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1. RESUMEN.

La lipoproteina de alta densidad (HDL) y su principal constituyente proteico,
apolipoproteina A-l (apoA-1), juegan un rol central en el transporte reverso de colesterol.
Estudios previos han demostrado que el extremo carboxilo terminal de apoA-I es crucial
en la asociacion a lipidos de membrana, evento clave en la movilizacion del colesterol.
Las apoA-l de distintas especies presentan baja similitud en su estructura primaria,
particularmente en su dominio carboxilo terminal. En el presente trabajo se obtuvo la
secuencia completa del cDNA para apoA-l de carpa y con ella, se realiz6 un estudio
comparativo de la estructura y funcion de apoA-I, entre 2 especies que presentan alta
divergencia en su estructura primaria, como lo son apoA-I de humano y carpa. Se
establecié que a pesar de ello, ambas presentan las caracteristicas regiones de a-
hélices anfipaticas flanqueadas por residuos de prolinas. Estudios de prediccion de
estructura secundaria indican que apoA-l de carpa tendria un contenido
significativamente mayor de estructura a-helicoidal que su ortélogo en humano.

La interaccion de apoA-I con lipidos se evalué mediante un método turbidimétrico
que utiliza vesiculas multilaminares de dimiristoilfosfatidil colina (DMPC). La apoA-I de
carpa resulté ser un 50 % mas eficiente en su interaccion con las vesiculas que la
proteina humana. Sin embargo, esta interaccion disminuy6 drasticamente cuando se
utilizd apoA-I truncada en el extremo carboxilo terminal. Estos resultados sugieren que
el extremo C-terminal de apoA-l de carpa seria mas eficiente en la interacciébn con
membranas que el dominio correspondiente de apoA-l humana. Ademas nuestros
estudios demuestran que tanto apoA-I libre de lipidos como asociada a HDL, es capaz

de unirse a membranas eucaridticas heteroélogas.



SUMMARY.

High density lipoprotein (HDL) and its main protein, apolipoprotein A-1 (apoA-l),
plays a central rol in the reverse transport of cholesterol. Previous studies have
demonstrated that the carboxy termini domain of apoA-I is crucial for its association to
membrane lipids, a key event in the mobilization of cholesterol. ApoA-I of different
species displays low similarity in its primary structure, particularly in their C-termini. The
aim of the present work was to obtain the complete cDNA sequence for carp apoA-I and
to compare the structure and function of apoA-I, between two species that show a high
divergence in their primary structure, namely human and carp apoA-l. We established
that in spite of their difference, both present the characteristic amphipatics helices
flanked by residues of prolines. Secondary structure prediction studies indicate that carp
apoA-I would have a significantly greater content of a-helix structure than its human
ortolog.

The interaction of apoA-I with lipids was evaluated by means of a turbidimetric
assay that uses multilamellar vesicles of dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC). Carp
apoA-| resulted to be a 50 % more efficient in its interaction with the vesicles than the
human protein. Nevertheless, this interaction diminished drastically when apoA-I
truncated in the C-termini was used. These results suggest that the C-terminal end of
carp apoA-l would be more efficient in the interaction with membranes than the
corresponding domain of human apoA-I. In addition our studies demonstrate that both,
lipids free apoA-l1 and HDL, are able to associate to heterologous eukaryotic

membranes.



2. INTRODUCCION.

Las lipoproteinas de alta densidad se pueden definir como particulas globulares
complejas constituidas de proteinas y lipidos que viajan a través de la circulacion. Su
estructura basica esta constituida por una superficie externa hidrofilica y un interior
hidrofébico. La superficie externa esta compuesta por proteinas (apolipoproteinas) y
grupos fosfato de los fosfolipidos que estan en contacto con la fase acuosa, mientras su
interior hidrofébico aloja colesterol y cadenas hidrocarbonadas de fosfolipidos y
triglicéridos.

Las distintas apolipoproteinas, tales como apoA-l, A-ll, C-I, C-lI, C-lll y E3 se
combinan con lipidos para formar diferentes clases de particulas lipoproteicas,
diferenciandose por su densidad, tamafio y composicion lipidica y de apolipoproteinas.
Debido a esto, es posible encontrar en el torrente circulatorio quilomicrones (con la
menor densidad de las lipoproteinas), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de
baja densidad (LDL), y de alta densidad (HDL), las cuales se caracterizan por poseer la
capacidad de solubilizar los lipidos en el plasma. Las apolipoproteinas constituyentes
de estas particulas son intercambiables, puesto que son capaces de distribuirse entre
distintas particulas lipoproteicas.

Las apolipoproteinas se encuentran presentes en una gran variedad de
organismos, desde insectos, peces y mamiferos, siendo las apolipoproteinas de
humano las méas estudiadas (Bolafios-Garcia y Nufiez, 2003).

El rol de las apolipoproteinas dentro de las particulas lipoproteicas ha sido bien

documentado durante los ultimos 20 afios, sin embargo los mecanismos moleculares



gue gobiernan sus actividades permanecen bajo intensas investigaciones. Actualmente
la determinacion de las estructuras tridimensionales para varias apolipoproteinas ha
proporcionado nuevos antecedentes para establecer un marco en el entendimiento de
los mecanismos involucrados en sus actividades. Por otro lado, existe evidencia de la
participacion de apolipoproteina A-lI (apoA-l) y otras apolipoproteinas en diversos
procesos celulares en humanos, destacandose actividades anticoagulantes, antiviral,
antimicrobiana, inhibidor de lisis de membrana por el complemento, inhibidor de
endotoxinas bacterianas, estabilizador de prostaciclinas, inhibidor de la oxidacion de
LDL entre otras, no limitandose tan solo a la unién y transporte de lipidos (Brouillette y
col, 2001; Srinivas y col., 1991; Tada y col., 1993; Burger y col., 2002).

HDL y su principal componente proteico, apoA-l, tiene como funcidbn mas
conocida la de solubilizar y transportar lipidos y colesterol desde los tejidos periféricos
al higado, para su posterior metabolizacion y excrecién, via denominada transporte
reverso de colesterol (TRC). Son conocidos los estudios epidemiolégicos que han
demostrado que altos niveles de HDL en circulacién estan relacionados con bajos
riesgos de contraer enfermedades cardiovasculares en humanos. Este hecho ha atraido
la atencion de mdltiples grupos de investigacion que han puesto sus esfuerzos en tratar
de comprender los mecanismos moleculares por los cuales se desenvuelven las
actividades de esta lipoproteina y su principal componente proteico.

El rol que cumple HDL y apoA-l1 en el TRC es complejo. En la Figura 1, se

muestra en forma esquematica el rol de HDL en el metabolismo del colesterol, ademas
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Figura 1. Participacion de HDL y apoA-I en el transporte reverso de colesterol (Rader y
col, 2003). ApoA-I pobre en lipidos adquiere colesterol libre desde las células periféricas
(macréfago) a través de un proceso de eflujo, el cual es facilitado por el transportador
ABCA-I (Lin, 2002). El colesterol libre (FC) es convertido en colesterol-ester (CE) por la
transferencia de un acido graso desde una molécula de fosfatidilcolina, por la enzima
LCAT. En este punto los CE de HDL pueden ser selectivamente transferidos al higado,
proceso mediado por SR-BI, para posteriormente ser metabolizado a FC y excretado en
la bilis. Ademas, en este punto los esteres de colesterol de HDL también pueden ser
transferidos a lipoproteinas conteniendo apoB (VLDL, LDL) por la accion CETP (CE
transfer protein), produciendo apoA-l libre o pobre en lipidos las que estarian en

condiciones de reanudar un nuevo ciclo.



de la interaccion de ésta particula con diversas estructuras y elementos que finalmente
logran mantener, en condiciones normales, la homeostasis de colesterol en el
organismo.

Por otro lado, en humanos el gen de apoA-l tiene un tamafio de 2,4 kpb
conteniendo 2 intrones de 185 y 588 pares de bases (Shoulders y col 1983), se
encuentra formando parte de un "cluster” compuesto por el gen de apoC-lll y apoA-IV y
se localiza en el brazo largo del cromosoma 11 (11923-g24). Los analisis de secuencia
realizados en el gen de apoA-I humana mostraron 6 regiones altamente homoélogas de
66 pb, sugiriendo que el gen podria haber estado involucrado en eventos de duplicacion
intragénicas en tandem (Karathanasis y col 1983). Paul-Hayase y col. (1992), mostro
evidencias de que las variantes geneéticas de este "cluster" estan asociadas con
distintos niveles plasmaticos de HDL.

Estudios de expresion de apoA-l demuestran que en vertebrados ésta se
expresa principalmente en el higado y el intestino delgado. Sin embargo, se ha descrito
la sintesis de esta proteina en varios tejidos periféricos, como en células endoteliales de
cerebro de cerdo, (Weiter-Guttler y col., 1990) y en piel, células granulosas, rifion,
musculo y cerebro del pollo (Tarugi y col., 1991; Hermann y col., 1998; Byrnes y col.,
1987). Gordon y col, (1983), realizaron estudios de sintesis de apoA-I en intestino de
humanos y ratones demostrando que el producto de traduccién primario para apoA-I
mostraba ser una pre-pro proteina, donde el pre-péptido (péptido de sefal) es escindido
co-traduccionalmente y la pro-proteina es secretada como tal al plasma, donde
posteriormente el pro-péptido seria escindido proteoliticamente por una enzima en el

plasma, para dar como producto final la proteina madura.



En nuestro laboratorio se ha evaluado la expresion de apoA-I en la carpa comun,
encontrando expresion en higado y no en intestino como en otros organismos, sin
embargo la inmunodeteccion de apoA-l en intestino resulta positiva, sugiriendo una
posible ruta de circulacion hepato-entérica (Inostroza y col, 1990; Amthauer, 1990,
Concha y col, 2005). Estudios mas recientes, también realizados en nuestro laboratorio,
han demostrado la expresion de apoA-I en la piel de este pez donde tendria una activa
participacion en el sistema de defensa primario. (Concha y col, 2003 y 2004).

ApoA-I, corresponde al 70% del contenido proteico de HDL (Herbert y col, 1987),
es responsable de la formacién, maduracion y del metabolismo de esta particula.
Actualmente se conoce que HDL constituye una familia altamente heterogénea en
circulacion, las cuales se definen por cantidades y composiciones variables de lipido y
proteina. La HDL naciente, es una particula discoidal compuesta de proteinas,
fosfolipidos y pequefias cantidades de colesterol. En contraste, la HDL madura es una
particula esférica que consiste en un 50 % en peso de lipidos (principalmente
fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos) y el otro 50 % en peso de
proteina.

HDL, por su heterogeneidad en el plasma puede ser clasificada segun su
migracion electroforética (HDL con migracion o 0 con migracién pre-B) o segin su
densidad como HDL; (p = 1,063-1,125 g/cm®) y HDLs (p = 1,125-1,21 g/cm?®) (Lindstedt
y col., 1999). Las diferentes poblaciones de particulas conteniendo apoA-I cumplirian
papeles distintos en la movilizacion de colesterol. La primera etapa en este proceso
involucraria la remocion de fosfolipidos y colesterol de la membrana plasmatica. Se han

postulado al menos dos mecanismos por los cuales se lleva acabo este proceso, uno



de ellos es el mecanismo conocido como difusion acuosa, en donde el colesterol
removido de la membrana difunde por el medio acuoso hasta la lipoproteina receptora.
El mecanismo conocido como micro-solubilizacion de membrana en el cual se
involucraria una interaccion entre la apoA-I libre de lipidos o la apoA-I de la particula de
HDL pobre en lipidos (pre-B), con la membrana plasmatica, promoviendo la remocién
secuencial de fosfolipidos y colesterol desde la membrana plasmatica (Phillips y col.,
1998; Gillotte y col., 1999). En este proceso se forman HDLs con forma discoidal que
luego por la accién de la enzima LCAT, transforma a la HDL discoidal en esférica la cual
presenta migracion oa. Esta HDL en circulacion es la que intercambia apolipoproteinas,
como apoA-Il, con otras lipoproteinas.

Estudios han demostrado que ademas de los mecanismos mencionados
anteriormente, proteinas de membrana modularian la captacion selectiva de lipidos y
colesterol entre la particula lipoproteica y la membrana plasmética. Este seria el caso
del receptor SR-B1 (scavenger receptor B1). y del transportador ABCA-1 (adenosine
triphosphate-binding cassette protein A-l), como se vio en el TRC, en donde el primero
localizado principalmente en hepatocitos estaria participando en un proceso que
involucraria 2 pasos. Primero se produciria una unién de alta afinidad entre el receptor y
la particula lipoproteica seguida de la transferencia de lipidos mediada por el receptor
desde la lipoproteina a la membrana celular. Luego de ser depletada de lipidos, las
apolipoproteinas presentes en HDL son liberadas de la membrana hacia el espacio
extracelular (Krieger, 2001). El transportador ABCA1, es una molécula recientemente
asociada a la enfermedad de Tangier. En esta patologia se detectan bajos niveles de

HDL plasmaticos, acumulacion de ésteres de colesterol en macréfagos tisulares y un



mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (Francis y col., 1995; Lin, 2002). Esta
molécula, ha sido postulada como participante en la remocion de colesterol mediada
por apolipoproteinas desde las células. Sin embargo, algunos investigadores no
encuentran esta union y atribuyen tal interaccion a una redistribucion de lipidos de
membrana inducida por el transportador lo que generaria un micro ambiente en la
membrana facilitando de esta forma el anclaje de la apolipoproteina (Chambenoit y col.,
2001; Corsico y col., 2001). Estudios recientes realizados por Ishida y col (2004), han
involucrado a la proteina cubilina en la endocitosis de HDL en células epiteliales de
rata, corroborando antecedentes previos que mostraban a cubilina como un receptor
endocitico para HDL (Hammad y col., 1999; Kozyraki y col., 1999).

La secuencia nucleotidica del cDNA de apoA-l ha sido determinada en varias
especies y se ha establecido que estos codifican para proteinas cuyo tamafio varia
entre 258 a 267 aminoacidos (proteina completa que incluye el segmento pre-pro). La
comparacion de secuencia entre mamiferos muestra que el extremo amino terminal es
altamente conservado mientras la zona central y carboxilo terminal muestran
principalmente sustituciones conservativas entre las especies (Frank y Marcel, 2000).

ApoA-I de humano posee un 48 % de identidad y un 68 % de homologia con
apoA-l1 de pollo (Kiss y col.,, 1999), mientras que con especies mas alejadas
evolutivamente como los peces, tanto la identidad como la homologia son mucho
menores. Sin embargo, a pesar de esta falta de homologia entre distintas apoA-I, en
todas las apoA-l secuenciadas se pueden identificar repeticiones de 11 y 22
aminoacidos. Estas Ultimas estan generalmente delimitadas por un residuo prolina y de

acuerdo a las predicciones de estructura secundaria realizadas, estas repeticiones
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presentarian una estructura de a-hélice de caracteristicas anfipaticas (Frank y Marcel,
2000), lo que sumado a la alta flexibilidad estructural que muestra apoA-I libre de lipidos
0 asociada a otras particulas, le otorgan a esta proteina una gran capacidad de union a
lipidos.

Los datos proporcionados por Borhani, (1997) (Figura 2), al cristalizar la apoA-I
A(1-43) humana a una resolucion de 4 A, fragmento que une lipidos de una forma
similar a la apoA-I intacta y que ademas retiene la conformacion unida a lipidos en la
ausencia de estos, aporté con antecedentes muy importantes para establecer una
relacion entre la estructura y la funcion en esta proteina.

En peces, la movilizacion de lipidos es realizada por lipoproteinas, las cuales han
sido clasificadas en forma anéloga a las detectadas en vertebrados superiores. De
hecho, en la mayoria de los peces teledsteos se han detectado las lipoproteinas del tipo
VLDL, LDL y HDL (Chapman, 1980; Babin y Vernier, 1989). Una particularidad de la
mayoria de los peces teledsteos es la ausencia de una albumina tipica en el plasma
(aun en controversia en algunas especies), siendo las lipoproteinas las que predominan

A su vez, entre las distintas lipoproteinas del plasma es la HDL la que presenta
mayor concentracion, constituyendo en algunas especies como en la carpa el 90 % de
la fraccion lipoproteica, alcanzando concentraciones de 1 a 2 g/dl. Esto otorga una
mayor relevancia funcional a esta proteina en este sistema, ya que estaria supliendo
actividades caracteristicas de la albimina como por ejemplo el transporte de acidos
grasos libre (De Smety col., 1998; Metcalf y col 1999).

