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CARPITULCO 1:

INTRODUCCICIN



OBJETIVOS

El desarrollo de métodos de marcacién de lipoproteilnas plasmaticas de
baja densidad (LDL), comenzdé a partir del descubrimiento de que en la ateroes-
clerosis, se produce un depédésito de lipidos en las paredes arteriales, parti-
cularmente de colesterol y apolipoproteina B, 1o gue posteriormente se
convierte en una placa ateromatosa. Debido a que no se conocen con exactitud
las etapas completas de la formacién de un ateroma y por el rol de la LDL en =l
mismo, se desea contar conesta molécula marcada conel finde visualizar

dicho proceso.

El objetivo del presente trabaijo fue desarrollar una técnica de marca-
cion de las lipoproteinas plasmaticas de baja densidad (LDL), con unaltao

rendimiento de marcacion y uGtil para estudios en Camara Gamma.

Enprimer lugar,debemos aclararque el radiviséotopo que reune toda=s
las caracteristicas para nuestro proyecto es el '""Tc ya que suenergia de
140 Kevy sucorto periodo de semidesintegracionde 6 hs, permite realizar
estudios in vivo con una menor dosis de irradiaciéon. Las primeras técnicas de
marcacion de LDL, se llevaron a cabo utilizando [-125, debido a ia experiencia
en otras moléculas biolégicas con esle radioisotopo, en las que se comprueba
que la actividad biolégica de las mismas no es allerada, permitiendo realizar
estudios "invitro®", y que nospermitieroncompararel comportamientodela

LDL marcada con Tc-99m, respecto de la LDL nativa.

En 1985, cuando se comenzé a intentar marcarla LDL con'"*

Te, el
problema fundamental se centré enel agenle utlizado para la reduccién de
""*Tc, ya que el pH de la lipoproteina no puede ser disminuido en demasia,
debido a que la LDL es desnaturalizada a pH por debajo de 6. siendo la silua-
cién ideal mantenerlo entre 8.0 y 10. Por tal motivo surgieron técnicas de

marcacison con este radioisétopo que utilizaban distintos agentes reductores.

La primera y mads conocida de ellas fue la del Ditionito de sodio, median-

te la cual este agente reductor se disuelve en buffer glicina a pll 10.
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Sin embargo el producto final debe ser purificado mediante una columna
de Sephadex G25 prelavada con solucién de albumina, debido a que la reduccisn

del """Tc no es completa.

Otra de las técnicas desarrolladas fue la del Borohidruro, en la que se
mezcla cloruro de estafio con borohidruro de sodio para reducir al '"""Te, sien-

do también necesaria una posterior purificacion.

Tambiénseutilizé N,N-dimetil formamida (método DMF),endonde el """ Tc
debe ser calentado durante 4 horas a 140 °'C, en una mezcla de N,N-dimetil for-
mamida y acido clorhidrico 5 N. Esfe mélodo ademads de ser poco practico

necesita purificaciéon final,

La marcacion de LDL como la de cualquier otro compuestio bioldgicamentle
activo,debe apuntaralaobtenciéndel producto marcado condeterminadas

caracteristicas finales:
l)-poseer una buena pureza radioquimica.

2}-el complejo formado debe ser estable, para permitir la utilizacién del mismo

durante un tiempo razonable.

3)-el procesode marcaciénnodebe alterarlaspropiedades biolsgicas dels

sustancia marcada.

4)-una vez eluido el """Tc, la técnica de marcaciéon debe ser lo mas répida posi-

ble.

5)-el compuesto no debe manipulearse demasiado, para no poner en riesgo su:s

propiedades biolégicas.

Una vez desarrollada la técnicade marcacion deestas lipoproteinas
con """Tc nuestra primera incégnita fue determinar =i 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 cualdenominamos heterélogo. Eneste modelo tambiénseaprovechs

12



para comparar los resultados obtenidos enlas distribuciones biolégicas

. sy 2 1 ]
segun se utilizase '"""Tc o '*'I.

El segundo modeio experimental, al que llamamns homdlogo, consistié en
inocular LDL marcada pero procedente de la misma especie. Para ello se utili-
zaroncone jos, los que fuerondivididosendos lotes, unode los cuales fue
sometido a una dieta hipergrasa con el objetivu de producir hipercolestero -
lemia. De esta forma se plantes estudiar algun cambio en la biodistribucion del
compuesto marcado segun se tratarade animalesconnivelesde colesterol

normal o incrementado.

Elultimode losmodelos experimentales fueel de animales portadore:
de un tumor humano, a los que se inoculé LDL humana con el fin de corroborar

2l reconocimiento por parte del tumor de esta lipoproteina de igual origen.

Fara una mayor comprension de los mecanismos involucrados en la capta-
cién y métabolizacién de las lipoproteinas plasmaticas, fue necesario recurrir
a una gran variedad de elemento:s bibliogradficos, debido a que este tema no se
encuentra desarrollado en su totalidad enun solo texto. Poreste motivo
considere 0til realizar en la introduccién un compendio de todo lo referente a

las lipoproteinas plasmaticas.

13



LIPOPROTEINAS PLASMATICAS.

Clasificacién

Las= lipoproteinas plasmaticas son complejos macromnleculares formados
por apo-lipoproteinas, fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol y tri-
glicéridos., El modelo general que representa la estructura de las mismas se

flustra en la figura 1.

Si bien existen distintas clasificaciones, de acuerdo al tamafio de par -
ticula, movilidad electroforética y afinidad cromalografica, la forma mas ge-
neralizada para dividir las distintas clases de lipoproteinas plasmalicas se

basa en la densidad a la cual éstas flotan en ultracentrifuga, (tabla 1.

tabla 1: Propiedades fisicas de las lipoproteinas plasmaticas

Definicién electrofor. Tamafiio de Daltons Densidad
sobre papel part. (nm) g/mm
Quilomi- Origen 75-1.200 > 4 x10° 0,93
crones
I VLDL pre—-H-lip. 30-80 10-20x10* 0,93-1,0086
I IDL pre—-B8~lent 25-35% 5-10 xi0* 1,006-1,019
I LDL B-lip. 18-25 2,3 x10’ 1,019-1,063
HDL, x—lip. 9-12 360.000 1,063-1,125
HDL, x—lip. 5-9 175.000 1,125-1,210
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SUFERFICIE MONOMOLECULAR

LIPIDOS POLARES; FOSFATIDIL COLINA, COLESTEROL

APOPROTEINAS; TAMARID MOLECULAR ENTRE 5.700 A 75.000

SECUENCIA PRIMARIA DE 5 A 8 APOPROTEINAS MAYORES

CORAZON LIFIDICO, TRIGLICERIDOS, ESTER DE COLESTEROL

FIGURA 1 ESTRUCTURA DE LDL
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De acuerdo a esta clasificaciéon, las lipoproteinas se dividen en cineco (5)

clases:

¥ quilomicrones

* VLDL

* IDL

* LDL

* HDL

En la tabla 2, se encuentran detalladas las concentraciones de las lipo-

proteinas plasmaticas que corresponden a individuos normales.

tabla 2: Concentracion de lipoproteinas plasmalicas

LIPOPROT. HOMBRES MUJERES

uM mol% Myl mol%

LDL 1,6 10 1,3 8

VLDL 0,1 0,7 0,04 0,2 J

HDL 1,5 9 4,8 23

HDL 12 80 15 71

I IDL 0,04 0,3 0,03 0,1

Los quilomicrones sonlaslipoproteinas mas grandes,conundiametro
mayor a 100 nm. Son sintetizadas por el intestino y se utilizan en el transpor-
te de triglicéridos y colesterol de la dieta, desde el sitio de absorcién en el
epitelio intestinal a diversas células del cuerpo. Los triglicéridos de estas

particulas son hidrolizados dentro del compartimiento plasmatico por la
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accion de la lipoprotein-lipasa. Los acidos grasos liberados durante la
hidrélisis son utilizados como energfa por las células o son captados por los

adipositos y mantenidos como triglicéridos.

