medir la cantidad de hidréxidos como reflejo del nivel de
oxidacion de una particula lipoproteica. Después de la incubacién descrita en el
apartado anterior se extraen los lipidos de las lipoproteinas con éter-hexano 1:1 en
presencia de antioxidantes. Los extractos se hidrogenan -cataliticamente en
presencia de PtO», y una vez hidrogenados se saponifican los ésteres en presencia
de KOH 1N 30 minutos a 60°C. Los acidos mono hidroxilados se prepurifican
mediante una extracciéon en fase sdlida en fase inversa (C-18, SePak, Waters),
seglin instrucciones del fabricante. La fraccién conteniendo los acidos mono
hidroxilados, en especial los derivados del &cido linoleico se someten a andlisis por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) después de la

formacion de trimetil-silil-derivados de los correspondientes metil-ésteres [160].

Monitorizacion de formacion de dienos conjugados

Al incubar lipoproteinas en presencia de un catalizador de la oxidacién se
produce una reestructuracién de los dobles enlaces de los é&cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) que dan lugar a la formacién de dienos conjugados
(dobles enlaces alternados con enlaces simples) y esta estructura puede ser

detectada por su absorbancia a 234 nm [160]. Durante la oxidacién se pueden
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distinguir varias fases: la fase de latencia (lag phase) en la cual las defensas
antioxidantes de la lipoproteina acttian y la oxidacién es lenta, posteriormente hay
una fase exponencial o de propagaciéon donde la oxidacién ocurre de manera
rapida. Posteriormente al agotarse los sustratos oxidables de la lipoproteina se
llega a un maximo a partir del cual hay una fase de descomposicién donde estos
dobles enlaces se descomponen dando lugar a productos finales de la oxidacién

(peroxidos, hidroxidos, aldehidos y cetonas) [161].

El seguimiento de la cinética de oxidacién a través de la formaciéon de dienos
conjugados se realizé incubando LDL a 0,1 mM de fosfolipidos (equivalente a 75
ng apoB /mL, o 0,3 mM colesterol) con 2.5 uM CuSOs durante 4 h a 30°C en un
espectrofotometro Biochrom 4060 equipado con un intercanbiador de siete cubetas
termostatizadas (Pharmacia LKB). En las mezclas LDL+HDL se estudi6 la cinética
de oxidacién de estas lipoproteinas por separado para discernir la oxidacién de la
LDL de las mezclas, restando la cinética de oxidaciéon de HDL a la cinética

LDL+HDL.

Monitorizacion de la fluorescencia de DCF

El compuesto diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) (Sigma) emite
fluorescencia al reaccionar con especies reactivas del oxigeno. En este ensayo un
sustrato oxidable (LDL humana) es incubada junto con DCF y transcurrido un
tiempo se mide la fluorescencia que la oxidacién de las LDL ha producido sobre el
DCF. Las HDL al evitar la oxidacién de la LDL evitan también la aparicion de la
fluorescencia, puediendo medir asi su capacidad antioxidante [162]. El ensayo se
realiz6 en microplacas de fluorimetro negras (Nunc) con 3 pg de apoB de LDL
humana , 2 nmoles de fosfolipidos de HDL y 2 ng de DCF por pocillo en salino
con 0,02% de azida en un volumen final de 150 pL. Después de un tiempo de
incubacion de 3 h a 37°C se midi6 la fluorescencia con A de excitaciéon de 485 nm y

A emisidon de 530 nm.



Material y métodos 63

7. Cuantificacion de RNA mensajeros

El RNA total de higado fue extraido utilizando el reactivo Trizol (Gibco/BRL) y
fue repurificado on columnas RNAeasy (RNAeasy mini kit, Quiagen), para evitar
la presencia de DNA genémico. La transcripcion reversa se llevo a cabo con 2 pg
de RNA total en un volumen final de 25 pL durante 1 h at 42°C, utilizando
transcriptasa reversa M-MLV (H-) (Promega, Madison WI) utilizando como
cebador un oligo dT. El anélisis cuantitativo de los diferentes RNA se realiz6 con
PCR a tiempo real en un aparato Abi Prism 7000 (Applied Biosystems). La
expresion de los RNAm de los genes seleccionados se estudié utilizando ensayos
que utilizan una sonda especifica marcada con fluorescencia y unos
oligonucleétidos especificos. Estos ensayos son comerciales y estan predisefiados y

validados (Assays-on-Demand, Applied Biosystems).

8. Incubaciones de HDL con apoA-ll humana pura e

immunodeteccion

Con el objetivo de reproducir , aunque fuera parcialmente, la composicién de la
HDL de los ratones transgénicos de 11.1, concentraciones crecientes de ApoA-II
humana pura (Sigma) fue incubada con plasma o HDL de ratones control en dieta
aterogénica. Estas incubaciones se realizaron a 37°C o bien a 4°C durante 3 h con
agitacion suave, al cabo de las cuales se determinaron las actividades PON1 y
PAF-AH, se someti6 a cromatografia por FPLC o se realiz6 la inmunodeteccion de

PON1 como se describe a continuacion.

La PON1 fue determinada por Western Blot. Para ello se realizd una
electroforesis nativa en gradiente de poliacrilamida (GGE, 4-20% poliacrilamida ,
Biorad) en tampoén Tris-Glicina (Tris 24 mM, glicina 190 mM) durante4 ha 120 V a
4°C. En la carrera electroforética se utilizaron marcadores de proteinas nativas con
el didmetro indicado en los esquemas. Las proteinas del marcador son

tiroglobulina 17 nm, ferritina 12,2 nm, catalasa 10,4 nm, lactato deshidrogenasa 8,1



64 Material y métodos

nm y albimina 7,1 nm (HMW Native Marker Kit, Amersham). Inmediatamente
después se realizdé una transferencia a membrana de PDVF (Biorad) en tampén
Tris-glicina con 20% metanol, durante 60 minutos a 60 V a 4°C. Después del
bloqueo 18 h a 4°C (Western Blocker solution, Sigma), se realizé la inmunodeteccion,
utilizando un antisuero de cabra inmune para la PON1 de ratén [163] (cedido por
la Dra. Trudy Forte, University of California Berkeley) a dilucién 1/2.000 en
tampon de bloqueo-TTBS (1:1). Se realizaron lavados con TTBS (0,01% de Tween
20 en TBS), incubado con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa anti
IgG de cabra (Sigma) (1/10.000 en tampén de bloqueo), y revelado con un sistema
quimioluminiscente, bien por revelado con films fotograficos o en el sistema

Chemidoc XRS (Biorad).

La apoA-I de ratén en fracciones FPLC se detectd después de una electroforesis
desnaturalizante y reductora (geles 0,1% SDS- 15% PAGE) y Western Blot de
manera andloga a como se describe mds arriba, con un antisuero de conejo contra
la apoA-I de ratén( 1/5000) y un secundario anti igG de conejo conjugado con
peroxidasa (Sigma) (1/10000). La cantidad de apoA-I fue calculada como
intensidad relativa a la intensidad densitométrica de la banda de apoA-I pura de
concentraciéon conocida corrida en el mismo gel. Las bandas fueron evaluadas

utilizando el densitometro Gel doc 2000 y el software Quantity one (Biorad).

9. Determinacién de parametros fecales y absorcién
intestinal de colesterol

La absorcién de colesterol se midi6 mediante un método [164] en el que se
administran por via oral colesterol [C!4] y sitostanol [3H], en una proporcién
conocida y se determina la proporciéon [C14] / [3H] en las heces. El sitostanol acttia
como control interno ya que no es absorbido en el intestino pero tiene una
estructura similar a la del colesterol. Para realizar este experimento se prepar6 una

solucion de 16 pCi [5,6- 3H] sitostanol (American Radiolabeled Chemicals) y 8 pCi
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de [4- 14C] colesterol (Nen Life Science Products), evaporando con gas nitrégeno y

redisolviendo en etanol (80 puL) y aceite de oliva (800 uL).

Se administraron 100 pL de esta solucién por alimentacion forzada a ratones
mantenidos en jaulas metabolicas individuales y se mantuvieron durante 72 h. Las
heces durante este tiempo fueron recogidas, se les realiz6 una extraccioén lipidica,
como se describe a continuacién y posteriormente se cont6é la marca de [*H] y
[“C]. El célculo de porcentaje de absorcion se realizé con la siguiente férmula
[165]:

100 x [(**C/3H) dosis de carga - (1*C/3H) heces]/ (1*C/3H) dosis de carga

Extraccion de lipidos

La extraccion lipidica [41,149] de las dietas, tejidos y heces se realizé con 1 g de
muestra y 10 mL de isopropanol-hexano (3:2, v/v), en un agitador orbital durante
24 h. Se filtr6 el disolvente orgénico de la muestra sélida y para separar fases se
afladieron 3 mL de NaxSOs 0,47 M, agitando durante 15 minutos en agitacion
orbital y centrifugando a 1000 rpm durante 5 minutos. La fase organica superior
que contenia hexano y los lipidos se transfiere a un nuevo tubo donde sera
evaporado bajo flujo de gas nitrégeno. Una vez evaporado el hexano el extracto se
resuspendi6 con 0,5% de colato sédico con 10 minutos de sonicacién para
emulsionar los lipidos y realizar determinaciones de colesterol y triglicéridos

como se describe en el apartado de medida de parametros lipidicos.

Extraccion de acidos biliares

La dieta aterogénica tiene una gran cantidad de colesterol, grasas saturadas y
ademas colato sédico para inducir un perfil proaterogénico en los ratones, que de
otro modo costaria mucho de conseguir. Es patente que el colato s6dico no es un
componente de las dietas estandar, sélo se encuentra en este tipo de dieta
aterogénica. Para la extraccion de acidos biliares de heces o la dieta, se afiadieron 2

mL de etanol a 1 g de nuestra seca y se mantuvo en agitaciéon orbital 24 h.
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Posteriormente en la solucion de etanol se midieron los 4cidos biliares a través del

método enzimatico-colorimétrico que se describe a continuacion.

Medida de acidos biliares

Se utiliz6 el método de la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD)
(Sigma). La reaccién se inicia con 100 pL de la muestra diluida (1/10 extracto de
heces) con 250 pL de reactivo de acidos biliares (NAD* 2 mM, NBT 0.5 mM,
diaforasa 500 U/L, tampén pH 7.0 y 3a-HSD 1000 U/L) o bien blancos de reactivo
de cada muestra con 100 pL de muestra y 250 pL de reactivo de blanco (con la
misma composicion que el reactivo del test excepto que no tiene 3a-HSD). Estos
tubos se incubaron a 37°C durante 5 minutos y la reaccion se paré con 50 pL de
reactivo de stop (H2SO4 2 N). Una vez parada la reaccion se filtré6 mediante filtros
de 0.45 um para eliminar materia particulada, se pasaron 200 pL una microplaca y
se midi6 la absorbancia a 530 nm en un lector de placas ELISA (AD/LD 340,
Beckman Coulter). El calculo se realizé restando la absorbancia las muestras con
blanco de reactivo a la absorbancia de cada muestra incubada con reactivo de
acidos biliares y los valores se interpolaron en una recta patrén realizada con

concentraciones conocidas de acidos biliares.

10. Medida del transporte reverso de colesterol

especifico de macréfagos

Acetilacion de las LDL

Las LDL [3H] se acetilaron para facilitar su captacién por los macréfagos, ya que
éstos, al presentar receptores scavenger, tienen la capacidad de captar
lipoproteinas modificadas. La acetilacion se realiz6 partiendo 12 mL de LDL a una
concentraciéon de 4 g apoB/L y se afiadié el mismo volumen de una solucién de
acetato sodico saturado. A continuacién se anadieron 2 pul. de anhidrido acético,
agitando suavemente a 4°C durante 15 minutos y se repiti6 esta operacién 3 veces,

hasta completar una incubacion total de 1 hora. Finalmente las LDL se dializaron
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extensivamente en saco con PBS y se equilibraron en medio RPMI 1640 deficiente
(RPMI con 10% de LPD (suero deficiente en lipoproteinas) en lugar de suero

bovino fetal) mediante gelfiltracion, usando columnas PD-10 (Pharmacia).

Cultivos celulares y marcaje con [°H] colesterol

Se cargaron macréfagos bien con colesterol no esterificado y LDL acetiladas,
como esta descrito [166], o bien con LDL acetiladas marcadas previamente con
colesterol esterificado. En los dos tipos de experimentos se utilizaron macréfagos
de la linea P388D1 (American Type Culture Collection, ATCC), que son una linea
celular con caracteristicas adherentes, proveniente de neoplasma linfoide inducido
en ratones DBA /2. Fueron cultivados en placas de cultivo de 75 cm con 5 millones
de células por placa y crecidos en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero bovino fetal, renovando el medio cada 48 h hasta conseguir un 90% de

confluencia (6-7 dias).

