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9.3151"! YÜá

El desarrollo de metodos de marcación de lipoproteinas plasmáticas de
baja densidad (LDL),comenzóa partir del descubrimiento de que en la ateroes­
clerosis, se produce un depósito de lípidos en las paredes arteriales, parti-­
cularmente de colesterol y apolipoprotelna B, lo que posteriormente se
convierte en una placa ateromatosa. Debidoa que no se conocen con exactitud
las etapas completas de la formación de un ateroma y por el rol de la LDLen el
mismo,se desea contar con esta molécula marcada con el fin de visualizar
dicho proceso.

El objetivo del presente traba.io fue desarrollar una técnica de marca­
ción de las lipoproteinas plasmáticas de baja densidad (LDL),con un alto
rendimiento de marcación y útil para estudios en Cámara Gamma.

Enprimer lugar, debemosaclarar que el radioisótopo que reúne todas
las caracteristicas para nuestro proyecto es el "'Tc ya que su energia de
140Kevy su corto periodo de semidesintegración de 6 hs, permite realizar
estudios in vivo con una menor dosis de irradiación. Las primeras tecnicas de
marcación de LDL,se llevaron a cabo utilizando l-125, debido a la experiencia
en otras moléculas biológicas con este radioisótopo, en las que se comprueba
que la actividad biológica de las mismasno es alterada, permitiendo realizar
estudios "in vitro". y que nos permitieron comparar el comportamiento de la
LDLmarcada con Tc-99m, respecto de la LDLnativa.

En 1985 , cuando se comenzó a intentar marcar la LDLcon Tc, el
problema fundamental se centró en el agente utlizado para la reducción de
"'Tc, ya que el pHde la lipoproteina no puede ser disminuido en demasla,
debido a que la LDLes desnaturalizada a pHpor debajo de 6. siendo la situa­
ción ideal mantenerlo entre 8.0 y 10.Por tal motivo surgieron tecnicas de
marcacióncon este radioisótopo que utilizaban distintos agentes reductores.

La primera y más conocida de ellas fue la del Ditionito cle sodio, Inedian"
te la cual este agente reductor se disuelve en buffer glicina a pI-I10.
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Sin embargo el producto final debe ser purificado mediante una columna
de Sephadex G25 prelavada. con solución de albúmina, debido a que la reducción
del "'Tc no es completa.

Otra. de las tecnicas desarrolladas fue la del Borohidruro, en la que se
mezcla cloruro de estaño con borohiclruro de sodio para reducir al "'Tc, sien-­
do tambien necesaria una posterior purificación.

También se utilizó N.N-dimetil fo rmamida (método DMF),en donde el "'Tc
debe ser calentado durante 4 horas a 140 'C, en una.mezcla de N,N-dimetilfor­
mamiday ácido clorhídrico 5 N. Este metodo además de ser poco práctico
necesita purificación final.

La marcación de LDLcomo la de cualquier otro compuesto biológicamente
activo, debe apuntar ala obtención del producto marcadocon determinadas
caracteristicas finales:

1)—-poseeruna buena pureza radioquimica.

2l-el complejo formado debe ser estable, para permitir la utilización del mismo
durante un tiempo razonable.

Sl-el proceso de marcación nodebe al tera r las propiedades biológicas de la
sus tancia marcada.

4l-una vez eluido el "'Tc, la tecnica de marcación debe ser lo más rápida pusi-­
ble.

5l-el compuesto no debe manipulearse demasiado. para no poner en riesgo sus:
propiedades biológicas.

Unavez desarrollada la técnica de marcación de estas lipoproteinas
con H'Tc nuestra primera incógnita fue determinar si una lipoproteina humana
podia ser utilizada con iguales resultados en animales de una especie distin­
ta. Estos hechos nos llevaron a plantear el primero de los modelos experimen­
tales, al cual denominamosheterólogo. Eneste modelotambién se aprovechó



para comparar los resultados obtenidos en las distribuciones biologicas
según se utilizase "'Tc o l“l.

El segundo modelo experimental, al que llamamos homólogo. consistió en
inocular LDLmarcada pero procedente de la mismaespecie. Para ello se utili­
zaron conejos, los que fueron divididos en dos lotes, unode los cuales fue
sometido a una dieta hipergrasa con el objetivo de producir hipercolestero­
lemia. Deesta forma se planteó estudiar algún cambioen la biodistribución del
compuesto marcadosegún se tratara de animales con niveles de colesterol
normal o incrementado.

El último de los modelosexperimentales fue el de animales portadores
de un tumor humano, a los que se inoculó LDLhumana con el fin de corroborar­
el reconocimiento por parte del tumor de esta lipoproteina de igual origen.

Para una mayor comprensión de los mecanismos involucrados en la capta­
ción y metabolizaciónde las lipoproteinas plasmáticas, fue necesario recurrir
a una gran variedad de elementos bibliográficos. debido a que este tema no se
encuentra desarrollado en su totalidad en un solo texto. Por este motivo
considere útil realizar en la introducción un compendiode todo lo referente a
las lipoproteinas plasmáticas.



MEQIZIÏQJÏEINASPLASMILQAé.

Clasificación

Las lipoproteinas plasmáticas son complejos macromoleculares formados
por apo-lipoproteinas, fosfolipidos, colesterol, esteres de colesterol y tri­
glicéridos. El modelogeneral que representa. la estructura de las mismas se
ilustra en la figura 1.

Si bien existen distintas clasificaciones, de acuerdo al tamaño de par­
tícula. movilidadelectroforética y afinidad cromatografica, la forma más ge­
neralizada para dividir las distintas clases de lipoproteinas plasmáticas se
basa en la.densidad ala cual estas flotan en ultracentrifuga, (tabla 1).

tabla 1: P- ' J " ___.__f_1_.sicasde las lipqpipnalnaaplasgásigas.

Definición electrofor. Tamañode Daltons Densidad

sobre papel part. (nm) g/mm

Quilomi- Origen 75-1.200 > 4 x10' (0,93

orones

VLDL pre-B-lip. 30-80 10-20x10' O.95-1,006

lDL pre-B-lent 25-35 5-10 xlo‘ 1.006-1.019

LDL B-lip. 16-25 2,3 x10' 1,019-1.063

HDL1 Ix-lip. 9-12 360.000 1,063-1,125

HDLl a-lip. 5-9 175.000 1.125-1,210



SUPERFICIE MONOMOLECULAR
,

l LIPIDOS POLARES;FOSFATIDIL COLTNAvCOLESTEROL
APOPROTEINAS: TAMAÑOMOLECULARENTRE 5.700 A 75.000

SECUENCIA PRIMARIA DE 5 A 8 APOPROTEINAS MAYORES

CORAZONLIF'IDICO, TRIGLICERIDOS, ESTER DE COLESTEROL

F I GLJRA IL ESTRUCTURADE LDL



Deacuerdo a esta clasificación. las lipoproteinas se dividen en cinco (5)
clases:

* quilomicrones

X- VLDL

* IDL

-)(- LDL

* HDL

Enla. tabla 2, se encuentran detalladas las concentraciones de las lipo­
proteinas plasmáticas que corresponden a individuos normales.

tabla 2: Concentración dreflljppm'gke}.nasunlssnétísag

LlPOPRÜT. HOMBRES MUJERES

Losquilomicrones son las lipoproteinas másgrandes. con undiámetro
mayor a 100nm.Son sintetizadas por el intestino y se utilizan en el transpor­
te de triglicéridos y colesterol de la dieta, desde el sitio de absorción en el
epitelio intestinal a diversas células del cuerpo. Los triglicéridos de estas
particulas son hidrolizados dentro del compartimiento plasmático por la
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acción de la lipoprotein-lipasa. Los ácidos grasos liberados durante la
hidrólisis son utilizados comoenergia por las celulas o son captados por los
adipositos y mantenidos comotriglicéridos.

Las particulas de lipoproteinas generadas por la acción de la lipopro-­
tein-lipasa sobre los quilomicrones son llamadas quilomicrones remanentes,
los que son enriquecidos con colesterol y rápidamente eliminados por el higa--­
do.

Las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL)son particulas de 30 a 90
nmy densidades de flotación menores a 1,006 g/ml. Transportan triglicéridos y
colesterol desde el higadopara su redistribución hacia los tejidos. Dentro
del compartimiento plasmático los triglicéridos de VLDLson hidrolizados a
ácidos grasos libres por la acción de la lipoprotein-lipasa y la lipoprotein-­
lipasa hepática, generando una serie de lipoproteinas de densidad intermedia
(lDL, d = _1.006-1,019g/ml) y lipoproteinas de baja densidad (LDL.d = LOE-1.063
g/ml).

La LDLrepresenta el producto "final del catabolismo de la VLDLy son las
lipoproteínas que máscolesterol transportan en el plasma.

La l-lDL,la mayor de las lipoproteinas, que posee un diámetro de 8 a 12 nm
y una densidad de flotación de 1,063--1,21g/ml, está vinculada al transporte
reverso de colesterol. Uncamino postulado seria que la HDLtoma el coleste-­
rol de los tejidos periféricos y lo transporta directa o indirectamente al
higadopara su posterior excreción.Observaciones recientes sugierenque
existe una correlación indirecta entre la HDLy los desórdenes vasculares
precoces. En el ser humano,gran cantidad de los esteres de colesterol pre­
sentes en las lipopro teinas parecen formarse en asociación con la HDLpor
acciónde la enzima.lecitin-coleste rol -acil transferasalLCAT). Esta enzima
cataliza la transferencia de un ácido graso. generalmente el ácido linoleico,
de la posición B de la lecitina (fosfa tidilcolina) a la. posición Bdel colesterol.
Losesteres de colesterol formadospor esta reacción son transferidos a
otras lipoproteinas por transferencia de lípidos o cambiode proteinas en el
plasma.



El componente proteico de las lipoproteinas se conoce bajo el nombrede
apo-lipcproteina. La clasificación más utilizada de las distintas familias de
apo-lipcproteinas es la de Alaupovic, quien designó los distintos subgrupos
con las letras imprenta mayúscula "A,B,C. D,E,..." anteponiendo el prefijo
apo. Deesta forma,la abreviatura de las apo-lipoproteinas del tipo B.por
ejemplo, se escribiria apo-LP-B.

Por otra parte las distintas familias de apolipoproteinas se subdividen,
utilizando númerosromanosendistintos subgrupos, siguiendolasdistintas
formas polimórficas de cada una.

Enla tabla 3 podemosapreciar la proporción de cada tipo de aponlipcw
proteina presente en las distintas lipoproteinas, mientras que en la tabla 14,
se observan las funciones atribuidas actualmente a las mismas.
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Apoprot. HDL

mol% de

ÉQMAPQLÍPQEEQLQLUQEllasP!¿S13€52.99.Lq___i0nes_fi=_q 1. g

Función Daltons pM Localización

A--I captación de 2.6.000 4G HDL
HDLmediada
por recep­
tor

A-H activación 17.000 23 HDL
de lipasa
hepática

C-HI inhibe cap- 8.750 13 HDL. LDL. lDL.
tación de VLDL
apo E

D transfe- 20.000 5 HDL
rencia de
ésteres de
colesterol



Apo]1’poproteí nas

Apolipoproteína B

La apolipoproteina B, es una apolipoproteina primaria de quilomicrones.
VLDL,lDLy LDL,siendo esencial para la formación y secreción de estas lipo"
proteinas.

La Apo B representa en la LDLel componente que media la unión de esta
lipoproteina con los receptores celulares y la matriz extracelular. Por otra
parte, juega un papel muyimportante en la interacción de la LDLcon el tejido
arterial.

Los mamíferos presentan dos especies bien definidas de apo B. La pt ime­
ra es UI'Igran fosfolipido sintetizado en el higado. a la que llamamos.apo B 100
y la segunda especie es un polipeptido que posee aproximadamente la mitad del
tamaño de la apo B 100, por lo que se la denomina apo B 48 (48% de apo B 100 en
tamaño molecular), siendo sintetizada en el intestino.

Estructura de Apo B 100: En los años 1984-1985 se obtuvo la secuencia
de aminoácidos de la apo B 100 humana. la que revela distintos puntos de inte­
rés: los residuo-s cisteina es tán agrupados enla. posición N-terminal de la
molécula; a lo largo de toda la molécula existen secuencias hidrofóbicas e
hidrofilicas en formaal terna, con al ta probabilidad de conformación beta y
existen regiones que muestran homologiacon las regiones de unión del recep­
tor dela apo E.

Sintesis y transferencia intracelular de apo B 100 y apo B 100 lipopro­
teinas: La apo B.100 es una proteína secretoria, que contiene una secuencia
de iniciación ubicada en la posición N-terminal. E5 sintetizada sobre grupos de
polisomas del reticulo endoplasmático rugoso. El tiempo necesario para dicha
sintesis es de 14 minutos en el HEPG2 y de 10 minutos en cultivos de hepato­
citos de pollos tratados con estrógenos.
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Una.vez que ha sido sintetizada la. apo B 100 es secretada con una fase
de retraso de aproximadamente 30 minutos. Lamayor parte de esta fase de
retraso (2/3),es debidoal tiemponecesario para la transferencia a traves
del aparato de Golgi.

Estudios llevados a cabo con microscopía electrónica indican que el en­
samble de estas lipoproteinas tiene lugar en el borde entre el reticulo endo--­
plasmático rugoso y liso. La apo B 100 es N-glicosilada, la proteina contiene
4-5 76de carbohidratos y un 37 96de manosa.

Si se tratan células de higado de pollos con estrógenos se observa que
la apo B100naciente es glicosilada en dos sitios correspondientes a polipep"
tidos de tamaños de 120 y 280 KDa,respectivamente.

Estudios realizados mediante fraccionamiento subcelular indicarian que
el sitio de sintesis de la apo B 100 en el reticulo rugoso difiere del sitio de
ensamble de la lipoproteina naciente. Aparentemente el pre-ensamble de la apo
B 100estaria asociado con el reticulo endoplasmatico rugoso, mientras que la
asociación de la apo B100con la lipoproteina aparecería comouna pro teina
secretoria en el aparato de Golgi (en el lumen).

En la figura 2 se puede visualizar el modelo propuesto para explicar el
ensamble de la apo B 100 y la lipopro teina.

La apo B100es sintetizada sobre polisomas unidos al re tículo endo-v
plasmático rugoso y el conjunto está, a su vez, unido lado luminal de este
compartimiento (1),luego la proteina adquiere su estructura secundaria y
terciaria en ausencia de particulas de lipoproteina (2).Laproteina difunde
lateralmente en la membrana(3) hacia el sitio de ensamble (4), lo que corres-­
ponde,con el sitio de sintesis de triglicéridos y/o esteres de colesterol en
la membrana lisa. La interacción entre ambas membranas permiten la formación
de las particulas de lipoproteina, que son secuestradas en el lumendel
re tículo endoplasmático rugoso (5).Estas lipoproteinas son transportadas
desde el reticulo endoplasmático rugoso hacia el aparato de Golgi (6).
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La mayoria de los estudios de la biosintesis de la apo B han sido reali­
zados usando comomodelo la rata. En contraste con el hombre, tanto la apo 8­
48 comola apo 8-100 son sintetizadas en el higado de la rata.

Comose puede observar mediante la utilización de cultivos de lineas
celulares de hepatoma humano(HEPG2) y cultivos primarios de hepatocitos de
rata, la apo 8 es biosintetizada por los hepatocitos. Estos estudios con he­
patocitos de rata también indican que la apo 8-48 y apo 8-100 son proteinas
distintas.

La mayor parte de la apo B sintetizada por el intestino (yeyuno) es apo
8-48. La apo 8-48 es sintetizada en el reticulo endoplasmático rugoso y tran-­
sferida al reticulo endoplasmatico liso y vesículas de Golgi, donde se asocia
con particulas de quilomicrones. La apo 8-48 pero no la apo 8-100 es fosfori-­
lada intracelularmente. El metabolismo de la apo 8-48 y la apo 8-100 es mar­
cadamente dife rente.

En el hombre la apo 8 100 producida por el higado es secretada como una
partícula naciente de VLDL.Mediante hidrólisis con lipoprotein lipasa produce
primero lDLy finalmente LDL.Una pequeña parte de la VLDLe lDLes tomada
porel higado, pero la mayor parte de la VLDLes convertida a LDL,la que es
lentamente catabolizada por el higado (aproximadamente el 45%del pool diario
de LDL).

Laapolipoproteina 8-48 producida porel intestino es secre tada como
quilomicrones. Los triglicéridos de los quilomicrones son parcialmente hidro­
lizados y el remanente resultante es rápidamente tomadopor el higado (<1
horaL

Apolipopratelna E

La apolipoproteina E constituye los quilomicrones, quilomicrones rema­
nentes, VLDLy HDL.La concentración plasmática en sujetos normales es de 3 a
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7 mg/dl. pudiendo llegar a 20-30 ¡ng/dlen individuos con ciertos tipos de
hiperlipidemia, especialmente el tipo lll.

Los análisis de la secuencia de aminoácidos han demostrado que la apo E
es un polipéptido compuesto por 299 aminoácidos.

Existen distintas formas de apo E, las que difieren entre si en distintas
sustituciones de algún aminoácido, presentando además, cada una, porcenta-­
jes diferentes de uniónal receptor, (tabla 5).

Míalíspggigsndeuflpolippnrgtsiua E humana.

Posición Carga Uniónal recep­
tor.

según punto relativa de Apo Sustituciones
E 3 t Actividad rel.

isoelectrico E 3

CysmüArg,

Alan-OThr, no conocido

Gly "Asp.117

"Cs

Laapolipoproteina E,es una de las apolipoproteinas másestudiadas.
presentando numerosasfunciones, entre las cuales la másimportante está
relacionada al transporte de colesterol.

