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(Nota: “The Real” conferencia, con dibujitos y todo, está en anato, pero el archivo pesaba mucho como pa’ subirla a la página, así que le quité varios dibujos a ésta. Sorry!)

     El transportador que lleva como el 70% del colesterol que circula en la sangre es la LDL. Tiene como destino final ir a los tejidos y entregar colesterol para las múltiples funciones que ese tejido requiera, y también entregar colesterol al hígado para la síntesis de ácidos biliares, vitamina B, etc. Eso lo hace la LDL gracias a que en los tejidos existen receptores para LDL  (tanto en el tejido periférico como en el hígado), y esos receptores reconocen como ligando el apo B100, la única proteína que le queda, prácticamente, a la LDL (porque va perdiendo todas sus proteínas, y le queda una sola proteína que es el apo B100). En la primera clase yo definí que el componente proteico de la LDL era únicamente la apo B100, y ése es el que sirve para el reconocimiento de los receptores, es la “llave para la cerradura” y para que la LDL pueda entrar a la célula. Analizamos bien lo que pasaba cuando la LDL entraba a la célula, es un proceso mediado por el receptor: entra la LDL, se degrada en un lisosoma y el colesterol que ingresaba por la LDL ejercía dos eventos claves:

· frenar la síntesis de receptores a nivel del gen del receptor

· inhibir la síntesis de colesterol inhibiendo la enzima hidroximetil glutaril-CoA reductasa.

     ¿Cuáles son las alteraciones que pueden haber tanto en el receptor como en el ligando? Porque en este problema, cuando se acumulan las lipoproteínas en la circulación, es porque el receptor puede estar alterado o, estando el receptor intacto, puede estar el ligando alterado. 

     Analizamos cómo era el receptor: es una proteína grande, de alto peso molecular, que está inserto en la membrana de la célula y expone su colita carboxilo-terminal en el citoplasma. Tiene 5 dominios: el primero es al que llega la LDL, es un dominio que se inserta en la membrana de la célula, y queda esta colita carboxilo-terminal hacia el interior del citoplasma. También se conoce a cabalidad la estructura del gen que codifica para este receptor. Tiene 18 exones (o regiones codificadoras) y entre éstos están los intrones (regiones que no codifican, no se traducen en proteínas) .

   La gente que tiene el colesterol alto (sobre todo heredado), es porque tiene este gen alterado. Esto se llama hipercolesterolemia familiar, que es el principal factor de riesgo de enfermedad cardiovas-cular hoy en día. Esa gente no tiene receptores funcionales y las LDL, entonces, quedan fuera, en circulación, sin poder entrar a la célula para catabolizarse.

     Se han descrito múltiples mutaciones de este receptor: 

· mutaciones puntuales (que es cuando hay bases cambiadas en el DNA) 

· deleciones (faltan trozos completos del gen). Por ejemplo, en la ciudad de Helsinki, en Finlandia, se encontraron familias que tenían el colesterol alto, y se le denominó a esta enfermedad FH-Helsinki (familiar hypercholesterolemia Helsinki). 
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 ¿Qué hizo el equipo de médicos, bioquímicos e investigadores? Vieron, comparando con el receptor normal (18 exones), que el receptor era prácticamente normal hasta donde empieza la línea gruesa en el dibujo, pero le faltaba todo un pedazo, de tal manera que el receptor quedaba fofo, no estaba inserto en la membrana, quedaba medio tambaleando. Claro que reconocía a la LDL, porque el primer pedazo estaba intacto, pero después no podía ingresarla y era totalmente afuncional. El receptor no estaba anclado a la membrana. Los individuos normales tenían sus 18 exones. Esta gente que tenía el colesterol alto, no tenía el exón 16, 17 y no tenían la mitad del 18 (había una deleción). Y si no tenían el 16, el 17 y la mitad del 18, era que no tenían la información para hacer toda esta cola, porque esta colita que entra a la membrana y después queda en el citoplasma, es codificada por la región 16, 17 y 18. Le falta un pedazo importante al gen y, por lo tanto, la proteína que se traduce, es una proteína trunca que no está bien agarrada de la membrana plasmática. Y así hay múltiples mutaciones y deleciones que van a conducir a que el individuo tenga una hipercolesterolemia, porque queda la LDL circulando, sin poder entrar a la célula. Ésa es una demostración de una alteración genética del receptor. Hay otras que son mutaciones, están cambiadas las bases en el gen, lo que hace que el receptor esté alterado.