Las particulas de lipoproteina:s generadas por la accién de la lipoupro-
tein-lipasa sobre los quilomicrones son llamadas quilomicrones remanentes,
los que son enriquecidos con colesterol y rapidamente eliminados por el higa-

do.

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son particulas de 30 a 90
nm y densidades de flotacién menores a 1,006 g/ml. Transportan triglicéridos y
colesterol desdeel higado para su redistribuciénhacialos tejidos.Dentro
del compartimiento plasmaticolos triglicéridosde VLDL sonhidrolizados a
4dcidos grasos libres por la accién de la lipoprotein-lipasa y la lipoprotein-
lipasa hepatica, generando una serie de lipoproteinas de densidad inlermedia
(IDL, d = 1,006-1,019 g/ml) y lipoproteinas de baja densidad (LDL, d = 1,019-1,063
g/ml),

La LDL representa el producto final del catabolismo de la VLDL y son las

lipoproteinas que mas colesterol transportan en el plasma,

La IMDL, la mayor de las lipoproteinas, que posee un didmetro de 8 a 12 nm
y unadensidadde flotacionde 1,063-1,21g/ml,esta vinculada al tranzporte
reverso de colesterol. Un camino postulado seria que la HDL toma el coleste-
rolde los tejidos periféricos y lo transporta directa oindirectamente al
higado para su posteriorexcrecién.Observaciones recientes sugierenque
existe una correlacionindirectaentrela HDL y los desdérdenes vasculares
precoces. En 2] ser humano, gran cantidad de lus ésteres de colesterol pre-
sentesenlas lipoproteinas parecen formarse enasociacionconla HDL por
accidondelaenzimalecitin-colesterol-aciltransferasa(LCAT). Eslaenzima
cataliza la transferencia de un acido graso, generalmente el acido linoléico,
de la posiciéon B de la lecitina (fosfatidilecolina) a la posiciéon 8 del colesterol.
Los ésteres de colesterol formados poresta reacciénson transferidos a
otras lipoproteinas por transferencia de lipidos o cambio de proteinas en el

plasma.
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El componente proteig‘o de las lipoproteinas se conoce bajo el nombre de
apo~-lipoproteina. La clasificacién mas utilizada de las distintas familias de
apo-lipoproteinas es la de Alaupovic, quién designo los distintos subgrupos
conlas letras imprenta mayuscula "A, B, C, D, E,..." anteponiendo el prefijo
apo.De esta 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,
utilizandoniumerosromanosendistintos subgrupos, siguiendolasdistintas

formas polimérficas de cada una.

Enla tabla 3 podemos apreciar la proporciénde cada tipodeapo-lipo-
proteina presente en las distintas lipoproteinas, mientras que en la tabla 4,

sa observan las funciones atribuidas actualmente a las mismas.

18



tabla 3: Composicién de apoproteinas de lipopruteinas plasmaticas humanas

Apoprot. VLDL IDL LDL HDL
mol% de mol% de mol% de mol% de
prot.total prot.total prot.total prot.total

apo A-lI 45

apo A-1l 22

I apo B 2 13 75

apo C-1 8 26 17

apo C-1l 20 ) 2

apo C-111 60 41 22 7
apo D 5

apo E_—Il, 9 13 3 1
I, 1v

tabla 4: Apolipoproteinas plasmaticas con funciones discutidas

Funcién Dal tons uM Localizacidn
A-1 captacién de 28,000 4G HDL
HDL mediada
por recep-
tor
A-11 activacién 17.000 23 HDL
de lipasa
hepatica
C-111 inhibe cap- 8.750 13 HDL, LDL, IDL,
tacién de VLDL
apo E
D transfe- 20.000 5 HDL

rencia de
ésteres de
colesterol
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Apolipoproteinas

Apolipoprotefna B

La apolipoproteina B, s una apolipoproteina primaria de quilomicrones,
VLDL, IDL y LDL, siendo esencial para la formacién y secrecién de estas lipo-

proteinas,

La Apo B representa en la LDL el componente que media la union de esta
lipoproteina con los receptores celulares y la matriz extracelular. Pur otra
parte, juega un papel muy importante en la interaccisn de la LDL con =21 tejido

arterial.

Los mamiferos presentan dos especies bien definidas de apo B. LLa prime-~
ra es un gran fosfolipido sintetiza+«lno en el higado, a la que llamamo= apo B 100
y la segunda especie es un polipépltido que posee aproximadamente la mitad del
tamafio do la apo B 100, por lo que se la denomina apo B 48 (48% de apo B 100 en

tamafio molecular), siendo sintetizada en el intestino.

Estructura de Apo B 100: En los afinos 1984-1985 se obtuvo la secuencia
de aminndcidos de la apo B 100 humana, la que revela distintos puntos de inte-
rés: los residuos cistelnaestdnagrupadosenla posicién N-terminal de la
molécula; a lo largo de toda la monldcula existen secuencias hidrofébicas e
hidrofilicasenformaalterna,conalta probabilidadde conformacionbetay
existen regiones que muestran homologia con las regiones de uniéon del recep-

tor de la apo E.

Sintesis y transferencia inliacelular de apo B 100 y apo B 100 lipopro-
teinas: La apo Bl 100 es una proteina secretoria, que contiene una secuencia
de iniciacién ubicada en la posicién N-terminal. E5s sintetizada sobre grupos de
polisomas del reticulo endoplasmatico rugnso. El tiempo necesario para dicha
sintesis s de 14 minutos en o1 HEP G2 y de 10 minutos en cultivos de hepato-

citos de pollos tratados con estréogenos.
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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. La mayor parte deesta fase de
retrasn(2/3),es debido al tiempo necesario parala transferenciaa traves

del aparato de Golgi.

Estudios llevados a cabo con microscopia electrénica indican que el en-
samble de estas lipoproteinas tiene lugar en el borde entre el reticulo endo--
plasmatico rugoso y liso. La apo B 100 es N-glicosilada, la proteina contiene

4-5 % de carbohidratos y un 37 % de manosa.

Si se tratan células de higado de pollos con estrégenus se observa que
la apo B 100 naciente es glicosilada en dos sitios correspondientes a polipep--

tidos de tamafios de 120 y 280 KDa, respectivaments,

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 100 esstaria asociado con el reticulo endoplasmatico rugoso, mienitras que la
asociaciéndelaapoB 100conlalipoproteina apareceriacomouna proteina

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 lipoproteina.

La apo B 100 es sintetizada sobre polisomas unidos al reticulo endo-
plasmatico rugoso y el conjunto esta, a su vez, unido lado luminal de este
compartimiento (1), luego la protelina adquiere suestructura secundaria y
terciariaenausenciadeparticulasdelipoproteina(2). Laproteinadifunde
lateralmente en la membrana (3} hacia el sitio de ensamble (4), lo que corre:s-
ponde, con el sitio de sintesis de triglicéridos y/o ésteres de colesterol en
la membrana lisa. La interaccién entre ambas membranas permiten la formacion
de las particulas de lipoproteina, yue son secuestradas en el lumen del
reticuloendoplasmdticorugoso(5).Estaslipoproteinassontransportadas

desde el reticulo endoplasmatico 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 como modelo la rata. En contraste con el hombre, tanto la apo B-

48 como la apo B-100 son sintetizadas en el higado de la rata.