Ademas, los antecedentes entregados por estudios utilizando mutantes naturales

y artificiales en apoA-I humana, han hecho posible esclarecer en parte, la funcién de
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Ato B

Figura 2. Representacion en cinta del tetrdmero apoA-1 A(1-43) de humano visualizada
desde distintos angulos. Molécula A en oro, B en puarpura, C en rosa y D en verde. Las
cuatro moléculas se asocian por sus caras hidrofébicas para formar una estructura con
forma de anillo eliptico. Es necesario aclarar que actualmente se acepta a apoA-l1 como

un dimero y no como un tetramero.
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cada una de las regiones de apoA-l, encontrando que las regiones N y C terminales
comprendidas entre los residuos 44-65 y 210-241 respectivamente, serian importantes
en la interaccion inicial con lipidos. Las hélices centrales comprendidas entre los
residuos 100-121 y 122-143 también serian importantes en la union a lipidos y en la
formacion de la HDL madura, mientras que las hélices entre los residuos 144-186
contribuyen poco. El dominio de activacion de LCAT ha sido claramente asignado a la
hélice 144-165 con una contribucién secundaria de la hélice 166-186. ElI C-terminal
reconocido por ser importante en la union a lipidos, también esta involucrado en la
mantencién de HDL en la circulacion, en la interacciéon de apoA-I libre de lipidos con
macrofagos y el eflujo de lipidos (Frank y Marcel, 2000). También se ha atribuido a esta
region la actividad antimicrobiana de apoA-I, por su similitud estructural con péptidos
antimicrobianos los cuales poseen un marcado caracter de alfa hélice anfipética,
altamente cationica (Concha y col, 2004).

De acuerdo a estos antecedentes entregados anteriormente es posible plantear
la siguiente hipotesis:

Las variaciones de secuencia entre las apolipoproteinas A-l de distintas especies
determinan las caracteristicas estructurales generales, sin embargo le confieren
caracteristicas funcionales particulares que serian importantes en la interaccion con
membranas celulares determinando entre otros aspectos la capacidad de extraer

colesterol.
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Segun esto, nos propusimos evaluar en esta tesis los siguientes objetivos

generales y especificos:

1. Obtener secuencia completa del cDNA para apoA-I de carpa.
1.1. Disefar la estrategia para obtener clones que contengan la secuencia N-
terminal de apoA-I, desde una genoteca de cDNA de higado de carpa.
1.2. Rastrear la biblioteca de cDNA de carpa.
1.3. Caracterizar clones obtenidos.

1.4. Secuenciar y analizar la secuencia del cDNA de apoA-I de carpa.

2. Caracterizar la interaccion de apoA-I con lipidos.
2.1. Purificar apoA-l de carpa y humana.
2.2. Analizar la interaccion de apoA-I con vesiculas de fosfolipidos.

2.3. Analizar la interaccion de apoA-l con membranas celulares.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1 MATERIALES.

En Merck fueron adquiridos: EDTA, Tris, Citrato de sodio, Cloruro de sodio, acido
tricloroacético, formamida, mezcla de centelleo liquido (PPO 4 g/l, POPOP 0.1 g/l),
agar-agar, peptona de caseina, extracto de levadura, sacarosa, pirofosfato de sodio,
cloroformo, isopropanol, etanol, eter, metanol, Triton X-100, acetato de sodio, glicerol,
azul de bromofenol, bromuro de potasio, tiocianato de sodio, urea, azida de sodio,
benzamidina, PMSF, Acrilamida, N, N"-Metilenbisacrilamida, glicina, 2-mercaptoetanol,
acido clorhidrico, fosfato de sodio, fosfato de potasio, SDS, TEMED, xilol, papel filtro.

Invitrogen-Gibco BRL, Inc., se adquirieron, agua destilada libore de DNAsa y
RNAsa, las enzimas de restriccion EcoRlI, Xhol, Smal y Kpnl 10 U/ul c/u, dNTPs 10 mM
c/u, membrana de nitrocelulosa, estandar de tamafio molecular A DNA/HindIll, DNA Taq
polimerasa 5 U/ul, DNA pol I/DNasa | 0,4 U/ul, Trizol, anticuerpo anti-lgG de conejo
producido en cabra conjugado con fosfatasa alcalina, NBT, BCIP, estandar de peso
molecular para electroforesis en geles de poliacrilamida (Protein ladder Benchmark).

El anticuerpo anti IgG de conejo hecho en cabra y conjugado con Alexa 488 fue
adquirido en “Molecular Probe”.

En NEN se adquirié [a*’P]-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)

En Promega se adquirié la enzima M-MLV reverse trancriptase (10.000 U),
RNAsin®, kit Wizard DNA purification, Sistema polyATtract® IIl.

Las placas petri 100x15 mm son Falcon.

En Kodak fueron adquiridos los films radiograficos, solucién reveladora y fijadora.

Los filtros 0.45 um son ADVANTEC MFS.
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DMPC fue adquirido en AVANTI POLAR-LIPIDS, INC.

En Indura se adquirié el Nitrégeno.

En Bio-Rad fue adquirido la resina Affi-Gel® blue (Cibacron blue), Tween 20, azul
de Coomasie brillante R-250, persulfato de amonio.

En Sigma Chemical Company se adquirio bromuro de etidio, heparina, acido 8-
anilino-1-naftaleno sulfonico (ANS), Sephacryl S-200 HR, acido aminocaproico,
levamisol.

Membranas Inmobilon-P fluoruro de polivinilideno (PVDF) fueron adquiridas en
MILLIPORE.

Los solventes organicos, metanol, isopropanol y acido acético de grado técnico
para tefir y destefiir geles de poliacrilamida fueron adquiridos en Equilab.

En Stratagene se adquirio la biblioteca de cDNA de higado de carpa construida a
partir de la fraccion Poli A+ (mMRNA) de higado de carpa (Cyprinus carpio) y clonado en
el plasmido Uni-Zap™ XR. También las células XL-1-Blue MRF, la cepa SolR™ vy el
fago ayudante ExAssist™.

El oligonucleotido para la sintesis de la sonda utilizada en el rastreo con
secuencia 5'-CGT TCT GAA AGT AGC CGT GGA G-3' fue fabricado en IDT integred

DNA technologies, INC, USA.



16

3.2 METODOS.
3.2.1 Rastreo de clones conteniendo la secuencia completa de apoA-I de carpa.
3.2.1.1 Céalculo del titulo de la biblioteca de cDNA de higado de carpa.

El titulo de la biblioteca se calculd preparando 3 diluciones del stock de fagos,
1/500, 1/1.000 y 1/5.000. Se tomaron 300 pl del cultivo exponencial de la cepa XL1-blue
para 1 pl de c/u de las diluciones de la biblioteca en medio SM, esta mezcla se agito
suavemente para facilitar la absorcién de los fagos a la superficie de la bacteria y se
incubd a 37°C por 15 minutos. Una vez cumplido el tiempo se agreg6 3 ml de NZY-top
agar [para 1lt, NaCl 5 g; MgSO, 2 g; Extracto de levadura 5 g; digerido enziméatico de
caseina (NZ-amine) 10 g; agarosa 0,7 % P/V; pH 7,4], previamente fundido, a una
temperatura aproximada de 50°C, se mezclo y se vertio sobre las placas NZY [por 1lt,
NaCl 5 g; MgS0O, 2 g; Extracto de levadura 5 g; digerido enzimatico de caseina (NZ-
amine) 10 g; agar 15 g; pH 7,4]. Una vez solidificado el NZY-top agar se llevé a 37°C
por 4-5 h. Luego del tiempo de incubacion se contabilizaron las ufp o unidad formadoras

de placay el titulo se calcul6 segun la dilucién correspondiente.

3.2.1.2 Sintesis de sondas radioactivas.

El DNA contenido en los fagos fue rastreado con una sonda radioactiva
sintetizada segun la técnica de “nick translation”, cuya estrategia es comentada con
mas detalle en esta seccion. Para los analisis Southern blot se utilizé una sonda
radioactiva de una hebra, sintetizada a partir de la extensiéon de un oligonucleotido

complementario a la region 5’ del clon parcial de apoA-I de carpa (Q98SI3).
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3.21.21 Purificacion de RNA total por el método de Trizol

La purificacion de RNA total se efectu6 por el método de Trizol descrito por
Chomczynski y Sacchi (1987). Las muestras de tejidos se colocaron en un tubo estéril y
se homogeneizaron en 1 ml de Trizol utilizando un politron (Ultraturrax). Una vez
homogeneizadas, éstas se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente, para
permitir la disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas. Luego se adiciono
0,2 ml de cloroformo por cada mililitro de Trizol, se agitd vigorosamente en Vortex por
15 seg e incubo a temperatura ambiente por 2 a 3 min. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron en tubos Eppendorf a no mas de 12.000 x g durante 15 minutos, a una
temperatura de entre 2 a 8°C. Luego de la centrifugacién, se separé la mezcla en una
fase organica roja (inferior), en una interfase (precipitado blanquecino) y en una fase
acuosa superior incolora. Se removio cuidadosamente la fase acuosa cuidando de no
contaminarla. El volumen final de la fase acuosa correspondié aproximadamente al 60
% del volumen inicial de Trizol. La fase acuosa se transfirié a un tubo Eppendorf estéril,
luego se precipitd el RNA desde esta fase usando 0,5 ml de isopropanol por ml de
Trizol. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos y se
centrifugaron a no mas de 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. ElI RNA precipitado formé
un gel en el fondo del tubo .El sobrenadante fue removido y el sedimento (RNA) se lavo
con etanol 75 %, la muestra se mezcl6 en agitador Vortex y se centrifugd a no mas de
7.500 x g durante 5 minutos a 4°C eliminando luego el etanol. Finalmente, el sedimento
de RNA se dejoé secar a temperatura ambiente por 10 minutos, sin dejar que se seque
completamente, para no dificultar su posterior disolucion. EI RNA obtenido se

resuspendié en tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0) tratado con
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DEPC, por medio de pipeteos suaves. Por ultimo, se estimé el grado de pureza y la
concentracion del RNA por espectrofotometria a 260 nm y luego se almacené a —20°C

en alicuotas.

3.21.2.2 Purificacion de mRNA a partir de RNA total de higado de carpa.

Para la obtencion de mRNA se usé RNA total de higado de carpa, como se
describe en el punto 3.2.1.2.1 y se utilizd el sistema polyATtract® Ill. EI RNA total debe
ajustarse de manera que contenga entre 0,1-1 mg de RNA total en 500ul de agua libre
de RNasa. Luego, el RNA fue calentado a 65 °C por 10 min. Una vez desnaturado el
RNA, se adiciond 3 pl de oligo-dT-biotinilado y 13 yl de SSC 20x para que se produzca
el apareamiento entre el oligo y la cola de poli-A+ de los mMRNAs. La mezcla se incubo a
temperatura ambiente por 10 min. Para realizar la captura de los hibridos oligo-dT-
(RNAs-poliA+) se utilizaron particulas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina,
las que se trataron previamente resuspendiéndolas y capturandolas en un soporte
magneético. El sobrenadante se removié y las particulas se lavaron tres veces con 0,3 ml
de SSC 0,5x, los lavados fueron eliminados capturando cada vez las particulas en el
soporte magnético durante 1min. Finalmente, se resuspendieron las particulas en 100
ul de SSC 0,5x y se le adiciond la mezcla que contienen los RNAs poliA+ unidos,
incubandose a temperatura ambiente por 10 minutos, mezclando por inversién cada 2
minutos, se capturaron las particulas usando el soporte magnético y se elimind el
sobrenadante. Se lavaron las particulas 4 veces con 300 ul de SSC 0,1x. Finalmente,
se resuspendié el precipitado en 100 ul de agua libre de RNasa y se capturaron

magnéticamente las particulas, transfiriendo el mRNA eluido a un tubo estéril, se repitid
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el paso de elusion y se transfirid al mismo tubo. Por ultimo, se estimé el grado de

pureza y la concentracion del mMRNA por espectrofotometria.

3.2.1.2.3 Sintesis sonda radiactiva una hebra.

El marcaje de esta sonda se realizO mediante la extension, por la transcriptasa
reversa, del oligonucleotido complementario al extremo 5' del clon parcial de apoA-I. Se
incubd 1 pl de oligonucleotido 95 uM y 12 pl de mRNA poliA+ por 10 minutos a 70°C
para permitir el despliegamiento del mMRNA y posteriormente se enfrid rapidamente en
hielo. Se adicioné 1 pl de RNAsin® (inhibidor de ribonucleasas); 4 pl de buffer 5X
primera hebra; 1 pl ANTP-dCTP 10 mM c/u y 2 pl de [a®?P]-dCTP 20 uCi, se mezclé y
se incubd por 2 minutos a 42°C permitiendo de esta forma el apareamiento de la sonda
con el mMRNA, posteriormente se agrego 1 pl de la enzima M-MLV RT (200 U/ul) y se
incubd por 25 minutos a 42°C para realizar la extension incorporando el [a*’P]-dCTP y
el resto de los desoxinucleotidos frios. Finalmente se agregd 1 ul de dCTP frio (10 mM),
se incubd por 45 minutos a 42°C para terminar la extension y se llevé a 70°C por 15
minutos para inactivar la transcriptasa reversa. EI cDNA hebra simple se guardé a -

20°C.

3.2.1.2.4 Sintesis de sonda radiactiva doble hebra.

Esta sonda fue marcada utilizando la técnica de "nick translation" en el cual se
utilizé 175 ng (17,5 pl) del inserto purificado correspondiente al clon parcial de apoA-I
de carpa de 937 pb, mas 5 ul de buffer 10x (Tris-HCI 0,5 M, pH 7,8; MgCl, 50 mM), 10

pl de dNTP-dCTP 250 pM c/u; 5 pl [0®2P]-dCTP 50 uCi; 5 pl DNA polimerasa I/DNAsa ;
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3,5 pl B-MeSH 140 nM; 4 ul H20 libre de nucleasas. La mezcla fue incubada a 16°C por
1h 30 minutos y posteriormente se detuvo la reaccion en frio agregando 1 yl de EDTA

0,5 M, pH 8,0 y luego la mezcla se calenté a 70°C por 10 minutos.

3.2.1.3 Cuantificacion de las sondas mediante cuentas TCA precipitables.

La cuantificacion se realizé tomando 1 ul de la sonda y se diluy6é con 99 ul de
agua destilada estéril. De esta dilucion se tomaron 10 y 20 pl., se agregd 5 ml de TCA
10 % con pirofosfato de sodio frio y 10 ug de DNA de timo de ternera como
“carrier’/tubo. Se hizo un tubo control solo con DNA *“carrier”. Luego de mantener los
tubos por 10 minutos en hielo, la solucion contenida en cada tubo se filtr6 al vacio con
filtros de nitrocelulosa de 25 mm de didmetro NC S&S 0,45 um de poro, se enjuago el
tubo 3 veces con TCA 10% y luego se enjuago el filtro con etanol absoluto. Los filtros se
secaron en estufa a 80°C al vacio por 5 minutos y luego se transfirieron a viales
conteniendo 5 ml de mezcla de centelleo precipitable (PPO 4 g/l y POPOP 0,1 g/l
disueltos en tolueno) y se contaron por 1 minutos en el contador de centelleo Packard
Tri-Carb 1600TR. La actividad especifica en cpm/ug de sonda se calculé considerando

las cuentas incorporadas y la cantidad de sonda utilizada.

3.2.1.4 Rastreo del cDNA de largo completo para apoA-I de carpa.
3.2.1.4.1 Obtencion de las unidades formadoras de lisis (ufp).

Una vez crecidas las colonias de la cepa XL1-blue MRF en placas LB-
tetraciclina, se eligié una colonia aislada y se inoculé en 15 ml de medio LB conteniendo

maltosa 0,2 % + MgCl, 10 mM, este medio se incubd a 37°C con agitacion constante
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hasta la etapa de crecimiento exponencial con una DO de 0,5 a 620 nm. Al lograr esta
densidad el cultivo fue centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, se descarté el
sobrenadante cuidadosamente y el sedimento se resuspendio en 15 ml de MgSO,4 10
mM para obtener una absorbancia aproximada de 0,5 a 620 nm. De esta suspension
bacteriana se tomé 200 pl y se le adiciond 6 pl de la biblioteca Uni-Zap™ XR diluida
1/1.000, se agitdé suavemente para favorecer la absorcion de los fagos a las bacterias y
se incubd a 37°C por 15 minutos. Luego de la incubacion se agregdé 3 ml de “NZY-top
agar” a 45°C aproximadamente, se mezcldé y vertio6 sobre placas NZY. Una vez

solidificado el agar se incub6 a 37°C por 4-5 h para la obtencion de las ufp.

