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PRESENTACIÓN 

Para leer esta tesis .... 

El presente trabajo se expone en un formato diferente al tradicionalmente usado en las 

presentaciones de Tesis, esto responde a la necesidad de organizar la información que contiene de 

manera que facilite su comprensión y seguimiento. Afín a esta intención, el trabajo se distribuye en 

tres capítulos, establecidos de acuerdo al área de investigación al que están enfocados, Básica, 

Aplicada y Clínica. En cada uno de ellos se incluye su respectiva lntrod11cci6n, Materiales y 

111étodos, Res11ltados y Bibliografía, las imágenes se encuentran Intercaladas en los textos, en 

correspondencia a las descripciones que de ellas se hacen, esto con el fin de facilitar el análisis de la 

información presentada. 

El primer capitulo se refiere a la descripción de una nueva isoforma de CETP, cuyas implicaciones en 

la homeostasis de lípidos puede ser de gran interés. Las henamientas generadas¡'< er1 Élste fueron 

base para el trabajo aplicado que se presenta en el Capitü1t'.lu •. ~~·~1.~'e;· d¡,;,sc;ibe y .;álid~~~r1:si~téma 
de diagnóstico de. riesgo de aterosclerosis, basado ,en la ~~.a&tiftcación de CETP pl'aú~ática: ' Este 

sistema ya fue registrado y publicado en;, la', oficina 1 nterl:;aéional de Regisfro de Patentes; y se 

encuentra en tramite de registro en las;~·fi~in'¡3~tl\!l'ex'i~'.!i~:¡;>'Estadounidense, Canadi~IJS:e'/C:te la 

Comunidad Europea. La validación cje este'.'Slstema Ci:)rnci herramienta de diag11ostiC::oinOs llevó al 

desarrollo de un estudio clínico en .Snli;·¡J6tiJ~g'¡e,r¡''ip1\bio ~ex'ican.;, el cuál se preser"lta ~,.;¡;I Capitulo 

111. Los resultados incluyen una e~allJ~ciÓ~ 6ÍÍr1ié.,; i{e riesgo de aterosclerosis, entre l¡,;,F·~arámetros 
considerados se incluyó I~ concient~¡;jc;¡6ri·\:i~¿cé:ftp;í~EI ~~süÍtado de éste cométi~c) refrenda ia utilidad . --"-· - --·. '• -.~ ~ - -
de la cuantificación de CETPcorno hei-ramienta~til para la evaluación de riesg'o'cie·aterogénesis; al 

mismo tiempo propo~e C::.ite~i'Os 1:n;;;;;i ci'i~~r16~t·r~c:>'.'p'ar?'e~te ~u evo parámet~o y~ éit~ por primera vez los 

valores promedio para la 'p~t,1;il~¡ór:;'~e~Í~~¡;)}.¡ • :•, •'./ •.. :'.!< 
· · <A <-;;.. Y'.f;,h;~~. (/ ···.•· .. }. , ~l ·' ····· ;.> ··· · :.; ,. :~· ' ... 

.- . ·;:;-· 

En la última sección se proponen Una seriecie'proyectos énfoc<3dos á la ~és;c;ripclé>·n·del mensajero de 

~f:::1 ·s:::rr~ab~::::s~:1:~~~f·¡j~¡Jfi:n~~i·iJ:~t~*;is~~~:j¿!~~~~:=~-~~f±i~º~=s~~~~:1~~:::;:i 
escalamiento del sistema décú~;,tifica~iórÍ_ en el ámbito de producción -indu~t;i'ál '.i3.'.i 6C>1'áb~raciÓrÍ con 

la empresa SILANES S.A.. ·.En el'área·clinicase desea confirmar nuestras obseí\laciones·a1 ampliar 

en miles los sujetos incluido;. ~n el estudio. También se desea refrend~~ el métCldo dEl diagnóstico, 

actualmente en uso, contra la introducción de CETP entre los parámetros de riesgo de aterosclerosis 

en nuestra población. 

p,r.~•; :·~-;'(. 

_] ~·:. 
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Capítulo 1 

Identificación de una Nueva Isoforma de CETP1 

Resumen 

La proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP) se encuentra en el plasma mediando la 

transferencia de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre lipoproteínas. Los últimos 26 

aminoácidos del extremo carboxilo forman una hélice antipática, cuya región hidrofóbica está 

directamente involucrada eA ei rnecélnismo de transferencia de ésteres de ca1estE!ro1 (Matsunaga et 

al. 1993 y Vvang;;;t a/,.1ss3): Alteraciones en esta regíón llevan a la redlÍcCiÓn 6~e~dida de la 

actividad de'trcln~ferE!hcia"{~~)1ípidos (Tall et at, }995). En· el prirTi~r ~~¡:;ítu1~fde'esta tesis 

describimos. una nu~V,a;versiÓn. del RNA mensajero de .CETP. d~ •conejo, .í~El..;tifi~CÍ~. sólo en el 

intestino delgadó.; D.icha isoforma incluye 1 os bases del intrón. previo. al E!xó'n 16/a • 1a:qlle llamamos 

Secuencia I ~- • i,:a ~ p~e~~ri.4ia .. d.e~ u~ c6dón. de. terminación dentro de este íritr~f:i E!~~aJa';tracjucción del 

exón 16, substituyenda:1a 'Secuencia original del carboxílo terminal.porl.lná :Secúe'ncía con estructura 

al azar. Esta secuencia, con carácter hidrofílico, no contiene Ía rElgló~ responsable de la 

transferenci¡,; .· c:l.;i HpÍd¿;~ ne~tros. Anticuerpos dirigidos contra. esta• proteín~. a .la que llamamos 

CETPI, demUe~tran 'su pr~se'ncia tanto en plasma humano como del conejo. 

,------·· 
\ 
t \·· ' 
l '• 
L----· 

1Pren1io .. Dr. Jesii ... K11111ate Roclriguf!zº A.fef'or trabafo de /11vestigació11. Asociación Ale.:ricu11a ele Bio111eclici11a A/o/ecular. Congreso 
ele Genética y Bior11eclici11a A.folecular 2000 A:fonterre_v. JV.L.. 

:¡..a secuencia ele 1111c/eóticios originada y n!portacla en esta te.vis ha sido clepositada e11 el banco ele clato.v DDBJ. con los 111iml!ros de 
acceso dhj A8073620.J fgi:2033051l]_vB,IB9J137.J. 



I. i Ineroducción 

La transferencia de los ésteres de colesterol insoluble entre partículas lipoprotéicas es un 

paso vital en la homeostasis normal del colesterol. Uno de los pasos en este proceso es la 

transferencia de ésteres de colesterol por la proteína transferidora de ésteres de colesterol (CETP), 

que es también conocida como proteína transferidora de lípidos 1 (Day et al, 1994). CETP se 

encuentra en el plasma mediando la transferencia de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre 

lipoproteínas de alta densidad. Es una proteína multifuncional que promueve el homointercambio de 

ésteres de colesterol entre lipoproteínas de alta densidad (HDL) y baja densidad (LDL); 

heterointercambio de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre HDL y lipoproteínas de muy baja 

densidad (VLDL); transferencia de masa neta de ésteres de colesterol de HDL a LDL y VLDL, y 

transferencia de masa neta de triacilgliceroles de VLDL a HDL; de esta manera afecta la composición, 

tamaño y estructura esférica de las HDL (Rye et al, 1995) 

CETP tiene un papel importante en el desarrollo de enfermedad coronaria arterial. En 

condiciones normales, los organismos que la expresan tienden a tener altos niveles de LDL y VLDL, 

asociadas con la progresión de la ateroesclerosis (Marotti et al, .19S3)~; :Por otro lado, especies que 

carecen de manera normal de CETP tienen resistencia al desarro.itC:. de· E!nfe~E!dad coronaria arterial; 

sólo cuando se crean.transgénicos de estas especies, con el gen d~CETP, se observa el decremento 

en el tamaño :y l"live:tes de HDL, tales animales son ent~n~'es" suic~ptibles a sufrir enfermE!dad 

coronaria arfena1 i~d~Cid8 por dieta (Rye et al, 1995). < , 

-.~" '~)~: 
En et humano; el p~s()~ molecular de la CETP decÍ~cido;,iií\p'ai-t¡r de su DNAc es de. 53 kDa, 

aunque en geles desnaturanz;;¡ntes.·la. CETP extraid~ .de' plasma; presenta dos difere.ntes. f'?ÍTT1as 

moleculares, 65 y 7~ · kDa: l•o qÚepuede deberse a difere11ti;~·9·r~dgs,de glucosila~ión. La clona7ión del 

DNAc del CETP huma~;, ~~vela una secuencia de 476~~~;,,¡;;~,fü(i~~c2on u~ alto contenid~ d~ re~lduos 
hidrotóbicos e~parcidosy "cuatro •sitios" potenciales citi;91úcosi18.C:ióíl eíítos r7~i~uos as;· 240;'341 :'y3s6 

(Stevenson et. a1;: 1sssY.'.Ta11.;,1.is~>:~ ;T~3t~~I.~ ¡;;~P~~~¡~~'.~~s;C::;,pí·o1a ~96.a~a~e~~~;.;35E!r •.. ~itios 
requeridos para. lasecreción eficiente' é:te'~CETP Y: La•uniÓn'de 'carbohidratos a la'as~aía'gina ea puede 

, .,_. • - .~ •• , " • ' • • • • ·, •• - ' é,_ ' • ' • • ·'· • • ' • - • • • .- ' - • : , '" • ". ", ' ·, •• -~ •• _ .,;_ •• -- -· ' • ' ' - • .< 

tener influenéia en· 1a forma en que; se pliega la proteína. La glucosilació,n v;;¡~iábteJde, la asparagina 

341 provoca uri doblete en geles de poliacrilamida (formas moleculares d-~-'65 y 7.1 '~D~).' tanto para la 

CETP plasmática como para una CETP recombinante. Esta glucosi1a6ió;:;-;;/a~i<Olb1;; 'pu'ec:Íe influir en Ja 

transferencia de ésteres de colesterol en el plasma (Stevenson et al, 1993). Debido a que las dos 

formas tienen una actividad diferente, proporciones de este1s glicoformas de CETP en estados 

metabólicos diferentes, pueden provocar cambios en la actividad especifica del CETP plasmática y 

esto, a su vez, puede influir en los niveles de colesterol (Jiang et al, 1995). ¡-- T:~~ 
2 \J_::~_0:.:~- ::~_.::.:::3::S; 
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En los últimos 26 aminoácidos del extremo carboxilo, la CETP presenta un alto contenido de 

estructura a-hélice antipática, cuya región hidrofóbica está directamente involucrada en el mecanismo 

de transferencia de ésteres de colesterol (Matsunaga et al, 1993 y Wang et al, 1993). Modificaciones 

en los aminoácidos 470-475 de la CETP humana (490-495, en conejo), llevan a la reducción o pérdida 

de la actividad de transferencia de lipidos, sin afectar la capacidad de asociación con lipoproteínas 

(Matsunaga et al, 1993; Tall et al, 1995 y Wang, et al, 1993). Al parecer, los residuos hidrofóbicos en 

esta región son necesarios para la unión con lipidos neutros y esta unión se incrementa si la 

lipoproteína tiene carga negativa, por lo que la unión de la CETP a lipoproteínas involucra interaci::ione_s 

hidrofóbicas e iónicas. Un triplete de residuos de lisina, en la posición 376-378 se ha propuesto 

como el sitio probable de unión a lipoproteinas (Jiang et al, 1995; Lagrost, 1994). 

._, 

CETP es una glucoproteína hidrofóbica, termoestable, con punto.isoeléctrico _que.»varía entre 

4.6 y 5.4. Se trata de una proteína muy conservada en muchas espeéies é:t~ ma..,:iiferC:si.,:LC:splasmas 

de humano y de conejo contienen altos_ niveles de actividad de c:e1:f; rf1i~~t~a~/c¡l.l~'en<los pla_s..,:ias de 

~~~If ~~~~~??~~\~~i~il~~1it¡f~~i~t~~Jf t4; 
1988). ;:<.:: _ .• :\,
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Transferasa) cLi:;~;;, {.~¡ al.~' 1'987;" (~gr~~í. 1994; Tall, 1995). : El gen de la CETP es un locus de copia 
. . ... ., ', "·' ·,_ :· - ,'' . :., <,·-·' "·~· .. '··-·.. : . . 

única en el genom';a.'.de':alre:dedor de 25Kb, compuesto por 16 axones que abarcan sólo el 8% del total 

de la secuenda d~Í,geri\;orr;;;spondiendo a 1.9Kb (Agellon et al, 1990). El RNAm de CETP de conejo 

tiene homolr;;gía d~'·ascy/C:o,; el humano, y presenta 230pb más que éste, por lo que se estima que 

contiene 2.2Kb (Na.~~~hi~a et ~l. 1988). 

El hígado es la fuente principal de RNAm de CETP plasmática, aunque el tejido adiposo, 

músculo esquelético, intestino delgado, glándulas adrenales, bazo y corazón también presentan el 

RNAm de esta proteína. A pesar de que el hígado posee los niveles más altos del RNAm, es el tejido 



adiposo el que probablemente más contribuye a los niveles de CETP plasmáticos, dada su proporción 

1 en la masa corporal, comparativamente superior a la del hígado {Tall, 1995; Nagashima et al, 1988). 

Existe una inducción diferencial en la producción del mensajero de CETP en tejidos periféricos 

(Oliveira et al, 1996). generando un patrón de respuesta, en el que los niveles del RNAm de CETP de 

algunos tejidos se incrementan en relación inversa a los niveles de HDL en plasma. Estos resultados 

sugieren una inducción local de la síntesis de CETP, que puede ayudar al reciclaje del colesterol 

depositado en los tejidos periféricos, durante la lipólisis de las lipoproteínas (Jiang et al, 1991; 

Nagashima et al, 1988 y Tall et al, 1995). Por otro lado, en trabajos con ratones transgénicos se 

observó que la expresión intestinal podría indicar un rol en la absorción de colesterol y metabolismo de 

quilomicrones en animales recién nacidos. La expresión hepática podría coincidir con la inducción de 

enzimas de la biosintesis de lipidos y un incremento en la secreción de VLDL, mientras que el aumento 

de expresión en el bazo puede coincidir con la maduración del sistema inmune. Este descubrimiento 

hecho por Yang et al (1996) sugiere que la expresión del CETP puede estar muy influenciada por los 

cambios en el desarrollo. 

En estudios con dietas altas en colesterol se,ha.,'e~c.ontrad?,t';"m.b!én .un patrón complejo de 

respuesta, con una inducción diferencial en la produC::Cióri·C:tel RN,A;'m' c:ie' fETP én tejidos periféricos, 

que resultan en el incremento equivale~te en la a.;tj;_;¡d~d·~~cÉfp·~~· ~¡~~~~ (Oliveira et al, 1996). En 

general, los niveles de RNAm de CETPen tejÍdo~'p~rlférl2o~\;eln~rem~nt~n en respuesta al aumento 

del colesterol en la dieta (Jiang ef,;.Í,· 1991:'1.:.ag~ci~t: 1'994y 'ó1i~~ir.i\~t ~l. 1996); sin embargo, en 

algunos tejidos los niveles del'.RNA~ c:l.rce.TP-'sí~i'i..;;;~~rT;~nt,;.~'e;.;·r#í..,;c¡ór, inversa a los niveles de 

HDL Esto último sugiere uná íñc:lu_¡:6ióh 1ci~:1:~·ri i~·siiitesisí'ci~-Cf:ré '.' C¡·i'.ie puede ayudar al reciclaje de 

colesterol depositado en loii'tejidos pe~lfértC:bs:"di.lral'lt~''1á 1ijjóíifiis de' las lipoproteinas (Jiang et al, 1991; 
- .•. ,, . - _,,. ·- ,., ---· - - ,. . - ·--· . -. --·< >· . ' '• . ' . ' . ' --- ,: - " - ., •.,· .• 

Nagashima et al, 1988 y TaU etal,~1995):'&Este.;;t~ánspc:írte;revers~ de .. colesterol"podria también ser 
'' : •: '· --. , .. ,, .. ·.··e.;,,-,·'-· .,;":-o- . , ''. •.... ·.. \ .. - •.•i:1":•,,~.-:.·-·: •'_' '· ',.·.,, ...• •-o,· ,-r- ' ,·. ·. . 

importante en la susceptibilida1 o resist9:~éia~ la' ateró~s.clero'.5is (KóndC) ~tal, 1989). En contraste, los 

niveles de RNAm de ótrás er:;Í~~~~:~i.Je~,~~cflfi;;an•jJipb'p.~f>1~¡~;;5;''..·,1i~~sa hepática y lipasa de 

lipoproteínas, no son afe~élc113:s. erí:•fcirma: sigr¡i,ficativa)por':1a dieta Íi~ . en colesterol. Estas 

observaciones sugiere~. ,~~e.1.Í;i • ~~p~~~iÓ,.; del gi,;¡{'·ei·~1'8E.-f~i'¡:>u.,;d~· ·~stcff. regulado por factores 

ambientales como el cambiodeÍa éanÚCtádde6oleÍiterol en la dietá.(Lái;:ircist,:1994). 

El promotor d~1 ~~n;~~·c::E:r:f" ti~~e u;,a secuencia muy par~6id~'a1'~itio de unión del factor de 

trascripción CCAATÍe,.:;ha,,'cer-·bÍ~~ing protein (C/EBP). La expresión del gen de CETP está 

estrechamente r~lac'i~n~d¡;¡ con: el: nivel intracelular del C/EBP (Agellon et al, 1992). Sperker et al 

(1993), confirmaron que el C/EBP induce la transcripción del gen de CETP. Estos datos sugieren·que 
¡~·;. - . 

···' .. ··"' . 
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el control de su expresión puede constituir una importante fuente de variación de su actividad de 

transferencia en un número de especies (Lagrost, 1994 y Dessi et al, 1997). 

No sólo la variación de los niveles de RNAm sino también la alteración de la secuencia de 

transcripción y los eventos postranscripcionales pueden provocar variaciones en la actividad de la 

CETP plasmática. Hasta el momento, se han reportado varias mutaciones en el mensajera·· de 

CETP, algunas de las cuales derivan en cortes y empalmes alternativos que se reflejan en 

alteraciones de los niveles de HDL, LDL y VLDL en el plasma. En humanos con deficiencia genética 

de CETP se reportan niveles de HDL muy por encima de los niveles de sujetos normal.es·~Y··bajos 
niveles de LDL. Esta deficiencia se asoció con los defectos identificados en el gen del CETP. La 

primera deficiencia descrita se debe al cambio de una G por una A en la posición +1 del intrón:1<; del 

RNA mensajero de CETP, la cual produce un corte defectuoso que no permite la._si~~~sls de;, la 

proteína. Esta deficiencia causa hiperalfalipoproteinemia y los individuos que la presentán·parecen 

tener una menor incidencia de enfermedad coronaria. La sustitución en el intrón 1'4'p/E!se11ta una 

reducción al 50% en los niveles y actividad de transferencia de CETP (lnazu et al, 1992.; • Browri et al, 

1989 y Lagrost, 1994). 

Gotoda et al (1993), describen una mutación de una C por una Ten el ·exón· -ío del gen del 

CETP de pacientes japoneses con hiperalfalipoproteinemia. Esta.sustitÜción re~u.ltii e,;:(;3j ree.fl1p,lazo 

del codón 309 CAA normal para lá glütáminá:por un codói-1 temÍinal ;TAA'p1ef;l'atúr(): ''La CETP 

producida carece del carboxilo termi,n~I c:c;b -Í68'residuof cie ~í,llin()á~idos y est~';ás()éiacla con el 

decremento de 1os niveles de ·RNArn~cie.tcciF> CL:3grost;.c1fu94>:és~~~Í•~tá1~(1'99e>;'-°··rép6rtan una· 

mutación debida a un defecto en el corte'del infrón~10;;10 cuál res';.:.1ta'en 'úhí~{&ií-encia' c:Íe1'é:Xóri 10 en el 

DNAc del paciente, así como t8n1bié~ (a~ii1S8íC0iÓíl'd9::u.:fi~·-~~6~~í-á~f~,·de··31-:·bp~:8n'-~9f·¡~~Óri-1·3~--il-idiCándo 
'• • • --~- '' • •,•, • " - • • .y • ' > " ' .,,, - ' • ' • • ,. ' e·, • ';, - ·~; ,. .- • •• ,, •'• • ., • 

una alteración en la selección d~I ~itiode•corte:¿L.acare~cia ~el exón10.puede:te11erun.efecto en la 

~~~:~:~~: :~~ s~~:t:~t:::ep~~;\~~~tti~i;J~j~~:1~:~~'~'j~~~~ill:t~~~~le~i~citi~'ia~:s7~·=t~~:::I !~~ 
precursor .tiene infom1ación esencial, .requ.erida P,ªr~ la sel~cción' ~el ~iti~1 'cle c:orte preciso. Por lo tanto, 

la alteración de la a'structura ~~cündariá causa~~ J6~i~&;~;r!'6úici~Í ~~ó~''.16 puede afectar la selección 

del sitio de corte en los sitios aceptares de los i~trone~ 9 y 13; Sákai:et al (1996) detectaron una 

mutación presente en el sitio de corte del intrÓn 14, que no pudo ser identificada porque sus 

transcripciones son rápidamente degradadas por las células. Una mutación adicional fue identificada 

por Takahashi et al (1993), en esta hay una sustitución de A por G en el exón 15, la cual induce la 

sustitución del ácido aspártico 442 por una glicina, produciendo una CETP mutante, con tan solo el 

36o/o de la actividad de la CETP completa. Esta sustitución en el exón 15 presenta un incremento al 

5 
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triple en los niveles de HDL, una reducción en la masa de CETP (17-26°/o de lo normal) y en su 

actividad especifica (5-7% de lo normal) (Lagrost, 1994). 

Sólo se ha reportado una isoforma de CETP que se expresa a niveles normales de lípidos 

en plasma, descrita en humano, que carece del exón 9 (CETP ~9) y es inactiva en la transferencia 

de lípidos neutros. Esta isoforma es pobremente secretada, se retiene principalmente en el retículo 

endoplasmático y forma complejos heterodiméricos intracelulares con la CETP normal, evitando su 

secreción al medio extracelular, por lo que se considera como un mecanismo de regulación 

negativa de la forma de CETP completa (lnazu et al, 1992 y Quinet et al, 1993). Esto también 

sugiere la inducción local de la síntesis de CETP, que puede ayudar al reciclaje del colesterol 

depositado en los tejidos periféricos, durante la lipólisis de las lipoproteinas (Jiang et al, ·1991; 

Nagashima et al, 1988; Tall et al, 1995). La abundancia de este mensajero es relatívamen~e.:·~·l~a, .. 

representando del 15-35º/o de todo el RNAm producido en el hígado y en el tejido adiposo, y_del.35-

65% del producido en el. bazo. La diferen~ia ~ntre la CETP completa y la del exón 9 dele.ta~o· es de 

14Kb, siendoconsistente. con los 60 ainif"loácido.s que conforman este exón; además}: existe uri 
incremento global. ~n el índice d.;;. hidrop~Ú~·e'n ·~o;:;,paración con el de_ la CETP corriplet~'; d~bido a un 

cambio conformacional (lnazú'et al/19e2j/:': • ·' .. ' •... 

En la presente tesis:·Lp;;a~·~Z'el ~~ll~zga'·d~·· un~· fo~aalterri~··d~·cET~ ;. rio __ descrita· hasta 

ahora, a la que llamamos •cEi-F>'1>'ot"r~nte'el estu¡ii6\:i~-ia·;;xpre~iór.·d'~C:E:í~ e;ii'~~iC:ttii;'\;~riféric~s de 

conejo, detectamos .. ·esta • 111.Jt-l.;~ :iJof'c;;.;.ri·~. ~~TPI,· ~ÓÍo.:~~:.,~1LfB~~~ti'~C,,ft~.ei~~do d~· conejos 

~:::~~~:::::~~i"~~~f~i;;i:1~~~~;J~~~~liFjjf fll,~~~~ó~J~~·· 
codificados por elintrón.. E~te earTJblo ~.n la, e;tn..ctura prt~naria' i..;;pli.;; ia sÚbstitu6iÓn '(j<;! 1~ ~st~ctura 
de a-hélice anfipáti~ ori,~inal (Dráyn~'-~t-~1.L19a7);ii:)6~~¿~;,/\,st;.uctúra' ~¡ ~'z¿;c,; hi~r~ffll~ y íica en 

prolinas. En esta teslS" se. d¡;;;:;,ues'tra'. la presen¿ia de E!'!;ii~. ~l.Jev~ ¡;;ic)i~rri,;;;· ci~ CETP; 1~ CETPI,. t~nto en 

plasma humano como de co~ejó r,.;rrnolipidémicos; 

r---;;):;¡;':!.¡;-: ; . 
\ . l.:!:~·.~~: ; . 
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I.2 .Mat:eriales y l'ftét:odos 

I.2.1 .AISLAJWTENTO DE RNA111, TRANSCRIPCIÓN REVERSA ACOPLAD.A A PCR (RT

PCR) y ANÁLISIS DE SECUENCIAS 

Se extrajo RNA total de hígado, bazo, corazón, intestino delgado, tejido adiposo y útero, 

obtenidos de tres conejos, hembras, blancos Nueva Zelanda, con niveles normales de lípidos en 

plasma. Se aisló la fracción de RNA poli(A•) de todos los tejidos por cromatografía en oligo(dt)

celulosa. La extracción se hizo por el método descrito por Sumikawa et al (1989). Se sintetizó DNAc 

utilizando el sistema comercial para RT-PCR (Perkin-Elmer, Branchburg, NJ, USA), a partir de 100ng 

de RNAm de hígado y 400ng de RNAm de los demás tejidos. También se sintetizó .DNAc a partir de 

3µg de RNA total de hígado y 7µg de RNA total de intestino delgado. En amplifl~éi.;..;~'5''~()1-.¡:>CR y 
·.-· '· .:>> ·:.~-:·'.~;: : __ '.~·~-,~.-:'.,_ .:,' :~ ,-.-- . - , __ •' ·-.~ 

reacciones de secuencia se utilizaron oligonucleótidos diseñados con el programa)'v'lac'\/ei::tór:·cG·énetic 

Computer Group, Madison, WI, USA), con base en la secuencia de l:)N~C:;(Íl;'•(;EfíF>··"ciE;!;'bhri~jo, 
publicada por Nagashima et al (1988) (Tabla 1 y Fig. 1 ). También se diseñarbrí ;;;1i~ci'¡:¡ou¿1EiÓlicio~. p;,;ra 

reacciones control, con base a la secuencia de GAPDH de conejo, rep.;rtád~ pe~ Appietquis et al 

(1995) (Tabla 1). Las reacciones de amplificación por PCR se hicieron con "HOT START" de 1 min. a 

82ºC, a 35 ciclos y con Tm. de 55ºC, para todos los pares de oligonucleótidos. 

Tabla 1~ Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y de secuenciación. De RAB1 a RAB6 diseñados sobre la 

secuencia de CETP de conejo (Nagashima et al, 1988). Los oligonucleótidos GA3PF y GA3PR se diseñaron con base a la 

secuencia de GAPDH de conejo (Appletquis et al, 1995). 

Dl'JAc OLIGONUCLEOTIDO POSICION SECUENCIA 

CETP RAB1 SENTIDO 293-317 5' TGAACTACAGCTACACGAGTGCCTG 3' 

CETP RAB2 ANTISENTIDO 718-697 5' TGTGCGTGAAGTGACCCTTGTG 3' 

CETP RAB3 SENTIDO 575-597 5' CCAACATCATGGCTGACTTTGTC 3' 

CETP RAB4 ANTISENTIDO 1462-1443 5' GTGCTTGGGAAAACCGAAG 3' 

CETP RABS SENTIDO 1391-1414 5' TCATCAACCCCGAGATTATCACTC 3' 

CETP RAB6 ANTISENTIDO 1852-1828 5' TCGTTTACTTGAGAGGCAGAGAGAG 3' 

GAPDH GA3PF SENTIDO 79-104 5' TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG 3' 

GAPDH GA3PR ANTISENTIDO 1061-1040 5' GGTGGACCTCATGGCCCACATG 3" 

------
\ 
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1 gc:c:tgtc:c:c:a aaggc:gc:ctc: c:tac:gaggc:t ggc:atc:gtgt gtcgc:atcac caaqcccgcc 

61 c:tc:ttggtgt tgaaccaaga gacggcc:aag gtggtc:caga cggccttcca gcgc:gc:cggc 

121 tatc:c:ggac:g tcagcggcga gagggccgtg atgc:tc:c:tcg gccgggtcaa gtac:gggctg 

181 caca.acctcc: agatcagcca cctgtccatc gcc:agc:agcc: aggtggagc:t ggtggacgcc 

241 aagac:catcg acgtcgccat ccagaacgtg tccgtggtct tcaaggggac cctgaactac: RAB1 

301 agcta.c:acga gtgc:c:tgggg gttgggcatc aatc:agtctg tcgac:ttcga ga.tcgactct 

361 gccattgacc tccagatcaa cac:agagc:tg ac:c:tgc:gac:g c:tggc:agtgt gcgcacc:aat 

421 gcccccgact gc:tacctggc tttcc:ataaa ctgctcctgc acctcc:aggg ggagcgc:gag 

481 ccggggtggc tcaagcagct cttcacaaac ttc:atc:tc:ct tcac:cc:tgaa gctgattc:tg 

541 aagc:gac:agg tctgcaatga gatcaacacc: atctccaac:a. tcatggctga ctttgtcc:ag RAB3 

601 acgagggcc:g ccagcatcct ctc:agatgga gac:atcgggg tggac:a t t te cgtgac:gggg 

661 gccc:c:tgtc:a tcacagcc:ac ctacc:tggag tccc:atcaca. agggtc:actt cacgcacaag RAB2 

721 aacgtc:tc:c:g aggccttc:c:c cctc:cgcgcc ttcc:cgccc:g gtcttctggg ggactc:cc:gc 

781 atgc:tctact tctggttc:tc cgatcaagtg ctc:aactc:cc: tggccagggc cgccttc:c:ag 

841 gagggccgtc tcgtgctcag cctgac:aggg gatgagttca agaaagtgct ggagacccag 

901 ggtttcgaca c:caacc:agga aatcttccag gagctttcca gaggccttcc cac:cggcc:ag 

961 gcccaggtag c:cgtcc:actg ccttaaggtg cccaagatc:t c:ctgc:c:agaa ccggggtgtc 

1021 gtggtgtctt cttccgtc:gc cgtga.cgttc cgcttccccc: gc:ccagatgg ccgagaagc:t 

1081 gtggcctaca ggtttgagga ggatatcatc ac:caccgtcc aggcctcc:ta ctcccagaaa 

1141 aagctcttcc tae:acc:tc:tt ggatttccag tgcgtgccgg c:cagc:ggaag ggc:aggcagc: 

1201 tcagc:aaa.tc tctccgtggc cctcaggac:t gaggctaagg c:tgtttc:c:aa cctgactgag 

1261 agce:gc:tcc:g agtc:cctgca gagctctctc: cgc:tc:cctga. tcgcc:acggt gggc:atc:c:c:g 

1321 gaggtcatgt ctcggc:tcga ggtggcgttc acagcc:ctc:a. tgaac:agcaa aggcctggac 

1381 ctc:ttc:gaaa tcatcaaccc cgaga.ttatc actc:tc:gatg gc:tgc:ctgct gctgcagatg RAB5 

1441 gac:ttcggtt ttccca.agca cc:tgc:tggtg gatttcctgc agagc:ctgag ctagcaggga RAB4 

1501 gctggagaca caagac:ac:gc: tgacgtctc:c: gccc:atcggg gtggaggtca gggagtgggt 

1561 cggaggacgg gcgatggctc cc:aac:tcctt ctgtcctgaa gaccc:c:tagc atgaaa.gc:ag 

1621 cata.c:cc:tgg gcaggc:atc:t ggc:tgagcgg c:taagccac:t ggtcaggaca cctgcgtcta 

1681 gqgtgctccg gatcccagct gcctgctaac: gtgcaccctg gggagcagcc gtgctggttc 

1741 c:c:gc:c:agcc:a catcggagac ccagactgag gtcctggctc ctggctttag cctgc:c:c:agt 

1801 gagtggcagc taaatc:tc:tc: tggctgtc:tc: tctctgcctc: tcaagtaaac ga.atatc:tc:a RAB6 

1861 aaaac:aagag 

Figura 1. Posición de los oligonucleótidos diseñados sobre la secuencia de RNAm de CETP de conejo. publicada por 

Nagashima et al en 1988. Se muestran en rojo los oligonucleólidos sentido y en azul los oligonucleótidos antisentido. 

8 
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Se secuenciaron los productos de PCR amplificados con los pares de oligonucleótidos RAB1-

RAB2, RAB3-RAB4, RAB5-RAB6 y GA3PF-GA3PR, tanto de hígado como de intestino delgado. En 

las reacciones de secuencia se utilizaron como cebadores los oligonucleótidos RAB3, RAB4, RAB5, 

RAB6, GA3PF y GA3PR, empleando los sistemas comerciales Secuenase Version 2-0 (Amersham, 

Cleveland, OH, USA); AmpliTaq ONA polymerase (AmpiCycle Sequencing Kit, Perkin Elmer, 

Branchburg, NJ, USA) y dsONA Cycle Sequencing System (Gibco BRL, Gaithersburg, MO, USA). 

Las secuencias de los productos de PCR fueron alineadas con las secuencias depositadas en los 

bancos de datos GeneBank, EMBL, OOBJ, POB, y NCBI BLAST con lo que confirmó su identidad 

como mensajeros de CETP. 

I.2.2 PRUEBAS TIPO NORTHERN Y SOUTHERN 

Las identidades de los productos de PCR amplificados con los oligonucleótidos RAB5-RAB6 

se verificaron con hibridaciones tipo Southem, utilizando como sonda el producto amplificado con 

RAB3-RAB4 (888pb) a partir de RNAm de hígado y, como sonda interna, el oligonucleótido RAB4. 

Los productos de PCR se sometieron a electroforésis en geles de ag.arOsa al 1o/o y transferidos. a 

membranas de NYLON (HYBONO-N+, Amersham, U.K.). Las hibridaciones. con la· sonc:Ía RAB3-

RAB4 de CETP se realizaron a 42ºC con SOS 0.1% y formamida al 50%,:la~•coll~iC:i~n~~ de lavado 

fueron SSC 0.5X I SOS 0.1 o/o/ 65ºC I 30 min., posterio.rinerite; · se. ex¡:iüsieron en · placas 

autoradiográficas X-OMAT, (Kodak, Rochester, NY, USA)~ El~~f6ai~ .. ~;;i~j;~;d~·~e!'hiz~ con a.-

:~:~~::~s u:::d:e :7:r~d0a~o:,:~;~a º:lt~~~~:~i:9a·· .. ::,·~·=f(~~i~·~:¡.'~~f~:~t=i~v~=~íTlaª~~~C · ~=~ 
SSC 6X-SSC 2X. y posteriormerÍte,'se·'·expG~ierori ~n''piacas•:'a.::it8'riCÍfog~áficas X~ÓMAT,(Kodak, 
Rochester, NY, USA). . El .. mar&ije radibactivo i cjel • oÍigon~C:l~~tido'· ~~~~;'.s'~ hizC> ',cciri B~ATP-[32P] 
usando Pharmacia Biothec Oligol~belling •Kit (Uppsaí;3; swi:id~nf ;: 

:·"·~ ;- ;: -/¡;'~: : 

Para .las' hibridaciones tipoNorthern, se veriftcÓla'iritegridad efe las muestras de RNA total 

::~::::t~:0::r~::~JJ.%ª~!:·::s~~~r~::7~~~í~:d:9::1°Ja~~1Jlº~ijz:::ci¡f .!¡~~~z:~!o/:~1g::º~~1:: 
transfirieron 'él' membranas. c:Íe NYLON.· (HYBONOcNi >A'mersh~m;\ u.1:ó: s~ '.lJtilizÓ' ~orno' sonda 

contra CETPE!l.pro¡ju6t6 d~.· PCR · amplificadd cori ·~¡ ju;;;'8~~·d:;;on9ol"lúci:ótidC>s•.RAB~~RÁB6 C461 pb) 

y, como son~,ª C:o~t'i; 0

GAPDH (985pbi, e1,pi6dJ?i~. iiírripliti~d;;co~ ~-ij~~,~o'.G.A.s'p~~Gp\3PR.(Tabla 
1 ), ambos obtenidos a partir de RNAm c:Íe hí_gadO. i{ El _mareaje de las•.soridás se hizo con a.~dCTP

[32P] usando Ran'dom Primer ONA Labeling Kit (é;;,~h~ing.:i.r, Mannhei~. GeríTla~y). Las membranas 

fueron hibridadas simultáneamente con ·las son.das RAB5-RAB6 y GA3PF-GA3PR a 55ºC con 1 % 

SOS y formamida al 35%, los lavados se hicieron con SSPE 0.2X I SOS 0.1% / 42ºC / 15 min. 
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Posteriormente, se expusieron en una pantalla para análisis en Phosphorimager screen (Storrn 

System, Pharmacia Molecular Dynamics, Uppsala, Sweden). Las señales en esta pantalla fueron 

cuantificadas con ayuda del programa lmage QuaNT (Molecular Dynamics, Uppsala, Sweden). 