Como se puede observar mediante la utilizaciénde cultivosde lineas
celulares de hepatoma humano (HEP G 2) y cultivos primarios de hepatocitos de
rata, la apo B es biosintetizada por los hepatocitos. Estos estudios con he-
patocitos de rata también indican que la apo B-48 y apo B-100 son proteinas

distintas.

La mayor parte de la apo B sintetizada por =l intestino (yeyuno) es apo
B-48, La apo B-48B as sintetizada en el reticulo endoplasmatico rugoso y tran-
sfoerida al reticulo endoplasmatico liso y vesiculas de Golgi, donde s3e asocia
con particulas de quilomicrones. La apo B-48 pero no la apo B-100 es fo=fori-
lada intracelularmente. El metabolismo de la apo B-48 y 1a apo B-100 es mar-

cadamente diferente.

En el hombre la apo B 100 producida por el higado es secretada como una
particula naciente de VLDL. Mediante hidrélisis con lipoprotein lipasa produce
primero IDL y finalmente LDL. Una pequefia partede la VLDL e IDL es tomada
porel higado, perola mayor partede la VLDL es convertida a LDL, la quer es
lentamente catabolizada por el higado (aproximadamente el 45% del pool diario

de LDL).

LaapolipoproteinaB-48 producidaporelintestinoes secretadacomo
quilomicrones. Los triglicéridos de los quilomicrones son parcialmente hidro-
lizados y el remanente resultante es rdpidamente tomado por el higado (<1

horal.

Apolipoprotefna E

La apolipoproteina E constituye los quilomicrones, quilomicrones rema-

nentes, VLDL y HDL. La concentracién plasmatica en sujetos normales es de 3 a
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7 mg/dl, pudiendo llegar a 20-30 mg/dl en individuos con ciertos tipos de

hiperlipidemia, especialmente el tipo 111,

Los analisis de la secuencia de aminodcidos han demostrado que la apo E

@s un polipéptido compuesto por 299 aminoacidos.

Existen distintas formas de apo E, las que difierenentre si endistintas
sustituciones de algun aminoacidon, presentando ademas, cada una, porcenta-

Jes diferentes de unidén al receptor, (tabla 5).

tabla 5: Especies de Apolipoproteina E humana

Posicién
segun punto

isoelectrico

Carga

relativa de Apo
E3

Sustituciones

Unién al recep-
tor.

Actividad rel.

Apo E 3

E 4 + 1 Cys,,,=Arg 100 %

E 2 -1 Arg . =Cys 2%

E 2 -1 Arg . =Cys 45 %

E 2 -1 Lys, . =Gln 40 %

E 3 0 Cys,,,"Arg, 20 %
Arg .. *Cys

ES3 0 Ala,, =Thr, no conocido
Ala . . ~Pro

E1l -2 Gly,,, *Asp, 4 %

Arg .. “Cys

La apolipoproteina E, @esunade las apolipoproteinas mas estudiadas,
presentando numerosas funciones,entrelascualeslamiAsimportanteesta

relacionada al transporte de colesterol.

Esta apolipoproteina se encuentra incrementada en el plasma de muchos
animales después 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 macréfagos producen grandes canti-
dades de esta proteina, incrementando su nivel independientemente del incre-

mento de colesterol.

Por otra parte, la apo E @5 capaz de combinarse con aceptores de coles-
terol, tales como la 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 eliminacién.

Recientemente se ha demostrado que ciertos tejidos poseen cantidades
significantes de mRNA para apo E. Estos tejidos incluyen cerebro, adrenales,
ovario, rifién y misculo. Ha sido eslimado que del 10 al 20 % de la apo E circu-
lante puede derivarde sintesisdesde tejidos periféricos. Lamisma podria
derivar de un mecanismo donde 2] colesterol puede ser redistribuido a través

de las células en los tejidos o las celulas de otros tejidos.

En cuanto a la presencia de mRNA de apo E en cerabro de rata, mono tit{
y humano se observé que existen concentraciones de aproximadamente una ter-
cera parte de la observada en el higado. Porestudios de inmunoquimica se
puede observar que dentro del cerebro, la apo E s5e localiza en los astrocitos
de la glia. Poresto,es razonableespecularque laapo E podriainteractuar

en el transporte de lipidos dentro del cerebro.

Apolipoprotefna A
¥ Apo A-1

La apolipoproteina A-1 humana circula en el plasma humano principalmen-
tecomouncomponente de HDL. Tambiénesta presenteenquilomicrones pero
rara vez @s concentrada en cantidades significantes en quilomicrones rema-

nentes, VLDL o sus fragmentos y LDL.

La apo A-1 tiene dos sitios de interés: el intestino y el higado. El deri-

vado intestinal de Apo A-1 entra a la circulacién asociado con quilomicrones,
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pero es radpidamente transferido a HDL durante la hidrélisis con lipasa de qui-
lomicrones. La apo A-1 hepatica entra a la circulacién probablemente asociada

con HDL naciente teniendo un pequefio corazén de ésteres de colesterol.

La concentraciéon de Apo A-1 plasmatica 5 de 100 a 500 mg/dl y la Apo A-1\
tiene una vida media en plasma de 4 dias. Esta apolipoproteina es un polipép-
tido de 243 aminoacidos (Mr=28,100), con una secuencia de aminoacidos desco-

nocida, estando ausentes los aminoadcidos cisteina y isoleucina. De estudios

en otros animales se observa que la Apo A-1 de una gran variedad de especie:
parece ser altamente homéloga a la apo A-1 humana, por ejemplo, la apo A-1 de
perro es 80 % homéloga con la humana. La funcién mas conocida de esta apoli-
poprotei{na seria servir comn cofactor (activador) para LCAT, siendo aparen—
temente un requerimiento indispensable la presencia de la apo A-1 para la
actividad LCAT.

Otro tipo de funciones, comoel transporte reversodecolesterol me-

diante HDL, aun no esta bien definido.

¥ Apo A-1I1I:

La apo A-Il es el segundo componente de la HDL. El sitio de mayor sinte-
sisde apo A-Iles el higado, siendo suconcentraciénplasmatica de 30 a3 40

mg/dl y presentando una vida media de 4 dias,

En humanos, la apo A-1] e5 un dinero {(Mr=17,400), constituida por dos su-
bunidades idénticas de 77 aminnacidos, unidas covalentemente por un puente

disulfuro al residuo 6.

Excepto por el hecho de estar asociada a la HDL, no es conocida su fun-

cién fisiolégica.
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Apvlipoproteina C

Las apolipoproteinas C estan representada:s por tres apolipoproieinas
de tamafio molecular bajo, apo C-I, Il y IIl, estando presentes en quilomicro-
nes, VLDL y HDL.

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

Las apolipoproteinas-C estan asociadas con el equilibrio metabdlico de

las lipoproteinas plasmaticas.

¥ Apo C-1/

Es la menor de las apolipoproteinas C y consta de 57 aminoacidos en un

polipéptidn simple con un Mr calculado de 6,605.
La concentracién plasmatica de la misma es de aproximadamente 6 mg/dl.

La apo C-1I tiene el potencial de participar en la esterificacidn del co-
lesterol que es transferido a la HDL, como parte del exceso de los componen-
tes generados durantela lipolisis de VLDL y quilomicrones o transferido a
HDL desde las células.

¥ Apo C-11

Es un polipéptido simple de 79 aminoacidos, con un Mr calculado de
8,824.5u concentracién plasmatica es5 de aproximadamente 4 mg/dl y su funcion
metabdélica principal parece estar asociada c¢on su actividad como cofactor de

la lipoprotein-lipasa.