Para cargar los macréfagos con [3H] colesterol no esterificado, se incubaron con
LDL acetilada (LDL a 100 pg apoB /mL) conjuntamente con [la, 2o (n)-3H]
colesterol (Amersham) con una actividad de 5 pCi/mL en RPMI deficiente, para
evitar la presencia de otras lipoproteinas que no fueran la LDL acetilada. Una vez
acabada la incubacién se lavaron las células con PBS, se separaron del soporte
solido de la placa con un raspador de células, se paso la suspensién de macréfagos
a un tubo de centrifuga y se centrifugaron durante 10 minutos a 1000 rpm para
sedimentar las células. Después de descartar el sobrenadante se resuspendieron
las células en PBS 0,2% de albtimina sérica bovina y se volvié a centrifugar 12
minutos a 1200 rpm y finalmente se resuspendié en PBS para realizar contaje de

células, radiactividad y preparar las células para la inyeccién a los ratones.

Para marcar LDL con colesterol esterificado se prepararon liposomas con 250
uCi de oleato de [1a, 2a (n)-3H] colesterol (Amersham), 24 mg de lecitina y 80 pL
de BHT 1 mM, se evapor6 con gas nitrégeno y se resuspendié en 8 mL de tampén

A (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) sonicando durante 10 minutos. Esta
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emulsion se mezclé6 con LDL (60 mg de apoB en tampén A) obtenida por
ultracentrifugaciéon y con LPD dializado en tampén A (30 mL, a 100 g proteina/L
obtenido de ultracentrifugaciéon de plasma humano) como fuente de actividad
CETP (proteina transferidora de ésteres de colesterol), durante 24 h a 37°C para
conseguir la transferencia de colesterol marcado de los liposomas a las LDL [167].
Las LDL se reaislaron por ultracentrifugacion secuencial, primero separando los
liposomas a densidad 1,019 g/mL y posteriormente haciendo flotar las LDL a
densidad 1,063 g/mL, como se describe en el apartado de aislamiento de
lipoproteinas. Estas LDL [3H] marcadas con ésteres de colesterol se acetilaron
como se describe en el apartado correspondiente (actividad especifica 9x10°
desintegraciones por minuto (dpm) por mg de apoB), se incubaron durante 48 h
con los macréfagos a una concentraciéon de 100 ug apoB/mL en medio RPMI 1640
deficiente. Los lavados y la resuspension para la inyeccién se realizaron como se

describe para macréfagos marcados con colesterol libre.

Medida del transporte reverso de colesterol especifico de macréfagos.

La medida del transporte reverso de colesterol especifico de macréfagos a
higado y su eliminacién por las heces se llevé a cabo inyectando macréfagos
cargados con [3H] colesterol y midiendo su transferencia higado y a heces, pasadas
48 h. En el caso de los macréfagos marcados con colesterol libre, se realiz6
inyectando intraperitonealmente 0,5 mL de PBS por animal, conteniendo 1,7x10°
células y 3,0x10¢ dpm. En el caso de los macréfagos marcados con oleato de
colesterol incorporado en LDL, se inyectaron 0,5 mL de PBS conteniendo 13x10°¢ de
células y 3x10° dpm. Los animales se mantuvieron individualmente en jaulas

metabolicas y se recogieron las heces durante 48 h.

Se obtuvieron muestras de sangre a las 24 y 48 h de la inyeccién de macréfagos
determinando el [3H] colesterol en plasma, en HDL mediante precipitacion con
fosfotuingstico-Mg (Roche Diagnostics) y en las lipoproteinas con apoB (no-HDL),
contando el precipitado. A las 48 h se procedi6 al sacrificio, extraccion de sangre,

6rganos y recogida de heces.
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Se realiz6é una extraccion lipidica de las muestras de higado y heces como se
describe en el apartado de extraccion lipidica y se conté el [3H] colesterol del
extracto, analizando por TLC la proporcién de colesterol libre/esterificado en

condiciones analogas a las descritas en la determinacién de actividad LCAT.

Para determinar la radiactividad de acidos biliares en heces se cont6 la fraccion
no orgénica de la extraccion lipidica y al extracto seco de las heces se le realiz6é una
segunda extracciéon con etanol (2 mL) durante 18 horas para la extraccion de
acidos biliares. La suma de la radiactividad de estas dos extracciones mostré
recuperar aproximadamente el 85% de los acidos biliares de heces en ensayos

previos.

11. Analisis estadistico

El analisis de los resultados experimentales se realiza a través del test t de
Student si se comparan dos grupos, one way-ANOVA si se comparan mas de dos
grupos con distribucién normal. Los tests no paramétricos U de Mann-Witney o el
test Kruskall-Wallis para comparar dos o mas grupos respectivamente, se realizan
en el caso de que la muestra no se ajuste una distribucién normal (test
Kolmogorov-Smirnoff) o el tamafio de la muestra sea pequetio. Los tests y graficos
se realizan con el paquete estadistico Prisma (GraphPad Prism versiéon 4.00 para

Windows) y Microsoft Excel.
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1. Lipidos plasmaticos

Como esta descrito en estudios previos en nuestro laboratorio, los ratones
transgenicos de la linea 11.1 [33,40,168], después de tres meses de dieta
aterogénica, rica en colesterol y con colato sédico, presentaron concentraciones de
apoA-II humana de 123 + 17 mg/dL, disminucién de colesterol de HDL, con un
aumento de las particulas de HDL de tamafio mas pequefio y un aumento de
triglicéridos y colesterol en lipoproteinas con apoB, como se muestra en los
resultados de precipitaciéon de HDL (Tabla R-1) y el perfil FPLC (Figura R-1). Los
ratones 25.3, con un nivel de apoA-II humana en plasma de 18 + 5 mg/dL, en

cambio presentaron un perfil lipidico y lipoproteico similar a los ratones control

Tabla R- 1. Parametros lipidicos de no-HDL y HDL del plasma de ratones

Animales control, transgénicos 25.3 y transgénicos 11.1 fueron alimentados con una dieta aterogénica
durante 3 meses. Las lipoproteinas con apoB se precipitaron con fosfotiingstico. Se midieron los parametros
lipidicos de las HDL del sobrenadante y los parametros no-HDL se calcularon restando los parametros HDL
del total. Los simbolos (*) y (**) expresan diferencia significativa respecto a los ratones control (p<0,05 y

p<0,01 respectivamente).

(N =12) Control 25.3 1.1
Colesterol no-HDL 4,107 5,35+ 0,18 9,6 + 1,1(*)
Triglicéridos no-HDL 0,50 + 0,03 0,63 + 0,06 1,99 + 0,44 (**)
Fosfolipidos no-HDL 1,42 +0,43 1,37 £ 0,09 2,75 +£0,58
Colesterol HDL 1,2+0,2 1,3+0,1 0,5+0,07 (*)
Triglicéridos HDL 0,037 £+ 0,007 0,041 + 0,040 0,026 + 0,008

1,31+0,17 1,58 + 0,11 1,19+0,18

Fosfolipidos HDL
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Figura R- 1. Perfiles FPLC representativos de colesterol , triglicéridos y fosfolipidos de plasma.

Se sometieron a cromatografia 200 pL de plasma de 8 animales de cada linea (control y 11.1), y se

recogieron fracciones de 0,5 mL, con un flujo de 0,5 mL/min en PBS.
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2. Analisis inmunohistoquimico y morfométrico de las

lesiones aodrticas

La cuantificacion de la arteriosclerosis y de los analisis inmunohistoquimicos
con anticuerpos contra epitopos de LDL oxidada se muestran en la Tabla 2.

Ademas se muestra fotografias representativas de tinciéon de secciones de ratones

11.1 en la Figura R-2.

Tabla R- 2. Areas de tincién positiva para lesiones arterioscleréticas e inmunohistoquimica.

La determinacion se realiz6 como se describe en Material y Métodos. El simbolo (***) indica diferencia

significativa (p<0,001) en un test ANOVA.

Control 25.3 1.1
(n=12) (n=11) (n=10)
Area de lesién con ORO 6,8+2,9 10,2 + 3,1 83,1+ 13,3 (**)
Area tefiida MDA-2 25+0,8 3,7+1,3 43,6 + 7,2 (**¥)
Area tefiida NA-59 21107 34+1,0 34,9 +4,8 (**)
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Figura R- 2. Secciones representativas de tincién con Oil Red O (ORO) y MDA-2 en aortas de

ratones 11.1.

La Figura A presenta un detalle de una seccion adrtica de raton 11.1, tefiida con ORO y hematoxilina-eosina.
La Figura B presenta una seccidon sucesiva de la Figura A tefiida con MDA-2. Se puede observar el
engrosamiento de la capa intima y las flechas indican las areas de lesion mas tefiidas con ORO y MDA 2 en

los engrosamientos de la intima y cerca de las valvulas adrticas.
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Después de 5 meses en dieta aterogénica los ratones control y 25.3 presentaron
lesiones de tipo estria grasa, sobre todo cerca de las valvulas adrticas, y estas
lesiones presentaron tincion especifica para epitopos de LDL oxidada. Los ratones
transgénicos 11.1 en cambio presentaron alrededor de 12 veces mas area de lesion
que los ratones control. Ademds estas lesiones fueron complejas, con regiones
tibroproliferativas cerca de la pared de la aorta y regiones con acumulacion de
lipidos maés tenidas con el colorante especifico de lipidos Oil Red O, hacia el lumen
del vaso. El area de epitopos oxidados, reconocidos por los anticuerpos MDA2 y
NA-59, se encontré también drasticamente aumentado, hasta mas de 17 veces,
comparado con los ratones control y 25.3. En estas lesiones los epitopos oxidados

se encuentran en gran parte en la zona grasa de la lesion.

3. Marcadores de estrés oxidativo en plasmay
antioxidantes lipofilicos.

El 8-isoprostano es un eicosanoide producido por la oxidacién no enzimaética
del acido graso araquidonico, generalmente formando parte de los fosfolipidos,
que esta aumentado en casos de estrés oxidativo [169]. La determinacién de 8-
isoprostano en plasma de ratones de las diferentes lineas no mostré diferencia
entre las tres lineas de ratones, como se muestra en la Tabla R-3. Las sustancias
que reaccionan con el acido tiobarbitdrico son derivados de la peroxidacion
lipidica, especialmente el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal [159], siendo por
tanto indicativos de oxidacién. En la determinacién de TBARS en plasma de las

diferentes lineas tampoco se encontraron diferencias.

Las vitaminas antioxidantes pueden retrasar la oxidaciéon de las lipoproteinas
[170], por lo que se midieron las vitaminas antioxidantes en lipoproteinas. No se
detectaron niveles apreciables de carotenoides (a y [ carotenos y licopeno), s6lo
1se detecté a-tocoferol, y aunque la muestra es pequena (n=3), no parece haber

diferencias en tocoferol de HDL ni en lipoproteinas no-HDL (lipoproteinas con
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apoB) (Tabla R-3). En conjunto estos datos indican que en el plasma de 11.1 no

existe un mayor estrés oxidativo que en el plasma de los ratones control.

Tabla R- 3. Marcadores de oxidacién plasmatica y vitaminas antioxidantes lipofilicas.

Las determinaciones se realizaron como se describe en Material y Métodos, bien en plasma o bien en
lipoproteinas aisladas por ultracentrifugacion (no HDL, densidad menor que 1,063; HDL densidad de 1,063 a
1,210 g/mL). Los resultados se muestran como media + SEM, el niimero de individuos esta indicado en la

primera columna. Los grupos fueron comparados con un ANOVA no paramétrico (Kruskall-Wallis).

Control 25.3 1.1
8- Isoprostano total plasma 166,0 + 34,1 170,1 + 34,0 175,6 + 20,4
(pg/mL) (n=7)
TBARS 23+0,2 21405 2,0+04
(eq MDA/mL) (n=8)
a-tocoferol en No-HDL 1,5+0,2 1,3+0,1 1,5+0,5
(mmol/mol lipidos) (n=3)
a-tocoferol en HDL 52+0,2 4,4%0,3 4,7+0,1

(mmol/mol lipidos) (n=3)

4. Capacidad de las HDL de proteger a la LDL de la

modificacion oxidativa.

Se disefiaron una serie de aproximaciones experimentales con el objetivo de
determinar si las HDL eran capaces de proteger a las lipoproteinas con apoB de la
oxidacién y si diferencias en esta capacidad son capaces de explicar el dramatico
aumento de productos de oxidacién que se encuentran en el seno adrtico de los
animales 11.1. Las lipoproteinas que sufren oxidacién muestran un incremento de
movilidad electroforética cuando son sometidas a electroforesis en geles de
azarosa [171]. Esta propiedad puede ser utilizada para establecer el grado de
oxidacién de la LDL y ha sido utilizada con anterioridad para estudiar la
capacidad protectora de las HDL [172,173]. Esta técnica tiene la ventaja adicional
de que en la carrera electroforética se separan las diferentes lipoproteinas de una
mezcla pudiendo medir la migracion electroforética de la LDL sin necesidad de

reaislamiento por ultracentrifugacion.
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Se estudi6 la migracion electroforética de VLDL y LDL de los ratones de las
diferentes lineas coincubadas en condiciones oxidantes (presencia de 5,5 uM

CuzSO4) con HDL de la misma linea, como se muestra en la Figura R-3.