3.2.1.4.2 Transferencia de las ufp a membranas de nitrocelulosa.

Una vez obtenidas las ufp, las placas NZY fueron enfriadas a 4°C por 10 minutos
para endurecer el top-agar. Se tomaron las membranas de nitrocelulosa previamente
rotuladas con lapiz grafito y fueron extendidas sobre el agar evitando la formacion de
burbujas o arrugas al humectarse con el agar. Se dejo transfiiendo el DNA por 1
minuto, mientras tanto con una aguja hipodérmica estéril se realizaron 3 orificios
asimétricos que atravesaron tanto el filtro como el agar, luego con un lapiz permanente
se marcaron los orificios en la superficie de la placa. Estos orificios deben encontrarse
distribuidos asimétricamente en la periferia de la placa para que de esta forma se facilite
la orientacion del filtro sobre la placa. Luego de un minuto de incubacion, el filtro se
sacod cuidadosamente con ayuda de una pinza y se depositd por 2 minutos en una
fuente con papel filtro embebido con solucién de denaturacion (NaCl 1,5 M; NaOH 0.5

M) cuidando que la cara que estuvo en contacto con el agar quede hacia arriba. Luego
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los filtros fueron transferidos por 5 minutos a una fuente con solucion de neutralizacion
(NaCl 1,5 M; Tris-HCI 0,5 M, pH 7.5) en las mismas condiciones que el paso anterior.
Finalmente los filtros fueron secados y fijados dentro de una estufa con vacio a 80°C

por 2 h.

3.2.1.4.3 Prehibridacion e hibridacion de las membranas.

Para bloquear las membranas, los filtros son incubados por 2 h con solucién de
prehibridacién [SSC 20x (para 1 It, NaCl 175.3 g; citrato de sodio 88.2 g; pH 7,0);
formamida desionizada 50 %; Denhart 5x (para 0,5 It de 100x, Ficoll 400 10 g;
Polivinilpirrolidon 10 g; BSA 10 g), SDS 0.5 % (p/v)] dentro de bolsa de hibridacion
Gibco-BRL a 42°C. Una vez realizado este paso, se procedioé a incubar con la solucion
de hibridacion (solucibn de prehibridacibn méas sonda radiactiva previamente
denaturada a 94°C por 5 min y enfriada inmediatamente en hielo) a 42°C toda la noche.
Se utilizé 20 pl de la sonda una hebra y 50 pl para la sonda doble hebra en 15 ml de

solucién de hibridacion.

3.2.1.4.4 Lavados y exposicion de los filtros.

Las membranas incubadas con la sonda fueron lavadas a maxima estrictez.
Primero se realizaron 3 lavados con solucion SSC 2x; SDS 0,5 % (p/v) a temperatura
ambiente y 3 lavados al igual que el anterior, pero a 37°C. Luego se realizaron 3
lavados mas con solucién SSC 1x; SDS 0,5 % (p/v) a 56°C. Cada uno de los lavados

fue realizado en un volumen de 250 ml. Posteriormente, en camara oscura y bajo luz
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roja los filtros fueron puestos en contacto con un film fotografico dentro en un casete de
exposicion. La exposicion fue realizada a -70°C por 22h.

Una vez finalizado el tiempo de exposicion se procedio al revelado del film. Esto
se realiz0, como en el paso anterior, en pieza oscura y bajo luz roja. Se utilizaron 3
bandejas conteniendo en cada una solucion reveladora D-72, agua y solucion fijadora
U-3 Kodak respectivamente. El film fue extraido del casete de exposicion y puesto en
contacto primero con la solucion reveladora hasta comenzar a ver marcas. Luego el film
se sumergié brevemente en agua y finalmente en la solucion fijadora. El film fue

secado.

3.2.1.4.5 Recoleccion de los clones positivos.

El film fue alineado con su respectiva placa y las ufp fueron seleccionadas de
acuerdo al aislamiento e intensidad de la marca en el film. Las ufp seleccionadas fueron
rotuladas con lapiz permanente sobre la placa para su posterior recoleccion.

Para la recoleccién de las ufp, se utilizé una pipeta pasteur conectada a una
manguera, a través de su extremo mas fino. El extremo més ancho de la pipeta se
insertd en la zona del agar seleccionada, de tal forma que la ufp junto con el agar
dentro de la pipeta fueran posteriormente extraidas de la placa con una leve succién a
través de la sonda, evitando arrastrar ufp vecinas. Una vez obtenida la ufp, esta fue
depositada en un microtubo de 1,5 ml conteniendo 1 ml de solucién SM (por litro, 5,8 gr
NacCl; 2,0 gr MgSOg; 50 ml Tris-HCI 1 M pH 7,5 y 5,0 ml gelatina 2 % (p/v)) y 20 ul de

cloroformo.
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3.2.1.5 Rastreo secundario.

Las ufp seleccionadas del rastreo primario fueron sometidas al rastreo
secundario y posteriormente a un terciario, donde a cada una de ellas se les realiz6 el
procedimiento antes descrito (seccion 3.2.1.4). De esta forma se incremento la pureza

de los fagos seleccionados.

3.2.1.6 Amplificacion de las ufp seleccionadas y obtencion del plasmido
recombinante para apoA-I de carpa.

Se prepar6 un cultivo exponencial de la cepa XL1-blue a partir de 250 ul de un
cultivo crecido durante toda la noche, en 25 ml de medio LB hasta una DO de 0,5 a 600
nm. Este cultivo se centrifugd a 1500 x g durante 5 minutos y el pellet se resuspendio
con MgCl, 10 mM hasta alcanzar una DO de 1,0 a 600 nm. Luego, en un tubo cénico de
15 ml se agregd 200 ul del cultivo anterior, 250 ul de fagos y 1 ul de EXassist (fago que
facilita la excision in vivo del fagémido contenido en el fago). Esta mezcla se incubd a
37°C por 15 minutos. Luego, se agregé 3 ml de medio LB y se incubd por 6 h a 37°C
con agitacion. Posteriormente, la suspension se centrifugdé a 2000 x g por 15 minutos, el
sobrenadante se transfirié a 2 microtubos de 1,5 ml los cuales fueron incubados a 70°C
por 15 minutos. Luego estos se centrifugaron a 4000 x g por 15 minutos y el
sobrenadante fue transferido a un microtubo estéril correspondiendo esto al “stock” de
p-bluescript empaquetado como fago filamentoso (fagémido). Se guardo a 4°C.

Posteriormente, se crecio un cultivo de la cepa SolR hasta una DO de 0,5 a 600

nm. De este cultivo se tomé 200 ul mas 1 ul del stock de fagémido y fueron mezclados

en un microtubo de 1,5 ml. Se sembré 30 ul de esta suspension en placas LB/ampicilina
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50 pug/ml. Las colonias aisladas resistentes obtenidas se crecieron en 3 ml de medio
LB/ampicilina 100 pg/ml toda la noche a 37°C con agitacion, para la posterior extraccion

del DNA plasmidial por el método de ebullicion (“boiling”).

3.2.1.7 Obtencion de DNA plasmidial por método de ebullicion.

La mitad del cultivo anterior se transfirié a un microtubo de 1,5 ml, se centrifugoé a
5000 rpm por 3 minutos, se elimind el sobrenadante y sobre el pellet se transfirio la otra
mitad del cultivo centrifugando esto como en el paso anterior y eliminando el
sobrenadante. El pellet bacteriano se resuspendio por agitacion con vortex en 110 ul de
solucion de lisis STETL [(sacarosa 8 % (p/v); Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM;
Triton X-100 5 % (v/v)] y lisozima 0,5 mg/ml, esta ultima fue adicionada justo antes de
usar. La suspension se hirvié a bafio maria (100°C) durante 1 minutos, se centrifugé a
13000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante fue transferido a un microtubo limpio y
se mezcldé con un volumen igual de isopropanol, mezclando por agitacion suave por
algunos segundos. Luego, se centrifugd por 15 minutos a 13000 rpm, se aspiré el
sobrenadante cuidadosamente y se le adicion6 0,5 ml de etanol 70%. La suspension
fue centrifugada brevemente para eliminar el exceso de etanol y se dejé secar a 37°C
por 15 minutos. Finalmente el DNA se disolvio en 25 ul de tampdn TE pH 8.0 (Tris-HCI

10 mM; EDTA 1 mM).

3.2.1.8 Digestion del DNA mediante enzimas de restriccion.
La digestion se realizd utilizando las enzimas, Smal y Kpnl. La reaccion se

realizé en un volumen final de 20 ul de una mezcla conteniendo 5 ul de DNA plasmidial,
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2 ul de tampdn React 4 10x de Gibco-BRL (Tris-HCI 20 mM, MgCl, 5 mM, KCI 50 mM,
pH 7.4) y 7 ul de agua desionizada libre de nucleasas. Se agreg6 1 ul de Kpnl 10 U/ul
incubando por 1 hora a 37°C y luego se agregd 1 ul de Smal 10 U/ul y se incubé por

una hora mas a 30°C.

3.2.1.9 Amplificacion de DNA mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Antes de comenzar el analisis se limpio muy bien cada una de las pipetas a
utilizar con alcohol 70 %, al igual que el meson de trabajo. Ademas se utilizaron puntas
estériles libres de nucleasas.

Los volumenes utilizados para las muestras a amplificar correspondi6 a: 1 ul de
DNA plasmidial diluciéon 1/100 (midipreps), 1 ul de H,O libre de nucleasas como control
negativo, 1 ul del clon parcial de apoA-I de carpa dilucion 1/100 como control positivo.
Para amplificar el inserto contenido en el vector p-Bluescript se utilizaron partidores
universales T3y T7 que flanquean el sitio de multiple clonamiento del vector.

Para el chequeo de la secuencia especifica para apoA-I de carpa se utilizaron los
partidores apol y apo2 cuya secuencia correspondio a la siguiente:

Apol: CTC CAC GGC TAC TTT CAG AAC G. Tm a 50 mM Na'= 52°C.
Apo02: CCC TTC TCC ATC TGC TCC CTA TAA. Tm a 50 mM Na*= 52°C.

La mezcla de reaccion para cada reaccion de amplificacion correspondié a:
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2 wl buffer 10x (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4; KCI 500 mM); 0,6 ul MgCl, 50 mM; 0,4 ul
dNTPs 2,5mM cada uno; 0,2 ul apol 14,5 uM; 0,2 ul apo2 14,5 uM; 15,4 ul H20; 0,2 ul
Taq pol 5 U/ul y finalmente 20 pl de silicone oil.
El programa de amplificacion utilizando el termociclador MJ Research modelo PTC-150
fue el siguiente:

- Paso 1: 94°C 3 minutos

- Paso 2: 94°C 1 minuto

- Paso 3: 55°C 1 minuto

- Paso 4: 72°C 1 minuto

- Paso 5: volver al paso 2, 24 veces (25 ciclos)

- Paso 6: 72°C 5 minutos
Finalmente el producto de amplificacion se analiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 %.
3.2.1.10 Electroforesis en gel de agarosa.

Para la visualizacidbn de productos de digestion y amplificacion se utilizé el
método de electroforesis descrito por Sambroock y col (1989). Normalmente se
realizaron geles de agarosa entre 0,8 y 1,5 % (p/v) en tampon TAE 1x (Tris-acetato 40
mM; EDTA 1 mM), conteniendo ademas bromuro de etidio 0,1 mg/ml. El buffer de
electrodos correspondié al mismo utilizado anteriormente, pero sin bromuro de etidio y
el tampon de carga de las muestras a una solucion 6x conteniendo azul de bromofenol
0,25 % (p/v) y glicerol 30 % (v/v). En todos los casos, ademas de las muestras se

incluy6 el estandar de tamafio molecular A DNA/Hindlll. Los geles se sometieron a una
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intensidad de corriente de 100 mA por 45 minutos aproximadamente y luego se

visualizo el resultado bajo luz ultravioleta (transiluminador UV).

3.2.1.11 Southern blot.

La transferencia de los fragmentos de DNA separados en electroforesis en geles
de agarosa se realizd6 a una membrana de nylon, procedimiento descrito por Southern,
(1975) y modificado por Sambrook et al (1989). Antes del montaje de la transferencia, el
gel de agarosa se incubd con una solucién denaturante (NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M),
con agitaciéon suave por 30 minutos, luego se dej6 el gel en una solucién neutralizante
(Tris-HCI 0,5 M pH 8.0 y NaCl 1,5 M) con agitacion suave por 30 minutos. Finalmente el
DNA fue transferido por capilaridad a una membrana de nylon con tampén 20X SSC
(NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M, pH 7.0). Se dejo transfiriendo por toda la noche.
Finalizada la transferencia, la membrana se lavé con una solucién de 1X SSC por 3
minutos. Luego de esto, se fij6 el DNA a la membrana, secandola en una estufa con
vacio a una temperatura de 80°C por 1 hora. La prehibridacion, hibridacién y revelado

fue realizado segun lo descrito en las secciones 3.2.1.4.3y 3.2.1.4.4.

3.2.2  Purificacién de proteinas.
3.2.2.1 Obtencion de plasma de carpa.

Sangre de peces vivos fue obtenida mediante puncién cardiaca utilizando jeringa
heparinizada de 10 ml. La sangre se centrifug6 en centrifuga clinica a 2000 rpm por 10

minutos. Al plasma asi obtenido se le adicioné inhibidores de proteasas, PMSF 1 mM y
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Benzamidina 2 mM. Finalmente, se almacené a -20°C debidamente rotulado hasta su

utilizacion.

3.2.2.2 Obtencion de plasma humano.
El plasma humano se obtuvo mediante puncion venosa de donantes voluntarios
sanos con jeringa de 10 ml heparinizada. El proceso para la obtencion del plasma fue

idéntico al proceso de plasma de carpa.

3.2.2.3 Purificacién de HDL de carpa mediante cromatografia de afinidad.

La purificacion de HDL de carpa a partir de plasma se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Amthauer y col. (1988; 1989). Para ello, se mont6 una columna de Affi-gel
blue-agarosa (1,5 cm x 24 cm, Vc = 42 ml), la cual se acopl6 a un cromatégrafo de baja
presion Biologic LP (BioRad). Este instrumento permiti6 monitorear automaticamente la
absorbancia a 280 nm y las fracciones fueron colectadas usando un colector BioRad
2128.

La columna se equilibré con tampodn citrato de sodio 50 mM, pH 6,5; NaCl 50 mM
y EDTA 2,5 mM. Se aplicé 6 ml de plasma de carpa y se lavé la columna con tampén
citrato de sodio 50 mM, pH 6,5; NaCl 350 mM y EDTA 2,5 mM, para eliminar proteinas
contaminantes. La proteina retenida se eluyé con tampoén de equilibrio conteniendo el
fluoréforo ANS 0,06 % (p/v) a un flujo de 1 ml por minuto, colectandose fracciones de 1
ml. Las fracciones obtenidas en la etapa de elusion selectiva con ANS, que mostraron
fluorescencia bajo luz ultravioleta, se reunieron en una sola. Esta fraccion se dializo

contra tampon citrato de sodio 1 mM, pH 6,5; EDTA 0,1 mM; durante aproximadamente
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10 horas, realizandose 2 cambios de tampdn de dialisis con intervalos de tiempo de
aproximadamente 5 h. A la HDL asi obtenida se le adicioné los inhibidores de proteasas
PMSF 1mM y benzamidina 2 mM. Finalmente parte de la HDL obtenida fue concentrada
a una concentracion final de proteina cercana a 1 mg/ml y el resto utilizada para
obtener apoA-I se llevé a una concentracion final de proteinas de alrededor 5 mg/ml

utilizando un concentrador por medio de vacio (Speed vac).

3.2.2.4 Purificacién de HDL humana mediante cromatografia de afinidad.

Para la purificacion de HDL de humano, al procedimiento descrito anteriormente
(3.2.2.3) se le adicion6 un lavado adicional previo a la elusion con ANS, el cual permite
la elusion selectiva de albumina utilizando tampoén de equilibrio conteniendo NaSCN

300 mM.

Finalmente, la columna fue regenerada haciendo pasar en forma sucesiva
soluciones de: NaOH 20 mM; agua; urea 6 M en NaCl 2 M, agua conteniendo azida de

sodio 0,02 % (p/v) para su conservacion a 4°C, hasta su uso.