I.2.3 CLONACIÓN DE DNAc DE CETP Y CETPI, Y OBTENClÓN DE PROTEÍNAS 

RECOJ'JBINANATES 

Los productos de PCR, generados con los oligonucleótidos RAB5-RAB6, fueron clonados en el 

vector pMosB/ue T (Amersham, U.K), llamadas pMos B/ue/CETP33 y pMos B/ue/CETPl3" 

Posteriormente, fueron recuperados y subclonados en el vector de expresión pGex-2T (Pharmacia 

LKB Biothec, Uppsala, Sweden), generando dos plásmidos recombinantes a los que llamamos pGex-

2T/CETP3'3 y pGex-2T/CETPl3'. Estos plásmidos se transformaron en bacterias de .. la cepa 

Escherichia coli DH5a, para la obtención de proteínas recombinantes, fusionadas a Gi.Jtation~S 

Transferasa (GST). Las bacterias transformadas se cultivaron durante 8 hrs. a 37ºC, e.n 500ml de 

Super Luria Broth, con SOµg/ml de ampicilina. La inducción de los cultivos se hizo con:o.4mM de.IPTG 

durante tres horas. Las bacterias transformadas fueron suspendidas en ·PBS·.:aEDTA.'.somM I 

Aprotinina .1% I PMSF 1 mM I Benzamidina SmM I Leupeptina 10µg/ml YO Pc;>st~rior~e~tÉ;,: lis.,idas con 4 

ciclos de °10'.'. e~ so~icador por 30" en hielo. Los Usados fueron' aplicados 'a• ~alumnas de glutation 

agarosa (Si~f11a,'. St. Loi.Jis; MO, USA) (Smith DB y Corcaran LM,:; 1995): De esta man~ra. se 

obtuvierori' la;;: p~otéí~as ~ecó~l:>inantes GST/CETPCOH3 y GST/CETPICOH, parcialmente purificadas. 

I.2.4 '·A.~Aiikii•;i)E<:~~2;0PES, DISEÑO DE PÉPTIDOS ANTIGÉNICÓS .y 

PRODÜ<;s_ió~bi ANTICUERPOS 

Las s;ec:~enf'i~s .. ~~'Íd~ productos de PCR amplificados con el juego de oligonucle6tido;i RABS

RAB6, a.(Pa!:lir,~:de/RNf>..Ín. de intestino delgado e hígado, fueron .traducidas a 0',secuencias ·de 

aminoácidosl y '3r:i~liz_adas ccm ayuda del programa DNAstar (Lasergene •. Madisorí, w1:: LJSA); del cual 

se obtuvo Í~· prJdic~iÓn~·de( indice de hidrofobicidad Kyte-Doolittle y la e;;tructura se~undarÍ~ écin. los 
' ':. - ' •• .,.,,,, , •• _,,, ':·; >' •• " - • • ". • " - ••••• - • • 

algoritmos chóu-Fasmari y Gamier-Robson. Los resultados de estc;>s análisisse C:onfirmárc:>~>Pº.r PHD 

(Profile ne1'.vark'. pr~diC:tic'.m: HeiDelberg). Con base en esta infom:{ación se i.j¡~~fi~r6~'·ciCii' péptidos 

sintéticos q~~ cbr¡~;p6iicien a los extremos carboxilo de CETP y CETPL Est¿s 'fiie~á.:Ísi~t~tizadós en 

PeptidoGeni;; R'e's~a~ch (Uvermore, CA, USA). Estos péptidos inclúyen:~r~~sidu~ ·adicional de 

cisteina eri é1 éxtremo a'mino, para dirigir su acoplamiento a KLH (Keyhole l...impet H¡,;mocyanin). 

Los péptidos acoplados a KLH se utilizaron para la producción de anticuerpos (lgY anti-CETP e 

lgY anti-CETPI) en gallina, usando un protocolo estándar de 63 días. El título de los anticuerpos en el 

plasma se determinó por técnica de ELISA. Las lgYs se aislaron de 12 huevos. Tanto el acoplamiento 
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de los péptidos, como la producción de anticuerpos y la titulación por ELISA de la primera muestra de 

plasma se realizó por ADI (Alpha Diagnostic lnternational, San Antonio, TX, USA). Por otro lado, se 

obtuvieron anticuerpos anti-BSA (contra albúmina serica bovina) en gallinas blancas de la línea 

LEGOHRN, inoculando por vía subcutánea una vez a la semana. Los inóculos constaron de 200µg --- · 

BSA/200µ1 PBS + 200µ1 de adjuvante completo de Freund (Sigma lmmuno Chemicals, St. Louis, MO, 

USA) en la primera aplicación, y 200µg BSA/150µ1 PBS + 150µ1 de adjuvante incompleto de Freund 

(Sigma lmmuno Chemicals, St. Louis, MO, USA) en tres aplicaciones subsecuentes. Antes de: ·Cada _ 

aplicación se tomó una muestra de sangre de 4ml, de cada muestra se separó el plasma y se titLl_Jaron 

Jos anticuerpos por técnica de ELISA. 

Las pruebas de reacción cruzada de Jos tres anticuerpos (lgY anti-CETP, JgY anti-CETp_I y_anti

BSA), se hicieron por técnicas de ELISA e inmunotransferencia tipo Western, contra. los_ pépUdos 

sintéticos libres y BSA, péptidos sintéticos acoplados a BSA, recombinantes fusioriélC:t6-~:_a GST y 

plasma total de gallina. 
'. _'< _'." • ' • :·':· "<: ~<~ . .': 

I.2.5 INMUNOTRANFERENCIA 1ll>d~STERN _ __ .·?· ¿ ;': _- .• -- .. __ .--
Se estandarizaron las condicione~ PªÍc.t :1 úso_ de los anticuerpos Jg-y ~nti~ÓETP:· JgYanti

CETPI y anti-BSA en pruebas de inrru.Ín.;tr.;i0sferel"lciél tipo Western. Estas Pn.IE;>b.~.i; ~~ hi~ier~n contra 

extractos crudos y depletados de· lípidos/C:te' hígado e intestino delgado, así cohlo;co;:;tra'plasrna total 

humano y de conejo. Los órganC>secrip1~;;icibs ~n estas pruebas tl.Jéron·p~~:;¡i~rií~~t~¿Í:>~rtl.J~didos con 

buffer Ringer-Krebs pH 7.4. _ La ipre-pa~ciÓn de extractos crudos ~e~hizo; c'oíl' ():S~r ~:e tejidos, 

homogenizados en 5ml buffer de s~sp'en~Íón (NaCI 100~M. Tris-HCJ 1o;,;M 6H 7:s. EDTA 1mM pH 8, -

Aprotinina 1 µg1m1 y. PMSF.10_0J9l~1): ·>·u_c,5 •--.é~ractos-·• ;;-rudos--f~;;~c;r;Lc.i_.;;~:~1~~()~~-cié/~ii~fci~s-.c.;~ 
extracciones con acetona ª' so%'.-'-La'cuantificación de proteínas 0;'.J eXtractas: se hizo. í:>ar e.1 ·método 

de BCA (PIERCE; Rockford, dL~ USA ),} ·;Iri mÚest.;s de_ plasrriél'tot~I por ~(mé~od~.d~ FÓÍÍn:l.6wry. 

(Lowry et al, 1951). - -~~- t; J;-' e, .. : • · · ·• · ?'C:'c, - '.; .i'. 

-> ,¿ 2. '.· L· .. ··- F. ; :. -

Los extractos. crudos de'llígadc:Í (2,0).ig de proteína) Y de intestino delgadb (;~~g de' proteína), 

asi como 1as muest~as cie' i:>1asrn~ C4ó~ µg de; prC>tein~{'y es.A. (3µg control positivo ~nti-ssA y 40µg 

control negativo anti~CETP y ~~ti~CETF;Í{~~ ~~~~tie-~~n a electroforésis en gel~s de ~ 2.s~/o ;;¡~rila mida- -
- - - ., : ., • ~ •.... ' ., ' '. . " •.. ' -· - !.;, . - . ' -, . . . -.. 

SDS. Este material se eJ_ectrotransfÍrió a membranas de nitrocelulosa de 0.45µm (Trans~Blot Transfer 

Medium, BIO-RAD, H~rcllle~:c~. u,;;A)>p~~a ~ruabas de inmunotransferencia tipo Western con Jos 

anticuerpos ya mencionaéíÓs. TE:n eíÍ caso de.Ías muestras de tejido se utilizó anti-CETP en diluciones 

1:5,000 y anti-CETPI 1::30,0Óo.'· En 1a'.s muestras de plasma y controles negativos con BSA se utilizó 

anti-CETP 1:5,000 y anti-CETPI 1:15,000. Para el control positivo con BSA se usó anti-BSA 1:25,000. 
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En todos los casos se usó como anticuerpo secundario Anti-Chiken lgG, (H+L) conjugado a peroxidasa 

(PIERCE, Rockford, IL, USA) 1:10,000. Tanto los bloqueos como las incubaciones se hicieron con 

una suspensión de leche descremada en polvo al 2.5% en TBS-Tween 0.1 o/o, a 37°C, 1 hr. La 

visualización se hizo con SuperSignal Substrate (PIERCE, Rockford, IL, USA) en placas 

autoradiográficas X-OMAT, (Kodak, Rochester, NY, USA). 
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I. 3 Resultados 

I.3.7 UNA NUEVA VERSIÓN DEL RNAm DE CETP ES EXPRESADA EN EL INTESTTNO 

DELGADO 

Mediante amplificaciones por RT-PCR, a partir de RNAm extraído de hígado, bazo, corazón, 

intestino delgado, tejido adiposo y útero, se obtuvieron los productos que se muestran en la tabla 2. 

Tabla 2. Productos de PCR amplificados con los oligonucleótidos mostrados en la Tabla 1. (-)No hubo amplificación. 

OLIGONUCLEOTIDOS HIGADO BAZO CORAZON l. DELGADO T. ADIPOSO U TERO 
(pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) 

RAB1 -RAB2 462 462 462 462 462 

RAB3-RAB4 888 888 888 

RAB5-RAB6 461 461 461,569 

GA3PF - GA3PR 990 990 990 990 990 990 

No se detectaron amplificaciones a partir de 300ng RNAm de bazo, muy probablemete, 

debido a que los niveles de RNAm de CETP en estos tejidos, están por debajo de la capacidad de 

detección de la metodología utilizada. Los fragmentos de 462, 888 y 461 pb, que se obtuvieron a 

partir del resto de las muestras, corresponden a los tamaños esperados para el mensajero de CETP 

con los juegos de oligonucleótidos RAB1-RAB2, RAB3-RAB4 y RAB5-RAB6, respectivamente. 

Algunas de estas amplificaciones se muestran en la Figura 2A. Como puede observarse en esta 

figura, aparentemente no hay amplificación a partir del mensajero. de útero y el mensajero de 

intestino delgado solo da señal con el juego RAB1-RAB2. Sin embargo, en la Figura 28 muestra 

una hibridación. tipo ~outhem d13 e•ste mate!ri~I. ~tiliz<md~ .• la ~onda RA13~~~AE34. ··•Puede observarse 

que si hay ampllficacló~ ~8'§ii:;j~~·~·o\d~ ~Íl~~nu.;le·Ó~i~~ss,R,As°1~13:A:¡3:2, t;,.'nt~.E!~ ·i.~testino delgado 

como en útero:•y con" el} juego i de •>oligónucleótldos~· RAB3-RAB4 ;' pára j intestino ·delgado. Estos 
,.,.···'·- J ;-· - • • ••• ' •• , •••• "·-- ; '·' •• ' _., - -

productos fueron secuenCiaélos con Ío que se determinó. que corresponder( a CETP con un 97% de 

identidad; cabe: ·,sefi~1a/ qiik .;;¡ 3~o· de dÍterE!nciÍ3 se E!n;;t'..ikrit~~. E!n. la re~ión no codificante del 

mensajero, de acüerdo. c~n la. iécuenda reportada p.or N~gashima etª'· (1 S88). 

~r.,::c 
. '· ·.· 
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(A)HIGADO CORAZON l. DELGADO ÚTERO (B) HIGADO CORAZON l. DELGADO ÚTERO ,¡, h1 fil 

- i - i 1 
.__ --- --= --·=·· ~ "'• #111;;. 

A
,,,,, 

' 

. 
. --

100pb 100pb 100pb 100pb 100pb 100pb 
1-2 3 ..... 5-6 1-2 3 ... 5-6 1-2 3 ..... 5-6 1-2 3 .... 5-6 1-2 3-4 5-6 1-2 3-4 5-6 1-2 3-4 5-6 1-2 3-4 5-6 

Figura 2. A) Productos de PCR amplificados con los juegos de oligonucleótidos RAB1-RAB2, RAB3-RAB4 y RAB5-

RAB6. B) Hibridación tipo Southern, utilizando la sonda RAB3-RAB4. Los productos amplificados con el juego RAB1-

RAB2 y RAB3-RAB4 corresponden al tamaño esperado. La amplificación con RAB5-RAB6 no alcanza niveles de 

detección para intestino delgado y útero. 

Al no observarse amplificación en todos Jos tejidos con 300ng de RNAm, se repitieron las 

amplificaciones utilizando 400ng de RNAm de todos los tejidos; en la Figura 3 se presentan cuatro 

de estas, aniplificaciones. Puede observarse que la amplificación ,con los oligonucleótidos RAB5-

RAB6,, a, partir de RNAm de h!gado y corazón, genera un producto 'de 461pb al que denominamos 

ID1; este corresponde al tamaño esperado para la secuencia del DNAc de CETP de conejo reportada 

(Nagashima et al, 1988). En cambio, la RT-PCR, a partir de RNAm de intestino delgado, genera el 

producto ID1 y un segundo producto de alrededor de 570pb, al que denominamos 102 (Fig. 3A). Por 

medio de hibridaciones tipo Southern, se comprobó que ambos productos amplificados corresponden 

al DNAc de CETP; este resultado se muestra en la Figura 38. 

(A) H e ID u 100pb (B) H e ID u 100pb 

····· .. 
102 102 

569pb1.. 569pb1.. 

101 ~ 101 ~ ,,, 

461pl.j 461pt> 

Figura 3. Fragmentos 101 e 102 de CETP. obtenidos a partir de RNAm de hígado (H), corazón (C), intestino delgado (ID) y 

útero (U). A) Gel de agarosa. productos amplificados por PCR con los oligonucleótidos RAB5-RAB6. B) Autoradiografia de la 

hibridación tipo Southern empleando la sonda RAB3-RAB4. 
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El análisis de las secuencias de los productos 101 e 102 con ayuda del programa ONAstar, 

demuestra que ambos se amplificaron a partir de mensajeros de CETP. La secuencia de nucleótidos 

del fragmento 101 abarca de la base 1391, en el extremo 3' del exón 15, hasta la base 1852, en la 

región no codificante del exón 16. La secuencia del producto 101 presenta una identidad del 100°/o con 

la región codificante del ONAc de CETP de conejo (Nagashima et al, 1988) y una identidad del 87% 

con la secuencia de la CETP humana (Agellon et al, 1990). La secuencia del producto 102 es similar a 

la del 101, sin embargo, incluye una se=ión de 108pb entre los exones 15 Y 16 (Fig. 4). 

Con base en este análisis de la secuencia de nucleótidos, construimos una .representación 

esquemática de los productos 101 e 102, . qúe mostramos en la Figura 4A. En~ esta representación 

ambos productos tienen identi~ad d~l.100º/o, pero 102 incluye una s~cción de 1~8pb ;en~re los 

nucleótidos 1419 y 1420, lírnit~ e,.;tre l()i ~xo~es'15 y 16, a la que llama~(); s~~LÍ~nci;;;'u: E~ ÍaFigura 

0~~~~~i~~~t1~1~~~~~fa~~~jI~I1~~:;~ 
su extremo 3', posi~ic'>~·to~CFi~'.~~/¿s)?: :··· ' ·; · · _;(- ·•·~•.··. \. ;:\. 

Por lo anterior, so~pechan:io~ qúe el. pr~~uct~{ 1 o2•: po~rÍa'-,a~~lifiearse a partir de RNAm no 

editado contaminante e~ 1~·miiest?;;. de intesti~o delg~do~ ~a¡.~id~s~rtar esta posibilidad, se repitió la 

amplificación utilizandouri'e:Xceso de RNA total de hígado e.intestino' delgado. Si 102 es un producto 

de RT-PCR, obtenldo a partir de RNAm no editado,J~~{~~~~rí~ pb~enerse en ambos tejidos. Lo 

anterior, considerarid~ que el RNA total incluye á-1.,;s p~·bl~~Íc:;ries ·cie RNA mensajeros editados y no 

editados. Los resultados de RT-PCR a partir de un'exceso:'cie RNA total fueron exactamente los 

mismos, es decir, el producto 101 se obtiene a pa~i~,_ci~'.(Ía-~muestras de ambos tejidos,'pe~~ .el 

producto 102 solo pudo ser obtenido a partir de I~ ~ú~~trii~;j~ l~testi~o d.,;lgado. Conclui~o~ •. según 

nuestros resultados, que en el intestino delgado se expresa una variante del RNAm de CETP. 

----·#-: 
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A 

RAB5 
1391 

Exón 15 

97 pb 

Exón 16 1491 

1 'º' 46f ,,, 1 ..,,;-., 1419 A\420 """°"'"' 1 

RAB4 

B 

1 102 569 ,,, -¡ Lil 

~---GTG TGA 
1 55 

Secuencia I 

Exón 15 1419 

1462 TAG 

Secuencia 1 

364pb 

-RAB6 
1852 

ate aac ccc gag att ate act etc gat GTG AGT GCA AAG CCC CTG TCG GCC CGT TCT CCG GGA GGG 

CGG CCC CTG TCT CCA TGA GAC TGG CAA ACT GGC AGC CGA CCC AGC CTG CCC TTC TCG CCC 
55 

TTG ACC TAG ggc tgc ctg ctg ctg cag atg gac ttc ggt 
106 1420 Exón 16 

Figura 4. Representación esquemática de 101 e 102 mostrando la ubicación de la Secuencia 1 y de los codones de terminación. A) La secuencia de 101 es idéntica a la 

secuencia de CETP de conejo. 102 es homólogo a 101 pero incluye a la Secuencia /de 108pb entre los nucleótidos141\ly 1420, limite'entr~ los exones 15~ 16 de CETP. B) 
', 1 ',, ' ,, 

Dentro de la Secuencia 1 (mayúsculas) se localizan dos codones de paro (subrayados), uno en posición 55 (TGA) y otro en su extremo 3', posición 106 (T~G). El codón de 

terminación en la posición 55 evita la traducción del exón 16. 

~¡,~ 
1J~,,~ 
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Para tratar de establecer el peso aproximado de esta variante del mensajero de CETP se 

hicieron hibridaciones tipo Northern. En la Figura 5A se muestra el resultado de la hibridación con la 

sonda control GA3PF -GA3PR. En los carriles 1 y 2 (RNA total de hígado e intestino delgado, 

respectivamente), se observa una banda de alrededor de 1.3Kb, correspondiente al tamaño del RNAm 

de GAPDH de conejo. Puede usarse como referencia la movilidad relativa, en el ·gel de agarosa

formaldehfdo, de los RNAr 18s (1.7Kb) y 28s (4.7Kb), señalados en la Figura 5A. En la Figura 56 se 

muestra el resultado de la hibridación con la sonda RAB5-RAB6. En el carril 3 (RNA tC>tal de hígado) 

se observan una banda de alrededor de 2.2Kb, tamaño aproximado del mensajero de CET¡:> de ce.nejo. 

En el carril 4 (RNA total de intestino delgado), se observan esta misma banda, sin embargo no se 

encontró una segunda banda que pudiera corresponder al transcrito de ID2. Consideramos que la 

diferencia en tamaño esperada para el RNAm de CETPI (de 2.3Kb) con respecto al RNAm de CETP 

(de 2.2Kb) no se pudo apreciar en el gel de agarosa al 1 °/o. 

28 s 

18 s 
1.3 kb 

(A) 1 
H 

2 
ID 

(B) 3 
H 

4 
ID 

-EJ -2.2kb 

Figura 5. Hibridación tipo N orthern con 100µ9 de RNA total de hlgado (H) y 100µ9 de RNA total de intestino delgado 

(ID). A) Hibridación utilizando la sonda control GA3PF-GA3PR. se observa en ambos tejidos I~ banda ,c:=or~esp_o,ndiente al 

mensajero de GAPDH de 1.3Kb. B) Hibridación usando la sonda RAB5-RAB"6 contra c;,~P, _puede;_~.~~eciars~. ~olo una 

banda de 2.2Kb en ambos tejidos. correspondiente el mensajero de CETP. 

De acuerdo co.n .la traducción de la secuen~i~ de nu~l~ótidos a secuencia de aminoácidos, ID1 

corresponde a la versiórl y~'reportac:Ja de CETP"en' c::~nejo y. puecle traducirse en la proteína activa que 

se libera al plasma. Én c~ÍiibÍo}el R,;;¡Ain,de io2 cor~esponde a una versión del mensajero de CETP 

no reportada hasta este mo;,,e~to~·<é:ille s~'.ex.;cre~a en él intestino delgado de conejo. Como se verá 

más adelante, esta nueva versión del n,-ie,nsajero .de CETP se traduce en una isoforma, desconocida 

hasta ahora, a la que dénominamos CETPI. 

----:------:. _."" 
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I.3.2 CETPI CARECE DEL smo DE UNIÓN A ÉSTERES DE COLESTEROL 

En la Figura 6A se muestra una comparación de la secuencia de aminoácidos, de los 

extremos.carboxilo de CETP y CETPI, traducidas de las secuencias nucleotídicas de los productos 

de RT-PCRID1 e 102. La traducción del RNAm de CETP se detiene hasta el codón de terminación 

en la posícÚ:m-;1491, mientras que el mensajero de CETPI puede detenerse en el codón 55 de la -

Sécuenciá ·'1> evit~ndo. d.e esta manera que se traduzca todo el exón 16. De acuerdo con esto, 

ambas s~cuE..;~i~;;/S'óri iguales hasta el residuo 0472, último aminoácido codificado por el exón 15. 

A partir de'es'te p.jnto,•la estructura primaria del extremo carboxilo de CETPI no tiene homología 

con.la -del ~~J~rllb\~~~b~il~de CETP. Estas diferencias en estructura primaria puede relacionarse 

con diferE.nci;,¡s ;'9'r, ~í'.~u~!;i'.1ropiedades, tales como el punto isoeléctrico, el peso molecular, la 

hidrofobicid.ad ~· 1á\"st';i;c;t'urá secundaria (Fig. 6) (Bolaños-García et al, 1997) . 

. '"<-';o·: . ;.::·~.::~:~~;,. '· i1~.~'i 
La sec;ue;,-ci~~d~J eXir~n1o .c~rboxilo de CETF' en la, Figura 6A, muestran en cursivas los 

residuos F4a.1;L·4~B:';F491''y LA9t),'que~o~ mutagénesisdirigida ,se ha ~~mostrado .-qu~ •son 

~i~~~~rilf li!lf illll~!l'll~í~!trl~~lrtf ª 
Nuestra prediccióíl'de, estruc;tUras 's~cun.da'ria7/ Obtenida empleando '1os'. éllgoritmos··.Garnier-R(ibson, 

Chou-Fasní~n. y PH D (FÍ~~ as);'~c~~c;~~;e:l~ri ¿;;¡.; ~stos. report~s y. su'gie;en fuerte;ne~t~ ~u.;, CÉTPI 

nuon-acoenstsreurvc·_.·tau···.r,da. ica. h1·,ªa_z~a~~hr····;e_ .• h1!~,-der_ •• _º~af-1~1··,:fic{f'a•••:3_:.yti~rf,·c;a~ii,~Li ií..19,:i·r, 1a estructura primaria'é:I~ .CEy~1 ~?_dría ~C:Íquirir 
- . en'proHrÍ~s .. T<:lclo io a..;-terior, neis indi~ q~E. CETPI carece 

del sitio de unión ~·éstE.resde.c;;lest~rol. 
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Figura 6. Comparación enlre las secuencias de aminoácidos de CETP y CETPI. A) Secuencia de aminoácidos de los carboxiios lerminales de CETP y CETPI, traducidos de 

los productos de RT-PCR 101 e 102, respectivamente. Las regiones subrayadas representan la secuencia de los péptidos sintéticos empleados en la producción de 

anticuerpos. B) De acuerdo con el análisis de las secuencias de aminoácidos, por medio de los algoritmos Garnier-Robson, Chou-Fasman y PHO, CETPI carece de la 

estructura u-hélice anfipática, motivo de unión a ésteres de colesterol en CETP, en su ligar, el,carboxilo de CETPI presenta estructura al azar, hidrÓfilica y rica en prolinas . 
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Comparamos la secuencia de CETPI con la información depositada en los bancos de datos 

Gene Bank CDS Translations, PDB, Swiss-Prot, SPopdat y PIR, hasta el momento no se han 

reportado proteínas homologas en secuencia a CETPI. Por otro lado, el resultado dichas 

comparaciones confirma la predicción de estructura al azar del extremo carboxilo de CETPI. 

I.3.3 EN EL INTESTINO DELGADO SE TRADUCEN CETP Y CETPI 

Con base en las secuencias de aminoácidos diseñamos dos péptidos sintéticos, 

correspondientes al extremo carboxilo CETP y CETPI. Las secuencias de ambós péptidos se 

muestran subrayadas en la Figura 6A. Estos péptidos sintéticos se utilizaron para la producción de los 

anticuerpos policlonales anti-CETP lgY y anti-CETPI lgY. Estos anticuerpos fueron empleados en 

pruebas de inmunotransferencia tipo Western contra extrados crudos de hígado e intestino delgado. 

Se observó que la CETP de 68 kDa se expresa en amb6s tEÍjidCÍ.i.(Ffg. 7A y 78) y corresponde con el 

peso reportado para CETP de conejo de entre 68 y "70 kDél :(NCl~élshima et al, 1988). El uso de 

anticuerpos.anti-BSA lgY,co~~ra.hígad~, intestin()delgacÍCÍ y'ei'cont~CÍI positivo BSA, generan una señal 

de.·á1redEÍdor.aEÍ~6S'.~o~'(;ri(j$1:~~0·2~r'ri§r.;;~~;~¡,.;¡'á'~~~la.·FÍg. SE). La Figura 7C muestra que el 

anticueri:>? ariti:CET.PI lgY: ·sólo recÓnocej.Jna' bS,nda_·cie' alrededor de 52 kDa, 15 kDa mencls que 

CETP. Esta7banda :sólo se detectó en extractos de intestino delgado. En la Figura 7D se .rnlJestra el 

resultado uskndCÍCJi'.arne~~la de arnbos'anticll~ .. ~~s~ anti-CETP lgY y anti-CETPI lgY, erfiésta se 

comprueba la presef1da de CETP en los' extractas: de ambos tejidos y de CETPI sólo en el extracto de 

intestino é!EÍ19Clcicí. Er1 esta figura también pue°de"~p~eciarse más claramente la diferencia e'n ~oví1íc:léld 
relativa de a_mbas proteínas. 

- .... - . 

La diferencia de 15 kDa entre.CETP;y,CETPI que muestra la prueba· cie!inmunoi~nsferencia 
tipo Western, es. mayor que la espera'c:la:par~ una diferencia. de seis amin•:léll.~iaos,entre: a'mbas 

proteínas,,· P()f"lo. __ tar'lto .c()~si~eram,osc:qu~ ~úed~ri .existir .. dife.rencias_ adicionales éntre'.~uas;···· Las 

~:;~;·:~~~iªff~~~~i~~f~i~a~~~~i::;Jr~~S~[~:~JjJ!~f:,:: 
490 aminoácidos)' es, d.~7~()9/• Esteca~bio. pÜede afectar iá rnovili~ad'relativa dé.CETP'í:en geles de 

poliacrilamid;;;: j. Errip1e'ClriCi6 :E>>Ctía~fo~ ',d.¡,p1eia_dos',. de? HpÍdos:• las .•• difer~n:cia/ en,.; rnbviÍldCld son 

constantes; por 1él qlle cÍes~rtám();; laposibilidácl de'que 1á pr~~.encla delípldo~'únidos a 1Cls proteínas 

pudiera ser resp6n~C:b~ ci,;;';u'dif~ren~ia d~ mC>vilidad ~;;·el geL La po~ibilidáé:i cie'ot~s ,;;odificaciones 

postraduccionale~ qLe p~clieran afectar la ·movilidad.·· relati~a • d~ .· CETPI ~stá •en . este momento bajo 

consideración en nuestro laboratorio. 
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Figura 7. lnmunotransferencia. Identificación de CETP y CETPI en tejidos. Marcador de peso molecular (PM) extracto 

crudo de higado (H) e intestino delgado (ID) (Panel A), incubados con anti-CETP lgY (Panel B), anti-CETPI lgY (Panel C) 

y la combinación de ambos (Panel D). Control anti-BSA lgY (Panel E). 

1.3.4 CETPJ ESTÁ PRESENTE EN PLASMA HUMANO Y DE CONEJO 

Cor{e(fi~·-c;,:,(ºe~t~blecer si CETPI es secretada al plasma, de manera similar a lo que ocurre 

con CETP,'
0

t()rn_a~~~-.!!'ue!stras de plasma a sujetos normolipidémicos, tanto humanos como conejos. 

Las muestras sellltmiarori:en {pruebas de inmunotransferencia tipo Western y sus resultados se 

muestran en laº'.Flª~;~}a";~iÚ'.:';;1-Fi~:ura SA muestra el corrimiento de muestras de plasma de ambas 

especies. Usand¡;;e,nar:,tlb~e}p¡;-'lgY anti-CETP establecimos la presencia de CETP en muestras de 

plasma human;:,'y~~é·:;;6:g~y6•:c~n un peso molecular de 67 kDa y 68 kDa, respectivamente (Fig. 88). 

Empleando el anti~Ge!'r~b''l~:Y':anti-CETPI se demostró que CETPI también está presente en el plasma 

de ambas especi~s"(i"i9:'·as):· ·POr otro lado, el anticuerpo anti-CETPI muestra que CETPI se encuentra 

en mayor conC:ent~~C::iÓ¡:; e~ plasma humano que en plasma de conejo (Fig. 8C). Considerando que la 

albúmina es una·de)as-proteinas más abundantes en el plasma y que su peso es aproximando al de 

CETP, utilizalTlos\;~ anticuerpos anti-CETP y anti-CETPI contra 8SA, con el fin de descartar falsos 
. -· " .. " ·~ 

positivos (Fig. 88 -y 8C). Puede tomarse como referencia la Figura 80, en la que se utilizó el anticuerpo 

anti-BSA contra plasma de las dos especies y 8SA. 
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Figura 8. lnmunotransferencia. Identificación de CETP y CETPI en muestras de plasma humano y de conejo. Marcador 

de peso molecular (PM), plasma humano (HUM) y plasma de conejo (RAB) (Panel A). Muestras de plasma incubadas 

con anti-CETP lgY (Panel B). Muestras de plasma incubadas con anti-CETPI lgY (Panel C). Muestras de plasma de 

ambas especies incubadas con anti-BSA lgY (Panel D). 

En este punto debemos considerar el intrón "O" humano, locali~ado entre los exones 1 5 y 16 

(Agellon et al, 1990). La Secuencia I tiene 87% de homología con 2o rit del íntrón "O" humano, cuyo 

tamaño reportado es de 180pb (Agellon et a1,•:1990). Si eUntrón ~Ó", se. tradujera en sú marco. de 

lectura original gen!;!raría ~'"!ª sE!C::Úencia.·• 60' .;rriinÓácido~ 1~a~.;~)~'ci:ol"~. ·p;;r16' ta;rÍtO/el .·peso 

~:::~~=i:!ii~~~Ii!f ~~t~1:Jlf J~\~ti~!~~f ±1it~~f ¿~t~~@~~~~{~~:lf E 
-· - ,,--.~:"o-·· --- f .. L:~,c ~·--

muestra. u'n¿ 9tan' 8a'ntidad de' sitie>s 'crípticos' d~' ~éiiC:ión ''~it~inatii:lá. ·• 1amayoda' de. ellos" pé>drían 
:::.:o. 

generar. proteíná's cuyo peso molecular sería mayor a 56 kDa. 

;.:.!._>. 
L~ .t~l:>J;;i.3 muestra la comparación entre las secuencias de los extremos ·carbC>xilo'.terminal 

de CE"fP (101).de humano y de conejo, así como de los carboxilos terminales de CETPI (102) de 

conejo ·y. de la posible versión de CETPI de humano. Esta última es una propuesta, que 

corresponde a una posibilidad de entre muchas otras que pueden ser generadas por edición 

alternativa. La secuencia propuesta podría carecer de la base 6 a la 96 del íntrón "O". El codón de 

terminación de este producto podría encontrase en la posición 1573 del exón 16, generando una 

variante 17 aminoácidos mayor que CETP, con un peso molecular de 56 kDa, 2.5 kDa mayor al 

peso observado. Por otro lado, la homología del residuo A6 al P12 de la Secuencia/ de ambas 

especies, a la que estaría dirigido el anticuerpo anti-CETPI lgY, sería del 50º/o. Es interesante notar 
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que CETPI de ambas especies compartirían la estructura al azar, así como carácter hidrofílico. Aún 

con las observaciones anteriores, no podemos descartar la posibilidad de cambios 

postraduccionales aunados a la edición alternativa propuesta en esta tesis. 

Tabla 3. Comparación de las secuencias de los carboxilos terminales de CETP y CETPI, humanas y de conejo. 

ISOFORMA SECUENCIAS DE EXTREMOS CARBOXILO ESTRUCTURA PM (kDa) PI 
(Predicción) (Predicción) 

101 humano GFLLLOMDFGFPE HLLVDFLOSLS ALFA HÉLICE 53.1 5.80 
476AA 

101 conejo GCLLLOMDFGFPK HLLVOFLQSLS ALFA HÉLICE 54.5 6.41 
497 AA 

102 humano VKG_PLPAWLPPGGLGVSPARPSLLLPLPSGLPAAADGLWLP AZAR 56.1 6.28 
483AA 

102 conejo VSAKPLSARS PGGRPLSP AZAR 53.6 7.09 
491 AA 

Esta tesis representa el primer reporte en la caracterización de CETPI, una nueva versión de 

CETP que parece ser liberada al plasma en sujetos normolipidémicos, tanto humanos como 

conejos. Basados en nuestros resultados, el mensajero de CETPI, identificado como 102, puede 

traducirse en una isoforma de CETP que, al igual que esta, es liberada al plasma a niveles 

normales de lfpidos. El RNAm de CETPI presenta un peso molecular aproximado a 2.2Kb y, con 

excepción de la Secuencia 1, muestra identidad con el extremo 3 · del mensajero de CETP de 

conejo. Hasta el momento sólo hemos identificado al intestino delgado como fuente del transcrito 

de CETPI, por lo que, la CETPI observada en plasma puede ser originada en este tejido. 

En este punto es interesante mencionar que muchas variantes de CETP reportadas hasta 

ahora se traducerÍ'°~~'tor~as no funcionales, asociadas con hiperalfalipoproteinemia (Appletquis et 

al, 1995; Gatada et al, 1997; Sakai et al, 1996 y Arai et al, 1996). Previo a esta investigación, se 

ha observado que sólo la isoforma CETP~9 se expresa y se secreta pobremente en plasma, sin 

asociación con hiperalfalipoproteinnmia (lnazu et al, 1992 y Ouinet et al, 1993). 

Por otro lado, CETPI muy probablemente carece del sitio de unión a ésteres de colesterol, 

aunque es probable que la capacidad de unión a fosfolipidos y en general la capacidad de 

asociarse a lipoproteinas no se vea alterada (Wang et al, 1993 y Kotake et al, 1997). Lo último es 

especialmente importante, puesto que CETP es responsable de aproximadamente el 30º/o del 

transporte de fosfolípidos en plasma (Yamashita et al, 2000 y Pattnaik et al, 1979), y puesto que los 
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grupos fosfato constituyen los sitios primarios de interacción entre CETP y las lipoproteinas (Lagrost 

et al, 1994; Abbey et al, 1985 y Hesler et al, 1988). 