\') v V+H v \") V+H \" \") V+H
Control 25.3 11.1
Cu™ - + + - + + - + +

L L L+H L L L+H L L L+H
Control 25.3 1.1
Cu** - + + - + + - + +

Figura R- 3. Proteccion de la HDL de la oxidacién de la VLDL y LDL murina.

Los geles muestran tres series de tres carriles en los que VLDL (V en el panel superior) o LDL (L en el panel
inferior) de la misma linea de ratones fueron incubados solas (primer carril de cada serie, lipoproteina
nativa), en presencia de cobre (segundo carril, lipoproteina oxidada) o bien con cobre y HDL de las

diferentes lineas (tercer carril de cada serie). Se muestra un experimento representativo.

Cuando las lipoproteinas con apoB se oxidan incrementan su movilidad
electroforética, como se observa cuando se compara la lipoproteina incubada sin
cobre (sin condiciones oxidantes) con la que ha estado incubada con cobre. Este
cambio de movilidad electroforética es inhibido en las incubaciones en las que se
ha afiadido HDL de ratén control o 25.3. Sin embargo la HDL de los ratones 11.1
no es capaz de evitar la oxidacién y el cambio de movilidad electroforética ni de

las VLDL ni de las LDL.
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Para evitar la posible interferencia de la diferente composiciéon de las
lipoproteinas de apoB de las diferentes lineas de ratones y, por tanto, de su
susceptibilidad a la oxidacién, se utiliz6 LDL humana para testar la capacidad
protectora de las HDL de las diferentes lineas. De la LDL humana se tiene mayor
disponibilidad y se conocen sus caracteristicas con mucho mayor detalle que las
lipoproteinas con apoB de ratén. En los anteriores ensayos se utilizaron los
fosfolipidos de HDL como pardmetro de estandarizaciéon para poner la misma
cantidad de HDL de las diferentes lineas. Sin embargo, dadas las importantes
diferencias en la composicion de las HDL de las tres lineas de ratones, se repitio el
ensayo igualando la cantidad de HDL afiadida ajustando también por
concentracion de proteinas y colesterol. En todos los casos se obtuvo un resultado
similar (Figura R-4A). En estos ensayos se puede observar que las HDL de los
ratones 11.1 tienen una movilidad electroforética menor y una menor tincién por
Negro Sudan, indicando una composicion alterada. Nuevamente las HDL de
ratones control y 25.3 fueron capaces de inhibir la oxidacién en un grado mucho
mayor que las HDL de 11.1, independientemente del pardmetro elegido para

estandarizar la cantidad de HDL afiadida a la LDL.

Se realizaron una serie de experimentos utilizando LDL humana y HDL de
aislamientos independientes, estudiando la movilidad electroforética de LDL
humana incubada con HDL de las diferentes lineas (Figura R-4B). En algunas de
estas incubaciones se midieron los hidréxidos del acido linoleico (9-HODE y 13
HODE), como marcadores del grado de oxidaciéon de las lipoproteinas. Los

resultados se muestran en la Figura R-5.

En todos los casos la HDL de ratones control y 25.3 fueron capaces de proteger
del incremento de movilidad electroforética de las LDL humanas, pero no ocurri6

con las HDL de 11.1 (Figura R-4B). La medida de hidréxidos derivados del

linoleico en estas incubaciones mostr6 que hay una mayor acumulacién de 9-
HODE y 13-HODE en las incubaciones de LDL que fueron oxidadas en presencia
de HDL de 11.1, mostrando por tanto un mayor grado de oxidacién (Figura R-5).



82 Resultados - Capitulo 1
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Figura R- 4. Proteccién de la oxidacion de LDL humana por parte de las HDL (movilidad

electroforética relativa).

Grafico A: Se coincubaron LDL humana y HDL de ratones control y transgénicos, igualando por cantidad de
fosfolipidos, proteina o colesterol de HDL. La LDL nativa y oxidada se cargaron juntas en el carril 1.

Grafico B: Grafico de barras de 7 experimentos independientes de oxidacion de LDL humana en presencia de
HDL de las diferentes lineas. Los ensayos y la determinacion de movilidad electroforética se realiz6 como se

describe en Material y Métodos. (**) indica diferencia significativa (p<0.01).
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Figura R-5. Contenido de HODEs de las LDL humanas oxidadas en presencia de HDL de las

diferentes lineas.

Contenido de HODEs de las LDL incubadas con HDL en las mismas condiciones que para la medida de
movilidad electroforética relativa. (*) indica diferencias significativas respecto a control (p<0,05) en un

ANOVA no paramétrico (Kruskall-Wallis) con n=3.



Resultados - Capitulo 1 83

La movilidad electroforética podria aumentar por motivos independientes de
la oxidacién, como cambios de composicién o modificaciones enzimaticas de las
LDL. Por ello, ademas de la medida de HODEs y la migracién electroforética, se
llevaron a cabo aproximaciones experimentales diferentes con la misma estrategia
de combinar LDL humana y HDL de las diferentes lineas, como son la
determinacion de la fase de latencia de la cinética de oxidacion y la fluorescencia

de diclorofluoresceina (DCF).

A Ensayo DCF B Fase de latencia LDL

75 T

254

Fluorescencia DCF relativa
g
Fase de latencia relativa

Figura R- 6. Ensayos de proteccién de la oxidacién de las LDL humanas por parte de las HDL:

fluorescencia de DCF y fase de latencia de cinética oxidacién de LDL.

Se presentan ensayo de oxidacion y medida de fluorescencia de DCF (grafico A) y fase de latencia de la LDL
en la cinética de oxidacion de la LDL (grafico B). Los ensayos se realizaron como se describe en Material y
Meétodos. Los simbolos (*) indican diferencias significativas respecto a control (p<0,05) en un ANOVA no

paramétrico (Kruskall-Wallis). El tamafio de la muestra es n=5 para el grafico A y n=4 para el grafico B.

El compuesto DCF emite fluorescencia al reaccionar con especies reactivas del
oxigeno y por tanto midiendo la fluorescencia del DCF en una incubacién de
lipoproteinas se puede medir el grado de oxidacién de éstas. Esta aproximacion ha
sido utilizada para detectar HDL incapaces de proteger de la oxidaciéon en
pacientes humanos [162]. En la Figura R-6A se observa que las LDL incubadas
solas se oxidan y producen un aumento de fluorescencia del DCF, pero las HDL

de control y 253 son capaces de evitar el aumento de fluorescencia al ser
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coincubadas con la LDL humana, mientras que esta inhibicién es mucho menor en

las LDL incubadas con HDL de 11.1.

La oxidacién de las lipoproteinas puede seguirse a través de la monitorizacion
de los dienos conjugados que se forman en estas fases, provenientes de los acidos
grasos poliinsaturados, midiendo la absorbancia a 234 nm. La fase de latencia
puede ser prolongada por antioxidantes, los cuales secuestran la reaccién
iniciadora o interfieren en las especies que propagan la reaccién [174]. Por tanto, la
fase de latencia en los procesos de peroxidacion lipidica refleja el potencial
antioxidante de las lipoproteinas. En la cinética de dienos conjugados, las HDL de
control y 25.3 retrasaron marcadamente la oxidacién de la LDL humana (160% y
146% respectivamente) mientras que la HDL de 11.1 retras6 s6lo un 36% la cinética

de oxidacién, en comparacién con la fase de latencia de la LDL incubada sola

(Figura R-6B).

En resumen, a través de cuatro aproximaciones metodolégicas (movilidad
electroforética, medida de HODEs, fluorescencia de DCF y medida de fase de
latencia) utilizadas se demuestra que las HDL de los ratones transgénicos 11.1 no
son capaces de proteger de la oxidacién a las lipoproteinas con apoB, como lo

hacen las HDL de ratones control y transgénicos 25.3.

5. Analisis de la composicion y propiedades de las
HDL

A la vista de los resultados que muestran una pérdida de capacidad de
protecciéon frente a la oxidaciéon de las HDL de trangénicos 11.1, se estudiaron las
HDL de estos ratones en detalle comparandolas con las de sus controles, y
prestando especial atencion a los lipidos, apolipoproteinas y enzimas asociados a
las particulas de HDL. Se determinaron en el plasma de las diferentes lineas de
ratones las actividades enziméticas que, segun la bibliografia, estdn relacionadas

con la proteccién antioxidante de la HDL y se muestran en la Tabla R-4.
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Tabla R-4. Actividades plasmaticas de los enzimas asociados a HDL relacionados con la

capacidad antioxidante de las HDL.

Las actividades se muestran en U/mL, tomando las unidades enzimaticas como se describen en Material y
Meétodos. Las actividades arilesterasa total y EDTA-sensible se midieron en un conjunto de plasmas diferente
del utilizado para la actividad PMSF-resistente. (**) y (***) indican diferencia significativa respecto a

control en ANOVA con p<0,01 y p<0,001 respectivamente.

Control 25.3 1.1
Arilesterasa (total) (n=16) 326+1,5 31,4+1,6 24,7 +£1.2 (*)
Arilesterasa (EDTA-sensible) (n=16) 16,4+1,0 156 £1,2 7,4 +0,9 ()
Arilesterasa (PMSF-resistente) (n=8) 14,8+ 1,6 18,1+2,0 55+0,7 (**)
PAF-AH (n=8) 103,9+7,9 107,7 £ 6,7 74,4+6,8 (*)
LCAT (n=5) 72+17 ND 44+0,3
Glutation selenoperoxidasa (n = 10) 14,2+0,9 13,0£0,5 149+0,6

La actividad arilesterasa plasmaética total en los ratones transgénicos fue
alrededor de un 75% de la actividad que presentaron los ratones control o los 25.3.
Ya que la PON1 es un enzima calcio-dependiente, al afiadir EDTA al tampoén de
reaccion la actividad arilesterasa derivada debida a la PON1 se inhibe [111]. Sin
embargo, al realizar esta determinacién se comprob6 que la actividad arilesterasa
del plasma no era totalmente inhibida por el EDTA, y por tanto podia haber otro
enzima con actividad arilesterasa en el plasma de ratén. Por otro lado esta
actividad arilesterasa resistente al EDTA de otro(s) enzimas era inhibible por
PMSF. No obstante, el PMSF no inhibié la actividad sensible a EDTA debida a la
PONT. Por tanto se utiliz6 la actividad arilesterasa EDTA-sensible para medir la

actividad de PON1 de las muestras estudiadas.

La actividad PON1 medida como arilesterasa EDTA-sensible o como PMSF
resistente, se encontr6 reducida en el plasma de ratones transgénicos 11.1 de

manera muy significativa (un 45% de la actividad de control).

La PAF-AH por su parte también se encontré disminuida significativamente,

siendo un 75% de actividad en 11.1 respecto a los control.
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La actividad LCAT, medida con un ensayo exégeno que mide la cantidad de
este enzima, no mostré diferencias significativas, aunque si una cierta tendencia a
estar reducida. Paralelamente, no se encontraron tampoco diferencias en la
actividad de la glutation selenoperoxidasa que mostré una actividad plasmatica

similar en el plasma de las tres lineas de ratones estudiadas.

Estudio de las HDL aisladas por ultracentrifugacion.

Las HDL aisladas por ultracentrifugacion fueron estudiadas midiendo
pardmetros lipidicos y las actividades especificas de los enzimas asociados a HDL
que se han relacionado con su capacidad antioxidante. Los resultados de la
composiciéon relativa de lipidos y proteina se muestran en la Tabla R-5, y las
actividades especificas de los enzimas asociados a HDL se muestran en la Tabla R-

6.

Tabla R-5. Composicién porcentual de lipidos y proteina de HDL, separadas por

ultracentrifugacion.

Los resultados se muestran como porcentaje de masa respecto al total. Se muestran los resultados de 11
determinaciones independientes. (**) y (*) indican diferencia significativa respecto a control con p<0,01 o

p<0,05 respectivamente.

%Colesterol %Triglicéridos %Fosfolipidos %Proteina
Control 21,410 0,7+0,5 30,1+ 2,1 478+2,6
253 21,4+0,9 1,1+0,4 27,329 50,2+ 3,2
11.1 19,7 £ 1,7 0,8+0,1 43,7+ 3,5 (*%) 34,7143 ()

Las HDL de los ratones transgénicos 11.1 muestra una composicion alterada,
sobre todo respecto a los componentes de la superficie de la particula. La
proporcion de fosfolipidos esta aumentada respecto a la de los ratones control y
253 y en cambio la composicion proteica estd disminuida. El colesterol total

aparentemente no presenta cambios, aunque segun estudios anteriores [40] la
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proporcion de colesterol libre en HDL es mayor en los ratones transgénicos (56%)

que en control (13%).