Esta apolipoproteina se encuentra incrementada en el plasma de muchos
animales despues de una dieta con alto grado de grasas, siendo el mayor sitio
de sintesis, el higado.
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Basu y col. han demostrado que los macrófagos producen grandes canti-­
dades de esta proteina, incrementando su nivel independientemente del incre­
mentode colesterol.

Por otra parte, la apo E es capaz de combinarse con aceptores de coles­
terol, tales comola HDL,en el fluido extracelular y de participar en el
transporte reverso de colesterol, es decir desde los tejidos hacia el higado
para su posterior eliminación.

Recientemente se ha demostrado que ciertos tejidos poseen cantidades
significantes de mRNApara apo E. Estos tejidos incluyen cerebro, adrenales.
ovario, riñón y músculo. Ha sido estimado que del 10 al 20 96de la apo E circu-­
lante puedederivar de sintesis desde tejidos periféricos. Lamismapodria
derivar de un mecanismodonde el colesterol puede ser redistribuldo a través
de las células en los tejidos o las celulas de otros tejidos.

En'ouanto a la. presencia de mRNAde apo E en cerebro de rata, mono titi
y humanose observó que existen concentraciones de aproximadamente una ter­
cera parte de la observada en el higado. Por estudios de inmunoquimicase
puede observar que dentro del cerebro, la apo E se localiza en los astrocitos
de la glia.. Por esto, es razonable especular que la apo Epodria interac tua r
en el transporte de lípidos dentro del cerebro.

Apolipoproteína A

x Apo A-I

La.apolipoproteina A-l humana.circula en el plasma humano principalmen­
te comoun componente de HDL.Tambiénestá presente en quilomicrones pero
rara vez es concentrada. en cantidades significantes en quilomicrones rema­
nentes, VLDLo sus fragmentos y LDL.

La apo A-1 tiene dos sitios de interes: el intestino y el higado. El deri­
vado intestinal de ApoA-1entra a la circulación asociado con quilomicrones.
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pero es rápidamente transferido a HDLdurante la hidrólisis con lipasa de qui­
lomicrones. La apo A-1hepática entra a la circulación probablemente asociada.
con HDLnaciente teniendo un pequeño corazón de ésteres de colesterol.

La concentración de Apo A-1 plasmática es de 100 a 500 mg/dl y la. Apo A-i
tiene una vida media en plasma de 4 dias. Esta apolipoproteina es un polipép­
tido de 243 aminoácidos (Mr=28,100),con una secuencia de aminoácidos desco­
nocida, estando ausentes los aminoácidos cisteina y isoleucina. De estudios
en otros animales se observa que la ApoA-1de una gran variedad de especies
parece ser altamente homóloga a la apo A-1 humana, por ejemplo, la apo A-1 de
perro es BO96homóloga con la humana. La función más conocida de esta apoli­
poproteina seria servir comocofactor (activador) para LCAT.siendo aparen­
temente un requerimiento indispensable la presencia de la apo A-1para la
actividad LCAT.

Otro tipo de funciones, comoel transporte reverso de colesterol me-­
diante HDL,aún no está bien definido.

á‘Apo A-II:

La apo A-ll es el segundo componente de la HDL.El sitio de mayor sinte-h
sis de apo A-[I es el higado, siendo su concentración plasmática de 30 a 40
mg/dl y presentando una vida media de 4 dias.

En humanos, la apo A-ll es un dimero (Mr=17,400),constituida por dos su­
bunídades idénticas de 77 aminoácidos, unidas covalentemente por un puente
disulfuro al residuo 6.

Excepto por el hecho de estar asociada a la HDL,no es conocida su fun-­
ción fisiológica.
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Apol¡popro teína C

Las apolipoproteinas C están representadas por tres apolipoproteinas
de tamaño molecular bajo, apo C-l, ll y lll, estando presentes en quilomicro­
nes, VLDL y HDL.

El rango de tamaño molecular de las mismas es de 6,600 a 8,800.

Las apolipoproteinas-C están asociadas con el equilibrio metabólico de
las lipoproteinas plasmáticas.

1VApo C-Í

Es la menor de las apolipoproteinas C y consta de 57 aminoácidos en un
polipeptidr) simple con un Mrcalculado de 6,605.

La concentración plasmática de la mismaes de aproximadamente 6 ¡ng/dl.

La apo C-l tiene el potencial de participar en la esterificación del 00-­
lesterol que es transferido a la HDL,comoparte del exceso de los componen­
tes generados durante la.lipólisis de VLDLy quilomicrones o transferido a.
HDLdesde las células.

x Apoc-n

Es un polipeptido simple de 79 aminoácidos, con un Mr calculado de
8,824.8u concentración plasmática es de aproximadamente 4 mg/dl y su función
metabólica principal parece estar asociada con su actividad comocofactor de
la lipoprotein-lipasa.

La región responsable de la activación de la lipoprotein-Iipasa está
localizada entre los residuos 56 a 79, mientras que la zona de unión a.fosfoli­
pido-sparecería encontrarse en los residuos 44 al 52.



ar Apo 0-111

La apo C-Ill es la apolipoproteina C más abundante (12mg/dl en plasma).
Consiste de un polipeptido simple de 79 aminoácidos con un Mrcalculado de
8,750. Su función metabólica parecería es tar relacionada con la modulaciónde
la captación de remanentes ricos en triglicéridos por los receptores hepáti­
cos y activación del LCAT.
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La LDLes una partícula esférica de gran tamaño. que posee una masa de
3 millones de daltons y un diámetro de 22 nanómetros. Está formada por 1,500
moléculas de ésteres de colesterol y su corazón se encuentra integrado por
800 moléculas de fosfolipidos. 500 moleculas de colesterol no esterificado y
una gran molécula de proteina, la apolipoproteina 8-100.

La entrada y degradación de la LDLen los tejidos tiene lugar a. traves
de un mecanismode alta afinidad del receptor LDL,descripto por primera vez
por Goldstein y Brown.

Una vez llevada a cabo la unión del receptor y la LDL,esta es internali--­
zada y degradada presumiblemente por los lisosomas.El receptor reconoce en
la molécula de LDLla apoproteina B-iOO.Enconcecuencia, la LDLpuede ser
captada y degradada por “celulas limpiadoras" o "scavenger cells" (macrófagos
o sistema reticuloendotelial). Dos ter-ceras partes de las partícula-s de LDL
plasmáticas son metabolizadas despues de la unión a receptores especificos.
los queestán localizados en la superficie de las celulas hepáticas yotras
celulas del cuerpo, mientras que un tercio de la LDLplasmática es metaboli­
zada por mecanismosindependientes del receptor.

Comose mencionó anteriormente el higado es el principal órgano de ca­
tabolismo de LDLy el mayor número de receptores de LDLen los animales
están ubicados en este órgano. Estos receptores hepáticos están sujetos a
regulación, encontrándose la actividad de los mismos suprimida o muy dismi­
nuida en dietas enriquecidas en colesterol‘ Asimismo,el númerode receptores
de LDLse encuentra disminuido por defectos genéticos, comoocurre en el
caso de hipercolesterolemia familiar.

Cuando el número de receptores de LDLestá disminuido, la LDLno es
extraída normalmente por el higado y en conoecuencia se incrementa su canti­
dad en plasma.
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Finalmente como resultado de la superproducción y bajo ca tabolismo, el
nivel de LDLen plasma aumenta provocando comoconcecuencia la patología
conocida comohipercolesterolemia (HC),(figura 3).

Receptor de lipoproteínas de baja densidad

El receptor de LDLjuega un rol central enel metabolismo de las lipo­
proteinas y la homeostasis del colesterol.

Los ligandos para el receptorde LDLsonapolipoproteinas, apo 8-100
para LDLy apo E para lDLy otras lipoprcteinas, incluyendo BVLDL.Anivel
celular el receptor de LDLposee un mecanismoeficiente y regulado para
abastecer a las celulas con colesterol. A nivel corporal, el receptor de LDL
controla el nivel de colesterol plasmático removiendo la. lDLy LDLde la cir­
culación.’

Estructura del receptor LDL

El receptor LDLhumanoes una.simple glicoproteina transmembranosa
que contiene 839 aminoácidos. El modeloque lo representa, se encuentra ilus­
trado en la figura 4.

Enbase a la secuencia de aminoácidos del receptor y a la estructura
del gen, este receptor está organizado en cinco dominiosindependientes.

Cada dominiopresenta funciones independienLes, las que en su conjunto
contribuyen a la actividad funcional del receptor. Debido a que cada dominio
presenta propiedades independientes, unode es tos dominiospuede mutar lo
que produciría una alteración en su funcionalidad.

Los cinco dominios son:

* 1. Dominio de unión al ligando.
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9G2. Factor de crecimiento epidérmico (EGF).

x 23.Región de unión.

* 4. Dominio de prolongación de membrana.

* 5. Dominiocitoplasmático.
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Cinética plasmática dependiente e independiente de receptor

Si hablamos en terminos de constanLes de transporte, en el estado ini­
cial la. concentración de LDLestará dada por cuatro (4) constantes, (figura 5).

En este estado existe un balance entre la. entrada al plasma de la LDL.
regulada por la constante de producción (l') y los mecanismos de salida o cap­
tación, dependientes e independientes de receptores, esta última lineal res­
pecto a la concentración de LDLplasmática.

En el caso de la captación dependiente de receptor no existe linealidad
respecto a la concentración de LDLplasmática. dependiendo por un lado de l_.
que representa el máximode captación que puede darse cuando los receptores
se encuentran todos saturados y por otro lado del K_,que representa la
relación entre la concentración de LDLy la sa turabilidad de los receptores, o
sea la concentración plasmática de LDLque satura a todos los receptores.

Si conocemos las tres constantes de salida, l.. K_.F‘y la constante de
entrada l', se puede predecir lo que sucederá para un valor dado inicial de
LDL.

El primer problema tecnico que surge es la medición de la concentración
en plasma de LDL(Cl).En realidad seria más exacto conocer Cl, o sea la con-­
centración de salida del capilar. En el único caso en que C¡ y C, coinciden es en
el higado. mientras que en el resto del organismo C¡ siempre es menor que Cl.
Por lo tanto Cl es igual a Cl menos un termino que depende de la resistencia al
flujo de la barrera de difusión. por lo que se puede afirmar que tanto la cap­

­tación dependiente comola independiente estarán dadas en términos de bl.

La captación independiente ll estará dada por C1en una relación lineal.
En cambio en la captación dependiente l'. existe una relación entre C el núme­
ro máximo de receptores, l_ y l'C_.

ü) (¿J
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Para calcular C¡,conocemos Cl:mque representa la concentración en
sangre y se calcula:

C = C - I. x R, donde R representa el termino de resistencia.

En la tabla. 6 se puede observar con detalle las constantes para distin­
tas especies.

Especie Grado de
produccióno
lt

Km

mg/dl

Hombre

La primera columna indica la cantidad de LDLen mg, producida o removida
del plasma por hora y por Kgde peso corporal. Se puede observar que en el
hombre el recambio se produce muchomas lentamente que en el resto de las
especies. La segunda columna expresa el transporte maximoque sigue el ca—­
minodependiente de receptores, expresado en mgde LDL-colesterol transpor­
tada por hora y por Kgde peso corporal, donde se ve que para el hombre el
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valor es mucho más bajo que en los demás animales. En el caso del K , terceraI

columna. todas las especies presentan un valor de alrededor de 90 mg/dl. En
tanto que para el transporte pasivo o independiente, cuarta columna. los aniv­
males pequeños poseen altos valores respecto del hombre.

Ahora bien, si graficamos la velocidad de producción de LDLversus la
concentración en mg/dlde_LDL-colesterol plasmática,(curva 1),podemos obser­
var que a medida que crece la concentración de LDLen plasma tambien aumenta
la velocidad de remoción.

Por otra parte se debe recordar que enel estado estable ode equili-—
brio la velocidad de entrada y de salida son iguales.

Si consideramos un individuo joven, con una concentración de LDLde 50
mg/dlI éste producirá 1 unidad de LDL.en la que la remoción se llevará a cabo
dos tercios vía receptores y un tercio independientemente. Si en este momen"
to, hipotéticamente, se anularan todos los receptores, la velocidad de remo»
ción caería a 1/3.

Por lo tanto la LDLplasmática crecerla siguiendo el recorrido de la.
curva inferior, hasta alcanzar otra vez una velocidad de remociónde 1, o sea.
que en este caso, siendo la velocidad de remoción 1,la concentración de LDL
seria de 150 mg/mly el organismo estaria. en perfecto balance, aunque el nivel
de colesterol seria alto.

Si en cambio aumentamos la velocidad de producción de 1 a 2 unidades, en
las próximas horas la velocidad de entrada seria mayorque la de remoción,
aumentando a lo largo de la curva superior hasta. llegar a una velocidad de
remoción de 2 unidades. Esto haria que en el organismo entero el transporte
por receptores tendria la mitad del valor total y el nivel de colesterol
plasmátioo seria de 150 mg/dl. O sea, el nivel de colesterol plasmático puede
estar aumentadoya sea por una disminuciónen la actividad receptor o bien
por un aumento en la velocidad de producción de LDL.
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Si se tratara de un individue deficítario en recepto res (por ejemplo,
conejo Watanabe), el nivel se elevaria a 300 mg,o sea, que al duplicar la velo­
cidad de remociónse sextuplicaria el nivel de colesterol.
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El tercer factor de importancia en la ¡_,nxo«.h_u:«:iónde LDLes el valor del

kí', mediante el cual podemoaobservar anormalidades en los l‘eceptoies de
origen genétich 0 adquiridas. Por ejemplo, si la unión entre la LDLy el recep­
tor es defectuosa, el valor de KmaumenLa comoasi también el nivel de LDL
plasmáLica. En la tabla 7 se encuentran los ptnwzentajezsde transporte de LDL.
dependiente e independiente de receptor en tHsLinLazsespecies.

tabla 7: 7‘de Ll‘afl5D0.1ÏL?..dF—’.LDL.dependierrlta eiudgpendjeut9,99-¿Tacepkox
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EMI/1.215. .¿ílafilN'l'l-ÏÁÍÍS DE!- COLESTEROL

La mayoria cle los eslabones cle la biosintesis enzimática del colesterol
son conocidos con detalle gracias a las investigaciones de K.Blochen los
Estados Unidos, de F. Lynen en Alemania y de G. Popjalc y J. Cornforth en Gran
Bretaña.

Todo comenzóa principios de los años 40, cuando Bloch y sus colegas
demostraron que los átomos de carbono de un acetato marcado en sus carbo-­
nos y administrado por via oral a ra tas de laboratorio, se incorporaba al
colesterol del higado.

Descubriean que tanto el núcleo ester oide comola cadena lateral de
ocho caibonos del colesterol aparecían marcados.

Experimentos efectuados con acetatos marcados en el grupo metilo o en
el carboxilo, revelaron que ambos ¿atomos de carbono del acido acético se
incorporaban al colesterol en cantidades aproxilnadamente iguales: de hecho.
todos los átomos del carbono del colesterol proceden del acetato.

Una clave importante respecto a la nal,n_Ir;-.\le::z-Jde esta ruta puntederia
del descubrimiento hecho por R. G. Langdon y l-‘I.Bloch de que el esoualeno. un
hídrocarburo isoprenoide de cadena abierta (másconcretamente un rJihidrotri-­
terpeno). es unproducto intermedio en la biosintesis del colesterol. Este
hidroca rburo, hallado por primera vez en el higado de los tiburones, se en-­
cuentra en pequeñas cantidades en el higado dela mayoria de los animales
superiores.

Administrando a animales de laboratorio por via oral un acetato marcado
con carbono radiactivo, el escualeno del higado resulta completamente marca­
do. Administrando este escualeno biológicamente marcado a. animales de labo­
ratorio. o incubándolo con cortes de higado. una gra n parte del isótopo resul­
ta incorporado al colesterol.
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Esta incorporación se efectúa con un rendimiento tan grande que se lle-­
góala conclusión de que el escualeno en un precursor bastante directo del
colesterol.

Estas observaciones sugirieron, por tanto, que el núcleo esteroide del
colesteiol. que contiene cuatro anillos condensados, se for-ma.por ciclación
del hidrocarburo escualeno de cadena abierta.

El mecanismopor el cual las unidades isopreno del escualeno se forman
a, partir del acetato, continuó siendo un misterio hasta que investigando por
otro lado se llegó al descubrimiento del ácido mevalónico, metabolito product­
do a partir del ácido acético.

Ciertas bacterias requieren ace ta to comofactor de crecimiento. Un
detallado estudio de los requerimientos nutritivos de tale-s bacterias reveló
que el acetato como factor de crecimiento. podria reemplazarse por un ácido
org-ánicolno identificado hallado en distintas fuentes naturales, incluido el
higado de los animales.

El factor de crecimiento que sustituia al acetato fue rápidamente
aislado e identificado comoácido mevalónico.

De ello se dedujo inmediatamente que dicho ácido de seis carbonsz
podria, teóricamente, dar lugar a la formación de una unidad isopreno. de cinco
ca rbonos, por descarboxilación.

Al incubarse un ácido mevalónico marcado iso tópicamente con cortes de
higado, resultó incorporado al escualeno y al colesterol, con grandes rendi-­
mientos.

Es más, la. incubación de un acetato marcado con cortes de higado mostró
que el carbono del acetato constituía. un precursor inmediato del acido meva-­
lónico.