La regién responsablede la activacionde la lipoprotein-lipasa ests
localizada entre los residuos 56 a 79, mientras que la zona de unién a fosfoli-

pidos pareceria encontrarse an los residuos 44 al 52,



¥ Apo C-111

La apo C-IIl es la apolipoproteina C ma:s abundante (12 mg/d] en plasmal.
Consistede unpolipéptido simple de 79 aminoacidos conun Mr calculado de
B8,750. Su funcién metabédlica pareceria estar relacionada con la modulacisén de

la captacién de remanentes ricos en triglicéridos por los receptores hepdti-

cos y activacién del LCAT.
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LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL)

La LDL es una particula esférica de gran tamaiio, que posee una masa de
3 millones de daltons y un didmetro de 22 nanémetros. Estd formada por 1,500
moléculas de ésteres de colesterol y su corazén se encuentra integrado por
800 moléculas de fosfolipidos, 500 moléculas de colesterol no esterificado y

una gran molécula de proteina, la apolipoproteina B-100.

La entrada y degradacién de la LDL en los lLejidos tiene lugar a través
de un mecanismo de alta afinidad del receptor LDL, descripto por primera vez

por Goldstein y Brown,

Una vez llevada a cabo la unidon del receptor y la LDL, és5ta es internali-
zada y degradada presumiblemente por los lisosomas.El receptor reconoce en
la molécudlade LDL la apoproteina B-100. En concecuencia, la LDL pueds ser
captada y degradada por "células limpiadoras" o "scavenger cells” (macréfagos
o sistema reticuloendotelial), Dos terceras partes de las particulas de LDL
plasmaticas son metabolizadas después de la unién a receptores especificos,
losqueestdnlocalizadosenla superficiede las células hepaticas yotras
células del cuerpo, mientras que un lercio de la LDL plasmatica es malaboli-

zada por mecanismos independientes del receptor.

Comn se menciond anteriormente el higado es el principal érgano de ca-
tabolismo de LDL y 2l mayor namero de receptores de LDL enlios animales
estin ubicados en este érgano. Estos receptores hepaticos estan sujetos a
regulacién, encontrandose la actividad de los mismos suprimida o muy dismi-
nuida en dietas enriquecidas en colesterol. Asimismo, el nimero de receptores
de LDL se encuentra disminuido por defectos genéticos, como ocurre en el

caso de hipercolesterolemia familiar.

Cuando el nimero de receptores de LDL esta disminuido, la LDL no e
oxtraida normalmente por el higado y en concecuencia se incrementa su canti-

dad en plasma.
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Finalmente como resultado de la superproduccién y bajo cataboliszmo, el
nivel de LDL enplasma aumenta provocando como concecuencia la patologia

conocida como hipercolesterolemia (HC), (figura 3).

Receptor de lipoprotefnas de baja densidad

El receptorde LDL juega unrol central enel metabolismodelas lipo-

proteinas y la homeostasis del colesterol.

Los ligandos para el receptorde LDL sonapolipoproteinas, apoB-100
para LDL y apo E para IDL y otras lipoproteinas, incluyendo B VLDL. A nivel
celular el receptor de LDL posee un mecanismn eficiente y regulado para
abastecer a las células con colesterol. A nivel corporal, el receptor de LDL
controla el nivel de colesternol plasmatico removiendo la IDL y LDL de la cir-

culacién.

Estructura del receptor LDL

El receptor LDL humano es una simple glicoproteina transmembranosa
que contiene 839 aminoadcidos. El modelo que 1o representa, se encusntra ilus-

trado en la figura 4,

Enbase a la secuencia de aminodcidos del receptory alaestructura

del gen, este receptor esta organizado en cinco dowminios independientes.

Cada dominio presenta funciones independientes, las que en su conjunto
contribuyen a la actividad funcional del receptor. Debido a que cada dominio
presenta propiedadesindependientes,unodeestosdominios puedemutarlo

que producirifa una alteracién en su funcionalidad.
Los cinco dominios son:

% 1. Dominio de unién al ligando.
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¥ 2. Factor de crecimiento epidérmico (EGF).

¥ 3. Regidn de unioén.

¥ 4, Dominio de prolongacién de membrana.

% 5. Dominio citoplasmatico.
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(internaltzacién)
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Cinética plasmética dependiente e independiente de receptor

Si hablamos en términos de conslanles de Ltransporte, en el estado ini-

cial la concentracion de LDL estard 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 producci6én (1|} y los mecanismos de salida o cap-
tacién, dependientes 2 independientes de receptores, ésta ultima lineal res-

pecto a la concentracién de LDL plasmatica.

En el caso de la captacion dependiente de receptor no existe linealidad
respecto a la concentracién de LDL plasmatica, dependiendo por un lado de 1,
que represanta el maximo de captacién que puede darse cuando los receptores
se encuentran todos saturados y por otro lado del K, que representa la
relacién entre la concentracion de LDPL y la saturabilidad de los receptores, o

sea la concentracion plasmatica de LDL que satura a todos los receptores.

Siconocemos las tres constantes de salida, I ,K ,Fylaconstantede
entrada |l , se puede predeocir lo que sucedera para un valor dado inicial de

LDL.

El primer problema técnico que surge es la mediciéon de la concentracison
en plasma de LDL (C)). Enrealidad serfamas exacto conocer C,, o seala con-
centracion de salida del capilar. En el unico caso enque C, y C, coinciden es en
el higado, mientras que en el resto del organismo C, siempre es menor que C,.
For lo tanto C, es igual a C, menos un término que depende de la resistencia al
flujo de |la barrera de difusién, por 1o que se puede afirmar que tanto la cap-

tacién dependiente como la independiente estaran dadas en términos de C,.

La captacién independiente 1 estara dada por C, en una relacién lineal.
En cambio en la captacién dependiente 1, existe una relacién entre C,, el nume-

ro maximo de receptores, 1y K .

]
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Para calcular C,» conocemos C,im que representala concentracionen

sangre y se calcula:

C,=¢C, - I xR, donde R representa el termino de resistencia.
I, =1 +1

I, =P xC,

l,=1,xC, /7K, +C,

C,=C -1 xR I, =1 +1

En la tabla 6 se puede observar con detalle las constantes para dislin-

tas especies.

Especie | Grado de Id li/F Id/1i
producciono
It
Im Km
mg/h/k
g/h/ke mg/h/Kg mg/dl
mg/h/Kg/Ci %
Hamster 3,1 4,8 91 0,012 70
Rata 2,2 4,1 97 0,006 81
Conejo 1,7 2,1 90 0,009 59
Hombre 0,6 0,8 90 0,003 61

La primera columna indica la cantidad de LDL en mg, producida o removida
del plasma por hora y por Kg de peso corporal. Se puede observar que enel
hombre el recambio se produce mucho mas lentamente que en el resto de las
especies. La segunda columna expresa el transporte maximo que sigue el ca-
mino dependiente de receptores, expresado en mg de LDL-colesterol transpor-

tada por hora y por Kg de peso corporal, donde se ve que para el hombre el
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valor es mucho mas bajo que en los demd:s animales. En el caso del K, tercera
»

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 ani-

males pequefios poseen altos valores respecto del hombre.

Ahora bien, si graficamos la velocidad de producciénde LDL versus la
concentracién en mg/dl de LDlL-colesterol plasmatica,lcurva 1), podemos obser-
var que a medida que crece la concentracion de LDL en plasma también aumenta

la velocidad de remocién.

Porotra parte se debe recordarqueenel estadoestable ode equili-

brio la velocidad de entrada y de salida son iguales.

Si consideramos un individuo joven, con una concentracién de LDL de 50
mg/dl, éste producird 1 unidad de LDL, en la que la remocidén se llevarad a cabo
dos tercios via receptores y un tercio independientemente, Si en este momen-
to, hipotéticamente, se anularan todos los receptores, la velocidad de remo-

cién caeria a 1/3.