Tabla R-6. Actividades especificas de enzimas y antioxidantes asociados a HDL: arilesterasa,

PAF-AH.

(*) indica diferencia significativa (p<0.05) en un test ANOVA, respecto al raton control.

Control 25.3 1.1
Arilesterasa de HDL 69+16 7,0+1,0 2,6 +0,69 (*)
Unidades / mg proteina de HDL (n = 8)
PAF-AH de HDL 27405 28404 0,8+0,2 (%

Unidades / mg proteina de HDL (n =4)

Las determinaciones de arilesterasa y PAF-AH se encontraron disminuidas en
los ratones 11.1 respecto a las HDL de ratones control, mientras que los ratones
25.3 mostraron unas actividades especificas similares a los ratones control. No se
detecté actividad arilesterasa EDTA-resistente en las HDL aisladas por
ultracentrifugacion, siendo por tanto, toda la actividad arilesterasa atribuible a la
PONI1. La mayor parte de la actividad PON1 se encontr6 asociada a HDL ( entre
un 78 y un 87%) y la restante se encontré en el LDP (lipoprotein-depleted plasma,
fraccion libre de lipoproteinas) en las tres lineas. Por el contrario la arilesterasa
EDTA-resistente se encontr6 s6lo en el LPD. Por otro lado, la PAF-AH, aunque se
detect6 y midi6é actividad en las HDL aisladas, se encontré que la actividad

quedaba mayormente en el LPD (un 87-94%) en las tres lineas.

Adicionalmente se realizaron determinaciones de LCAT ex6gena y GPX3, pero
no se encontraron estas actividades en las HDL aisladas por ultracentrifugacion.
Tampoco se detectaron actividades apreciables de estos enzimas en las demaés

fracciones lipoproteicas pero si en el LPD.
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Estudio del perfil de las HDL por cromatogqrafia de gel filtracién (FPLC)

El plasma heparinizado fue separado por cromatografia de gel filtraciéon por
FPLC y las fracciones correspondientes a HDL (fracciones de la 27 a la 32) y LPD
(fracciones de la 32 a la 36) fueron analizadas en detalle en cuanto a su
composicion y actividades enzimdticas. Perfiles representativos de las

cromatografias se muestran en la Figura R-7 y Figura R-8.

El perfil de la apoA-I de cada linea fue evaluado por Western Blot y
cuantificacion densitométrica de las bandas detectadas mediante un anticuerpo
especifico (Figura R-7A). En este perfil se observé que los ratones 11.1 tenian una
marcada disminucién de apoA-I en HDL. Ademas aparecieron dos poblaciones de
HDL con apoA-I, una en el didmetro tipico de las HDL y otra en HDL muy
pequenias o proteinas libres de lipidos. Las HDL de 25.3 no presentaron diferencias

o incluso un ligero incremento de apoA-I en HDL.

La apoA-II humana en 11.1 se encontré en HDL pequefias, coincidiendo con las
fracciones donde menos apoA-I se encontré (Figura R-7B). En los ratones 25.3, la
mayor parte de apoA-II humana se encuentra en particulas HDL grandes y hay
menos apoA-II humana que en los ratones 11.1. El colesterol esta disminuido en
las HDL de los ratones 11.1, pero por otro lado los fosfolipidos s6lo mostraron una

ligera disminucién en comparacién con los ratones control (Figura R-7 C y D).

Tanto el perfil del colesterol como el de fosfolipidos mostraron un
desplazamiento, predominando las particulas de HDL més pequefas que en los
ratones control. La distribucién de las apolipoproteinas y lipidos de las HDL de
los ratones transgénicos es consistente con poblacion principal de HDL que
contiene s6lo apoA-II humana, de pequefio didmetro y con un menor contenido de

ésteres de colesterol que la HDL de control.
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Figura R-7. Perfiles representativos de FPLC de las fracciones de HDL: apolipoproteinas y
lipidos.

Fracciones correspondientes a HDL (de la 26 a la 31) y fracciones libres de lipoproteinas (LPD) (de la 32 en
adelante) de 0,5 mL de plasma (heparina). Los perfiles muestran la determinacion de apolipoproteinas (apoA-
I murina por densitometria de western blot, apoA-II humana por inmunoturbidimetria en autoanalizador),

colesterol total y fosfolipidos.



90 Resultados - Capitulo 1

La actividad arilesterasa total mostr6 una disminucién de actividad en las
fracciones que corresponden a HDL en ratones transgénicos 11.1, pero no hay
diferencias en el perfil de fracciones que corresponden a proteinas libres de
lipoproteinas. (Figura R-8A). El perfil de actividad arilesterasa EDTA-sensible, que
corresponde a PON1, mostré que las HDL de 11.1 tenifan una actividad muy baja
en comparacion con control y 25.3, y ademas el pico de actividad arilesterasa que
se encontraba en las fracciones libres de lipoproteinas era de actividad EDTA-

resistente, no atribuible a PON1 (Figura R-8B).

Mediante Western Blot de PON1 en HDL aisladas por ultracentrifugacion, se
encontrdé que, de acuerdo con la actividad PON1 disminuida, también la cantidad

del enzima asociado a HDL era menor (Figura R- 8C).

La actividad PAF-AH mostré una disminuciéon marcada de actividad en las
HDL de ratones 11.1 y se encontré sobre todo asociado a las fracciones de HDL
(Figura R-8D). La actividad LCAT exdgena, no fue diferente respecto a la de los
ratones control (Figura R-8E). La glutatién selenoperoxidasa se encontré con un
perfil similar en las tres lineas, aunque sélo se encontré en fracciones libres de

lipoproteinas como se observa en la Figura R-8F.



Resultados - Capitulo 1

91

Arilesterasa (total)

71 —=— Control

64 —*—253
- —— 1.1
£ 5
1S
144
1S
537
€
c2]

0 T T T T T T
25 26 27 28 29 30 31

T T T 1
32 33 34 35

B
Arilesterasa EDTA-Sensible
(PON1)
79 —=— control
64 —*—253
e ——11.1
= 5
£
4
E4
= 3
o
o
1_
Al
G T T T T T T T T 1 1
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Q' N
N
NEROERS
S o> ™
cP v .
10.4 nm '
8.1 nm

-1

nmol col esterificado / mL *h™

pmol NADPH oxidado / min*ml

nmol / mL min

PAF-AH
50 —=— control
—e—25.3
40 ——11.1
30+
20
10
G T T T T T T T T T 1
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
LCAT
1.5 (Sustrato exégeno)
—a— control
——11.1
1.0
0.5
00 T T T T T T T T T 1
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Glutation peroxidasa
3.5 —=— control
3.0 283
——11.1
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.04
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Figura R-8 Perfiles representativos de FPLC de las fracciones de HDL: Enzimas antioxidantes

Fracciones correspondientes a HDL (de la 26 a la 31) y fracciones libres de lipoproteinas (LPD) (de la 32 en

adelante) de 0,5 mL de plasma (heparina). Los perfiles muestran la determinacion las actividades, arilesterasa

total (A); arilesterasa EDTA-sensible (PON1) (B); electroforesis nativa e inmunodeteccion de PON1 en HDL

aislada por ultracentrifugacion (6 pg de proteina de HDL) de las diferentes lineas de ratones, (C); PAF-AH

(D); LCAT frente a sustrato exdgeno (E) y glutation selenoperoxidasa (F).
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Determinacién __de RNA mensajeros _hepaticos de enzimas vy

apolipoproteinas asociados a HDL

Para determinar si el origen de la disminuciéon encontrada en ciertas
apolipoproteinas y enzimas asociados a HDL tenia su origen en la transcripcién de
sus RNA mensajeros, se midi6 la expresiéon hepatica de los genes de apoA-I, apoA-
II, apoA-II humana (transgen), PON1, LCAT y PAF-AH a través de transcripciéon
reversa y PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados se muestran en la Tabla
R-7.

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de ninguno de estos
transcritos una vez corregidos por un control interno (GAPDH). El transgén tiene
un elevado nivel de transcripcion pero esto no afecta a la transcripciéon de ninguno

de los RNA mensajeros medidos.

Tabla R-7. Medida de la expresion génica de apolipoproteinas y enzimas asociados a HDL.

La abundancia de cada transcrito estd expresada como ratio respecto a la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH); la determinacion se realizo en higado de ratones sometidos a dieta aterogénica

durante tres meses, n = 5. No se encontraron diferencias con el test no paramétrico U de Mann-Witney.

Control Transgénicos 11.1
Apolipoproteina A-I 8,0+1,5 71 +£0,7
Apolipoproteina A-Il (murina) 11,6 £2,0 14,2+1,5
Apolipoproteina A-1l (humana) - 1083 + 98
PON1 0,10+ 0,03 0,11+ 0,02
PAF-AH 0,015 + 0,004 0,022 + 0,004
LCAT 0,23 +0,02 0,33+ 0,04
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Estudio del desplazamiento in vitro de la PON1 por apoA-ll humana pura.

La expresion de apoA-II humana provoca cambios en las propiedades de la
HDL de ratones 11.1, y por ello se buscé reproducir in vitro la asociaciéon de esta
proteina en HDL. Esta descrito que la apoA-II humana es capaz de desplazar la
apoA-I de la HDL [168], por lo que se disefiaron experimentos para determinar si
también es capaz de desplazar los enzimas de la particula de HDL. Se estudi6 la
capacidad de la apoA-II humana de influir sobre la HDL y su composicién a
través de ensayos in vitro en los cuales se afiadia esta apolipoproteina a plasma o

HDL de ratones control.

Las incubaciones de plasma de ratones control con apoA-II humana pura
mostraron una disminucién en la actividad PON1 del plasma de manera dosis-
dependiente (Figura R-8A), de manera que a concentraciones similares a las que se
encuentran en ratones transgénicos 11.1 (120 mg/dL) la actividad PON1
disminuy6 un 50% cuando el plasma fue incubado a 37°C. Sin embargo, en las
incubaciones llevadas a cabo a 4°C no se encontr¢ esta disminucién de actividad.
Tampoco no se encontraron variaciones de actividad PAF-AH (91,5 nmol/mL min
en el plasma incubado sin apoA-II humana y 92.5 nmol/mL min en plasma
incubado con 120 mg/mL de apoA-Il, a 37°C) ni en la actividad arilesterasa
EDTA-resistente. La cromatografia por FPLC de plasma de control incubado solo,
o con 120 mg/dL de apoA-II humana (Figura R-8B) mostr6é que en las fracciones
de FPLC correspondientes a HDL la actividad PON1 disminuia a la mitad y que la

apoA-II humana afadida se habia asociado a la HDL (fracciones 27-32).

En HDL de ratén control aislada e incubada con apoA-II humana la actividad
de las HDL incubadas a 37°C disminuy6 hasta ser casi nula desde las primeras
concentraciones de apoA-II humana estudiadas (Figura R-8C), mientras que este
efecto no ocurri6 en HDL incubadas a 4°C, donde la actividad se mantuvo

invariable.
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La inmunodeteccion de PON1 en HDL revel6 que las HDL incubadas a 4°C
tenian un didmetro particular aparente mayor que la HDL incubada sola, mientras
que las HDL incubadas con apoA-II a 37°C la banda correspondiente a PON1
desaparecia de la zona de la HDL (Figura R-8D).
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Figura R-9. Efecto del enriquecimiento de las HDL con apoA-II humana.

Grafico A: inhibicion de la actividad PON1 en plasma heparina de raton control al afiadir concentraciones
crecientes de apoA-II humana, incubado a 37°C o a 4°C durante 3 h; el porcentaje esta referido a la actividad
de la muestra incubada sin apoA-II humana.

Grafico B: fracciones correspondientes a HDL de una cromatografia FPLC de plasma incubado con 120
mg/dL de apoA-II humana en las mismas condiciones que el grafico anterior.

Grafico C: Actividad relativa PON1 de HDL de ratones control (ImM de fosfolipidos), incubadas en las
mismas condiciones que en el grafico A.

Grafico D: Electroforesis nativa ¢ inmunodeteccion de PON1 de HDL de raton control incubada con

concentraciones crecientes de apoA-II a 4°C o a 37°C.
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La oxidacién lipidica es capaz de inhibir la PON1, como sugieren algunos
estudios [175,176]. La naturaleza hidrofébica de la apoA-II humana puede dar
lugar a que en el proceso de purificacion de la apoA-Il, ésta llevara consigo
fosfolipidos asociados. Para comprobar si lipidos oxidados que podria contener la
apoA-II humana pudieran ser los responsables de disminucion de la actividad
PON1 observada se realizé una extraccion lipidica de la soluciéon de apoA-II
humana pura y se afiadi6 a HDL de raton control, incubando en las mismas
condiciones que las indicadas mas arriba. No se observé inhibicién de la actividad

PONT1 en la HDL incubada con este extracto.



Resultados capitulo 2:

Transporte reverso de colesterol de HDL
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1. Determinacién de parametros fecales y absorcion de
colesterol.