Estos experimentos prepararon una operación de investigación más
detallada acerca de los mecanismosenzimáticozspor los cuales:
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1)el ácido acético se convierte en ácido mevalónico

2) el ácido mevalónico se transforma en escualeno '

3) el escualeno se convierte en colesterol

figura 6.

CH3°COOH

OH
l .

HOOC-CHz-C - CHZ'CHZOH
l

CH,
Acido mevalónico

Escualeno

OH

Colesterol
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Regulacionde la biaslntesis del colesterol

La biosintesis del colesterol en el higado resulta suprimida porlelscbe ­
rol de la dieta alimenticia y por el ayuno, efecto que es producido por una
disminuciónde la biosintesis hepática de la B-hidr-oxi--B-metil-glutaril-CoA­
reductasa.

Sin embargo, el propio colesterol no parece ser un inhibidor. Se ha pos-­
tulado que el verdadero inhibidor es una lipoproteina que contiene coleste­
rol, un ácido biliar o bien una proteina especifica que se ha encontrado en la
bilis. El ayuno inhibe también la biosintesis del colesterol, mientras que las
dietas ricas en grasas aceleran este proceso.

La inhibición de la biosintesis del colesterol por la administración oral
de colesterol a animales de labora torio se ha observado en casi todas las
especies animales y tejidos ensayados.

Hay que subrayar, sin embargo que en las celulas cancerosas este tipo
de retroinhibición de la biosintesis del colesterol motiene efecto. Si bien no
se conoce el significado de este hecho en la economía metabólica de las
celulas del cáncer es digno de tener en cuenta que constituye uno de los va­
rios mecanismosreguladores que es tánmodificados ose hallanausentes en
las células malignas.

Síntesis de ésteres de colesterol

La mayor parte del colesterol de los tejidos de los organismos superiow
res se halla en forma esterificada en su grupo 3-hidroxilo por ácidos grasos
de cadena larga.

El higado contiene una enzima que forma.esteres del colesterol, según la
siguiente reacción:

colesterol + acil(grasol-CoA ---' esteres de colesterol + CoA
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oEnel plasma sanguíneo se forman también esteres de colesterol median­
te la fosfatidil-colesterol-acil-transferasa, enzimaquecataliza la trans'fe"
rencia de un grupo acilo de ácido graso desde la posición 2 de la fosfatidil-­
colina, al colesterol:

fosfatidil-colina + colesterol ---° lisofosfatidil-colina +éster de colesterol

Formaciónde otros esteroides

El colesterol es el precursor de los esteroides fecales, de los ácidos
biliares y de las hormonasesteroides animales. Los principales esteroides de
excreción en los mamiferos son el colesterol, el coprostanol y el colestanol.
que son esteroisómeros formados a partir del colesterol por la acción micro-­
biana intestinal. La ruta principal de degradación del colesterol en los anima-­
les, es su conversión en ácidos biliares, cuya estructura varia con las espe­
cies de un modocaracterístico.

Los ácidos biliares contienen un grupo carboxilo en su cadena lateral,
el cual se halla frecuentemente unido mediante enlace amidacon la glicina o la
taurina (ácido etanolamina-sul fónicol.

Los ácidos biliares se formanen el higado y son secretados al intestino
delgado. donde ayudan a la absorción de los lipidos formando los quilomicro—
nes.Los ácidos biliares son reabsorbidos en gran parte durante la absorción
de los lípidos.

Elciclo de secrecióny reabsorción de los ácidos biliares se denomina
circulación ente rohepatica.

La producción de hormonas esteroides a partir del colesterol se verifi-­
cacon una formación intermedia de pregnenolona, que contiene el núcleo del
colesterol pero una cadena lateral de tan sólo dos carbonos.
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La pregnenolona, que es el precursor de la progesterona, que es la hor­
monaprogestiva de la placenta y del cuerpo lúteo, es a su vez. la precursora
de los andrógenos u hormonas sexuales masculinas, tales comola androstero­
na y la testosterona, de los estrógenos u hormonas sexuales femeninas, como
la estrona y el estradiol, asi comode los corticosteroides adrenales, la
corticosterona y la aldosterona.
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¿CAZABQLLSNQQEL COLESTEROL.

El higado juega un rol importante en la regulación de los niveles de
ipoproteínas plasmáticas y en la excreción del colesterol del cuerpo, (figu­
*as 7 y 8). Es el órgano responsable de la eliminación mediada por receptor
-DL,sintesis de VLDLrica en triglicéridos y también es un importantelugar de
tránsito de HDL.

El higado es el único órgano capáz de excretar considerables cantidades
decolesterol del cuerpo, (directamente comocolesterol libre dentro de la
bilis o después de la conversión en ácidos biliares). Por otra. parte, la con-­
versión de colesterol en ácidos biliares es un paso regulatorio muyimportan­
te en la.determinación del balance del colesterol.

Purificación y clonada moleculardel colesterol 7a-hid1‘oxilasa.

La sintesis del primer ácido biliar, ácido cólico y acido quenodexicólico
a partir del colesterol es llevado a cabo en el higado por la acción de 10enzi­
masdiferentes. Enla figura 9, se detallan las etapas másimportantes de esta
reacción.

El paso inicial y limitante en la conversión del colesterol enácidos
biliares es la introducción de un grupo hidroxilo en la posición 704del coles-­
terol. Esta reacción es catalizada por la colesterol 7a-hidroxílasa, una
mono-oxigenasa microsomal, la cual consiste de un citocromo P-450 y requiere
NADPH-citocromoP-450 reductasa y oxigeno molecular para su funcionamiento.

La purificación y catalización de la colesterol 7a-hidroxilasa fue des­
cripta en 1987por Ügishimay col. la enzima fue purificada a partir de
microsomas hepáticos de ratas machos tratados con colestiramina y fue en­
contrada como una nueva especie de citocromo P-úSOcon una gran especifici“
dad por el colesterol comosustrato.
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Subsecuentemente, Noshira y col. fueron capaces de purificar anticuer­
pos específicos para la enzima.purificada. Conel uso de tales anticuerpos, un
clon conteniendo la secuencia completa de cDNAfué aislado de la 70(--hidroxi-­
lasa a partir de cDNAde higado de ra ta. La secuencia entera de cDNAde la

7m-hidroxilasa y la secuencia de aminoácidos de la pro teina fue reportada re"­
cientemente por el mismo grupo. El cDNAcontiene 1509 bp de apertura de lec­
tura con 503 residuos de aminoácidos, y un tamaño molecular de 56880 para la
proteina. La secuencia de aminoácidos tiene más de 30 96de similitud con otra
secuencia de citocromo P-450, lo que indicaria que la enzima seria un miembro
de la familia genetica del citocromo P-450.

Chiangy col. purificaron colesterol 7a-hidroxilasa a partir de microso­
mas de ra tas hembras tratadas con colestiramina. Ellos obtuvieron dos isoen-­
zimas de citocromo P-450, ambas con actividad en la reconstitución de la oo-­

les terol :7rx-hidroxilasa.

Lasdos isoenzimas tienen igual movilidadelectroforética, mostrando
reactividad inmunológicacruzada y un valor similar de Vmáxima,pero difieren
en el Kmpara el colesterol, númerode recambio y carga. Los autores sugieren
que una de esas enzimas es similar a la purificada por Ogishimoy col. Chiang y
col enfrentaron anticuerpos de conejo a la isoenzima mayor. Estos anticuer­
pos inhibieron especificamente la actividad de la colesterol 7o<-hidro:<ila:5a
microsomal.

Unnivel significante de actividad 7a--hidroxilasa fue observada en re]
pulmón.corazón y riñón, lo que podria indicar que la colesterol 70(--hidroxilasa
no es una enzima especifica del higado, resultando contrario al obtenido por
Jelinek y col.
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Regulación de la actividad de la colesterol 7a-h1'drox1'lasa

Comose hamencionadoanteriormente, la colesterol 7a-hidroxila sa es
considerada comola enzimadeterminante enla sintesis de ácidos biliares. En
humanos,comoen otras especies estudiadas, la interrupción de la circulación
enterohepática de ácidos biliares por tratamiento con colestiramina, incre­
menta la sintesis de ácidos biliares. La administración de ácidos biliares por
via oral o intravenosa, inhibe la formación de ácidos biliares. Además,el flujo
enterohepático de ácidos biliares aparentemente controla la sintesis de áci-V
dos biliares. Algunos estudios han indicado que el ácido biliar es importante
en el retroalimentación de la sintesis de ácidos biliares. Datos de Heumany

(ficol. han dado evidencia. de que el balance hidrofilico--hidrofóbico de las sale
biliares es un gran determinante de su potencia comoregulador en la sintesis
de ácidos biliares enel higado de ra ta. Kwekkebomy col es tudiaronel feed­
back de la sintesis de ácidos biliares en cultivo de hepatocitos de pollo. Por
algunos días el cul tivo mantuvola capacidad de concentrar ácidos bil iares
intracelularmente. Laincubación de los hepatocitos conácido cólico, acido
quenodeoxicólico, ácido deoxicólico o ácido yodeoxicólico inhibieron la activi"
daddela colesterol 7a-hidroxilasa. Losautores concluyenque los ácidos
biliares en concentraciones observadas en sangre portal inhiben la sintesis
de ácidos biliares por supresión de la colesterol 7a-hidroxilasa a travez de
un efecto directo sobre los hepatocitos.

Regulaciónmolecularde la colesterol 7a-hidroxilasa

Se ha conocido desde varios años, que la actividad de la colesterol 70(­
hidroxilasa exhibe un ritmo circadiano en ratas, con un máximoa medianoche y
un minimoal mediodia. Algunas investigaciones han demostrado que la hormona
glucocorticoide actúa como un modulador del ritmo circadiano de la 70(—hidro-<
xilasa.

La capacidad de anticuerpos especificos y clones de cDNAhan hecho
posible la estimación directa del contenido proteico y niveles de mRNAcon la
actividad de la enzima.
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Noshiro y col. recientemente mostraron que no solo la actividad de la
colesterol 7a--hidroxilasa sino tambienel contenido proteico de la enzimay
los niveles de mRNAexhiben un ritmo circadiano en el higado de ratas norma.­
les. Chiang y col. también mostraron que la variación de la actividad diurna de
la colesterol 7rx-hídroxilasa en el higadode ra ta es un resultado del nivel
enzimático. La marcada. fluctuación diurna de las cantidades de la pro teina de
la enzima y del nivel de mRNAindican su rápido turnover.

Comose ha mencionadoanteriormente, los tratamientos con colestira­
minaincrementan el nivel de la actividad de la 7a-hidroxilasa. Chiang y col.
encontraron recientemente que la colestiramina incrementa el nivel enzimáti­
co en paralelo con la actividad.

Enestudios recientes Ci y col. mostraron que la colestiramina induce el
mRNAde la colesterol 7a-hidroxilasa, el que es reducido rápidamente al sus-­
pender el' tratamiento. El mecanismopor el cual los acidos biliares disminuyen
la. expresión del mRNAde la. colesterol 'ïor-hidroxilasa todavia debe ser deter­
minado. Se sugiere que puede haber secuencias de DNAen la región promotora
del gen de la 70(-hidroxilasa que interactuen con ciertos ácidos biliares.

Por otra parte se ha cuestionado el hecho de que el colesterol de la
dieta regule la actividad de la 7a-hidroxilasa.

Deacuerdo a algunas investigaciones, el colesterol de la dieta solo
provee unsustrato adicional para la enzima.si bien otros investigadores
sugieren que el colesterol puede inducir el CLHILEÍ‘IÍÜOproteico de la enzima.

Jelinek y col. y Li y col. han mor-stradr.)claramente que el colesterol de la
dieta induce ambas,la actividad enzimática y los niveles de mRNAde la coles—­
terol 7a-hidroxilasa en higado de rata.

Es posible que el colesterol pueda directamente regular la expresión de
la colesterol 7d-hidroxilasa en el higado por alteración de la transcripción
del gen de la enzima.
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Excreción del colesterol de la bilis

Si bien el colesterol es virtualmente insoluble en medios acuosos. in-­
fluye en las propiedades solubilizantes de los otros lípidos biliares, ácidos-3
biliares y fosfolipidos.

Elcolesterol puede ser secretado dentro de la bilis comouncomplejo
micelar con ácidos biliares y lecitina, o comovesículas que contienen sólo
colesterol y fosfolipidos. Debidoaque las vesículas parecen ser criticas
para la subsecuente precipitación y cristalización de colesterol, el desarro­
llo de procedimientos para la separación de vesículas en bilis nativa es de
gran interés.

Recientemente, Amigoy col. desarrollaron un metodo simple y rápido
para aislarycuantificar las vesículas quetransportan lipidosbiliares, lo
que mostró que cerca del 50 %del colesterol de la bilis estaba presente en
vesículas en bilis hepática fresca. En recientes estudios, Sonjen y col. des­
cubrieron la presencia de fos folipidos agregados comotransportadores de
colesterol en bilis humana.

Metabolismode lipoproteínas y catabolismo hepático de colesterol

El colesterol utilizado en la producción de ácidos biliares o para la ex­
crecióndel colesterol dentro de la bilis puedeoriginarse enlipopro teinas
plasmáticas o por sintesis en el higado. Estudios llevados a cabo a partir de
biopsias hepáticas obtenidas durante cirugia en pacientes pretratados con
colestiramina han demostrado directamente una sobrerregulación de recepto­
res LDLhepáticos, dando como resultado una estimulación de la producción de
acidos biliares.

Es de particular interés que una estimulación paralela de la HMGCoA
reductasa y la expresión del receptor LDLen respuesta de la actividad de la
colesterol 7a-hidroxilasa.



Reihner y col. han estudiado el efecto de la. inhibición de la sintesis de
colesterol en el hombrepor pravastatin. Cuandolos pacientes fueron tra ta<
dos con pravastatin con una dosis de 40 mgdurante tres semanas, la actividad
de la HMGCoAreductasa fue incrementada cerca de 12 veces.
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MESEQBIEÁEZER-SQ QE CÜLEEJEELL

El transporte reverso de colesterol es el terminousado para describir
el movimientodel colesterol desde los tejidos periféricos y su subsecuente
transporte a travez del plasma y eliminación via hepática. (figura 10).

El colesterol es escencial para la viabilidad celular e integridad cle la
misma,pudiendo ser sintetizado endógenamente u obtenido exógenamente a
travéz de la dieta.

Comolos tejidos periféricos son incapaces de ca tabolizar el colesterol,
la única forma enque la homeostasis del colesterol puede ser mantenida es
por mediode procesos que lo remuevan de esos tejidos y su transporte hacía
el higado para su eventual excreción comoácidos biliares. El eflujo de coles-­
terol desde los tejidos periféricos y el transporte del mismoa travez del
plasma es promovido por la HDL.

En sintesis, este transporte se refiere a una serie de pasos metabóli­
cos por los cuales el colesterol celular periférico es retornado al higado.
mediante una serie de reacciones:

1) un paso de eflujo por el cual el colesterol libre de la ¡membranacelular es
transferido al espacio extracelular.

2) un paso de esterificación enel cual la enzimaplasmática lecitin--colesl.er01
aciltransferasa (LCAT),convierte el colesterol libre difusible en productos
de esteres de colesterol insolubles.

3) un paso de transferencia en el cual la proteina plasmática transportadora
de esteres de colesterol (CETP),transfiere los esteres de colesterol sinte­
tizados por el LCATa otras particulas de lipoproteinas.

4) un paso de endocitosis en el cual la lipoproteina-colesterol es internali-­
zada por el higado.
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Puntos claves en el transporte reverso de colesterol

En un caminocinetico directo, todo el sustrato entra en el paso inicial
de la reacción, apareciendo comoproducto final. Si el transporte reverso es
indirecto. el grado de-transporte puede ser establecido a traves de medicio-­
nes del grado de algunos de los pasos (1al ¡4).mientras que la sumatoria de
todos debe ser necesariamente igual a la homeostasis.

Desafortunadamente. este noes el caso. apareciendo endeterminados
puntos del camino,reacciones alternativas. Estas complicaciones son:

1)Debidoa que el colesterol libre es difusible, parte del eflujo desde las
membranascelulares periféricas está balanceado por un influjo de colesterol
libre desde las particulas de lipoproteinascirculantes. Este es el balance
entre eflujo e influjo, o flujo neto de colesterol, el que es igual al valor de
transporte reverso de colesterol.

2) El LCATno reacciona solamente con el colesterol libre de las membranas
celula res periféricas. sino ademásconel colesterol libre secretado por el
higado como parte de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)y sus pro-­
ductos LDLy HDL.La actividad total del LCATrefleja. la sums del colesterol
libre es terificado del pool periférico y hepático.

3) Notodo el ester de colesterol sintetizado por el LCATes transferido a
VLDLy LDL.el resto de colesterol es eliminado por el higado. Estudios reali­
zados con pacientes que presenta ndeficiencia congénita de CETP(proteina
transportadora deesteres decoles te rol). muetranclaramente quealgunos
esteres de colesterol de VLDLy LDLson de origen hepático y son simplemente
reciclados a travez del plasma antes de ser eliminados por el higado. Adicio­
nalmente muchosésteres de colesterol sintetizados por el LCATson reteni­
dos en HDL,antes de comenzar su transferencia a VLDLy LDL.

4) En el estado de equilibrio, la concentración de apolipoproteinas en plasma
es constante. En principio, si el contenido de colesterol de VLDLque abandona
el higado y el contenido de colesterol de VLDLH-LDL)y HDLeliminados por el
higado comoparticulas maduras, son iguales, el grado de transporte reverso
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de colesterol y el tiempode permanencia de todas las clases de lipoproteínas
puede ser calculado a traves de su incremento.