Este estudio es el primero en describir la presencia de CETPI en plasma humano, una nueva 

proteína que amplia las posibilidades en el estudio del metabolismo de lipidos, tanto a nivel de 

plasma como a nivel local de intestino delgado. Una de las preguntas interesantes a resolver en 

este momento concierne a la función de CETPI y a la manera como esta interviene en la 

homeostasis de lipidos. ·Las evidencias de su expresión tejido especifica, aunada a la ausencia del 

sitio de unión· ,a··4f!~teres -de colesterol, lleva a plantear la posibilidad de que CETPI interveng'a en los 

procesos de. int~c~i::ambio ·y/o empaquetamiento de lipidos en el intestino delgado, aunado a···~sto es 

necesario escla~;,;~kr -si tiene función en plasma y/o a nivel intracelular y de membrana p1"1srr1étiC:a. 
~.; ·: •. . :: <=·.,,-: .. 

Como>¡:>élso'.íniciaL;.es necesario _concluir la descripción del mensajero)de~;:CÉTPI sin 

embargo ••• ·r1o ~s 1 reqL1lsit~indis~EO!ns~ble parainic;iar el estudio de su.función.•. A e~te'r~~pi;ito,•ya se 

tienen avance;; ;.;;.;•-~1-·~~tab1~diml~ntod~;.;:;-~ió~6ia'~¡~~-~;_;e.·per¡,:,ite;; -1;,; ex~r~~ió;:.;;dé RNAm de 

CETP y CETPI E.n -();_;()6itC:>'~ '~e xa'.:Jo~u.i !~vis, que sentaráll 1a!S bases para 'el EO>stGClio d~ función, 

aun cuando. la c"1r"1~teriza~iÓn del mensajero no ha concluido. Dichos avances se presentan 

anexos a este capitulo. 

r rv~,~.~·:·F·¡ 
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Capítulo 1 

I.5 ANEXO 

Expresión de RNA111 de Hígado e lntesti110 Delga1to de Co11ejo, en 

Ovocitos de Xenop11s laevis 

--------- _____ , __ _ 

29 F.,:~_LL ~-... ). -
·------·---- - - -- - - ~--



I. S. 2 In~roducción 

En este· trabajo se.· prese.ntan los avances en el desarrollo de protocolos : diñgidos a la 

expresión de RNAm 'de CETP.y CETPI, extraído de hígado e intestino delgado de conejo; en ovocitos 

de Xenopus lavéis.·· E~te'~i~tE?;,,a.tiene ventajas sobre otros sistemas de .,,;xpr~siÓn Ú1 vitro con 

organismos · b;;lct":ria~os,;; -~·"ya_}~.'.. que proporciona los mecanismos i. d.; • modifieaciones 

postradllcclónalést'prc:ji)¡;;~;-~-~rcé,lu_l_a~ eucariotes. Esto incluye __ el 'procesamTérito ~e rTl~léculas 
precursoras; tó'storlíadór{iy "'glucosií'ación, el ensamblaje de. sul:Íunidades''.y:; la inserción en la 

. - ,. . . . ,-., . '" "l.I •' . .. . . ., -:, ,. . . - ,· . . - . '· _. - . ~-- .. •'"'-- ·, ·. ., ' . ~-· - . 

superfic~e·.~e_·.1á rliemb~ana· .en' la .orien~aci?n correcta.·.·· Ta'ml:lién preserita.la ventaJ§~e 'per.mitir la 

la 

expresió~ de los mensajeros y la IncorF>orél~iÓn de ~fl_id:"s los 6vocito~)fci·él inter~~bio entre 

membranas. Esto podría aportar inforrnáclón· muy impc)rtante al co.nÓcimíentéi de 'los mecanismos de 

absorción de lípidos, incorporación en iipopr6teínas y ~u-tran;p~rtei~verso:' 
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I.S.:Z .Mat:eriales y Mét:odos 

OBTENCIÓN DE OVOCITOS DE Xe11op11s laevis 

Los ovocitos se obtuvieron por cirugía a varios donadores, mediante un corte diagonal de 

aproximadamente un centímetro de largo en el plano anterior del abdomen. A través de_ este corte 

se extrajeron uno o dos lóbulos del ovario, que se conservaron en solución Barth-s .con 0.1mg/ml 

de gentamicína. ,,Los ovocítos se separaron de los lóbulos del ovario con ayucj;3',del mic;l"()_scopio 

estereoscópíco(Motíc DfVIW 143FBGG). De los ovocitos disecados se selecclona~onilos,que se 

encontraban en::_~~t~díos IV; V y VI, y se incubaron toda la noche a 16~1BºC ~n's~1.'1.lció'n Barth'.s con 

gentamicina. De :íos'sob'revÍviéñtes sé seleccionaron los más viables para su' micr::oinyecciéin: . 
. .. ., ,'··'~.~>-.'. :\r,>~~. ' .. , .· ,:': 

~3~~~~~~~f ~r~1t~t~~~t~;~~r~l~r~~~i:Jzfü~~ 
celulosa <E;ur11ik~V:.~'~/a1,1sss)~- s'</ 'U::>· ·'>' ¡-,:• .O• : : •' ' '. 

Lo~ oLdii~~.~~ !Se~;~~ron e,n l1i!~~;'~un~,:~:ra ::da co~dición: control sin inyectar, control 

inyectado C::ori ~guá.~ iri~~ct~dÓs ~~n RNA Péii(A_;_) d~ co'rtéi~· d~· rat~. inyectados con RNA. poli(A +) 

de hígado e inyeC:ta_do;"c::o_l1 Rf-¡Á poli(~+>_Cie int_estinª_d~lgadó:~ Ei número de _ovocitos por lote varió 

dependiendo' dé la !SC>b~e:;,h;e;ncia de;)a pobÍación despl.li§5 de; cada disección y microinyeci:iÓn. 
-··.:--: -=~º-~~~:.' -·-:·;:.---~'..'."~' :·'=-~~,~~:~~":·:_ <J·--. "-"~., ~ .-;_~~- __ ,_..__,--:~- - -;~~-; 

L~ niÍcrciiríy~~ci¿~ s'~·r~~líZ:ó' c~'n so~I d~ 'RNA p61i(A +)a Una concentración de 2~1g/~i1. o en 
- - . -- - . - . - ,:.._ - ·' .·. ' . . ·' ·~ __ ., . -· . . :'• ~ , ""' . . . -

su caso, SOnÍ cié ii.gua:i.se uÜIÍzaron pipetas Ci'é vicfria,hC:irnE3adas a 250°C por 4hrs, con un diámetro 

euxntemrio1·crro~m~:a;3n···~1'pr6u''~1.-ai,0d:ºo~fr··.·~,.-yTa···~.-.n_=s-~u:~¡:e-'.2t--a~-s~m.• .•. -s··~e'f_,,· .. Lca••··~~r.~gpaJrpo''ent~cc~o-sne~RcaN"rA'gaproonl·1·(···AC:~--)n. aceite mineral_antes,sujétarne a 
Los OVCl~it6~ se ~olc;¿.,;;()n d~ 

manera ii.;di\ticl¿al sÓbr~¡¡j·~~·~p~ ~.; parafilm, manteniéndolos en un mírlimCl ciE?. s'01Ú;;iórl Barth's 

(NaCI B7mM; NaHC03·;:'.23mM, CaCl2 10mM, HEPES SmM; KCI 9~1M, pH 7.4). 

microinye~cio~~~:::>~·~:·: .. :~~·~i1·i~~·r6·~ ~~n· ayuda de un microscopio e·stei~os~ópic~ (Motic 

143FBGG); -despué~ 1ds ()'~ocit6s se incubaron en solución Barth's con gentamicina a 70 

durante 5 días, ~ambiaíldo la sÓlución diariamente. 

Las 

DMW 

~tg/ml 

1~;~sI~1 ~~ .• ~ .. ~\: 

l~'.AJ~_J~f:'" L· 
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Al segundo día de la microinyección se trataron con colagenasa para eliminar la teca. Al 5° 

día se dividió cada lote en 2 grupos, uno de ellos incluyó alrededor del 40°/o de los ovocitos 

sobrevivientes al tratamiento con colagenasa. De entre estos se seleccionaron de 2 a 4 para ser 

utilizados en el registro electrofisiológico. El resto se trató de manera similar a la descrita para la 

producción de extractos crudos de tejidos. Este procedimiento es facilitado por el tratamiento con 

colagenasa, ya que en presencia de la teca la lisis no es total. Los ovocitos restantes (60°/o) se 

incubaron hasta el 7° día después de la inyección y se trataron de la misma manera que los 

ovocitos del 5° día. 

La expresión se verificó mediante registros electrofisíológicos usando la técnica de patch 

clamp. En los controles positivos de expresión, inyectados con mensajeros de corteza cerebral de 

rata cuyas respuestas son bien conocidas (Sumikawa et ·al, 1989), se hicieron regisfros.útilizando 

diferentes agonistas como son: acetilcolina, ácido glutámico, GASA, ácido kainico, dopamin;¡;i.·c;acl, 

Sub P,-Sub K,' Adenosína,.UTP, ATP y Asp+Gly. En los ovocitos inyectados con RNAm de h_ígado e 

intestino Ci~Jg~do s~ p~obo esta b~terÍa de ágoriist~s. tratando de identificar respuesta .;; á1 memos 

uno de ello~'.· 

INMUNOTR..4NFERENCLA TIPO WESTERN· 

Se estandarizaron pruebas de ínrriunotransferencia tipo We~tem • usa.ndo · extract;;s eructos y 

depletados de lípídos de ovocítos. Para la· preparación de -extractos• cn.Íc:Íos; se homogenízaron los 

ovocitos en proporción de 250µ1 de buffer de. suspensión (NaCI 100mM,Tris~HCI 1CJmM ~H 7.6, EDTA 

1 mM pH 8, Aprotinina 1 µg/ml. y PMSF 1 oo¡.lg/ml) porovoé:íto'. ; L..6~ e:.:xtr.;;cto~ cii.icios fueron de~letados 
de lípidos con extracciones co~ acetc¡ma al 60%; La cuantift~cién d~ ~r;;t~ín~~ en e~ract;;s se hizo 

por el método de BCA (PIERCE, Rockford, IL, USA ). 

- _»'· . ·--~-:- . . " - . . -· • ' - ' ... 

Se llevó a cab_o electroforésis de los extractos crudos de ovocito (40~1g de p~oteína) así como el 

control negativo BSA (3,ig)en geles de al 12.5% acriÍamida-SDS. Este material s~ e1E!ctrotransfirió a 

membranas de nitrocelulosa_de 0.45µm (Trans-Blot Transfer Medium, BIO-RAb.·H~r~L;l~~.CA, ÚSA), 

para pruebas con los anticuerpos anti-CETP 1:5,000, anti-CETPI 1:15,000 y,anti~BSA 1:25,000. En 

todos los casos se. usó como anticuerpo secundario Anti-Chiken lgG, (H+L) 'cbnjGQado ~ peroX°idasa 

(PIERCE, Rockford, IL, USA) 1:10,000. Tanto los bloqueos como las incub'acií:)r,i~s·.·~-e-.tii~ieron con 

una suspensión de leche descremada en polvo al 2.5% en TBS-Tween 0.1 o/o: a· 37ºC, 1 hr. La 

visualización se hizo con SuperSignal Substrate (PIERCE, Rockford, IL, USA) en placas 

autoradiográficas X-OMAT, (Kodak, Rochester, NY, USA). 
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I. s. 3 Resultados 

SISTEMAS DE EXTRACCLON DE RNA 

El método de extracción de RNA que comúnmente se utiliza en este sistema de expresión, 

es el método clásico de extracción con tiocianato de guanidina (Chomczynski et·ª'· 1987), y la 

consiguiente purificación del mensajero por cromatografía en Oligo(dt)-celulosa .. Este método sólo 

nos fue útil para la expresión de RNAm extraídos de cerebro de rata (figura 1.). cl~.;.;.;an13ra,que-fue 
necesario utilizar.el.método de fenal-cloroformo reportado por Sumikawa.et a/.f1SB9);··cC>n.sideirado 

como la segunda ópción más viable para lograr la expresión de mensajeros pró\l~'ni~nte~ d13 tejidos 

con al.to contenido de ~roteínas. Sin embargo, con este. método sé)lo• se Í~9rÓ;1a\e~pre~i~n ;de 

mensajeros de lnte¿Úno delgado. Se probó un tercer método que s"e b'as~ e,.; eÍ iTiétocji:> r~¡:;C:,hádo 
. • "-o-·-- '--- -- -_: - • .• • . •• ' - - .• - -- . - • .. - ·-~ ~ - '·:; ' - '"'' ' . . • .· - ' .. ' 

por ctiomczynski et a/.; (1987), en el'que se incluyó dos extracciones•_ádicionales\•cieéfenol--. - .. -- -- ·. ~- ------· . - ' .. - -- - - - - - . -· - ' -- .. _. . . - - . - -- . . . ' - ·- .. , - ,_ -- -· . ·- - ..... '- -~ -··' . ·-·- . . _ .. ,- - . 
cloroformo-is6Clmílic~.·. "'/Ha~ta ·el inóme11toL nohem1os .·podido.··· obténér••'regi~tros·•. en 'ovócitos 

microinyectados c;;,;; RNAr:rJ• dei' híg~do kxtrClíciC> ~on alg~ríC> ·de 1bs :mét6cíC>~ pioi:>:ildC>~, Acti:iaimente, 

se están ha~i.;ndC> 16~;~jl.Jst;;.~ n~cesaiic;s ·µ.;.r~ c:,~tirTli~ar la E?)<p~ésió(, c:Íe·~~n~~jerC>sd<;Í híga"do y se 

tienen.· en ccin~ici;;¡.él'~ló~ otrb~· ~is"temCls d~-~~tr~cciÓn .ii 'utiiizClr. l..ós resultados indican - que seÍá 

necesario establecerprÓtocoios difer'entes para cada tejido:· 

. _' . - : 

Los . re~i~~i-o~· electrofisiológiC::o~- se~ reali:Zaron ·. utiiizando una gran . variedad de.· substancias 

tratando de E!n6ont..;,.r repuesta aalg~nC>s•de·1o~•rE!ceptores ya reportados para.corfeza·.de rata·y 

canales sensibl':!s a voltaje: 1::C>s;óvo~ilc;>_~·inyectados con RNAm de c:ortez~ cerebral (control 

positivo) muestran la exp~esió~ e dE! · .• úna gri;,n v~riedad de canales.· d,ependi.entes. de voltaje. y 

receptores a .neurotr1'!nsmisore~; 7ntre eolios acetilcolina (ACh), serotonirici (S:i::rn. kainato y GABA 

(figura 1 ). E,, algunos de .los l()teoside.ovocitosinyec::tados· conagua •asÍ corn6 .e,'; lo~·-~c);i;,yElctados, 
se encontrare~ s;;.f\~)~~-¡;¡j;~~~cpC:,.:;ci¡~;;tei"~·Angioten;ina 11 y em algunc;;'52~~~¿-·.¡ A.Ch cfi9'úr~2}. Al 

hacer los registr.os de)'os; ovo6itos ¡;;yectados co~ RNAm de intestino delgado se en6o~tráron 
respuestas neg~tivas a ~si tod~s la~:su,bstancias (figu~as 38; SC y 3D), excepto a la substanbia P 

(figuras 3A, 3E, 3G y SH) '' ~'a'•ACh •(3F):· .. L:a intensidadde las señales varía dependiEÍn~C>' del 

donador, ya que cada 'u'n~(tie~~e.diferente capácidád de expresión de mensajeros y de respuesta a 

los neurotransmis6ies. cÓnsidérando que'algunos de los controles negativos tienen expresión 

endógena de A Ch,' no p.Óclem6s. te~e~ la completa seguridad de que la señal que observamos sea 

producto de la expr~siÓn d~t mens'~jer6 de intestino delgado; sin embargo, la expresión del receptor 

a substancia p solo pÜ~d·e se~ prc)ducto del material inyectado, por lo que podemos concluir que la 

expresión del RNAm de intestino delgado ha sido exitosa. 
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Los ovocitos inyectados con RNAm de hígado fueron expuestos a los mismos agonistas que 

el resto de los lotes, sin embargo, hasta el momento sólo hemos encontrado señales negativas. Es 

probable que los niveles de mensajeros en el hígado que se traducen en proteínas registrables se 

encuentren por debajo del límite de detección para esta técnica. Por ello, en este momento se 

esfandariza como protocolo complementario la técnica de inmunotransferencia tipo Western para la 

detección de:albúmina en lisados de los ovocitos microinyectados, empleando los anticuerpos lgY 

anti-BSA (f.2.4). A esta se agregará mas adelante la detección de CETP y CETPI mediante los 

anticuerpos· lgY anti-CETP e lgY anti-CETPI (l.2.4). De manera simultánea se estandarizará un 

proto~olo ci~,i~~unohistoquímica empleando los mismos anticuerpos, con el fin de determinar si las 

isoformas s~.-;t~:ti<;men al interior de las células, en cuyo caso podrían funcionar como regulador 

negativc::> c6111ofc:;>curre con la versión CETP69 (lnazu et al, 1992; Quinet et al, 1993), y/o si una 

fracción de ellas:_se inserta en la membrana celular, lo que podría significar que intervienen en los 

procesos d¿ i;,terC::~r;ribio de lípidos. 

U;,a_.v_e~.i6~~éld~·esto,_se propone la incubación de los ovocitos inyectados con lipoproteínas 

purificada,;; de' plasrn'a 'tlumano:: El siguiente paso será exponer diferentes combinaciones de estos 

elementos a tos' qGe '5,i; ·¡:;~(:)·~áincorporado [3 H]Colesterol libre y/o [ 14C]Colesterol esterificado (Ruiz

Noriega et a/>19.94;' ·p~~g;,i);~(éit,: 1996; Ortega y Mas-Oliva, 1986; Ortega y Mas-Oliva, 1984). Esto 

permitirá estélbte,cer .. s(i;;',<i~i:iii't~ansferencia de colesterol entre ellos e incluso medir la actividad de 

CETP. En el 'e;:él~6. Je ·é~T~I ,se debe confirmar el resultado de la predi~ción de estructura, 

estableciendo ~11 ·primer lí.i}~:ár'_si conserva o no la capacidad unión a colesterol libre, colesterol 

esterificado~ friacilglicéroies y'fosfolípidos, y, si ello esta asociado a ta capacidad de transferencia. 

La estrategia::;i··~e~Gir:·~a~ ·determinar la actividad de CETPI dependerá los resultados que se 

obtengan hasta EO!ste p~nto. 
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Figura 1. Registros electroflsiológicos de 
la expresión de RNAm de corteza cerebral 
de rata en ovocitos. 
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Figura 2. Registros electrofisiológicos de 
ovocitos,controles negativos, existe respuesta 
endógena a Angiotensina 11. 
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Figura 3. Registros electrofisiológicos de ovocitos 
inyectados· con RNAm de intestino delgado. Se tienen 
respuestas positivas a Substancia P y ACh. 
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FP..LLA !_., 
--------~------ -·-. 

Capítulo 11 

Sist:e111a Para la Cuant:ificación de la Prot:eína Transferidora de 

Ést:eres de Colest:erol en Muest:ras Biológicas y Sint:ét:icas3,4,s 

Resumen 

La aterosclerosis es un proceso que permanece asintomático durante décadas y los. lineamientos 

para su seguimiento y tratamiento dependen de los llamados "factores de riesgo. d"'. aterogénesis", 

entre estos se incluye la presencia de Enfermedad Cardio-Vascular (ECV); · Esto'implica,· qüe en 

muchos casos el diagnóstico se logra hasta que las consecuencias de, este· .. padecimiento .. son 

irreversibles. 

confiabilidad, 

Aún cuando. los pará':11etrosde diagnóstico que se ~tilizaíl ~~tualrn"'.nte permiten cierta 

no se ha logrado ei;;t~b1€lcer• una relación. ciar;; eritíe.'n:;Jchói eie:: €llios, por lo ·.que 
·-·' . ' ..... ,'. ' . -.· .. " ' . . ·', 

actualmente .sólo es posible. diagn.osÜcar Ur:1él "ele"acla.·.SO~pectia 'clÍ~ic;3.' d~:ri~~g() c:IE,!'~terosclerosis" .. 

:;:::::~:~:~:.:::.::2$;Sf J3~~;~~1il~1 f~1~·~it~~~~~f~~~"!tt~~2~s:~ 
los de uso regular en'clínica(sei"pod~Cir1c~e~~·ntarsigniflc~¡i0a'mÉmte1:i.c;;c:>íifiÍ3.bilida¡j··del. diagnóstico 

de riesgo de aterogéne~is,1y;,. ~u~~ie· ~ratit ({~1 1.Jíi :par¡,i~·etró\:üantitativo;ú:Íel ·~u~·;;~ •. ha establecido 

una relación clara con 111u.;Íios ·dé los~factores de rie~go .. Además·; fac:ilita la detección oportuna de 

individuos con riesgo no diagnosticados o con síndromes atípicos, lo que reduciría de manera 

importante la incidencia del proceso aterosclerótico. 

3 Premio de la Cámara Nacional de la Industria Farmacéutica. en el Área de Investigación Tecnológica. 1999. 

°'Todos los materiales y métodos descritos en el CAPITULO 11 de la presente tesis conforman una Aplicación Internacional 
de Patente (PC1). con húmero de publicación WO 02/32935 A1. Esta sección se basa en la información original de la 
Solicitud de Patente presentada ante las oficinas •1nternaciona1-: ·Mexicana·: -canadiense" y de la "'Comunidad Europea"' 
para registro de patentes. 

5 EI desarrollo comercial de esta patente seré llevará a cabo en colaboración con Laboratorios SILANES S.A. de C. V. 



II. i Introducción 

Desde los años 70's se ha establecido una correlación definitiva entre los niveles y tipos de 

lipoproteinas con la cardiopatía isquémica. Se ha observado que altos niveles de lipoproteinas de 

baja densidad (LDL) puede resultar en un incremento de su incidencia, y que el retardamiento de la 

remoción de estas partículas aumenta su tiempo de permanencia en el plasma, exponiéndolas a 

modificaciones estructurales e incrementando su interacción con las paredes arteriales. Por otro 

lado, alteraciones de la apopriteína B (Apo B) reducen la capacidad de unión de estas partículas a sus 

receptores, por lo que son reconocidas mayoritariamente por receptores de macrófagos, tales como 

el receptor "basurero" o "scavenger". La incapacidad de los macrófagos de regular la internalización 

de LDL modificadas a través de este receptor, causa la acumulación de ésteres de colesterol y con 

esto la formación de células espumosas, fenómeno que favor.ece el desarrollo de la aterogénesis·. , 

La aterosclerosis es un fenómeno que: se: f~i~i~·.··~n la' infancia y, adolescencia ;:pfggresa 