El paso final del transporte reverso de colesterol es la llegada del colesterol al
higado, su paso a &cidos biliares y su excrecién a la bilis, bien como acidos biliares
o como colesterol. Estos compuestos pasan al intestino donde tienen la funcién de
emulsionar los lipidos de la dieta, siendo en parte reabsorbidos posteriormente,

volviendo a pasar a la circulaciéon enterohepatica.

Para descartar que una diferencia de absorcion o de excreciéon biliar de
colesterol y acidos biliares pudiera ser la causa de las diferencias encontradas en
colesterol plasmatico, se estudi6 la absorcién de colesterol y excrecién de acidos
biliares. Se realiz6 una extraccién lipidica y una extracciéon de acidos biliares de la
dieta y a partir de estos datos de ingesta y composiciéon se calcul6 la entrada de
colesterol y &cidos biliares. Paralelamente se estudi6 la cantidad y composicion de

las heces para calcular la salida.

La absorcién intestinal de colesterol se mide como el cambio en la proporciéon
de colesterol/sitostanol administrado oralmente respecto del eliminado por las
heces. El sitostanol es una molécula con estructura y propiedades similares al
colesterol pero que précticamente no es absorbida en el intestino. Los resultados
del balance de entrada y salida de colesterol y acidos biliares a través del tracto

gastrointestinal y la absorcion de colesterol se muestran en la Tabla R-8.
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Tabla R-8. Balance de colesterol, lipidos, sales biliares a través del tracto gastrointestinal.

Los animales control y transgénicos 11.1, mantenidos en dieta aterogénica durante tres meses se separaron en
jaulas individuales y su ingesta y produccion de heces fue monitorizada durante 48 h. Para la medida de la
absorcion intestinal de colesterol se administré colesterol ['*C] y sitostanol [*H] por via oral y se determind la

proporcion de [*C]/ [*H] en heces a las 72 h. Los resultados se expresan por animal y dia.

Control Transgénicos 11.1
Numero de animales (9) (8)

Ingesta dieta (g/dia) 41+0/1 4,3+0,3
Entrada de colesterol dieta (umol/dia) 94,2 + 3,2 98,3+6,1
Colesterol fecal (umol/dia) 51,9+6,4 58,4 +3,8
Entrada triglicéridos dieta (umol/dia) 202,7+£6,9 211,6 £13,2
Salida fecal de triglicéridos (umol/dia) 0,7+0,1 0,9+0,1
Absorcion de triglicéridos % 99,6 + 0,03 99,5 + 0,04
Entrada de acidos biliares dieta (umol/dia) 2,4+0,1 2,3+0,2
Salida de acidos biliares fecales (umol/dia) 3,6+0,2 3,6 +0,1
Absorcion intestinal de colesterol (%) (n=3) 87,5+1,0 88,4+1,0

La ingesta de los ratones control y los transgénicos 11.1 fue muy similar, por lo
que los valores de entrada de colesterol, lipidos y acidos biliares también son
similares. La absorcién de triglicéridos es muy eficiente, cercana 100%, y no hay
diferencias entre los ratones control y los transgénicos 11.1. Tampoco hay
diferencia en la excreciéon de &cidos biliares por las heces. El balance de acidos
biliares indica que se pierden mas 4cidos biliares de los que entran por la dieta.
Este efecto es al contrario en el caso del colesterol donde la entrada es mayor que

la salida.

La absorciéon intestinal de colesterol, medida mediante la admistracion de
colesterol y sitostanol marcado, fue aproximadamente 88% en las dos lineas de

ratones. Por tanto, aunque la muestra es pequefia , el resultado de absorcién es
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muy similar y permite descartar que haya una diferencia considerable en la

absorcién de colesterol entre las dos lineas de ratones.

Todos estos resultados son indicativos de que no hay diferencia en la absorcién
intestinal de colesterol ni de triglicéridos, ni tampoco en la pérdida de acidos
biliares y colesterol por las heces, entre los ratones control y los ratones

transgénicos 11.1.

2. Transporte reverso de colesterol especifico de
macrofagos en ratones transgénicos de apoA-ll

humana.

Las HDL o sus apolipoproteinas libres son capaces de extraer el exceso de
colesterol de los macréfagos a través del eflujo de colesterol y transportarlo al

higado donde se elimina a través de la bilis, y posteriormente en las heces.

La aproximaciéon experimental empleada se basé en cargar macréfagos con
colesterol y monitorizar el eflujo hacia HDL, su paso a higado y posteriormente a
bilis, con el objetivo de comprobar si existen diferencias en la capacidad de los

ratones de extraer el colesterol de estos macréfagos y eliminarlo por las heces.

La estimacion de este transporte reverso de colesterol especifico se realizo
utilizando macréfagos cargados con colesterol libre como han descrito Zhang y
colaboradores [166]. En este método se cargan los macréfagos con colesterol libre
marcado y se induce la transformacién a células espumosas con LDL acetilada.
Estos macréfagos se inyectaron en ratones de las dos lineas sometidos a 3 meses
de dieta aterogénica. Los resultados obtenidos mediante esta aproximacién se

muestran en la Tabla R-9.
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Tabla R-9. Transporte reverso de colesterol in vivo de macréfagos marcados con [3H] colesterol

libre.

Los macrofagos de la linea P388D1 marcados con colesterol libre radiactivo fueron inyectados
intraperitonealmente (1,7x10° células con actividad 3,0x10° dpm en 0,5 mL de PBS en cada raton)
midiéndose la radiactividad en plasma, higado y heces 48 h después de la inyeccion. Los valores se expresan

como media = SEM. Las comparaciones se realizaron con el test U de Mann-Whitney.

Control Transgénicos 11.1
Ndmero de animales 4) 4)
[3H] colesterol en plasma (dpm/mL) 11850 + 802 8812 + 1438
[3H] colesterol en HDL (dpm/mL) 3759 + 1064 2760 = 1401
[3H] colesterol en No-HDL (dpm/mL) 8091 + 1376 6052 + 1435
[3H] colesterol en higado (dpm) 264300 + 54370 194400 + 47960
[’H] colesterol libre en higado (dpm) 133400 + 32080 89710 £ 21220
[3H] colesterol esterificado en higado (dpm) 131000 + 24910 104700 £ 26820
[3H] colesterol fecal (dpm) 3206 + 491 2920+ 773
[’H] en acidos biliares fecales (dpm) 8846 + 844 8614 £ 1690

La radiactividad existente en el plasma a las 48 h de la inyeccién de macréfagos
no fue significativamente diferente en ratones control y transgénicos (p=0,11). La
radiactividad existente en las fracciones HDL de ambos tipos de ratones tampoco
mostré diferencias significativas. En radiactividad del precipitado, que contiene
las lipoproteinas con apoB, se encontré una considerable proporcion del marcaje

presente en el plasma (un 70% en ambos grupos).

La medida del [3H] colesterol total en el extracto lipidico de higado no mostré
diferencias significativas en cuanto al colesterol total que llega al higado a través
del transporte reverso (p=0,34). En el higado la proporcion de radiactividad
correspondiente colesterol libre fue similar en los dos modelos, resultando un 50%
en ratones control y un 46% en transgénicos 11.1. La radiactividad que se encontré
en los acidos biliares y colesterol de heces después de su extraccién tampoco

mostré diferencias entre ratones control y ratones transgénicos 11.1.
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El colesterol libre es una molécula hidrofébica, pero con un cierto componente
polar. Debido a esta caracteristica, la transferencia de colesterol entre las
membranas celulares y las lipoproteinas podria darse en parte de manera pasiva y
no ser solo reflejo de un transporte reverso altamente especifico. Por ello, se
modificé el método original para incorporar ésteres de colesterol radiactivos en
macréfagos. Los ésteres de colesterol fueron incorporados a LDL mediante la
accion de la CETP y éstas se acetilaron antes de su incubaciéon con los macréfagos.

Los resultados se muestran en la Tabla R-10.

Tabla R-10. Transporte reverso de colesterol in vivo de macréfagos marcados con oleato de [*H]

colesterol.

Macroéfagos de la linea P388D1 marcados con oleato de colesterol fueron inyectados intraperitonealmente
(13,5)(106 células, conteniendo 3,0x10° dpm en 0,5 mL de PBS) en ratones control y transgénicos 11.1 en
dieta aterogénica y se midi6 la radiactividad en plasma a las 24 h, y en plasma, higado y heces a las 48 h
después de la inyeccion. Los valores se expresan como media + SEM, (*) indica diferencia significativa

respecto a control (p<0,05) en un test U de Mann-Whitney.

Control Transgénicos 11.1
Numero de animales (8) (8)

[3H] colesterol en plasma (dpm/mL) 24 h 3129 + 420 3139 + 335
[3H] colesterol en HDL (dpm/mL) 24 h 1178 £ 185 862,5 + 92
[’H] colesterol en No-HDL (dpm/mL) 24 h 1951 + 302 2277 + 360
[’H] colesterol en plasma (dpm/mL) 48 h 2216 + 645 2366 + 406
[*H] colesterol en HDL (dpm/mL) 48 h 568,7 + 161 7444 + 258
[’H] colesterol en No-HDL (dpm/mL) 48 h 1647 + 646 1622 + 314
[*H] colesterol total en Higado (dpm) 48 h 45932 + 6205 37030 + 3841
[’H] colesterol libre en Higado (dpm) 48 h 22437 + 3574 21670 + 2578
[’H] colesterol esterificado en Higado (dpm) 48 h 23495 + 3264 15370 + 1652 (*)
[3H] colesterol fecal (dpm) 48 h 642,6 + 89 580,9 + 112
[3H] en acidos biliares fecales (dpm) 48h 1054 + 111 1158 + 149
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Como puede observarse en la citada tabla, la medida de [H] colesterol en el
plasma a las 24 y 48 h no mostré diferencias entre los ratones control y los
transgénicos 11.1, tanto en la radiactividad total en plasma como en la
radiactividad en las fracciones HDL y no HDL. La mayor parte de la radiactividad
de [3H] colesterol se encontré en las lipoproteinas con apoB tanto a las 24 horas
(73% en transgénicos 11.1 y 62% en ratones control) como a las 48 horas (68% en

transgénicos 11.1 y 74% en ratones control.

A las 48 h de la inyeccion se evalu6 el [3H] colesterol que habia pasado de los
macrofagos al higado y de éste a las heces, a través de la bilis. La radiactividad que
se detect6 en el higado no present6 diferencia significativa (p=0,50), aunque
mostré una ligera tendencia a estar aumentada en ratones control. Esta tendencia
fue debida a que la radiactividad del colesterol esterificado del higado de los
transgénicos 11.1 fue un 35% menor que la de los ratones control (p=0.04). Por
contra, la cantidad de [3H] colesterol libre hepatico no mostré diferencias entre

control y 11.1.

Sin embargo, en la evaluacién la eliminaciéon de colesterol y acidos biliares por
las heces, que es la ultima etapa del transporte reverso de colesterol, no se

encontraron diferencias entre ratones control y 11.1.



Discusion



Discusion capitulo 1:

Proteccion de las HDL frente a la oxidacion



Discusién - Capitulo 1 109

Las particulas de HDL contienen principalmente apoA-I y apoA-II en su
fraccion proteica, pero las HDL contienen ademds un gran nimero de proteinas
menos abundantes que las hacen estructural, funcional y metabélicamente
heterogéneas. A pesar de que numerosos estudios han demostrado que el
colesterol de HDL est4 inversamente relacionado con el riesgo de arteriosclerosis
en poblaciones humanas, la medida del colesterol total de HDL es una medida
indirecta de los efectos protectores de las particulas de HDL frente a la
arteriosclerosis. Por ejemplo, los ratones transgénicos para la apoA-II murina
tienen elevados niveles de colesterol de HDL pero estas HDL son proinflamatorias
[36]. Estos ratones presentan una susceptibilidad a la arteriosclerosis aumentada,
de manera similar a lo encontrado en ratones transgénicos de LCAT [79]. Por otro
lado, la administracion de péptidos sintéticos de apoA-I en modelos animales
producen un dramético descenso de la arteriosclerosis sin cambiar los niveles de
colesterol de HDL [177]. Por tanto, la composiciéon de las particulas de HDL

determina sus funciones y propiedades antiaterogénicas.

La apoA-I se ha relacionado con diversas acciones antiaterogénicas de las HDL,
como el eflujo de colesterol, activacion de la LCAT (de la cual es cofactor
necesario) estabilizacion de la HDL, asociaciéon de enzimas protectores, y
proteccion de la modificacion oxidativa de lipoproteinas con apoB. Por el
contrario, la funcién de la apoA-II en las HDL y en el metabolismo lipoproteico y
la susceptibilidad a la arteriosclerosis continta siendo poco conocida. La
sobreexpresion de apoA-II humana en ratones transgénicos provoca una
alteracion en la maduracion de las HDL mediada por LCAT, un incremento en las
lipoproteinas con apoB y un aumento de susceptibilidad a la arteriosclerosis

[20,150],[40], [33], [168].