Eflujo de colesterol desde las membranascelulares a lipoprotelnas de alta den­
sidad (HDL).

En esta decada apareció la, primer evidencia del rol de la HDL,que con­
tiene apolipoproteina apo A-l, pero no apo A-Ilen estudios iniciales de trans­
porte reverso de colesterol. Estudios posteriores identificaron especies de
HDLde menor tamaño molecular, pre B---Iuigrantes. como aceptores primarios de
colesterol celular en plasma.

La tecnica involucra el uso de cul tivos en monocapa rJecelulas marcadas
con colesterol isotópico y dejadas por periodos de incubación de 1 minuto. Se
demostródue la transferencia de colesterol está asociada con la transferen­
cia celular de fosfolipidos, particularmente esfingomielina. Cuando la apo A--l
libre fue incubada con macrófagos, se generó pre B-l-lDl.de bajo peso molecu--­
lar. Se determinó que el incremento de los niveles de HDLcirculante es capaz
de prevenir el desarrollo de la ateroesclerosis.

Finalmente, cuando el colesterol marcado y aislado del bazo de rata fue
perfundido por recirculación con plasma, una parte del colesterol se transfi­
rió desde el órgano a las lipoproteinas plasmáticas, notandose una mayoria de
HDL.Estos datos sugieren que tanto in vivo comoin vitro, una transferencia
de colesterol celular a sub-fracciones de HDLpequeñas, inicia el transporte
reverso de colesterol.

El rol de Ia lecitína: actividad colesterol aciltransferasa

La actividad LCATes necesaria para promOVerel transporte neto de
colesterol desde las membranas de un cultivo en monocapa de células en medio
plasmatico.



Recientes estudios haninvestigado el rol del LCATcon mayordetalle.
lncubaciones de plasma en presencia de actividad LCAT,causó la mayoria de
pre B-HDL,metabolizándose esos precursores dentro del complejomayorde
HDL.Esto dió una correlación negativa entre los niveles de LCATy el de pre
B-HDL.

La fracción pre-B de HDLestaria implicada en el transporte reverso de
colesterol comoaceptor inicial del colesterol celular y comosustrato mayor
de la actividad LCAT.
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Rol de la proteína transportadora de ésteres de colesterol

La compartimentalización del colesterol implícito entre las membranas
celulares y las lipoproteinas se produceenetapas tardías del transporte
reverso decolesterol. Cuandola actividad CETPconesteres de colesterol
derivado de LDLo colesterol de la membranacelular es comparado, aparece
una proporción mayor en LDLy VLDL.Esta compartimentalización puede ser
particularmenteimportante comounmecanismoqueaumentarialaeficiencia
del transporte reverso de colesterol, enla. fase de las concentraciones re"
la tivamente bajas de lipoproteinas con colesterol libre en plasma.

El concepto de que la mayoria del colesterol derivado de las celulas
luego esterificado, es retenido en la HDL,el que luego es transferido a VLDL
y LDLde CETPfue observado mediante estudios comparativos con tres técni­
cas: inmunoafinidad,cromatografía nodesna turalizante enelectroforesis
bidimencional y cromatografia de afinidad en heparina—agarosa.las que se
usaron para separar HDLde VLDLy LDL.

Resultados similares fueron obtenidos en cada caso, solo cerca del 10%
del ester de colesterol marcadode colesterol libre celular marcadocon
tritio fue transferido a VLDLy LDL.

Endositosis de lipoprotelnas conésteres de colesterol

La captación de ésteres de colesterol comoparte de la endocitosis me—
diada por receptor es usualmente aceptada como el camino de mayor importan-­
cia en el transporte reverso de colesterol.

Estudios posteriores sobre la captación selectiva de esteres de coles»­
terol in vivo e in vitro, particularmente para HDL,demostraron que esto pue-­
de ser incorrecto. Cuandola HDLfue marcada con un ester de colesterol no
metabolizable, la mayoria de los lípidos fueron internalizados por las celulas
hepáticas mientras la HDLfue degradada. Los mismos procesos han sido
observados en menor escala con LDL.Debido a que muchodel colesterol



derivado de las células puede ser retenido. comoester de colesterol, en HDL,
el caminode captación selectiva puede ser particularmente importante en el
transporte reverso de colesterol.
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Estructura de las arterias

Los vasos arteriales están formados por tres capas: la intima, la media
y la adventicia.

La intima o capa más interna, está formada.por celulas endoteliales que
constituyenun mantode revestimiento, debajo del cual se observanfibras
musculares lisas, elásticas y colágenas con celulas mesenquimáticas y
mucopolisacáridos ácidos en el estroma.

La capa mediaestá formada por tejido elástico y muscular. La lámina
elástica interna es una condensación del tejido elástico en el borde interno
de la capa’media.Esta banda elástica interna aparece con frecuencia ondula­
da, debido a la concentración "post mortem"del vaso. A veces existe una
condensación del tejido elástico, más externa y menos definida, llamada lámina
elástica externa.

La adventicia o pared externa. está formada. por tejido conectivo laz-<0y
fibras elásticas, con vasos sanguíneos (vasa vasorum)y nervios que irrigan
la pared vascular. La irrigación vascular de las paredes es más rica y mas
extensa de lo que se sospecha. Los pequeños vasos que irrigan las paredes
arteriales son muchomásnumerosos en las personas de edad y en presencia
de ateroesclerosis. Si bien se discute la exis tencia de los vaso vasorumen
una intima normal, es frecuente encontrarlos. en cambio.en la intima de un
vaso ate roescleró tico.

Las arterias pueden dividirse en tres tipos, según el tamaño y las
variaciones estructurales: elásticas, muscularesy arteriolas.

Enel grupo de las elásticas se hallan los vasos de mayor tamaño, la
aorta y sus ramas inmediatas. Estos vasos poseen abundante tejido elástico
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en las paredes. La elasticidad de esas paredes mantiene la corriente sanguí­
nea y la presión de la sangre durante la diástole.

El segundogrupo. arterias musculares. está formadopor los vasos de
tamaño mediano, tales como las arterias branquial, radial y femoral. En ellos
predomina el tejido muscular y el componente elástico está en menor propors
Clon.

El tercer grupo, las arteriolas, incluye las pequeñasarterias de los
órganos, hasta los capilares. Enestos vasos. el tejido muscular es más
abundante y el elástico relativamente escaso. Su contracción es importante
para regular la presión y el "flujo sanguíneo.

Arterioesolerosis

El termino arterioesclerosis significa literalmente "endurecimiento de
las arterias" y a veces se usa comosinónimode "ateroesclerosis". Sin embar-­
go, actualmente es una denominacióngenérica que incluye a tres enfermedades
arteriales:

1)ateroesclerosis

2) esclerosis media de Monckeberg

3)esclerosis arteriolar

En el primer caso, la alteración se produce enla intima, en el segundo en
la media y en el tercero en la intima. la media o ambas.

Ateroesclerosí s

Los aspectos característicos de la ateroesclerosis son el engrosamie­
nto y degeneración de la intima. Afecta principalmente los grandes vasos
elásticos, siendo la aorta, la arteria más seriamente dañada. Tambiénse
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lesionan las coronarias y los vasos renales, las arterias de la base del
cerebro y los vasos mayores de las extremidades. Las lesiones de la íntima
van desde las pequeñas bandas amarillentas longitudinales, ligeramente
elevadas (bandas lipoides), hasta las placas o nódulos másgrandes de color
gris-amarillento o gris perlado, que contienen lípidos y tejido conectivo
hialinizado (placas fibrosasl y lesiones avanzadas con ulceración, trombosis,
hemorragias y calcificación (lesiones complicadas).

lTl xis ten varias teorías en cuanto a la naturaleza de las alteraciones
primarias en la pa.togenesis de la ateroesclerosis 1)Laprimera al te ración
c 3 O'I ¡.a. U'Io te en bandas lipoides en la íntima. Los lípidos aparecen dentro de
celula: mesenquimáticas consideradas comocelulas musculares lisas. Actual-­
mente se las considera comocelulas mul“potenciales parecidas a la muscular
lisa, con capacidad de producir fibras colágenas, elásticas y musculares lisas
(celulas "IniOinLimales". Los lípidos se fil tran por el endotelio junto con el
plasma, ya sea comomoleculas libres o transportadas por los macrófagos y
los complejos lipoproteínicos son atrapados en la íntima. Esta lesión de la
íntima no es aparente, pero los excesos de lípidos enel plasma, las alterado-­
nes nutricionales o los factores hormonalespueden amecenta r la infiltración
grasa.

2) Por alguna forma de lesión (hemodinámica.endócrina o metabólica) se origina
una alteración de los mucopolisacaridos ácidos, del tejido elástico y de los
fibroblastos en la íntima..Unincremento en los Inucopolisacáridos y en el teji­
do conectivo, precede a los depósitos de lípidos que derivan del plasma o se
sintetizan localmente.

3) Se forman trombos murales en el endotelio que se organizan e incorporan a
la intima y que luego son infiltrados por los lípidos.

4) En las áreas de endotelio lesionado se aglutinan plaquetas y luego se
desintegranliberandoaminas vasoactivasqueaumentanlapermeabilidadde
lípidos y proteinas, que se acumulan en la intima.

Algunosestudios sugieren que las plaquetas penetran en la íntima y por
desintegración liberan los lípidos contenidos en su citoplasma.
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Se considera generalmente, sea cual fuere el hecho primario. que la
presencia de lípidos en la pared del vaso estimula la proliferación de tejido
fibroso y que es un elemento de importancia en el desarrollo de las lesiones
ate roescleróticas.

Losdepósitos grasos intramurales, en las lesiones precoces, poseen
composición lipidíca similar al plasma. Es probable que las enzimas intramura­
les desdoblen el lipido, liberando colesterol y ácidos grasos que estimulan la
proliferación de tejido fibroso. Se formanasi placas cargadas de lipido. En
las lesiones mayores la porción central con frecuencia es blanda, conteniendo
tejido necrótico y degenerado, grasa libre y cristales de colesterol visibles.
Microscópicamenteel colesterol se presenta comohendiduras claras, alarga­
das y fusil'ormes, pues los cristales han sido disueltos en la preparación.

La placa. de ateroma es un nódulo amarillo y blando. En estadios más
avanzados pueden verse ateromas ulcerados con trombos supe rpues tos. La
láminaelástica. interna está. fragmentada y en algunos lugares puedees tar
ausente. Las sales de calcio se depositan en las lesiones y formanplacas
delgadas que se rompenfácilmente. Cuando una placa ateromatosa es grande,
puede causar el adelgazamiento de la. media.

La ateroesclerosis se acompañade una,perdida progresiva de la elasti-­
cidad, pero una gran parte de esto puede deberse a un efecto de envejeci­
miento.

Las lesiones ateroma tosas predominanen la aorta abdominalcon
respecto a.la torácica. Están ubicadas por lo general excentricamen te y en

e-ial en los puntos de choque, comoser la pared posterior en torno de los
orificios delas arterias intercostales y lumbaresy en el sitio de bifurcación
de los vasos principales. Enel sector torácico la ateroesclerosis puede
superponerse a lasiones si-filiticas.

Las complicaciones de las placas aterolnatosas incluyen:

1lestrechamiento de la luz que origina isquemia
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2) trombosis sobre la placa que produce oclusión de la luz, o en el caso de pe-­
queños trombos estos pueden originarse, incorporarse a la intima y contri­
buir al crecimiento de la placa

3) hemorragias dentro de las placas, que en algunos casos,(por ejemplo,
arteria coronaria) puedan contribuir a la oclusión de la luz y también iniciar
trombosis

4) ruptura de la sustancia ateromatosa blanda dentro de la luz, que puede
producir oclusión en el sitio (en un vaso pequeño), originar un émbolo o iniciar
trombosis

5) formación de un aneurisma debido al adelgazamiento y debilitamiento de la
media adyacente a una placa grande.

La obstrucción de los pequeños vasos, producida. por la placa mismao
unade sus complicaciones, puede producir trans tornos isquémicos serios.
comoser muerte repentina o infarto miocárdico por lesiones coronarias,
infarto de cerebro en la ateroesclerosis cerebral e hipertensión con enfer­
medadarte rial renal.

El sindrome de Leriche, que se produce mas frecuentemente en los
hombres, se caracteriza [JUltranstornos isquémicos en las extremidades
inferiores (por ej. palidez. frialdad, calambres, claudicación), incapacidad
para mantener la erección del pene o impotencia. Se debe a una oclusión
trombótica ateromatosa progresiva de la aorta abdominal o por arriba de su
bifurcación.

Laetiología. de la ateroesclerosis posee unacomplejarelación entre
múltiples factores. endógenosy ambientales. Lacausa.ocausas verdaderas
son desconocidas, pero existen diversos factores predisponentes. En muchos
estudios se ha prestado atención al papel de los lípidos plasmáticos y
dietéticos. Existen pruebas que el aumentode las beta-lipoproteinas séricas
del colesterol plasmático y de la relación colesterol-fosfolipido en la
sangre, es de importancia en el desarrollo de la a Leroesclerosis. Tambien
existe relación con el incremento de los triglicéridos del plasma.
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Los individuos cuya dieta posee grandes cantidades de grasas animales
saturadas y colesterol tienen un nivel de colesterol serico máselevado y una
mayor incidencia de enfermedad cardiaca ateroer'clerótica coronaria que
aquellos cuyas dietas son másbajas en estas grasas.

Es interesante observar, sin embargoque algunas aves que no tienen
grasas animales en sus dietas (por ej. ciertas especies de palomas)desarro­
llan ateroesclerosis espontánea similar a la del hombre.Ciertas enfermeria-­
des relacionadas con la hipercolesterolemia, tales comola diabetes mellitus,
el hipotiroidismo y la hipercolesterolemia familiar, se encuentran frecuente­
menteasociadas ala ateroesclerosis. Lapredisposición hereditaria es un
factor muyimportante en esta patología. La alimentación rica en colesterol
en los conejos es un metodo experimental bien conocido para producir
ateroesclerosis, enfermedad producida del mismomodoen el perro, ratón,
laucha y otros animales, pero en algunos de estos son necesarios, además,
otros procedimientos, comoser el empleode drogas antitiroideas o la extir­
pación quirúrgica de la tiroides.

Enlos monos,la ateroesclerosis puede producirse por deficiencia de
piridoxina sin ningunadieta grasa especial.

La híperlipemia también parece incrementar la tendencia a la trombosis.
La heparina, además de su efecto anticoagulante, ayuda a corregir la tasa de
lipoproteína anormalhallada en los pacientes con ateroesclerosis.

La influencia del sexo es evidente al observar que la ateroesclerosis
se da menos en las mujeres antes dela menopausia, aunque la incidencia
aumenta progresivamente despues de la menopausia. Posiblemente los estró­
genos sean el factor protector.

Elefecto hormonal también se observa en la s mujeres ova ricectimiza­
das: padecen con másfrecuencia ateroesclerosis coronaria y en edad más
temprana que aquellas que tienen los ovarios intactos. La incidencia y gra ve-­
dad de esta enfermedad se dan menosen el hombre tratado con estrógenos
para el carcinoma de la próstata que en aquellos que no han sido tratados. Se
ha demostrado que las hormonas tienden a disminuir las concentraciones
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sericas de colesterol-lipoprotcpina. incluyendo. ademasde los estrógenos, la
hormona del crecimiento. la AC'l'H.los corticoides. los extractos tiroideos y
la androsterona.

Según algunos investigadores, la edad es muyimportante, pero deberia
tenerse en cuenta que la ateroesclerosis no es una enfermedad limitada a la
edad avanzada. Los que proponen la teoria dela edad señalan que existe un
espesamiento progresivo de la intima en las arterias desde la epoca del naci­
miento, aunque esto puede relacionarse conel esfuerzo mecánicointra vas-­
cular continuado. Se ha sugerido también que las placas de la intima son un
fenómenocompensatorio en respuesta a la debilidad de la media subyacente. y
que resulta de degeneraciones relacionadas con la edad. Otros factores posi­
bles son el esfuerzo emocional. la inactividad física y el tabaquismo.

Las fuerzas hemodinámicaslocales de la corriente sanguínea (por elem­
plu, la tmj-bulencia del flujo y los sitios de aumento de la tensión de la pared)
son, sin duda, importantes en el desarrollo de la teroesclerosis. Esto se
infiere del hecho de que las placas a teroma tosas prevalecen másen. o más ‘
allá de, los orificios o bifurcaciones de las arterias y en los puntos donde
los vasos se encuentran relativamente fijos. La hipertensión no es aparente­
mente causa primaria de ateroesclerosis, pero puede agravar-se la lesión al
acentuar los factores hemodinamicoslocales: o bien, cuando existe lniperco"
lesterolemia en unpaciente hipertenso, la elevada presión intra vascular
probablemente acelera la infiltración de lípidos a traves de la pared arte­
rial.

Esclerosis media (esclerosis de Nono/(eberg)

La esclerosis mediase presenta en las arterias musculares de mediano
tamaño, tales comolas femorales, radiales y temporales, principalmente en
pacientes adultos. Existe degeneración, tume'l'acciónyfragmentación de las
fibras musculares de esa capa, a. lo que sigue el depósito de calcio.En ocacio­
nes se forma hueso en la pared del vaso, con aparición de tejido osteoide que
luego se caIci-fica. Los vasos se endurecen y se vuelven tortuosos, de modo
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que las arterias superficiales, tales comola radial, puedenpalparse como
tubos rígidos. Las alteraciones de la mediaexclusivamente noes trechan la
luz y alteran muypoco la circulación.

