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Introduccion

Apolipoproteina A-I (apoA-I), es la proteina mayoritaria de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) la misma juega un rol clave en la respuesta antiaterogénica y en el transporte de
colesterol reverso (TCR). Esta proteina esta mayoritariamente compuesta por repeticiones de
a-hélices anfipaticas de tipo A. Existen también dos regiones conformadas por hélices de tipo
Y con una distribucidn particular de cargas; las mismas han sido propuestas que juegan un
rol central en el eflujo lipidico mediado por apoA-I. Pacientes portadores de una variante de
apoA-l con una delecion en una hélice de tipo Y en la region central (AK107) tienen el
metabolismo de las HDL alterado y un incrementado riesgo aterogénico.

Objetivos

Para estudiar si alguna de las respuestas celulares estaban alteradas hemos comparado a
AK107 con apoA-| wild type y con otra variante con un residuo delecionado en una hélice tipo
Y de la region C-terminal AK226. Macrofagos RAW 264.7 estimulados con las diferentes
proteinas fueron usados para comparar la expresion y el pool de colesterol disponible para
ser esterificado por acil CoA colesterol acil transferasa (ACAT). También hemos evaluado el
eflujo de fosfolipidos de colina y el contenido intracelular de esfingomielina y fosfatidilcolina.

Materiales y métodos

Analisis de la remocién de fosfolipidos: Las células fueron tratadas con medio conteniendo
colesterol (50 pg/ml) y "[C]-fosforilcolina complementadas con albtimina de suero bovino (2
mg/ml) durante 24 horas. Luego se cambio el medio de cultivo y se realiz6 un equilibrado de
8 horas. Posteriormente, se realiz6 el tratamiento con las distintas proteinas. Fue necesario
incluir 0,5 mM de 8-bromoadenosina-3-5-cyclic monofosfato, Br-cAMP en el medio durante el
equilibrado y el tratamiento para tener niveles cuantificables de remocion. Luego del
tratamiento proteico por 12 horas, el medio fue colectado y la remocion fue calculada como
porcentaje relativo a la radioactividad total incorporada en las células.

Analisis _de Esfingomielina (EM) vy Fosfatidilcolina (FC): Después de la evaluacion de
remocion de fosfolipidos las especies lipidicas polares fueron extraidas de la monocapa
mediante la técnica de Bligh Dyer y separadas por cromatografia en capa fina (TLC). La
radioactividad de cada fraccion se determind mediante el programa ImageQuantTL del Storm
840.

Analisis del colesterol libre y esterificado: Luego del analisis de remocion de colesterol, los
lipidos de la monocapa fueron extraidos mediante la técnica de Bligh Dyer y separados por
cromatografia en capa fina (TLC) en silica gel desarrollada en hexano :éter etilico: acido
acético (80:20:1, v:v:v). Las fracciones lipidicas correspondientes a la fosfatidilcolina(FC) y
esfingomielina (EM) fueron identificadas con |, gaseoso. La radioactividad de cada fraccion
se determin6é mediante el programa ImageQuantTL del Storm 840.

Expression de ACAT1: Parte de las monocapas celulares fueron usadas para analizar el
contenido de ACAT1. Luego de la separacion de las proteinas celulares por SDS-PAGE, las
proteinas fueron reveladas con anticuerpo especifico anti-ACAT1 y ECL.

Resultados
Hemos observado que AK107 pero no AK226 incrementd el nivel de proteina ACAT en
diferentes condiciones de carga celular con colesterol (0, 10 o 50, ug/ml Chol). Sin embargo,
solo en el caso de que las células sean cargadas con LDL observamos un aumento en la
actividad de ACAT. Todas las proteinas resultaron activas en promover el eflujo de
fosfolipidos.
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Conclusiones

Por mecanismos aun no totalmente dilucidados solo AK107 tiene la particularidad de
sobreexpresar la proteina ACAT. La variante AK107 produce un incremento en la masa de
EC/Col cuando los macréfagos son tratados con LDL indicando que la internalizacion por
esta via es la mas apropiada para ser utilizado el sustrato por ACAT.