3.2.2.5 Purificacion de apoA-I mediante cromatografia de filtracion en gel.

A las HDL purificadas de plasma de carpa o humano segun corresponda, se les
extrajo los lipidos con una mezcla de etanol-eter (3:2 v/v) a -20°C durante toda la
noche. La proteina precipitada se recuperd por centrifugacion a 6.000 rpm utilizando
rotor SS-34 en centrifuga Sorvall RC-5 durante 20 minutos a 4°C. Las lipoproteinas

deslipidadas se resuspendieron en el mismo tampén de la columna sin urea y se extrajo



31

los lipidos por 4 h a -20°C, realizando el mismo procedimiento de deslipidacion antes
descrito. Finalmente las lipoproteinas deslipidadas fueron resuspendidas en 1,5 ml de
tampon Tris-HCI 10mM, pH 8,7; EDTA 1 mM; urea 8 M y fueron fraccionadas en una
columna de Sephacryl S-200 (1,5 cm x 90 cm, Vc = 159 ml). La columna previamente
equilibrada con tampon Tris-HCI 10mM, pH 8,7; EDTA 1 mM; urea 8 M, se acopl6 a un
cromatografo de baja presion BioLogic (BioRad), este instrumento permiti6 monitorear
la absorbancia a 280 nm y las fracciones eluidas son colectadas automaticamente
mediante un colector BioRad 2128. Para la etapa de elusion se utilizd el mismo tampon
antes mencionado, colectandose fracciones de 0,75 ml a un flujo de 0,25 ml/minutos.
Las fracciones correspondientes de apoA-l se reunieron en una sola y se dializaron
contra tampon Tris-HCI 5mM, pH 8,7; EDTA 0,1 mM con el fin de eliminar la urea. La
purificacion lograda a través del proceso antes descrito se evalué mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida.

3.2.2.6 Determinacién de concentracion de proteinas por el método de
Sedmak.

La base de este método es la misma que la del método de Bradford, con la
excepcion de que se realizan lecturas a dos longitudes de onda con el fin de obtener
una razon 595/465 nm que permite linearizar la curva entre concentraciones de 0,5y 50
Mg de proteina por tubo (Sedmak y Grossberg, 1977).

Para este método se utiliza una solucion azul de Coomassie G250 al 0,06 % (p/v)

en HCI 0,6 N. Dicha solucion se filtr6 y se diluy6é con HCI hasta obtener una absorbancia
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de 1,3-1,5 a 465 nm, que corresponde al maximo de absorbancia para la forma leuko
(libre) del colorante.

Se realiz6 una curva de calibracion, con un rango de concentracion de albumina
entre 0 a 1 mg/ml. El volumen de muestra utilizado fue de 25 pl, el cual se diluyé hasta
0,5 ml con una solucién de NaCl 0,15 M y posteriormente se le agregé 0,5 ml del
colorante. Finalmente se determind absorbancia a 595 nm y 465 nm y se calculo la

Asgs/Ases de las lecturas obtenidas, restandole la razén Asgs/Ases del blanco de reactivo.

3.2.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y Western blot.
3.2.3.1 PAGE-SDS.

Las proteinas fueron separadas de acuerdo a su tamafio molecular por PAGE-
SDS (Laemmli y col, 1970). Se preparé un gel separador de 7 cm de alto de la siguiente
composicion: poliacrilamida 12 % (p/v); Tris-HCI 0,375 M pH 8,8; SDS 0,1 % (p/v);
persulfato de amonio 0,03 % (p/v) y TEMED 0,1 % (v/v). Sobre este se agreg6 un gel
espaciador de alrededor de 2 cm de alto con la siguiente composicion: poliacrilamida 4
% (p/v); Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; SDS 0,1 % (p/v); persulfato de amonio y TEMED en
iguales concentraciones al gel separador. Ambas partes se prepararon a partir de una
solucion stock de acrilamida/bisacrilamida 30:0,8% (p/v).

Las proteinas fueron solubilizadas en tampon de muestra constituido por: Tris-
HCI 62,5 mM, pH 6,8; SDS 1 % (p/v); glicerol 10 % (v/v) y de azul de bromofenol 0,05 %
(p/v), (marcador del frente idnico), en condiciones reductoras (2-mercaptoetanol 5 %
(v/v)), por 15 minutos a 4°C. Luego las muestras se calientan a 95°C por 5 minutos.

Posteriormente las muestras se hicieron migrar con una corriente de 25 mA hasta que
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el frente ionico alcanzo el final del gel (alrededor de 3 h). El tampon de electrodos
contenia Tris-HCI 25 mM; glicina 0,19 M y SDS 0,1 % (p/v). Finalizada la electroforesis,
el gel se fij6 en isopropanol 25 % (v/v); acido acético 10 % (v/v), durante 1 h y
posteriormente se tifid con una solucién azul de coomasie R-250 0,3 % (p/v); metanol
30 % (v/v) y &cido acético 10 % (v/v) durante 1 h. Para destefiir el gel, este se hirvio en

agua durante 10 minutos en horno microondas a 100 % de potencia.

3.2.3.2 Western blot.
3.2.3.2.1 Electrotransferencia.

Las proteinas separadas por electroforesis en PAGE-SDS fueron
electrotransferidas a membranas de Inmobilon-P (PVDF) o membranas de nitrocelulosa
utilizando un sistema semiseco (LABCONCO Semy Dry Blotter) de acuerdo al
procedimiento descrito por Bolte y col. (1997, 1998). Para la electrotransferencia se
sigui6 el siguiente protocolo: el gel fue equilibrado en tampdn de transferencia (Tris-HCI
25 mM, pH 8,3; glicina 0,19 M y metanol 20 % (v/v)) por 15 minutos, transcurrido este
tiempo, el gel se depositd sobre la membrana de Inmobilon-P previamente tratada
(metanol 100 % (v/v) por 15 segundos; agua destilada por 2 minutos y tampon Tris-HCI
25 mM, pH 10,4; metanol 20 % (v/v) por 5 minutos) o alternativamente sobre una
membrana de nitrocelulosa equilibrada por 10 minutos en agua destilada.

La membrana se ubicd hacia el polo positivo de la camara (anodo), sobre una
hoja de papel filtro Whatmann 3M humedecida en tampon Tris-HCI 25 mM, pH 10,4,
metanol 20 % (v/v) debajo de la cual se encontraban 2 hojas de papel filtro

humedecidas en tampon Tris-HCI 0,3 M, pH 10,4; metanol 20 % (v/v). Sobre la
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membrana, se incubd el gel hacia el polo negativo (catodo) y encima de este se
depositaron una a una, 3 hojas de papel filtro humedecido en tampdn Tris-HCI 25 mM,
acido aminocaproico 40 mM pH 9,4 y metanol 20 % (v/v).

La transferencia se realiz6 por 2 h a una intensidad de corriente proporcional al

area de la membrana utilizada (factor de proporcionalidad = 0,8 mA/cm?).

3.2.3.2.2 Inmunodeteccion.

La membrana, con las proteinas electrotransferidas (3.2.3.3.3), fue bloqueada
con una solucién que contenia TBS 1X, leche descremada 1 %, Tween 20 0,05 % (v/v)
por 1 h a temperatura ambiente con agitacion constante. Luego se incubd con el suero
anti-apoA-I de carpa hecho en conejo diluido 1/50.000 en la misma solucién anterior por
1 h a temperatura ambiente. Para eliminar los anticuerpos no unidos, la membrana fue
lavada 3 veces por 3 minutos cada vez, con TBS. Luego se incubd por 45 minutos con
el segundo anticuerpo, suero anti-lgG de conejo preparado en cabra y conjugado con
fosfatasa alcalina (diluicion 1/2.000) en la misma solucién en que se diluy6 el primero, la
agitacion se realizé a temperatura ambiente con agitacion constante. El exceso del
segundo anticuerpo se elimind realizando 2 lavados por 3 minutos cada vez con
solucion TBS y se equilibré la membrana con solucion tampon para fosfatasa alcalina
(Tris-HCI 100 mM pH 9,5; MgCl; 5 mM; NaCl 100 mM) por 5 minutos. La actividad
fosfatasa alcalina se revel6 en oscuridad y a temperatura ambiente con una soluciéon
preparada en el momento de su uso la cual contenia los sustratos BCIP 0,17 mg/ml y
NBT 0,33 mg/ml diluidos en soluciéon tampdn fosfatasa alcalina, el tiempo de revelado

es hasta la aparicion de bandas de proteinas inmunoreactivas.
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La reaccion se detuvo lavando la membrana en una solucion de EDTA 5 mM por
5 minutos. Finalmente se lavaron las membranas 2 veces por 3 minutos cada vez con
agua destilada, dejando secar la membrana a temperatura ambiente en papel

absorbente.

3.2.4 Preparacion de apoA-l truncada en el extremo carboxilo terminal.

La obtencion de apoA-I de carpa truncada en su extremo carboxilo terminal se
realizé segun lo descrito por Concha y col (2004). Esencialmente, 200 pg/ml de HDL, en
buffer bicarbonato de amonio 100 mM pH 7,4; se incubd con quimotripcina pancreética
de bovino a una relacion molar proteasa : lipoproteina de 1:100 por 210 minutos a 37°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, la reaccion se detuvo a 100°C por 2 minutos.
Luego de la adicidon de inhibidores de proteasas, a una concentracion final de PMSF 1
mM y Benzamidina 2 mM, apoA-I de carpa truncada posteriormente fue purificada por el

método ya descrito en 3.2.2.5.

3.2.5 Ensayo de solubilizacion de vesiculas multilaminares de DMPC con apoA-I
intacta y truncada.

La  solubilizacion de las vesiculas  multilaminares  (mLV) de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) por apoA-| se realizé segun lo descrito por Pownall y
col. (1978). Esencialmente 0,1 mg de apoA-I fueron agregados a 1 ml de mezcla de
reaccion conteniendo Tris-HCL 0,01 M, pH 7,4; KBr 8,5 % (p/v); azida de sodio 0,01 %
(p/v); EDTA 0,01 % (p/v) y mLV de DMPC 0,5 mg/ml, preincubado a 24°C por 10

minutos. El contenido de la cubeta fue mezclado por 10 segundos y la solubilizacion de
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las vesiculas (aclaramiento) fue monitoreado como la disminucion de la absorbancia a
325 nm usando un espectrofotometro Hewlett Packard modelo 8453 de diodo
modificado. La diferencia de la absorbancia inicial en el tiempo fue corregida y los

valores fueron expresados como porcentaje de la absorbancia inicial a 325 nm.

3.2.6 Analisis bioinformatico de apoA-I.

Los analisis correspondientes a la prediccion del sitio de corte del pre-pro péptido
de la pre-pro-apoA-l de carpa, prediccion de estructura secundaria, composicion
aminoacidica, prediccion del coeficiente de extincion molar, peso molecular, punto
isoeléctrico se realizaron utilizando el software ANTHEPROT V5.0 (http://antheprot-
pbil.ibcp.fr/). Los andlisis de “helical wheel” fueron realizados con el software “bioedit”
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Los andlisis de alineamiento entre secuencias fueron realizados utilizando Clustal
W (1.83) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

El analisis de prediccion de estructura terciaria fue obtenido aplicando un modelo
tedrico por homologia utilizando el servidor de internet EXPASY (expert protein analysis
system) (www.expasy.org) y la herramienta “Swiss-Model”. EI modelo tridimensional
obtenido fue visualizado utilizando el visualizador Rasmol
(www.umass.edu/microbio/rasmol). La optimizacién del modelo tridimensional de apoA-I
de carpa fue realizado utilizando el software “deep-view” y la herramienta “Swiss-Model
optimice model” (http://swissmodel.expasy.org/).

Las secuencias utilizadas en los analisis fueron obtenidas de la base de datos

del Swiss-Prot/TrEMBL (http://au.expasy.org/cgi-bin/sprot-search-de?apoA-1). Los



37

codigos de accesos corresponden a: ApoA-l1 humano P02647; Salmo trutta Q91488
(trucha comuan); Brachydanio rerio 042363 (pez cebra); Oncorhynchus mykiss 057523
(trucha arcoiris); Salmo salar P27007 (salmon atlantico); Anas platyrhynchos 042296
(pato domestico); Coturnix coturnix japonica (codorniz japonesa) P32918; Canis
familiares P02648 (perro); Bos taurus P15497 (vaca); Oryctolagus cuniculus (conejo)

P09809; Rattus norvegicus P04639 (rata).

3.2.7 Ensayo de unién de apoA-ly HDL a espermatozoides de bovino.

Los espermatozoides eyaculados de bovino fueron obtenidos del centro de
inseminacion artificial de la Universidad Austral de Chile. Los capilares congelados en
nitrogeno liquido conteniendo aproximadamente 60 millones de espermatozoides por
mililitro fueron incubados en bafio termorregulado a 45°C por 30 segundos. La
suspension de espermatozoides fue depositada en un microtubo de 1,5 ml donde
fueron lavados 4 veces con PBS a temperatura ambiente y centrifugando cada vez a
3200 rpm por 2 minutos en microcentrifuga. El sedimento final de espermatozoides se
resuspendié en 800 ul de PBS. De esta suspension se tomé 25 ul por tubo y se le
adicionaron 6 pg de HDL y apoA-I respectivamente, completando el volumen a 35 pl
con PBS. Cada uno de los tubos fue incubado por 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalizada la incubacion se tomaron 4 ul de la suspension y se extendieron sobre
portaobjetos pre-tratados con poli-lisina, se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente,
luego 10 minutos a 37°C y por ultimo fueron fijados con Histochoice por 10 minutos a

temperatura ambiente.
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3.2.8 Inmunocitoquimica en espermatozoides incubados con apoA-l o HDL

El extendido fue bloqueado con BSA 1,5 % (p/v) en PBS por 30 minutos a
temperatura ambiente e incubando luego con suero anti-apoA-lI de carpa hecho en
conejo diluido 1/5.000 en el mismo tampon anterior por 1,5 h a temperatura ambiente
con agitacion constante. Luego de 3 lavados con PBS se incubo con el segundo
anticuerpo, anti-lgG de conejo hecho en cabra conjugado con fosfatasa alcalina y
diluido 1/2.000, por 45 minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante.
Luego de 3 lavados con PBS y 2 lavados adicionales con tampon fosfatasa alcalina
conteniendo Tris-HCI 0,1 M, pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl,. 5 mM, la actividad fosfatasa
alcalina se revel6 en oscuridad y a temperatura ambiente. El extendido de
espermatozoides fue expuesta por 15 minutos a solucion de revelado, preparada en el
momento de su uso, conteniendo los sustratos BCIP 0,17 mg/ml y NBT 0,33 mg/ml
diluidos en solucién tampon fosfatasa alcalina.

La reaccion se detuvo lavando los portaobjetos con una solucion de EDTA 5 mM
por 5 minutos. Finalmente se lavaron 2 veces por 3 minutos cada vez con agua
destilada.

Por ultimo las muestras se procedieron a deshidratar haciendo incubaciones
sucesivas por 5 minutos cada vez en soluciones conteniendo etanol 80 %; etanol 100 %

y Xilol 100 % 2 veces.
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3.2.9 Cultivo de células BHK-21.
La linea celular BHK-21 (Baby Hamster Kidney) fue crecida en medio minimo
esencial (MEM)/bicarbonato suplementado con 10 % de suero fetal bovino en un

incubador a 37°C y atmdosfera compuesta por 95 % aire y 5 % CO..

3.2.10 Ensayo de unién de HDL y apoA-I a células BHK-21.

Las células fueron crecidas hasta alcanzar confluencia del 80% en placa de 3,5
mm de didmetro conteniendo 3 “slide cover”. El medio fue descartado y las células
lavadas 3 veces con PBS. Posteriormente fueron tratadas una solucién conteniendo 0,2
mg/ml de HDL o apoA-I en tampon PBS por 20 minutos a 4°C. Las proteinas no unidas
fueron lavadas con PBS 3 veces por 5 minutos cada vez y fijadas con paraformaldehido
3 % p/v en PBS por 20 minutos, se retird el paraformaldehido por succion y las células

lavadas 3 veces con PBS.

3.2.11 Inmunocitoquimica en células BHK-21.

Las células se incubaron con PBS conteniendo NH4Cl 50 mM por 10 minutos a
temperatura ambiente, se lavo 2 veces con PBS y 2 veces mas con PBS conteniendo
gelatina 0,2 % (p/v) por 5 minutos cada vez. Se incubd luego con el primer anticuerpo
anti-apoA-1 de carpa hecho en conejo dilucion 1/5.000 en la misma solucién anterior por
1,5 h a temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS se incub6 por 1 h con el
segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a Alexa-fluor 488 dilucion 1/400 en
solucion de incubacion. Finalmente se lavdé 3 veces con 5 ml de PBS por 5 minutos

cada vez y los “slide cover” se montaron con "Dako Fluorescent mounting medium"
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sobre porta objeto. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopio confocal

Zeiss LSM5 Pascal facilitado por el Centro de Estudios Cientificos (CECS).