Sin embargo, la esclerosis de la mediapuede asociarse con las lesiones
ateroma tosas de la intima, que si pueden interferir en la circulación. Los
estímulos vasotónicos pueden ser factores causales. En animales experimen--­
tales, se producen lesiones similares por la administración de epinefrina. ni"
cotina u otros agentes que producen espasmo prolongado de los vasos.

Arterioloesclerosis

Existen dos tipos de alteración arteriolar caracterizador por el espe­
samiento de la pared del vaso y por el estrechamiento de la luz: la arteriolo­
esclerosis hialina y la hiperplásica, ambascaracteristicas pero no patogno­
mónicas de la hipertensión.

En la arterioloesclerosis hialina la.pared se espesa y se hialiniza como
resultado del depósito de una sustancia hialina en la intima y en la media, con
desaparición de los detalles celulares subyacentes. Existe una controversia
en cuanto al origen de la hialina vascular. Algunos investigadores han demos»
trado por microscopía electrónica que la hialina se deposita primariamente en
la intima derivada posiblemente de la excesiva. infiltración de proteinas
plasmáticas y que los depósitos mayores tienden a infiltrar el tejido elás tico
adyacente y la media.

Otros interpretan las caracteristicas ultraestructurales de la arte­
rioloesclerosis hialina comoprueba de que la.sustancia hialina deriva del
aumento de la membranabasal del endotelio y del músculo liso. La arterioloes­
clerosis hialina se ve especialmente en los riñones y otros órganos. en
pacientes conhipertensión benigna.Laarterioloesclerosis hiperplásica
generalmente afecta las arteriolas mayores y se relaciona con la hiperten-­
sión grave, de modoespecial con la hipertensión acelerada (o maligna). Se
caracteriza por laproliferación celular de la intima,la hipertrofia de las
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celulas musculares de la media y la fibrosis de la adventicia. La.alteración de
la intima consiste en láminasconcentricas de fibroblastos y de fibras elásti"
cas en catáfila de cebolla con estrechamiento de la luz. Enestudios con
microscopía electrónica se concluyó que el aumento de células de la. intima se
debe a la presencia de células lisas que migran de la media donde han prolife­
rado.

Ambasformas de arterioloesclerosis pueden coexistir en un tejido, por
ejemplo en un paciente'que ha tenido hipertensión benigna durante años, y de­
sarrolla de repente la forma maligna.La necrosis fibrinoide de las arteriolas
("arteriolitis necrotiza.nte") puede asimismo observarse en la armario­
loesclerosis, particularmente en casos de hipertensión maligna.

Endarterítis obliterante

El empleo del termino endarteritis obliterante no es realmente correo-­
to, ya que implica unproceso inflamatorio que nose encuentra presente en
los estados asi denominados.Se designa asi a un proceso local que afecta a
las pequeñas arterias con espesamiento en la intima y estrechamiento u obli-­
teración de la luz.'Puedeverse enla arteroesclerosis que involucra arterias
musculares de las extremidades inferiores. frecuentemente con trombosis
sobreagregada. Esta última es conocida como"arterioesclerosis obliterante"
quepuede interferir en el flujo de la corriente sanguínea. Si la circulación
colateral es inadecuada se producen serias alteraciones isquemicas. El espe-­
samiento proliferativo de la intima puedeverse en las pequeñas aterias en
zonas de inflamación crónica, por ejemplo adyacentes a las cavidades de los
pulmones o en la base de una úlcera péptica.

Tambiénse desarrolla en los vasos sanguíneos de una región donde no se
requiere más la circulación activa, es decir, comouna alteración involutiva
en los vasos cuyos lechos capilares han sido reducidos por la atrofia. hlstica.
Deaqui que ocurra en las arterias hipogástricas y en el conducto arterioso
despues del nacimiento, en las arterias del útero y del ovario en las personas
de edad y enla involuciónde las arterias uterinas despues del parto.
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Se utilizaron sueros humanosde dadores voluntarios sanos o de la
especie en estudio. Unavez separado el suero se llevó a densidad de 1.225
g/ml. mediante el agregado de NaBr sólido y medición de la densidad por
refractometria. Posteriormente la muestra fue sometida a ultracentril’uga­
ción a 200000 x g. durante 24 hs, a 10 ' C en una centrífuga Beckman L-78, ro­
tor Ti sw ao. '

Las lipoproteínas totales se obtuvieron aspirando la capa superior de
cada. tubo (aproximadamente 2--2.5 ml)y se sembraron en una columna de Sepha
rosa-SB (1.5 x 90 cm)previamente equilibrada con solución de NaCl 0.15 My NaNJ
0.02 96pl-l 7.o.

La columna fue eluida con la misma solución a un ritmo de 12-14 ml/h.
registrándose al mismotiempo la absorción a 280 nm.Las fracciones que
contenían proteína. se concentraron hasta un volúmende 2.5--3.0 ml utilizando
para tal fin membranafiltrante Centripep 10-Amicon.

Sobre una alícuota. de las lipoproteinas totales y de cada fracción
separada de la columna, previamente dializadas contra NaCl0.15 M,se midió
colesterol total.

Control de calidad

Se realizarondos tipos de control de calidad, porun lado se evaluó el
perfil electroforetico de cada fracción de lipoproteinas con el propósito de
observar una sola banda correspondiente a cada fracción. Este ensayo
consistió en una electroforesis en gradiente discontinuo de poliacrilamida,
2.5 %a 3.5 96).Lipofilm (Sebial.

Por otro lado, se estudió la corres¡.mndencia entre cada fracción de
lipopr'oteina eluida y sus correspondientes apoproLeinas. realizándose para
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esto una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 1076(PAGE-SDS)(8 mA
/tubo), previa deslipidización de la muestra. mediante la cual se puede obserm
var que no hay contaminación de una lipoproteina con otra.

La determinación de proteinas se llevó a cabo mediante el metodo de
Lowry, Y la mediciónde colesterol total por el método enzimática colesterol
oxidasa/peroxidasa (CHDD-PAD,Boheringe r).
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MARCACIÜNDE LIPÜI’BÜTEINAS DE BAJA DENSIDAD CON“¡Tc

Pertecneciata de Sodio lTc-99m)

Se obtuvo de un generador de radiactividad "Gentec" (Mo--99/Tc—99|n)
producido .por la Comisión Nacional de Energia Atómica (figura 11).De este ge­

nerador se obtiene una solución de pertecneciato de sodio (TcD.Na-Tc--99ml,de
alta concentración de actividad. El Gentec es una columna cromatográfica de
vidrio rellena de alumina, soporte (figura 12), sobre el cual se ha depositado
el Mo-99. el cual decae a Tc-99m (figura 13).Este ul timo se eluye de la columna
mediante solución fisiológica levemente oxidante.

El‘manejo y obtención de la elución, asi comolos controles fueron lleva-­
dos a cabo de acuerdo a las normas de seguridad radiológica. siendo recogida
la elución de pertecneciato en frascos evacuados de 5,0 ml.protegidos por un
blindaje de plomo provisto de visor de vidrio plomado de forma de poder con­
trolar el volúmeneluido.

Aleluido se le realizan dos tipos de controles, uno en relación a la can­
tidad de Mo-99 presente y otro en cuanto a la proporción de alúmina de la elu"
ción. La importancia de estas mediciones radica en el hecho que ambos elemen­
tos en concentraciones elevadas interfieren en la formacióndel complejo con
el producto a marcar. El control de la elución con relación al Flo-99 se realiza
mediante atenuación gammaen un calibrador de dosis, basándose en la diferen­
cia de energias entre el Flo-99 (739,7 lío-Jl y el Tc-—99m(140 Kev). De esta mane­
ra utilizando un blindaje de plomoadecuado. 6 mlnde espesor. se registra par­
te de la radiación del Flo-99, mientras que la del Tc--99mes frenada totalmen—
te. Se toma una muestra de referencia de Mo-99, con idéntica geometría que la
muestra. proveniente del generador y se mide la actividad con y sin blindaje.
El cociente entre estas dos mediciones es el factor de atenuación del Flo-99.
Luego se midela.elución con el blindaje y este valor de actividad se divide
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por el factorde atenuación, obteniéndose la actividad total del Flo-99.La
actividad de Mo-99 se expresa como uCi Mo-QQ/mCiTc-99m.

La determinación del ión alúmina se lleva a cabo mediante la formación de

una laca. con alizarina-S. Auna gota de eluido se le agrega una gota de NaDH1N
y una gota de solución de aliza rina-S al 0.1 ‘76El color violeta del coloranLe
desaparece al agregar solución de ácido 1N,la coloración rosada de la laca
alúmina-al'izarina es proporcional a la cantidad de alúmina presente, la. cual
se determina por comparacióncon soluciones estándares de Al” y el resultado
se expresa como ppmde Al”.
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Corte de un generador "Gentec"’7..LnFigura 1
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Reducción del T604­

El H'TCque se eluye del generador de "Ho/"'To, se encuentra bajo la
forma quimicade pertecneoiato de sodio ("'TcQNal, presentando un estado de
valencia Vll. Por tal motivo. para proceder a la marcación de la lipoproteina
es necesario reducir este Tc (Vll)a un estado cle valencia más bajo, es decir a
una de estas especies: Tc (V),Tc (Vl)o Tc (Ill). El agente reductor utilizado fue

el cloruro estannoso dihidratado (CIISn.2H¡Ol.'

La solución se preparó de la siguiente manera: se pesaron 10 Ingdel
reductor y se colocaron en un vial, este se cerró hermeticamente y se (lesa.­
lojó el oxigeno presente mediante el burbujeo de nitrógeno gaseoso durante 5
min, a una presión del gas de ll'Cg/cm’.Luego se disolvió por el agregado de 1 ml
de solución desoxigenada de NaÜH1 N, calentando unos segundos a baño de Ma­
ria para lograr su completa disolución.

Marcaci ón

Se colocó en un recipiente con tapa hermétioa 400 ul de solución de LDL.
en una concentración de i mgde proteina /ml de solución.

A continuación se desalojó el aire por burbujeo de nitrógeno gaseoso y
se agregaron 20 ul de la solución del agente reductor, burbujea ndo nuevamen­
te con nitrógeno durante 2 minutos. Finalmente se agregaron 400 ul de solu-­
ción de perteoneciato de sorJio--""l'r.:.«;onuna actividad de 7’40HBq(20 mCi).

Posteriormente se midió el pH final de la :-_=r..)luoión,resultando este va--­
lor entre 8.5 a 9.0. El radiofármaoo asi preparado se esterilizó por pasaje a
través de una membranafiltrante de 0.22 jlll'lde diámetro de poro.



Determinación de la pureza radiaquímica

El primer problema que se plantea después de la marcación de una mole-­
cula. o compuesto es establecer su pureza radioqulmica, o sea, el porcentaje
de radioactividad que se halla en la forma química deseada.

En el caso de las lipoprotelnas plasmá ticas de baja densidad, las impu--—
rezas pueden deberse a "' TcO.'y las formas químicas del tecnecio reducido no
unido a la molécula. Mediante el empleo de croma tografia ascendente en ['leta-r
nol 85 96e ¡TLC/SG,(fibra. de vidrio impregnada en sílica gel) se evaluó la pre-­

sencia de "' Tc0.', el que se visualiza. en forma de un pico neto de actividad en
la zona correspondiente a. Rf=1,en contraposición al Rf=0 de la lipoprotelna.

Para ello se utilizaron tiras de [TLC/SGde 1.5 cul de ancho por lO cm de
largo, sembrándose 10 ul de LDL-'Tc-99mcon una microjeringa |»lamilton, a 1.0 cm
de uno de los extremos.

Posteriormente la tira. se colocó en una. cuba cromatografica de vidrio,
cilindrica de 8,0 cmde diametro y 12,0 cmde altura. la que fue saturada
previamente con el solvente. Una vez desarrollado el cromatograma. la. tira se
leyó en un radiocromatógra'fo a una velocidad de 3000 mln/h.

Radiocromatógrafc: Berthold. ModeloLB2723. con undetector de radiación
gammacompuesto por un cristal de NaHTl) de 20 mmde diámetro por 20 mmde
altura, con una distancia focal de 20 uuu.Adosado a un fotomultíplicadur con
una tensión de trabajo de 1295 volt.

Las velocidades de corrida de lectura pueden variarse en 12,30. 60.
120, 300,1200. 3000, 12000 y 30000 m/h. El sis tema.es alimentado por una
fuente de alto voltaje con regulación entre 400 y 4200 vclt, marca Ber-thold.
modelo LB2417, los pulsos son amplificadcs y discriminados con el módulo
Berthold LB2426 e integrador Berthohj LB2437.



El porcentaje de pureza radioqulmica se calculó mediante la siguiente fórmula:

área bajo el pico del compuesto
9€ P.R = X 100

area bajo todos los picos

Precipitaciones proteicas

H'Tcestaba asociado a laConel fin de corroborar si la actividad de
parte proteica de la lípoproteina se realizaron dos tipos de precipitaciones,
utilizando dos propiedades de la LDL.Por un lado se recurrió a la clásica pre­
cipitación de proteinas con ácido tricloroacético (TCA)al 5 96,tomando una
al lcuo ta de la solución de la molécula marcada y agregando igual volúmende
solución de TCA.Acontinuación se centrifugó durante 20 minutos a 2000 rpm.
separando el sobrenadante del precipitado y midiendola actividad de ambosen
un activime tro.

Por otro lado, aprovechando la caracteristica de que la LDLposee car"
ga positiva, se utilizó el fosfotungstato de Na/Mg¡°, reactivo precipitante de
lipoprotelnas de ampliouso en laboratorios de analisis clinicos. Auna alícuo­
ta dela solución de la molécula marcada se le agrega dos,veces su volumende
reactivo precipitante, dejando a 4 ’Cdurante 1 hora. Luego se centrífuga du­
rante 20 minutos a 2000 rpm, separándose el precipitado del sobrenadante y
midiendose la radiactividad de ambos.
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Cromatografía de LDL-Tc-99men Sefarosa 4MB.

Para poder visualiza rdistintazs fracciones de radiactividad. las que
pudiesen corresponder a la lipoproteina marcada, a formas coloidales o a "'Tc
reducido pero no unido a la lipoprotelna, se decidió estudiar la molécula mar­
cada con una columna de Sefarosa 4-l3, en la cual las fracciones son separa-­
das de acuerdo a su peso molecular.

Para esto. se preparó una columna de 30 cmde largo por 1crnde ancho
con Sefarozsa 4--B(Lab.Pharmaoial, la que fue equilibrada con solución fisioln'y
gica que contiene albúmina bovina al 3 %.Se sembró una alícuota de 0.1 ml y
mediante la. elución con solución fisiológica ¿serecogiel on 20 'fracciolms de 2.5
ml cada una. Además la columna fue barrirja en un radiocromatógra'fo para re"
gistrar los distintos picos de radiactividad.

Valoración del compleja LDL-Tc-99ma pH fisiológico

La molécula de LDLmarcada con "'Tc posee un pHfinal 9,0, por lo que fue
necesario estudiar la posibilidad de una desmarcación "in vivo“. al ser
inyectada a un animal de experimentación, donde el pHsanguíneo es 7.4.

Para llevar a cabo este estudio :se procedió a. la separación de plasma
de la especie en estudio, al que se agregó la lipoprotelna marcada. Poster ior“
mente se realizó una cromatografía en Metanol 85 %y precipitación en triclo
roacetico al 20 %para evaluar la cantida de T00." en la mezcla lipoproteina­
plasma. Los.resultados de esta prueba "in vitro" son extrapolables al momento
de la inoculación del compuesto.
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Estabilidad '1'nvitro"

La prueba de estabilidad "in vitro" tiene camu.)fin es tableoer hasta que
tiempo post marcación el complejo puede ser utilizado. En términos generales.
la estabilidad se mide mediante «¿romatografias del compuesto a di:'-_'tinto-.3
tiempos, durante por lr.)menos 2 hora :5.

Con¿roles bioquímicos

Debido a que la tecnica de marcación con "'TC no es del tipo de sustitu­
ción nucleofilica. como en el caso del l--1250 1-131, sino que se forman comple"
jos de coordinación de naturaleza desconocida los que podrian alterar el com-­
portamiento biológico de la lipoproleina. debimos estudian la molécula marca
da desde el punto de vis-ta bioquímico para comprobar que la mismamanttwima
despuésïle la marcación todas sus propiedades fisicas, químicas, biológicas e
inmunológicas respecto a la LDLnativa.

Para llevar a cabo este objetivo se evaluó el tamaño de la molécula
marcada,sumovilidadelectrofor-ética,al‘inidadbiológicaycomportamienlcv
inmunológico, eligiendo medios adecuados. Las.pruebas utilizadas fuer-on:

-Elect.roforesis en gel de poliacrilamida

-Cromatograf1a de afinidad en Concanavalina A

-Inmunodifusión

Electro ¡«.wesisen gel de poliacrilamida

Es.un método analítico útil para ¿studies f'iaicoquimicos y determinación
de pesos. moleculares. El tamaño de los por-os de los geles de poliacrilamida se
ven fundamentalmente afectados por la concentración total de acrilamida uti­



lizada en la preparación del gel. Estos geles son. en realidad. tamices con
tamaño roleporo cada vez menor, que detienen la proteina en su limite de poro.

Para el estudio de la LDLmarcada se utilizó una placa de gradiente
discontinuo de poliacrilamida de 2.5 a 3.5 %. sembrándose en paralelo la mole-­
cula marcada y LDLnativa precoloi‘eada con Suddan B. La corrida electro fore--­
tica se realizó en Buffer 'l'ris--glicina pl'l8.6. durante 1,5 horas a 250 V.
Transcurrido dicho lapso de tiempo. se midióla actividad correspondiente a la
banda de LDL,en un calibrador de dosis, asi como la zona de siembra.