En este estudio se han explorado los mecanismos responsables de la mayor
susceptibilidad a la arteriosclerosis de este modelo murino y, mas concretamente,

en este capitulo se ha analizado si la alteracion de la capacidad protectora de las
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HDL frente a la oxidacién de las LDL puede jugar un papel en la génesis del

proceso arteriosclerético en los ratones transgénicos de apoA-II humana.

En los ratones 11.1 la sobreexpresion de apoA-II humana no solo aument6 el
area total de lesién arteriosclerética de manera muy acentuada en dieta
aterogénica, como ya habia sido descrito en anteriores trabajos de nuestro grupo,
sino que ademds promovié un aumento en la cantidad de epitopos oxidados en la
lesion. Estos resultados apuntan a que los procesos oxidativos estan implicados en
la mayor susceptibilidad a la arteriosclerosis que se encuentra en esta linea de

animales.

A pesar de encontrar un aumento considerable de epitopos oxidados en la
lesion arteriosclerdtica, con los métodos utilizados no se encontré un aumento
paralelo en los marcadores de oxidaciéon lipidica en plasma. Tanto el 8-
isoprostano, que es un derivado estable de la oxidacién de 4cido araquidénico,
como los TBARS, que son aldehidos y cetonas derivados de la oxidaciéon de
diversos acidos grasos poliinsaturados no mostraron diferencias. Estos resultados
sugieren que existe un nivel de oxidacion de las lipoproteinas en el plasma similar
entre las diferentes lineas de ratones y que los procesos oxidativos que afectan a
las lipoproteinas ocurren principalmente en el espacio subendotelial. Esto puede
ser debido a la presencia de numerosas moléculas antioxidantes en el plasma
como la albamina, glutation, acido ascérbico, acido trico o bilirrubina, que serian
suficientes para evitar la oxidacién de las lipoproteinas en el plasma. Sin embargo,
la modificacién oxidativa puede tener lugar en el espacio subendotelial, donde las
lipoproteinas pueden ser retenidas por los proteoglicanos de la matriz y son
susceptibles de ser oxidadas por los radicales libres y por los enzimas oxidantes
liberados por las células. De hecho, las lipoproteinas con apoB son retenidas en el
espacio subendotelial, encontrandose el doble de concentracion que en el plasma y
favoreciendo que puedan ser modificadas por oxidaciéon [139]. En este

microambiente y debido a que las HDL no son retenidas en el espacio
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subendotelial, la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de las HDL pueden ser

vitales para limitar este proceso [140].

Las lipoproteinas al sufrir modificacion oxidativa incrementan su carga eléctrica
y consecuentemente también su movilidad electroforética. Esta propiedad puede
ser utilizada para establecer el grado de oxidacién de la LDL y se ha utilizado
previamente para monitorizar la capacidad de las HDL de proteger a
lipoproteinas con apoB [173]. Este sistema permite monitorizar la movilidad de la
LDL sin necesidad de separarla de la HDL previamente, evitando la aparicion de
artefactos en la separacion. Utilizando esta aproximaciéon, la HDL de ratones
transgénicos 11.1 incubada tanto con lipoproteinas con apoB propias, como con
LDL humana demostraron tener una menor capacidad protectora frente a la

oxidacion que la que presentaron las HDL de ratones control.

La peroxidacion de los lipidos en lipoproteinas generada por radicales libres,
sucede a través de una secuencia de eventos que comprende fases de iniciacion,
propagaciéon y terminaciéon. La fase de latencia puede ser prolongada por
antioxidantes, los cuales secuestran la reaccién iniciadora o interfieren en las
especies que propagan la reaccion [174] y refleja la capacidad antioxidante de las
lipoproteinas. Las HDL de los ratones control y transgénicos 25.3 son capaces de
retrasar la fase de latencia de la oxidaciéon de la LDL, pero las HDL de los ratones
transgénicos 11.1 lo hacen en mucho menor grado. La capacidad antioxidante de
las HDL de los ratones 11.1 esta pues, segin este ensayo, muy por debajo de la

capacidad presentada por las HDL de las otras dos lineas de ratones.

La incubacién de cocultivos de células endoteliales y musculares lisas con LDL
ha venido siendo utilizada para estudiar la capacidad antiinflamatoria de las HDL.
En estos ensayos la LDL es oxidada en el medio de cultivo, induce una respuesta
inflamatoria en el cultivo celular y el sobrenadante de estas células es capaz de
inducir la transmigracién de monocitos. En este modelo las HDL normales son

capaces de evitar esta oxidaciéon y la posterior transmigracion [35,64,116]. El
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ensayo de incubacion LDL junto con diacetato de fluoresceina (DCF) fue
desarrollado por Navab et al. [162] para el mismo fin, pero con la ventaja de que
este método no requiere cultivos celulares, y puede adaptarse a gran ntimero de
muestras. Este método demostr6 ser igual de eficaz para detectar HDL
disfuncionales en su capacidad antiinflamatoria que el método de Ila
transmigracion de monocitos [162]. El ensayo con DCF se basa en que las especies
reactivas generadas por la LDL al oxidarse reaccionan con el DCF emitiendo
fluorescencia que puede ser detectada, siendo ésta proporcional al grado de
oxidacién. Las HDL normales son capaces de evitar la oxidaciéon y por tanto
también la emision de fluorescencia. La incapacidad de las HDL de los ratones
11.1 de evitar la fluorescencia generada por la LDL en el mismo grado que lo
hacian las HDL de ratones control y 25.3, vuelve a ser indicativo de la su deficiente

capacidad antioxidante y antiinflamatoria.

En ciertos estudios que utilizaron ensayos de transmigracion de monocitos,
algunas HDL no s6lo no protegian frente a la oxidacién o la inflamacién, sino que
ademds por si mismas eran capaces de provocar transmigraciéon de monocitos,
como es el caso de las HDL de ratones transgénicos para la apoA-II de ratén [35].
Sin embargo, en los resultados de los ensayos con DCF con las HDL de ratones
11.1, aunque no son capaces de proteger de la oxidacion, no sugieren que las HDL
de estos ratones sean prooxidantes o proinflamatorias. El nivel de oxidacién de las
LDL incubadas con estas HDL estuvo por debajo o en un nivel similar que las LDL
incubadas solas. De haber sido prooxidantes se esperaria que estimularan la
oxidacién y se hubiera observado un nivel de oxidacién superior en las LDL con
HDL de transgénicos 11.1 que en las LDL oxidadas solas. En cualquier caso no se
puede descartar totalmente esta posibilidad, al no haberse realizado ensayos de

transmigracion de monocitos.

Los HODEs son productos finales de la oxidacién del acido linoleico. El hecho
de que los HODEs se encontraran aumentados en las LDL que habian sido

incubadas junto con las HDL de los ratones 11.1, respecto a las LDL incubadas con
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las HDL de las otras dos lineas de ratones, indica un mayor grado de oxidacién, y
por tanto, una menor protecciéon por parte de las HDL de 11.1. Esto es consistente
con los resultados obtenidos con los otros ensayos de capacidad protectora de la

HDL.

Por tanto, diferentes aproximaciones experimentales muestran que las HDL de
los ratones transgénicos 11.1 que sobreexpresan apoA-II humana tienen afectada

la capacidad de proteger de la oxidacién de lipoproteinas con apoB.

Al estudiar las caracteristicas de las HDL de estos ratones se observé una clara
alteracién en su composicion, tanto de lipidos como de apolipoproteinas. Las HDL
de los ratones transgénicos presentaron menor didmetro, menor cantidad de
colesterol y la apolipoproteina principal fue la apoA-II humana, en concordancia
con anteriores estudios [40,150]. Estos cambios de composicion alteraron incluso la
movilidad electroforética de las HDL de 11.1, como puede observarse en las
electroforesis en gel de agarosa, ya que estas HDL migran menos que las HDL de
control y 25.3. Ya que las particulas de HDL de 11.1 son més pequefias que las de
control y 25.3 la menor movilidad indica una menor carga eléctrica de la particula.
Por otra parte, la tincion menos intensa con Negro Sudan es debida

probablemente a la menor cantidad de ésteres de colesterol en las HDL de 11.1.

Es bien conocido que algunos antioxidantes lipofilicos son capaces de evitar o
retrasar la oxidacién de las lipoproteinas [161,174]. Solo los niveles de a-tocoferol
fueron detectables en la HDL de las tres lineas de ratones, pero no se encontrd
diferencia entre las diferentes lineas, lo cual no apoya que las lipoproteinas de los
ratones 11.1 ofrezcan menor proteccion de la oxidaciéon que las HDL de control y

25.3 debido a una menor cantidad de tocoferol.

Otros factores implicados en la proteccion de las lipoproteinas contra la
oxidacién son ciertas apolipoproteinas y enzimas antioxidantes presentes en la

HDL. La capacidad de la apoA-I de proteccién frente a la oxidaciéon ha sido



114 Discusion - Capitulo 1

descrita con detalle, tanto in vivo como in wvitro [140,142]. En los ratones
transgénicos 11.1 hay una deficiencia considerable de apoA-I [40], que sin duda
puede contribuir a explicar la proteccién frente a la oxidacién disminuida y el
aumento de arteriosclerosis en la linea 11.1. Sin embargo, ratones deficientes en
apoA-I no muestran una susceptibilidad a la arteriosclerosis aumentada, ni
siquiera cuando son alimentados con una dieta aterogénica [16] y s6lo muestran
aumento de arteriosclerosis cuando la apoB humana es expresada también en
estos ratones [17]. Esto sugiere de manera consistente que la deficiencia de apoA-I
por si sola no es suficiente para explicar aumento de susceptibilidad a la
arteriosclerosis, y que, por tanto, es la sobreexpresion de la apoA-II humana la que

perjudica la capacidad antioxidante de las HDL de los ratones 11.1.

Las paraoxonasas son una familia de enzimas calcio dependientes [111] y, por
tanto, su actividad arilesterasa y paraoxonasa puede ser inhibida efectivamente
por el EDTA, que es capaz de quelar los iones de calcio. En un tampoén que
contiene EDTA, la arilesterasa del plasma de los ratones no se inhibe
completamente, indicando que hay otro u otros enzimas en el plasma con
actividad arilesterasa que son calcio independientes. Este fenémeno ya fue
observado en los ratones knockout de PON1 [116] donde la actividad paraoxonasa
(medida utilizando paraoxén como sustrato) desaparecid, en contraste con la
actividad arilesterasa que no desaparecié totalmente. La actividad arilesterasa
EDTA-resistente es debida probablemente a carboxilesterasas del plasma que no
estan asociadas a lipoproteinas. Esta familia de enzimas posee actividad
arilesterasa y no son calcio dependientes [178,179], pero en cambio son inhibidas

por PMSE.

Los resultados obtenidos en HDL aislada por ultracentrifugacién, muestran que
toda la actividad arilesterasa de HDL era inhibida por EDTA, mientras que la
actividad arilesterasa del LPD era EDTA-resistente. También en los perfiles de
FPLC se distingue claramente un pico de actividad arilesterasa en las fracciones

correspondientes a HDL, atribuible a la PON1 y otro pico en las fracciones de LPD



Discusién - Capitulo 1 115

o fracciones sin lipoproteinas, atribuible a otro/s enzimas. Por tanto, la medida de
la PONT1 utilizando fenilacetato puede medirse como actividad arilesterasa EDTA-
sensible en ratones, evitando asi el uso de la actividad PON1 medida con
paraoxén, que es un compuesto extremadamente téxico. También podria haberse
utilizado la medida de arilesterasa PMSF sensible, es decir inhibiendo las
carboxilesterasas con PMSF. La eleccion de utilizar la actividad arilesterasa EDTA-
sensible en lugar de la arilesterasa PMSF-resistente como medida de la PONI1, es
debida principalmente a que se debe preincubar la muestra con PMSF un tiempo
para inhibir completamente a las carboxilesterasas, mientras que la inhibiciéon de
la PON1 por el EDTA es inmediata. Ademas, no se conoce si hay otros enzimas en
el plasma de ratén con actividad arilesterasa que no sean inhibibles por el PMSF

aparte de la PONI.

Estos resultados son consistentes con lo descrito recientemente por Connelly y
cols. [158] que demostraron que la arilesterasa asociada a HDL es de hecho PONT1,
mientras que las carboxilesterasas son las responsables de la actividad arilesterasa
no asociada a lipoproteinas. Estas diferencias de actividad no se encuentran en
humanos, donde en los ensayos preliminares realizados toda la actividad
arilesterasa del plasma fue inhibida por el EDTA, y por tanto es atribuible a la

PONTI.

Usando esta aproximacién se pudo determinar que la actividad de la PON1 en
los ratones 11.1 era atin méas baja de lo que aparentaba ser mediante la medicién
de actividad arilesterasa. La deficiencia en este enzima puede ser de gran
relevancia a la hora de explicar la disfuncién en la capacidad antioxidante de las
HDL de ratones 11.1 ya que este enzima se ha asociado a la protecciéon de la
oxidaciéon de las HDL [118]. Ratones deficientes en PON1 son incapaces de
proteger de la oxidacién a la LDL [116,117] , y HDL de ratones transgénicos para
la apoA-II murina que presentan una actividad especifica disminuida de PON1 no

protegen de la oxidacion, e incluso, son proinflamatorias [35].