3.2.12 Obtencion de extracto crudo de membrana plasmatica de células BHK-21.
Las células fueron crecidas en placas de 100 mm de didmetro a un confluencia
de 95 %. Luego de retirar el medio de cultivo las células se incubaron con 2 ml de PBS
conteniendo apoA-I 0,2 mg/ml por 20 minutos a 4°C manteniendo una suave agitacion.
Luego las células fueron lavadas 3 veces con PBS 5 minutos cada vez a 4°C y se le
agreg6 finalmente 1 ml de tampon de homogenizacion conteniendo sacarosa 250 mM;
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4; KCI 50 mM. Con la ayuda de un "cell scraper" las células
fueron despegadas de la base de la placa. Una vez que las células se encontraron en
suspension se procedié a homogenizarlas pasandolas por una jeringa de tuberculina
con aguja de 25 G 15 veces. El homogenizado es transferido a microtubos de 1,5 mly
centrifugado a 2000 g x 5 minutos en microcentrifuga refrigerada a 4°C. El pellet fue
descartado y el sobrenadante se centrifugd luego a 18.620 g x 10 minutos. El pellet
correspondiente al extracto crudo de membrana plasmatica es resuspendido en 50 pl
de tampoén conteniendo Tris-HCL 20 mM, pH 7,4; NaCl 75 mM. Como control se realizo
una placa con células en las mismas condiciones a excepcion de la incubacion con

apoA-I.
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4. RESULTADOS.

4.1 Rastreo del clon conteniendo el cDNA completo para apoA-I de carpa.
4.1.1 Sintesis de sonda radioactiva para el rastreo.

En nuestro laboratorio previamente se contaba con un clon de 937 pb conteniendo
parte de la secuencia codificante de apoA-I de carpa, correspondiente ésta al extremo
3’ de la secuencia de cDNA. Los estudios de expresion de apoA-I de carpa realizados
mediante Northern blot, principalmente en higado, indicaron que el tamafio del transcrito
de apoA-l de carpa correspondia a 1,4 kpb aproximadamente. La estrategia para
obtener clones conteniendo la secuencia completa de apoA-I, contempl6 la sintesis de 2
tipos de sondas radioactivas que fueron utilizadas para rastrear clones a partir de una
biblioteca de cDNA de higado de carpa. La primera correspondid a la sonda de una
hebra, cuya estrategia de marcaje radioactivo se encuentra esquematizada en la Figura
3. La segunda sonda correspondi¢ al inserto de la secuencia parcial de apoA-l de

carpa, marcada radioactivamente con la técnica de “nick translation”.

4.1.2 Rastreo de la biblioteca de cDNA de higado de carpa.

En el rastreo primario se analizaron un total de 10 placas con aproximadamente
13.000 ufp en cada una. De estas, 5 placas se hibridaron con la sonda una hebray 5
con la sonda doble hebra. Se seleccionaron 16 y 19 ufp positivas respectivamente para
el rastreo secundario, del cual se seleccionaron 24 ufp, las que fueron procesadas

segun lo descrito en materiales y métodos.
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Figura 3. Sintesis de sonda radioactiva una hebra.

Estrategia utilizada para sintetizar la sonda radioactiva una hebra utilizada para rastrear
el clon conteniendo la secuencia completa de apoA-l de carpa. 1, se disefid un
oligonucleétido complementario a la region 5° del clon parcial de apoA-I de carpa. 2, el
oligonucledtido sintetizado es incubado con un extracto total de mRNA poli A+ de
higado de carpa. 3, en presencia de transcriptasa reversa y nucleétidos marcados
radioactivamente, el oligonucleétido ya apareado con el mRNA es extendido hacia el
extremo 5 del mRNA de apoA-I, resultando en una sonda de cDNA a la cual fueron

incorporados nucleotido radioactivos.
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Para cada clon positivo obtenido, la liberacion y determinacién del tamafio de los
insertos contenidos en el DNA plasmidial, se obtuvo mediante digestion con las enzimas
de restriccion EcoRI y Xhol. Los fragmentos de DNA obtenidos se fraccionaron
mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 4). Los clones E-4c, C-2a y B-la
liberaron su inserto, sin embargo a excepcion del clon E-4c, los tamafios de inserto
resultaron ser similares al inserto del clon parcial. Posteriormente, el clon E-4c también
fue descartado al resultar negativo para los analisis de Southern blot y PCR (dato no
mostrado). Los clones E-8a, B-3a y C-1a perdieron uno de sus sitios de restriccién no
liberando inserto. Estos fueron digeridos con 2 nuevas enzimas de restriccion, Kpnl y
Smal, con sitios de corte mas externos, pero adyacentes al sitio de corte de las enzimas
utilizadas anteriormente. La visualizacion de los fragmentos resultantes mediante
electroforesis mostré que el clon C-1a liber6 un inserto con el tamafio esperado. Luego,
la confirmacion del tamafio de inserto contenido en el vector fue realizada mediante
PCR utilizando los partidores T3 y T7. La visualizacion tanto del producto de digestion
como de amplificacién por PCR fue realizada mediante electroforesis en gel de agarosa
y es mostrado en la Figura 5.

Una nueva confirmacibn de que la secuencia contenida en el clon C-la
correspondia efectivamente a apoA-I de carpa se realizdé por PCR, esta vez utilizando
partidores especificos para apoA-I de carpa. El producto de amplificacion resultante se

visualizdO  mediante  electroforesis en gel de  agarosa, Figura 6.
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Figura 4. Andlisis de restriccion para los putativos clones de apoA-I de carpa
obtenidos del rastreo.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Los supuestos clones para apoA-I de carpa
fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol. Se observa la liberacién
del inserto para algunos de estos clones, entre los cuales se incluyen E-4c, C-2a, B-1a
y para el clon con la secuencia parcial de apoA-l de carpa. EI DNA plasmidial de los

clones restantes resultaron sélo linearizados.
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Figura 5. Identificacion y caracterizacién del clon con la secuencia completa

de apoA-I de carpa.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Carriles 1-4 digestion con las enzimas
de restriccion Smal y Kpnl. Carriles 5-7, PCR con partidores T3y T7. Se observa
en el carril 3, la liberacion del inserto con un tamafo aproximado de 1,3 Kpb. En el

carril 6, se observa la amplificacion por PCR del inserto.
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Figura 6. Identificacion y caracterizacion del clon de apoA-I de carpa mediante
PCR utilizando partidores especificos.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % del producto de amplificacion del clon C-lay
del clon parcial para apoA-l de carpa. Se utilizando los partidores apol y apo2. Carril
1, AHindlll. Carril 2, control (-). Carril 3, clon C-1a. Carril 4, clon parcial apoA-l. La

flecha indica el producto de amplificacion esperado.
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En este analisis se utilizé como control positivo el clon parcial de apoA-I de carpa.
Para ambos casos se obtuvo el producto de amplificacion esperado de 428 pb.

Finalmente el clon C-1a se analizé6 mediante andlisis de Southern blot. EI DNA del
gel mostrado en la Figura 5 fue transferido a una membrana de nitrocelulosa para ser
luego hibridado con la sonda una hebra marcada radiactivamente. La imagen mostrada
en la Figura 7, nos muestra el resultado de este andlisis. Tanto el inserto obtenido de la
digestion del clon C-1a como los productos de amplificacion del clon C-1a y del clon
parcial de apoA-I de carpa hibridaron con la sonda. También se observa un producto de
amplificacién de aproximadamente 1,0 kb en el carril del clon Cla.

Los antecedentes mostrados hasta ahora demuestran de manera concluyente que
el inserto contenido en el clon C-1a contiene una secuencia de apoA-I de carpa con un

tamano aproximado de 1,3 kb.

4.2 Analisis de secuencia

Para obtener la secuencia nucleotidica del clon C-1a, el DNA plasmidial obtenido
del clon Cla fue purificado mediante kit comercial de midiprep y luego secuenciado. El
resultado de esto (Figura 8), arroj6 una secuencia nucleotidica de 1323 pb. La
secuencia en orientacion 5 a 3’ posee 202 bp correspondientes a la region 5’ no
codificante, 774 bp a la regidn codificante y 347 bp a la region 3’ no codificante, ademas
hacia el extremo 3’ se encuentra la region de poli A caracteristica de los transcritos
primarios. De esta secuencia se encontré un marco de lectura abierto de la cual se
dedujo para una proteina codificada por 257 residuos aminoacidicos. Esta proteina

presenta el caracteristico péptido de sefial para una proteina de secrecion localizado en
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Figura 7. Identificacion y caracterizacion del clon de apoA-lI de carpa por
Southern blot.

Autorradiografia del transferido del gel de la Figura 5. Hibridaciéon con la sonda
hebra simple y lavados a maxima estrictez. Se indican con flechas continuas la
hibridacion tanto del clon C-la como del clon parcial. Con flecha punteada se
muestra la presencia de un producto de amplificacion intermedio, no detectado en
el analisis mostrado en la Figura 5. Las bandas superiores corresponden al

plasmido linearizado por las enzimas Kpnl o Smal.
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Figura 8. Secuencia nucleotidicay aminoacidica del clon de apoA-l de carpa.

Resultado de la secuenciacion del clon C-1a. En negro se observa la secuencia
nucleotidica y bajo ésta la secuencia aminoacidica deducida. De la secuencia
nucleotidica se obtuvieron 1323 pb. Dentro de la secuencia aminoacidica, de 257
residuos, se destaca en magenta el péptido de sefial (-22 a -5), en verde la region
pro-péptido (-4 a -1) y en azul la proteina madura. Los residuos de prolina se

destacan en rojo.
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en el extremo amino entre la posicion -22 y -5. Ademas del péptido de sefial, esta
proteina presenta un pro-péptido entre la posicién -4 y -1. La proteina madura se
encuentra formada por 235 residuos aminoacidicos dentro de la cual se encuentran

varias repeticiones de 11y 22 residuos flanqueados por residuos de prolina.

Una vez obtenida la secuencia de apoA-l de carpa, se procedié a analizar ésta
mediante andlisis de cladograma, mostrado en la Figura 9. El andlisis realizado con las
pre-pro-apoA-lI de diversas especies del reino animal, resultdé concordante con lo
esperado, agrupando a apoA-l de carpa muy cerca de su pariente filogenético mas
cercano, el salmoén, mientras que no agrupd con el resto de las especies menos

emparentadas.

Con el objeto de comparar las secuencias de las pre-pro-apoA-1 de distintos
teledsteos, se realizé el analisis mediante alineamiento mdltiple, el cual es mostrado en
la Figura 10, panel A. Considerando que el alineamiento se realiz6 entre organismos
cercanos evolutivamente, éste resultd en porcentajes de identidad y homologia bastante
bajos, alcanzando tan solo al 24 y 54 % respectivamente. A pesar de esta baja
homologia entre secuencias, los residuos de prolina se encuentran conservados en la
mayoria de los casos. Del mismo alineamiento de secuencia, se estudio mediante
cladograma las relaciones filogenéticas entre estos teledsteos, panel B. El resultado del
analisis muestra que del grupo estudiado, apoA-I de carpa es el menos emparentado,

ya que no agrupa con ninguna de las especies incluidas en el andlisis.
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Figura 9. Dendrograma entre diversas secuencias de apoA-I.

Andlisis de cladograma entre secuencias de pre-pro-apoA-I de distintas especies

del reino animal.
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Figura 10. Analisis comparativo entre las pre-pro-apoA-l de carpa y otros
teledsteos.

Panel A. Alineamiento multiple entre apoA-I de carpa y otros teledsteos. (*) indica
residuos idénticos; (:) sustituciones conservativas y (.) sustituciones semi-

conservativas. Panel B. Dendrograma del alineamiento multiple mostrado en A.
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Las propiedades fisico-quimicas teoricas, deducidas de la secuencia de apoA-l de
carpa se encuentran descritas en las Tablas 1 y 2. Entre los distintos valores
entregados en la Tabla 1 se destacan para la proteina madura un peso molecular de

27.626 Da y un punto isoeléctrico de 5,9.

La composicion aminoacidica de apoA-I de carpa madura es mostrada en la Tabla
2. La frecuencia de residuos dentro de la secuencia muestra que esta proteina esta
compuesta en su mayoria por acido glutamico, lisina, leucina y glutamina los cuales son
residuos caracteristicos en favorecer la formacion de alfa-hélice. Por otro lado la
estructura contiene un bajo porcentaje de residuos desestabilizadores de alfa-hélice, tan
solo de un 13 % de los cuales la mayoria corresponden a residuos de prolina. Del total
de residuos el 42 % corresponde a residuos hidrofébicos (A, V, F, P, M, I, L, W, Y),

destacandose los residuos de leucina con un 11,5 %.

Con el objeto de realizar una comparacion de secuencia entre apoA-lI de
organismos alejados evolutivamente y definir similitudes y diferencias se realizé un
alineamiento de las secuencias maduras de apoA-I de carpa y humano. La imagen se
muestra en la Figura 11.

En el alineamiento se muestra la ubicacion de las 10 a-hélices definidas para
apoA-l de humano segun las repeticiones internas de 11 y 22 aminoacidos (Brouillette,
C., 2001). Del alineamiento, los porcentajes de identidad y homologia obtenidos
corresponden tan solo al 19 y 54 % respectivamente. A pesar de la baja homologia

mostrada entre secuencias, los residuos de prolina que delimitan las



Secuencia nucleotidica (cDNA)

% G-C 51,47

N° bases 1323

Pre-pro-proteina

N° Residuos 257
PM tedrico (Da) 30.204,9
Regién péptido sefial lall8
Region pro-proteina 19 al 22

Coeficiente de extincidon molar

a 280 nm (L/mol/cm) 17.545
Concentracion para 1 DO a
280 nm (g/L) 1,722
Proteina madura
N° residuos 235
PM tedrico (Da) 27.626
pl tedrico 5,945
Coeficiente de extincion molar
a 280 nm (L/mol/cm) 17.420
Concentracion para 1 DO a 280 1,503
nm (g/L)

Tabla 1. Propiedades fisico quimicas de la secuencia nucleotidica,

aminoacidica de la pre-pro-apoA-l y de la proteina madura.



Composicion aminoacidica

N° de residuos Frecuencia
Alanina (A) 14 0,06
Aspartico (D) 12 0,051
Glutéamico (E) 32 0,136
Fenilalanina (F) 10 0,043
Glicina (G) 8 0,034
Histidina (H) 8 0,034
Isoleucina (1) 7 0,03
Lisina (K) 28 0,119
Leucina (L) 27 0,115
Metionina (M) 7 0,03
Asparragina (N) 4 0,017
Prolina (P) 11 0,047
Glutamina (Q) 18 0,077
Arginina (R) 11 0,047
Serina (S) 8 0,034
Treonina (T) 8 0,034
Valina (V) 13 0,055
Triptéfano (W) 1 0,004
Tirosina () 8 0,034

Tabla 2. Composicién aminoacidica de apoA-l de carpa madura.
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Figura 11. Alineamiento de secuencia entre apoA-Il de carpa y humana.

Alineamiento de secuencia aminoacidica madura para apoA-l de carpa y

humano. (*) indica residuos idénticos; (i) sustituciones conservativas y (.)

sustituciones semiconservativas. Ademas, se destaca la localizacién de

cada una de las a-hélices definidas para la secuencia de humano. Las

estrellas indican residuos de prolina conservados.

57



58

repeticiones de 11 y 22 aminoacidos, se encuentran en la mayoria de los casos
conservadas.

El analisis de prediccion de estructura secundaria de apoA-l de carpa y humano,
Figura 12, se realiz6 mediante los métodos Gibrat, Levin, Gor3, Sopma y Predator.
Estos arrojaron para cada uno de ellos un elevado contenido a-helicoidal, sobre el 60
%, tanto para carpa como para humano. Este contenido de a-hélice es superior en
apoA-l de carpa, alcanzando por el método Sopma, a un 95 % de estructura o-

helicoidal.

Para analizar las repeticiones de 11 aminoacidos, se realizé un alineamiento entre
cada una de ellas, como se muestra en la Figura 13 para carpa y en la Figura 14 para
humano. Se clasificé los residuos aminoacidicos en acidos (D, E), basicos (R, H, K) e
hidrofébicos (A, V, F, M, I, L, W, Y, P). El resto de los residuos se consideraron como
indiferentes (Byrnes y col., 1987). El analisis mostrado en la Figura 13, alinea las 17
repeticiones de 11 aminoacidos contenidas en la secuencia de apoA-l de carpa y que
en la Figura se encuentran destacadas con amarillo. Segun el alineamiento, se analizo
la distribucion de los residuos a lo largo de la secuencia de cada una de las
repeticiones. El resultado dejo en evidencia una tendencia en la distribucion de los tipos
de residuo en cada posicion dentro de las repeticiones. La secuencia resultante del
alineamiento corresponde a: Pro — Hidrof6bico — Hidrofobico — X — Acido — Hidrofébico —
Basico — X — Basico - Hidrofébico — Hidrofébico. X indica no predominancia de algun
tipo de residuo en la posicion. Se destacan por su alta conservacion dentro del

alineamiento las columnas 3, 6, 7 y 10.
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Figura 12. Anédlisis de prediccion de estructura secundaria para apoA-I
de Carpay Humana.