Cromatografla de afinidad en Concanavalina A

Lacromatografía de afinidad es un tipo de cromatografía en la cual la
molécula a analizar queda especifica. y reversiblemente unida por una sustan­
cia comblnante complementaria. ligando inmovilizado sobre un soporte insolu­
ble (matriz). Un ligando bioespeci'fico se halla. covalentemente incorporado a
material del lecho cromatográ-ficofLa muestra, que contiene la sustancia de
interés. se aplica bajo condiciones favorables para la combinaciónespecífica
con el ligando inmovilizado. La:-:=sustancias no unidas son eliminadas. recupe­
randose a continuación la sustancia de interes mediante el cambio de las con“
diciones experimentales JOI‘otras que favorezcan su desorción.

La concanavalina A(ConA),es una leotina hemoaglutinante, capaz de
fijar glucosa / manosa, aislada de la Canavalia ensiformis (leguminosa). Esta
lectina ha.sido extensamente utilizada en estudios sobre la superficie celu-­
lar y mediante su inmovilización con .‘Sefarosa, para la, purificación de glico"
proteinas. La Con-Aes una metalopr'oteina con iones de Cal. y Mg1',que son
esenciales para su actividad ligante. Las lipoprotelnas plasmáticas de baja-u
densinclad, son glicopro teinas que quedan frecuentemente unida a la
Concanavalina A.



Nateria les:

-Con-A-Sepharosa 4 B (Pharmacía Lab.)

-Solucio'n A:

-Tris 0.02 M (2.423 g/l)
-NaCl 1,0 M (58,44 g/l)

-C::¡ClI 0,001 M (0.11 g/l)

-MgCl¡.4 HID 0.001 M (0.20 g/l)

-MgCl¡.6 HID 0,001 M (0,20 g/l)

-Na. N3 0,1 g/l
-pH 7,0
—Soluc:1'ón B:

-lde|n Solución A

—A|fa metil-Du-gluoozsa 0.5 M (97.10 g/l)

Procedimiento:

El gel es colocado en una columna de 30 om de largo por 1,6 cm de diáme­
tro y lavado con solución A.Se aplica 0.1 mlde la molécula marcada con jeringa
tipo tuberculina la.que es medidaantes y despues de la siembra. para conocer
conexactitud la actividad sembrada. Esta será incubada durante una hora.
Transcurrido dicho lapso de tiempo, se eluye con solución Ahasta que el elui-­
do este libre de lipoproteína no retenida (30 ml).Para eluir el retenido se
inouba previamente durante tres horas con solución B(2 ml).Finalmente se'
recoge la fracción no retenida con la. misma solución (30 ml).

lnmunad1'fusi ón

Se utilizó la. técnica. de inmunodi'fuzsión¡adial doble para establecer si
la LDL-To-99mmantenía su propiedad inmunológica, esto es: reaccionar con un
anticue rpo especifico.
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El anticuerpo utilizado fue Anti Apo B de oveja (Lab. Boheringer),
sembrándose en paralelo la molécula marcada y la. LDLnativa precoloreada con
Suddan B. El sustrato de la placa de inmunodifusión se realiza. con gel de agar
al 1 ’Ly el medio utilizado fue buffer Verona]. pH8,0. La placa sembrada se
dejó durante 12horas antes de proceder a su lectura, la que consistió en vi­
sualizar la banda coloreada de precipitación.
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[-131

Este radioisótopo ha sido utilizado en la marcación de distintos radio-­
fármacos y biomoleculazs desde los inicios de la l'ledicina Nuclear, ya :sea con
fines diagnósticos o terapéuticos. Por otra parte enel caso de la glándula
tiroides el [-131se usa frecuentemente para estudiar el estado de la misma.
debido a la propiedad de la glándula en concentrar el elemento iodo ingerido.

Exizsten dos formas de producciónde l-131, la.primera de ellas a partir
de eluidu de Teluro, donde el [-131se obtiene por destilación y la segunda
mediante' el proceso de fisión de U-235 donde uno de los productos es el ¡»131.

Este radioisótopo posee un periodo de :semidesintegración de 8,02 dias,
el que permite realizar estudios "in vivo" durante un lapso de tiempo
suficientemente prolongado, emitiendo radiación beta y gamma(figura 11a).
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Método de la Cloramina T

Este método de marcación desarrollado por MC.Farlane es el más usado
para la radioiodación de un gran número de proteinas. La Cloraminam'l'o 5a! de
sodio de N-monocloro-p-—toluenosulfonamida es un medio oxidante que libera
ácido hípoolorozso en solución acuosa y de esta. forma oxida al radioiodo, pro­
bablemente por activación del ión 'radíoiodonio, produciendo la incorporación
de un átomo de I en los grupos tirosina de las proteinas.

|:c.H¡@—so,—N-c1]' Na‘
Cloramina T

Reacción de oxidación:
1

p-H,C—C. H.—SO,-—NCI]- Na’ ————Mr HÜCI

2Nalsulu l + Hoc] _____*l!ll|1! [Ci +|31112s 10H + 2Na+
cloruro ácido
de iodonio hipooloroso

Una vez producida la. reacción de oxidación del l en presencia de Clorami­
na T, es neoesa rio frenar la oxidación, para lo cual se utiliza Metabisul'fito de
Sodio (NaÏSID').Por lo tanto, las reacciones de iodación de los grupos tirosina
de la parte proteica. de la lipoproteina serian:

O

H e+L:: I+Ï
R

Engeneral se acepta, de acuerdo a datos experimentales, que la ioda­
ción de proteinas plasmáticas por incorporación de un átomo de iodo por molé­
cula de proteina no altera su integridad biológica.

88



Marcación

Se toman 450 pl de LDL(450 pl de proteina), a los que se incorporan 850
pl de buffer fosfato 0.005 M.Acontinuación 3'70 MBq(10 mCi)de ¡Na-131.y 420
pg de solución de cloramina T, dejando en incubación dura nte 1 minuto. Inmedia­
tamente se añaden 840 pg de solución de metabisulfito de Na con el finde fre­
nar la reacción.

Finalmente, el producto marcado :se purifica. mediante una columna de
resina. de intercambio iónico AGi-XB,obteniéndose de esta forma LDL--‘l--131.

Determinación de la pureza radioquímíca

El control de la pureza radioquímica una vez concluido el proceso de
purificación de la molécula marcada, se realizó mediante cromatografía ascen­
dente utilizando como solvente Metanol 70 '76y papel Whatman N’_1 como sopor--­
te.

En este sistema. la. presencia de |l no unido a la molécula se revela ¡ne-­
diante la aparición de un pico neto de actividad en la. zona correspondiente a
0.7 de .Rf. mientras que la molécula malcada CIJl‘I'E’Slin'JlldE!al pico de actividad
en la siembra. Se utilizaron |.i [HS de papel WhaLmande 1,5 cmde ancho po r 20
cm de la! go. La siembra se realizó con una llll(.3I|J__l‘31l.llgaHamilton, depositando-"­

se 10 ul a 1,0 cm de uno de los extremos. Luego la miz-sma:-.=ecolocó en una cuba
cromatográfíca de vidrio, cilindrica de 8.0 cmde diametro y 25,0 cmde al tura,
la que habia sido previamente saturada con el solvente.

Una vez desarrollado el croma tograma . la ti ra se leyó en un radioc 1'0
matógra‘fo a una velocidad de 3000 mm/h.calculandose el porcentaje de pureza
radioqulmica.
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Esterilidad

Este ensayo tiene como finalidad la. determinación de contaminantes mi­
crobianos. La técnica utilizada fue la de la Farmacopea Argentina (6' Ecli­
ción).Par-a la siembra en los distintos medios de cultivo se utilizó una campana
de fujo laminar. Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:

-caldo simple o nutritivo para la determinación cleorganismos aeróbicos.

-calclo con tioglicolato para la de terminación de organismos anaeróbicos

-caldo de Sabouraud para la determinación de hongos.

Estos medios fueron colocados en tubos de vidrio a razón de 5 mlen cada

uno y fueron esterilizados en autoclave. En cada medio se sembraron 0,3 mlde
la solución de lipoproteina. La temperatura de incubación fue (le 35 a 37 oC
para el medio nutritivo y el de tioglicolatonnientr'as que para el Sabouraucl el
rango de temperatura fue de 22 a 2.5°C.Se realizó control visual de todos los
tubos diariamente hasta los 7 dias.

Sustancias piretógenas

Métodode los conejos

Este ensayo tiene comoobjetivo la determinación de la presencia. de
sustancias que, al ser administradas en un animal homeotermo, provocan va-­
riaciones en su temperatura basal.

Para ello también se recurrió a la Farlnacopea Nacional Argentina, que
recomienda el uso de conejo-.5para la determinación de sustancias piretóge-­
nas. Se utilizaron conejos, adultos de 3,5 a 4,5 Kgde peso. Estos animales
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fueron dejados en ayunas 24 horas y sin modificar su entorno se los colocó en
el bre te de trabajo en el cual permanecieron 11horas para normalizar su tem-­
pera tura basal. Se utilizaron sólo los animales cuya temperatura no varió en
más de 1°Cen este lapso, siempre que su trelnperatura no fuera. superior a
39,8 °C ni inferior a 36.9 °C-.

Para cada ensayo se utilizaron tres conejos, a los que se les administró
LDLpor la vena marginal de una oreja. Los controles de temperatura se hicie­
ron a los 30, 60, .90, 120, 150 y 180 minutos post administración. Para evaluar
los resultados se siguió el siguiente criterio:

í en dos conejos, por lo menos, se han registrado elevaciones térmicas deS

,6 °C, o más sobre su temperatura normal. el ensayo será positivo; es decirO

exis ten susta ncias piretógenas.

ü'l- si se ha registrado elevación termica de 0.6 "Co más en un sólo conejo. o í
la suma de las elevaciones térmicas de los tres conejos es mayor de 1,4 °C,el
ensayo será dudoso.

- en este último caso se practica un nuevo ensayo con un lote de cinco cone-­
.jos. Si en dos conejos, por lo menos, de este nuevo ensayo se han registrado
elevaciones térmicas de 0,6 °Co más sobre su temperatura normal, el ensayo
será positivo.

Método del Límulus

Los amebocitos, únicas celulas que circulan por la hemolinfa del leulus
polyphemus, contienen una proteina coagulable que gelifica cuando se la pone
en contacto con endotoxinas. Este fenómenoes la base de la aplicaci'm de un
lisado de amebocitos de Limulus (L.I\.L)como indicador de endo toxinas, lo cual
fue aplicado por Cooper y col. (1969)desarrollando la prueba para compuestos
fa rmaceuticos.

Este metodo, de gran sensibilidad para. agua destilada, está suje to a un
grado considerable de variabilid en su actividad dado que algunos componen
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tes de los productos farmaceuticos interfieren con la reacción de gelifica­
ción. Las condiciones de reacción son la siguientes:

1)Temperatura óptima de reacción 236-38°C, no tá ndose una.disminución de la
sensibilidad a los 25 °Cy destruyéndose a los 45 °C.

2) pHóptimo 6-8. Las muestras fueron llevadas al pHadecuado con soluciones
apirógenas de NaDH 0.1 N y I-lCl0,1 N.

3) Material de vidrio perfectamente limpio y despirogenado a 250 °C durante
30 minutos o bien a 170 °C por 120 minutos.

4) incubación de las muestras en baño de agua sin agitación.

La metodologia consistió en mezclar una alicuo ta de solución de la mues“
tra a controlar. unadel control positivo yotra del control negativo conel
L.A.La pH.(3-8e incubar los tres tubos a 35-38 °C. Transcurridos los 60 minu­
tos, los tubos se invierten(180 grados) en forma muysuave; la presencia de
un gel que permanece intacto al invertir el tubo indica la presencia de sus-­
tancias pire tógenas.

Con la finalidad de comprobar la compatibilidad de la muestra con el L./\.l.
se procedió como se indica a continuación.

1)Se reconstituyeron dos frascos de endotoxina, una con el producto a anali-­
zar y otro con agua destilada apirógena de forma tal de lograr en cada uno-de
ellos la mismaconcentración final de endotoxinas.

2)Apartir de éstos se prepararon dos series de diluciones hasta lograr la
menorconcentración de endotoxina detectable, dato proporcionado por la cur­
va de sensibilidad.

4) En todos los tubos se mezclaron con la alícuota del lisado una del producto
a controlar y agua destilada apirógena. La bateria de tubos se colocaron en
el baño de agua a ¿37°C.

92



5) Si al cabo de una hora no se observa gelificacfión en los tubos marcados
comopositivos de la muestra, indica inhibición por parte del producto.
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Rat ones

Clase: Mamifera.

Orden: Rodentia

Familia: Muridae

Genero: Mus

Especie: musculus

Se u tilizaron dos cepas de ratones, NIHy Balb c Nude. El ratón NlH,es
una variedad albina del ratón común,que posee pelaje blanco; mientras que el
ratón Nudees una variedad atímica que por no poseer pelaje, se lo conoce
bajo el nombre de "ratón desnudo". Las caracteristicas de ambas variedades
constan en el catálogo del National Institute of Health.

Los ratones fueron endocriados y alimentados con pellet de formulación
abierta. Enel caso de los ratones Nude,éstos "fueron mantenidos desde su
nacimiento hasta el momentode cada experiencia en ambiente estéril, indis­
pensable por el hecho de que estos animales son inmunodeficientes.

En el momentode ser utilizados los ratones NlHposeían un peso de 28 a
30 g y su edad estaba. comprendida entre 45 y 60 dias, mientras que los ra to-­
nes Nude tenian un peso de aproximadamente 20 g y 120 a 150 dias de edad.



Ratas

Clase: Mamifera

Orden: Rodentia

Familia: Muridae

Genero: Rattus

Especie: norvegicuzs

Es un roedor de pelaje blanco, con el iris y las eeremidades de las pa"
tas rosadas, hocico punteagudo, cuello alargado y cola cubierta con escamas.
La cepa utilizada. fue la. ra ta Wistar y sus caracteristicas :se encuentran rie-­
talladas en el catálogo del National Institute of Health.

En el momentode ser utilizados, estos animales poseían un peso de 250
a. 300 g y una edad entre 70 y BOdias.

Conejos

Clase: Mamlfera

Orden: Lagomorpha.

Familia: Leporidae

Género: Oryctolagus

Especie: cunicul ¡.15

La American Rabbit Breeders Association (AREA),presenta en sus cata-­
logos aproximadamente 28 razas y alrededor de 77 variedades de Dryctolaguss
cuniculuzs. La raza utilizada en este trabajo fue la NewaZelandia.
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BIDDISTRIBUCIÜIyypELCUMqugrg magiggq

Para conocerla cinética de la LDLmarcada se utilizaron dos tipos de
técnicas, invasivas y no invasivas.

La:.=tecnicas del tipo invasivas se basan en la. inyección del compuesto
por via endovenosa con el posterior sacrificio del animal a. tiempos preesta"
bleoidos. midiéndose la.actividad en los órganos de interes.

En tanto que, en el segundo tipo o técnicas no invasivas, no es necesa­
rio el sacrificio del animal en estudio ya que pueden llevarse a cabo Gente-­
llogra.fias o distribuciones ba Jo Cámara. Gammadel animal vivo, una. vez inyec-­
tado el compuesto.

[1.0.95 14.7.5..E XPER! HEN.TAI-EZ):

Los distintos modelosexperimentales fueron seleccionados con el finde
estudiar bajo distintos aspectos, la lipopr'oteina mar-cada.Por un lado se
estudió el tipo de distribución biológica de la LDLprocedente de una especie
distinta a la considerada en la experiencia. Aeste modelo se lo denominóhe­
ter-ólogo.

Paralelamente se utilizó el modelo homólogo,en el cual la lipoplotelna
marcada provenía. de la. mismaespecie en estudio. El último modelo usado fue el
de un animal portador de tumor humano. debido a la relación entre la proceden-­
«:ia del tumor y la. lipoproteina plasmática «.lebaja densidad del mismoorigen.

Por otra parte, tanto el modelo homólogocomoel he terólogo permitieron
comparar el comportamiento biológico de la LDLal ser marcada. con dos radioi-—
sótopos distintos, a saber, "'Tc e ml.



En el esquema de trabajo que :se detalla a continuación se describen los
distintos modelos utilizados así comolas especies consideradas en cada um.)
de ellos.

MODELO TUMDRADOMODELO HOMÜLÜGO
(LDL-Humana)

MODELO HE'l'EROLÜGO
(LDL-Co ne jo)(LDL-Humana)

Ratones NlH Conejos normales Ratones Nude

Conejos hipercoles­Ratas Wistar
terolé-mioos

Cone .ios

Modelohe terólogo

Rates - ratones

Se utilizaron ratas Wistar y ratones NlH.alos que se les administró
LDLhumana marcada con "'Tc e “'l, llevándose a oabo la dieribución biológica
mediante Léonicas invasivas.

Metodología

La tecnica consiste en la administración del compuesto marcado por via
endovenosa y posterior sacrificio del animal a un Liempopost inyección
preestableoido, que permita. la.oompleLadistribución de la LDLmarcada sin
persistir una elevada concentración en sangre.

Los animales, ya fuesen ratas o ratones. fueron sometidos a ayuno
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sólido de veinticuatro horas antes de cada experiencia. Para la inyección, los
ra tones fueron colocados en un bre.te adecuado y se les «.Jilató la.vena de la
cola mediante acción calórica., administráruloles 0.1 mlde la solución en estu­
dio con jeringa tipo tuberculina y aguja de 26 G x 1/2.