Porlo tanto la LDL plasmatica creceria siguiendo el recorrido de la
curva inferior, hasta alcanzar otra vez una velocidad de remocién de 1, o sea.
queeneste caso, siendo la velocidadde remociénl,la concentraciénde LDL
seria de 150 mg/ml y el organismo estaria en perfecto balance, aungque el nivel

de colesterol seria alto.

Si en cambio aumentamos la velocidad de produccion de 1 a 2 unidades, en
las préximas horas la velocidad de entrada serfa mayor que la de remocién,
aumentando a lo largo de la curva superior hasta llegar a una velocidad de
remocién de 2 unidades. Esto haria que en 21 organismo entero el transporte
por receptores tendria la mitad del valor total y el nivel de colesterol
plasmatico seria de 150 mg/dl. O sea, el nivel de colesterol plasmatico puede
estaraumentado ya sea poruna disminuciénenlaactividad receptor o bien

por un aumento en la velocidad de produccisn de LDL.
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Sise trataradeunindividuo deficitario enreceptores (por e jemplo,
conejo Watanabe), el nivel se elevaria a 300 mg, o sea, que al duplicar la velo-

cidad de remocién se sextuplicaria el nivel de colesterol.
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El tercer factor de importancia en la produccidin de LDL es5 <1 valor del
K., mediante e] cual podemos observar anormalidadesenlos receptores de
origen yenetico o adquiridas. Por ejemplo, =i la unién entre la LDL y 2l recep-
tores defectuosa, el valorde Kmaumenla como a:si tambiénel nivel de LDL
plasmatica. Enla tabla 7 se encuentran los porcentaljes de transporie de LDIL,

dependiente e independiente de recepltor endislinlas especies,

tabla 7: ¥ de transporle de LDL dependiente e independiente de receptor

Animal Receptor
dependients independienie
Rata 70 % 25 %
.Hamster 72 % 20 %
Conejo G7 % 33 %
Hombre GG % 34 %

W
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La mayoria de los eslabones de la biosintesis enzimatica del culesterol
son conocidos con detalle gracias a lasinvestigaciones de K. Blochenlus
Estados Unidos, de F, Lynen en Alemania y de G. Fopljalk y J. Cornforth en Gran

Bretafa.

Todo comenzd a principiosde los atinos 40, cuando Blochy =us colega:s
demostraron que los atomos de carbonn de un acetato marcado en sus carbo-
nos y administrado por via nral a raltas de laboratorio, se incorporaba al

colesteronl del higado.

Descubrieronque tanto el nucleoestervide comola cadena lateral de

ocho carbonos del colesterol aparecian marcados,

Experimentos efectuado: con acelatos narcados en el grupo metilo o en
el carboxilo, revelaron que ambos atomo: de carboue del dcido acetico se
incorporaban al colesteirnl en cantidades aproximadamente iguales: de tw2cho,

todos lo:s atomos del carbono del colesterol proceden del acetalo.

Una clave importanie respecte a la naluraleza de esta ruta procederisz
del descubrimiento hecho por R. G. Langdon y I, Bloch de que el escualeno, un
hidrocarburn isoprenoide de cadena abierta (mds concretamente un dihidrotri-
terpenol.es unproducto intermnedio enla biosintlesis del colesterol. Eiste
hidrocarburo, hallado por primera vezenel higado delos tiburones, se en-
cuentra en pequefias cantidades enel higado de la mayorfa de los animales

superiores.

Administrando a animales Jde laboratorio por via oral un acetato marcado
con carbono radiactivo, el escualeno del higado resulta completamente nmarca-
do. Administrando este escualeno bioldgicamente marcado a animales de labo--
ratorio., o incubandolo con corles de higado, una gran parte del isétopo resul-

ta incorpwrado al colesterol.
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Esfa incorporacisn se efectia con un rendimniento tan grande gque =2 lle--
goalaconclusiéndequeelescualenoenunprecursor bastantedirecto del

colesterol.

Estas observaciones swugirieron, por tanto, que el nicleo esternide del
conlesterol, que contiene cuatro anillos condensados, se forma por ciclacion

del hidrocarbureo escualeno de cadena abierta.

El mecanismo por el cual las unidades isopreno del escualeno se forman
2 partir del acetato, continuéd siendo un misterio hasta que investigando por
otro lado se llegd al descubrimiento del dcido mevaldnico, metabolito produci-

do a partir del acido acético,

Ciertas bacterias requierenacetato como factorde crecimienlio. Un
detallado estudio de los requerimienlo:s nulritivos de tales baclerias reveld
que el acetato como facltor de crecinientu, podria reemplazaraze por un dcido
org-énico'no identificadon hallado en distintas fuentes naturales, incluldo el

higado de los animales.

El factor de crecimiento que sustitula al acetato fue rapidamente

aislado e identificado como acido mevaldnico.

De ello se dedujo inmediatamente que dicho dcido de seis carbonos
podria, tedricamente, dar lugar a 1a furmacion de una unidad isopreno, de cinco
rd

carbono:s, po escarboxilacidn.

Al incubarse un acido wmevaldnico marcado isotdpicamente con cortes de
higado, 12s5ultd incorporado al escualeno y al coleslerol, con grandes rendi-

mientos.

Es mas, la incubacion de un acelalo marcado con cortes de higado mostersd
que el carbono del acetato constituia un precursor inmediato del 3dcido meva -

lénico.

Estos experimentos prepararon una operacion de investigacidén nds

detallada acerca de los mecaniszmos enzimdtico:s por los cuales:
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1) el 4cido acético se convierte en dcido mevalénico
2) el 4cido mevaldnico se transforma en escualeno
3) el escualeno se convierte en colesterol

figura 6.
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Regulacidn de la biosintesis del colesterol

La biosintesis del colesterol en el higado resulta suprimida porlelscoe -
rol de la dieta alimenticia y por el ayuno, efecto que es producido por una
disminucion de la biosintesis hepatica de la B-hidroxi-B-metil-glutaril-CoA-

reductasa.

Sin embargo, 2! propio colesterol no parece ser un inhibidor. Se ha pos-
tulado que el verdadero inhibidor es una lipoproteina que contiene coleste-
rol, un 3cido biliar o bién 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 inhibicién de la biosintesis del colesterol por la administracion nral
de colesterol a animales de laboratorio se ha observado en casi todas las

oespecies animales y tejidos ensayados.

Hay que subrayar, sin embargn que en las células cancerosas este tipo
de retroinhibicién de la binsintesis del colesterol mo tiene efecto. Si bien nn
se conoce el significado de este hecho en la economia metabélica de las
celulas del cancer es digno de tener en cuenta que constituye uno de los va-
riosmecanismos reguladoresqueestidnmodificados nse hallanausentesen

las células malignas.

Sintesis de ésteres de colesterol

La mayor parte del colesterol de los tejidos de los organismos superio-
res se halla en forma esterificada en su grupo 3-hidroxilo por acidos grasos

de cadena larga.

El higado contiene una enzima gue forma ésteres del colesterol, segun la

siguiente reaccion:

colesterol + acil(graso)-CoA —- =+ ésteres de colesterol + CoA
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En el plasma sanguineo se forman también @s5teres de colesterol median-
te la fosfatidil-colesterol-acil-transferasa, enzima que cataliza la transfe-
rencia de un grupo acilo de acido graso desde la posiciéon 2 de la fosfatidil-

colina, al colesterol:

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

Formacioéon de otros esterocides

El colesterol es el precursor de los esteroides fecales, de los acidos
biliares y de las hormonas esteroides animales. Los principales esteroides de
excrecion en los mamiferos son el colesterol, 1 coprostanol y el colestanol,
que son estervisdmeros formados a partir del colesterol por la accidon micro-
biana intestinal. La ruta principal de degradacién del colesterol en los anima-
les, s su conversién en Acidos biliares, cuya estructura varia con las espe-

cies de un modo caracteristico.