Prediccion de estructura secundaria para apoA-l de carpa y humano. Se
evaluaron diversos métodos de prediccién incluidos en el programa
ANTHEPROT y en http://us.expasy.org/tools/#secondary.

El andlisis arroj6 un contenido predominantemente a-helicoidal similar para
ambas proteinas, sin embargo por todos los métodos este fue superior para

carpa.
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Figura 13. Alineamiento de las repeticiones de 11 aminoéacidos en apoA-l de

Carpa.

A. En el andlisis se destaca en amarillo la regién que corresponde a las 10 a-hélices

predichas para apoA-I de humano. Los residuos hidrofobicos (AVFMILWY) se muestran

en azul, prolina en rojo, los basicos (RHK) en verde y los acidos (DE) en marron. Los

residuos no destacados son considerados indiferentes. B y C. Muestran la clase de

residuos predominantes en cada posicion de las repeticiones de 11 aa que resulta del

alineamiento. La estrella indica la repeticibn mas conservada segun la secuencia

mostrada en C.
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La repeticion entre los residuos 159 y 169 mostré ser la mas conservada, teniendo 10
de 11 residuos coincidentes con la secuencia resultante.

El mismo andlisis anterior fue realizado con la secuencia de apoA-l humana, el
cual se muestra en la Figura 14. Para apoA-lI de humano se obtuvieron 18 repeticiones
de 11 aminoécidos. Al igual que para apoA-l de carpa, en humano también se obtuvo
un patron comun en el alineamiento de las repeticiones de 11 aminoacidos, sin
embargo la secuencia resultante en este analisis resulté ser muy similar aunque no
idéntica a la obtenida con apoA-l de carpa. La secuencia corresponde a Pro —
Hidrofébico — Hidrofébico — Acido — Acido — Hidrofobico — Béasico — Acido — Basico -
Hidrofébico —X.

Se destacan las columnas 3, 6 y 10 por encontrarse altamente conservadas. Las
columnas 6 y 10 poseen un 94 % de conservacion para residuos hidrofébicos.

La repeticion entre los residuos 143 y 153 mostrO ser la mas conservada,
conteniendo 10 de 11 residuos coincidentes con la secuencia resultante.

Para ambos analisis se destacan los residuos de prolina los cuales se encuentran

delimitando las repeticiones de 11 0 22 aminoéacidos en la columna 1.

De las secuencias obtenidas en los andlisis realizados anteriormente, los cuales
son mostrados en las Figuras 13 y 14, se obtuvo una secuencia consenso la cual
corresponde a Pro — Hidrofébico — Hidrofébico — Acido — Acido — Hidrofébico — Basico —
Acido — Basico - Hidrofébico — Hidrofébico. Para obtener esta secuencia, los residuos
designados como “X” en las secuencias obtenidas individualmente para carpa y

humano, fueron reemplazados por el residuo con mayor frecuencia en la posicion.
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Figura 14. Alineamiento de las repeticiones de 11 aminoacidos en apoA-l humana.

A. En el andlisis se destaca en amarillo la region que corresponde a las 10 a-hélices
predichas para apoA-lI de humano. Los residuos hidrofébicos (AVFMILWY) se muestran en
azul, prolina en rojo, los basicos (RHK) en verde y los acidos (DE) en marron. Los residuos
no destacados son considerados indiferentes. B y C. Muestran los tipos de residuos
predominantes en cada posicion de las repeticiones de 11 aa que resultan del alineamiento.

La estrella indica la repeticion mas conservada segun la secuencia mostrada en C.
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Con la secuencia consenso obtenida, se realiz6 un analisis de “helical wheel”. Esta
corresponde a una representacion de la disposicion de los residuos formando una a-
hélice con 3,6 residuos por vuelta, Figura 15. El panel superior muestra la distribucion
de los 11 residuos que componen la secuencia consenso, formando una a-hélice. El
panel inferior muestra el mismo analisis, pero con una secuencia de 22 residuos
formada por 2 repeticiones en tandem de la secuencia utilizada en el analisis del panel
superior. El resultado del analisis muestra la tendencia de los residuos hidrofébicos a
distribuirse a un lado de la hélice, mientras que los residuos basicos se encuentran

dispuestos en la interfase polar-apolar y los residuos acidos al centro de la fase polar.

4.3 Prediccién de la estructura terciaria de apoA-I de carpa.

Los andlisis de prediccion de estructura terciaria de apoA-l de carpa se realizaron
mediante modelamiento por homologia utilizando la estructura cristalina de A(1-43)
apoA-l humana, Figura 16. Este analisis resultd en una estructura tridimensional en
forma de herradura formada por los residuos contenidos entre Fen59 y Pro235. “Swiss
Model”, para modelar, seleccioné una region de 177 residuos de apoA-I de carpa y los
alined con una region de apoA-l humana entre los residuos 43 y 219, obteniendo un
porcentaje de identidad del 26.1 %. En el panel A se observa la estructura obtenida en
disposicion de “space fill”, donde es destacada claramente la regidon hidrofobica en azul
en el interior de la herradura. Los residuos bésicos, en verde, se disponen
inmediatamente contiguos a los residuos hidrofébicos en la interfase polar-apolar y los
residuos acidos se disponen en el centro de la fase polar, lo cual es caracteristico de las

a-hélices anfipaticas de tipo A. En el panel B, se muestra la estructura a-helicoidal
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Figura 15. Representacién de “Helical Wheel”.

En la representacion se pueden observar la disposicion de cada residuo formando una
a-hélice. En azul se muestran los residuos hidrofilicos y en rojo los hidrofébicos. La
secuencia se muestra en la parte superior de cada recuadro y corresponde en el panel
superior a la secuencia obtenida de los analisis de las Figuras 13 y 14. En el panel
inferior, la secuencia corresponde a 22 residuos aminoacidicos formada por dos
repeticiones en tandem de 11. “L”, representa residuos hidrofébicos, “D”, acidos y “K”,

basicos.
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Figura 16. Modelamiento mediante homologia para apoA-l de carpa.

Panel A, muestra la estructura en disposicion “spacefill’. Se destacan los residuos
hidrofébicos en azul (A, V, F, P, M, |, L, W, Y), los basicos en verde (R, H, K) y los acidos
en rojo (D, E). Panel B, muestra la estructura a-helicoidal, ademas de los residuos de
prolina en rojo los cuales quiebran las hélices resultando la forma de herradura de esta

proteina.
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de apoA-lI de carpa, donde los residuos de prolina, mostrados en rojo, moldean la

estructura en forma de herradura.

4.4 Analisis funcional de apoA-I.
4.4.1 Purificacion de HDL y apoA-l de carpa y humano.

La purificacion de HDL de carpa y humano se realizé de acuerdo a lo descrito por
Amthauer y col., (1988; 1989). Este método, muy similar tanto para la purificacion de
HDL de carpa como para humano, utiliza cromatografia de afinidad en Cibacron Blue-
agarosa.

En la Figura 17 (inserto), se muestra el perfil electroforético en PAGE-SDS 12 %
de la HDL asi aislada. En el carril 1, se muestra las bandas correspondientes a sus dos
apolipoproteinas, apoA-1 y apoA-Il. Este resultado demuestra que del plasma de ambos
organismos se logra aislar selectivamente HDL con un alto grado de pureza.

Para la purificacion de apoA-l, se fracciono la HDL deslipidada en una columna de
Sephacryl S-200 utilizando condiciones denaturantes. En la Figura 17, se muestra el
perfil de elusién correspondiente a la purificacion de apoA-I, tanto de carpa como de
humano. En el perfil se pueden apreciar 3 picos, que de acuerdo a analisis previos, el
primero corresponde a agregados de apolipoproteinas, el segundo corresponde a apoA-
| y el tercero a apoA-Il. La pureza alcanzada durante la purificacion se evalu6 mediante
el PAGE-SDS 12 % mostrado en el inserto. La apoA-I purificada, (pico 2) carril 2, migra
con un peso molecular aproximado de 27,5 kDa. La apoA-I asi aislada muestra un alto

grado de pureza.
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Figura 17. Purificacion de apoA-l de carpay humana

El resultado es representativo del perfil de elusion obtenida tanto para HDL de
carpa como para humano mediante cromatografia de filtracibn en gel en
Sephacryl S-200. Se cargd HDL deslipidada y se eluyé segun lo descrito en
materiales y métodos. Pico 1, corresponde a agregados de apolipoproteinas.
Pico 2, corresponde a apoA-l. Pico 3, apoA-Il. Inserto, PAGE-SDS al 12 %,
muestra los componentes proteicos para cada paso de purificacion. Se muestra,
plasma de carpa. Carril 1, HDL cargada a la columna. Carriles 2y 3, picos 2y 3

del perfil y que corresponden a apoA-l y apoA-Il respectivamente.
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4.4.2 Ensayo de  solubilizacion de  vesiculas multilaminares de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

Con el objetivo de evaluar y comparar la capacidad de apoA-I de carpa y humano
para interactuar con lipidos se mont6 un ensayo segun lo descrito por Pownall y col
1978. El resultado del ensayo de solubilizacion de vesiculas de DMPC es mostrado en
la Figura 18.

En el grafico se puede apreciar el aclaramiento de la suspension de vesiculas el
cual fue medido a 325 nm y a 24°C. El resultado obtenido en el tiempo, mostré para
humano una curva de disminucién de la turbidez inicial tendiendo al equilibrio a los 2000
segundos con un aclaramiento final del 70 % en relacion a la turbidez inicial. En cambio
para carpa, la curva de disminucion de la turbidez fue mas acentuada llegando a un
aclaramiento al final del ensayo de un 20 % de la turbidez inicial. El control negativo se
mostro inalterable durante el periodo del ensayo.

Por lo tanto, apoA-l de carpa muestra una mayor eficiencia en la interaccion con

lipidos que su contraparte de humano, siendo esta diferencia de un 60 %.

4.4.3 Andlisis comparativo de la solubilizacién por apoA-l de carpa intacta o
truncada en el extremo carboxilo a vesiculas multilaminares de DMPC.
El mismo ensayo anterior se utilizé para evaluar y comparar la capacidad de
solubilizar las vesiculas de DMPC para apoA-I de carpa intacta y truncada en su
carboxilo terminal (Figura 19). ApoA-I de carpa fue truncada en el carboxilo terminal

mediante un ensayo de protedlisis limitada con quimotripsina, segun lo descrito por
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Figura 18. Ensayo de solubilizacion de vesiculas multilaminares de
dimiristoilfosfatidilcolina.

Utilizando una relacion molar lipido:proteina de 5:1 y una concentracion de

proteina de 0,1 mg/ml se evalud la capacidad de ambas apoA-lI para

solubilizar las vesiculas de DMPC en el tiempo midiendo a 325 nmy a

24°C. Circulos negros apoA-l de carpa. Circulos abiertos apoA-lI de

humano. Triangulo control negativo.
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Figura 19. Anédlisis comparativo de la solubilizacion por apoA-l de carpa
intacta y truncada en el extremo carboxilo a vesiculas multilaminares de
DMPC.

Panel A. Se truncé apoA-l de carpa en su carboxilo terminal mediante
protedlisis limitada con quimotripsina y se evalud su capacidad de solubilizar las
vesiculas de DMPC a 24°C. Circulos negros, apoA-l de carpa intacta. Circulos
abiertos, apoA-I de carpa truncada. Triangulos, control negativo.

Panel B, electroforesis PAGE-SDS al 12% de plasma de carpa, apoA-| de carpa

intacta y apoA-I de carpa truncada en el extremo carboxilo terminal.
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Ji y Jonas, (1995) y montado para apoA-l de carpa por Concha y col., (2004). El corte
especifico en el C-terminal de apoA-| de carpa fue chequeado mediante Western blot,
donde un anticuerpo dirigido al carboxilo terminal de apoA-I, resulté en una inmuno-
reactividad negativa para la proteina truncada (Concha y col., 2004). El ensayo de la
Figura 19, muestra en el panel B una electroforesis PAGE-SDS de apoA-I de carpa
intacta y truncada en el C-terminal. El gel muestra claramente la diferencia de tamafio
entre la proteina intacta y la truncada, siendo esta ultima mas pequefa. El ensayo de
solubilizacién mostrado en el panel A, resulté para la proteina truncada una curva de
disminucion de la turbidez menos acentuada que la curva para la proteina intacta,
resultando al final del ensayo una disminucién de la turbidez cercana al 60 % en
relacion a la turbidez inicial. El control negativo se mostré inalterable durante el periodo
del ensayo.

Por lo tanto, el resultado del ensayo muestra que apoA-1 de carpa truncada es un

47 % menos eficiente que la proteina intacta en solubilizar las vesiculas de fosfolipidos.

4.4.4 Andlisis de la interaccion de apoA-l y HDL de carpa con membranas de
eucariontes.

Con el objetivo de evaluar la interaccion de HDL y apoA-l de carpa con
membranas celulares de eucariontes, se realizd0 un ensayo utilizando la linea celular
BHK-21 (Baby Hamster Kidney), la cual posee la particularidad de no presentar en la
superficie de su membrana ninguno de los receptores mas conocidos por interactuar

con HDL y/o apoA-I, tales como SR-B1 y ABCA-1 (Brundert y col, 2003 y Oram y col,



Figura 20. Andlisis de la interaccion de apoA-l y HDL de carpa con
membranas de eucariontes.

Estudio de la interaccion de apoA-l y HDL de carpa con células BHK-21. Las
células fueron incubadas con la proteina a una concentracion de 0,2 mg/ml por 20
min a 4°C. La inmunodeteccion se realizé utilizando un antisuero anti-apoA-I de
carpa hecho en conejo y un segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a
Alexa-fluor 488. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal

usando objetivo 40x y una seccion Optica a 4,5 y 3,0 um respectivamente.

72



73

2001). El analisis mostrado en la Figura 20, sugiere la union de apoA-l1 y HDL a la
membrana de estas células sin la mediacion de los receptores nombrados

anteriormente. Esta unién soportaria los sucesivos lavados con tampon fosfato salino.

4.4.4.1 Union de apoA-l de carpa a membranas de células BHK-21

Para corroborar la unién de apoA-I de carpa a la membrana plasmética de esta
linea celular, se obtuvo mediante fraccionamiento celular el extracto crudo de esta
fraccion desde células sin incubar con apoA-I (control negativo) y post-incubacién con
apoA-l en condiciones similares al ensayo mostrado anteriormente. La fraccion
correspondiente a membrana plasmatica fue sometida a un analisis de Western blot, el
cual se muestra en la Figura 21. El resultado del andlisis fue la inmunodeteccién de
apoA-l en el extracto de membrana plasmética de las células incubadas con apoA-I. La
posible inmuno-reactividad cruzada con algun componente de la linea celular es

descartada con el control negativo.

4.4.4.2 Estudio de interaccion de apoA-l y HDL de carpa con espermatozoides
eyaculados de bovino

Las evidencias de que apoA-l estaria participando tanto en la capacitacion como

en la activacion de los espermatozoides (Akerlof y col, 1991, Therien y col, 1997) nos

llevé a evaluar la unién tanto de HDL como de apoA-lI de carpa a estas células. La

Figura 22 muestra una inmunocitoquimica realizada en espermatozoides de bovino

eyaculados con y sin tratar con HDL o apoA-l, resultando esto en una

inmunoreactividad positiva para ambas moléculas en los espermatozoides tratados. Tal
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Figura 21. Union de apoA-I de carpa a membranas de células BHK-21.
Luego de incubar las células BHK-21 con apoA-l, se prepard un extracto crudo de
membrana plasmatica. Las proteinas de membrana se separaron por PAGE-SDS y

la apoA-I de carpa unida a la membrana se inmunodetecté mediante Western blot.
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unién como en el caso anterior de la linea celular, soportaria sucesivos lavados con

tampon fosfato salino.
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Control (-) DL apoA-|

Figura 22. Estudio de la interaccion de apoA-l y HDL de carpa con
espermatozoides eyaculados de bovino.

Los espermatozoides fueron incubados con apoA-l a una concentracién de 17
pg/ml por 20 min a 20°C. La inmunodeteccion se realizé utilizando un anti-suero
anti-apoA-l de carpa hecho en conejo y un segundo anticuerpo anti-lgG de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina. Las imagenes fueron obtenidas con

objetivo 100x.
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5. DISCUSION.