En el caso de las ratas. se utilizaron d‘,a los que se les administró 0,2
mldel compuesto por la vena del pene. Las mismas fuer-on previamente aneste—
siadas con una dosis intraperitoneal de uretano equivalente a 1 g/lcgde peso
del animal. El sacrificio se realizó, en el caso de los ratones por tracción
cervical, colectando con mater‘ial absorbente, la orina eliminada en estemo-­
mento: con las ratas se procedió al corte del diafragma.

Los animales se colocaron en posición decubito dor-sal sobre la camilla
de contención. sujetándolos porlas cuatro extremidades. Acontinuación se
efectuó un corte desde la región inferior del esternón hasta la genital y con
ayuda de separadores se aisló la pie-l y el tejido s|_¡bCLItarieo.

Se realizó la apertura de la cavidad abdominal, utilizando una pinza de
punta fina y tijera decirugia oftalmológica. Posteriormente se extI-ajeron

"tlos órganos que fueron colocadosen tubos de conteo de ¡.5mmde diámetro y
90 mmde altura.

Para los ratones se utilizalon 7 tubos en los cuales se colocaron: higam
do. bazo. vesícula. sistema gastrointestinal. riñones, vejiga junto con la ori-­
na colectada y en el último tubo el ¡esto del animal (sin la. cola para descon-­
taria posible radiactividad que haya quedado retenida. enla zonade inyeo-­
Clon).

Cuando el animal utilizado ue la ra ta, se usaron 7 tubos en los cuales'f

e colors!ron: higado, bazo, sistema gastrointestinal, riñones, glándulas
adrenales. testículos y pene (dato utilizado en el cálculo de dosis efectiva).
Los tubos fueron medidos en una. cámara de íonizaoión calibrada con una dis-­

ersión no mayor del 5 %.'U
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Dosis inyectada, dosis efectiva, S de dosis

Cálculos en ra tón

Se toma comodosis inyectada, la sumade actividad de todos los tubos
correspondientes a unanimal.Conestos da tos se oaloula el porciento de la
dosis inyectada en cada órgano.

Cálculos en rata

Se consideran dos valores:

Dosis inyectada: es la. diferencia de actividad entre la jeringa an-A
tes y después de la inyección.

Dosis efectiva: es el valor resul tante entre la dosis inyectada
menos el decaimiento radioiso tópico desde el momento de inyección al momento
de lectura de los órganos, menos la actividad en pene.

Conejos

Los conejos fueron anestesiados mediante inhalación de éter y coloca-­
dos bajo la Cámara Gamma.Seguidamente el animal fue inyectado con LDL-Tc­
99mhumanaa través dela vena marginal de la oreja, visualizándose la distri­
bución del compuesto desde el momentode inyección. De esta forma se pudieron
obtener las curvas de distribución en los distintos órganos.

Cámara Gamma:Ohio Nuclea r. Modelo Sigma 400 acoplada a un computador
bip 460. Posee un juego de colimadores intercambiables para baja, media y alta
energia, conorificios paralelos ydivergentes. Para la realización de este
trabajo fue utilizada la Cámara Gammaubicada en el Hospital Escuela José de



San Martin e Instituto Rof'fo, ambas pertenecientes a los Servicios de Medici"­
na Nuclear de CNEA.

La tomografía radioisotópica, es la representación en dos dimensiones
de una situación anatómica en tres dimensiones. Actualmente el término "tomo­
grafía computada" se refiere a un método diagnóstico radiológico que provee
imágenesde secciones transversales del cuerpo. Elprincipio dela recons­
trucción de la imágenusado en la tomografía computada puede ser utilizado
para. la. visualización de estructuras anatómicas mediante el uso de emisores
gammao positrones. En este caso se habla de tomografía de emisión computada,
en donde la radiactividad es oolectada por mediode un detector de actividad
convenientemente colimado y que barre el objeto con una geometria «:zonve—
niente, Circular, rotatoria, etc. y es registrada comocuentas por unidad de
tiempo en función de la. posición del detector con respecto al objeto.

Es tos da tos pueden registra rse comoun perfil en el cual la ordenada
representa el conteo y la aboisa la posición del registrador. Esta operación
se repite para un cierto númerode á ngulos al rededor del objeto y la imágen
puede reconstruirse por aplicación d- un algoritmo otmveniente. Las imágenes
obtenidas son analizadas por definición de zonas de mayor o menor concentra­
ción de actividad, las que son visualizadas ya sea por concentración de color
o por distintas tonalidades de grises. si la imágen se lleva a cabo en blanco y
negro. Alas zonas que concentran actividad del radioisótopo utilizado las
denomina zonas calientes mientras que las zonas que no concentran actividad!
alguna se las denominazonas frias.
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Model o ImmóIago

Se utilizaron dos grupos de conejos, a quienes se les inyectó LDLde
conejo marcada. Los lotes de animales fueron divididos según su dieta.

Conejos criados a dieta normal

Estos animales fueron criados con pellet de formulaciónabierta y al
momentode realizarse el estudio poseían niveles normales de colesterol, (0,9
g de colesterol / l de sangre).

Conejos h¡peroo/estero lémícos

Los conejos fueron alimentados con una mezcla de pellet de formulación
abierta y manteca. Diariamente cada conejo ingeria aproximadamente el ‘3--6‘X,
de su peso en manteca. El tra. tamiento se prolongó por el lapso de Bmeses.
veri-ficáwlose por dosaje de colesterol plasmático que a los 30 dias de inicia-­
do el tratamiento el animal poseía valores de colesterol correspondientes ra
hipercolesterolemia (2a 2.5 gde colesterol / l de sangre), llegando al final
del tratamiento con niveles de 4 a,5 gr de colesterol / l de sangre.

Modelo biológico portador de tumor humano

Se mantuvo un tumor mucoepidermoide de pulmón humano por medio de
implantes sucesivos en ratones Ball) c Nude. El tumor se homogeneizó en solo-­
ción fisiológica. haciéndolo pasar por una malla de acero de 1 mmIy posterior­
mente inyectado subcutáneamente en el espacio interescapular. Pasados
aproximadamente 30 dias se puede detectar el crecimiento tumoral. calculan"
dose el volúmen del tumor con la fórmula de un elipsoide.
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V = a' x b / 2, donde a = ancho del tumor y b = largo del tumor

Cuando el tumor llegó a un volúmen de aproximadamente 300 mmsse dividió
el grupo de animales en dos lotes. El primer grupo o lote de ratones fue ali­
mentado con dieta suplementada con 25 mg de ácido gamma-linoleico (GLA)por
gramo de pellet, mientras que el segundo lote o grupo control continuó con la
dieta de pellet de formulaciónabierta esterilizada con radiación gamma.

Deambos lotes, se inyectó un numero determinado de animales con LDL
humanamarcada. con "'Tc con el fin de poder cuantificar su captación por el
tumor. La lipoproteina marcarla fue inyectada por via endovenosa, utilizando
para tal fin la vena de la cola, dilatada por acción calórica, administrándose
0,1 mldel producto a.cada animal. Los ratones fueron mantenidos durante 3
horas y luego sacrificados con el obje to de realizar las mediciones de activi­
dad inoorporada en el tumor, higado. bazo, riñones _.sistema gastrointestinal
y sangre.

Esquemade trabajo:

Ratones Ball) C Nude

implantes de HLMC
zonainterescapular

45 dias de dieta

inoculación de LDL-To--99m

sangre higado tumor baz: gastro riñón
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QÁÏEflQlQN _DE_'ll,IPUI’RU'I'EINAS PLASMAÉTICA;

Control de calidad

Tanto la. electroforesis en gel de poloiacrilamida-SDS al 10 96(PAGE-ISDS)
(figura 15).comoel perfil electroforetico de cada fracción de lipoprolelnas
realizado mediante ungi adíente dísscontlnuode poliacrilamida, (figu ra 16),
mostraron que luego de la separación de liperrolelnas Lotales existe una sola.
banda de cada fracción, sin observarse conLaminacin’nnde una lipoproteína con
otra.

Estos resultados fueron observados tanto en la separación de LDLhu­
mana como de conejo.

La medición de colesterol solne alícuota de li¡_u.)[_|1I:n|.eínasLotales y de
carla fri-cción de lipoprotelnas. ¡no-.5tra"una. recupel ación mayor del 90 run
una relm:ión de: VLDL, 3 96: LDL. 60 % : HDL, 29

Sin embargo, comose puede apreciar en las cromatografias enSeíarosa
6 B (curva 2 y 3), existen diferencias en las cantidades de cada lipopluleína
según se trate de la especie humana o de conejo. Si comparamos la concentra-­
ción de LDLen ambas especies. veremos que el conejo posee menor cu ntideld
que el ser humano. En cambio, si nos referimos a la HDL,esta se encuentra en
mayor pr r.)porciu'3nen el conejo.

Estos resultados concuerdan <.-r_)n'r.1alo:=bibliográficos los que señalan
que la «::I.|ncentrar.:ión de LDLen el conejo con ¡e:;¡,n.mde a un tercio de la lnnnanzn.
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Proteínas totales

En todas las separaciones de LDLhumana.la concentración de proteínas
totales medidas por el método de "Lowry"dieran una concentración que varió
entre 1 a 2 mg/ ml, mientras que en el conejo ésta fue menor dando valores de
0,7a1mg/ml.
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Pureza 1'ad 1'aq UImica

La pureza radioquimica determinada. por cromatografía en Metanol 85 x y
papel Whatmanit 1fue en todos los casos mayor del 95 %,visualizá ndose un
solo pico neto de actividad enla zona de la. siembra (Rf = 0).

Precipi taciones protéicas

En la figura. 17 se encuentran detallados; los resultados correspondien­
tes a las presípitaciones de LDL-Tc-99mcon ácido tricloroacetico 315 %y
fosfotungstato de Na / Mg".Ambasprecipitaciones dieron porcentajes some-­
jautes de actividad enla fase proteica, con un promedio de 63 76para el regio-­
tivo precipitante y 57 96para el tricloroacetico.

TCA x = 57 se (i 0.5)

reactivo precipitante X==63 %(i 0.67)
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Análisis de LDL-Tc-Qflmen Sefarosa 4-3.

El análisis del compuesto marcado en esta columnase llevó a cabo por
dos métodos. Una vez sembrada la columna con LDL-Tc-99m. la misma fue barri-­
da en un radiocromatógrafo, observándose dos picos de actividad; uno
correspondiente ala zona de siembra y otro por debajo que corresponde al
compues to marcado.

Mediante la. elución de la columna en alicuo tas de 2.5 ml se determinó que
la LDL-Tc-99meluye en un pico de actividad en el cual se recupera un promet­
dio del GOx de la actividad sembrada. (i 0.1t7).La actividad restante permanece
en la zona de la. siembra. y no es eluida a travez de sucesivo-.5 lavados. (curva
4).
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TABLAN°8: valores promedio de las actividades correspondientes a las frac­
ciones eluldas.

Fracción de elución Actividad (yCi) ‘35de act. sembrada

14.6

11.8
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Valoración del complejo LDL-Tc-99ma pH fisiológico

Las cromatografias y precipitaciones de LDL--Tc--99mllevada a pH fisio­
lógico mediante el agregado de plasma dieron una pureza radioquimica mayor
del 95 9€y un porcentaje promedio de actividad en la. fase proteica del 60 %:
resultados equivalentes a los obtenidos en el caso de LDL'-Tc—99ma pH9.0.

Estabilidad 'Ín vitro"

Dunante las dos horas estipuladas de seguimiento del compuesto marca-­
do mediante cromatografía en Metanol 85 9€,papel Whatmanfi 1, no se observó
variación de los resultados, encontrándose en todo es te tiempouna pureza
radioquímica mayor del 95 96.

Controles bioquímicos

La actividad de LDL-Tc-99mencontrada. en la banda correspondiente a la
LDLnativa, por electroforesis en gel de poliacrilamida, correspondió al 95 %
de la actividad sembrada, mientras que el 5 %restante se vi:;:I.¡alizóen la zona
de siembra de la placa (figura 18).

Los resultados de la cromatografía en Con-A. indicaron que el porcen­
ta je de actividad correspondiente a LDL--Tc—99m(RETENIDO),fue de 61 %(+­
O.61),encontrándose en el N0 RETENIDDla actividad restante (figura 17).

En cuanto a la inmunodifusión, pudo ser visualizada la banda de precipi-­
tación correspondiente a LDL-Tc-99m(figura 1.9).
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MARCACIÜN DE LDL CDN m I

Pureza rad 1'aquí mica

La cromatografía realizada en Metanol 70 96y papel Whatman# 1, dela
LDL-"ll luego de su purificación en columna de intercambio iónico, dió una pu--­
reza radíoquimica mayor del 99 96.En la zona correspondiente a Rf = Ose vi­
sualizó un pico neto de actividad de LDL-l--131,mientras que en la zona. de R'f =
0.7, no se encontró actividad de l"l.

gflypms ¡{45mcanchas

Esterilidad

En todas las ¡nuestras estudiadas no se visualier crecimiento de conLar­
mínantes microbia nos.

Sustancias piratógenas

Tanto por el método de los conejos como por el Limulus test, las "mes-­
tras de LDLno presentaron pirógenos.
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BIODISTRIBUCIÜN DEL CUMPUEÏQlQfl/lfigfigg

Model os experimenta les

Modelo heteró Iago

Rat ones

Enestos animales se utilizaron distintos tiemposde sacrificio post
inoculación: 30 y 120 minutos, en los que pudo comprobarse que la LDL-To-QQm
se distribuye rápidamente por los distinLos órganos sin haber una modificaw
ción sustancial en los porcentajes de captación entre ambos tiempos. ‘r'1‘).30,
60 y 120‘Ininutos, tiempos donde se puede visualizar claramente la eliminación
del compuesto marcado por orina.

Los valores obtenidos para cada órgano considerado fueron los siguien­
tes:

TABLA N° 9: 30 MINUTOS

ORINA RIÑ’DN VESICULA HIGADO BAZÜ GASTwa

i 19.97 7.66 0.46 16.53 0.35 15.63

a 5.69 0.46 0.21 1.37 0.16 3.29
Nota: resultados expresados en 96de dosis un desvío estándar. n=50

TABLA N° 10: 120 MINUTOS

ÜRINA RlÑON VESlCULA HIGADO BAZÜ GASTRU

Ñ 35.22 5.66 0.79 18.87 0.46 19.49

a 2.08 1.26 0.36 2.13 0.19 2.13

Nota: resultados expresados en 96de dosis i un desvio estándar. n = 50
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Tomandoen cuenta todos los tiempos utilizados, la eliminación de LDL­
Tc-99mpor orina en ratones arrojó los siguientes resultados.

TABLA N' 11: ÜRINA

15 minutos .30 minutos GOminutos 20 min.

Ñ 10.39 25.37 28.46 35.22

6 1.35 0.70 1.87 2.08
Nota: resultados expresados en %de dosis tun desvio estándar. n=50

TABLA N° 12-: RIÑON

15 minutos 30 minutos GOminutos 120 mín.

S: 8.64 7.92 7.64 (-3.51

6 0.46 0.22 0.82 0.52
Nota: los resultados están expresados en 96de dosis -_|-_un desvío es tánclar,

n=50 '

TABLA N' 13: ÜRlNA + RIÑON

15 minutos 30 minutos 60 minutos 120 min.

19.23 33 :9 36.1 41.73

d 1.81 (“92 2.09 2.6

Nota: los resultados están expresados en %(le dosí:_=;|¿_un desvio estándar.
n=50.
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Ratas

El grupo de ratas que fue inyectada con LDL--Tc--99my sacrificada dos
horas post inoculación presentó loz;siguientes porcentajes de captación:

TABLA N' 14

RIÑÜN HIGADO BAZO 1ASTRO ADRENAL TESTI

Í 13.45 13.07 1.65 12.213 0.2.9 0.83

a 2.51 3.31 0.47 1.99 0.035 0.18
Nota: resultados expresados en 96de dosis f un desvio estándar, n=50

Aigual tiempo, inyectando LDL-l--131se obtuvo un perfil de captación
por órgano similar al de "'Tc.

TABLA N' 15

RlNON HIGADO BAZO SASTRE) ADRENAL TESTI

Si 8.37 11.64 0.51 11.95 0.51 1.56

a 0.90 3.18 0.58 2.73 0.15
Nota: resultados expresados en 95-de dosis f. un desvio estándar. n = 50

higado: se lo considera como órgano de mayor peso, debido a su
importancia en el metabolismo de la LDLy por presentar captación de LDLmar-­
cada durante tiempo prolongado. Es por es.ch que fue utilizado como órgano de
comparación (P > 0.05). Enel caso de riñones, no pueden realizarse comparacio­
nes debido al error que se produce por la fa] ta ¿le recolección de orina en
cada experiencia, por lo que el F‘serial i005.
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Conejos

El estudio dinámico de LDL-Tc-99m bajo cámara gammase realizó adqui-­
riendo imágenes durante 20 minutos a partir del momentoen que el compuesto
es inoculado mediante la vena marginal de la oreja. Dicha adquisición estuvo
compuesta de dos fases, la primera con imágenes cada 4 segundos y la segunda
fase cada 1 segundo.

lnmediatamente despues de la inoculación en forma de bolo de LDL---Tc--­
99m,lo que equivale a la primera fase del estudio, se visualiza corazón y
arterias corona rias. Acontinuación se puede ver claramente comoel compues­
to transita la arteria aorta dirigiéndose hacia el higado.en el cual es capta
do por los hepatooitos a traves de los receptores de LDL.