Los acidos biliares contienen un grupo carboxilo en su cadena lateral,
el cual se halla frecuentemente unido mediante enlace amida con la glicina o la

taurina (dcido etanolamina-sulfénicol.

Los &cidos biliares se forman en el higado y son secretados al intestino
delgado, donde ayudan a la absorcién de los lipidos formando los quilomicro-
nes.Los adcidos biliares son reabsorbidos en gran parte durante la absorcidn

de los lipidos.

El ciclode secrecidony reabsorcionde los Acidos biliares se denomina

circulacion enl.erohepéatica.

La produccidén de hormonas esteronides a parlir del colesterol se verifi-

caconuna formaciénintermediade pregnenolona, que contiene el nuclen del

colesternol pero una cadena lateral de Lan s6lo dos carbonos.

43



La pregnenolona, que 8s el precursor de la progesterona, que es la hor-
mona progestiva de la placenta y del cuerpo luteo, es a su vez, la precursora
de los andrégenos u hormonas sexuales masculinas, tales como la androstero-
na y la testosterona, de los estrégenos u hormonas sexuales femeninas, como
la estrona y el estradiol, asi como de los corticosteroides adrenales, la

corticosterona y la aldosterona.

44



EL CATABOLISMO DEL COLESTEROL

El higado juega un rol importante en la regulacién de los niveles de
ipoproteinas plasmaticas y en la excrecion del colesterol del cuerpo, (figu-
ras 7y 8). Es el 6rgano responsable de la eliminacién mediada por receptor
DL, sintesis de VLDL rica en triglicéridos y también es un importantelugar de

transito de HDL.

El higado es el unico é6rgano capdz de excretar considerables cantidades
de colesterol del cuerpo, (directamente como colesterol libre dentro dela
bilis o después de la conversion en 3cidos biliares). Porotra parte,la con~
versién de colesterol en acidos biliares 25 un paso regulatorio muy importan-

te en la determinacién del balance del colesterol,

Purificacién y clonado molecular del colesteroul 7a-hidroxilasa.

La sintesis del primer acido biliar, dcido c¢élico y dcido quenodexicédlico
a partir del colesterol es llevado a cabo en el higado por la accién de 10 enzi-
mas diferentes. Enla figura 9, se detallan las etapas mas importantes de esta

reaccion.

El paso inicial y limitante en la conversison del colesterol en acidos
biliares es la introduccidon de un grupo hidroxilo en la posicion 7x del coles--
terol. Esta reaccion es catalizada por la colesterol 7a—hidroxilasa, una
mono—-oxigenasa microsomal, la cual consiste de un citocromo P-450 y requiere

NADPH-citocromo P-450 reductasa y oxigeno molecular para su funcionamiento.

La purificacidéon y catalizacién de la colesterol 7a-hidroxilasa fue des-
cripta en1987 porOgishima y col.laenzima fué purificada a partirde
microsomas hepdticos de ratas machos tratados con colestiramina y fué en-
contrada comn una nueva especie de citocromo P-450 con una gran especifici--

dad por el colesterol como sustrato.
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Subsecuentemente, Noshira y col. fueron capaces de purificar anticuer-
pos especificos para la enzima purificada., Con el uso de tales anticuerpos, un
clon conteniendo la secuencia completa de ¢DNA fué aislado de la 7x-hidroxi-

lasa a partir de cDNA de higado de rata. La secuencia entera de c¢DNA de la

Tx—hidroxilasa y la secuencia de aminnacidos de la proteina fué reportada re-
cientemente por el mismo grupo. El cDNA contiene 1509 bp de apertura de lec-
tura con 503 residuos de aminoacidos, y un tamaiio molecular de 56880 para la
proteina. La secuencia de aminoacidos tiene mas de 30 % de similitud con otra
secuencia de citocromo P-450, lo que indicaria que la enzima seria un miembro

de la familia genética del citocromo P-450.

Chiang y col, purificaron colesterol 7a-hidroxilasa a partir de microso-
mas de ratas hembras tratadas con ¢nlestiramina. Ellos obtuvieron dos izoen--
zimas de citocromno P-450, ambas con actividad en la reconstitucidén de la co--

lesterol 7x-hidroxilasa.

Lasdosisnenzimas tienenigual movilidadelectroforética,mostrando
reactividad inmunolégica cruzada y un valor similar de V maxima, pero difieren
en el Km para el colesterol, numero de recambio y carga. Los autores sugieren
que una de esas enzimas es similar a la purificada por Ogishimo y col. Chiang y
col enfrentaron anticuerpos de conejo a la isoenzima mayor. Estos anticuer-
pos inhibieron especificamente la actlividad de la colesterol 7oa—hidroxilasa

microsomal.

Un nivel significante de actividad 7x--hidroxilasa fue observada enrel
pulmén, corazdén y rifidén, lo que podria indicar que la colesterol 7a—hidroxilasa
no es una enzima especifica del higado, resultando contrario al obtenido por

Jelinek y col.
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Regulacién de Ia actividad de la colesterol 7a—hidroxilasa

Comuv sehamencionadoanteriormente,lacolesterol 7a-hidroxilasaes
considerada como la enzima determinante en la sintesis de acidos biliares. En
humanos, como en otras especies estudiadas, la interrupcién de la circulacisn
enterohepatica de Acidos biliares por tratamiento con colestiramina, incre-
menta la sintesis de acidos biliares. La administracién de Acidos biliares por
via oral o intravenosa, inhibe la formacidén de adcidos biliares. Ademas, el fluin
enterohepatico de acidos biliares aparentemente controla la sintesis de aci-
dos biliares. Algunos estudios han indicado que el acido biliar es importante

en el retroalimentacién de la sintesis de acidos biliares. Datos de Heuman y

g

col. han dado evidencia de que el balance hidrofilico-hidrofébico de las sale
biliares es un gran determinante de su potencia como regulador en la sintesis
de dcidos biliaresenel higadode rata. Kwekkebom y col estudiaronel feed-
back de la sintesis de acidos biliares en cultivo de hepatocitos de pollo. Por
algunos tdias el cultivomantuvo la capacidadde concentrar acidos biliare:
intracelularmente. Laincubaciéndelos hepatocitosconacido c¢élico, dcido
gquenodeoxicélico, acido deoxicédlico o dcido yodeoxicdlico inhibieron la aclivi-
dad de la colesterol 7a—hidroxilasa. Los autores concluyenque los aciduo:s
biliares en concentraciones obzervadas en sangre portal inhiben la sintesis
de &acidos biliares por supresison de la colesterol 7a—hidroxilasa a travez de

un efecto directo sobre los hepatocitos.

Regulacion molecular de la colesterol 7a—hidroxilasa

Se ha conocido desde varios afos, que la actividad de la colesterol 7a-
hidroxilasa exhibe un ritmo circadiano en ratas, con un maximo a medianoche y
un minimo al mediodia. Algunas investigaciones han demostrado que la hormona

glucocorticoide actia como un modulador del ritmo circadiano de la 7x—hidro--

xilasa.