conforme transcurre la vida. Sus consecué~C:icis; 'cc:Ímo la oclUsiÓnarteria1 ... Y'sus manife;$taciones 

~~~~~~;::~:~~E~~~ii~~[ iii~~~~~i~~~jK~t~~YÉf~]~§~!~li~~;: 
individuos diabéticos/nefrópátas. a:hip'erlipidémiC:os .C:orígénitOs;;entre • mUi::tíos ·otros:; 

··. ". : ,.,-., -'''. '_·. ::::. . '. - ·~<',::;_;_-~·: <:--;::f~ ,';:~-" . '·-,':. :~;: ,· ;· __ .. , '-::./·,~-: . ,,,.)0 '• ~ ~:~;·:, -:) >:,-,·-t-:..· .. , 'J. )·:-::· ·, :_,. ~~\: -~::'-.~ .}'.~: ~ -".: :.::.,~i;.;>'.'/~ ;· .·· ...... --, .·: 
. !·--.: / ::: .. ->-<:~:::::.-:·:, ·>,: ·, ~::·,:'.;·;·)".'-' :::·t.··'.'.:·. .,,.. __ ,_ ·''",':~;; :_;_;··:->~ .. --"· .. ·-. ~,·-: ·<~ :,<:: r· . ~-' 

La. deteccióri'()p¡;rt;_ma'.•y trat;a~iént()fadéc~~do'?de• las1 disiipicle,.f,ias\ redlJcirían , de manera 

:!::;it~if ci~~~!~~~5~~+~~:¡~~:ítf i f~~i~~~t~~~f l~~~~"E:!:E::: 
otros factores de riesgo corónario' (Mór'áto, 1 S96); Diclio's factores indicarí la_ exposidón;del individuo 

a circunstancias que pi.Jl:iéÍer(Clete'rminar:~ef desgo eje, aterbgél"l~sis }'s'.:.s ,:;:;ar.ifestacioríes. clínicas. 
, J .. '" ,-_ ---·: 

-"--Estos son: 

·:· Colesterol tota.1 Y,LDLelevados. 

... 

... 

... 

·=· 

Diagnóstico de cardiopatía isquémica. 

Hipoalfalipoproteinemia (Niveles bajos de 

lipoproteinas de alta densidad o HDL). 

Diabetes. 
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'· ' ' 

·=· Obesidad. 

·=· 

Hist~riEl·t~rniii~rde ~nfermedad 
coronaria prematura . 

Sexo masculinc;:'. 

Proteinuria; 

Hipertrigliceridemia. 

(Lerman, 1996) 



Para establecer si existe exposición del paciente a factores de riesgo de enfermedad 

coronaria se realizan, además interrogatorios dirigidos, exploración, determinación del perfil de 

lípidos, electrocardiograma y radiografía de tórax; cuando se sospecha de insuficiencia vascular 

periférica se incluye el Ultrasonido Doopler y arteriografía. 

Estos parámetros permiten detectar a los pacientes que se encuentran dentro de los 

llamados "grupos de riesgo", en los que se incluyen individuos que debido a diferentes patologías 

coinciden en algún, algunos o todos los factores de riesgo coronario. Sin embargo, la primer fase 

en el tratamiento de las dislipidemias tiene como objetivo principal la prevención, es decir, el control 

de las variables metabólicas involucradas. Ya que la aterosclerosis es un proceso que permanece 

asintomático durante décadas, existe una gran cantidad de personas co.n riesgo de aterogénesis 

que no han sido detectadas, puesto que aún no presentan las manifestaciónes clínicas (cardiopatía 

isquémica, insuficiencia coronaria y/o vascular periférica, y padecimierit'as relacionados a la oclusión 

arterial). Para cuando estas manifestaciones se presentan quéci~· poco que hacer en cuant~ a 

prevención ya que las consecuen~ias son en su mayoría irrE!v.;,~~}bÍ~s y l'as expectativas en cantidad 

y calidad de vida del paciente se han r~ducido drásticamen't~:·'.,' 

Por lo anteri~r. C:~·Aiid~~13-~g~:/q~;,;:~.Í ri'.i'étcidb·;~~:''é~~ÍLl.,IC:ión de riesgo de aterogénesis 

utilizado'.actualmerÍte tiené.íf.:ílitadbi'.ies; :.:..;;;·pri;,;era'~ºs'0'1·tamafio y tipo de población susceptible de 

ser evaluada;: quE! ~·;; ;;;;~tring~ dE!bid,o'a1'(;;o~f¡; en úe;;:i~6 y 'dinero que implica realizar las pruebas 

::er:;:;f ;Y~º¿g~1i~zl~.}~%~:J~~~¿11~~: :ue;e~::~1Í::::~:nsa e:e d::.~~~~~:.s ;eng~~:::.0 a~~ 
cuando l.;,s. pará~etros;'cie;,di~griÓ~ti~;, que se utilizan actualmente permiten cierta confiabilidad, 

,. ~-,--,,~-·-.· -,,->:;~.·:·-' .:·'·- ._·,;, '--.:-•.·'·voo '<>o;c¡;._c ·-~- ·--" -_' • • 

muchos de ellos'.so.n'cualitativos:y algunos de los cuantitativos están en discusión, por lo que solo 

se puede hablar~ci~.·.;~~ ~¿l~v;¡¡d;;;·.~ospecha clínica .de riesgo de aterosclerosis", puesto que los 
-·.·. <· ',~--< - - ; ' - . ..; ~ - ---· ' ' . é ' - .. 

resultados río .son'de(todo:~confiables, .: Tercera, la homeostasis de los lipidos en humanos y en 

mamiferos ~S";t'.I~~f;,;nÓrri'eii.C>·~.;¡,,plejo; que responde a una gran variedad de condiciones y 
.- -· - - . - .- ___ , _ ... _.,_.·., ,·._-- ··, 

estímulos, por lo'quE! 'rí(:, se t;ia logrado .establecer hasta el 1101ia11o una relación clara entre muchos 

de los fenóm~n.;s:qlj~ i,nt~;;¡;,;~~n en ~lla. 

De e~t~e/Í()~':t~6t~~~~· a evaluar para establecer el riesgo de aterogénesis, los más confiables 

dentro del p~rfi1 'ci~1 '1ipidos, ~on niveles elevados en sangre de colesterol total y de LDL. Sin 

embargo, la combinación de estos con el resto de los parámetros requiere de un análisis que es 

impreciso, y que en clínica y experimentalmente ha mostrado no ser satisfactorios para evaluar el 

riesgo de aterogénesis. Un ejemplo de esto son los niveles de HDL, que durante más de 30 años se 

han considerado como un factor determinante en el diagnóstico. Mientras que trabajos recientes 

40 y¡~f~;-:-- . 
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confirman su utilidad como factor se riesgo (Moriyama et al, 1998; Agerholm-Larsen, Tybjaerg

Hansen et al, 2000 y Agerholm-Larsen, Nordestgaard et al, 2000), otros estudios epidemiológicos 

muestran resultados inconsistentes. De acuerdo con Hsu et al (2001) y Zhuang et al (2001), por 

mencionar solo algunos, no existe relación entre HDL y enfermedades asociadas a la 

aterosclerosis, al tiempo que recopilaciones realizadas por otros autores concluyen que la relación 

parece variar entre grupos étnicos y en función de diferentes combinaciones de factores tales como 

tabaquismo, obesidad, hipertensión e hipertrigliceridémia, entre otros (Von Eckardstein et al, 2001 y 

Grundy et al, 1999). En resumen, HDL per se no es un buen parámetro para evaluar el riesgo de 

aterogénesis, en cambio, Ja aterogénesis parece estar asociada a la proporción e interconversión 

entre .Jos diferentes subtipos de HDL (ver Introducción, Capitulo 111), fenómeno dependiente de la 

actividad .. de las proteínas PL TP y especialmente CETP (Ven Eckardstein et al, 2001 ). 

Por 10· anterior, se hace necesario proponer nuevos factores que incrementen la confiabilidad 

del diagnóstico de riesgo dE! ¿;¡terogériesis el"I lJso~ uno de ellos es la determinación de Jos niveles de 

CETP en el plasma. E.sta p~otÉ:!.í~8,~~~h~:~Yci~ e~tudiado.ar,npliamentey es ~no de los factores mejor 

conocidos que inte..Vienen en.la h~me()stasi~ .de IÍp.icÍos: La, 0tilidacLde •<:;ETP. como parámetro de 

::;;;;:~~:::t2~±J?!1~E!~0{~1~1.~~~~J1~g:~:~:·::~~;~~:~u~ 
·¡··:o-·.:,:_;_, r¿;- ·. ~. ~~ .:. _'-:~:. -:=.,;: ¿,f;:O: '.~'.¡:.i:~ ;:_;", - ,-.. ·· ; ,o_-"~_5;'.' · ·' ":,. 

al, 1995). · 

que puede ayud~~ ~I ~~é:::ÍclClje del c~l~sterol deposi~ado eri l~~'ºtéjldo~. periféricos durante la lipólisis 

de las lipopr~t~ínas (JiC:.ng.et al, 1991; Nagashima et ~l • . 1ssa;Tall ~tal, 1995). Este transporte al 
-·--· -·- . . ··- . ' - . ·-. ·---•, -

que llamamos "Transporte Reverso de Colesterol", le confiere a la CETP el carácter de proteína anti-



aterogénica, por lo que es importante en la susceptibilidad o resistencia a la aterosclerosis (Kondo et 

al, 1989; Bruce et al, 1998). 

La CETP es una proteina multifuncional que promueve el intercambio de ésteres de colesterol 

entre HDL y LDL. y el intercambio de ésteres de colesterol y triacilgliceroles entre HDL y VLDL;-- Su 

efecto sobre el catabolismo de las HDL tiene influencia sobre su contenido de ésteres de colesterol, así 

como sobre su composición, tamaño y estructura esférica (Rye et al, 1995; Bruce et al, 1998)~ De 

acuerdo con todo lo anterior y, a pesar de lo que se planteó en un principio, el factor que deter'nlina la_ 

capacidad aterogénica o anti-aterogénica de CETP no es su efecto sobre el nivel en plasma.de _HDL, 

sino la distribución de tamaños de su población, lo que correlaciona enormemente con los niveles' de 

CETP (Brown et al, 1989 y Van Eckardstein et al, 2001 ). 

Con base en estos antecedentes, es parte del objetivo de esta tesis presenta·r el diseño, 

validación y manejo de un sistema para la cuantificación de CETP, con el que se'p/e't~nde aportar 

una herramienta que facilite la identificación oportuna de sujetos asintomáti-6os : ,;()~ riesgo de 

aterosclerosis, así como mejorar la eficiencia ell 1<;1' e~.,;luación y; manejo_ de Jos • pacientes ya 

diagnosticados. _ ,• .· · _ , • 

.:·: <. ': , ·' :_ ... ·;, ; 
A_ la fec:ha se han diseñado ~ario,s sistemas para la cllantifi~ción de CETP. d_e entre los 

primeros se encuentra una ELISA competitiva: report~da por Guya~d ~Dangre~ont et al (1994)cuyo 

diseño utiliza el ariu.~uerpo monodÓnal; ?enorninado TP1 dirigid() contra el C~terminal. • .·Este 

anticuerpo túe generadÓ por'He~ler et . .,;¡ 'en 19B8. ·-ciark ·ei a/•c1s9s). utilizaron dos anticuerpo 

monoclon~les ·para/E!1'cie-Sárr6'i16 de ctÓssiitemás,.l.Ína' ÉL1sJ>/~rlstlndwich e -IRMA. -'Thomas et al 

(1996) ·proponen •¿n'pa~dé''3HticLJerpos~oliélo~ales,A TM192y Jj ~=14,. comoherr.amie_nt,as ú.tilE!s en 

técnicas de, i~~u;-6ti~n_;f~~~¡:;ci_~ ti~b _West~rn .- yiELl:s~;-_si; ~ll"lt:ia;~o; e~tán dirigidos ~6~t~a 16s 

residuos ,, 131-1~2;de Ío,s• 425 ami~oacidos que comp,Ónen: la/, CETJ=>. humana'.,. __ por_ lo tanto;. no 

~~s~~E~€f f~~~J~it~~tS~i~~l~~~~~1~J~~t;~~~~~E~~s· 
del 64% deÍ c~re ~elltral de M<lb18~4F~•otro ejemplo es el reportado pCJr c~-~~~~/~/E!~ 1S99,én el 

que se emplea una pr~e6a d~ ~LIS}>., en sándwich para plasma humano:• uiili~kin~·o lo,~ anticuerpos 

monoclonales TP2 yTPZO~-orlginado~ por Hesler et al (1988), el primare:> deeli¿;~-é::é;m'() sustrato y el 

segundo biotinilado. Con b~-se en estos trabajos se han venido utilizando ~stos sistemas de ELISA 

para cuantificación. de CETP, tanto en células en cultivo, como en plasma humano; sin embargo, 

debido a las complicaciones técnicas y a la naturaleza de los equipos requeridos para su uso, estos 

sistemas son de uso restringido, y no se han podido aplicar en clínica. Tal es el caso de ~.Eª~~nt!'l ... 

-lZ '\ ns1.;.: (""·--~.-: · 
, FAi1,f': r, ----.. .. 



estadounidense US05770355, registrada por Brocia et al (1998), titulada "Heart disease test kit and 

method of determining a heart disease risk factor and efficacy of treatment for heart diseases". Esta 

patente requiere de la síntesis de una partícula artificial y el uso de colesterol acoplado a una 

molécula fluorescente, lo que limita su uso a laboratorios que cuentan con el equipo necesario para 

medir fluorescencia. 

En esta tesis presentamos el diseño, validación inicial y manejo de un sistema para la 

cuantificación de CETP, planteado con el propósito de adaptarse a las necesidades del uso en 

clínica, cuyo registro de patente está en progreso y del cual se· ha hecho referencia al inicio del 

Capitulo 11 (Nota 4). En dicho registro de patente, se presenta como ''Motivo ·d¡,, la Invención" el 

proporcionar un sistema para detectar y cuantificar los niveles de_ l~,C::ET~. en i-:riuestras biológicas y 

sintéticas, de manera sencilla y rápida, que permita mejorar. la ,detE;ccióñ;'cltagnóstico y seguimiento 

de individuos con riesgo de aterosclerosis, con o sin manifestac'iorles :cünii::as relacionadas a esta 

patología, y que se encuentren o no incluidos en grupos d~''rie~go,·i3'5t.¿;;c·r1Í~diante la incorporación 

de este sistema a protocolos y equipos de uso n.Ítinaho'c.,;n:'¡1abc>~atb~i~s de clínica humana y 

veterinaria. Con base en el resultado __ de esta pruéba/·se' puede hacer el seguimiento de los 

pacientes que ya fueron diagnosticados,' e~aluar 1a' eféctivÍd~d d~ los programas de prevención y, 

en su caso, la efectividad de las dietas yt6 trata'mie'ntoi. ·· ·· . 

-D 

r rr'l?S\~ \ l r.t _ ... 
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II.2 Ma~eriales y rné~odos 

U.2.1 OBTENCIÓN DE ANTÍGENOS ESTÁNDAR 

Protefna Recombinari.te GST/CETPCOH 

Se diseñó un.juego de los oligonucleótidos que permite la amplificación especifica del extremo 

3• del DNAc de CETP/ de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos de le Capitulo 1 (l.2.1) de la 

presente te~is.(v~l'/2:1)'.- En el diseño se tomó en consideración que la secuencia de DNAc. de CETP 

tiene un alto co~t~nid6 de G~C (más del 65%), por lo que se establecieron los siguientes p;,;;:;;.m~t~os: 

SECUENCIA: .. 
, ' -· 

DNAc de CETP de conejo, publicada p~r-Nagashima et al 

en 1988. 

SECUENCIA:ÁNALIZADA: Del ~ucleótido "1 ~I nucleótido 1 B70. · 

TAMAÑO DE LOS OLIGÓNUCLEóTiDOS: 

TEMPERATURA DE FUSIÓN: . ' .... · .. ,,-

CONTENIDO DE G-C: 

TAMAÑÓ DE LOS PRODUCTOS: 400~1000 pb.' 

NÚMERO MÁXIMO DE COHERENCIA EN. BASES CONSECUTIVAS: 

Oligonucleótido VS. Oligonucleótido (cualquiera) = 4. 

Oligonudeótido VS. Oligonucleótido (solo G-C) = 2. 

Extremo 3' VS. Extremo 3'= 2. 

No se adaptaron o adicionaron sitios de restricción. 

Las secuencias del juego de oligonucleótidos utilizados en el Capítulo 11 de esta tesis se 

presentan como secuencia de ldentificación-1 (ID-1) (RAB5 en 1.2.1, oligonucleótido sentido) y 

secuencia de ldentificación-2 (ID-2) (RAB6 en 1.2.1, oligonucleótido antisentido). 

LOCUS: 
DEFINICION: 

FUENTE: 
ORGANISMO: 

REFERENCIA: 
COMENTARIOS: 

CETP conejo; 24 nt 
Oligonucleótido sentido, Proteína Transferidora de Ésteres de Colesterol (CETP) 
de conejo, RNAm. 
Oryctolagus cunicu/us, de DNAc a RNAm. 
Conejo Blanco Nueva Zelanda (Orycto/agus cuniculus) 
Eukariota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria; 
Lagomorpha; Leporidae; Oryctolagus 
De la base 1391 a la 1414 
Ubicado en el extremo 3' del exón 15 del RNAm de .CETP, región codificante. 
Contenido de G-C de 45.8%, temperatura de fusión 55.9ºC. 

1391 1414 
TC ATC AAC CCC GAG ATT ATC ACT C 

ID-1. Secuencia del oligonucleótidos sentido, compatible con el oligonucleótido antisentido con secuencia_JD-2.--en 

amplificaciones por PCR. TE'i~1~-~ : .·. 
t !_-~ t;~-~:~~~ .~r\ --_ 



LOCUS: 
DEFINICION: 

CETP conejo; 25 nt 
Oligonucleótido antisentido, Proteína Transferidora de Ésteres de Colesterol 
(CETP) de conejo, RNAm. 

FUENTE:_ 
ORGANISMO: 

Orycto/agus cunicu/us, de DNAc a_RNAm. _ ___ _ 
Conejo Blanco Nueva Zelanda (Oryctolagus ·cunicu/us) 
Eukariota; Metazoa; Chordata; ::Craniata;· -Vertebrata; ~ Mammalia; ___ Eutheria; 

REFERENCIA: 
Lagomorpha; Leporidae; Oryctolagus, _ _. - , " ' , 
Complementario a la secuencia de la base.1852 a la 1828 _ . , 

COMENTARIOS: Ubicado en la región no codificante del axón' 16del RNAm de CETP contenido 
de G-C de 48.0%, temperatura de fusión 55.3ºC. · · -

1852 . . -. ' ., .· ' 1828. 

TCGTTTACTTGAGAGGCAGAGAGAG•-

10-2. Secuencia del oligonucleótidos antlsentido, compatible con el oligonucteótido .· se~tido con -secuencia ID-1, en 

Bmplificaci·o~es· ~?~. ~_CR._ 

Esteju~go C;f,e'.~llg~nu~haótid()s_genera un prodüc:to de P,CR_de 462 pb de_la base 1391 a la 

1852, qüe aba~ca ~esde'el'extí-.,.rrio' 3'del e~ó°, 15 _ha,~t¡;i la región no coci,ificante del exón 16 del 

RNAm de CETP);'.i:a't~m~~r~t~ra-,~~ ali~~~~i~n~o Ópti~c':. ¡,;~:de S9.S ·c; eí_ 'porcentaje de G-C de 

60.4% y 1a temi:>e~türa cie tusion es'Cie _83::2 :c.; Ca~_:¿~m:licib~~;;- de amplificación se indican en 
'<E>.~~ .. "·_-_:.;,-, ,~:·:; , ' • ~" ,··:);_-!·.~_:- ;·:· .. ·.·,":': ; ·,:' .. _-.. - '. '··· .. - ' - -. . 

1.2.1. ¡· ,;._ _T_ ;; _ ;· ___ e ¡; -~,;. ,;;· ~-: --> -- -

~:::~~F:!~ii~Jf~~l~ftJX~~~~E1t~i~~~k~~¿:~~~I~ 
se transtorn1_ó ,er;i_ fE:iic;heficf?!~ (;~Ii.[)1-i5éx p~rcl_lé)()~tenCión'(:ji;. la Pte>t,eJlla):e§e>rTil:l!n¡;¡r:ite (3ST/CETPCOH 

fusionada a glutation:.s Trarisfei-asa (GST). (ver [:2~3);' La s'eé::uericiá dela ;ección correspondiente a 

CETP, en la pro¡eína r~éombinante GST/CETPCOH, se presenta como secuencia de 

ldentifica~iÓn~4 (10~:4). 
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LOCUS: 
DEFINICION: 

FUENTE: 
ORGANISMO: 

---- -- -

REFERENCIA: 
COMENTARIOS: 

pMosB/ueT; 3 nt - CETP conejo, 472 nt 
Extremo 3', del RNAm de CETP de conejo, con un codón del vector pMosB/ueT en 
su extremo 5'. Fragmento subclonado de pMosB/ueT a pGex-2T. 
Orycto/agus cunicu/us, de DNAc a RNArn. 
Conejo Blanco Nueva Zelanda (Orycto/agus cunicu/us) 
Eukariota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria; 
Lagornorpha; Leporidae; Oryctolagus. 
De la base 1391 (exón 15) hasta la base 1852 (exón 16). 
Codón de terminación de CETP base 496 (negrillas). Codón marcado como pMos 
(subrayado) acarreado del vector pMosB/ueT durante la subclonación en pGex-2T. 

pMos . CETP EXÓN EXÓN 
--1381 -- 15 16 

GAT 1 CTC TIC GAA ATC ATC AAC CCC GAG ATT ATC ACT CTC GAT 1 GGC TGC CTG CTG CTG CAG ATG 

GAC TTC: GGT. TTT CCC AAG CAC CTG CTG GTG GAT TTC CTG CAG AGC CTG AGC TAG 

CAGGGAGCTGGAGACACAAGACACGCTGACGTCTCCGCCCATCGGGGTGGAGGTCAGGGAGTGGGTCGGAG 
'·· . _,_,,... . 

GACGGGCGATGGCTCCCAACTCCTTCTGTCCTGAAGACCCCTAGCATGAAAGCAGCATACCCTGGGCAGGCAT 
::- .. ·· -_,: . - .· - ·--. . -

CTGGCTGAGCGGCTAAGCCACTGGTCAGGACACCTGCGTCTAGGGTGCTCCGGATCCCAGCTGCCTGCTAAC 

GTGCACCCTGGGGAGCAGCCGTGCTGGTICCCGCCAGCCACATCGGAGACCCAGACTGAGGTCCTGGCTCCT 

GGCTTTAGCCTGCCCAGTGAGTGGCAGCTA.<\Á.TCTCTCTGGCTGTCTCTCTCTGCCTCTCAAGTAAACGA 

1852 

ID-3. Secuencia de nuc'leótidos 'de!i fragmento ;de. 'CETP,_ .. recup~r-adO de pMosS/ue/CETP3• y subclonado pGex-2T. ·La clona 

pGex-2T/CETP3' incluy~ tíes. nu-~l~Ót-idos:·del.ve~t~r p~o-S (;;Ubrayados) entre la región codificante para GST y la codifi~ante 
para CETP. 

LOCUS: 
DEFINICIÓN: 
FUENTE: 
ORGANISMO: 

REFERENCIA: 
COMENTARIOS: 

CETP conejo; 33 áa . . .. .. _ . . . . . . •. . ., • . 
.Sección correspondiente aCETf". en.la proteína derecornbinante,GST/CETPCOH. 
Oryctolagus cunicu/us. • ..• _ ,. ~ ~ •. , .. ;-. •. " ... -.... :" .• -: .-:" > · ... -.-._ .. :. ,·.. • ... . · 
Conejo Blanco Nueva Zeland_a'(Oryctólaguscúnicu/us) • ~·:·: ·•> ·::•.<.: ··-· . 
Eukariota; Metazoa;·-. :.Chordata;:,'Crania~a;t;:vertebrai:á; :rvia'~ITI~u°a;: · Eutheria; 
Lagomorpha; Leporida'e'; ,OryctolaguS:··.· ·<· ,· .:.~ .. >.··<·-~·· ·· -.·: ·. :.' : .. ·_ .. 
Del residuo lle 464 a1Ser49E)' < ,;: : ·.; . . .-.. -. ::;e,•. , L. , _ _ _ . . _ 
Extremo carboxilo; ·.motivo ;de; unión .• · a \.ésteres , d.<3 ;•:colesterol; ,: altci: conteni.do . de 
estructura oc-hélice; respc°nsable'dé. la 'áctividad cie;transferencia1c:i13·' los-' ésteres ·de 
colesterol. Los residuos:·pheAB1;eLeúAB8;'Phe'491 y Leú'495ise •mUéstran en 
negrillas. · . ·:' ." •.<. ··::_:?:- :•.::::: .·J'.:: :•.·.:::;· ... -· '··-~- · .• ,.;:. ;-··. ~... .. :; . •·. 

NO. DEAA 
SECUENCIA DE CETP 
EN GST/CETPCOH 
ESTRUCTURA 

:>.: .. \'.;. - ·· .. ,._· .. -.·~-·.-_(' ,,·'J,'"i ~~\-~'./:··' .·.\;;~~.'' 
33 - ,,- - ' _·:·~:~: .. ~;"· .. : .. ~.:~>·· .-.-... • , . - . - .- . ···- . . ·... . 
lle Asn Pro.Glu lleJleThr,Leu Asp.Gly:cys Leu Leu Leu,Gln Met Asp. · 
Phe Gly Phe Pro Lys His.Leu .Leu ·val Asp Phe Leu Gin Ser Leu· Ser· 
~.¡;~1t-jÉLICE;·.··,, - · ... ;~_:· ._-": .. . ._ . --·- .... ·::.-~" .. ~.'. -·· "''.;-_·., . -

P.M. (Daltons) 
P.I. 3.99 

10-4. Secuencia de aminoácidos correspondiente a ._la sección de CETP. en la protelna recombinante GST/CETPCOH, 

codificada por la clona pGex2T-CETP 3'. 
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Péptido Sintético CETP H486-S496 

El diseño del péptido sintético tiene como fin la obtención de un anticuerpo con alta 

especificidad a CETP. El diseño se apoyó en la información obtenida a partir de la secuencia del 

carboxilo terminal a;;;cETP, como se describe enºr:2A.ºC~n'ba~een~estaccinformaCión-y~en·1as 
requerimientos dersistema de cuantificación de CETP, diseñámos'.l.m péptido sintético tomando en 

cuenta las sigúie'~tes: consideraciones: 

Que se encuéñtie'iricluído dentro.del motivC!'de
0

1.Jnióna 0/fpldo~'neút'?;: ;í:s decir,- entre los-últimos 

26 residuo~''ci~'li:a;boxilo terminal de CETF. cvV:;;;9_~t'~í.f19?~f!~fo~';E;;ia rr;ariera, ~I anticu~rpo solo 

puede reconoée.rla versión de CETP qué inC::Íuy~'es~e epiÚ:)pe. J l...o'a¡!;\'erio~ fue tomando. en cuenta 

las obsérvaci~:)nes sé'hicieron sobreCETpl én''e(Cápi_tUIÓ C/C · :-···.: _'. 
•::\;·~:~5::,_~ • .' • •'- '"o·~·•·.·~; ·:::;-'~.;:__.:,·,~~-.:~., ~~'. ·:··' •,•,,-• •• -.;, .. ~ >' -- ' :·--:<-.· 

Qu~ incluY<J ·.~Í rnayo~n.9fTlerop~sible/del'?s resi~uos:éport,ados corTio·.¡fTIPºrtªnte.s para m~ntener 

:i:::FtEf ·lf~~~~~i~i~~~i~~~~~~~~.!~~i~~~~~~~~~~!~t~Fi~E~::=:. 
motivo de unión a lípidos neutros, i~pli~a;;do- .Í lo~ r~~ídu~s de¡erminantes de está a.;tividad. . 

• ,··,. -·. :,}'' ~,..t··~:-:·· \.,.-- '~\~'.'.'} .+.'~': ,"• ',_•,c~o .;: '; ··¡:',,; ,.- . !~{·.· 

Que su se~uef7da no t~/.iga:\hd;,;of1;g/;,?}';i~h '~tri~ epÚ;dj;~~:: de CETP; () >~~ ~t'ra;i p~otefnas 
expresadas·· en marrifre"r-a· ·¿; gait1n_~~:A0~~rtB~~~ ·~~'::~;J~~~n··e>~t~niár-.· ~ritic~~r~b;; iJ~,~~·J()·:;;¡~~l~uier 
modelo animal que ria· expre¡seCETP~fpára'?~temer .• el ·antic:uerpo ade.clJ~do·'~ára e~tesi~te¡mé):·.se 
emplearon gallinas, así :S~ ~~s¿~üró' i.i'~~ f~~rt~ '.re~~¿~~ta -in.~U~e • debid~. ~ la· CÍitei~~ii~Í~ fil~g~~ética. 
Por esta razón, el diseño d~l-pé,ptido no permitió hÓmolÓgía.con proteínas expresadas'en 'gallinas. 

Por otro lado .. el péptid0'.~Sirjtéti6~ no-:f:¡S~e.:ti6:.:;;0109¡a. con Otias·p"ro-teirias ··d~~:·~~rilíf0~~=· ~-~de"{9amna. 
ni con ningún otro epítClp~ ciE!:cETP, ;..¡;¡¡;;¡ ~i'itiC:ll~~po solo puede reconm:er ~ CETP ~ ~()1C> en un 

epítope. <;~ · : · · ·· ·<.~_;:.::: · • ; ~ 
·······>· C\T ···L <>'; ;<'. . '.. .·· ... ··.· ··; 

Que su tamaño /ie;:hiit~ el. menor. número posible dé vent~nas. de reco~ocimÍee'Zstot····aPb •• lºe. rc••.,·ed.,a.: ~ie.~ntem1 ª1. 

inmune. El t~ma~() .~-~:ü~.a ... ve¡btl3na.p~ra•,u~a ,héÜce antipática esta bi7n.· 

aminoácidos; ~n una· secúerícia' de residuós:contiguos. (Pellequr ét al,. 1994): El pé~tidb s'intético 

cumple con esta c:a'ncti~iÓn, por: lo t~ntb.iC>s ii~tiC:lle;pos policlonale; generadC>s contra él reconocen 

sólo un epítop'ei; io "qJe ¡~- d~ la ~i;m~ o r+tayor prE!cisión que cualquiera de los anticuerpos 

monoclonales reportado;,; hasta el .momen't() para al C-terminal d CETP; 
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Que tenga un residuo cistelna en su extremo amino, para dirigir su acoplamiento a la proteína 

acarreadora. Se agregó el residuo cisteína y se acopló a la proteína acarreadora KLH, de manera 

que se dejo expuesta la ventana de reconocimiento al sistema inmune. 

Que se encuentre en una región cuya respuesta inmune haya sido probada. En trabajos anteriores 

se ha demostrado específicamente que el motivo del extremo carboxilo de CETP humano genera 

respuesta inmune, obteniendo un anticuerpo monoclonal contra este motivo (Swenson. et. al, 1989). 

Sin embargo, no se ha determinado cada ventana de reconocida por este anticuerpo; ·dentro de los 
' , ~: ,,; 

26 aminoácidos que conforman este epítope. Por lo anterior, no se podía deseartar la'-posibilidad de 

que la secuencia del péptido sintético, diseñado en este trabajo, coincidi~Í-a';~~g/:,/entanas de 

antigenecidad baja o negativa, por lo que nuestro diseño fue probado experiní'.;,nta1ITiii.;:,te.: 
- '··; ····-~J ··-'·'.': ::.,.(' "~\_,:'-- >.:.::.<··- (;.~-"',,. .. ; .. '.~:f:._:'.:"·._:~::::··· 

-~ .. - -. ' .. ,;; ~:~~~ ~--;':',.:,.~:. --s:·.~_-·, ·., .· ~: ¡_-º~'- · : ---_,..._;_: --=-· _ 

De acuerd~ C:'on lo anterior, se diseñó el péptido ~intético CETP H4,8e-S4S6 cuyc!'secue,:;cia 

se muestrci comb s~c'~encia de ldentifi~~iÓ~s {loes): ' ,: 

FUENTE: 
ORGANISMO: 

REFERENCIA: 
COMENTARIOS: 

NO. DEAA 

CETP conejo; 12 aa . :-:::.><,:·:.::. · ·<·. , , ... , . : 
Secuencia de péptido sintético, traducida· de: lá secuencia:· de .nucleótidos del 
producto de PCR, obtenido con los oligonucleótidos con'secúencias 'de ID~1. e ID-2. 
Oryctolagus cuniculus . ,,. 
Conejo Blanco Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) ,-·· ":·,-. .:·:: ';'> 
Eukariota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; ·; Mam'malia;' Ei.itheria; 
Lagomorpha; Leporidae; Oryctolagus. . . · · ,·:. ,>'· ,-,,,., ... 

Del residuo His 486 al Ser 496 + Cys en extremo amino. ... ,,. ::-:,•::. ·.:'>;: : .. 
Extremo carboxilo; motivo de unión a ésteres de colestéú·o1; ·',alto_' contenido de 
estructura oc-hélice; responsable de la actividad de .. transfe'rencia :de:·'1os ésteres de 
colesterol. Abarca los residuos Leu 488, Phe 491 y_ Leu 49.5 (negrillas)> 

12 
PEPTIDO CETP H486-S496 
ESTRUCTURA 

Cys His Leu Leu Val Asp Phe Leu Gin Ser Leu Ser 
ALFA HELICE 

P.M. (Daltons) 1373.9 
P.I. 5.09 
SOLUBLE EN H 2 0 a pH 9.5 

ID-5. Secuencia del péptido sintético CETP H486-S496, diseñado para la producción del anticuerpo policlonal lgY Anti-CETP 

H486-S496. Este péptido tiene un residuo cisterna en el extremo amino, que se utilizó para acoplarlo a la proteina acarreadora. 

Los datos de peso molecular (P.M.), punto isoeléctrico (P.t) y carga a pH7, fueron obtenidos con ayuda del programa DNAstar 

(Lasergene), el valor de pH al que el péptido se vuelve soluble en agua se obtuvo experimentalmente. 



U.2.2 EL ANTICUERPO IgY A11ti-CETP H486-S496 

El anticuerpo policlonal Anti-CETP H486-S496, fue obtenido en gallinas blancas de la linea 

LEGOHRN, inoculadas con el péptido sintético CETP H486-S496. Aunque pueden obtenerse 

anticuerpos en varios modelos animales que no expresan CETP, se eligió usar gallinas con el fin de 

obtener títulos más altos. El procedimiento para su obtención se expuso en I.2.4. 

La especificidad del anticuerpo se probó usando diferentes antígenos control, tales como 

BSA, el péptido sintético CETP H486-S496 y su equivalente en CETPI (descrito en /.2.4), ambos 

libres como acoplados a BSA. También se utilizaron las proteínas recombinantes GST/CETPCOH y 

GST/CETPICOH (descritas en /.2.3). Además de los antígenos sintéticos, se utilizaron antígenos 

biológicos como plasma de humano, conejo, gallina y ratón; extractos crudos y depletados de 

lipidos de tejidos perfundidos (ver I.2.5) y de ovocitos de Xenopus Jaevis. Con todo;; 'e~tos se 

realizaron pruebas de reacción cruzada, tanto por técnicas de ELISA-corrio inmunotransfer~~cÍ~- tipo 

Western con diferentes combinaciones de controles <negativoá y positivo~.:'cie\;~¿uerdo a la 

naturaleza de cada uno de ellos. Las condic_iones de uso en· pruebas;de i,:;múnotranst'erencia tipo 

Western, tanto del anticuerpo primario, anti-CETP H486-S496; -c~;,,·6 :~é·~·~~d~rib, A'~ti-áalllna lgG, 

(H+L) conjugado a peroxidasa (PIERCE, Rockford, IL, USA), ~'()ri 
0

las r;,isl-riás qLJ:~ Ías r~portadas en 

I.2.5. 

II.2.3 l\UIESTRAS DE PLASMA 

Las muestras de plasma se cibtuvieron de sujetos donadores en el,B_anc~ de Sangre en el 

Centro Médic~ Nacional ;;20 d~ No;_,¡e;¡,:;.,b~e"d~I ISSSTE. La poblaciÓn -~~ re~tringió a· suJ~tos _de .17 

años en adelante, ianto~'ho,,,bras como mÚjeres, clínicamente sanos; con 'al rnenos 10 horas de 

ayuno. La selecciÓ;,°,del--~~up~>de estudi6 quedó a cargo de los médicos especiaii~tas de esta 

unidad, EÍI 'é(C:a~Ítlllci 'ii 1 \:::te''esta· ÍEi!i;is~ se presentan los detalles _ refere'nt~s a ios criterios de 
selección cie'm¿e1t;.iis: ·-- ~C./c--' 5 -·-· ----

·,-.. 

II.2.4 SISTEMApJ: DETECCIÓN y CUANTIFICACIÓN DE CETP_ 

El sisten:;Í3;s~ b~.~a ~n'.'eL;,:.;étodo clásico de ELISA indirecta (Eniyme-Linked lmmunosorbent 

Assay). En ella se 4till~~ lJ~'.a p
0

laca para cultivo celular de 96 pozos (NUNCLON,:M A Surface NUNC 

Denmark), e~ í.;(::q;::.;;i-_s~~c{c'op1Ó tanto el antígeno estándar (péptido sintético CETP H48~-S496) 
como las muestras, de --pl~~ma a cuantificar. Las concentraciones se refirieron en fmol/ml, esta 

unidad permitió equiparar la concertación del péptido sintético con la de CETP plasmática, lo que no 

sería posible si ambas se refirieran en µg/ml debido a sus diferencias en peso molecular. La curva 

estándar abarcó de 2.500 a 0.019 fmoles, en 100:~ de buffer de acoplamient~3'C~3-35mM 

\ L\' f\ 'i \ \ \, ;: '. 
\~!_! ;_ ' . -- --· 



/ NaC03 15mM) pH 9.6, en B diluciones seriales 1:2. De las muestras de plasma se emplean sólo 

10nl (50 µI de dilu.ción 1:5,000), los que no requieren de tratamiento previo alguno. El acoplamiento 

se hizo toda la noche a 4ºC. 

Después dE! .retirar los antígenos, se lavó cuatro veces con agua desionizada y se boqueó 

con 200µ1 c:Íe Ovo¡;¡11:,ú'mina (0.5mg/ml) en buffer de acoplamiento, durante 2hrs a 37 ºC. Al final de 

la incubación;· 1.;;is.''p1~:2as se lavaron cuatro veces con agua desionizada y se incubaron 100µ1 del 

anticu·.,;~o.primari~,:p;;1ic1onal anti-CETP H4B6-S496 en dilución 1:5000, en PBS-Tween 0.1% 

(PBST) ():;,o~)t,i_:.~·i;a~0.5mgfml, durante 2hrs a 37 ºC. Después de cuatro lavados con agua 

desionizada se;~gr~~ar6n 1CJOµI de anticuerpo secundario Anti-Gallina lgG, (H+L) conjugado a 

peroxidasa '"cf:.1E:R.~É:cf~c;;'?kf~rd, . IL, USA), en dilución 1 :2000, en; i:'s,:S;r º"'.~a~búlTlina · 0.5mg/ml, 

durante.2hrs 'ª 37:.~c; ,. :Ál~final de la incubación las placas se' lavaron'cc'uatÍo·.veces con agua 
• ·;··· • ~:· •• ';_.. 1 _,,_, :: .: :.:: '·: :.> . ' ~- _.,,- .«···>;- ,<: ·_: .<; . ;>'. ,,' <'i-'· ·--~> ·"- :-- ... ,- -"' . '-----

desionizada. El:.'rE!~elac:¡to se realizó con 100µ1 de OP,D C<:)-P~enylE!n!;!di.a111inef,Dihydrochloride, 

SIGMA). en buffer ~o~f~t~2~itÍat~ 0.05M, pH5 (SIGMA) y agua. oxigeriada/: S~. j¡'.¡cJbÓ d;:_.r~nte 15min 

en obscuridacly .·~El·~~t;_;~c;.j'¡a ·~eacción con 50,~I 'cjE!.:•H;Sb4; ··.1~5i\Ji p;;¡ra 1E!E!í- a ~sorim. Todo ·el 
.:··· - ' ·"·_:._· -.. - -- ·: . >- - , ,, '.- __ :._ :', ._-_._ .. -·. ·.; ;_· ,"_·":,- ·'.:·· :.'." ·. __ :_>. _·-

procedimiento se realizo Útilizando placas con tapa y evitando gradientes de terii'peratura. 
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II.3 Resuleados 

ll.3.1 VENTAJAS DEL DISEÑO DEL PÉPTIDO SINTÉTICO CETP H486-S496 

El sistema de detección y cuantificación de CETP requiere de un anticuerpo dirigido 

específicamente contra el sitio de unión a lípidos neutros, esto para garantizar que sólo se detectará 

la CETP que conserve este epítope y, por lo tanto, que conserve la capacidad de unión a lípidos 

neutros, entre ellos los ésteres de colesterol. A lo anterior, se debe agregar que la variante 

CETP.0.9 descrita por Quinet et al (1993) conserva el epítope de unión a lípidos neutros, aunque es 

inactiva en la transferencia de lipidos. CETP.0.9 es potencialmente detectable por el anticuerpo antí

CETP H486-S496, sin embargo, se sabe que es secretada pobremente al medio extracelÜlar y no 

se tienen reportes de su presencia en plasma, por lo que su efecto en la cuantificación ·ci~ 'cETP 

mediante este sistema será mínimo o nulo. 

Por otro lado,: en el.·.·capítulo anterior de esta tesis se describe una ·°5.;;r-fió2·;.'.~e:'. la CETP 

carente del motivo de un.ióna ésteres de colesterol, CETPI o CETP616, qu~ .;,.:\~ ~~~'ci,;~.;,ée de la 

capacidad de unión aHpido(nE;!~tros. La versión CETP616 se encueritral3ricai'itidades'i,;,'~C>rtantes 
en el plasma y.podrÍa·~.erd~t;;;ct~detp~r.~nticuerpos dirigidos contraépi~c:;p~sa'.nte~iores' alexon 16. 

Como ejemplo ée.i~s~d. J~'?~~ ~/~t:,.(1994) generaron una proteín'.3·.de :tlisfó~ GST ~ 31 ;'ªª del C-

;~~~~tiF~¡it~~~~¡~r i~,!1~i~l~~~~~t~i~~~it~~· 
(N P El ITRo)ci~'cE+P fl¿:ri;;i6~;c. ~r~~~rif?.· f ~.~a'mbás 'ísofarm~~ .<.~ETP. y CE!PL.1.6) ;' 1c:;·:q:~e;···1a hace 

inespecífico de.CETF': •.- · ·. .: · ....... .;• ... ·• .; .'.~ '". > \' > ~~¿ 

qu• "º ::J~~j~~t~~ ~~~t~t~~EG:~i,°1~rif J1t~iitn&I!i.Jfi;~{~¡:fJ°1'.7E¡;;z::.>; 
anti-CETP •. H4ss~s49E)'reé:o;,oz~·otraproteíná presente én el.·plª.l'.'!1ª dé mamíferos, o cualquier 

otro epítope :de CETP, es una' medida'.de· seguridad que evita 'falsos'.positivos y cuantificaciones 

erróneas. Por e;;to;:se d~~c:B..tó domo antígeno a la CETP co~pleta, purificada de cualquier 

especie de mamife·r~. /en su ILJgar se utilizó un péptido sintético que puede obtenerse con alta 

pureza y, de acuerdo con su diseño, permite generar anticuerpos contra un epítope específico. 
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El péptido sintético CETP H486-S496 con secuencia ID-5, tiene las siguientes 

características: Su secuencia corresponde del residuo H486 al S496 de CETP de conejo, es decir, 

los últimos once residuos de la proteína, la secuencia tiene estructura a-helice, por lo tanto presenta 

sólo una ventana de reconocimiento al sistema inmune. Por lo tanto, la región reconocida por este 

anticuerpo es menor a la de anticuerpos policlonales reportados por otros autores, entre ellos Roy 

et al en 1996, cuyos anticuerpos se han utilizado ampliamente en investigación y para cuantificación 

de CETP, trabajos que discutiremos mas adelante. La secuencia de CETP H486-S496 se 

encuentra dentro del motivo de unión a ésteres de colesterol e incluye residuos L4BB, F491 y L495, 

tres de los cuatro de especial importancia para mantener la capacidad de unión a lípidos. No tiene 

homología con otros epítopes de CETP ni con otras proteínas de mamífero o gallina; en cambio, la 

región carboxilo terminal de CETP elegida es altamente conservada en varias especies de 

mamíferos: 1 00º/o entre humano, conejo y mono, y 90% con hámster. En cuanto a_ su capacidad 

antigénica, quedó demostrada mediante la obtención del anticuerpo policlonal Anti-CETP H486-

S496. 

Saito et al (1999) reporta ~arios péptidos siiitéticQ,s c:()n 5_ec:u~nc!as sirl1ilares, al m1e~fro: Sin 

embargo, por las• características de sús;secueríCiastalg~Í16s ide ellos1son '.insolÜbles;.··élún ·.·con el 

tratamiento d~ NH~ qi'.,.i, re~ortari' l~s ~;:,ior~~:tE'5/~ipe-6i~¡;n~nt~-in~e1es~nt~ que ~rio<dé los pépÚdos 

insolubles tiene -·unél"~~;;u.;~~jiic~~~iidénti~ i.·ia n~es¡ra·, '1~ -dif~r.;;;ci~\radica. el1'. que- no incluye el 

~=:i~i~~ec:lt:~::!7~~~o-fü~:~o:~~l:~~11~t=·~e~i~~~~~~6ji:!:s-~.;~hiil:~~~~~~1~1fü~1!;:~!n:i 
funcio;,a~ient~ de ~~~~ ;i,étoclo d~ ci..a6Útica~f'ór1:{) \ L_ <~ ' ;_;;• ····--_-_r. ___ ._._'_;;~ ·~ • -. ' .. •_-_·_·.-_._._•• ,;-: _·_.,_._·_·_;_ -_,é-é_ •• -.--.--·., ._;.'_._-_• _ 

' :-~~-:-:)o·-~~>'~---_:,.,·_;: __ - ~- _ ~ · • • '° --·,-, . ,_•.·___ .· ·;.~~_i/_,:.,~.~ ··.-.-=.'(~~~¡ - -;-.e _ -· :.;,;-~.-'._ - · ·· · - '" - - , - . --

:~.7~:::~E;.~~~L::if ~~1f;~:~f'~~~~;:~~f~~2~f~f5~~~&;\~~r~~;::,:: 
que de. las purificaciones :de-.. plasma,-: a: mayor e pureza;se' redüce,·e1ú·iesíiotde:lfalsos:: positivos y 

cuantificacion"'s <er;ÓrÍeas. La !;IE!~~~~ióh{\'i.i;';';i?t~iria~':·rE;'~;;A:it;¡r;:;;r;á,,~V~~·~C:!~Y_hd:.ª.e)=P_.ªe·-~ns_.··de·e. -nbadjeo 
condiciones co.ntrolad.as a. diferencia de los. que s'ucedÉi/ E!r{i\1b'esfras bio1Ógici3s\ q.le 
una gran cantidad efe variabl<as 'donde la ~~yoíía d"'"'stás no pl.Jed~n liercorÍtrblaclé3s: Por último, la 

proteína recombinanie incluye sale> el .;~t~e~? ~ari:l~xilo: poi' l.::, que no Solo Sfa evita la reacción 

cruzada contra otras proteínas, .sino contra otros epítÓpes-de-CETP. 

52 



11.3.2 PROPlEDADES DEL ANTlCUERPO lgY auti-CETP H486-S496 

Se confirmó la especificidad de lgY anti-CETP utilizando diferentes antígenos control, 

negativos y positivos, en lnmunotransferencia tipo Western. Se utilizaron muestras de plasma 

normolipidémico, tanto humano como de conejo, que se muestran en la figura 1A. Como puede 

observarse, lgY anti-CETP reconoce una banda de 66 kDa que corresponde a CETP humana Y una de 

68 kDa que corresponde a CETP de conejo. Puede tomarse como referencia la figura 1 D, en la que se 

muestra plasma humano y 3µg de BSA incubados con lgY anti-BSA, donde se observa una banda de 

67 KDa correspondientes al peso molecular de BSA. 

Otros antlgenos fueron empleados como controles positivos, y ··ne~'~tí~()~;,.:·: ta'nto en 

lnmunotransferencia tipo Western como en ELISA. La figura 1 B muestr~ ~na' 1nrfíunC>transfen;mcia 

tipo Western con las proteínas recombinantes GST/CETPCOH (contrC>(·~:osjtí'-l~;)'Y.~',<3~T/CETPICOH 
(control negativo), en la que se observa una banda de 67 kDa;que 8'orre'~ponde}al' pe'so de 

GST/CETPCOH. En la figura 1 e se muest~an los co~trole~neg~ti~f~··p1;;Í~rl,2¡jEj~;aÍJi~~} ~xtracto 
crudo de. ovocito de Xenopus taevis. Pued~ C>6~e~a0rs~ :¿;[J;,;·11'6't;~~;\~86~C>cimi~rit;:;:i~~~p~cifico en 

ninguno de fos casos. Los péptidos sintéticos CETP H486-S496 y su ·~qUivalent~ enCETPI, tanto 

libres como acoplados a KLH, fueron utilizados como control positivo y negativo, 'respectivamente, 

en ELISA. Además de los controles ya mencionados, se incluyeron plasma de ratón y extractos 

crudos de Escherichia coli y de diferentes tejidos, así como el correspondiente control negativo de 

cada prueba con lgYs preinmunes (Datos no mostrados). 

PM HUM RAB 
216 kD:1-+ 

~ 132kDa-+ 

CET,?~6'8C:.'h~ ... ··.c..-' ... 
-66 kO.._. "-9· .... 

45.7kD:1-+ ........ 

32.SkDa-+ a:• 
A) PLASMA 

CETP CETPI CHI XEN 

B) GST/COH C) CONTROLES 
RECOMBINANTES NEGATIVOS 

HUM BSA 

BSA 
,.__57 kDa 

D) lgY Anti-BSA 

Figura 1. lnmunotransferencia. lgY anti-CETP contra plasma normolipidémico humano (HUM) y de conejo (RAB) (panel A), 

protelnas recombinantes control GST/CETPCOH y GST/CETPICOH (panel B). controles negativos plasma de gallina (CHI) y 

extracto crudo de ovocito X. laevis (XEN) (panel C). Control positivo lgY anti-BSA contra plasma humano (HUM) y BSA (panel O). 
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IJ.3.3 CONDICIONES ÓPTIMAS PARA LA PRUEBA DE ELISA 

Capacidad de detección 

Experimentalmente se establecieron los límites máximo y mínimo de detección de este 

sistema, usando como antígeno estándar al péptido sintético CETP H486-S496. Se probaron 

diferentes rangos de detección, y finalmente se determinó que el nivel máximo de detección 

confiable es de 0.01µg (7.27855 x103 fmoles) y el mínimo de 1x10·9 µg (7.27855x10·3 fmoles); estos 

resultados se muestran en la figura 2. Esta figura representa el resumen de un grupo de 

experimentos, donde los estándares, así como las diferentes combinaciones de controles positivos 

y negativos se aplicaron por duplicado. En ella se muestra la relación entre la concentración del 

péptido sintético (Log10) contra el porcentaje de densidad óptica (DO) observado en cada caso. El 

valor de correlación entre estos datos es de 0.96. 

Niveles de Detección 

120 ---··-------------·-------

100 ·•· 
80 

o e 
"' "O 

60 

~ 

40 

20 

o 
0.001 0.01 0.1 10 100 1000 10000 

frnoles de Péptido Sintético I 1 OOul 

Figura 2. Capacidad de detección de anti-CETP lgY. en el sistema de cuantificación de CETP por técnica de ELISA. Log10 

de la concentración del péptido sintético en fmol / 100µ1 V.S. º/o de DO. r = 0.96. (•) Datos experimentales,(-) Datos 

calculados. 
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Se probó también la capacidad de detección del sistema en diluciones de plasma humano. 

Con muestras provenientes de diferentes individuos, se probaron ·varios rangos de diluciones, 

finalmente se establecieron cuatro diluciones seriales de 1 :2, que va de 1: 1000 a 1 :8000. En la 

_figura 3 se observan los resultados obtenidos en tres experimentos diferentes con dos muestras de 

plasma, utilizando alícuotas de las mismas muestras. La concentración de CETP se reporta en 

fmol/50µ1 de dilución, cada muestra se tituló por triplicado. La gráfica representa la media de cada 

dilución con su respectiva desviación estándar. 

0.05 

0.045 

:§ 0.04 

o .s 0.035 

a.. ...... 0.03 w 
c..> .., 

0.025 -i:> 
e: 

•O 
0.02 ·¡:; 

f! e: 0.015 .., 
u 
e: 
o 0.01 c..> 

0.005 

o 
1:1000 

Diluciones Seriales de Plasma Humano 

0.027±0.001 

1:2000 

0.009±0.001 

j •Plasma 1 ·1 
[O Plasma 2 

1:4000 1:8000 

Figura 3. Concentración de CETP en diluciones seriales 1 :2 de plasma humano, de 1 :1000 a 1 :80000. Se muestran las 

medias de tres experimentos realizados con alícuotas de las mismas muestras de plasma y sus correspondientes OS. 

Plasma 1 r = 0.99, Plasma 2 r = 0.99 

Precisión y reproducibilidad del ensayo 

De manera simultánea·ª las pruebas con plasma se calibró una curva estándar, acorde a la 

concentración de 1. 1 µg/ml de CETP plasmática reportada por Ritsch et al en 1993. La cantidad de 

CETP esperada, en 50 µI de las diluciones mostrada en la figura 3, va de 5.5x10-2 a 6.87x10·3 µg 

(1.04 a 0.13 fmoles) porpozo. En la curva se empleó el péptido sintético CETP H486-S496 en 

diluciones seriales 1 :2, de 2.5 a 0.019 fmoles (el último punto corresponde a O fmoles) por p~;:o. _En 
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todas las pruebas se incluyó una combinación de controles positivos y negativos, todos por 

duplicado. En la figura 4 se muestra un ejemplo de la curva estándar, en cada punto se graficó la 

media de 5 experimentos, realizados en diferentes fechas, incluidas sus respectivas desviaciones 

estándar. 

o e ... 
"CI 
';#!. 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
-0.1 0.4 

Repetitividad 
------------~-----------------~ 

--6--Curva Promedio 

0.9 1.4 1.9 2.4 
frnoles de Péptido Sintético/ 1 OOul 

Figura 4. Curva estándar. calibrada a partir de la concentración de CETP esperada en las diluciones de plasma humano. con 

base en la prueba de capacidad de detección mostrada en la figura 3. Concentración de CETP en fmol/100µ1 V.S. o/o de 

Densidad Óptica. 

Como puede observarse, los datos muestran un comportamiento logarítmico, el que puede 

ser descrito por la ecuación: y=a-b lu(x+c) 

Donde las constantes a = 90,50, b = -9,50 y c = 0,00037 son aplicables a todos los ensayos, 

siempre y cuando se efectúen bajo los términos de concentración aquí referidos (2.5 a O.O 

fmol/100µ1, usando el péptido sintético V.S. % de DO). Conforme a esta ecuación, se calculó la 

concentración de CETP en las muestras de plasma graficadas en la figura 3. La concentración del 

Plasma 1 es de 2.06 (±0.61) µg/ml y la del Plasma 2 es de 1.264 (±0.53) µg/ml. Esto corresponde 

con los valores de CETP reportados en plasma humano que varían alrededor de 1.8 y 2 µg/ml 

(3.38976x1 0 4 
- 3. 7664x104 fmol/ml) (Kiyohara et al, 1998). 

56 



Determinación de CETP en muestras de plasma humano 

Se hicieron ensayos utilizando las condiciones para la ELISA definidas en las secciones 

anteriores y referidas en Materiales y Métodos de este capitulo. Con ellas se hizo la determinación 

de 22 muestras de plasma humano. En la gráfica 5 se muestra el resultado de estas 

determinaciones, en ella se expresa la concentración de CETP en fmoles por pozo, es decir en 50 

µI de dilución 1 :2,000. A partir de este valor se calculó la concentración de CETP plasmática para 

cada muestra. 

¡· _,, ________ _ 

Determinación en Muestras de Plasma Humano 

120 

100 
, o- - - - -
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40 ----Curva estandar calculada 

D. Muestras de plasma 

20 

o 
o 0,5 1 1,5 2 2,5 

fmoles de CETP H486-S496/100ul 

Figura 5. Curva estándar experimental y calculada de una prueba de ELISA, usada para ta determinación de 22 muestras 

de plasma humano. Se usó el péptldo sintético CETP H486-S496 como antlgeno estándar. 

De acuerdo con estos resultados, los niveles de la CETP en este grupo de sujetos es de 2.2 

±1.6 µg de.CETP/ml de plasma. La DS indica una amplia variación de datos en esta muestra. Este 

comportamiento difiere del reportado en otras poblaciones, lo que se discutirá en el capitulo 

siguiente. 

,-· 
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Lo reportado hasta este momento es una breve descripción de la validación y forma de uso 

del "Sistema de cuantificación de CETP", diseñado para manejar hasta 39 muestras en cada caja, 

por duplicado, en un protocolo que incluye la curva estándar y al menos un control negativo, todos 

por duplicado. Experimentalmente hemos descartado falsos positivos mediante ·el uso -de' una · 

combinación de controles negativos y positivos, pero se debe incluir un control negativo .. con el fin de 

considerar el error experimental propio del usuario del sistema. 

El Capitulo 11 de la presente tesis se basa en la información original que se presento en una· 

Aplicación Internacional de Patente (PCT), con número de publicación WO 021:3293s'r.A-1;~mT~hi'a ~ue 
en este momento se encuentra en tramite en las oficinas "Internacional'', "Méxica'na';·:··.·.·c~;,~diense", 
de "Estados Unidos" y de la "Comunidad Europea" para registro de patent'3i> '~¡;.j6.,;el'Tratado 

:.::_;. .. -:~/¡ ·: ::::; _::..;, :.. :':,.: 
Internacional de Cooperación de Patentes. En ella se estipula que: -·-.-.·< _ 

·"La presente invención consiste en un sistema para detectary cu~~ti~i~~rl:~~~TP. Este 

sistema req.Úiere _el uso de la proteína recombinante GST/CETPCOH,-~1 péptido siri't¿tico CETP 

H486-S4S6 y el anticuerpo policlonal Anti-CETP H486-S496. El 'uso de est~- sist'3~á' permite 

identificar '13\/alu_;:;r:. y -dar seguimiento' a pacientes con dislipÍdemias,' cuyos-. efectos estén 

relacionados, con alteraciones del_ nivel de CETP circulante en plaslÍla; con la finalidad de evaluar su 

riesgo de desarrollar áteroi;clercisis: Se pueden _emplear múestras de diferentes orígenes, tanto 

biológico cómo 5¡;,tétic,;, p'r'eférentemehtE:. plasrpa',o sú~ro, 'extractos celulares o de tejidos,,' medios 

de cultivó y aniígerfos purificados o semÍpÚrifica'dos".' 
"'"·:; >~'.:";~:~ ~/- ,., :-~~;:,,::.:....:_::~"- - •"',:.º: •• 

? .... --.· 

El sistema des~~t0- ari_teric>_í0,e6tees labas~ para eÍ diseño de un kit. de diag11óstii::o, útil para 

determinar los niveles de CETP É!n'úr'.l gr~'rl ri'Lirn~ro\ié IÍluestras de IÍlanera ráplda ~ s~ÍÍcilla, lo que 
,. - ; " ·, '· -· • • .. - •:. •• - - - • '> ··~ .- • • • • .., - , • - ,- • • ,. "' - - • • - ;_ - '- -

no existe hasta el momento; Este'-kit;,se_:diseñé:i,para su:uso en _clínica utHizando muestras de 
:.· • ';•' • •' --:~:. ·.,. ··.,.-;:··, ,-'.":.:. ,: '. •• '':. ", ·, : .··,. ·- . : ~- '.·.. ,•"' '.: 1-c ::'., ·.< •. -:. ,_;~ :.· :·' .. -.. ,... , . ' ' 

plasma o _suero;._sin embargo'púede ac:laP,ta~se,,con.fa~Hidad~a mu.estras,de''Cli~ére;ntes orígenes, 

;:;~:::~:::;~E~::~f 7!J~~\~~1if ¿~g~~l~~A\t~If ~t·~z~f Fif.;:.;,~: 
residuos del carboxilo terminal. Por lo tanto, este sisterna puede ser útil tanto 'en investigación cómo 

en el laboratorio clínico humano o ~eterinario. La utilidad de este "Sistema de cuantificación para 

CETP" en el diagnóstico de riesgo de aterogénesis tiene su evaluación inicial en un estudio piloto 

que se presenta en el siguiente capitulo de esta tesis. 
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CONVENIO DE COLABORACION PARA DESARROLLO DE TECNOLOGIA QUE 
CELEBRAN POR UNA PARTE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE 
MEXICO EN LO SUCESIVO "LA UNAM'", REPRESENTADA EN ESTE ACTO POR 
SU COORDINADOR DE LA INVESTIGACION CIENTIFICA. DR. RENE DRUCKER 
COLIN, CON LA ASISTENCIA DEL DIRECTOR DEL INSTITUTO DE FISIOLOGIA 
CELULAR, DR. GEORGES DREYFUS CORTES Y POR LA OTRA PARTE, 
LABORATORIOS SILANES, S.A. DE C.V., EN LO SUCESIVO •s1LANES" 
REPRESENTADA EN ESTE ACTO POR SU VICEPRESIDENTE DE 
INVESTIGACION Y DESARROLLO, LIC. JUAN LOPEZ DE SILANES, AL TENOR DE 
LAS SIGUIENTES DECLARACIONES Y CLAUSULAS: 

DECLARACIONES 

l. DECLARA ''LA UNAM .. : 

1. Ser un2 corporación pública, organismo descentralizado del Estado, dotaco 
do plena cap2cidad jurídica y que tiene por fines impartir educación superior 
para formar prgfesicnistas. investigadores, profesores universitarigs y técnicos 
útiles a la sociedad. organizar y realizar investigaciones. principalmente acerca 
de la:; condiciones y problemas nacionales, y extender con la mayor amplitud 
posible :os beneficios de la cultura, según lo dispuesto por el articulo 1" de su 
Ley Or~ánica en vigor, publicada en el Diario Oficial da la Federación del 6 de 
enerc ~"° 1945. 

2. Que su representación legal corresponde al Rector. Dr. Juan Ramón de la 
Fuer.te Ramirez. de conformidZ!d con los artículos 9• da su Ley Orgánica y 30 
del Estatuto General de la Universidad Nacional Autónoma d" México en 
vigor. teniendo facultades para delegar su representación según lo dispuesto 
por ei articulo 34. fracción 1 de dicho Es:atuto. 

3. Que el Dr. René Druclcer Colín, en su carácter de Coordinador de la 
Investigación Científica. se encuentra plenamente facultado para suscribir el 
presente convenio. de conformidad con el Acuerdo que delega y distri!::.:;-o 
competencias para efectos de la suscripción de convenio:;, contf""'J•n-;; y detr1.:.s 
instrumen!os consensuales en que la Universidad sea parte. ex;><:c!i::lo pc.r el 
Rector y publicado en la Gaceta UNAM del 5 de junio de 2000. 

4. Que dentro de su estructura académico-administrativa se encuan~r.¡;, al Instituto 
de Fisiología Celular. el cual cuenta con &a infraestructura y los recursos 
suficientes para dar cumplimiento al objeto de este convenio • 
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s. Que para la ejecución del objeto materia del presente convenio. setiala como 
su domicilio el del Instituto de Fislologia Celular. ubicado en el Circuito Exterior 
Sin de Ciudad Universitaria, Delegación Coyoacán. C.P. 04510. México. 
Distrito Federal. 

6. Que para los efectos legales de esta instrumento setiala como su domicilio el 
ubicado en el 9• piso de la Torre de Rectoria. Ciudad Universitaria. Delegación 
Coyoac::án. C.P. 04510. México. Dlstñto Federal. 

11. DECLARA •SILANES•: 

1. Que es una sociedad anónima de capilal variable. constituida legalmente de 
acuerdo c::on las leyes mexlc:anas. según consta en la Escritura Pública 
número 32,899 de fec::ha 22 de febrero de 1982, otorgada ante la fe del 
Notarlo Público número 88 del Distrito Federal. Lle. Jorge Tinoc::o Ariza. e 
inscrita en el Registro Público de la Propiedad y del Comercio con el folio 
mercantil 059, de fec::ha 28 de septiembre de 1983. 

2. Que el Sr. Lle::. Juan López de Silanes en su carácter de Vicepresidente de 
Investigación y Desarrollo. está facultado para la firma del presente convenio, 
como 10 acredita con la Escritura Pública número 34.760 de fecha 12 de 
septiembre de 1983. otorgada ante la fe del Notario Público número 88 del 
Oistñto Federal. Lic. Jorge Tinoco Ariza. e Inscrita en el Registro Público de la 
Propiedad y del Comercio del Distrito Federal con el folio mercantil número 
5.970 de fecha 18 de octubre de 1983, sin que hasta el momento se le hayan 
revocado o limitado dichas facultades. 

3. Que dentro de las actividades de su objeto social se encuentran: 

a) La fabricación, producción, maquila, representación, comisión, importación •. 
exportación. distribución, adquisición, enajenación y comercio en general de 
toda clase de productos químicos, farmacéuticos y productos de tocador en 
general. así como todo objeto susceptible de comercio. 

b) La adquisición. enajenación. importación y comercio en general de ioda cl:?se 
de materias primas o productos químicos o farmacéuticos elahorddo,., 'isi 
como toda clase de maquinaria, equipo e implementos necesar.o:: pa;o la 
explotación en la industria química farmacéutica y de sus deñvadu,¡. 

c) La adquisición de los bienes, muebles e inmuebles que sean necesarios para 
su mejor desarrollo y también para celebrar todos los actos y con .. ·cnios civiles 
o mercantilas que tengan relación con su objeto social. 

4. Qua ha decidido colaborar con el Instituto de Fisiología Celular de "LA UNAMh 
para el cumplimiento del objeto del presente convenio. 
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5 Que para todos los efectos derivados de este Instrumento sei'iala como su 
domicilio legal el ubicado en Amores número. 1304. Colonia Del Valle. 
Delegación Benito Juárez. C.P. 03'100. México. D.F. 

llL DECLARAN AMBAS PARTES: 

UNICO. Que están interesadas en compartir sus recursos y capacidades a fin de 
colaborar para desarrollar un sistema que permita cuantmcar la proteína transferidora 
de ésteres de colesterol en muestras biológicas. 

Expuesto lo anterior. están conformes en sujetar sus compromisos a los términos y 
condiciones insertos en las siguientes: 

CLAUSULAS 

PRIMERA. OBJETO 

El objeto del presente convenio es la colaboración entre las partes con el fln de 
continuar el desarrollo tecnológico y la protecci6n industrial de un sistema para 
cuantificar la proteína transferidora de ésteres de colesterol en muesttas biológicas 
denominado de aquí en adelante como •EL SISTEMA·. 

SEGUNDA.ALCANCES 

Los alcances del presente convenio comprender.in: 

a) Continuar con el desarrollo y perfeccionamiento de "EL SISTEMA" y evaluar 
su desempeño en sueros humanos de acuerdo a lo referido en el Anexo 1 que 
rorma parte Integral del presente convenio. 

b) Continuar con el tramite de propiedad Industrial de •EL SISTEMA" mediante el 
ingreso de una solicitud PCT. 

c) Comercializar y/o difundir los resultados obtenidos. 

TERCERA. COMPROMISOS DE '"LA UNAM" 

Para el cumplimiento del objeto del presente convenio "LA UNAM". "' través del 
Instituto de Fisiología Celular. se compromete a: 

a) Perfeccionar "EL SISTEMA" con el apoyo técnico de ·s1LANES" )º ;::robario .,., 
suero de pacientes para determinar su sensibilidad y especif"icidad. 
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b) Elaborar un reporte por escrito de los resultados obtenidos con las 
evaluaciones de "EL SISTEMA• y entregar una copla a •s1LANEs·. 

e) Iniciar el trámite PCT da la solicitud de patenta mexicana da "EL SISTEMA• 
para cuantificar la proteína transfertdora da ésteres da colesterol en muestras 
biológicas y sintéticas antas del 13 de diciembre de 2000, solicitando la 
asesoría de un despachO especializado en estos tramites y decidiendo la 
estrategia conjuntamente con •slLANEs•. 

d) Hacer difusión en diversos medios académicos de tos resultados obtenidos 
con las evaluaciones realizadas de •eL SISTEMA•. 

CUARTA. COMPROMISOS DE •s1LANES" 

Para el cumplimiento del Objeto del presente convenio "SILANES" se comprometa a: 

a) Pagar la totalidad da los gastos Incurridos por el tramita de la solicitud PCT de 
"EL SISTEMA•. incluyendo el pago de los derechos correspondientes y el 
pago de los honorartos del despache> especializado qua apoya en al trámite de 
patentamiento. 

b) Colaborar con el grupo de Investigación de •LA UNAM• para onentar la 
optimización de •EL SISTEMA• hacia una prueba con posibilidad de 
comercialización. 

c) SI se considera oportuno. apoyará al grupo académicO para que presenten los 
resultados de interés mutuo en eventos o congresos de corte académico. 

QUINTA. RESPONSABLES 

Las partes designan corno responsables para la realización del objeto del presente 
convenio a: 

Por "l.A UNAM•. al Dr. .Jalma Mas Oliva. Jefe del Laboratorio 324 de 
Biomembranas del Instituto de Fisk>logia Celular. 

Por ·s1LANES·. al Dr. Jorge Paniagua Solis. Director de lnvH::>ii\}ación en 
Inmunología. 

Los responsables por cada una da las partes, serán los contactos institucio:"lale::> p.:>r 
medio de los cuales serán presentadas todas las comunicaciones oficiaitt;:; <terivadas 
de la operación del presente convenio. Además. serán los responsables de las 
actividades encomendadas a su institución. 

;: '·. 
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La propiedad de •eL SISTEMA• para cuantif"icar la proteína transfeñdora de ésteres 
de colesterol en muestras biológicas objeto del presente convenio pertenece a •LA 
UNAM" y será tramitada por ella otorgando a los inventores los créditos 
correspondientes. "SllANES" podrá licenciar o comprar la tecnología para lo cual se 
estará a lo dispuesto en la Cláusula Séptima del presente instrumento. 

SEPTIMA. OPCION DE VENTA O LICENCIAMIENTO 

Si como consecuencia del desarrollo de las actividades objeto del presente convenio 
surge tecnología de interés para "SllANES. "LA UNAM" hará una oferta a "SllANES" 
mediante la cual ésta podrá optar por comprar o licenciar dicha tecnología, de 
acuerdo con lo siguiente: 

7. 1 Venta de Tecnología. Si "SllANES" opta por comprar la tecnología. pagará a 
"LA UNAM" una cantidad que será fijada de común acuerdo entre ambas 
partes. en un convenio por separado. en el cual se tomará en consideración y 
se deducirá el monto que "SILANES• haya aportado para el desarrollo de las 
actividades consagradas en el convenio específico del cual se generó o dio 
como resultado dicha tecnología. "LA UNAM" transferirá a "SILANES" la 
tecnología, incluyendo un "libro negro" y prestará asesoria y capacitación al 
personal técnico que designe "SILANES" para la asimilación de la tecnología. 
Este caso implica una transferencia de lo derechos de propiedad industrial 
sobre la tecnología por parte de "LA UNAM" a "SILANES•. 

7.2 Licenciamiento. Si "SllANES" opta por obtener una licencia, pagará a "LA 
UNAM" por la obtención de la licencia un monto que será fijado de común 
acuerdo por ambas partes. en un convenio por separado, en el cual se tomará 
en consideración y se deducirá el equivalente a sus aportaciones para el 
desarrollo del proyecto. Adicionalmente, pagará a a "LA UNAM" una regalía 
sobre las ventas netas que realice "SILANES". sus filiales o sublicenciatarios 
de los productos producidos mediante o que contengan dicha tecnología, "LA 
UNAM" a cambio, transfeñrá a la empresa la tecnología incluyendo un "libro. 
negro• y prestará capacitación y asesoria al personal técnico que designe 
"SilANES" para la asimilación de la tecnología. 

El monto de las regalías será fijado por ambas partes &tendienrlo 
principalmente a factores como la exclusividad de la licencia, la posibilidaC: de 
poder sublicenciar o no la tecnología, el carácter nacional o intern"lr.•unal de l"I 
licencia, etc. 

Dentro de un plazo de treinta (30) días hábiles a partir de que "LA UNAM" 
haga la oferta, "SILANES" deberá notificar por escrito su decisión c1e ejercer o 
no la opción que aquí se le otorga. El silencio se entenderá en sentido 
negativo. 

-1-
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Si la decisión por parte de "SILANES- es negativa. '"LA UNAM• quedará en 
libanad da ofrecer la tecnologla a cualquier tercero. 

Si "SILANES" decidió ejercer la opci6n de venta o de licenciamiento da la 
tecnolOgia. Dentro de los siguientes sesenta (80) días hábiles. las panas 
negociarán da buena fe los t6rmlnos p- dicha venta o licenciamiento de 
tecnología y plasmarán sus acuerdos en un convenio por separado. El plazo 
máximo para lograr tener firmado dicho convenio será de ciento ochenta (180) 
días naturales contados a partir de la decisi6n de "SILANEs·. transcurrido esta 
tiempo. la primera opción da venta o licenciamiento que aquí se otorga 
perderá validez. 

OCTAVA. VIGENCIA 

El presenta convenio se mantendrá vigente a partir de la fecha de su firma y hasta 
concluir el perfeccionamiento de "EL SISTEMA". al término del cual se propondrá a 
"SILANES" si opta por una licencia de la tecnología resultante o se procede con la 
venta de la misma a "SlLANES". 

NOVENA. PUBLICACIONES 

El personal académico de "LA UNAM• directamente involucrado en el objeto del 
presente convenio podrá publicar los aspectos de interés académico que se deriven 
del mismo. Si estos aspectos fueran da Interés comercial. solo podnin ser publicados 
con el consentimiento por escrito de •s1LANES•: 

DECIMA. RESCISION 

Las partes convienen qua será mo.tivo de rescisión: 

a) Que alguna declaración de este convenio sea falsa. 

b) El incumplimiento de algunos de los compromisos consignados en el presente 
instrumento. siempre que no se trata de los supuestos previstos en la Cláusuta 
Décima Segunda. 

c) Que "SILANES" sea declarada en estado de quiebra. suspensión de p&!.J.:>S. 
concurso de acreedores o cualquier otro tipo de insolvencia. 

DECIMA PRIMERA. PROCEDIMIENTO DE RESCISION 

Si una de las partes considera que su contraparte ha incurrido en E"lgul'1a de las 
causas de rescisión que se consignan en este convenio. lo comunica:a por eo~.:1il"> 
con el fin de que la misma, en un plazo de treinta días habiles. exponga 0c• que .. ,;u 
derecho convenga respecto al incumplimiento de sus compromisos. S: de~pu3s de 
a.nalizar las razones aducidas. la parte demandante estima que las mismas no son 
satisractorias, optará por exigir el cumplimiento del convenio. o bien la rescisión del 
mismo. 
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Queda expresamente pactado que ni "LA UNAM'" ni sus investigadores tendrán 
responsabilidad civil por dailos y perjuicios que pudieran causar a •stt.ANES• como 
consecuencia del caso fortuito o fuesza mayor. particularmente por paro de labores 
académicas o administrativas. en virtud de lo cual "LA UNAM" se encuentre impedida 
para cumplir oportunamente con los compromisos derivados del objeto y alcances de 
esta convenio, comprometiéndose a reiniciar sus actividades una vez que tas causas 
de fuerza mayor hayan desaparecido. 

Si así lo consideran las partes. podrán continuar trabajando en las Instalaciones de 
"SILANes• hasta que desaparezcan las condicionas de fuerza mayor que impidieran 
trabajar en las instalaciones de •LA UNAM": 

DECIMA TERCERA. RELACIONES LABORALES 

Las panes acuerdan qua el personal aportado por cada una da ellas para la 
ejecución del presenta convenio. se entenderá relacionado exclusivamente con 
aquella que lo empleó. por ende, cada una de ellas asumirá su responsabilidad por 
este concepto y en ningún caso serán consideradas como patrones solidarios o 
sustitutos. 

DECIMA CUARTA. IMPUESTOS. 

El presente convenio no causa impuesto alguno por lo que respecta a "LA UNAM". 
toda vez qua el articulo 17 da su Ley Orgánica ordena que los ingresos da la 
Universidad y los bienes de su propiedad no están sujetos a Impuestos o derechos 
federales. locales o municipales. Tampoco estarán gravados los actos o contratos en 
que ella intervenga si tos impuestos. conforme a la ley respectiva. debiesen estar a 
cargo de la Universidad. 

La interpretación cabal del artículo mencionado as que "LA UNAM" goza da un 
régimen fiscal especial de no sujeción Impositiva. como ha sido reconocido por el. 
Poder Judicial de la Federación en la Jurisprudencia 1.s•.A.8. del Quinto Tribunal 
Colegiado en Materia Administrativa del Primer Circuito, publicada en ta Gaceta del 
Semanario Judicial da la Federación número 19-20, julio-septiembre de 1989, en la 
página 123, bajo el rubro "UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE :\.lCXICO. NO 
ES SUJETO TRIBUTARIO", con base en las ejecutorias de los amparos en re·.;i::;!ón 
35/88. 5/89. 25/89. 45/89 y 85/89. 

DECIMA QUINTA. INTERPRETACION Y CONTROVERSIAS 

Las panes convienen que el presenta instrumento es producto de la t.u->na fe, en 
razón de lo cual. los conflictos que pudieran presentarse respecto de '§'..I ?peraG~n. 
formalización o cumplimiento. sarán resueltos de común acuerdo. 
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En caso de subsistir la controversia, las partes se su)etar6n a • Jurlsdic:ci6n de las 
leyes y Trtbunales Fedemles de • Ciudad de ~xico. Distrito Federal, renunciando ai 
fuero que por su actual o futuro domlclllo, o que por cualquier otra circunstancia, 
pudiera correspondertes. 

Leido que fue el prwsent• Instrumento y enteradas laS partes de su contenido y 
alcances, lo firman por trtpllcado en la Ciudad de Mé>Ck:o. Distrito Federal, a los 

SlETg días del mes de D'ICUMBRE de DOSMlL 

POR "LA UNAM" 

DR. RENE DRUCKER COLIN 
COORDINADOR DE LA 
INVESTIGACION Cl~A 

10 . 
DR. GEORGES ~·REYFUS CORTES 
DIR CTOR DEL NSTITUTO DE 

;;;~;~~ 
~AIME MAS OLIVA 

RESPONSABLE DEL PROYECTO 
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Capítulo III 

Evaluación De Los Niveles De CETP Plasniática 

En Población Mexicaua 

Resumen 

Como parte del desarrollo del sistema de cuantificación de CETP, expuesto en el Capitulo 11 .de esta 

tesis, realizamos el presente estudio, en el se establecieron por primera vez valores normales de 
- : ..... -·,· 

CETP en una muestra piloto de población mexicana y su relación con lipidos plasmáticos. En esta 

sección se expone la evaluación de dicha muestra, que permitió hacer lJ!°1ª, apr~,¡iÍT)aciÓn .9€? s.us 

niveles de CETP, de :alg'unos de los factores considerados ''.cómo etiológicÓs\':y de:riesgo 'de 

aterogénesis, así como ele 1i3 irlt~racción entre todos ellos .. Este ti~;;\1€! tri3baJ;; ri6~ pe;n:iite anali2:~r el 

:~:.::::p:;:.::~~7;~;.:q ::~:;t4H:1~f'f t¿~~~Z1ti~~1~~~!~~f!~f Jf s: 
seguimiento de pacientes, con dislipidemias. ~soci~da;>(a~h€lr~~ion€l~.g~·.1C>;>l1ive,l~s:.1ípiclo~'sédcos 
y/o de CETP en plasma. Al mismo tiempo, ap'oya' 6.'reit'út~!€lrval~r dEl;algÚn~~'del j;:,'~ parámetr~s 
tradicionalmente utilizados en la evaluación de rie~g~ de ~t€lro~énesi;.~a;6rtahdo'.iriiC>~~¡,¡¿ióri sobre 

la interacción entre ellos y CETP, asimismo presenta una p¡opuesta lnicial del valor de CETP como 

parámetro de diagnóstico. 



:r:r:r. J. :rn~roducción 

DINÁI\HCA DE LTPOPRO'I'EÍNAS 

El metabolismo lipoprotéico se divide en una via exógena que involucra los lípidos contenidos 

en la dieta y una vía endógena que incluye el transporte, almacenamiento y utiliz?ció_n de los lípidos 

sintetizados por el organismo. Además de estas dos vías, puede considerarse por. separado el 

metabolismo de las HDL, responsable del fenómeno de transporte reverso de C?lest~r~Í (fÍg';Jra 1). 

Las lipoproteínas (LPs) son complejos solubles de lípidos ;. pr~te;ínas' .e~p;,,ciali:Z:adas 
denominadas apoproteínas (Apo). SlJ función es la_ de transportar lípidos de~d~ 1c:>s te;jÍdós en que 

son sintetizados· a aqU'e'1í'é,s'é~ ~lJe se utilizan y almacenan_;; El 60°nt.;,nfdc:> de Í;ipoproteí~as pe'rmite I~ 
• • • ,,_ ~ ,. ' - - • • ••• -· '• •• -' , • •-' ' ' •• - - •• ' .-. ' • > 

estabilidad y solubilidacfcie'ia's' partículas, algunas funciionan 'C:omo ligandos para los receptores en la 

superficie celular, cofactores para lipasas e inhibidores competitivos de endocitosis y metabolismo 

(Tabla 1). Los cambios en composición y la proporción entre los componentes de las LPs determinan 

la distribución de lípidos entre los diferentes tejidos (Fielding et al, 1996). 

Tabla 1. Clasificación de lipoprote(nas de acuerdo a su densidad y composición (Fielding et al. 1996). 

CClMPOSICION ("!oW/~ 

UPOPRO rEÍNA Ct..ASESDE DENSIDAD 
.APOPROTEÍNAS (grfL) PROTEÍ'\IA FCISFOÚPKXJS COl..ESTEROl. COLESTEROL "TRIACll GI ICER 

UBRE ESTERIFICAD'.) OLES 

NO 
Pre(H;OI... A-1 >1.21 70 25 5 NO DETECTABLE DETECTAS.E 
1-U:lL-3 1.12-121 55 25 3 16 1 
HDL-2 1.C63-1.12 43 30 5 20 2 
HDL-1 A-1, A-11, Cs, E <1.C63 32 36 6 23 2 

B-48, A-1, A-11, 
- 0.96 2 105 <I <I 93 Ql.9orricrones es, E 

Rananentes de 
<1.100 8 10 4 4 74 01.Ericrones 

VLDL B-100, Cs, E <1.CX:S 10 15 6 14 53 
lDL B-100, Cs, E 1.CXB-1.019 18 22 7 23 31 
LDL B-100 1.019-1.063 21 21 9 42 4 

Funcionalmente existen dos clases de LPs: La primera consiste en partículas que transportan 

lipidos (principalmente triacilgliceroles) del hígado e intestino delgado hacia los tejidos extrahepáticos 

(figura 1 ). Estas partículas contienen apoproteínas B (Apo B). En esta clasificación incluye a los 

Quilomicrones (QM) que se componen de triacilgliceroles generados a partir de los ácidos grasos de 

cadena larga, obtenidos de los triacilgliceroles de la dieta y reesterificados en la mucosa íntestinal. 

Este tipo de lipoproteína es el único ínvolucrado en la vía exógena. Los OM son secretados en la 

linfa, de donde son vertidos al plasma, al circular por el plasma se generan remanentes de 
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quilomicrones (RQM) por lipólisis, que posteriormente son retirados y degradados por el hígado. Los 

QM contienen la Apo B 48 (Fielding et al, 1996) (figura 1 ). 

El hígado genera las partículas involucradas en la vía endógena (figura 1), como las LPs de 

muy baja densidad (VLDL), ricas en triacilgliceroles. Estas partículas contienen otra forma de Apo B 

(Apo B 100) y varias formas de Apo e (Cs). Después de depositar mucho de sus triacilgliceroles en 

los tejidos periféricos, algunas VLDLs son devueltas al hígado, endocitadas y finalmente 

catabolizadas. Los remanentes de VLDLs continúan en la circulación, son llamados lipoprotefnas de 

densidad intermedia (IDLs) y contienen además Apo E. Cuando las IDLs pierden la mayor parte de 

sus triacilgliceroles así como la Apo E, se transforman en lipoprotelnas de baja densidad (LDLs). 

Estas partículas contienen sólo Apo B 100. La transformación en este grupo de partículas se debe al 

decremento continuo de tamaño e incremento de densidad (Fielding et al, 1996) (figura 1 ). 

VIA EXÓGENA 

INTESTINO 
DELGADO 

SALES 
BILIARES 

LIPOLISIS LPL 

CAPILARES 

HÍGADO 

VIA ENDÓGENA 

TRANSPORTE REVERSO - t:::"\ 
-=~~ 

TEJIDOS 
PERIFÉRICOS tir 
~ '- ......... .. 

<=-J te:::\ ~-. ~1!".f:.: 

~ ~~-T 
~ D¡ ~ r.:;'\d_ ¡ 
,'-b. ~ ------ -¡ 
~ LIPOLISIS LPL l 

CAPILARES COLESTEROL 

Figura 1. Dinámica de lipoproteinas. En el metabolismo lipoproteico, la via exógena involucra los lípidos de la dieta y la via 

endógena incluye el transporte. almacenamiento y utilización de los lipidos sintetizados por el organismo. Ademas de estas 

dos vias. el metabolismo de las HDL es responsable del fenómeno de transporte reverso de colesterol. 
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La segunda clase de partículas transporta principalmente colesterol de los tejidos periféricos 

hacia el hígado. Esta clase se compone de las LPs de alta densidad (HDL) que contienen Apo Al. 

La Apo Al es secretada del hígado e intestino delgado y se trasforma en Apo Al po.bre en lípidos 

(prep-_HDL) por contacto con lipoproteínas ricas en triacilgliceroles. Esta prej3-HDL:_tiene ·alta 

densidad y pocos lípidos, y son receptoras efectivas del colesterol libre de la supeñicia.··celular de 'ios 

tejidos periféricos. Su densidad decrece al acumular lipidos, convirtiéndose en prep2HDL discoidal. 

La maduración de estas partículas está determinada por la Lecitin:colesterol Acil Transfersa (LCAT), 

responsable de la esterificación del colesterol libe. Una vez esterificado el.colesterol-·pasa· de la 

superficie al interior de la HDL, transformándose en HDL-3. La transferencia de.'más coles-teroÍUbre y 

fosfolípidos de las LPs Apo B a las HDL-3 y la actividad de LCAT, transforman.·a estas partículas en 

HDL-2, las que finalmente transportan el colesterol de vuelta al hígado.' Esté fenómeno .de trans.porte 

de colesterol de tejidos periféricos al hígado es denominado "Transp~rte' Reverso'; .. Sin .. e;:;:{bargo, 

parte del colesterol asociado a HDL puede ser transferido de_ nuevo ';;i:t.:Ps ql.ie co~tienem ;.Apo .B 

(Fielding et al, 1996). ·' \_.)~·-
:-.~":·_:· _;/:.:·• 

:..·-

Las lipasas y las pmteÍnastransferidora~ de lipidos. son las responsables de. la' ti-a~sformación 
secuencial .de las Lf";,(figura ~). oe;,~';,tre:1ai_íip~sa~ 'é:iestaca la lipoprC>t~í~aiÍi~~·~:aZéL.f='L), que es 

:~::~!~ ~~J,tt:~~ª~i~;~~ic~~i~~~'f ¡:tf i;,::~=~~:::.;::::" J J~~~f~i~~T~,~;~: 
proteína transferÍd()ra de ft:)sfc:)Hpidos'(PLTF') son responsables de vincular el metaboli°'.mo e~tre LPs 