En la segunda fase son visualizast ambosriñones, con sus respectivos
ureteres y finalmente la vejiga.

Estas distribuciones en conejos normales permitieron por un lado obteu
ner la biodistribución de LDLhumana en la. especie que constituir-la el modelo
experimental patológico. Ypor otx o lado se utilizó para corrobora r una ve:
mas que la LDLmarcada con "'Tc se comporta biológicamente igual a la LDL"l-­
131, ya que en estudios anteriores con LDL--l—1.31en conejos, realizando cen­
tellografias lineales se obtuvieron las mismasimágenes.

En cuanto a la excreción del compuesto. podemos decir que una parte de
la lipoproteina marcada es degradada en fragmentos más pequeños que serian
los filtrados en riñón eliminándose finalmente por orina. Esta seria la via de
eliminación rápida del compuesto. Mientras que la mayor parte de la LDLcap­
tada por el higado seguiría la via metabólica normaldela. lipoprotelna, por
cuanto su excreción se llevaria a. cabo muy ta rdiamente no pudiendo ser cuan-­
tificada debido a la vida media de 6 horas del ladioisótopo utilizado para es­
tudios en cámara gamma.
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Modelo homólogo

Conejos normales

Enlos conejos alimentados con dieta estándar y niveles normales de
colesterol plasmático. se inoculó LDLde conejo marcada con "'Tc, llevándose
a cabo estudios en cámara gammay comparando los resultados obtenidos con
las inoculaciones de LDL-Tc-99mhumana.

Las imágenes obtenidas mediante distribuciones dinámicas, con los mis—
mos tiempos de adquisición de imágenes que en los estudios anteriores. mos­
traron que la bioclistribución del compuesto se lleva a cabo de igual forma y
que la captación por parte del higado y riñones es la misma.Encuanto a la
excreción de la lipoproteina también se realiza en parte por via renal , con
visual izaciónde vejiga y via metabólica mediante captación hepá tica. Estos
resultados pueden ser visualizados en las fotos que se muestran a continua-­

Foto N’1zen esta fo tografia se puede visualizar la distribución del
compuesto desde el momentode inyección y durante la primera fase del esto"­
dio. Una vez producida la entrada de la LDL-Tc-99men circulación se puede
aprecia r que la mismallega al corazón, desde el cual desciende por la aorta
distrbuyendose rápidamente hacia las distintas zonas del organismo, visuali-r
zándose el higado, posteriormente ambos riñones con sus respectivos unete-­
res y al terias femorales. Hacia el final de esta primera fase se comienzaa
observar la.entrada de actividad en vejiga.

Foto N' 2 : corresponde a una imágendetenida del conejo en estudio.
donde podemosapreciar distintas zonas calientes. La primera de ellas
correspondiente a la. oreja es debida al resto de actividad concentrada en la
zona de inyección del compuesto. La segunda zona caliente, la que no se
encuentra bien delimitada por el hecho de tratarse de una imágende la prime"



ra fase del e:5tudio,( no se visualiza vejiga l. abarca la actividad correspon'
diente al corazón e higado. Si observamsz detenidamente se puede aprecia r
que existendos zonas de mayor concentración de actividad (amar-illac-s). las
que delimitan los centros de la zona cardiaca. y hepática. la tercera y última
zona caliente es la. que corresponde a la actividad concentrada. en ambos Hilo-­
nes.
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Foto N' 3 y N'4 : ambas fotografias fueron tomadas durante la necropsia
de conejos hipercolesterolémicos que habian terminado el tratamienl.u .hiper­
graso y a los cuales se les realizó previamente el estudio en Cámara Gamma.

Podemosobservar que la apertura de la caja toráxica mediante corte y
separación del esternón revela que el corazón se halla recubierto de una e:.=-'
pesa capa de tejido graso, siendo imposible de visualizar en la primera foto­
grafía. En la zona abdominal los resultados fueron los mismosya que el tejido
graso recubrió todos los órganos y comoen el caso de los riñones se puede
apreciar la zona que ambos ocupan, cubierta densa-¡mentede este tejido graso.
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Conejos híperco Ies tero] émjcos

Las distribuciones en cámara gammade LDL-'l'c-99men conejos tratados
se realizaron siguiendo el mismoprotocolo que en los conejos normales, esto
es con adquisición de imágenes durante 20 minutos, con dos fases. cada ¡4se­
gundos y 1 segundo respectivamente. La diferencia radica en la lipoproteina
utilizada, ya que comose explicó en maLeriales y métodos en este modelose
inoculó LDLde la mismaespecie en estudio.

Lasdiferencias encontradas enlos conejoshipercolesterolemicosno
fueron uniformes en todos los casos. esto debido a que cada animal desarrolla
como en el caso del hombre en "formadiferente la patología. Agupando las (life-­
rencias observadas en todos los animales estudiados. llegamos a determinar
que:

1--el tránsito cardiaco fue más prolongado en los conejos hipercolesle
rolémicos, lo que equivale a una demora en la visualización de los demás
órganos.

2- I'encuanto a la captación renal encontramos diferencias entre ambos
riñones, en casi todos los casos un riñon captó en menor porcentaje la
lipoproteina, sobre todo en los conejos que llevaban mayor tiempode
tratamiento.

3- la captación hepática también se vió afectada en algunos casos, HL)"
tándose una zona fria en el lóbulo izquierdo del higado.

4- en lo referente a la.excreción del compuesto via renal, la visualiza
ción de vejiga fue pobre y en forma Lardla iespecto a los conejos nor-­
males.

5-—en un sólo caso se observó una zona caliente por encima de la vejiga.
la que en en la. necropsia del animal cun-respondió a una acumulación gra-­
53.



Foto N' 5 z la imágen corresponde a un conejo tratado con un nivel de
colesterol total de 4.5 gr/l de sangre. Eneste animal además delas zonas
típicas dv la distribución de la LDL-Tc-99mse observa una zona de concentra ­

ción de ac:Lividadubicada en el cos tado superior izquierdo de la vejiga. Por
otra par te enla zona hepática no :seVisualiza claramente el lóbulo derecho
del higado.

Foto N' 6 : en este caso se puede apreciar que los i'ioñones de este co­
nejo, no han captado de igual "formala lipopro teina, lo que podria deberse a
alteraciones en la arteria renal debidas a la hipei'coleslerolemia, (colesteiol
total = 14.0gr/l de sangre).

Foto N' 7 zen este conejo lo más importante para destacar es la prensa-rn­
«3iade una zona caliente por encima de la vejiga, la cual enla necropsia del
animal correspondió a una región de acumulación grasa, no pudiendo ser deter­
minadafelascientemente las causas que provocaron dicha concentr ación de
actividad.
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Modeloportador de tumor

La inoculación de LDL-'1'c-99men el lote de ra tones tumorados y alimen­
tados con dieta estándar o grupo control, dió los 'siguientes porcentajes de
captación:

TABLA N' 16 ,

RIÑON HIGADO BAZÜ SANGRE ¿ASTRO TUMOR

Ñ 4.55 4.33 0.88 2.52 34.30 2.95

a 0.44 0.48 0.18 0.99 2.01 0.81

Nota: resultados expresados en %de dosis + un desvio estándar. na 20

Enel lote de ratones tumorados yalimentados condieta suplementada
con ácido gammalinoleico, los resultados obtenidos 'l'ueron:

TABLA N' 17

RlÑÜN HIGADO BAZO SANGRE SASTRE] TUMDR

i 6.42 13.46 0.9 2.43 36.30 2.45

o 0.26 0.57 0.07 0.91 1.67 0.07

Nota: resultados expresados en ‘34de dosis ¿4;un desvio estándar, n = 20

La inoculación de LDL-Tc-99men ratones atimicos nor-males, es decir no
tumorados. manteniendoiguales condiciones experimentales, arrojó los si­
guientes porcentajes de captación en los órganos considerados anteriormen­
te.



TABLAN'18

RlFiON HIGADO BAzo SANGRE SASTRE!

í 5.21 8.36 0.83 2.63 12.46

o 1.04 1.91 0.11 0.89 2.75

Nota: resultados expresados en 94de dosis fr_un desvio estándar, n = 30

Analizandolos porcentajes de captación por órgano se observa que la
mayordiferencia entre los tres grupos de animales se produce en la captación
hepática, evaluado mediante la prueba del t pareado. con un nivel de signifi"
cación del O..5.

TABLA N' 19'

ORGANO GRUPO CONTROL GRUPO GLA P

HIGADO 4.33 ¿0.48 13.413 ¿l-_0.57 < 0.0.5

TUMÜR 2.95 ¿0.81 2.45 ¿0.07 > 0.005

H ü] xl
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Los estudios realizados en la molécula de LDLpost marcación con "'Tc
pueden dividirse con fines practicos y según su objetivo en tres grupos:

ll verificar la unión del "'Tc a la lipoproteina; 2) evaluar las propiedades l‘i­
sicoquimicas del complejo; 3) evaluar el comportamiento biológico e inmunoló­
gico de la LDLmarcada.

En el primer grupo encontramos el control de pureza radioquimica y las
precipitaciones con TCAy fosfotungstato de Na/Mg". El único pico de a.c:tivi-­
dad visualizado en la cromatografía en Metanol 85 %muestra que el n'Tc se
encuentra reducido y aparentemente unido a la LDL.Debido a que no se puede
asegurar con este método la unión del raclioisótopo a la lipoproteina porque
tanto el To reducido como la LDLno migran de la zona de siembi a. se
recurrió alas precipitaciones. Ambosmetodosdieron porcentajes de ac ti­
vidad en la fase proteica semejantes (57 %y 63 %respectivamente), lo cual
indica que»el "'Tc reducido se encuentra unido a la lipoproteina. Estos valo-—
res concuerdan además, con los correspondientes al analisis de la LDLmarca-­
da en Sei.“ osa 4--B,en donde se recupera el 60 ‘36de la actividad sembrada.

Enel segundo grupo, la electroforesis en gel de poliacrilamida de LDL
marcada en paralelo con LDLnativa reveló que ambas migran en forma equiva­
lente. Por último, el estudio llevado a cabo en Con A, mostró el reconocimiento
de los residuos manosa de la lipoproteína marcada al igual que en el caso de
LDLnativa, lo que nos indicaria además cierto comportamiento biológico.

El último objetivo, la verificación del comportamiento inmunológico fue
comprobadocon la,inmunodifusión enla cual, se observa la correspondencia
entre la lipoproteina marcada y la nativa.

Por lo tanto, el metodo de marcación desarrollado permitió obtener LDL­
Tc<<99men condiciones que aseguran una e|.¡l.livalencia de funcionalidad entre
el producto marcado y la lipoproteína en uzesladn.)nativo.
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Por otra parte, el hecho de no necesaria una.purificación post mar­
cación comoen los metodos detallados con antericnidad a este trabajo. abre
un nuevo caminoen la. marcación tanto de lipoplbtelnas comode proteinas. las
que hitóricamente eran unidas a otros radioisótopos comoel l--125debido a la
dificultad de la marcación con To--99m.

Por otro lado la. estabilidad "in vitro" del compuesto marcado demuestra
que el complejo formado con el radioisótopo permanece en el tiempo, lo que
indica que el "'Tc reducido forma un complejo estable con la lipoproteina.
Además recordando que el pH final del complejo es 9, este no seria alter-ado al
penetrar al torrente circulatorio, dondeel pHes notablemente inferior.

Para el análisis de los distintos modelos experimentales. debemos
recordar que las incógnitas surgidas luego de la.optimización del metodode
marcación con "'Tc, se centraban básicamente en los siguientes puntos: 1)
conocer es posible la utilización de un compuesto con actividad biológica.
como lo es la LDL,procedente de la especie humana en animales de otra espe-­
0 ie; 2) tra tar de visualizar algún tipo de modificaciónen la distribución del
compuesto en animales hipercolesterolemicos; 3) corroborar la incorporación
D. e la lipoproteina humana marcada en un tumor humano crecido en un animal de
experimentación.

Comparando los resultados de biodistribución de LDL-'l'o-99mhumana en
ratas. ratones y conejos con la distribución de LDL-Tc-99mde conejo en
conejos normales, se llega a la conclusión que el camino de la. lipoproteina en
todos los organismos es el mismo,visualizál'ldose una importante captación
hepática y renal, (higado; ratones: 16.87 %¿[Z-2.13.ratas: 13.07 %¿3.31, conejos:
21 96¿0.5: riñón; ratones: 5.66 % ¿1.26. ratas: 13.145% ¿2.51. conejos: 16 96¿0.5).
(LDLconejo; higado: 22.5 % ¿0.5, riñones: 13.35 % _|¿1.5).Las diferencias entre
los valores correspondientes a biodistribuciones en ratas-ratones y estu­
dios en cámara gammaen conejos se deben a distintos tratamientos de datos.
ya que en el caso de los resultados procedentes de la cámara gammano fuer-on
obtenidos a partir de la dosis inyectada.

Encuanto ala comparacióncon biodistribuciones en ratas realizada s:
con LDL-l-"131,los porcentajes de captación fuer-on equivalentes a los obteni-­
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dos con LDL-Tc-99m. (higado: 11.6413.18; riñón: 8.37 ¿0.9), valores que demues­
tran una vez más que el metodo de marcación con Tc no altera la molécula de
LDL.si consideramos que la marcación con l no a.fecta lo's compuestos con
actividad biológica comofue señalado en la introducción.

Con respecto al modelo portador de tumor humano podemos decir por un
lado, que la lipoproteina fue reconocida por el tumor Comopropia, incorporán­
dose en el mismo.Por otro lado, en referencia al modelo y el tipo de dieta, si
bién la composición lipidica del tumor y del higado huésped obtenidas ez-ztra­
yendo los lípidos con una mezcla de cloroformo-metanol (2:1)(MétodoFolch), e
interesterificando los mismoscon metanol—clorhidrico a 66 °Cdurante 3
horas, con el posterior analisis de la composiciónde acidos grasos por
cromarografia gas-liquido en una columnade SP 2330, mostró diferencias
entre los animales tratados con distintas die-tas, mediante el empleo de LDL­
Tc-99mno se obtuvieron resultados que permitan establecer feascientemente
que el crecimiento tumor-al se vea reducido por un tipo determinado de dieta.
Entre los ratones controles y los tratados con dieta suplementada con GLA.
se pudo verificar un aumentoen el porcentaje de captación hepática en los
ratones nun esta última dieta.(controles: 4.3.3 10.433:ratones GLA:13.1¿810.48;
normales: 8.36 11.91).Estos resultadr s podrían estar asociados a la reducción
del crecimiento tumoral.

El último de los puntos que queria por considerar es el tratamiento de
los resultados obtenidos en conejos hipercolesterolemioos. Al respecto. po­
demosconcluirque encontramos diferencias en los animales con niveles de
colesterol incrementado las que indicarian alteraciones debidas al aumento
de colesterol plasmática, sobre todoen lo que concierniente ala captación
del compuesto por los riñones, lo que se suma a la visualización de zona-¡:3
calientes que no corresponden a la distribución normal.
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Alinicio de esta tesis era poca la información con la que se contaba
sobre puntos especificos de las lipoproteinas de baja densidad, comoser la
distribución biológica de las mismas o el comportamiento en determinados mc-­
delos de experimentación.Por tanto fue necesario plantear claramente los
objetivos a seguir una.vez que se obtuviese una tecnica de marcación confia-­
ble.

La meta principal, lograr un método de marcación de las lipopro teinas
plasmáticas con "'Tc que permitiera utilizarlas en dichos modelos sin perder
su integrdad biológica, consideramos que fue alcanzada. Este metodo de mar­
cación podria ser usado no solo para la LDL,sino con las demás lipoproteinas
plasmáticas, las que están presentes en muchas patologías. además de la ar--­
teroesclerosis. la cual sin duda es la de mayorimportancia, motivo que nos
llevó a trabajar con conejos hipercolesterolemicos.

Los distintsz modelosexperimentales nos permitieron además de los
resultados anteriormente presentados, pode! conocer la ruta de distribución
de esta lipopro teina en el organismo. Al ser inoculada la LDLmarcada se
visualizan inmediatamente dos caminos, el primero lleva la lipoproteina hacia
el higado, órgano en el que queda retenida debido a la captación por recepto­
res LDL,siguiendo de esta forma la via metabólica. Paralelamente se comien—
zan a visualizar ambosriñones, en los cuales la LDLtambienqueda retenida
debido a su tamaño molecular, en la zona correspondiente a la.corteza. Sin
embargo. la actividad encontrada en vejiga indica que parte de la molécula
marcada debe ser fracturada en porciones de menor peso molecular, pudiendo
de esta forma ser filtrada por los riñones.

Confiamos que con el uso de lipoproteinas marcadas en investigaciones
futuras con nuevos modelosexperimentales y estudios en pacientes
hipercolesterolémicos se pueda. seguir conociendo el rol de estas moléculas
plasmáticas en las distintas patologías.
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E5 por esto que consideramos que la etapa posiíerimr a. este trabajo en
animales de experimentacióndeberia ser el seguimiento de las distintas fases
que componenla formación de placas ateromatosas en seres humanos, ya sea
enpacienteshipercolesterolémicos familiareso poringesta hipergrasa.En
este punto seria de suma.importancia desarrollar una tecnica que permita
diferenciar entre ambostipos de pacientes, mediante la.utilización de células
con receptores de membrana y LDLmarcada, para. lo cual el metodo de marca-­
cióndesarrollado en este trabajo seria de gran utilidad.
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