La capacidad de anticuerpos especificos y clones de cDNA han hecho
posible la estimacién directa del contenido proteico y niveles de mRNA con la

actividad de la enzima.
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Noshiro y col. recientementemostraronque no sololaactividaddela
colesterol 7a-hidroxilasa sino tambiénel conlenido proteicode laenzimay
los niveles de mRNA exhiben un ritmo circadiano en el higado de ratas norma-—
les. Chiang y conl, también mostraron que la variacién de la actividad diurna de
la colesterol 7a—hidroxilasa enel higadode rata esunresultado del nivel
enzimatico. La marcada fluctuacidn diurna de las cantidades de la proteina de

la enzima y del nivel de mRNA indican su rapido turnover.

Como se ha mencionado anteriormente, los Lralamientos con colestira-—-
mina incrementanel nivel dela actividad de la 7a—-hidroxilasa.Chiang y col.
nncontraron recientemente que la colestiramina incrementa el nivel enzimati-

co en paralelo con la actividad.

En estudios recientes Ci y col. mostraron que la colestiramina induce el
mRNA de 1a colesterol 7a-hidroxilasa, =1 que és reducido rapidamente al sus-
pender el tratamiento. El mecanismo por el cual los acidos biliares disminuyen
la expresion del mRNA de la colesterol 7x-hidroxilasa Lodavia debe ser deter-
minado. Se sugiere que puede haber secuencias de DNA en la region promolora

del gen de la 7a-hidroxilasa que interactuen con ciertos acidos biliares.

Por otra parle se ha cuestionado el hecho de que el colesterol de la

dieta regule la actividad de la 7a-hidroxilasa.

De acuerdo a algunas investigaciones, el colesterol de la dieta solo
provee un sustrato adicinnal paras la enzima, si bienotros investigadores

sugieren que el colesterol puede inducir el cuontenido proteico de la enzima.

Jelinek y col. y Li y col. han moszlrado claramente que el colesterol de la
dieta induce ambas,la aclividad enzimatica y los niveles de mRNA de la coles-—

terol 7a-hidroxilasa en higado de rata.

Es posible que el colesterol pueda directamente regular la expresién de
la colesterol 7x-hidroxilasa en el higado por alteracion de la transcripecion

del gen de la enzima.
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Excrecion del colesterol de la bilis

Si bien el colesterol es virtualmente insoluble en medios acuosos, in-
fluye en las propiedades solubilizantes de los otros lipidos biliares, acidos

biliares y fosfolipidos.

El colesterol puede ser secretadodentrode labiliscomo uncomple.jo
micelar con 4dcidos biliares y lecitina, o como vesiculas que contienen sélo
colesterol y fosfolipidos. Debido a que las vesiculas parecensercriticas
para la subsecuente precipitacién y cristalizacién de colesterol, el desarro-
llo de procedimientos para la separaciénde vesiculas enbilis nativa es de

gran interés.

Recientemente, Amigo y col. desarrollaron un método simple y rdpido
paraaislarycuantificarlas vesiculasque transportanlipidos biliares,lo
que mostlro que cercadel 50 % del colesterol de la bilis estaba presente en
vesiculaé en bilis hepatica fresca. En recientes estudios, Sonjen y col. des-
cubrieronlapresenciade fosfolipidos agregadoscomo transportadoresde

colesterol en bilis humana.

Metabolismo de lipoproteinas y catabolismo hepatico de colesteraol

El colesterol utilizado en la produccidén de acidos biliares o para la ex-
crecidondel colesteroldentrodelabilis puede originarseenlipoproteinas
plasmaticas o por sintesis en el higadn. Esludios llevados a cabo a partir de
biopsias hepaticas obtenidas durante cirugia en pacientes pretratados con
colestiramina han demostrado directamente una sobrerregulacion de recepto-
res LDL hepalicos, dando como resultado una estimulacion de la produccidon de

acidos biliares.

E:s de particularinteres que una estimulacison paralela de la HMG CoA
reductasa y la expresidén del receptor LDL en respuesta de la actividad de la

colestern]l 7x—-hidroxilasa.



Reihner y col, han estudiado o1 efecto de la inhibicién de la sintesis de
colesterol en el hombre por pravastalin. Cuando los pacientes fueron trata-
dos con pravastatin con una dosis de 40 mg durante tres semanas, la actividad

de 1a HMG CoA reductasa fue incrementada cerca de 12 veces.
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TRANSPORTE REVERSO DE COLESTEROL

El transporte reverso de colesterol es el término usado para describir
el movimiento del colesterol desde los tejidos periféricos y su subsecuente

transporte a travéz del plasma y eliminacién via hepatica, (figura 10).

El colesterol es escencial para la viabilidad celular e integridad de la
misma, pudiendo ser sintetizado endégenamente u obtenido exégenaments a

travéz de la dieta.

Como los tejidos periféricos son incapaces de catabolizar el colesterol,
launica forma enque la homeostasis del colesterol puede ser mantenidaes
por medio de procesos que lo remuevan de esos teljidos y su transporte hacia
el higado para su eventual excrecién como acidos biliares. El eflujo de coles-
terol desde los tejidos periféricos y el transpor l..e del mismo a Ltravaezdel

plasma es promovido por la HDL.

En sintesis, este transporte se refiere a una serie de pasons metabdli-
cos por loscuales el colesterol celular periféricoes retornado al higado,

mediante una serie de reacciones:

1) un paso de eflujo por el cual el colesterol libre de la membrana celular e:s

transferido al espacio extracelular.

2) un pazo de esterificacion en 2l cual la enzima plasmatica lecitin-colesterol
aciltransferasa (LCAT), convierte el colexslerol libre difusible en productos

de ésteres de colesterol insolubles.

3) un paszo de transferencia en el cual la proleina plasmatica transportadora
de ésteres de colesterol (CETP), transfTiere los ésteres de colesterol sinte-:

tizados por el LCAT a olras 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 camino cinético directo, todo el sustrato entra en el paso inicial
de la reaccidén, apareciendo como producto final. Si el transporte reverso es
indirecto, el grado de -transporte puede ser establecido a través de medicio--
nes del grado de algunos de los pasos (il al 4), mientras que la sumatoria de

todos debe ser necesariamente igual a la homeostasis.

Desafortunadamente,estenoessealcaso,apareciendoendeterminados

puntos del camino, reacciones alternativas. Estas complicaciones son:

1) Debido a que el colesterol libre es difusible, parte del eflujo desde las
membranas celulares periféricas esta balanceado por un influjo de colesterol
libredesdelas particulasdelipoproteinascirculantes. Esteesel balance
entre efluio e influjo, o flujo neto de colesterol, el que es igual al valor de

transporte reverso de colesterol,

2YEl LCAT no reacciona solamente conl colexsterol libre de las membranas
celulares periféricas,sinoademdsconel coleslerol libresecretado porel
higado comn parte de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y sus pro-
ductos LDL y HDL. La actividad Lotal del LCAT refleja la sums del coleslerol

libre esterificado del pool periférico y hepatico.

3) No todo r]l ésterde colesterol sintetizadn porel LCATes transferido a
VLDL y LDI., el resto de colesterol es eliminado por el higado. Estudios reali-
zados conpacientes que presentandeficiencia congénitade CETP(proteina
transportadoradeésteres decolesterol),muetranclaramenteque algunos
esteres de colesterol de VLDL y LDL son de origen hepalico y son simplemente
recicladosz a traveéez del plasma antes de =ser eliminados por el higado. Adicio-
nalmente muchos ésteres de colesterol sintelizados por 1 LCAT son reteni-

dos en HDL, antes de comenzar su transferencia a VLDL y LDL.

4) En el eslado de equilibrio, la concenlracion de apolipoproteinas en plasma
es constante. En principio, si el contenido de colesterol de VLDL que abandona
el higado y el contenido de colesterol de VLDL (+LDL) y HDL eliminados por el

higado como parliculas maduras, son iguales, el grado de lransporte reverso
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de colesterol y el tiempo de permanencia de todas las clases de lipoproteinas

puede ser calculado a Lravés de su incremento.