Los mecanismos y aspectos estructurales involucrados en la funcionalidad de
apoA-I se encuentran bajo constantes estudios. Esto principalmente por su indudable
contribucion como proteina anti-aterogénica y su rol protector frente a otras
enfermedades cuya etiologia esta relacionada de una u otra forma con el transporte de
lipidos y colesterol. En nuestro laboratorio nos propusimos evaluar aspectos
estructurales y funcionales de dos apoA-I alejadas evolutivamente, este es el caso de
apoA-l de carpa y humano. La apoA-l de humano es la mas estudiada de todas las
apoA-I debido a su gran impacto en la salud humana. ApoA-l de carpa en cambio, ha
sido muy poco estudiada.

El hecho de que humanos y peces teledsteos hayan divergido hace cientos de
millones de afios, nos permitird contar con informacion para comenzar a definir
aspectos estructurales relevantes (mas conservados) y no tan relevantes para la
funcionalidad a esta proteina.

Como primer paso, la obtencion de la secuencia aminoacidica completa de apo
A-l1 de carpa nos permitio definir similitudes y diferencias generales en aspectos
estructurales y funcionales entre distintas apolipoproteinas A-I.

El gran nimero de transcritos de apoA-I que normalmente son expresados en el
higado de carpa (aproximadamente 10 % del total de transcritos), érgano del cual se
construyo la biblioteca de cDNA y el poseer un clon conteniendo dos tercios de la
secuencia aminoacidica de apoA-l de carpa, fueron factores criticos para la obtencion

de la secuencia completa.
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La estrategia para disefar la sonda de una hebra fue elaborada inicialmente para
aislar especificamente clones que contuviesen la region 5’ no presente en el clon parcial
de apoA-I de carpa (Figura 3). Sin embargo esta sonda, no detect6 ufp positivas en un
rastreo primario, lo que si se logré utilizando el inserto del clon parcial de apoA-I. Los
fagos recombinantes se continuaron purificando en un rastreo secundario. Mediante
analisis de Southern blot, se logré determinar que esta Ultima sonda, hibridaba parcial e
inespecificamente con una regidon del vector no correspondiente al inserto, esta
hibridacion inespecifica no fue posible de eliminar completamente después de lavados
consecutivos a maxima estrictez. Como consecuencia de esto, en el rastreo realizado
con esta sonda una fraccion de las ufp seleccionadas no corresponderian a clones
conteniendo la secuencia de apoA-I.

Del andlisis de Southern blot que se muestra en la Figura 7, la sonda una hebra
hibridé especificamente con el DNA del vector méas inserto linearizado, con el inserto
liberado por las enzimas de restriccion y con los productos de PCR utilizando partidores
especificos para amplificar el sitio de multiple clonamiento tanto para el clon parcial de
apoA-l de carpa como para el clon C-1a obtenido. Sin embargo, esta sonda también
detecté un producto de amplificacion no esperado. Esta banda muestra un tamafio de
producto de amplificacion intermedio entre el clon C-la y el clon parcial, de
aproximadamente 1,1 kpb. Esta banda no fue detectada al analizar los productos de
amplificacion en el gel de agarosa con EtBr, sugiriendo una menor eficiencia de
amplificacién de este producto intermedio. Al analizar el origen de esta inesperada
banda se pudo determinar que uno de los partidores utilizados para amplificar el sitio de

multiple clonamiento del vector p-Bluescript, correspondiente al T7, se apareaba
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parcialmente con una region interna del inserto, resultando en un tamafio de
amplificacién coincidente con el tamafio de la banda encontrada en el Southern blot, de
1,1 kpb.

Con respecto al resultado de la secuenciacion del clon Cla, este mostrd un total
de 1323 bp, de los cuales 202 bp corresponderian a la region 5’ no codificante, 774 bp a
la region codificante y 347 bp a la regién 3’ no codificante (Figura 8). La region 3’ no
codificante muestra un alto contenido de nucledtidos de adenina lo que es coincidente
con el tallo de poli-adenina caracteristico para esta region en este tipo de transcritos. La
comparacion de secuencia nucleotidica de este clon con el clon parcial de apoA-I de
carpa obtenido previamente en nuestro laboratorio mostr6 un muy alto porcentaje de
identidad entre secuencias. Sin embargo y luego de mudltiples secuenciaciones
utilizando distintos partidores, fue imposible esclarecer ciertas ambigliedades en
algunos nucledtidos agrupados en el extremo 5’ del clon conteniendo la secuencia
completa. Dado el bajo numero de nucledtidos sin esclarecer y que la mayoria no
involucrd sustitucidon aminoacidica se considerd que esto no era impedimento para la
realizacion de los analisis a la secuencia aminoacidica obtenida en esta tesis.

La secuencia aminoacidica deducida de apoA-I de carpa esta compuesta por 257
residuos, siendo esta apoA-l la de menor nimero de residuos encontrada en bases de
datos publicas. Entre las distintas secuencias depositadas encontramos las secuencias
de S. trutta con 262 residuos y H. sapiens con 267 residuos entre otras.

Por andlisis predictivos se dedujo que ApoA-I de carpa contiene en su extremo
amino 18 residuos correspondientes al péptido de sefal, 4 a un segmento pro-péptido y

235 residuos a la proteina madura (Figura 8). La secuencia del péptido de sefial de
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apoA-| de carpa seguiria los canones descritos para este tipo de secuencias en otras
proteinas de exportacion celular, tanto en el nimero de residuos, como en el alto
contenido de residuos hidrofébicos (Deviller-Thiery y col., 1975; Blobel y col., 1975 y
von Heijne, 1983). Cabe destacar que los residuos de glutamina y alanina que preceden
el corte del péptido de sefial son muy conservados en las distintas apoA-I conocidas,
como es posible visualizar en el alineamiento multiple de la Figura 10 (residuos 18 y
19). Ademas, estudios realizados por Nielsen (1997), muestran la existencia de un
residuo de alanina muy conservado adyacente al sitio de corte tanto en proteinas
procariontes como eucariontes con este tipo de péptido sefal (alanina 19 en nuestra
pre-pro-proteina). Estos antecedentes validan nuestra prediccion para el sitio de corte
del pre-péptido en nuestra proteina.

En el caso del pro-péptido de apoA-I de carpa, el antecedente publicado por De
Smet y col (1998), quien secuencio el extremo amino de la apoA-lI de carpa madura,
nos proporciond la informacion necesaria para confirmar nuestras sospechas del sitio
de corte del pro-péptido en nuestra proteina, ya que la secuencia obtenida por estos
investigadores en esta region es 100 % coincidente con la obtenida por nosotros.

Los antecedentes publicados por Law y Brewer (1984), demostraron que este
pro-péptido estaria siendo procesado extracelularmente en el plasma. Ellos lograron
aislar la pro-apoA-I desde el conducto linfatico toracico en humanos después de una
dieta rica en grasas y posteriormente secuenciaron su amino terminal, encontrando que
en humanos esta apoA-l contaba con 6 residuos adicionales que la apoA-lI madura

mayoritaria en el plasma.
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Los andlisis realizados mediante cladograma predicen lo esperado. En la Figura
9, donde es analizado un grupo de proteinas provenientes de organismos altamente
divergentes evolutivamente, apoA-lI de carpa tiende a agrupar con salmon y a divergir
del resto de las especies. En la Figura 10B, se analiz6 un grupo de organismo mas
cercanos evolutivamente como lo son los teledsteos. En este andlisis apoA-I de carpa
tiende a divergir del resto de las especies mas cercanas entre si, como lo son los
salmonidos. Esta concordancia obtenida en los andlisis de cladograma, respaldan la
veracidad de la secuencia obtenida.

Con relacion al analisis de alineamiento multiple entre las secuencias de pre-pro-
apoA-| de peces teledsteos, a nivel global este muestra una baja homologia, de tan solo
el 54 %. Sin embargo, a nivel local la homologia entre secuencias se ve fortalecida
hacia el tercio N-terminal y disminuida en los dos tercios del C-terminal, observandose
para esta region una mayor cantidad de sustituciones conservativas, antecedente ya
publicado por Frank y Marcel (2000) para otras apoA-I.

Al realizar la comparacion de secuencia entre apoA-l de humano y carpa (Figura
11), se puede observar que a pesar de la baja homologia entre ambas secuencias se
pueden encontrar conservadas ciertas caracteristicas como las repeticiones de 11 y 22
residuos aminoacidicos flanqueados por residuos de prolina. Estas repeticiones dan
origen a 10 hélices en la secuencia de humano, las cuales pueden ser extrapoladas a la
secuencia de carpa mediante el alineamiento de secuencia.

Paraddjicamente el extremo C-terminal es poco conservado a nivel de secuencia
aminoacidica a pesar de que ha sido ampliamente reconocido como un dominio muy

importante en la interaccion con lipidos. Ello sugiere que la importancia de esta region
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no se encuentre en la disposicion secuencial de los residuos aminoacidicos, sino que
seria mas importante la flexibilidad estructural y la disposicion de los distintos residuos
dentro de la estructura secundaria de la proteina (Frank y Marcel, 2000).

Por otra parte, los residuos de prolina contenidos en las distintas apoA-I,
altamente conservados, han sido postulados como componente importante en aspectos
estructurales de las apoA-I (Borhani y col., 1997). Brouillette y col., (2001), mencionan
gue estos residuos de prolina estarian moldeando la estructura primaria de la proteina
resultando finalmente en una estructura en forma de herradura, que sumada a la
estructura a-helicoidal constituirian una estructura ideal para la unién de lipidos.

Anteriormente fue mencionado que a nivel de estructura primaria apoA-lI se
encuentra formada por repeticiones de 11 y 22 aminoacidos. La mayoria de ellas
delimitadas por residuos de prolina. Esta caracteristica se encuentra conservada, en
menor 0 mayor grado, en todas las apoA-lI conocidas. Un analisis mas profundo de
estas repeticiones en apoA-lI de carpa revelo la existencia de un patron de secuencia
conservado observado en distintas apoA-lI (Figuras 13 y 14), como en el caso de
humano y pollo (Rajavashisth y col., 1987). Este patron consistente en una distribucion
particular de los distintos tipos de residuos aminoacidicos dentro de cada una de las
repeticiones de 11 aminoacidos se encuentra conservada en gran parte de la proteina.
Para carpa, el patron de secuencia fue obtenido a partir del analisis mostrado en la
Figura 13. Esta secuencia conservada corresponde a: Pro — Hidrofobico — Hidrofobico —
X — Acido — Hidrofébico — Basico — X — Basico - Hidrofébico — Hidrofébico, el cual
resulta en un patron de secuencia muy similar al obtenido para apoA-l de otras

especies, como en el caso de pollo y humano. La importancia de este patron de
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secuencia se deduce del hecho de que dos especies muy alejadas evolutivamente
como lo son humano y pollo, conservan un patron de secuencia idéntico (Rajavashisth y
col., 1987) el cual corresponde a: Pro — Hidrofobico — Hidrofébico — Acido — Acido —
Hidrofébico — Basico — Acido — Basico - Hidrofébico — X, y que carpa, como especie aln
mas alejada evolutivamente posee un patron de secuencia muy similar. El analisis
posterior, mostrado en la Figura 15, afirma adn mas la importancia de este patron de
secuencia, ya que el analisis de “Helical Wheel” muestra que los residuos que
componen este patrén de secuencia tienden a la formaciéon de una a-hélice anfipatica,
motivo estructural ampliamente aceptado por tener una alta afinidad por lipidos y que es
la estructura predominante en todas las apoA-I estudiadas. Por otro lado, los distintos
grados de conservacion de las repeticiones de 11 aminoacidos con respecto al patréon
de secuencia conservada, podrian ser el resultado de sustituciones aminoacidicas que
estarian otorgando a esta proteina su reconocida multifuncionalidad que no tan solo
involucra la interaccion con lipidos.

La importancia de la conservacion del patrén de secuencia en la interaccién con
lipidos se evidencia por analisis de deleciones realizados por Frank y col., (1997). El
grupo de este investigador realizé una delecion en la regiébn comprendida entre las
hélices 5 y 7 de apoA-l humana resultando esto en una clara disminucion de la
interaccion de esta proteina mutante con vesiculas de DMPC. Los anélisis mostrados
en las Figuras 13 y 14 indican que las repeticiones internas de apoA-I de carpa entre los
residuos 126 y 169 (hélices 5 a 7), muestran ser las mas conservadas en relacion al
patron de secuencia conservado y que en humano estas corresponden a los residuos

142 y 175 (hélices 6 y 7). Este hecho, donde la delecion de regiones muy conservadas
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con respecto al patron de secuencia conservado provocan una disminucién en la
solubilizacién de vesiculas de DMPC y que comparativamente deleciones de otras a-
hélices no provoquen el mismo efecto (Frank y col., 1997) nos demuestra una clara
participacion de estas hélice anfipaticas en la interaccién con lipidos y mas aun, la
participacion en tal interaccion se veria favorecida al poseer una mayor similitud a la
secuencia patrén conservada de 11 aminoacidos. Segun esto, la region 126-169 en
apoA-l de carpa, la cual incluye 2 repeticiones de 11 aminoacidos muy conservadas
respecto a la secuencia consenso y que ademas estan delimitadas por residuos de
prolina, es una region de alto interés para ser estudiada (ver Figuras 13 y 16, panel B).

Por otro lado, multiples estudios han demostrado que las a-hélices del C-terminal
de apoA-l de humano tendrian una alta afinidad por lipidos y ademas estarian
involucradas en la interaccion inicial con lipidos. Este comportamiento es concordante
con la alta similitud que posee esta region de apoA-lI de humano (209-241) con la
secuencia consenso de las repeticiones de 11 amino&cidos, sin embargo esta
caracteristica no esta presente en el C-terminal de apoA-I de carpa, donde la similitud
de la secuencia consenso de las repeticiones de 11 aminoacidos en esta region es muy
baja.

Wang y col., (2005), postulan que no todas las a-hélices de apoA-I de humano
serian de clase A, sino que la region entre los residuos 8-33 corresponderia a una o-
hélice de clase G (globular), entre 88-120 y entre los residuos 209-241 de clase Y (con
una distribucion de carga especifica). Este carboxilo terminal tendria por lo tanto una

distribucién de carga que seria importante en la interaccion con lipidos. Por el contrario,
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en el caso del C-terminal de apoA-l de carpa éste estaria compuesto por una gran
cantidad de residuos hidrofébicos acompafiados por solo algunos residuos cargados.

Experimentos realizados por Wang y col.,, (2005), midiendo presiones de
exclusion en interfases agualtreolina con apoA-l y con un péptido sintético formado por
dos repeticiones en tandem de 22 aminoécidos derivados de la secuencia consenso de
las repeticiones en tandem de apoA-l, apoA-IV y apo-E, la cual es muy similar a la
obtenida en esta tesis, resultd en presiones de exclusion para el péptido sintético muy
similares a las obtenidas para apoA-I, lo que confirmaria la importancia de este tipo de
secuencia en otorgar gran afinidad por lipidos a apoA-I.

Los alineamientos multiples estandar con Clustal W realizados entre teledsteos y
entre carpa y humano muestran una baja identidad y homologia. Este hecho no
concuerda con los antecedentes encontrados en el alineamiento entre las distintas
repeticiones de 11 aminoécidos donde se obtuvo un patron muy similar tanto para carpa
como para humano, la cual se encuentra representada con distintos grados de
conservacion en cada una de las repeticiones, esto pese a corresponder a organismos
alejados evolutivamente. Estos antecedentes nos llevan a concluir que alineamientos
estandares entre distintas proteinas ayudan a establecer similitudes a nivel general,
pero que andlisis tales como prediccion de estructura secundaria o como el
alineamiento entre las repeticiones de 11 aminoacidos, donde los residuos son
agrupados segun su participacion en estructuras secundarias muestran la real similitud
a nivel estructura-funcién que existe en este grupo de proteinas ortélogas (Thompson y

col., 1994; Cornette y col., 1987; Byrnes y col., 1987; Rajavashisth y col., 1987).
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A nivel de estructura secundaria, la secuencia de apoA-l de carpa conserva la
mayoria de las caracteristicas encontradas hasta ahora en las apoA-I, entre las cuales
se destacan un elevado contenido a-helicoidal de caracteristicas anfipaticas de clase A,
donde los residuos hidrofébicos se encuentran a un lado de la hélice mientras que los
residuos basicos estan en la interfase polar-apolar y los residuos acidos se encuentran
al centro de la fase polar y se encuentran flanqueadas por residuos de prolina.

El resultado de la prediccion de estructura secundaria resulta en un mayor
contenido de estructura a-helicoidal para carpa que para humano, esta caracteristica
podria ser relevante en el comportamiento global de esta proteina.