     Éste es un experimento bien bonito que hicieron en España parece. Son ratones transgénicos para el receptor de la LDL. Los compararon con los ratones normales (que no tienen receptores a la LDL). ¿Qué es lo que pasa?  En esta situación (normales), los ratones no tienen los genes para codificar un buen receptor para el LDL. Estos ratones tienen deficiencia genética del receptor de LDL, y por lo tanto si a ellos se les ve cómo está la LDL marcada en el plasma, la LDL prácticamente está al 100% porque no entra a la célula, por supuesto, porque los receptores están alterados. 

     Los ratones transgénicos: 

¿Cómo se hace una transgenia? Lo tengo que hacer a partir de un huevo fertilizado. Yo tomo un espermio del ratón y un óvulo de una hembra y hago la fusión. Espero que se forme un embrión. Sigo mirando bien rigurosamente y en el momento en que se forma el embrión, yo le microinyecto el gen para el receptor de la LDL. Desde ese momento el embrión está manipulado genéticamente. Posteriormente, yo pesco el embrión con el gen foráneo y lo pongo en el vientre de una ratona que va a preñarse, y la manada nace toda portando el gen del receptor de la LDL, y eso es un animal transgénico. La transgenia, cómo ocurre entonces? Es introducir genes foráneos en el genoma del animal, pero en el embrión (no del animal formado) y la manada que nace es transgénica para ese gen (también puedo sacar genes, pero la transgenia es modificar). Cuando los embriones fueron manipulados genéticamente para el gen del receptor de LDL, el ratón, una vez que nació, puede clarificar en forma efectiva la LDL radiactiva. Desaparece de la sangre la LDL radiactiva, puesto que tiene buenos receptores. Pero no era que ellos tenían los receptores antes. Se les manipuló genéticamente para tenerlos. 

     Yo, en el año 1994, estuve trabajando en un laboratorio en Nueva York y miren: los conejos se mueren todos de infarto, y los ratones son animales que no hacen infarto, pero de 10 conejos, 9 se mueren de infarto, ésa es la muerte principal del conejo. Entonces, hay una proteína que es aterogénica, que es la CTP, y es una proteína que la vamos a ver después, que transporta el colesterol entre una lipoproteína y otra y a las lipoproteínas las va haciendo más aterogénicas. ¿Qué es lo que se hizo en ese laboratorio? Se produjeron huevos fertilizados (o sea embriones) de ratones al cual se le inyectó el gen aislado del conejo de la CTP. Al conejo se le aisló el gen que codifica para la CTP, esta proteína que es aterogénica, y se le microinyectó en el huevo fertilizado del ratón. Se produjo un embrión, ese embrión se puso en el vientre de una rata y nacieron los ratoncitos. Se les dio una dieta hipercolesterolémica y todos los ratones se fueron cortados de infarto. Todos. Eso no hubiera pasado si yo, a otros ratones, les doy la misma dieta, pero no los hago transgénicos a la CTP. 

     ¿Entienden el problema? O sea nosotros podemos provocar un daño introduciendo un gen en el embrión, y después al adulto le provocamos el daño, o a la vez, le podemos hacer una terapia retirándole el gen o cambiándole el gen. Eso es lo que se llama terapia génica: la manipulación de genes. En el humano no se hace en los embriones, porque afecta a todo el ser, pero, por ejemplo, años atrás, había una niña en Estados Unidos, una “niña burbuja”, que abría la puerta, respiraba y le daba bronconeumonia. Era un tipo parecido al del SIDA, pero no era adquirido, era una inmunodeficiencia severísima. ¿Por qué? Porque esta niña no tenía una proteína que es clave para la respuesta inmune del individuo, que es la adenosin-ademinasa. Esa proteína es tremendamente importante para generar la respuesta inmune. Si esa niña no tenía la adenosin-ademinasa  quiere decir que no tenía el gen de la adenosin-ademinasa (porque nosotros no tenemos las proteínas cuando no tenemos los genes, no es porque no tengamos las proteínas).