~~~e~e: :~°:c::~~~jJG1~1tn~t~~;:-~~~~~E.:t~-J:s::~::i::d:emt:~t: e~1in~~~1ªt~~'{~~tr~i~;1z~:;;~tr:: 
fosfolípidos entre las Li;:'!;;:;,En c:a.rfibio;:PLTP}acilita en intercambio solo de fosfolÍpidos entre LPs y no 

tiene actividad de trélnsfE!rencia de lipidos nel.Ítros (Tall. 1995) . 
. L·;·.:f. ~-.-.> - < .:.<;.;_:!. ::~::,t~~~:-~/; ,~_;é:,: ., ..• -~~·/.:~·-·" "~f 

ATEROSC¡Ek_b~is~A;: , >;~:- -· ';/ < .; 

La ate~b~cl~~~ii~ •. ~~· G~.;'·~nf~rl11'eclaÍ::l crónica, caracterizada por. la l~si~~ ·sistémica de las 

arterias. que se clefine··~~()el ,engro~amJerito focal de la, irltilll~ va~~-Ülar~'.~oÍlstitLÍ,id~' por acúmulos 

:e ::;i:· ~::~: :~~~!:·:~f l~Er~z;~c:iil~i~it~I~::;:t¡~: ~~):itrf ~~~~~~:~~r~~c~~=~~n:~r~f~~=~ 
Desde el punto ele vi~ta etf~pat~IÓgico (figur~ 2), p'~ra' I~ tb~,-ri~c;lÓn del atEl~oma debe ocurrir la 

acumulación en la intima y, en ocasiones en la ·~edia \,~5;:;-;}¡~}; ci¡;''1fpié:1os intra y extra celulares. 

formando estrías grasas que no se levantan por encirna'cie 1~· Í~tima .jascular. La mayor parte del 

colesterol es depositado por LDLs que atraviesan el endotelio y se unen a receptores en la .superficie 
\-~---:.· t~~· 

\ v. t\l,"CJ;~. ~ . 
1., __ ·: ::.-----------· • 
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de las células del músculo liso, en donde son degradadas. Algunas de las LDLs no c;tegradadas son 

modificadas extracelularmente, por lo que no pueden ser reconocidas por dichos receptores. Los 

macrófagos remueven estas partículas modificadas a través del receptor "pepenador" o "sacavenger" 

transformándose en las llamadas células espumosas. Otras LDLs modificadas forman un depósito 

extracelular de colesterol en la lámina elástica de la intima. Parte de este depósito es fagocitado por 

los macrófagos o las células espumosas, algunos de ellos terminan agregándose al depósito 

enriqueciéndolo, mientras otros macrófagos o células espumosas tratan de fagocitarlo repitiendo el 

ciclo indefinidamente. Las partículas HDL en el plasma atraviesan el endotelio y remueven el 

colesterol de células involucradas en el ateroma. De acuerdo con lo anterior, la acumulación de 

colesterol en el ateroma se debe a un desbalance entre el influjo (vía LDL) y el eflujo (vía HDL) de 

lipidos a través del endotelio. Al ateroma le sigue la proliferación focal de células de músculo liso, al 

cual se agregan mas depósitos de lipidos y de tejido conjuntivo o fibromuscular, provocando la 

elevación de la matriz extracelular, constituida principalmente por colágena y elastina. El resultado de 

este proceso es la placa ateromatosa, la que se levanta por encima de la supeñicie de la intima 

estrechando la luz de vaso. El ateroma puede romperse hacia la luz. ulcerarse, calcificarse y 

favorecer procesos trombóticos. fuente potencial de embolias. 