116 Discusion - Capitulo 1

Las HDL de los ratones 11.1 tienen una menor cantidad de PON1 en sus HDL
ademas de tener menor cantidad de HDL en el plasma [33]. La deficiencia de
apoA-I podria afectar la estabilidad o la actividad de la PON1 en la particula de
HDL [180]. Aunque la PON1 puede asociarse a la HDL en ausencia de apoA-], la
uniéon es mucho menor [181]. En otros estudios se ha demostrado que se requiere

la apoA-I para que la PONT1 sea estable y tenga méaxima actividad [112,182].

Los marcados cambios en la composiciéon y propiedades de las HDL no son
debidas a diferencias de expresion de los RNA mensajeros de las apolipoproteinas
ni enzimas estudiados, a pesar del gran nivel de transcripcién del transgén.
Consecuentemente, la deficiencia de apoA-I, PON1 y PAF-AH que se encuentran
en los ratones transgénicos 11.1 debe tener su origen a nivel post-trascripcional.
Los experimentos de incubaciéon de plasma y HDL con apoA-II humana pura
sugieren que los cambios son desecadenados por la unién de la apoA-II humana a

la HDL.

Al incubar apoA-II humana con plasma de ratén control a 37°C se encontré una
disminucién en la actividad PON1 en plasma y en HDL. Sin embargo, este efecto
no se encontré cuando las incubaciones fueron realizadas a 4°C. La actividad PAF-
AH no cambié a ninguna de las dos temperaturas. Esto podria indicar un
desplazamiento de la PON1 de la particula de HDL y en este desplazamiento se
produce un cambio de conformacién que inactiva la actividad arilesterasa del
enzima. La dependencia de la temperatura de este fendmeno sugiere que alguna
actividad enzimatica podria estar implicada, como podria ser el caso de la PLTP o
de la HL, las cuales pueden estar asociadas a HDL. Otra posible explicacién seria
el requerimiento de cierta fluidez en la superficie de la particula de HDL para que
la apoA-II efectuara el desplazamiento de la PON1. El desplazamiento de la apoA-
I por apoA-II humana in vitro ya habia sido descrito sobre la apoA-I de la HDL
[168], indicando que la afinidad que tiene la apoA-II humana por la superficie de

la HDL puede provocar cambios en la estructura de la particula.
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Un efecto interesante del desplazamiento es que la PON1 ademas de ser
desplazada de la particula de HDL pierde su actividad arilesterasa. Esto podria
indicar que la PON1 puede ser mds inestable y/o cambiar de conformacion,

separada de la particula de HDL y de la estabilizacién de la apoA-I.

En cualquier caso, el desplazamiento de la PON1 podria dar lugar al enzima
libre de lipidos con un elevado recambio en el plasma y con una menor
estabilidad, ocasionando una menor actividad de PON1 en HDL y en el plasma de
los ratones transgénicos. Se ha descrito el desplazamiento de PON1 de la HDL
inducido por incubacién con proteina sérica amiloide A [180], lo cual podria ser
importante para explicar la pérdida de capacidad antiinflamatoria de las HDL

durante la respuesta a fase aguda.

El desplazamiento de la PON1 por concentraciones fisiologicas de apoA-II in
vitro podria explicar, al menos en parte, por qué la PON1 se asocia a particulas con
apoA-I y sin apoA-II [183], como ha sido descrito al estudiar la distribucién de la

PONI1 en las diferentes fracciones de HDL [184], separadas por su densidad.

La PAF-AH esta asociada a HDL en ratones y protege contra la oxidacién de
lipoproteinas y el desarrollo de la arteriosclerosis [185]. Este enzima se asocia
principalmente a HDL en ratones, pero en humanos, por el contrario, dos terceras
partes de la actividad se asocian a la LDL y una tercera parte a la HDL [124]. En
los ratones transgénicos 11.1 se encontr6 una moderada aunque significativa
reducciéon en actividad PAF-AH en plasma. En HDL, el perfil de FPLC mostré una
disminucién andloga con la encontrada en plasma e indic6é que la mayor parte de
PAF-AH esta asociada a HDL. En la ultracentrifugacién se encontré que la mayor
parte de la PAF-AH pasaba a la fraccion libre de lipoproteinas, indicando que la
asociaciéon de la PAF-AH con la HDL es relativamente débil y se perdia en parte
debido a la fuerza centrifuga o a la elevada concentracion de sales. Sin embargo, la
actividad especifica remanente en HDL después de la ultracentrifugacion también

era mas baja en las HDL de los transgénicos 11.1. Conjuntamente las actividades
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en plasma y el perfil de FPLC sugieren una asociaciéon deficiente de la PAF-AH
con la HDL enriquecida en apoA-II. Aunque se ha descrito que la PONT1 tiene
capacidad de hidrolizar el PAF [114], la actividad PAF-AH encontrada en HDL de
los ratones muy probablemente no es debida a la PON1 ya que en el tampén de

ensayo contenia EGTA, que es quelante e inactivaria la PON1.

La LCAT, ademas de su actividad de esterificacion de colesterol en plasma
utilizando la apoA-I como cofactor, también ha sido descrita su capacidad
antioxidante [82], aunque existe cierta controversia [83]. En anteriores trabajos en
nuestro laboratorio se describi6é una deficiencia funcional de LCAT en los ratones
transgénicos 11.1 debidos a la deficiencia de apoA-I [33], pero una cantidad similar
del enzima en el plasma, medido como actividad frente a un sustrato artificial
(actividad exoégena). Paralelamente a lo encontrado con la PAF-AH, la
ultracentrifugaciéon provoca que la LCAT deje de estar asociada a HDL, como

indica el perfil FPLC, y pase al LPD en la ultracentrifugacion.

La glutation selenoperoxidasa plasmatica (GPX3) es el tnico enzima de su
familia que se encuentra en el plasma y ha sido descrita como un enzima con
asociaciéon a HDL en humanos, con capacidad para inactivar hidréxidos organicos
[128]. Por este motivo este enzima seria buen candidato para explicar diferencias
en la capacidad protectora de las HDL. Sin embargo, no se encontré actividad
glutation peroxidasa en HDL sino toda en el LPD, tanto en el perfil de FPLC como
en ultracentrifugacion. Ademas no se encontraron diferencias de actividad entre

las tres lineas de ratones.

Los datos sugieren que la disminucién de PON1, PAF-AH y apoA-I en las HDL
de los ratones 11.1 pueden jugar un papel determinante en la disminucién de su
capacidad antioxidante. Estos resultados son parcialmente consistentes con los
resultados obtenidos en ratones transgénicos de apoA-II de ratén [35]. En estos
animales la disminucién de PON1 fue observada s6lo como actividad especifica,

es decir, cuando la actividad se corrigié por proteina de HDL. Adicionalmente
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estas HDL demostraron ser proinflamatorias en ensayos de transmigracion de
monocitos. Sin embargo, el colesterol de HDL de los ratones transgénicos de
apoA-II de ratén estaba aumentado, situacion opuesta a la encontrada en los
transgénicos 11.1, donde hay una clara deficiencia de HDL. Esta puede ser otra
diferencia especie-especifica de la apoA-II, que podria ser debida a una mayor
afinidad de la apoA-II humana por la superficie de HDL que la apoA-II de ratén
[20].

Boisfer y colaboradores describieron que las HDL de los transgénicos de apoA-
IT humana generados independientemente de nuestra linea [44], protegian a las
VLDL relativamente méas de lo que lo hacian las de los ratones control, en
incubaciones de estas lipoproteinas con cobre, reaislandolas mediante
ultracentrifugacion y midiendo TBARS en ellas. Con esta aproximacion
experimental concluyeron que las HDL de estos animales tenian una capacidad
protectora mayor, a pesar de la disminucién de enzimas antioxidantes, sugiriendo
un papel antioxidante directo de la apoA-Il. Estos autores describieron una
disminucién de PON1 y PAF-AH plasmatica en su ratones transgénicos de apoA-
I humana y una disminucién de colesterol HDL. Sin embargo la disminucién de
PON1 y PAF-AH fue menos pronunciada que la de los transgénicos 11.1. Por
tanto, en estos ratones la actividad especifica de estos enzimas por unidad de
proteina era superior, en contraste de lo encontrado en los ratones 11.1 o los

transgénicos de apoA-II murina [35].

Las razones de las discrepancias entre este estudio y nuestros resultados no
estan claros, sin embargo hay varios factores que podrian explicarlas. En primer
lugar el estudio de Boisfer y cols. se realizé en dieta estandar, y los niveles de
apoA-II plasmaticas fueron mucho mas bajas que en los ratones 11.1 (alrededor de
40 mg/dL frente a unos 120 mg/dL en los ratones 11.1). Sin embargo, la actividad
especifica aumentada de PON1 y PAF-AH que se observé en estos ratones no fue
encontrada en nuestros 11.1 en dieta estandar. Por tanto las diferencias

mencionadas u otras caracteristicas desconocidas pueden ser las determinantes del
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diferente comportamiento respecto a la capacidad protectora de las HDL de estos

ratones y los transgénicos 11.1.

Se ha descrito que la sustitucion de la regién central de la apoA-I por un
fragmento de la apoA-II en ratones transgénicos deteriora la capacidad de la HDL
para proteger de la oxidacién a las LDL [186]. En dieta aterogénica esta bien
descrito que la PON1 disminuye su transcripcién y su actividad plasmatica [187],
por tanto mayores concentraciones de apoA-II podrian empeorar el resto del
sistema antioxidante formado por la apoA-I, la PAF-AH y eventualmente, la
LCAT. Por tanto, aunque la apoA-II es un componente de las particulas de HDL
tradicionalmente antiaterogénicas, estos estudios apuntan a que el aumento de

apoA-II no seria una diana terapéutica para reducir la arteriosclerosis.

Este estudio aporta evidencias del deterioro de la capacidad antioxidante de las
HDL de ratones que sobreexpresan apoA-II humana. Una disminuciéon de apoA-],
paralelamente con una disminucién de PON1 y PAF-AH probablemente estan
relacionados tanto con esta disminucién de capacidad antioxidante como con el

gran aumento de arteriosclerosis en estos ratones.



Discusion capitulo 2:

Transporte reverso de colesterol



Discusion — Capitulo 2 123

En el metabolismo del colesterol se considera que hay dos flujos principales. El
denominado flujo centrifugo, en el cual el colesterol viaja desde el higado
formando parte de las lipoproteinas con apoB hacia los tejidos periféricos. El flujo
centripeto, también denominado transporte reverso de colesterol, tiene su inicio en
el eflujo de colesterol, en el que las células del organismo transfieren colesterol a
aceptores del plasma mediante procesos pasivos o activos que implican proteinas
de membrana (especialmente ABCA1). Los aceptores del colesterol son particulas
de HDL, que maduran y se convierten en a-HDL gracias a la LCAT y a otros
enzimas, y finalmente transfieren el colesterol al higado donde podra ser
eliminado a través de la bilis y posteriormente, las heces. Este proceso es de vital
importancia para la prevencién de la arteriosclerosis ya que la acumulaciéon de
lipoproteinas con apoB en la capa intima de las arterias y su modificacién conduce
a la formacion de células espumosas. La HDL puede evitar la modificacion de las
LDL, y puede extraer el exceso de colesterol de los macréfagos a través del
transporte reverso de colesterol, evitando asi la transformacién de los macrofagos
a células espumosas. Tradicionalmente se ha asignado a esta capacidad de
eliminar el exceso de colesterol de tejidos como la principal propiedad
antiaterogénica de las HDL, una capacidad en el que la apoA-I ha demostrado
tener gran importancia [166] y que podria explicar, al menos en parte, la capacidad

antiaterogénica de esta apolipoproteina [11].

Varios estudios han monitorizado el transporte reverso de colesterol midiendo
la sintesis periférica de colesterol, que en estado estacionario es aproximadamente
igual al flujo centripeto de colesterol al higado. Estos estudios mostraron que tanto
la sobreexpresion como la deficiencia en apoA-I no modifican la tasa global de
transporte reverso de colesterol [188-190]. Sin embargo, estos estudios no
proporcionan informacién sobre el transporte especifico desde macréfagos,
posiblemente la estirpe celular mas importante en el proceso aterosclerético. El
seguimiento del transporte reverso de colesterol marcado con tritio desde los

macréfagos hasta las heces en ratones transgénicos apoA-I, demostré de manera
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clara un transporte reverso de colesterol incrementado en estos animales

resistentes a la arteriosclerosis [166].