La estructura terciaria de apoA-l de carpa obtenida mediante modelamiento por
homologia a partir de apoA-I humana utilizando “SwissModel” y optimizada con el
software “deepview”, result6 en un modelo que concuerda con los antecedentes
mostrados anteriormente. A nivel de estructura secundaria es posible visualizar una
estructura predominantemente a-helicoidal de caracteristicas anfipaticas y en la
mayoria de los casos de clase A, siempre mas conservado en las hélices centrales.
Otro antecedente que respalda una aproximacion real a la estructura terciaria de apoA-I
de carpa son los residuos de prolina mostrados en el panel B de la Figura 16, los cuales
en su mayoria son residuos conservados en la secuencia de apoA-I de humano y que
estarian cumpliendo la funcion particular de moldear la estructura a-helicoidal para dar
finalmente la forma global a la estructura con forma de herradura, estos datos son
coincidentes con la estructura cristalina de apoA-l A(1-43) de humano libre de lipidos

(Borhani y col., 1997).
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Por dltimo, se destacan en la estructura de apoA-l de carpa un dominio amino
terminal conservado con el resto de las apoA-l, al igual que dominios centrales los
cuales conservan la cualidad de estar formado por repeticiones de 11 y 22 aminoacidos
flaqueadas por residuos de prolina con un largo dominio hidrofébico de unién a lipidos,
sin embargo el C-terminal se encuentra muy poco conservado e influenciado por 2
deleciones (Figuras 10 y 11). Brouillette y col., (2001), comentan en una revision, que
estas deleciones podrian provocar cambios drasticos tanto en la estructura como en la
funcionalidad de apoA-1, como es el caso de apoA-I de ratén, donde a pesar de poseer
una alta homologia entre secuencias con apoA-lI de humano, simples deleciones en
apoA-l de ratén en los residuos Gly186 y Alal87, al comparar con apoA-I humana,
desencadenan grandes cambios en la funcionalidad de esta proteina, llegando incluso a
perder sus propiedades anti-aterogénicas. Este drastico cambio no seria tan solo
responsabilidad funcional de estos residuos en particular, sino que, la interrupcion de
las repeticiones de 11 y 22 aminoacidos provocaria un cambio en la orientacion de la
superficie apolar de hasta 100° quedando ésta mas expuesta a la fase acuosa. La
exposicion de los residuos hidrofébicos a la fase acuosa podria resultar en un efecto
global en la estructura de la proteina afectando por consiguiente, su funcionalidad. En el
caso de apoA-I de carpa, esta delecidn se encuentra presente en el extremo amino de
la hélice 9 (apoA-I de carpa también posee otras deleciones en el N-terminal, Figura 10
y 11). Esta delecion en 2 residuos en el C-terminal de Lys202 en la proteina madura
(Figura 11), también observado en apoA-I de anguila (Figura 10), produciria la inversion
de la hélice en esta regidon y con esto la inversion de la fase apolar (ver Lys202 Figura

16). Sumado al efecto provocado por la delecion de 2 residuos en la estructura de
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apoA-l de carpa, ésta posee un C-terminal, comparativamente con otras apoA-l,
altamente hidrofobico y ademas pocos residuos cargados. Esto resultaria en una hélice
apolar mas grande y mas expuesta a la fase polar lo que incrementaria el costo
energético para mantener una estructura estable libre de lipidos. Esto ultimo conlleva a
una busqueda permanente de estados de energia menores y por tanto mas estables, lo
cual se alcanzaria en este caso al esconder los dominios hidrofébicos de la fase acuosa
y exponer los dominios hidrofilicos a la fase acuosa. Esto es coincidente con andlisis de
perfil de hidrofobicidad realizados (dato no mostrado) los cuales indican un C-terminal
para apoA-| de carpa altamente hidrofdbico.

Para realizar estudios funcionales comparativos entre estas 2 apoA-I de especies
alejadas evolutivamente, fue necesario purificar HDL y apoA-I de carpa y humano. La
primera molécula fue purificada mediante cromatografia de afinidad utilizando una
columna de Cibacron-blue agarosa (Amthauer y col., 1988). Con esta técnica se logré
aislar HDL de humano con el mismo grado de pureza que para carpa, pero con
concentraciones varias veces mas bajas para HDL de humano. Esto debido a que en la
carpa el componente proteico mayoritario en el plasma corresponde a apoA-I (40 % de
proteinas totales en el plasma) alcanzando concentraciones de 1 a 2 g/dl, en cambio en
humano el componente proteico mayoritario del plasma es la albumina con 3,6 a 5,2
g/dl. Debido a esto, en la purificacion de HDL de humano fue necesario eluir
selectivamente la albimina antes de obtener HDL pura.

ApoA-I de carpa y humano se purificaron mediante cromatografia de filtracion en
gel después de una etapa de deslipidacion de la particula de HDL. Tanto para apoA-I de

carpa como para humano se obtuvo el perfil de elusion esperado. Como se muestra en
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la Figura 17, se observan 3 picos, el primero corresponde a agregados de
apolipoproteinas, el segundo a apoA-l purificada y el tercero a apoA-ll, esto es
concordante con lo ya descrito por Amthauer, (1990), quien demostrd que al igual que
para otras HDL descritas, HDL de carpa posee como principales componentes proteicos
a apoA-1 y apoA-Il. Ademas, el peso molecular obtenido experimentalmente para apoA-I
de carpa es consistente con el obtenido de la secuencia aminoacidica deducida la cual
corresponde a 27,6 kDa.

Una vez obtenida apoA-I de carpa y humano, se realizaron ensayos funcionales
para evaluar la interaccién de apoA-l libre de lipidos con vesiculas artificiales de
fosfolipidos y con membranas de células eucariontes.

Los ensayos realizados con vesiculas de DMPC, evaluaron la eficiencia de apoA-
| para solubilizar vesiculas de fosfolipido en medio acuoso a 24°C. Esta temperatura
corresponde a la temperatura de transicion para este tipo de fosfolipido y por lo tanto la
temperatura ideal para los estudios de interaccién, como fue descrito por Pownall y col.,
(1979).

Los ensayos de solubilizacién de vesiculas de DMPC muestran que apoA-I de
carpa es 60 % mas eficiente en su interaccion con estas vesiculas que apoA-l de
humano. La informacién obtenida del analisis estructural de apoA-I de carpa muestran
un contenido a-helicoidal global mayor para carpa que para humano, sin embargo el
hecho de que las repeticiones de 11 y 22 aminoacidos no sean tan conservadas en
carpa y que en su extremo C-terminal posea un mayor contenido de residuos
hidrofébicos rompiendo la simetria de una estructura predominantemente a-helicoidal

anfipatica como lo es apoA-I de humano, hacen pensar que la estructura de apoA-I de
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carpa libre en lipidos sea mas inestable. Esta inestabilidad conformacional del C-
terminal llevaria a la estructura a buscar estados mas estables, logrando esto al
interaccionar con lipidos y ocultar de esta forma los residuos hidrofébicos. Un
mecanismo similar ha sido propuesto por Saito y col., (2003), quien postula para apoA-I
humana libre de lipidos una conformacion estructural mas estable en el extremo N-
terminal que en el extremo C-terminal. Segun esto proponen un mecanismo de 2 pasos
para la interaccion de apoA-l1 humana con lipidos, el cual consiste en definir a apoA-I
como una estructura formada por 2 dominios donde el N-terminal esta formado por un
abultamiento helicoidal, mientras el dominio C-terminal forma una estructura separada
menos organizada, hecho corroborado recientemente con la nueva estructura cristalina
de apoA-I libre de lipidos (Ajees y col., 2006). La union inicial con lipidos ocurriria a
través de las hélices anfipaticas del dominio C-terminal, secuencialmente el dominio N-
terminal experimentaria una abertura conformacional convirtiendo las interacciones
hidrofébicas hélice-hélice en interacciones hélice-lipidos. Este mecanismo de union a
lipidos podria ser extrapolado a apoA-l de carpa, ya que los requerimientos
conformacionales con los cuales consta apoA-I de humano estan presentes en carpa,
como lo son un elevado contenido a-helicoidal, un dominio amino teminal mas
conservado conteniendo a-hélices anfipaticas y un dominio C-terminal no tan definido
conformacionalmente. En este ultimo punto el C-terminal de apoA-I de carpa tendria un
dominio hidrofébico mas grande y menos organizado, esto llevaria a apoA-1 de carpa a
presentar una mayor afinidad por los lipidos en el paso de unién inicial, explicando de

esta forma su mayor eficiencia en solubilizar vesiculas de DMPC (Figura 18).
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Para demostrar inequivocamente la importancia del extremo C-terminal, se
realizaron experimentos con apoA-|l de carpa truncada. Esta proteina mostro ser 43 %
menos eficiente en la interaccién con las vesiculas artificiales de DMPC que la proteina
intacta. Esta experiencia ha sido realizada utilizando apoA-I de humano (A-190-243)
mostrando a esta proteina mutante una mayor estabilidad y menos capacidad para
solubilizar las vesiculas de DMPC (Saito y col., 2003). Andlisis realizados por Laccotripe
y col., (1997), al cambiar 3 residuos cargados del C-terminal por residuos hidrofébicos
muestran propiedades similares para solubilizar vesiculas de DMPC que la apoA-I
nativa, este antecedente indica que probablemente no bastaria con el incremento en
residuos hidrofébicos para desestabilizar el C-terminal y que quizas las deleciones
producidas en el residuo 202 de apoA-lI de carpa sean esenciales para lograr una
estructura con mayor afinidad por los lipidos. Es importante destacar que estas
deleciones entre peces teledsteos solo esta presente en carpa y anguila.

Como se sefiald anteriormente, varios mecanismos han sido propuesto para la
interaccion de HDL y apoA-I a la superficie celular y desencadenar el proceso de eflujo
de colesterol libre y fosfolipidos desde las células. En nuestro estudio evaluamos la
capacidad de apoA-I de interaccionar con la membrana celular sin la participacion de
los receptores de membrana mas conocidos en interactuar con HDL y apoA-l (SR-Bl y
ABCA-I). Esto fue posible con la utilizacién de una linea celular (BHK-21) que no
expresa estos receptores. Dado esta cualidad, esta linea celular ha sido utilizada para
evaluar la participacion de estos receptores en diversos procesos celulares (Brundert y
col.,, 2003 y Oram y col., 2001). El analisis mostrado en la Figura 20, revela una

interaccion tanto de HDL como de apoA-lI de carpa con la membrana celular de las
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células BHK-21 después de 20 minutos de incubacién. Este resultado fue confirmado
con el experimento mostrado en la Figura 21 donde fue posible inmunodetectar apoA-I
en la fraccibn de membrana plasmatica de las células BHK tratadas en las mismas
condiciones que el andlisis anterior. Esto revela que apoA-l de carpa probablemente
mantenga la habilidad de extraer colesterol y fosfolipidos mediante el mecanismo de
microsolubilizacion de membrana observado para apoA-l de humano y para otras
apolipoproteinas (Gillotte y col., 1999). Esto podria ser explicado con lo descrito por
Chambenoit y col., (2001), quien describe que la interacciéon de apoA-I con macréfagos
no seria mediada por la interaccion directa entre proteina-proteina (apoA-l y ABCA1),
sino que mediante dominios de membranas ricos en colesterol presentes en la
membrana como consecuencia de la presencia del receptor. Experimentos realizados
en nuestro laboratorio y publicados por Concha y col., (2005), demostraron que apoA-I
de carpa es capaz de interaccionar fuertemente con membranas de borde en cepillo de
carpa (BBM) y que tal interaccion seria altamente dependiente de la temperatura, lo que
indicaria una importante participacion de los lipidos de membrana en tal interaccion.
Ademas, no se observé saturacion en la union de altas concentraciones de apoA-I a las
BBM, lo que indica la ausencia de sitios de unién de alta afinidad. También se demostré
que tal unién a las BBM soportaria en un 50 % los lavados con buffer carbonato/EDTA,
comportandose de esta forma, como proteina integral de membrana. Estos
antecedentes corroboran la idea de que apoA-l es capaz de interaccionar con la
membrana plasmética sin la mediacion de receptores.

Este mecanismo de microsolubilizacion de membrana no seria dependiente de

residuos especificos en la estructura de la proteina sino que estarian involucradas las
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caracteristicas estructurales generales predominantes en la estructura de apoA-I. Esto
por lo observado con distintas apolipoproteinas que poseen caracteristicas estructurales
similares a apoA-l, también poseen una cierta capacidad para mediar el eflujo de
colesterol libre y fosfolipidos desde la membrana de células enriquecidas con colesterol.
Dentro de la estructura también serian importantes residuos y secuencias
aminoacidicas especificas, las cuales estarian encargadas de interaccionar con

proteinas como lo son LCAT y el receptor SR-B1 entre otros.

En el caso de los espermatozoides de bovino incubados con apoA-1 y HDL de
carpa, se quiso evaluar si apoA-l era capaz de interactuar con la membrana de estas
células heterdlogas.

Diversos autores han descrito que espermatozoides eyaculados frescos no son
capaces de fertilizar el évulo, sino que ellos deben primero sufrir capacitacion y reaccion
acrosomal durante su transito a traveés del tracto reproductivo femenino para llegar
completamente competentes a fertilizar el 6vulo (Travis y Kopf, 2002). Existen varias
lineas de evidencias que indican que en la capacitacion de los espermatozoides estaria
involucrado una disminucion en la razon colesterol/fosfolipido en la membrana. Es
conocido el efecto estabilizador de membrana del colesterol y es por esto que una
disminucion de éste haria mas fluida la membrana facilitando de esta forma los
movimientos flagelares del espermatozoide ademas de la reaccion acrosomal. Se ha
descrito que apoA-l1 y HDL son secretados en el tracto reproductivo femenino e
interaccionarian con proteinas provenientes de los fluidos seminales ya unidas a la

membrana del espermatozoide. Se ha postulado a apoA-lI como la molécula mediadora
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de desencadenar este cambio en la estructura de la membrana del espermatozoide
(Therien y col, 1997).

El hecho de que una apoA-I proveniente de un organismo alejado evolutivamente
de los mamiferos, como lo es la carpa, sea capaz de interaccionar con la membrana de
espermatozoides de bovino, indica que elementos conservados en ambos
componentes, proteina y membrana, son los responsables de dicha interaccion, estos
componentes serian una membrana rica en colesterol mas la estructura candnica de las
apoA-I (una estructura netamente a-helicoidal anfipatica).

La presencia de grandes cantidades de colesterol en la membrana la hacen
menos fluida, hecho que también puede ser inducido a bajas temperaturas, como en el
experimento de la interaccion de apoA-l con BHK-21. Esta falta de fluidez en la
membrana podria estar afectando la disposicion de las moléculas que componen la
membrana y provocar la exposicion de grupos hidrofébicos o quizas provocar la
formacion de perturbaciones en la superficie de la membrana que facilitarian la
interaccion de apoA-l con las membranas. Esto sucede en el caso de las vesiculas de
DMPC, donde a su temperatura de transicion (24°C) se producen defectos en la matriz
lipidica que hacen mas fécil la interaccion de apoA-l con los lipidos que forman la

vesicula (Laccotripe y col, 1997).

Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se

puede delinear las siguientes conclusiones:
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Se obtuvo la secuencia completa del cDNA de apoA-l de carpa (1323 bp), la

cual codifica para una proteina de 257 residuos aminoacidicos.

Se determind mediante alineamiento multiple que sin importar la cercania
evolutiva entre especies la homologia es mayor en el extremo amino que en

el extremo carboxilo terminal.

Se obtuvo mediante analisis de prediccion de estructura secundaria un

contenido mayoritariamente a-helicoidal para carpa que para humano.

Del analisis de las repeticiones de 11 aminoacidos fue posible encontrar un
patrén en la distribucion de los residuos, muy similar tanto para carpa como
para humano y que seria la base tanto para aspectos estructurales como

funcionales, por €j: la interaccion con lipidos.

El analisis mediante “helical wheel” de la secuencia consenso que forma cada
repeticion de 11 aminoacidos en apoA-l muestra una distribucion de los

residuos que corresponde a una a-hélice anfipatica de clase A.

Se obtuvo una aproximacion estructural de apoA-lI de carpa mediante
modelamiento por homologia a partir de la estructura cristalina de un

fragmento de apoA-I de humano.
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Fue posible purificar tanto HDL como apoA-I de carpa y humano con un alto

grado de pureza.

Se determind que apoA-l de carpa es mas eficiente en la interaccion con

vesiculas de DMPC que apoA-I de humano.

Se demostro que el extremo C-terminal de apoA-I de carpa es importante en

la interacciéon con vesiculas de DMPC.

Se demostré la interaccién de apoA-1 y de HDL de carpa con la membrana de
células de mamiferos (BHK-21) y también a espermatozoides eyaculados de

bovino.
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