Figura 2. 

del proceso que favorece la formación de 

células espumosas y el enriquecimiento 

del depósito de colesterol. Niveles 

elevados de LDL en plasma, favorece el 

depósito de colesterol en Ja lámina 

elástica de la intima. lo que no puede ser 

contrarrestado por bajos niveles de HDL. 

En estas condiciones se favorece la 

formación de placas ateroscleróticas. 

.. ÍNTIMA 
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El proceso ateroscleroso se inicia en la infancia y adolescencia, y progresa conforme 

transcurre la vida. Su desarrollo es asintomático durante muchos años y cuando se presentan las 

manifestaciones clínicas (como infarto agudo al miocardio, accidentes vasculares cerebrales o 

gangrena de miembros inferiores) las consecuencias son en su mayoría irreversibles. Esto sucede 

alrededor de la cuarta y quinta década de la vida, siendo de tres a cuatro veces más común en 

hombres que en mujeres. Es de especial interés en población mexicana, dado que las cardiopatías 

isquémicas constituyen la tercer causa de muerte en edad productiva en nuestro país (INEGI, 1998). 

Por otro lado, la aterosclerosis es una de las principales causas de morbi-mortalidad en pacientes 

diabéticos, quienes tienen de dos a cuatro veces más riesgo de presentar enfermedad coronaria y 

cuatro a cinco veces mas de enfermedad vascular cerebral y periférica (Lerman, 1996). Dado que la 

insulina· participa como regulador en.·é1 metabolismo de lipidos, en el diabético con descontrol 

glucémic6. E!;. muy común observa·r.:·ci¡;¡¡¡¡pidemias que coexisten con otros importantes factores de 

riesgo. L°as di;lipidémias se encuer1t~~;;')1asta casi en el 70% de los casos y contribuyen, en parte, al 

desarrono'de la aterosclerosis temprana' observada en estos pacientes (Morato, 1996). 

FACTORES DE RIESGÓY;FACTORES ETIOLÓGICOS. 
L~ hi~(31"~ol~~ti~~1.~;T·i:~!i,l~z~~~~~~~ Met~~tús y el tabaquismo tienen una relación clara co_n .la 

ateroscleros.i:'; por •. 1~ q~~·~s.e'tratá.':' ei,r::.)·ealidad·de factores etiológicos (FE), ya que la relación causa 

efecto está bien.pro.ba.da.2;• El·conC::eptode factores de riesgo implica factores modificables y es, por 

este falso &;,¿~pto.~cfLl~C'.s~·5.;,¡~9a·79·rrÓneamente la relación etiológica de los factores antes 

mencionados: 'El estré.~/e1·.s·~,dej-ítarismo. y ia. obesidad son factores de riesgo (FR) ya que su papel 

etiológico está en franca discLlsiórl'.' Se tia establecido que niveles elevados de LDL, alteraciones en 

la Apo B y bajo;;; r':.i~~I~~ d;; HDL;son FE bien probados: sin embargo, sólo se puede hablar. de una 

"elevada sospe6ha'ciíriic~ ciE! ;¡~59c, de aterosclerosis". 

•'.>.·.:·1 -

Por otro lacío;· los niveles de.HDL, que durante más de 30 años han sido conside;ados como 

un factor etiológÍc0· .. paíé'Í el dE!sarrollo.'deo Ja aterosclerosis, muestran ahora resultados inconsistentes 

en trabajos epidemici'lógicos ·~ásir~c;ieri'tes. En ellos se concluye que no existe relación entre HDL y 

enfermedades ~·socÍad~s a .la ateoré>s¿!erosi;_ (Hs_u e_t al. ,2002 y Zhuang et al, 2001) o que la relación 

parece variar entre gr(ipós étnicos y 'en función ·de 'diferentes· combinaciones de factores tales como 

tabaquismo, obeosid:aci; ¡,i~ert~nsiÓ,,.~ ~¡~E?~Ó~li§~rié:té'íf1Ja,·~~tre otros (Von Eckardstein et al, 2001 y 

Grundy et al, 1999). En resumen, ei v1';llor 'dé HDC ¿C,nio parámetro para evaluar el riesgo de 

aterogénesis está :e'n dud~; En earnbio, la ate'rc:)génesis parece estar asociada a la proporc1on e 

interconversión .. entre·lo.s_diferentes subtipos de HDL, fenómeno dependiente de la actividad de las 

proteínas trasferidoras PL TP y, especialmente, CETP (Ven Eckardstein et al, 2001) ______ ... 

i TE::T'. 
\ r.p. r >:' .· : .. 
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Sin la verdadera comprensión de los factores que intervienen en la etiología de este 

padecimiento, no se puede establecer una relación clara entre muchos de los parámetros que se 

co·nsideran como FE o FR, por lo que la determinación de dicho riesgo· no se establece sobre bases 

sólidas. A esto se suman las limitaciones, ya discutidas en el capítulo anterior, en cuanto al tamaño y 

tipo de población susceptible de ser evaluada. De acuerdo con esto, consideramos que los reportes 

clínicos rutinarios deben incluir parámetros cuantitativos que aumenten su confiabilidad, como el nivel 

de CETP plasmática. 

CETP EN LA ATEROSCLEROSIS Y EL TRANSPORTE REVERSO 

. CETP mejora la remoción de ésteres de colesterol del plasma, estimulando su transferencia 

de HDL• a VLDL, LDL y QM, que son retiradas del plasma por el hígado con, procesC::,~{m'edi~dos por 

receptor (Fi;;,lding, 1996); sin embargo, concentraciones altas de C:Oies~erol as..;C:;;!icj~'5•'a;;LDL, asi 

como deficiencia en la capacidad de remoción de estas'partl~w~,~'.,_~~.·; pÍ~s~M;;l$~n f~ctóres 
aterogénicos. Este efecto sobre el metabolismo de las LPs y en eJ.des'arroUó de' enfermedad coronaria 

arterial, se debe a que CETP induce niveles altos de LDL y VLDL; .,;;,:;t;~~¡,;°l;~cf~~¡;;~;.;¡;g Í~'pr~·9~E!~ión de 

la ateros'clerosis (Marotti eta/, 1993). · > . . •• •.;\·:.L( . . . 
Trabajos experimentales han mostrado que en ti'~~E~~ d6íl •'c:l'efidi;,;iic:i~¡ig'E!íl'éti~ é:i;;/d~TP se 

reportan niveles .de HDL. muy· por .encima.de .• los niveles•desujeto~'•·na~;:;:¡:fü~si;(hipe°ralfalipbprotei~emia), 
tales individuos parecen .. té ne~ una menor. inciden~ia del . .inte'rmE!'d~d c~~;:;;~:~iia' (lnáz¿ · °ét i:.1, .. 1992;• Bro~n 
et al, 1989; Tall, 1995; Lagrost, 1994): De iguál'ift~~;¡;~~\¡;;si>ecÍ~~··¿füe;'.·~~~¿~;, ~~~~offna1il,éílte de· 

CETP tienen resistencia a•• este tipo d.e erifermé?¡;¡des:l~ Sólo "C:uá~d~·~s~\C:rean trañs.géncos ?ª estas.· 

especies, con el gen de CETP, sE! observa el dec;~rr;~;,·tg~~(~l ·tari:;~f;o'~'~i~el~~ ~~ HDL:/~.;iE!~ aílirnales 
' ,,-,- • • , ' °'•' • •,• • • • ;• • • ~· .~ • ••o ,. '• ' • «'o: " <"• - •, "' • ,•' • ••,~;• • 'Z,•, •' - ">"· "' "''" •,,, • 'T"' ' •' • ~ 

son entonces susceptibles a sufrir. ¡:cv il1<;iucida';por di~ta:(Rye et a/,':1995)'.· ·.~in:erJibargo, algunos 

;:~E~::::·:~:~:s:tti~i~~~~~1tli~ttl~i~i~~~t~f~i~?~~1\~:~:~~,:;, 
1999). Por otro lado, e;; ¡;'~tJdi¿,s·;.~o~ dieta:i(alta,s ~;, c·b1e~ter~.1. ~~· h~ ~nC::ont~ad'o urÍ patrón complejo 

de respuesta de Jos.i:iiv~l~s·~.fi1:~l-1A;;,.;·~~:cÉT~~er't~J_Idoi periféricos, que resl,;1tan en el incremento 

equivalente de la activ.idad de'~CETPen P,las'rna (Óliveira et al, 1996; Ritsch et al, 1993). A pesar de 

variaciones.· .. aleli~~·(~~é~e~sc:>;:;·ed;;;,:·19?.s). los
0

r~s°u1t~dos sugieren una inducción local de la 

síntesis de CETP·que.puede ayJc:f~r'al reCiclaje del colesterol depositado en los tejidos periféricos 

durante la lipólÍsÍs de ,las' LPs (transport~ revérs~ de colesterol) (Jiang et al, 1991; Nagashima et al, 

1988; Tall, 1995; Kondo eta/, 1989). 
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La CETP juega un papel importante en el transporte reverso de colesterol. Esto puede verse 

en ratones transgéncios con CETP humana, en ellos se reduce la síntesis de colesterol en el hígado, 

lo que puede indicar un incremento en la síntesis de colesterol en los tejidos periféricos y, por lo tanto, 

un rápido retomo de colesterol al hígado. Se sabe además que en repuesta a la hiperlipidemia, tanto 

endógena como exógena, se estimula la expresión de CETP y el eflujo de colesterol de los tejidos 

periféricos a HDL, lo que incluye la estimulación de LCAT el que optima el eflujo de colesterol libre y 

esterificado de los tejidos periféricos (Tall, 1995; Lagrost, 1994). Por lo tanto, CETP es una molécula 

clave en el proceso de transporte reverso y puede tener una función anti-aterogénica. 

Con base en la información y herramientas recabadas en los capítulos anteriores, se planteó 

como objetivo principal de el Capitulo 111 de esta tesis, el confirmar la utilidad de los l'liveles de CETP 

plasmática . como factor de riesgo en el diagnóstico de cit~~69~~~liYS;;,:·asI:~6rr('.;;é'va'.1~a?:E!C~a1oi- del 

sistema de cuantificación propuesto en el capitulo anteri?r, ·cd6'ríi'ci'her~~~ieAta'Ó.til·;;,r;·~(cúci9~óstic;o de 

riesgo . de colest~rol. Simultáneamente a esto, ·, !iti! ; eval;_';aron las\'é::ondiciÓnes 'generales de. la 

población. Pil()~º en cuanto a FE Y FR, se establ~ció, 'por. prir:nera vez ~~· p.;bl~c;iÓn rn~)cic;Cln~; los 

valores normales de CETP plasmática y, al i~t~grar .1<'1 'Ínf~rmaciÓn Óbte~idl3, d~termin~mos si 

estadisticainente·existe relación entre ellos, así como los r~~gos e~ I~~ qu.e los''nivel'es d~ CETP se 

asocian con alteraciones en otros FR. 
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III.2 Mat:eriales y rnét:odos 

Ill.2.1 POBLACIÓN 

Criterios de Inclusión 

Estos criterios se establecieron para abarcar a sujetos clínicamente sanos, que conformen una 

muestra piloto representativa en edad y sexo. 

l. Se incluyeron sujetos de ambos sexos, diagnosticados corno sanos~· tanto· por'. exp,loración 

clínica corno a través de exámenes rutinarios de laboratorio 

11. Sujetos mayores de 17. años. 

111. Sujetos que a.la explóración física presentaron peso corporal norrn,al osob~epE!so de cualquier 

índole. ''~'.i'.~ -<":.:·~·~\E.~;_,~~,~: ·"-·· .··· --·~/.·~ ,_ .. -· ·;J;~-::.:~~~·-«:.· .. : >:, 
IV. Sujetos sin, rn,e?icacióri alguna, y ,c::on.al ;:.,e nos 10 ';!oras. de a~ur;io 
V. Cualquier oti-o cMtEirlc)'generar de.·inclLJsiÓn de slJjetos'sanosfue considerado por los médicos 

del cE!r;trC: Mé~i6C>'1~i'3'~ioi1'3i :.2o'éfe No~ie;:.,bre" c:IE!í ISSSTE · .. '' ; ' ' .. 

siguientes puntC>s.';.E1~C>bj~tode. ~stÜscriterio~·fu~'e1. ~e excl~ir de 1'3 población pi1.oto .a·· 1os·.sujetos no 

representati.vos'd~l·.~6p6d~es~udio,•··debid'o.•'aqGe .. han'~re~erit'3domanifest~ciC>nes,·.;Hnicas propias 

del procesó ~t~roic1E!~C>;,c,; o qu~ presentaron .;;¡guri tipo de pad.eéi~ientó' asClciado 'al rnE!tabolisrno de 

lipidos. --~"--- .. ':~ - -- , - >: ~ ..-;. 

. . , · ~·E.T i, .. _. 
1) No se incluyeron a los pacientes qúe preséntélroríalgún tipo'de' énferrnedad metabólica o crónica 

degener=ti~a asid6odrno ~nfe~~~~lic3.'''' ,. (- '-;·_ •• ·.·._·.·.. . ; >,<:. e< ' \ ·> 
n errne a es .epa!1cas · . . . . ... ·· /'; .. •> . 

(a) Cirrosis hepática eri cualquiera de' sus 'variedades (metabólica o irifE;;cc;;iosa) 

(b) Hepatitis viral, rnedicamentos'3 o'rnetal:>ÓÚC::a 

(c) Cualq;,¡ier enfe~rneclad parasitaria ~¿e afecte al hígado corno la arnibia~is. 
(d) Cualquier enfermedad de las articulaciones y huesos corno por ejemplo: artritis 

reurnatoide 

ii Cualquier enfermedad metabólica congénita o adquirida como: 

(a) Diabetes mellitus 

iii Cualquier tipo de desorden horr.ional corno: 

(a) Hipo e Hipertiroidisrno 

(b) Cualquier enfermedad que afecte a las suprarrenales 

------··-·-
(· {"'~:~ \ 

~J~J:~~-~~~ 



(c) Cualquier enfermedad que afecte a la hipófisis 

(d) Cualquier otra enfermedad que altere la secreción de una o varias hormonas 

iv Cualquier enfermedad del sistema nervioso central y/o periférico o trastornos psicológicos 

como: 

(a) Enfermedad cerebral degenerativa 

(b) Enfermedades psicosomáticas 

(c) Esquizofrenia, autismo, delirio, etc. 

11) Sujetos que presentaron algún tipo de enfermedad infecciosa viral o bacte.riana aguda, como: 

Herpes en sus diversas manifestaciones 

ii Gangrena en algún miembro toráxico o pélvico 

iii Resfriado con ingesta de m~di~i:Tí'~ntc:;~ 
iv Hepatitis viral .,rC,'.' : , .. · . 
v Cualquier otra enfermec:fad ·infecciosas ;;i'guc:la . que a criterio del médico especialista 

considere que alter~ E!1 p;,;'rti'in,E!i~bólic6y ~líniC:o de_I sujeto 

· .. <· - .-; ' ,. . . ">" :,' 
111) Pacientes que ~resent~ron algÚn tipo d~ enfermedad· i_nfecciosa viral o bacteriana crónica tal 

como: 

SIDA· 

¡¡ Tube~cui6sis 
iii Parasitosis intestinal 

iv cúcillquieré~fE!rme;ci;;.d de plel y sus anexostal comcí lepra, xantomatosis etc. 

V Cualquier;otra enferr:neci_ad _infeccio,sa crónicá;. q';le ·ª criterio_ de .. los médicos especialistas 

altere import;il'lteinent'e E!1 perfil nC::.rmai del sujeto E!n estudio 
,,, ·- _.-., .'-" 

IV) Pacientes• que ~~tci'ba-~ r~C:i~~ndc;; ~ediÍ::a~~~tCis por más de fres meses. Algunos de ellos 

pueden ser: '.' ;,,_·; ',~---~ .·::_j< ;-.~.~> .. '~·~,~-~ ;_<'•,_-,.•,e 

Hbrmori'~~ ~n toC::f~s'~u~~~riE!da"c'JE!;; 
ii Substituyentes ii6rmon1!1Íes (tal~s ,como 1c:>'ís análÓgos _de asteroides) 

iii Medicamentc:ls para tratar enferrnE!dade'S Ínfeccio'nás crónicas 

iv Medicamentos·· par~ fratafrii~l1tc:; 'el~ ~nf~~m~cl~c:Íe~ Ínfecci6sas agudas que hayan sido 

usados por más de siet~ día~ 
v Anticancerígenos 

vi Medicamentos de uso controlado como son anti~si.cóticos, etc. 

vii Cualquier medicamento que altere los niveles normales del colesterol en la sangre 

\.:Fr:'.S'~:-. 
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V) No se incluyeron sujetos femeninos que reciban terapia hormonal. 

VI) No se incluyeron los sujetos que presentaron algú_n tipo o variedad de cáncer. 

- -

VII) No se incluyeron lo paCientes que presentaro11 aÍgÚn tipo'de enfermedad del trabajo tal como 

siderosis, i-.,to~ic~6ió11-r:>or plomo, etc. ·~~-..: : .:-(\::-' -· " . 

. .':'._'.·~_:··.·'· 

VIII) No se inCluyÓ-:to-do-paciente que presentó'.:_dr.!'gadiC:ciém?'é)l6_oh~Íi~rnº 
ingiera o 5¡;; adrninlstre algún otro medi~;;n;:e;~t() ;,ci'dor;tr-c;i'~ci(;i'- -, :.' • 

crónico-y,-en general, que 
-·-,.-- ·~ . 

e;/ 

-~-"· 

IX) No se incluyeron los pacientes que p()r v?i~;-;t~~ ;~r6~ia-~~~r~s~n no :s°l;,r in~ÍÚi~o:Í dent~o de este 

protocolo. --;_'_---~_f '.; ,, . -- . ---
. to~ -, 

IlI.2.2 RECLUTAMIENTO DE PACIENTES ;,.:_:-- -

Con el fin de establecer los va1<l~es n<l;~al~s -ci~1'CE-Íp F>i'.asrnáliea éii' pobÍa6iém niexicana, se 

~l~g~~~:t:.;og::0N::i::~:~ ;e11°~s~~~1;t~d~~:~-~ftb~~~~8:J§0c0s~=t::r~~~~;E!iuCb~~::~::.,~:d::~ 
incluidos en el grupo de estudio; se'empiear6n lo-s'mis'mós cr'iterio'sque'.sé'aplican'rutinariamente 

para 1a- selección de donadores-de sangre-::•-t_8 selección 'del~grupC.'de ':SstÚdio qúe'c:ló-a cargo- delos 

médicos especialistas de esta unid~tt!'Este trabajo tJei J;; i3~tUdiClt~:3-n~v-eir~~I ¡;;;, ~~a ~()b1~6iórl 'pilÓto, 

extraída del grupo de- eistudi();;~o~-mJestreo ~1eát<l~io ~in.;pÍe;,sinfiE!emplci~6:-c.:i:--¡:>()l:>1ación __ -piloto 

~~:;:~a u:i~~~:~ ::~;:~ttu~ti;tc~t: 1:~:=~~~=i:~:~uj;;~~~~~d~~~;~:~;:~:¡.~i:~i.n~:~~g;t:: 
entre otras. sásados:'erl 'diChos - criterios y en los FR .de aterogénesis: se estable~iero~ como 

variables a evaluar: e~~cf. sexo:- obesidad y perfil de lipid~s.: E~t~ últi;.,o" s~ realizó ~n 1()5 láborat<lrios 

de análisis clini~c:>s generales y especiales en esta u~ict:ild: A estas v~riables C)Q~egainos la 

cuantificación d~Yiíi~~i d'e' CETPplasmática. -

111.2.3 PERFILDELÍPIDOS :-:-:--". · .... , :, . 

Para todas·: las--niuestras de plasma, en clinica se determinaron los niveles de colesterol total 

(CT), triacilglicer61es'}fg) y colesterol asociado-__ a Hl:>L. y se calcularon el Índice Aterogénico (IA) 

(CT/HDL) y el ni~ei'Cí~--cc:>1esterol asociado a LDL, cf-c:>~mula Friedewald, LDL = CT - (HDL + Tg/5)). 

Este calculo se realizó cuando el nivel de Tg fue -menor a 400 mg/dl, niveles superiores a éste se 

midieron directamente en el laboratorio. Los criterios utilizados regularmente en clinica para 

considerar un caso de dislipidemia se muestran en la tabla 2. 
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Tabla 2. Para concluir si existen de desordenes metabólicos asociados a niveles de Hpidos plasmáticos. se consideran este 

criterio que es de uso regular en cHnica y se fue establecido en correlación con la incidencia de ECV. 

Colesterol total (mg/dl) 
Colesterol LDL (mg/dl) 
Colesterol HDL (mg/dl) 
Triacilgliceroles (mg/dl) 
IA 

DESEABLE 
<200 
< 130 
>45 
<200 
<4.2 

LIMITROFE 
200-239 
130 - 159 

35-45 
200 - 399 

ALTO RIESGO 
> 240 
> 160 
<35 

> 400 
>4.2 

Se considera como dislipidemia cuando al menos tres de las variables coinciden en las 

categorías LIMÍTROFE y ALTO RIESGO, por ejemplo LDL 2:130 mg/dl, Tg 2:200 mg/dl y HDL :s;35 

mg/dl. En clínica, se evalúa además la presencia o ausencia de ECV, sin embargo en este estudio no 

se considera este factor, puesto que la población piloto solo incluye sujetos que no han sido ubicados 

dentro de los grupos de riesgo y por lo tanto no han sido sujetas a este tipo de evaluación. 

111.3.4 OBESIDAD 

La obesidad se define como el exceso de tejido adiposo, y una forma de evaluar su magnitud 

es por medio de índice de masa corporal (IMC) o índice Quelet. Para obtenerlo, se utiliza la formula 

Bray (peso I talla2
). Los criterios para apreciar su magnitud o grado de riesgo se presentan en la tabla 

3. 

Tabla 3. Clasificación de grados de obesidad según el IMC 

OBESIDAD LEVE MODERADA GRAVE EXTREMA 
25-30 30-35 35-40 >40 

lll.2.5 CUANTIFICACIÓN DE CETP 

A los datos recabados de cada sujeto se agregó la determinación del nivel de CETP 

plasmática, que se realizó mediante el método clásico de ELISA (Enzyme-Linked lmmunosorbent 

Assay), como se describe en Materiales y métodos, Capítulo 11 (//.2.2). Como estándar se utilizó el 

péptido sintético CETP H486-S496, cuyas características se describen en 11.2.1. Se incluyo un control 

negativo en todas las pruebas. Tanto los estándares como .el control negativo se manejaron por 

duplicado, las muestras de plasma se manejaron en duplicados o triplicados, arbitrariamente. 
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IU.2.6 ANÁLISIS ESTADiSTICO 

Se hizo la estadística descriptiva de cada parámetro para analizar las propiedades de muestra 

inicial y la muestra piloto(distribución, medias y desviaciones estándar, mínimo y máximo, etc.). Se 

compararon ambas muestras por medio de una Prueba de t para muestras independientes -

empleando 95º/o de intervalo de confianza. Para verificar la relación entre los niveles de cada 

parámetro, así como para confirmar las observaciones hechas sobre las gráficas de regresión .o 

correlación se hicieron Análisis de Varianza (ANOVA) Bifactoriales, para dos niveles o ··más, 

empleando 95% de intervalo de confianza. Con apoyo en curvas de regresión y _pruebas 'de 

correlación, se determinaron puntos de corte en los que niveles de CETP plasmática. C:óÍndden con 

valores IDEAL, LIMÍTROFE y ALTO RIESGO de los FE más importantes, como CT,- LDL e IA~ ;:Dichas 

relaciones fueron comprobadas principalmente por ANOVA · Bifactorial, para dos nivelEís 6;fmás, -c:on 

95% de intervalo de confianza. <-_·.- :::-._.·. ;;:_:• }: .¿_ --. e;\ __ ::2-. •·-
Se empleó una prueba de -independen~ia, b~Fada ~~ eÍ p~~c;entaj;,; cie''1:;s·.fujet¡;s·~¿e se ubican 

dentro de cada nivel (o categoría) por-~~riíiib'í~; '~,;' dif~~~~t~~ •66;.rit>¡¡:;~ci~,;~~>~.;;~-e(it~bl~ciÓ si la 

incidencia de cada categoría _en una variable está dete;rminai:ti'oafectada por'ia ir{~¡cil;i;,cia de cada 

categoría de. otra. variat>10:- ~~ ~~u~-~ª ci0 irn:l~i>~rlde~cia'e>s u~~ i:ihJ'~t,~ ci~ -x2 T '(ji :'cU-acirada). e1 

porcentaje de> prob~bilidad de eirrar d_e ia prueba se establecé con val~res cÍ-itiéos de\:r. ·;;; o'.975, -
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111. 3 Resultados 

III.3.1 POBL11CIÓN 

Se tomó una muestra inicial del grupo de estudio que estuvo compuesta por 256 sujetos, 94 de las muestras de plasma de estos 

sujetos fueron emplearon en las estandarizaciones iniciales del sistema de cuantificación, descritas en el capítulo anterior, el resto 

constituye la muestra piloto de 162 sujetos, lo que representa mas del 63% del total de la muestra inicial, en la que se hizo la 

cuantificación de CETP. De acuerdo los resultados, lós niveles de la CETP se encuentran entre 0.39 y 9.66 µg/ml (7.344 y 181.917 

pm/ml), la media es de 2.3 ¡19/ml (± 1.6) (tabla 4) lo que equivale a 43.3 pm/ml. En la tabla 4 se comparan los parámetros estadísticos de 
.,: ,i',·. 

todas las variables evaluadas. La prueba de t muestra que no hay diferencia significativa entre las medias de la muestra inicial y la 

muestra piloto (tabla 4 y figura 3). 

Tabla 4. Comparación de los parámetros estadlsticos para cada una de las variables incluidas en este estudio. Para todas las vartables, excepto CETP, se muestra en 

la columna derecha los parámetros correspondientes a la muestra inicial con n= 256 y en la columna de la izquierda se muestran los parámetros para la muestra piloto 

con n= 162. 

EDAD PESO TALLA IMC CT Tg HDL LDL IA 
CETP 

(años) (Kg) (m) (mg/dl) (mg/dl) (mgldl) (mgldl) (µglml) 

MEDIA 32.7 35.1 73.7 72.4 1.67 1.66 26.14 26.39 210 211 227 216 49 49 115.5 119.2 2.10 2.00 2.31 

os 13.83 15.99 13.9 13.5 0,088 0.095 4.5 4.31 39 43 136 132 9 10 37.2 39.4 1.23 1.09 1.59 

ES 1.11 1.01 1.1 0.9 0.007 0.006 0.36 0.27 3 3 11 8 1 1 3.0' 2.5 0.99 0.69 0.13 

oos=.a: 
0.42 0.46 0.2 0.2 0.053 0.057 0.17 0.16 0.2 0.2 1 < 1; .0.2. 0.2 0.3 0.3 0.59 0.54 0.69 

VARLA.CIÓ'-J 

MINIMO ' 1.22 0.39 17 17 45 38.3 1.43 1.29 18.22 18.22 101 100 49 46 29 16 21.2 21.2 1.36 

MÁXIMO 79 88 150 150 1.91 1.91 51.3 51.3 322 345 813 813 72 107 197.8 212.8 7.74 7.74 9.66 

n 256 162 256 162 256 162 256 162 256 162 256 162 256 162 256 162 256 162 162 

¡--.. -""""--.· . " ..... 
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Figura 3. Representación grafica de la comparación entre las medias de la muestra inicial (izquierda) y de la muestra piloto 

dderecha), no se observa diferencia significativa en ninguna de las variables. 

111.3.2 DISTRIBUCIÓN MUESTRAL (VER ANEXO) 

Al analizar cada ·variable por separado concluimos que las variables CT, LDL; HDL e IA tienen 

distribuciones nor_males, La~ vari~bles EDAD e IMC no tienden a la distrib~ciórl n~r.,..;~I. est~ ~e debe 

a los criterios de exclusión que se utilizaron en el estudio, por lo que su efecto para fines de este no 

se considerará. i,:;,~ortante, aunque es interesante observar que la mayor parte de los sujetos son · 

menores a 40 años, asi que el riesgo de incidencia de ECV en el grupo de estudio es en general baja, 

según lo reportado por el estudio Framingham y por el ultimo censo poblacional en México (INEGI, 

1998). La variable Tg no tienen distribución normal y sus valores de Tg tienen una dispersión muy 

amplia, aunque es posible observar que la mayor parte de ellos se ubica dentro del rango 

DESEABLE, se plantea que para trabajos derivados de éste deberá ampliarse el tamaño de la 

muestra. Tanto en IMC como CT y Tg presentan medias que son superiores a los limites deseables 

pero ninguna de ellas se encuentra dentro del rango de AL TO RIESGO. 
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En cuanto a los niveles de CETP, no se observó una distribución normal, por lo que se 

consideraron varias causas para esto: Una de ellas es que la capacidad de detección del sistema no 

permite cuantificaciones menores a 0.35 µg de CETP/ml de plasma; sin embargo, como se observa 

en la figura 3 del Capítulo 11, la capacidad mínima de detección es de 1.06x10"7 µg/µI (2.0x10"
3 

fmoles/µI) de CETP, en dilución de plasma 1:8000, lo que equivale a 8.5x10-4 µg de CETP/µI de 

plasma. La segunda posibilidad es que el tamaño de la muestra no la hace representativa. No 

obstante, al comparar este trabajo con el reportado por Zhuang et al (2001), realizado en 1128 

sujetos sanos, se observa el mismo patrón de distribución muestral, no normal, para las 

concentraciones de CETP. plasmática. Es decir, muy probablemente, CETP tiene una distribución 

muestral unimodal. 

Como ya se mencionó, los niveles de CETP en población mexicana tienen una media de 2.3 

{±1.6) µg/ml y el rango de datos va de 0.35 y 9.66 µg/ml. Ritsch et al (1993) reportan, por un método 

inmunoradiométrico en 30 sujetos europeos nonnolipidémicos, una media de 1.1 . (±0.22) µg/rnl y un 

rango entre 0.644 a 1.694 · µg/ml. Por otro lado, Clark et al (1995), usando el sistema IRMA en 44 

sujetos normolipidémicos e~tadounidenses, reporta una .rn~dia de ;.1 :.· (~0_.36) µg/ml, C()fL un rango 

entre 1.28 a 2.97 µ~/mi. ~d~rt1as de, las diferehcias entre' las medias de estas poblaciones,· se puede 

~:~::~r e~u1:·· :~:7~~~;,C:J~~:ª~i~~~i1Ki~~~~i't7é"¿g~~~~-~6~~-~~~01ªe:~~i~~e1~:t4~~if:5)~.:~;Zi~::~ 
un rango· quev~<de.o:z3':a 7;7 µg/rrú,,det~rininad~ en 11~8'.sujetos ·•salú.d'.;1bles~por U:n;método de 

ELISA en sárdwich:' '.<i:í'.i_g~a.l;~u~ ~~estra;,•;()~¡,~rv~~i;;;,~;;~ '. e:i;,~~ g~p~ r~p;oi-tó~ i~~i~·iduos ~01), niveles .. 

de CETP muy por ef cirna.d_e lo .e~perado;>por lo q'-!e, au;,que la media' es cercana a. Ío. reportado en 

otras pobla'ci"o;:,~;;;·;~ la ;;,:;'¡iíyc;r:~ p~rt~ ~-c:I~~ la~·· valÓres -~stán ~pe~ debajo ~été"·-e;"11ii./d~sC::ribienci6 ·."una 

distribució~·~~~·~~if~1 /tihi~:d·d~f> ·, 
,··,· .'''.·_': ••• '-_'._ ··-·'- >O• ,. 