      Entonces, ¿qué es lo que se hizo? por supuesto que la niñita ya tenía 10 años, no podíamos manipular el embrión de ella. Hay que saber que nosotros tenemos el genoma en todas las células, y eso es lo que da la base para clonarnos. Si a mí me quisieran clonar no necesitan mi espermio, me pueden sacar una célula de un dedo, introducírsela a un óvulo al que se la sacado la información, y ese óvulo con la información de mi dedo, lo metemos en un vientre de alquiler, y a los 9 meses sale una persona exactamente igual a mí, que jamás podría haber sido producto de un engendro normal entre un hombre y una mujer. 

     Volvamos a nuestro caso. Esta niña, sabiendo que el genoma está en todas las células, no sólo en las células germinales, a esta niña le sacaron sangre, y en sus linfocitos le microinyectaron el gen de la adenosin-ademinasa, y le devolvieron la sangre. Y volvieron a hacer lo mismo al tiempo después. Le sacaban la sangre, le inyectaban el gen el los glóbulos blancos y le devolvían la sangre. La niña hoy en día es totalmente normal, porque ya generó respuesta inmune, porque el gen que se le introdujo es un gen que está produciendo una cantidad de adenosin-ademinasa suficiente para que ella recupere su inmunidad. Eso es una terapia génica, pero no hecha en células germinales. De tal manera, resulta muy bien cuando son ciertas enfermedades (porque no podríamos sacar el hígado, por ejemplo). Desde ya, a los dializados, enfermos del riñón, les sacan toda la sangre y se la vuelven a poner limpia, o sea, la sangre la podemos sacar y volver a poner.

       El ligando del receptor es el apo B100. Ese ligando tiene que estar con ciertas condiciones. Es una proteína que tiene 4536 aminoácidos. Aquí está la apo B100 extendida. Se hizo un mapeo (mapeo es recorrerla para ir viendo cómo se arreglan los aa, y se hace con anticuerpos monoclonales. Se pone en presencia de una serie de anticuerpos monoclonales que reconocen zonas bien determinadas y se va viendo si realmente está correcta la estructura). De los 4536 aa que tiene el ligando(el apo B100), solamente el receptor necesita que esté intacta toda esta región, que no son más de 100 aa. Por decirlo, los 4400 restantes, están de acompañantes en la orquesta. Y más encima el aa nº 3500 tiene que ser arginina. Tan exquisito es el receptor, que de toda esta proteína de 4500 aa, solamente ella necesita que esté intacta esta zona (“sólo esta región” en el dibujo), y más encima que de esta zona, el número 3500 sea una arginina. ¿Por qué? Porque el receptor, esta parte es electronegativa, y la arginina es positiva (tiene carga +1). Por lo tanto, la mayoría de las interacciones receptor-ligando se hace porque el receptor tiene carga negativa y el ligando tiene carga positiva, o al revés. De tal manera que son uniones electroestáticas. Pero el receptor necesita que el nº 3500 sea arginina.

     En Europa aparecieron 11 familias que tenían el colesterol alto pero nada terrible, o sea, tomando en cuenta que el colesterol normal es hasta 200, habían 11 familias que tenían sobre 200 pero no pasaban de los 400 (o sea alto pero no terrible). Y empezaron a estudiar a estas familias. El receptor estaba intacto. Y estas 11 familias no tenían arginina en el 3500 (ligando), tenían cualquiero otro aa. ¿Qué es lo que hicieron? Les aislaron las LDL, les purificaron el apo B100 y le hicieron secuencia, y pudieron comprobar que el 3500 jamás fue arginina, y así a esta gente, sus ligandos no son reconocidos por los receptores, y quedan las LDL en circulación, y el colesterol sobre los 200 mg/dL. No es tan impactante como tener el receptor alterado. La alteración de los ligandos provoca el colesterol alto, pero relativamente alto. 