A pesar de que el papel de la apoA-II las diferentes etapas de la via de
transporte reverso han sido estudiados con detalle [19,20,191,192], se conoce poco
como la apoA-II regula el flujo de colesterol en su conjunto a través de esta via.
Hay cierto consenso en que la HDL con apoA-I y sin apoA-II (LpA-I) es mas activa
que la HDL conteniendo apoA-I y apoA-II (LpA-I/A-II) en el eflujo celular de
colesterol, que es el primer paso del transporte reverso de colesterol [20,191]. Sin
embargo, varios estudios en ratones modificados genéticamente que expresan
apoA-II humana o murina han proporcionado resultados contradictorios. El
plasma de ratones transgénicos para la apoA-II humana, desarrollados
independientemente de nuestra linea, estimularon el eflujo de colesterol de
macréfagos J774 en los que se aument6 la expresion ABCA1 [193], mientras que se
observ6 un eflujo disminuido en células de hepatoma de rata FubAH que expresan
SR-BI [193,194]. En estudios de eflujo de colesterol en cultivos de fibroblastos NRK
hacia el plasma éste fue menor en el caso del plasma de los ratones 11.1
(alimentados en dieta estandar), lo que podia ser explicado por una deficiencia de
HDL y apoA-I que presentaban estos transgénicos de apoA-II humana [40]. Sin
embargo, cuando la medida del eflujo se realiz6 con plasma de animales
sometidos a dieta aterogénica no se encontraron diferencias y los ratones
transgénicos 11.1 mostraron la misma capacidad de inducir el eflujo de colesterol
que los ratones control o los transgénicos 25.3 (que expresaban apoA-II a un nivel
5 veces inferior que la linea 11.1) [40]. En esta situacién de dieta aterogénica es
donde se encuentra una susceptibilidad a la arteriosclerosis aumentada, ya que
estos animales no presentan susceptibilidad a la arteriosclerosis cuando son
alimentados con dieta estandar. Por tanto, estos resultados no indicarian que una
disminucion del eflujo de colesterol celular pudiera estar implicada en el aumento

de arteriosclerosis que presentan estos animales.
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Se ha sugerido que la capacidad proaterogénica de la apoA-II humana en
ratones transgénicos podrian deberse a una alteracién en otros pasos del
transporte reverso de colesterol, como los que dependen de la funcionalidad de
apoA-I y LCAT, que se encuentra alterada en los ratones transgénicos 11.1
[33,40,150]. Esta deficiencia funcional de LCAT se ha explicado por la capacidad
de la apoA-II de desplazar a la apoA-I de la particula de HDL [33,168]. Al estar
bloqueado el paso de maduracién de HDL mediado por LCAT, en el que ésta
esterifica el colesterol libre de las HDL, podria esperarse que el transporte reverso

de colesterol estuviera disminuido.

Las HDL LpA-I son més activas que las LpA-I/A-II en la transferencia de
ésteres de colesterol a través de SR-BI [195]. Asi, HDL aisladas de animales
transgénicos para la apoA-II humana o de ratén incubadas con células
transfectadas con SR-BI mostraron una menor captacion de ésteres de colesterol

que las HDL de ratones control [168,196].

Por tanto, en los ratones 11.1, debido a que tienen una considerable deficiencia
de apoA-I, se esperaria que tuvieran alteradas al menos alguna de las etapas de

eflujo, maduracién y captacién de ésteres de colesterol.

Sin embargo, en estudios anteriores en nuestro laboratorio [197] se monitorizé6
el metabolismo de los ésteres de colesterol marcados de HDL en ratones control y
transgénicos 11.1 sometidos a dieta aterogénica, encontrandose un catabolismo
acelerado de los ésteres de colesterol marcados en los ratones transgénicos 11.1
(tasa catabolica fraccional 0,58+0,04 en 11.1 respecto 0,38+0,01 fracciones/h con
p<0,05), indicando que los ésteres de colesterol de HDL se aclaran del plasma més
rapidamente en los ratones transgénicos 11.1. Ello sugiere que algunos pasos del
transporte reverso de colesterol en transgénicos 11.1 podrian estar acelerados. Este
tipo de estudios son aproximaciones parciales a la medida del transporte reverso,

aunque el conjunto podrian explicar que no se encontrara una alteraciéon en el
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transporte reverso de colesterol de macréfagos que ha sido determinado en el

presente estudio.

Es destacable la proporcion de [3H] colesterol unido a lipoproteinas que
contienen apoB que se encontré en ambas lineas de ratones, ya que se supone que
el transporte reverso de colesterol se realiza a través de HDL. Los ratones no
tienen actividad CETP detectable en plasma. Por tanto esto podria ser debido la
recirculacién del colesterol que llega al higado y es reempaquetado en VLDL o
bien a la capacidad de la PLTP de estimular la transferencia de colesterol entre

diferentes lipoproteinas [91,198].

Los resultados obtenidos con el marcaje de los macréfagos con colesterol libre,
realizado como esta descrito por Zhang y cols. [166], no permiten afirmar que el
transporte reverso de colesterol en los ratones transgénicos 11.1 esté alterado, ya
que no hay diferencias en los valores de radiactividad de [3H] colesterol en
plasma, en higado ni en heces de ratones 11.1 respecto a los ratones control.
Asimismo, tampoco se encontraron diferencias considerables cuando este
experimento se realizé con macréfagos marcados con oleato de colesterol. Sin
embargo, aunque la radiactividad del colesterol hepatico total no fue diferente, el
[3H] colesterol esterificado en el higado se encontré disminuido en transgénicos
11.1 respecto de los ratones control. Por otro lado, la radiactividad del colesterol
libre no fue diferente. Se podrian plantear varias hipdtesis que pueden explicar
esta disminucién en el colesterol esterificado hepético en los ratones 11.1. La
secrecion aumentada de VLDL descrita en los ratones transgénicos 11.1 [149],
podria movilizar colesterol esterificado del higado, ocasionando esta disminucion.
Por otro lado, la deficiencia de LCAT descrita en estos ratones podria ocasionar a
una menor esterificacion de colesterol en plasma y a una menor captaciéon de
colesterol esterificado por parte del higado en los ratones transgénicos. No se
pueden descartar otras hipétesis, como una esterificacion de colesterol menor en el
higado de los ratones transgénicos. Por ello se requieren estudios adicionales para

profundizar en este aspecto.
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No obstante, la dltima etapa del transporte reverso de colesterol, en la cual el
colesterol hepatico pasa a la bilis en forma de colesterol o acidos biliares y es
eliminado por las heces, no mostré diferencias entre transgénicos 11.1 y ratones
control en ninguno de los métodos utilizados. Por tanto, la eficiencia de eliminar el
colesterol que proviene de macréfagos a través de las heces no estd comprometida

en estos ratones, a pesar de su deficiencia de HDL.

No se encontraron diferencias en la eliminacién de acidos biliares y colesterol
por las heces, tanto en el experimento de transporte reverso como en la
monitorizacién de entrada y salida de colesterol y acidos biliares. Ello indica que
aun en el caso de que pudieran llegar mas 4cidos biliares y colesterol a la bilis,
éstos se reabsorberian eficientemente en el intestino entrando de nuevo en la

circulacién enterohepatica.

El resultado mas destacable es que la expresion de apoA-II puede efectuar el
transporte reverso de colesterol desde macréfagos al higado y finalmente a las
heces, a pesar de la deficiencia de HDL en los ratones transgénicos. Estos
resultados confirman la visiéon de que cambios en el flujo de colesterol a través del
espacio vascular causado por cambios en los niveles de apoA-I, afectan
profundamente el estado estacionario de las concentraciones de HDL, pero
podrian tener poco efecto en la magnitud del transporte reverso de colesterol [188-
190,199]. Ademas estos resultados apoyan el concepto de que el colesterol de HDL
no es un buen marcador de la eficiencia del flujo de colesterol desde la periferia
hacia el higado, al menos el inducido de estirpes celulares como los macréfagos

[200,201].

Los altos niveles de expresion de los ratones transgénicos de apoA-II (100-130
mg/dL) son mucho mayores que los niveles observados en humanos (20-45
mg/dL). Sin embargo, no parece probable que una expresiéon mas modesta de

apoA-II humana pueda resultar en un transporte reverso macréfago-especifico
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reducido respecto de los ratones control, particularmente si coinciden con niveles

de apoA-I normales [150,166,168].

El método que utiliza colesterol libre el marcaje de macréfagos es mas sencillo y
se consigue un marcaje mas eficiente, mientras que con el método de marcar las
LDL con oleato de colesterol se perdi6 algo de sensibilidad debido a que los
macréfagos incorporaron menos radiactividad. En el experimento de marcaje con
colesterol libre se inyecté diez veces mds radiactividad, pero los valores de
radiactividad determinados en el experimento de marcaje con oleato de colesterol
son s6lo entre 3 y 6 veces menores. Esta aparente mayor eficiencia en el
experimento de medida de transporte reverso marcando con oleato de colesterol
podria ser explicado por el hecho de que se inyectaron unas 8 veces mads

macrofagos que en el marcaje con colesterol libre.

En el método de marcaje con colesterol libre éste se incorpora de manera pasiva
a las membranas celulares de los macréfagos y desde alli pasa a las HDL a través
del eflujo de colesterol. Ademas se estimul6 la formacién de células espumosas,
cargando los macrofagos con LDL acetiladas, las cuales son &vidamente

fagocitadas por los macréfagos a través de receptores scavenger.

En el método del marcaje con oleato de colesterol, éste se incorpora a micelas, se
transfiere a LDL a través de la accion de la CETP, posteriormente se acetilan las
LDL y los macréfagos las incorporan. En cada uno de estos pasos, y especialmente
en el ultimo, se pierde radiactividad. Con esta modificacion se pretendia que los
macrofagos incorporaran oleato de [3H] colesterol al interior celular y para realizar
el eflujo tuvieran que hidrolizarlo, ya que se asume que el colesterol se transfiere
inicialmente a HDL estd en forma no esterificada [202]. Ademas, este proceso es
una aproximacioén analoga a la formacién de células espumosas en las lesiones
arteriosclerdticas. Efectivamente, se observa que parte del [3H] colesterol que

estaba esterificado en los macréfagos se encontré en forma no esterificada en el
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higado, indicando que en algtin momento ha sido hidrolizado, posiblemente en el

macroéfago para efectuar el eflujo o a su llegada al higado.

En consecuencia, estos datos en su conjunto no permiten afirmar que la
hiperexpresion de apoA-II humana cause una disminucién en el transporte
reverso de colesterol desde macréfagos y mas bien sugieren que la apoA-II
humana es funcional induciendo este proceso, al menos en las condiciones
estudiadas. Por tanto, la alteracion del transporte reverso de colesterol desde
macréfagos no parece explicar la gran susceptibilidad a la arteriosclerosis que
presentan estos animales en dieta aterogénica. Los mecanismos proaterogénicos
inducidos por la sobreexpresion de la apoA-II humana podrian atribuirse mas
bien a otros factores como la disminucién de las actividades
antioxidantes/antiinflamatorias de las HDL ricas en apoA-II [35,203], y a la

hiperlipemia que presentan estos animales [41,42].
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Capacidad protectora de las HDL frente a la oxidacion de las lipoproteinas con

apoB.

1. Los ratones transgénicos de apoA-II humana de la linea 11.1 presentan
un aumento del drea de lesién adrtica, asi como de epitopos derivados

de oxidacion en estas lesiones, respecto de los ratones control.

2. Las HDL de los ratones transgénicos 11.1 proporcionan una menor
capacidad de proteccion frente a la oxidacion de lipoproteinas con apoB

que las HDL de ratones control y de transgénicos 25.3.

3. Las HDL de los ratones transgénicos 11.1 presentan una composicion
alterada caracterizada por la disminuciéon de apoA-I, PON1 y PAF-AH,
lo que probablemente explica la menor proteccion frente a la oxidacién

que proveen estas HDL.

4. Los cambios mencionados y encontrados en las particulas de HDL no
son debidos a cambios en la transcripciéon de los genes de apoA-I,

PONT1, PAF-AH ni LCAT.

5. La apoA-II humana es capaz de desplazar la PON1 de la particula de
HDL. Este mecanismo podria explicar la falta de colocalizaciéon de

PON1 y apoA-II en las particulas de HDL humana.

Transporte reverso de colesterol especifico de macrofagos

1. A pesar de la deficiencia parcial de HDL que presentan, los ratones
transgénicos 11.1 no presentan una alteracién importante en el ritmo de
transporte reverso de colesterol especifico de macréfagos respecto de

los ratones control.
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Conclusiones

Conclusiones globales

1.

La alteracion en la capacidad antioxidante de las HDL de transgénicos
11.1 puede explicar en parte la susceptibilidad a la arteriosclerosis

aumentada en estos animales en dieta aterogénica.

La susceptibilidad a la arteriosclerosis en ratones transgénicos 11.1
alimentados con dieta aterogénica, no parece ser atribuible a una
disminucién del transporte reverso de colesterol especifico de

macroéfagos, a pesar de la deficiencia parcial de HDL que presentan.
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