< '~- ' . - .. ', <; ... : ' ..,_,_ ' - -.. '' '. ~-~ . -; 

Las ob~·er-.J~e:¡k~~¡ sol:>~e{ l~s niveles' de• ~DL son de ~spédai ·interés; a· p~~ar de que la 

mayor parte de'.1a población preseñia •. niv;,;1e5 .. rf¡uy r)órarri.ba cie 10-DE.sEP-sLE,··e;rl m'llch~s casas se 

combinan con niveles d~~f~v;;rables <:l~'C>t~os parámet(cís, I;; qUe .. aunaciC> a·ioreportado en t~abajos 
recientes, según se disc.'.itió en'.,el C:apitulo anteri~r. pone en duci<il su' utilidad como indicador de 

protección contra aterogénesis; · Esta observación se discutirá más adelante apoyado en el análisis 

estadistico. 
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lll.3.3 CATEGORJAS DE CETP Y PUNTOS DE CORTE 

Por otro lado, estudios anteriores no han establecido límites en los que los niveles de CETP 

correlacionen con las categorías del resto de los FE o FR. Por ello, fue necesario establecer estos 

parámetros con base en las observaciones experimentales y en el análisis estadístico, las que se 

mostrarán más adelante. En este trabajo se establecieron cuatro categorías para los niveles de 

CETP plasmática. Las categorías así como sus puntos de corte entre ellas se asentaron 

considerando la correlación mostrada entre los niveles de CETP y las diferentes categorías de las 

variables CT, LDL e IA. Dichas categorías se muestran en la tabla 5. 

Tabla 5. Puntos de corte y categorias para la variable CETP 

CETP 
µg/ml 

DESEABLE 

:5 0.60 

lll.3.4 INTERACCIONES CON CETP 

LIMITROFE 

0.61 - 1.60 

ALTO 
RIESGO 

1.81 - 5.99 

SOBRE
EXPRESION 

;,: 6.0 

La concentración de CT es el factor etiológico más confiable puesto que guarda una relación 

clara con el resto de las variables. En el caso de LDL se observa también una fuerte correlación. Es 

por esta razón que se emplearon ambos parámetros como base para evaluar la eficiencia de los 

niveles de CETP como herramienta en el diagnóstico de aterosclerosis. En la figura 3, se muestra 

una representación gráfica del análisis de regresión de CT vs. CETP (R=0.117), con líneas en verde 

se señalan los puntos de corte entre las categorías DESEABLE y LIM(TROFE para ambas variables, 

las líneas en rojo indican los cortes entre las categorías LIMITROFE y AL TO RIESGO. Para CETP se 

estableció una cuarta categoría llamada SOBREEXPRESIÓN, que incluye valores superiores a 

6µg/ml (línea en amarillo). Los datos de LDL se dividieron en tres grupos correspondientes a sus 

categorías, DESEABLE (•). LIMITROFE (•) y de ALTO RIESGO (•). De acuerdo con el ANOVA 

respectiva a esta gráfica, los niveles de CT y LDL tienen diferencias significativas entre las categorías 

LIMITROFE y AL TO RIESGO de CETP. Es interesante observar que los niveles de CT no tienen 

diferencia significativa entre las categorías de CETP DESEABLE y LIMITROFE, cuando se aplica el 

punto de corte de CT es a 200 mg/dl (en uso para diagnostico en clínica), sin embargo, si se lleva el 

punto de corte se lleva a 225 mg/dl, las diferencias entre ambas categorías se vuelven significativas. 

: ;:.· 
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Figura 3. Representación grafica de la correlación CT vs. CETP. Para ambas variables, las Hnea~ en.verde indican los puntos de 

corte entre las categorias DESEABLE y LIMITROFE, y las lineas en rojo indican IC?~··. p~-~i~~·;:ete· .córie ·entre. las ·.~tegorlas 
LIMITROFE y ALTO RIESGO. La lfnea en Amarillo representa el punto de _corte, entre la categoría ALTC) .RIESGO y 

SOBREEXPRESIÓN de CETP. Se muestran también las categorlas DESEABLE(•); LIMITROFE (•)y ALTO RIESGO (•)de 

LDL. 

Como puede verse en la figura 3, todos los,suj~t6i'2:~-~\~iveles de CETP dentro del rango 

DESEABLE tienen niveles de colesterol menores a 225 mg/ml y solo el 17 °/o de estos presentaron 

niveles de LDL por arriba de este, mientras que CT no muestra casos de AL TO RIESGO. De los 

sujetos incluidos dentro del rango LIMÍTROFE de CETP, 45% tienen niveles de CT DESEABLE, 51% 

LIMÍTROFE y solo el 4% de AL TO RIESGO. Los niveles de LDL, dentro de la misma categoría de 

CETP, son del 73% en el rango DESEABLE. 27% en el LIMITROFE y no se presentaron casos de 

AL TO RIESGO. 

Dentro del rango de AL TO RIESGO de CETP la población se distribuye en proporciones 

iguales en todas las categorías de CT (alrededor del 30º/o), y mientras que los niveles de LDL en el 

rango DESEABLE se reduce del 73 al 54%, el LIMITROFE se incrementa solo del 27 al 28% y la 

categoría AL TO RIESGO se eleva del O al 18º/o. Podemos decir con base en estos resultados, que 

al incrementarse los niveles de CETP se incrementan, en general, los niveles de CT y LDL y que, de 

acuerdo con el análisis estadístico, al incrementarse el porcentaje de riesgo en las diferentes 

categorías de CETP, se incrementan simultáneamente el porcentaje de riesgo en las categorías de 

CT y LDL. Por otro lado, cuando los niveles de CETP caen dentro del rango SOBREEXPRESIÓN, 

los valores de CT y LDL vuelven a los rangos DESEABLE y LIMITROFE. Esto puede deberse a 

deficiencias en la actividad de CETP que estimula la sobreexpresión de la proteína. 

• 
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IIl.3.5 OBSERVACIONES SOBRE EL PERFIL DE LÍPIDOS 

De acuerdo con los resultados de los ANOVAs. las variables, CT, LDL, HDL y CETP se 

incrementan de manera simultánea y, al contrario de lo esperado, HDL no muestra diferencias 

significativas contra todas las categorias de CT, LDL, Tg ni CETP. Por lo tanto, podemos considerar 

que, al menos en la población de estudio, los niveles de HDL no son un buen parámetro para evaluar 

el riesgo de aterogénesis. En cambio, el IA muestra una relación muy clara con el resto de los 

parámetros. El ANOVA del IA contra todas estas variables mostró diferencias significativas en todas 

sus categorías. En el caso especifico de IA vs. CETP. como puede observarse en la figura 4, valores 

de CETP por arriba del rango DESEABLE pueden coincidir con IA de AL TO RIESGO, aún cuando 

sus niveles de CT y LDL se encuentran dentro del rango DESEABLE. Este IA de AL TO RIESGO se 

incrementa de 0% con CETP DESEABLE a 48% y 57% con CETP LIMITROFE y AL TO RIESGO, 

respectivamente. Es decir, que sujetos considerados como sanos por sus niveles de CT y LDL, 

pueden estar en realidad bajo condiciones de riesgo de aterngénesis, debido a la combinación IA de 

AL TO RIESGO con CETP de LIMITROFE o de AL TO RIESGO, ambos factores indicadores de que el 

balance metabólico del colesterol se inclina hacia la vía de depósito. 
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Figura 4. Representación gráfica de la regresión CT vs. CETP. Para ambas categorlas_las líneas en verde representan los 

puntos de corte entre las categorlas DESEABLE y LIMITROFE. las lfneas en rOjO.--r~P:~es~ntan las lineas de corte entre las 

categorlas LIMITROFE y AL TO RIESGO. Solo para CETP, la linea en amarillo indica.él punto de corte entre las categorlas 

alto riesgo y sobreexpresión. Los datos correspondientes para cada categOria ·se muestran con los siguientes colores: 

IDEAL(-) y ALTO RIESGO (•). 
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Los ANOVAs de Tg contra CT, LDL e IA indican que la categoría AL TO RIESGO de Tg son 

significativamente superiores las otras dos categorías y que estos valores coinciden con valores de 

AL TO RIESGO para el resto de las variables. En la correlación de CETP vs. Tg, los valores dentro 

del rango LIMÍTROFE de Tg tienen una media de CETP de 3.3±0.4 µg/ml, significativamente- mayor 

que las medias de los rangos DESEABLE y AL TO RIESGO, con 2.0±0.14 µg/ml y 2.3±0.20 µg/ml, 

respectivamente. A concentraciones de CETP dentro del rango SEBREEXPERSION, Tg vuelven a 

ubicarse en el rango LIMÍTROFE. El comportamiento de los niveles de CETP vs. Tg puede depender 

de la combinación de varios factores, sin embargo, hay que considerar que Tg no tiene distribución 

muestra! normal, por lo que este resultado no indica, claramente, cual podría ser la tendencia de esta 

relación en una muestra de mayor tamaño. 

En cuanto a los FR considerados en este estudio, la variable SEXO no mostró diferencias 

significativas entre sus categorías para ninguna de las variables. En la variable EDAD, los niveles de 

CT y LDL fueron especialmente altos en la segunda (15-19 años) y sexta (50-59 años) décadas de 

vida, con ul1a ~~dia de 220±6.4 y 237±14.6 mg/dl para CT, y 120.5±5.74 mg/dl, 145.4±9.4 mg/dl para 

LDL, respeé:tivamerite. El IMC _sólo mostró diferencias significativ¡;¡s contra IA y HDL ,en que las 

medias,· dentro de el rango de.AL ;:o. Rl,ESGO (IA 5.33±0:31 ;: HDL-3s;s ±2:67-.mg/dl) .. coinciden ~on 
obesidad severa: -- ' :"' <t -' '"· ,_..>,:•::, - -

Los resultados expUestos-ha~ta ~st~'Purito·i~:~;can la t~~dt~ci~ g~ne:ral de la p~~laCÍón en sus 

;~~~~~~~~;i~~~~~~~~l~~i~~\~~~~~{~~~~~;~~~~~~~éE,~~~ 
de esta prueb~~e~~::,~tr~n~r11~· •• ta'~1~er._· ___ -_ ;.·ü'- _ .. : f?;E::: )~- ',, ---·---~- ;·; C ,,· __ 

:::::~:·p:;:~{"#t~~~~~f h~;S~:t0±f ~~~[~f J'.t~;t!ifri~lJ~=;j~~:=~:~~= 
calcula con b~~e a ¡,;~te: :.~?~hiv~I~~ ele c1frp mostraron estar aso¿iado~ c~n l~~-,,i~eles ele CT, LDL 

e IA (a = 0.975); Erl';la,relacíÓn éon Tg, la probabilidad se restringe al-ci;,,o.90/áunqlle no debe 

perderse de vista ~ue_ la dÍstrÍbu¿ión muestra! de Tg indica que al aumentar el tamaño de la. muestra 

esta relación puede cambiar. La relación de independencia que mostró HDL con respecto a CETP y 

a otras variables del perfil de lípidos, se contrapone al valor de HDL como factor etiológico, como ya 

se mencionó antes. En un principio se esperaba que, asociado a este un aumento, se redujeran los 

.-· --.-:,: 



niveles de CETP. Sin embargo, bajo las mismas condiciones, en esta muestra piloto de población 

mexicana no se observa una relación entre ambos parámetros. Esta relación se establece más bien 

en la capacidad aterogénica dictada por el IA. Cabe recordar que el presente trabajo es el primero en 

su tipo que se realiza en población mexicana y, en general, latinoamericana; por lo que, no tenemos 

un parámetro de comparación al respecto. 

Tabla 6. Prueba de independencia. Basada en el porcentaje de incidencia de cada categoría entre cada par de variables, 

indica si el nivel de una variable afecta (Dep) o no (lndep) estadísticamente el nivel de la otra. 

a= 0.975 CETP CT Tg LDL HDL IMC 

CT Dep 

Tg lndep Dep 

LDL Dep Dep Dep 

HDL lndep Dep lndep lndep 

IMC lndep lndep Dep lndep Dep 

IA Dep Dep lndep Dep Dep lndep 

Algunos reportes establecen una relación clara entre obesidad y Tg, que coincide con 

alteraciones en el metabolismo de las LPs con predominio de VLDL y HDL, y qué la 

hipertrigliceridemia generada por esta condición es secundaria a la hiperglucemia asociado. con. 

hiperinsulemia y resistencia a la insulina, por.lo que es u.n factor de riesgo importante para diabetes 

mellitus no insulina dependiente, con una incidencia de 80 al 85 %. Hay que destacar que·~~te'tipo 
de diabetes sigue con frecuencia un curso asintomático, por lo que.del 30 al 40% de-personas ·que la 

padecen no. han sido diagnosticadas. 

comportamiento de la población se debe a 

esta posibilidad. 

No te~e~os~d~to~\sÚficI~ntes·· para··· asegurar que el 

sucompor;ent~ dl~béú~o •. péro .no podemos dejar de lado 
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Dado que la mayoría de los casos diagnosticados de dislipidemias y aterosclerosis fueron 

detectados hasta que se presentaron las manifestaciones clínicas, la mayoría de los estudios 

poblacionales basan en la incidencia de cardiopatía isquémica aterosclerosa o en la insuficiencia 

vascular periférica. De acuerdo con el estudio Framingham, la mayor incidencia anual de entidades 

cardiovasculares, por cada 1000 habitantes, es de 46 hombres no diabéticos, 88.9 hombres 

diabéticos, 22.9 mujeres no diabéticas y 73.4 mujeres diabéticas. Hay que considerar que el corte de 

este estudio se restringe a un rango de 45-74 años. Por otro lado, la insuficiencia vascular periférica 

reporta una incidencia hombre / mujer de 30: 1 en no diabéticos y de 2: 1 en diabéticos;. y· en estos 

últimos la mortandad hospitalaria con amputación es de 1.5-3°/o (Reza, 1994)> ·\-TO'rnando esta 

Al inclui'r I~ c~~rltific'aclón de. CETP en' ~i"rn~t~~~ d~ ~¡~¿~Óstil°:;, d~ riesb(.) de' ~t~rogénesis; se 

incrementa significativamente sU certeza, puesto qÜe no és un vi31ór:'subjetivo corno la obesidad,. ni se 

deduce con base' a:c:ltros factores como es el casC>.bC>1ést~i61ia~6.ci~do a LDLy ll1ue~tia, además, 

relación con el re'st6de los FR de aterosclerosis, lo que rl~ ~~¿i;;ci~ en el ~~so de HDL. Se trata de un 

valor cuantitativo,. que se mide directamente en el pÍasrnay cúyos p~~ám,;tros para el diagnóstico de 

riesgo se asocian con los parámetros de FE importantes tal~s como CT y LDL y, aunque un poco 

menor, con Tg. 
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Es de gran importancia agregar que además de mejorar la certeza en el diagnóstico, CETP 

puede indicar si el balance metabólico se inclina hacia la vía aterogénica o hacia el transporte 

reverso, de manera que desordenes metabólicos que hubieran sido diagnosticados como de riesgo-

de aterosclerosis, ahora pueden entenderse como condiciones que protegen contra la aterosclero~is 
y viceversa. El uso rutinario en clínica de los niveles de CETP, permite identificar individuos_ qú~ no 

tienen manifestaciones clínicas de aterosclerosis ni se encuentran dentro de los grupos de riesg6. Lo 

anterior facilita la detección de individuos con riesgo no diagnosticados, con síndromes atípicos_-y- con 

prevalencia en la actividad de transporte reverso, es decir protegidos de la aterosclerosis:' 'Ta;,,bién 

facilita el seguimiento de pacientes ya diagnosticados y la evaluación de la efectividad dé lo's 

tratamientos a los que son sometidos. 

¡--1:?]:'. 
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Capítulo III 

III.5 ANEXO 
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IV. Conclusiones y Perspectivas 

IV.1 Capít:11lo I 
¡;... La isoforma CETPI se expresa en individuos normolipidémicos, es decir, no parece estar 

asociada con niveles anormales de lipidos en plasma. 

¡;... CETPI muy probablemente carece de la capacidad de transferencia de ésteres de colesterol. 

Por otro lado, hasta el momento no hay evidencias de diferencias en los sitios de unión a 

fosfolípidos y Tg entre CETP y CETPI, por lo que, CETPI podría conservar su capacidad de 

unión a ambos. 

:;;.. Los resultados hasta el momento indican que la expresión de CETPI es tejido especifica de 

CETPI en intestino delgado, por lo tanto, la CETPI presente en plasma puede· tener .como 

única fuente a este órgano,, 

> Esto significa que CETPI podria . intervenir en la homeostasis de colesterol con Una. función 

diferente a la.de CETP; 

Este trabajo plantea nuevos cuestionárnientós' áé:erea .d"'I papel de CETPI en la horneostas.is de 

lípidos. Una de las principales preguntas a resporÍdeí.'es"s(Ías diferencias en estructura entre CETP y 

CETPI conllevan diferencias en su funi::ión'.:.1,,ot~ e~~~.;nfi~~I'. 00>1 carácter tejido especifico dl3 éETPI, 

para ello debe ampliarse el análisis de t"'Jidc)s' h~st~ éÜbrtr tu totalidad, aunado a esto se pretende 

determinar si existen diferencias en los niveles de ··eíxpres'ic'.in de ambas isoformas en condiciones ·riormo 

e hipertipidémicas, tanto por causas encfÓ~~rlás ~()~6.'3'xógenas, para lo cual se planea el uso d~ la 

técnica de PCR en tiempo real. En este momentc:;~ya se tienen avances en el estudio de función,.anexo 

al Capitulo 1 se presenta un resumen de un t~'3baJó''enproceso enfocado a dilucidar la función de CETPI. 

IV.2 Cnpít:11lo II 

::.- El sistema de cuantificación, de.CETP, es útil para muestras biológicas y sintéticas. 

::.- El anticüerpo primario confiere al sistema de cuantificación de CETP afinidad y especificidad 

adecuadas para este Uso. 
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::;.. La capacidad de detección permite evaluar muestras de plasma humano con concentraciones 

de CETP mas allá de los niveles máximos y mínimo reportados por otros autores. 

::;.. El sfstema permite el manejo de un gran número de muestras, así como la obtención de 

resultados en un tiempo relativamente corto. 

En asociación con la empresa SILANES S.A., se pretende llevar el escalamiento de. este 

sistema' de cuantificación en el ámbito de producción industrial, lo que implica· su .validación· bajo 

las n.orm~s de eficiencia y confiabilidad a las que debe sujetarse una industri;3 ·i:ik'e.~te tipo~ - Por 

otro lado, el, escalamiento implica a su vez un escalamiento en la capacidi3d de rnanejo . de 

muestras de.plasma. Ambos objetivos se realizaran de manera simultánea e_,,·colaboración con 

dicha emi>res-.;; . 

VT.3 

. - .-. -.: : ·~ .. · 

CapÚ1~lo rII 
El ,,¡:~1 ·;;,"'dio de CETP en población mexicana es diferente a la reportada en: población 

europea Y-'estadounidense, además presenta un rango de _valores más amplio,: similar a lo 
: ,". ! •• • ' ._, •• • • • 

reportado, en 'p~blaciones asiáticas. Esta observación nos hace., considerar qúe, '.al aplicar 

parámetros '3stable~idos pa~a otras poblaciones corremos el ri'3sgo de llegar a diagnósticos 

erróne~s;fpi)r 16.tant~:d~bf;!f'l establecerse parámetros propios para nu~;;tr~' pí:Íb1'ación: ..... -- ._- .-. .·: '" .- " . - . - . . _.. . - : ..... ~ - .. ' ~ - - .- . -., 

,_ Las. categoría~ _de los ni~eles de .CETP que se establecieron en este t~bajo (DESEABLE, 
• • • -· -- • ---·-:'.·-"-;••:'._ •• '"· - ·.- :-·-'•-'•-•• -- -- , • •• ~-- -- '•-- < :. _,_ -' __ ; - : - • - -- - • --- '_ ' - - _ ••• - ,., -··: --·--- - - - .- ~ .- - ':, - , ··::·:A-· --":': :_· :- - '.' -: , ·--.- :- - -- : 

LIMITRÓF-E; ALTO RIES,GO y SOBRE-EXPRESION) son-adecuadas para la muéstra én que 

se reaÍiz'ó elJ,e~f.l_¡di?. tSin~'.Éimba~go •• e~ necésarií:Í 'a..riplia~ el ';t~~año, de; la•·· mul;!stra para 

confirmar.estas. obs'ervadories~ > 
- :, .. .. : ' .... ,,-~--~·; 

varia~le ~bl: ;:;.;~~ti::;''~,/~~rlJri bU~n parámetro para el diagnóstico de riesgo~ Esto apoya 

:a::~:::td~jl¡~'.~~jt~; :±~ideí~i61·ó~ico~ -•. reci~~te;~ que ·. p'onen/ en.·. dlJda su lJtilidad como 

La 

-'~-,,: :·.:: .. ·- .. >-.: -~"--'. 

Niveles de alto rí'E!sgb,de cualq;_;iera de la;; va~iable~CT'. l.DL, IÁ. y CETP promueve niveles de 

alto riesgo cie; ai níeiric;~;'6íi-.,i cie e11aL La'c(;~i:liria~iÓn de!'l1i./-e1e~ el~~ados de dos o más de 

estos factor'3i; ~ef\Jer2:.an 11'i._pr6babilidad de pres~ntar al~uílo do;! los problemas asociados a la 

aterosclerosis. 

TESIS ;'';W:
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::;.. Cuando los niveles de CETP caen dentro del rango SOBREEXPRESIÓN, el resto de las 

variables muestran niveles deseables o de bajo riesgo. Para explicar lo anterior se propone 

que deficiencias en la actividad de CETP inducen su sobreexpresión, sin embargo, esto no 

logra igualar el nivel de actividad que se asocia con niveles de alto riesgo de-- lás --otras 

variables. Esta hipótesis deberá ser refrendada en trabajos posteriores. 

Basados en las observaciones hechas en este estudio, se considera .;que-•ren trabajos 

posteriores deberá ampliarse el tamaño de la muestra, con el fin de· hacerla_ representativa· para 

todos los parámetros. Por otro lado, las observaciones hechas en cüarit~-13-f~ --;.¡:¡\3dia y rango" de 

datos de CETP plasmática, deben ser confirmadas en muestr.:is.d~ ~a~6r:ta~'~fic>:'i Esto podría 

implicar a su vez, la necesidad de hacer.estu_dios más espe~íficos:~"~ií::ic>~'q~~ ~e;\on~idere;, 
factores tales como condición socioeconómiéá·i_grupo~étn'ico-,:-~nfr~'~traé 'Est~,t~bajc>también 
muestra la necesidad de un estudio 1(),:;~itCdi~¡;.1¿~;,' ¡:¡¿;~-;¡t,:'ci i:>6'b1;~ión/~ (¡;, ,je;' coj1firmar nuestras 

observaciones, sin embarg()··e~te(~bjeti\IC>' sólo 'podría -.-~er cumplido•·-·-_ en c~labor'3ción con 

instituciones de salud-~¡, iViéxi~6: ·-·~¿;r ;;( ~-.;~~,;t6: 'n6-~e cc>nsidera ~1 'ciesa~rc)llo'~e u-;, •estudio 
.,. -:·.:·-:.:.:··· :· __ , ... -·_.--., -- - -r,.. " .. -_ · .. '·· .. - .':· ··'_,.-

longitudinal,-_Sin _embargo.se.pretende establecer un vínculo de- esta naturaleza en-· colaboración 

con SILANES S~A:;'cÓmb '3poyo al proyecto de escalamiento propuesto para el si.stema de 

cuantificaé::iÓn de CETP. 
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Abstract 

Thc cholestcrol ester tr..insfcr protcin (CETP) is founc.1 in plasma mcdiuting lhc lr:.tnsfcr of cholcstcrol cstcrs anc.1 triacylglyccridcs 
bctwccn Jipoprotcins. Thc last 26 amino ucids of ils carboxy·cnd corrcspond to un amphipathic U·hclix whosc hyc.Jrophnhic 
sidc has bccn dircclly involvcd in thc lr:.msfcr of lipids ( 1-3). Altcrntions in this rcgion Jc¡1d to lhc rcduction or loss uf lipid 
lr:.tnsfcr activity (3-5 l. To date, thc only variant of thc CETJ> mcs!->cngcr thal has hccn rcportcd lacks cxun 9 (6-8 J, which trans· 
lates inlu :m inuctivc isofonn rcg;.1rding ncutr:.11 lipitl tr:.1nsfcr 16-81. In this study. wc dcscrihc a ncw vcrsiun nf thc Ol.csscngcr 
RNA uf mhbit CETJ> idcntificd cxclusivcly in thc small intcstinc of wild typc ('\VT) r:.1hbits. This i:-.ofunn in eludes sc ... cml of 
thc intron bases prior to cxon 16. Thc prcscncc ufa stop codon within this scqucncc prcvcnts tr:.1nslation ofcxon 16, substitut
ing thc originul carboxy-cnd scqucncc und thcrcforc gcncntling a random stn1cturc th¡1t <loes nut cuntain thc rcgion rcspunsiblc 
for ncutml lipid tr:.msfcr. Antihodics gcncr:.1tcd uguinst a pcptidc within thc c;.1rboxy-cnc.1 scqucncc uf thc ncw isufonn :-.huw thc 
prcscncc uf this ncw protcin in human plasnm. (1\.-lol Ccll Biochcm 2-15: 173-182. "2003) 

Ke.v ":nnls: :dph¡1·hclix. CETP. cholcstcrul. isufonn. small intcslinc 

lntroduction 

Thc chulcslcrol ester tr..msfcr protcin (CETP) mcdiutcs cho
lcstcrol cstcrs und triucylglyccridcs tr:msfcr :imong high
dcnsity lipoprutcins (HDL), luw-dcnsity lipoprutcins (LDL). 
:tnd vcry-low-dcnsity lipoprotcins (VLDL). In humuns. al
thuugh thc rnulccul;.tr wcight of CETP obt:tincd from ils 
cDr-.:A is 53 kDa, crnpluying dcnaturing gcls CETJ> isolatcd 
fn..un plasrn:1 shows l'-\.'O diffcrcnt n1olccular funns (66 and 
74 kD01). This phcnumcnun nmy be duc tu scvcn1I dcgrccs uf 
glycn:-.ilution prc:-.cnt in rcsiduc 341 19). Cl-::TJ> is a highly 
cun:-.crvcd prutcin in :-.cvcral 11mn1111:11iun spccics. CHTP in tl1c 
rahhit prcscnts 4l.J6 ~uninu acids. •wilh :1 scqucncc humulugy 
t1f~ I ";ó again:-.t thc 476 aminoacids ofhmnm1 CETJ>, in '\.\rhich 
twu thirds uf thcsc suhstitutions are cunscrvativc l 101. Thcsc 

l.luta in1plicatc an irnportant slructural sin1ilarity hctwccn 
humun :md r:.ihhit CETP ( 1 l.121. Thc last 26 mninu ucids of 
thc carhuxy-cnd fur CETP prcscnt ¡¡ wclt-<lcfincd umphi
p:1thic u.-hclix structurc. whosc hydruphnhic sidc has hccn 
tlircctly involvcd in cholcstcrul ester lr..msfcr l l. 2). IV1odi· 
fic;.1tions un thc rcgiun cnntaincd hctwccn amino ¡1cids 
470-475 uf hmnan CETP und 490-495 in rahhit lcml tu 
thc rcduction or loss uf lipid tnmsfcr activity wilhnut :1ffcct
ing thcir cup:1city to associalc with lipnprutcins 14. 13 J. 

Sincc r.1hhit CETP mRNA prc:-.cnts un luunolugy of 85"ko 
with iL.,. human furn1 amJ cuntains a loirgc scqucncc uf 230 ph. 
it is cstimatcd to havc :?.:? kh in lcngth (71. Thc CETP me:-.· 
scngcr is conlpuscd uf 16 cxons cunlaining 8f¡;, uf thc gene 
scqucncc ( 141. T'u date. variuus mut:1tiuns in thc CETP mcs
scngcr havc hccn rcpnrtcd. sorne uf which derive in uhcrna
tivc splicing that cnrrclutcs with ultcrntiuns uf HDL ¡md LDL 

~\ddr1·.u jur r!IJ1•rinu: l. Ma .. ·Oli"·a. ln-.1i1u1u 1lc: Fi .. iulo~fa Celular. Univer .. i1.la1I N:u:ional . .\u1ónoma de: México. 04510 l'\.té:dc:o J>.F.. México f H·mail: 
i1na,ct.ft11i,iul.un:1m.nn) 
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lcvcls in plasma. Only onc isofonn ofCETP dcscribcd in thc 
human has beco reponed so far. This isofonn that l:tcks cxon 
9 (CETJ>A9) is poorly sccrctcd al nonnal plasma lipic.J lcvcls 
und has shown lo be inactivc in thc tnmsfcr of neutral lipids. 
Micc bearing thc 69 CETP tnmsgenc havc also shown to be 
ablc to secl"ete this isofonn into plasma 18). This isofonn 
sccms to be Tctaincd in Lhc endoplasmic reticulum and fonns 
intn1ecllular hctcl"odimcrs with nonnal CETP. This rnccha
nisrn has bccn considcrcd as a rcguh1tory proccss in thc sc
el"ction of thc complete forrn of CETP (6.7). On thc othcl" 
hand, although thc highest lcvcls for thc CETP mcsscngcr 
havc beco found in thc Jivcr. it has bccn also rcportcd in a 
grcat varicty of pcriphcrJ.l tissucs. including thc smull intcs
tinc [4. 10). Thcsc ¡-csulL'> suggcsl .a loe.al inductiun in thc 
synthcsis ufCl--::TJ~ mcchanism that might uid in thc rccycling 
ufch0Jcstcn1l depusitcd in pcripher.al tis:-.ucs during lipopro
tein lipulysis (4, 10, 15. 16). 

1Thc prescnt study l"cpurts thc p¡-csencc and initi.al chumc
tcrization of an altcmativc fonn of CETJ> not dcscrihed tu 
date. During our invcstig:.ition, thc n1RNA uf this ncw isn
funn cullcd CETPI wu:-. unly found assuciatcd tu thc small 
intcstinc in thc rJ.tthit. Thc CETPI mcsscngcr includcs ut least 
part of thc intn.1n pl"ior tu cxon 16. Duc to thc ¡nescncc uf a 
stop coc.lun "vithin this intn1n, thc translatiun uf cxon 16 <loes 
not takc place. lc;.1ding to thc sub~titutiun ofthc last ::?4 amino 
aci<ls of CETP ;;1t its c;;1rhoxy-cn<l. This changc in iL'> prinmry 
structurc implic.atcs thc suhstitution ufthc original arnphipathic 
u.-hclix stnictu¡-c ( 13, 17) tty a hycJ¡-ophilic ran<lom structul"c 
rich in p1"<.1lincs. Thc pl"cscncc nf CETPI has hccn <lcmnn
stratcd in lhis :-.tudy tn he pl"csent in hu1nan untl r.1hhit plasrna. 

1"1atcrials and mclhods 

:rnRNA l.<iolatin11. rt'\.'t!r.\°e tra11scriptin11 cnu¡>IL'tl to 1h1! 
f't>lyrncrCJ."it' chain rt•acrion (RT·PCR), and ."i1H¡uenc1! 
ana( .. ·.\·i."i 

Total RNA extrJ.ctions from adiposc tissuc. hr..1in curtcx. 
cndothclium. hcart. kidncy. livcr. lung. tnusclc. pancl"cas. 
snmll intcstinc. splcen. ov:1ry :m<.I utcrus from fcmalc whitc 
Ne""' 7...calund '\Vr rJhhits prcscnting nunmll plasma tipic.1 lcv
cls. \.\."Cl"C pc¡-funncd using thc tnclhud <lcscrihcc.I hy Smnik::1wa 
1•1 a/. l 18J. Thc fruction ofpoly(A') RNA frum <.ill tissucs w;;1s 
i~ulatcd hy culurnn chnunatugmphy using oligu(dt)-ccllu· 

;Tt1e .,;1i;1nal 111u.:leu111lc 'c~1uencc repu11ed 1n thi' papcr ha' heen d..-po'-
11~·•1 in the lll>BJ .tatahoa'e Ufhler lhc: aece .. ,ion nu. 2011ll112~tl4Clta 1<J.7'lt.Ot,J 

.:se .. ·cral pnllucul' an1I r11a1enal' 1le,cr1he1I tn 1h ... paper ha,.-c hcen res
j,ren~.1 accunlins to lhe ln1..-rna1iunal Pa1en1 C"uop1•ra1iun Tr<!aly, wi1h ln
h.•rna1in11al J>uMit.:aliun Numher \VO 02/~29~5. Thi' applit.:atiun ha" hecn 
n·¡:i .. 1..-r..-11at1hc Eurnpcnn Patcnt Otlice (\VIJU) witha priority •late of 19'J9. 

lose. cDNAs wcrc synlhcsizcd employing a commcrcial sys
tcm for RT-PCR (PcTkin-Elmcr, Bm.nchburg, NJ, USA) us
ing 100 ng of livcrmRNA and 400 ng ofmRNA from othcr 
tissucs. Additionally, cDNAs wcrc synthcsized from 3 µg of 
total livcr RNA and 7 µg from small intcMinc RNA. J>rimers 
cmploycd in polymcrJ.sc chain rcaction (l>CR) amplil1cations 
antl scqucncc reactions wcrc dcsigncd with thc MacVcctor 
software (Gcnctic Cumputt:r Group. Madison, WI. USA). 
bascd on thc cDNA scqucncc for thc mbbit CETJ> puhlishcd 
by Nagashima 1~1 al. 11 O) (Table l ). Primcrs wcrc ulsu dc
signcd for control ¡-cactions. b:..1sctl un thc rubbit glyccn11dc
hydc-3-phosphatc dchytlrogcnasc (GAPDH) cDNA scqucncc 
reporteó by Applctquis et al. ( 19) (Tuhlc 1 ). PCR amplif
ications WCl"C carricd out in 35 cyclcs ;.md 55ºC with pl"imcr 
p:1irs RAB5-RAB6 and GA3PF-GA3J>R. Ful" thc scqucncc 
¡-cuctions, thc RAB4. RAB5. RAB6, GA3PP. and GA3PJ<{ 
primcl"s wcrc uscd empluying thc fulluwing cummcrch1l sys
lcms: Sccucnasc Vcrsiun ::?-O (Amc1"shan1. Clcvcland, OH. 
USA); AmpliTaq DNA polyrncr..tsc (AmpiCyclc Scquencing 
Kit, Pcrkin Elmcr. Branehhurg. NJ. USA) und dsDNA Cy
clc Scquencing Systcm (Gihco BRL. Gaithc¡-shul"g, 1'r1D, 
USA). Thc nuclcotidc scqucnccs wcrc dctcrmincc.I frutn 
hoth DNA strands. Thc scqucnccs uf ull PCR p¡-oducts 
WCl"C aligncd with thc :mulysis pc¡-fonncd using thc follow
ing data hanks: GcncHank, El\1HL. DDBJ. antl prutcin dat:i 
lmnk (PDB). 

:cD1VA Pro/u•.,· for 1Vortlwr11 ruul Souther11·hlot analysis 

The idcntitics uf PCR pnu.lucts amplil1cd with thc RAB5-
RAB6 pritncn; WCl"C vcrificd wilh Suuthcl"n·hlut hyhddatit1ns. 
using thc RAB4 prime¡- as an internal prubc. J>CR producL'> 
wcrc subjcctcd tu clcctruphnrcsis in l 'Jó ;;1ga¡-usc gcls and 
tr..msfcrrcd tu NYLON mcmhr..mcs (HYBOND·N+. Amcr
sh:un. UK). ~1cmbr..mcs wcrc hyhdtlizc<.I with thc RAB4 pn1hc 
( 19 nt) :it 37ºC nnd washcd at 58ºC with NaCl-Trisndium 
Citmtc BuffcrpH 7.0. Thcy wcrc l;.1tcrcxpu:-.cdun X·Ol\.1AT 
auturac.Jiogmphic pl:itcs (Ko<lak. Ruchcstcr, NY. USA). Ra
dioactivc Jabcling nf thc RAB4 primer wus carricd out with 
6-ATP-(.i::p) using thc Phamrncia Biothcc Oligolabclling Kit 
(Upps:lla, Swcdcn). 

For Nol"thcrn-hlut hyhl"idations, t11c intcgrity uf total RNA 
:md mH.NA samplcs we¡-c vcrificd hy clcctruphu¡-csis in 1r;r, 
denaturing ugaru~c gcls. u~ing dcnaturcd twin gcls, 100 rng 
of total live¡- and ~mall intcstinc RNA Wcl"c clcctrophorc~cd 
:md t..r..1nsfcrrcd tc.1 NYLON 1nc1nhnmcs (J-IVBOND-N. Atn
cr~harn. UK). Thc amplificd PCR product with thc p::1ir uf 
primen; KAB5·RAB6 was u sed as a pn>hc again:-.t CETP. und 
GA3PP-GA3PR ::is a pn1hc ::1gainst GAPDH. hoth ohtainc1l 
frum livcr mR.NA. L:.1bcling uf thc prubc was c:1rric<l out wit11 
[1L-J:pj dcuxycytidinc 5'-triphusphatc using thc Random 
l>rimcd DNA L::1bcling Kit (Hochringc¡-, ~1annhcim. Gel"-



Tahl~ /. Primeo. u,.c~ in PCR and s.cqucncing rcaclion-. 