     Yo les hablé el otro día, de pacientes que eran homocigotos para el receptor de la LDL, o sea que la alteración la heredaban de los dos padres. Esos pacientes no pasan más allá de los 14 años en que se mueren de infartos masivos, tienen que ir 3 veces a la semana a pasar toda la sangre por una máquina que tiene una columna que les atrapa las LDL y les devuelve la sangre limpia, y así pueden seguir viviendo. Son las hipercolesterolemias familiares homocigotas, o sea, tienen cero receptores, porque heredaron del padre y la madre la enfermedad.
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     Otra alteración del ligando, es que la LDL pueda tener unida por un puente disulfuro a una tremenda proteína que se llama apo(a). ¿Qué es lo que quiero decir? Que en la alteración del ligando ocurre que en esta lipoproteína LDL, se sintetiza como un “chorizo” que está unido nada menos que a la porción carboxilo-terminal. Y es grave eso, porque resulta que vimos que en apo B100, la zona que reconocía el receptor era justo la porción extremo carboxilo. Y esa gran proteína, la apo(a), está unida en la porción carboxilo-terminal, lo que hace que le enmascare el sitio de unión . Le enmascara el dominio de reconocimiento. Esta LDL con esta proteína apo(a) se llama lipoproteína A, o LP(a), porque es una LDL más apo(a). Esta LP(a) no es reconocida tan efectivamente por los receptores de LDL, porque está bloqueada, de alguna manera tiene enmascarado su sitio de unión. 

     La otra cosa importante es que este apo(a) es de largo variable, dependiendo de cuántas tiene de estas roscas, que se llaman klinger (porque tienen la forma de un pastel danés). Esta proteína tiene un klinger 5, y después, una secuencia repetitiva de klinger 4, que puede llegar hasta 37 klinger 4. Por lo tanto, nosotros podemos nacer con una apo(a) unida a la LDL de 6, de 8, de 10, de 37 klinger 4. Es bien importante esto (la LP(a) es anómala, no es normal que los individuos tengan esta lipoproteína, está alterada).

    Cuando se estudia la distribución en la población, a diferencia de todos los otros parámetros clínicos que seguiría una curva gaussiana, este marcador, esta LP(a) sigue una curva sesgada, y es lógico. La gran mayoría de los individuos prácticamente no tiene LP(a), tiene alrededor de cero. Pero hay gente que tiene un mínimo de LP(a). Hay gente que tiene niveles de LP(a) altísimos, pero no es ni el 1% de la población. Esto es una distribución sesgada hacia el valor cero, de un parámetro que es anormal. Esto no sigue una distribución normal. Cuando hay un parámetro, circulando en sangre, que es anormal, debe seguir este gráfico, en que prácticamente el 60% tiene valores cero. Pero se ha visto que las concentraciones de LP(a) dependen del largo del chorizo que yo les decía (que iba de 5 a 37 klinger 4). Es inversamente proporcional al largo. Los individuos que tienen un apo(a) de gran tamaño, con mucho klinger 4, están determinados a tener bajas concentraciones de LP(a). En cambio, los que nacen con apo(a) de pequeño tamaño, de pocos klinger, tienen altas concentraciones de LP(a). Y eso es cierto, porque se ha visto en las mismas poblaciones que yo les mostré, una relación inversa. Los individuos que tienen un apo(a) grande, de 700 Dalton, producto que deben tener unos 30 y tanto klinger en su apo(a), tienen bajas concentraciones de LP(a) y son los más frecuentes. Lo más frecuente es encontrar individuos con baja LP(a), producto que tienen apo(a) de gran tamaño, con muchos klinger 4. En cambio, los individuos que tienen las mayores concentraciones de LP(a), que son los menos, es porque tienen una apo(a) de pocos klinger 4. O sea que existiría una relación inversa entre la concentración de LP(a) y la talla de apo(a). 