CONA Primen Po!i.itlon Scqucncc 

CllTP 
CETP 
CETP 
GAPOH 
GAPDH 

RAH4 An1i,.cn\c 
RABS Scn-.c 
RAB6 Anli,,cn\c 
0A3PFScn\C 
0A3PR Anli!!icn.,c 

1462-1443 
1391-1414 
1R52-IR2K 

S" GTGCllGGGAAAACCGAAG 3" 
S" TCATCAACCCCGAGATTATCACTC 3" 
S" TCGTllACTTGAGAGGCAGAGAGAG 3" 
s•TGAAGGTCGGAGTCAACGGATíTGG 3• 
s• GGTGGACCTCATGGCCCACATG 3" 

79-104 
IOt'Jl-1040 

many). The mcrnbnmcs wcre simultancously hybridizcd with 
thc RAB5-RAB6 and 0A3PF-GA3PR probcs. and latcr an
alyzcd whilc cxposcd on a Pbosphorimagcr scrccn (Stonn 
Systcm, Pharmacia Molecular Dyn:lmics. Uppsala. Swcdcn). 

=c1011i11¡: ofC,._-TP anrl Ch7PI. cDNAs and rccomhi11a1u 
prn1ei11.\· 

PCR producL.,. gcncratcd with RAB5-RAB6 prime~ wcrc 
cloncd in thc pMosB/ue T vector (Amcrsham. UK). Thcy 
""'ere l:11cr suhcloncd in thc pGcx-2Tcxprcssion vector (Phar
maciu LKB Biothcc. Uppsula. Swcdcn). gcncrnting onc con
trol ~md two rccomhimmt plasmids callctl pGcx-2T. pGcx-2T/ 
ID 1 and pGcx.-2T/ID2 rcspcctivcly. These plasmids wcrc 
lr..tnsíonncd in E.'íclutrichia co/i DH5u. str..tin fur thc uhtcn
tion of rccornhinant prntcins íuscd to glut:•lhiunc-S-tnms
fcnlsc (GST). Thc tr..msíonncd bacteria wcrc cuhurcd during 
8 h •lt 37ºC in 500 tnl uf Super Luria Bruth with 50 µg/ml uf 
arnpicillin. Thc partially purificd rccl1mhim1nt protcins CETP 
3'/GST. Ch-rPI 3'/GST ;.intl contnil GST wcrc nhluincd fol
lowing thc ncxl prutocul. Culture induction w¡1s pcrfonncd 
wilh 0.4 mf\.1 uf IPTG <luring 3 h. Thc Lransínnncd hm;tcriu 
wcrc suspended in phusph;.llc-buffercd salinc (l"BS), eth
ylcncdiaminetetrm1cct:uc (EDTA) 50 rnf\.1. aprutinin 1%, 
phcnylmethylsulínnyl Ouuridc (J>f\.1SF) 1 m.f\.1. bcn7 .. .:.irnidinc 
5 mf\.1. leupcptinc 10 µg/ml :md later sonic:nc<l in cyclcs íor 
1 O sec and 30 scc un ice. Thc lyscd prrn.Jucts wcrc :1pplicd to 

agaruJ<oc glutathiunc cnlumns (Sigm;.1 0 St. Louis. f\.-10, USA). 

~1:.¡1i1opt! ane1J.v.\·i.'í. ¡wptide a111i¡:t•n tlt!.,·iR"· and antihody 
rroduction 

Thc scqucnccs nflhc diffcrcnt PCR prrn.Jucts :m1plif1cd with 
thc p•lir ní primcrs RAB5-RAB6 frum sm:lll intestinc and 
Ji ver rnRN"A. "vcrc tr:1nslatcd intn mninu acid scqucnccs und 
analyzcd with 1hc hclp uf thc DN'Astar suftwun: CLascrgenc. 
f\.1:uJisnn. '\VI. USA). Prcdictions for thc Kytc-Duolittlc hy
drophohicity indcx and sccon<l.ary stn1cturc wcrc uchieved 
c1npluying thc Chnu-Fm•man and Gamicr-J{ubJ<oon algurithms. 
l{csulL"i oí thesc :malyscs wcrc cunlirmcd by PllD (J>roíilc 
Nctwurk Prcdictiun. Heidelberg). Hascd un this infunnatiun. 
two synthctic pcptidcs with thc CETP und CETPI carbuxy-

cnd scqucnccs wcrc dcsignctl. Thcsc pcptidcs were synthc
sizcd by PcptkloGcnic Rcscurch and Cu. (Livcrmure. CA. 
USA). Thcy includcd un adtlitionul cystcinc rcsidue in lhc 
amino-cnd inortlcr to .alluw dircct coupling with KLH (Kcy
holc Limpcl Hcrnocyanin). Thc pcptidcs cuuplcd to KLl-1 
wcrc uscd íor thc production uf anli-CETP lg,Y ant.1 nnti
CETPI lgY :intibodics in whitc Lcghurn chickcnJ<o. utilizing 
a standard prntocol uí 63 days c:irricd out hy ADI (Alplrn 
Diagnostic lntcrnatiunul. San Anluniu. TX. USA). Antihudy 
titcrs in pla..,.ma wcrc dc1cm1incd hy cnzyn1c-linkcd inununo
sorbcnt (ELISA). lgYs werc isoh1tcd frmn 12 cggs. Anli-BSA 
JgY .;.mtibodics (buvinc scrum alhmnin antihudics) wcrc uh.u 
obtaincd frum whitc Lcghnrn chickcns ino..::ul;.1tcd suhcut:1-
ncously once a wcck in the prcJ<ocncc oí cornplctc rreund·s 
atljuvant (Sigma lmmunu Chcmicals. St. Luuis. l\10. USAJ 
un íirst applic•1tion, .;,md with incumplctc Prcund~s .;.uljuvant 
(Sigma lmmunu Chcmicals, St. Luuis. f\.10. USA) in thrcc 
subsequcnt :1pplic:ltiuns. Prior to cach upplic•ltinn, hlnod ·w:L"' 
withdr..n.vn. plasrna scp:1rutcd und antiho<ly prcJ<oencc titcrcd 
hy ELISA. 

Thc spccificity oí the :mtibndics uscd studicd hy ELISA 
:md \Vcstcrn~hlut :inalysis. wus dctcnnincd using crus!'>-rcac
tiun tcsL~ with thrcc antibut.lics (unti-CETP lgY • .;,mti-CETPI 
lgY and anti-BSA lgY). Each untibody was testcd ugainst 
both free synthetic pcptidcs CETP and cr::rPI. HSA. syn
thctic pcptidcs couplcd to BSA. :md recumbimmL"i fuscd to 
GST (control GST. CETP 3'/GST :md CETPI 3'/GST). Each 
test included prcin1munc chickcn untibudic..,. as u contrul (<lata 
not shown). 

=e1ecrrophnrt~sis and im1n1111obln11ing 

\Vestcm-blut tesL-. wcrc pcrfun11cd a,gainst crudc :.md lipid
depletcd cxtracts of liver and small intcstinc in udditiun tu 
human and rnbhit plasmas. Org:ms crnployed in thcsc tc~t."i 
v.·crc prcviuusly pcrfosed with Krchs-Ringer huffer (pl-1 7 .4). 
Prepar..1tion oí cruc.Jc extntcts w:1s pcrforn1cd with 0.5 g uf 
tissuc homogcnizcd in 5 n1J suspcnsiun buffer ( 1 (M) mf\1 NaCI. 
10 mM -rris-HCL pH 7.6. l rnM 1-ff>TA-NaOl-l pl-1 8.0. 1 µp./ 
rnl :1protinin, und 100 µg/ml PMSP). Crudc cxtr..1CL"i wcrc li
pid-dcplctcd cmploying 607o aceto ne ex traclions. Protcin 
qmmtiíicatiun in thc lipid-dcplctcd cxtrncts was períunncd 
cmploying lhc BCA Prutein Ass:•y R.cagent rnctho<l (PI EKCE • 

. ·_':'.tN 
-·---··-· ____ .... 

108 



Rockfurd. U... USA) and in totul plasma s.urnplcs using thc 
FoUn-Lowry mcthud. Crudc livcr (20 µg protcin) ami small 
intcstinc (30 µg protcin) cxtr·Jcts. as wcll as plusma samplcs 
(40 µg protcin) wcrc suhjcctcd ro clcctrophorcsis in 12.5% 
sodium dodccyl sulfatc-acrylamidc gcls. Thrcc µg of BSA 
wcrc uscd for thc anti-BSA lgY positivc control and 40 µg 
of BSA as ncg.ativc control far anti-CETP lgY and anti
CETPl lgY. This matcriOJI was clcctrutransfcrrcd lo 0.45 µm 
nitroccllulosc men1hranes (Trans-Blot Trunsfcr Mcdium. 
BIO-RAD. llerculcs. CA. USA). In tissuc samplcs. ami
CETP IgY was uscd in 1 :5.000 dilurinns and unti-CETPI lgY 
in 1 :30.000. In plasma sa111plcs and ncgalivc comruls wilh 
BSA. unti-CETP lgY l :5.000 and anti-CETPI lgY 1: 15.000 
wcrc uscd. For positivc control wilh BSA. nnti-BSA lgY at 
a dilulion of 1 :25.lXJO was cmployc<l. In all cases. a pcroxi
dasc-conjugatcd IgG nnti-chickcn sccondary antibody 
(PlERCE. Rockford. IL. USA) was usc.d in a dílution 1: 10.000. 
All incubiltions with thc diffcrcnt antibodics wcrc cnrricd out 
using a suspcnsion uf 2.5% powdcrcd skimmcd milk in tris
bu.ffcrcd Sillinc -Twccn O. 1 % crrBS). 37ºC for J h. Visu
alization was carried out using SupcrSignal Subsrmte (Picrcc. 
Rockford. U... USA) on X-0~1AT autoradiogrnphic pintes 
(Kodak. Rochestcr. NY. USA). 

Rcsults and discussion 

A nf."W 1.•er ... ion of lht." Cl:.-rP n1e.<;.\'t!n~r:t!r t.".Xpres.w!d in //re 
.'fmall inlt!sline 

Thc product wc caU IDl was obtaincd hy means of RT-PCR 
antplifications frnm mRNA cxtrJctcd from rcprcsentativc 
tissucs such as livcr. hcart. small intcstinc. and adiposc tis
suc. No amplification producL~ wcrc nhtaincd from splccn 
and utcrus rnRNA. pcrhaps duc tu thc fact that mRNA leve Is 
of CETP in thcse tissucs are hcluw thc dctcction capacity of 

thc mcthodoJogy uscd. Thc 101 product had the cxpccted size 
of461 pb far amplifications utilizing thc RAH5-RAB6 pair 
of primcrs. according to thc rahbit CETP cDNA scqucncc 
reponed by Nagashima el al. (JO] (Fig. !A). RT-PCR from 
sn1all intcstinc mRNA ndditionally gcncmtcs a sccnnd prod
uct of 569 pb that we call 102 (Fig. 1 A). Employing Smtth
crn-blot annlysis it is confirmcd that althnugh vcry clnsc to 
cuch other. hoth amplificd products corrcspon<l to CETP 
cDNA (Fig. 1 B). Figure IC shows thc control assay using 
livcr and small intcstinc without thc prescncc uf reverse 
trancriptase in thc mixture reilction. Wc can concludc that 
thc amplification shown by IDI and ID2 w;1s lJhtaincd from 
n1RNA ancl not form cnntuminant DNA. 

ScqucnccanalysisoflDl and ID:?. showed that hoth prod
ucts wcrc 4ln1plificd frorn CETP rncssengcrs. Thc nuclcoti<lc 
scqucncc nf rhc ID 1 fragmcnt comprises from hase 139 J 
locatcd at thc 3• cnd of cxon 15 to husc 1852 found in the 
non-cncoding rcgion of cxon 16. The ID 1 product scqucncc 
prcscnL.,. an identity of 100% with thc cncn<ling rcgion sc
qucncc of rJhbit CETP cDNA [ 10). and of 87'*' with thc rc
portcd human CETPscqucncc ( 17). The ID2 pnxJuct scquencc 
also hus an idcntity of 100% with thc rcportcd CETP cDNA 
scqucncc: howcver. it includes a scction of 108 ph hct,vccn 
cxons 15 und 16 th.at wc cilll Se<.¡ucncc 1 (Fig. 2). 

This is situatcd hetW1..'Cn nuclcoti<lcs 1419 an<l 1420 at thc 
limit hctwccn cxuns 15 and 16. Fig.ure 2B shows pan nfthc 
102 pruduct scqucncc. i.c. from nuclcolidc 1391 in cxon 15 
to nuclcolide 1449 in cxon 16 (Sct.¡ucncc 1 is shnwn in up
per~asc lcttcrs). Figure 2A. shows the stop codnn in posi
tion 1491 reported fnr thc mcsscngcr of rahhit CETP ( 10). 
Two rnorc stop cndnns are found within Scquencc l. onc in 
pnsition 55 and thc ulher at thc 3' cnd at position 10(1 ( Fig. 
2). According to thc translation of nuclcntidc s~¡ucm:cs to 
arninn acid scqucnccs. IDJ cnrrcspnnds t<l thc prcvi<Jusly 
reponed vcrsinn of mhhit CETP and can he translatcd into 
the active protcin that is lihcrated in plasma. On thc olher 
hand. thc mRNA nf ID:? cnITCspnnds tn a vcrsilJO nfthc CETP 

(A) 
L H 51 

(B) 
U 100pb L 

(C) 
H SI U 100pb L 51 

102 
5611pbl. 

101 ~ ......... • - = ' 
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Fi¡:. l. Southcm-hlu1 umdy .. i .. ufRT-l'CR rro!.luch .. huwing IDl nnd 11>2 amrlilka1iun ... (A) A~o .. e ,gel rrmtuchnmrlincd hy RT-PCR with RAUS-RAB6 
rrimcn. frum mRNA uflivcr (l.). hean {H) • .-.rnall in1c .. 1inc (SI). nmJ u1cru, (U). {11) Snuthcrn·hlot radio~J('lhy cmpluying the RAIJ.4 pn>hc. 'Thc !'.rn:tll lnreo;.
linc c%prc~.'te'i. u vw-l.a111 uf Cirn~ mRNA l"l!f'1"C"c111..-d hy lho.: llJ2 un1plilic.a1iun rn.xtucL (C) Conln•I a ... .uy fo•· livct" and l">m..,11 in1c ... inc rcrformed withou1 
n:vcr.-..c 1run-.crip1a.-.c. 
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A 

ID2 569pb 

B 

Exon 15 

GlG TGA 
1 55 
Sequencel 

1419 $eqlHHICel 

....... 
1852 

ale aac ccc gag att ate act etc gal GTG AGT GCA AA.O CCC CTG TCG GCC CGT TCT CCG 

GGA GGG CGG CCC CTG TCT CCA ~ GAC TGG CA.A ACT GGC AGC CGA CCC AGC CTG 

CCC TTC TCG CCC TTG ACC IA,.G. gg
5c5

tgc clg ctg ctg cag atg gac ttc ggt 

1oa 1420 Exon 16 

Fig. ::!. Schcm:uh: rcpn~!t.cnlacion or IDI nnd l02 showing thc locallza1ion or Scqucm."C l lltld •lop codons. A) ID 1 and 102 pr~I o.n idcntlly of 100% whcn 
compaced 10 the ruhhit CHTI'" i;cqucncc. ID? includes Scqucncc 1 contninlng IOR pb hctwccn CE'!? exons IS and 16 ond nuclcoridc!i 1419 and 1420. (U) 
Wirhin Scqucncc 1 (uppcr~r.c lcncn;). dlCl"c urc two 11otop codon,. (underlincJ). onc in poi;.i1ion SS (TOA) nnd che ocher in its 3' end nt J'M-H.ttion 106 (TAO). 
Trnno;.l:Uion MOJ"' nt codon SS ar Scqucncc 1 prcvcnting lhe cnlirc c:ii;on 16 frum hcing fonncd. 

mcsscngcr not reponed to date .. which is cxprcsscd in thc 
small intcstinc of thc rabbit and tronslatcs into thc ncw iso
form CETPI. 

Considcring that Scqucncc 1 is an intron. thc 102 product 
couJd havc hccn .umplificd from non-cditcd mRNA contami
nant in thc smalJ-intcstinc samplc. In ordcr to discard this 
possibility. RT-PCR was pcrformcd using an cxccss of totnl 
RNA. ofboth livcr and stnall intcstinc. Thcsc rcsults showcd 
that thc ID l product is ohtaincd from thc samplcs in both 
tissucs: nonctl1clcss. thc 102 product could only be obtaincd 
from thc samplc of small intcstinc. similar to thc rcsults ob
tuincd with mRNA (Fig. 1 ). Thcrcforc. wc concludc that thc 
small intcstinc cxpresscs a variant of CETP mRNA. rcprc
scntcd by tl1c 102 amplification product. 

pcctcd sizc for CETPI mRNA is 2.3 kb comparcd to 2.2 kb 
for CETP. such a smalJ differcncc in sizc is difficult to rcs:olvc 
in 1 % ugarosc gel. 

Ch.7PI lack:r; a chole.<rterol e.'iler.<r hinding domain 

Figuro 4A shows u comparison bctwccn thc amino acid sc
qucncc of thc carboxy-cnds of CETP nod CETPI translatcd 
from thc nuclcotidc scqucoccs for thc RT-PCR ID 1 and ID2 
producLc;. Transtntion of'" thc CETP mRNA ends at thc stop 
codon in position 1491. whilc the CETPI mc:iscngcr stops at 

(A) 1 2 <•> 3 .. 
L SI L SI 2115--1115-., "1:.- ',.., ·.···v; 

1.3kb- . 

'·. . :· ... .._. - . -' 

In ordcr to attcmpt to cstahlish thc approximatc molecu
lar wcight for this vari• .. mt of thc CETP mcsscngcr. North
crn-hlots wcn.= carricd out. Fig.urc 3A shows thc rcsult of 
hyhridiz.ation with thc GA3PF-GA3PR control prohc. Lancs 
l and 2 (total livcr and small intcstine RNA rcspcctivcly) 
corrcspond to a hand of approximatcly 1.3 kb that matchcs 
the size of rahhit GAPDI 1 mRNA. Figure 38 dcmonstrJtcs 
thc rcsult of hyhridization with thc RAB5-RAB6 probc. In 
Jane 3 (total livL-r RNA). a single band with 2.2 kb can be oh
scrvc.d corrcsponding to the approximate sizc of thc rubbit 
CETP mcsscngcr. Thc agarosc-f onnaldchydc gel of 18s ( 1. 7 
kh) rRNA and 28s (4.7 kh) rRNA shown in Fig. 3A can be 
uscd usa rcfcrcncc for rclativc mobility. ln Janc4 (lotal RNA 
of small intcstinc) thc sume band is obscrvcd; howcvcr. a scc
ond hand with lowcr rnobility that could corrcspond to thc 
transcript of 102 could not be cJcnrJy found. Sincc thc ex-

Fig. 3. Nonhcm-hlol hyhf"idir.nlion ol 101.aJ RNA hul.nlcd rrum difrcr
cn1 li!"o!"oue .. cmploying 1hc R.nhS-Rah6 rruhc. (A) Hyhridil'alion wi1h 1hc 
GA3PF-GA3PR conttul rrubc wi1h lolal livcr RNA (l.) (linc 1) and lot.a.I 
"maJI inlC!"olinc RNA (SI) (linc 2). A hand of arrn1x.imalcly 1.3 kh wali. 
ob~ed.co~ponding lo thc !"oirc ofrnhhil GAPDH mRNA. (U) Hybridi
z.alion wilfl 1hc RAHS-RAH6 prohc again .. 1 CH'"~ a hanJ arnund 2.2 kh 
wao; oho;czved in l.:uic.?li. 3 nnd 4. 

\-- '\'"·'.'.;'· 

\ yi¡, í í . \ .. ::~::~;..:-:_·:.:._. 

//o 



A 

Strudunt M.W. 
(Pl9dlction! ·-· l.P. -....... 

CETP INPEllTLDGCLLLQMDFGFPKHL LVDFLQSLS 

..... _ 
3731.10 3.IMI -33AA •72 

CETPI INPEllTLDVSA KPLSA R!!lpGGRPLSp 
27 AA 472 

e 
CETP 

Hellx 

R..-
alpH9.5 

2711!1.60 9.00 --alpH 7.0 

3 • ~ ., ., a tt 1a 11 12 '13 ,, ,~·u; 11 1• 111 20 21 22 23 2• z~ ze z7 n 2'9 >O 3t JZ 3J 

-e= 

CETPI 

e= = -= 

........... ~.~--

............ H_....,..c..._.,,-_ 

.a..,,........~-

• .._._ .......... a..-
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Fi~. -l. Compari"'°'' hc1~·ccn lhc u.mino acid f>cqucoc~ oflhc cm11'1.n.y-C!'Odi. ofCl!.IP tmd CE'f1>1. (A} Amino acid f>cquencc trun .. hued from 101 a.nd 102 RT
PCR pnxJLK"t f>equcrn."C!I.. TilC undcr1incd rcsion"' rc¡wc .. cnl Che "Ynlhctic pcpc.idc., de!l.iSncd for- nntibody production. (ll) According to thennalysis oflhc amino 
acid f>Cl{UCOCC!I. Uf>ins lhc Garnicr-Rob'ftOO, Chou-Fa .. man, a.nd PHD algorilhm!i., CETPI lnck.\. thc C-tcrrninal amphipathic a.-hclix 1ouuc1ure. In tu. pl.:tcc. the 
CHTI~I cnrbo:icy-end pr~o. o hydrophilic random 1\Uucnuc. 

codon 55 of Sequcncc l.. prcvcoting the cntirc cxon 16 from 
bcing trunslatcd. 'Iñcrcforc. both scquenccs are idcntical up 
to rcsidue 0472. thc last aminoacid cncodcd by cxon 15. Thc 
rcmaindcr of thc primary structurc of thc carboxy-cnd of 
CETPI Jack.s aay homology with thc carboxy-t:nd ofCETP. 
Thcsc diffcrcnccs in printary structurc might be rclatcd to 
thcir wcll known prop...~cs. such as isoclectric point. molccu-

lar wcight. hydrophobicity. and probabty sccondary structurc 
(Fig. 4) [ 13]. 

Containcd in thc scqucncc of thc CETP cnrboxy-cnd. rcsi
ducs F481. L488. F491. and IA95 are shown in halics in Fig. 
4A. Thcsc residues havc beco shown vio. directcd mutagcn
csis to be importaot in maintainiog thc tn:msfcr activity of 
cholcstcrol csters [4]. As obscrvcd in thc carboxy-cnd of 
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CETPI. thc last 24 amino acids ofthc original form ofCETP. 
including thc prcviously mcntioncd rcsiducs. are substitutcd 
with 18 amino acic.Js cncodcd by Scqucncc l. According to 
uur calculations thc last 26 amino acids of thc carboxy-cnd 
nf CETP havc u high contcnt of amphipathic a.-hclix struc
turc in agrccmcnt with othcr autors [1-7). Our prcdiction 
conccrning its sccondury structurc cn1ploying thc Garnicr
Robson. Chou-Fusmun. and PllD algorithms. shows that 
CETI>J docs not preserve such un amphipathic a-hclix (Fig. 
4 B ). Inste.ad. thc SL""Condury structure of thc carhoxy.oend of 
CETPI acquires a r . .mdom stnicturc th:Jt is hydrophilic ::md 
rich in prolincs. This infonnation suggcsts that CETPI most 
prohubly lacks u binding sitc f"or cholcstcrol cstcrs. as prcvi
ously unaly;,.cd by us (13]. 

Cl:.-rP and Cl:.TPI tran.,·late in :;mal/ inte.~tine 

Bascd on thc nmino ncid scqucnccs shown in Fig. 4A. wc 
dcsigncd two synthctic pcptidcs corrcsponding to tl1c car
boxy-cnds of CETP and CETPI. Thc scqucnccs for hoth 
pcptidcs are shown undcrlincd in Fig. 4A. Thcsc synthctic 
pcptidcs wcrc uscd in thc production of polyclonal antibod
ics anti-CETP Jg Y und anti-CETPI lgY. In Wcstcm-blot tests 
cmploying thc anti-CETr> lgY antihody against crudc cxtmct...;; 
of Jivcr and small intcstinc. wc obscrvcd that CETP shows a 
band Dround 68 kDa. which is cxprc..~scd in both tissucs (Figs 
SA and 58). Thc use of thc anti-BSA lgY antibody 01gainst 
livcr. small intcstinc and BSA jtsclf. givc a signaJ around 
66 kDa (shown as rcfcrcncc in Fig. SE). Figure SC show that 
thc anti-CETPI lgY antibody only rccognizcs a single band 
around S3 kDa. l S kDa Jcss than CETP that is only dctcctcd 
in cxtract."i from small intcstinc. Figure SO shows thc rcsult 
using thc mixture of both. the anti-CETI> lgY and the anti-

- L SI L SI L 

CETPI lgY antihodies. Thc diffcrcncc in l S kDa bctwccn 
CETP and CETPI sccn in our Wcstern-blot analysis is Jarger 
than thc changc in sizc expc..""Ctcd for a diffcrcncc of only six 
amino acid rcsiducs. Thcrcforc. wc might concludc that ad
ditional diffcrcnccs must cxist hctwccn thc two protcins in 
arder to cxplain this changc in mohility. Thc diffcrcncc.."i in 
scqucncc und predictcd sccondary structurc hctwccn CETP 
and CETPI might be rcsponsihlc for scvcral of thcir physi
cochcmical propcnics (Fig. 4). Thc isoclcctric point prcdictcU 
for CETP (with 496 uminoacidsl is 6.41 cornpurcd to thc iso
clcctric point predictL"C..I for CETPI (with 490 aminoacids) of 
7.09. This changc could ulso affc..""Ct thc rclativc mohility of 
CETPI in polyacrylamidc gcls. Employing Jipid-dcplctcd 
samplcs. thc diffcrcncc in mohility rcmaincd constant: 
thcrcforc. discarding thc possihility that the prcscncc of 
lipid bound to thc protcins n1ight affcct thcir rnigratfon in thc 
gcls. Thc possihility of postransJutional rnodifications that 
might affcct thc rclativc mobility of thc CETPI is ut thc rno
mcnt undcr considcration in our labomtory. 

The pre.,·ence ofCl:.71'1 in pla.o;ma 

To cstablish whcthcr CETPI is sccrctcd into plusma in a 
rnanncr similar to thc case of CETP. wc studied plusma sarn
plcs from both: aon11olipidcmic human suhjccL..;;. and nonn.al 
rabbits. PJasmu sarnplcs shown in Fig. 6 wcrc l"tudicd hy 
Wcstcrn-hlot analysis. Figure 6A shows plasma samplcs from 
both spccics. human and rnbhit. Using thc anti-CETP lgY 
antibody. wc cstablishcd that CETP is prcscnt in botl1 human 
and rnbhit plusma with an apprnxirnatc molecular wci[!ht 
around 66 and 68 kDa rcspcctivcly (Fig. 68). Employing t.hc 
nnti-CETPI lgYantihody wc dcmonstratcd th.at CETPI is also 
prc."il!nt in thc plusmaofbnth spt..'"CÍCS (Fig. 6C). On othcrh.and 
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A) CRUDE ~ B) lgY C) lgY D) -tl-CETP E} lgY Anll-BSA 
Anti-CETP Antl-CETPI + Anti-CETPI 

¡.·;G· 5. ldentific.n1iun uf CE.,,, and CIITPI in li .. .-.uc c:ur:ic1.-. hy immunohlor nnaly.-.i ... Molecular wei¡;hl mari.:cr (MW) nnd crudc e:ittr.:ich fn>m liver CL) nnd 
.. mall in1r. .. 1inc C!'I) {panel A). incu~cd with anti-CETP le Y (panel H). w11i-C~,, .. lgY (panel C) and lhc comhination"' uf hoth (panel I>). Contrul anli-BSA 
l¡;Y (panel I!). 
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Fi¡.:. <~. hlcntifo:alion of CElVaml cirn~1 in humnn nnd rnhhil pla.,ma .. hy immunohlol nnaly"'i'- Mnlo:uJar weigh1 martr.;.cr {~fW), Human pla. .. ma (HUM) 
nnd rnhhil pla!<ima (RAll) (p.:mcl A). Human pla\ma (HUM) ond r.ihhil pla .. ma (RAH) u .. ing thc nnti-CETP lgY antiti..w.ty (panel U). Human pl.a'm.:J. (HUM)und 
r.ihhir pla .. ma (RAU) u .. ini; 1he nnli-Cl!n~1 rsY nnlif••fy (panel C). Unrlh ph1\ma.., nnd a. USA l."\'Kltrol V.'CTC al"'-> irt1.."Uhatcd wilh rhc nnti-DSA Ii;Y {pan:!I D). 

thc untihody anti-CETPI IgY showcd that CETPI prcscnts a 
highcr conccntration in human than rnbhit plasma (Fig. 6C). 
Taking into considcration that albumin is onc of thc most 
ubund:.mt protcins in plasma. and CETP prcscnts a vcry simi
lar 1110Jccular wcight. wc also uscd thc unti-CETP lgY and 
thc anti-CETPI IgY antihodics against BSA in arder to dis
card thc possihility of false positivc...; (Fig. 68 and 6C). Ref
crcncc can be takcn from Fig. 60. in which thc anti-BSA lgY 
antibody was utilizcd against plasma obtaincd from the two 
spccics. 

At this point it has to be considcrcd human intrun •o• lo
catcd bctwccn cxons 15 and 16 [ 14]. lfthis introo is trnnslatcd 
in thc original rcading frarnc it could gcncratc a scqucncc 60 
amino acids largcr titan CETP. Thcrcforc. thc mínimum cnl
culatcd molecular wcight (non-glycosylatcd fonn) for human 
CETPI would he 59.4 kD<J. 6.4 kDa largcr than thc molecu
lar wcight obscrvcd in rabhit CETPl. Bnscd on this possibil
ity. wc considcr-cd that thc human CETPI rncssengcr could 
be r-clatcd to a spliccd product. Although cryptic splicc sitcs 
are found. thcsc would gcncratc protcins with u molecular 
wcight much largcr than 56 kDa. Table 2 shows thc compari
son hctwccn thc carhoxy-cnd sequcncc of human (101) and 
r<Jbbit CETP (101 ). as wcll as thc carhoxy-end scqucnce of 
rabbit (102) anda puuuivc vcrsion ofhumao CETPI (102). 
Thc Jate.-.t fonn of hurnan CETPI correspond... .. to onc possi
bility amoogst scvcral othcrs origin.atcd by altemative splic
ing. Jacking a scgmcnt from base 6 to base 96 of intron •o•. 

Thc stop codon in this product is suggcstcd to he Jocalizcd 
in base 1573 ofcxon 16. This variant would gcncratc n pro
tein 17 amino acids Jargcr than CETP. with a mínimum mo
lecular wcight of 56 kDa. Although. bctwccn the human and 
rabbit CETP thcre is an homology that corrcsponds to 91. 7%. 
thc sequcnce homology for CETPl in both specics corrc
tipoOd"i to 50% from rcsidue A6 to Pl2 of Sequcncc l. thc 
region rccognizcd by thc antibody anti-CETP[ lgY. lt is in
tcrcsting to note that CETPI eithcr from rabbit or human 
sourccs sccms to prcscnt a random configuration rich in 
prolincs ns well a."i a hydrophilic charactcr. Taking into nc
count that it sccms wc are dcaling with a ncw variant ofCETP 
with a main dcfcrenccofsix antinoacid"i that pmduccs a clcar 
cffcct of its mnin propcnics. it rcmains to be cstablishcd if 
posttranscriptional or posuranslational modifications are 
associated to CETPI. 

At prcscnt. :scvcral mutations in the CETP mcsscngcr havc 
beco rcportcd. some of which rcflcct sevcrJl altcrations in thc 
Jevcls of llDL. LDL and VLDL in plasmn. A change of a 
guaaine foran a1aninc in position +l ofintron 14 in thcCETP 
mRNA. docs not allow thc synthcsis of CETI> to takc place. 
This simple changc causes hypoalphaUpoprotcincmfa pro
moted by a rcduction of 50% in the Jcvcl of CETP [20.21). 
On othcr hand. Gotoda et al. (22) describe a changc of a 
cysteinc for a timinc in exon 10 of the CETP gene of paticnts 
showing hypoalphalipoproteinemia. This substitution rcsulL .. 
in thc rcplaccrncnt of codon 309 CAA(Q) for a prcrnatiue ter-

Tuhl~ :!. Scqucncc comparii;.un orc1.r0>and Ch-rrl cortlo~y-cnd~ rrum human und rnbbil 

1 .. uronn 

11>1 hum:ln476AA 
101 rnhhit 497 AA 
102 human 483 AA 
102 rnbhit 491 AA 

GFl..Lt.Q ... tDFGFl~E Ht 1 YQfl OSI S 
GCLI...LQMO•·GFPK HI 1 Yl)U QSI S 
VKGPLPAWI rrc;o1 .oysPARPSLl.LPLI~OLPAAADGLWLP 
VSAKPLSARSPGGRpl sp 

StnlC'tun: 
(prcd.icr ion) 

AlphaHclix 
AJphD. Hcllx 
Random 
Randam 

M.W.(kDa) l.P. 
(prcdiction) 

53.10 5.RO 
S4.52 6.41 
56.06 6.28 
53.57 7.09 
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minal codon TAA. [n this case thc CETP synthcsizcc.J lacks 
168 aminm.tcids al thc carboxy-cnd region ofthc protcin [21 ]. 
SaJuti et al. [23). rcportcd a cutting dcfcct in intron 10 that 
cxcludcscxon 10 in thc cDNA and promotcs thc inscrtion of 
a 31 pd scqucncc in intron 13 [23 }. 

Takahashi et al. {24). also rcportcd a nuclcotidc substitu
tion that dccreascs Chl"P activity. Only une isofonn of hu
man CETP has hccn dcscribcd lacking cxon 9 (CETP 6.9). 
This isofonn sccms to be rctaincd al thc lcvcl of thc cndo
plasrnic rcticulum fonning intraccllular hctcrodimcric com
plcxcs with lhc normal fonn ofCETP [6.7]. This association 
has bccn thought to be rclatcd tu a rcgulatury mcchanism in 
thc stcps prcvious to lhc sccrction of CETI~ 

Thc CETPI mcsscngcrprcscnL'> an uppruximatc sizc of2.2. 
kb and with lhc cxccption uf Scqucncc I shows 100% idcn
tity with thc rcportcd 3' cm) of rnhhit CETP. Sincc wc h~ivc 
idcntificd thc only sotm:e for thc CETPI tr.m:-.cript to be thc 
smull intestinc. CETPI fuund in plasnrn must pruh:iUly is 
originutcd in this tissuc. Hascd un our rcsults. thc CETPl 
mcsscngcr idcntificd as ID2 is tr.mslatcd intu un isnfunn oí 
CETP that is :tlsu lihcrntcd in the plo1sma nf rnhhit anc.J hu
mans. at nornml lipid lcvcls. Thc messcnger uf CETPI in
cludcs 108 bases uf thc intron previous to ex.un 16. This 
changc suhstitutes thc last 24 :unintmcids in thc carbuxy-cnd 
of CETP for 18 ncw oncs with Lhc suhsequcnl changc in thc 
sccondary stn1cturc of the isufunn. 

Allhough CETPl n1ost prohably lacks lhc cupacity tn bind 
cholcstcrul cstcrs. it is pussiblc th:tt lhc capacity uf CETPI 
to bind phosphulipids anc.J in gcncrn.1 tu assncioltc to Jipupro
tcins rnight nul be altcrcc.J (2. 12). ?\-lurcuvcr. sincc CETP is 
rcspunsihlc fur approximatcly 30'/0 uf thc phosphotipid lr..ms
port in plasn1a (::?3. 24] and thut thc phusphute gruups con
stitutc thc primary sitc fur thc intcrucliun uf CETP with 
lipoprutcins (25-271. this charactcristic might be cunscrvcd 
in CETPI. 

For the fir:-.t time wc c.Jcscribc lhc prcscncc uf CETPl in 
hun1an plasma. u novel prutc.:in lhat plo1ccs ncw bounc.Jarics 
in thc study uf lipid 1ne1abolism. buth :1t the plasm•l lcvcl as 
v.·cll ns thc loc<1I leve) uf thc s1nall intcsline. 
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