     ¿De qué dependen las concentraciones de LP(a), si el apo(a) es una proteína? ¿De qué depende que yo tenga una apo(a) de 37 klinger o una de 5 klinger? Del gen de la apo(a). Por lo tanto, el gen de la apo(a) determina las concentraciones de LP(a) que tenga un individuo. Si yo tengo un gen de apo(a) que codifica una apo(a) de gran tamaño, yo estoy determinado a tener bajas concentraciones de LP(a).

     El año 1996, nosotros, un grupo de investigación, hicimos un estudio muy bonito con los franceses, porque aquí en Chile se da una situación única en el mundo: existe un reducto de indígenas que viven con caucásicos. En todo el resto del mundo, el indio va a la civilización. Aquí no, el pehuenche no ha bajado. Entonces cohabita bajo un mismo medio ambiente con caucásicos (o sea, nosotros, los chilenitos, y los franceses también). Entonces el modelo que usamos nosotros, dijimos: si las concentraciones de LP(a) son gobernadas por el gen de la apo(a), veamos qué concentración de LP(a) tienen los caucásicos comparado con los indígenas, porque el gen del apo(a) tiene que ser distinto. 

    Estudiamos 3 poblaciones:

· Una población de indios pehuenches con 4 apellidos, para evitar que un chileno se haya metido por ahí y el cabro sea Huenchumán Huenchuquén González, pa’juera!! (porque ahí se metió el chilenito).
· Los caucásicos, todos también con los 4 apellidos chilenos.
· Una población que vivía en París (caucásicos).
     Y aquí, señores, manda el gen, no manda la distancia. Que el caucásico esté allá, a 12000 km, se manifiesta genéticamente igual al caucásico que está arriba comiendo piñones y viviendo en ruca con el pehuenche. Miren esto: los caucásicos (Soto, González, Pérez...) que viven arriba, su distribución de LP(a) es exactamente igual a la de los 500000 individuos que eran europeos. La gran mayoría tiene concentraciones bajísimas de LP(a). Como corte pusimos 30 (bajo 30, no hay riesgo de enfermedad cardíaca. Sobre 30, ya es riesgo) . La gran mayoría de esos chilenitos tiene LP(a) cercano a 0, y hay  algunos que tenían 60, 90, hasta 190 de LP(a). ¿Qué pasa con los franceses? Es exactamente igual, porque son caucásicos. La gran mayoría tenía valores cercanos a cero de LP(a) y también habían franceses que tenían 60, 90, 120, 150.... 

     ¿Qué pasa con los pehuenches? Ni uno, ni siquiera, llegó a los 10-15 mg/dL. O sea aquí la genética manda. ¿Qué es lo que tenían los pehuenches? apo(a) de gran tamaño, casi todos. Aquí no hay medio ambiente que juegue, los caucásicos que viven con los pehuenches están igual que los que están en Europa. El apo(a) de gran talla de los pehuenches les condiciona a tener LP(a) en bajísimas concentraciones. Y aquí, como les digo, la genética es bien importante. Y cuando vamos a ver de qué mueren los chilenos, 1ª causa de muerte: las enfermedades cardiovasculares. Los indios, nada. El indio se muere de viejo, de infecciones, pero no de enfermedades cardiovasculares. 

     Podemos seguir incursionando en otras lipoproteínas, y posiblemente siempre nos vaya dando el mismo pattern, un pattern de protección. Les mostré, cuando les hablé del apo E, también un estudio nuestro, en que la mayor frecuencia en los indígenas es el apo E3 y muy poco apo E2, en cambio en los caucásicos hay mucho más apo E2 y menos apo E3.
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     Quiere decir que el indio está más protegido, de alguna manera, por su conformación genética. Tiene que quedar claro esto. 
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