Eflujo de colesterol desde las membranas celulares a lipoprotefnas de alta den—

sidad (HDL).

En esta década aparecié 1a primer evidencia del rol de ta HDL, que con-
tiene apolipoproteina apo A-I, pero no apo A-llen estudios iniciales de Lrans-
porte reverso de colesterol. Estudios posteriores identificaron especies de
HDL de menor tamafio molecular, pre B-migranie:, como aceptores primarios de

colesterol celular en plasma.

La técnica involucra el uso de cultivos en monocapa de células marcadas
con colesterol isotopico y dejadas por periodos de incubacidn de 1 minuto. Se
demostré x,iue la transferencia de colesterol esta asociada con la transferen-
cia celular de fosfolipidos, particularmente esfingomielina. Cuando la apo A-1
libre fue incubada con macréfagos, se generd pre B-HDL de bajo peso molecu-
lar. Se determiné que el incremento de los niveles de HDL circulante es capaz

de prevenir el desarrollo de la ateroesclerosis,

Finalmente, cuando el colestero!l marcado y aizlado del bazo de ralta fue
perfundido por recirculacion con plasma, una parte del colesterol se transfi-
riéo desde el 6rgano a las lipoproteinas plasmalicas, notandose una mayorfia de
HDL. Estos datos sugieren gque Lanto in vivo como in vitro, una transferencia
de colesterol celular a subfracciones de HDL pequefas, inicia el transporte

reverso de colesterol.

El rol de la lecitina: actividad colesterol aciltransferasa

La actividad LCAT es necesaria para promover el transporte neto de
colesterol desde las membranas de un cultivo en monocapa de células en medin

plasmatico.



Recientes astudios haninvestigadoel roldel LCATconmayordetalle,
Incubaciones de plasma enpresenciadeactividad LCAT, causéla mayoriade
pre B—-HDL, metabolizAndoseesns precursoresdentrodel complejomayorde
HDL.Esto diéunacorrelaciénnegativaentrelos nivelesde LCAT y el de pre

B-HDL.

La fraccién pre—8 de HDL estaria implicada en el transporte reverso de
colesterol como aceptor inicial del colesterol celular y como sustrato mayor

de la actividad LCAT.
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Kol de Ia proteina transportadora de ésleres de colesterol

La compartimentalizacion del colesterol implicito entre las membranas
celulares ylas lipoproteinas se produceenetapas tardias del transporte
reversodecolesterol.Cuandola actividad CETPconésteres de colesterol
derivadode LDL ocolesterol de la membrana celular es comparado, aparece
una proporciénmayoren LDL y VLDL. Esta compartimentalizacién puede ser
particultarmenteimportantecomounmecanismoqueaumentarialaeficiencia
del transporte reverso de colesterol, en la fose de las concentraciones re--

lativamente bajas de lipoproteinas con coles=sterol libre en plasma.

El concepto de que la mayoria del colesterol derivado de las células
luego eslerificado, es retenido en la HDL, el que luego es transferido a VLDL
y LDL de CETP fue nbservado mediante estudios comparativos con tres técni-
cas:inmunoafinidad,cromatografia nodesnalturalizanteenelectroforesis
bidimencinnal y cromatografia de afinidad en heparina—-agarosa.las que se

usaron para separar HDL de VLDL y LDL.

Resultados similares fueron obtenidos en cada caso, solu cerca del 10 %
del éster de colesterol marcado de colesterol libre celular marcado con

tritio fue transferido a VLDL y LDL.

Endositosis de lipoproteinas con eéstleres de coleslerol

La captacidn de ésteres de colesterol como parte de la endocitosis me-
diada por receptor es usualmente aceptada como 21 camino de mayor importlan-

cia en el Lransporte reverso de colesterol.

Estudios posteriores sobre la captacién selectiva de ésteres de coles-
terol in vivo e in vitro, particularmente para HDL, demostraron que esto pue-
de serincorrecto. Cuando la HDL fue marcada conuneésterdecolesterol no

tabolizable, la mayoria de los lipidos fueron internalizados por las células
hepaticas mientras la HDL fue degradada. Los mismos procesos han sido

observadons en menor escala con LDL. Debido a que mucho del colesterol



derivado de las células puede ser retenido., como éster de colesterol, en HDL,
el camino de captacién selectiva puede ser particularmente importante en el

transporte reverso de colesterol,
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CONSIDERACIONES FISIOPATOLOGICAS

Estructura de las arterias

Los vasos arteriales estdn formados por tres capas: la {ntima, la media

y la adventicia.

La intima o capa mds interna, estd formada por células endoteliales que
constituyenunmantode revestimiento,deba.ino del cual se observan fibras
musculares lisas, elasticas y colagenas con células mesenquimdtlicas y

mucopolisacaridos acidos en el estroma.

La capa media estad formada por tejidoelastico y muscular. La lamnina
elastica interna es una condensacién del tejido eldstico en el borde interno
de la capa media. Esta banda elastica interna aparece con frecuencia ondula-
da, debido a la concentracién "posi mortem” del vaso. A veces existe una
condensacion del tejido elastico, mas externa y menos definida, llamada lamina

elastica externa.

La adventicia o pared exlerna, estd formada por tejido conectivo laxo y
fibras elasticas, con vasos sangufneos (vasa vasorum) y nervios que irrigan
la pared vascular. La irrigacion vascular de las paredes es mads rica y mas
extensa de loque se sospecha. Los pequefioz vasos queirriganlas paredes
arteriales sonmucho mas numerososenlas personasdeedady enpresencia
de ateroesclerosis. Si bhiensediscute la exiztenciadelos vaso vasorumen
una intima normal, es frecuente encontrarlosxs, encambio,enla intima de un

vaso ateronesclerético.

Las arterias pueden dividirse en tres tipos, segidn el tamatfio y las

variacione:s estructurales: elasticas, musculares y arteriolas.

En el grupo de las elasticas se hallanlos vasos de mayor tamaiio, la

aorta y sus ramas inmediatas. Estos vasos poseen abundante tejido eldstico
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en las paredes. La elasticidad de esas paredes mantiene la corriente sangui-

nea y la presion de la sangre durante la diadstole.

El segundo grupo,arterias musculares,esld formadoporlosvasos de
tamafio mediano, tales como las arterias branquial, radial y femoral. En ellos
predomina ! tejido muscular y el componente elaslico estd en menor propor-

cién.

El tercer grupo, las arteriolas,incluye la:s pequefias arteriasdelos
é6rganos, hasta los capilares. Enestos vasos, ¢l Lejido muscular es mas
abundante y el eldstico relativamente escaso. 5u contraccidén es importante

para regular la presién y el flujo sanguineo.

Arterioesclerosis

El término arterioesclerosis significa literalmente "endurecimiento de
las arterias” y a veces se usa como sinonimo de "aleroesclerosis™ Sin embar-
go, actualmente es una denominacién geneérica que incluye a tres enfermedades

arteriales:
1) ateroesclerosis
2) esclerosis media de Monckeberg
3) esclerosis arteriolar

En el primer caso, la alteracion =2 produce en la Iintima, en el segundo en

la media y en el tercero en la intima, la media o ambas.

Ateroesclerosis

os aspectos caracteristicos de la Leroescle sis son PNErosamie-
L t t ist de la ateroesclero son el engrosamie
nto y degeneracisnde la {ntima. Afecta principalmente los grandes vasos

elasticos, siendo la aorta, la arteria mas seriamente dariada. También se
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lesionan las coronarias y los vaso:s renales, las arterias de la base del
cerebro ylos vasos mayoresde las extremidades. Las lesionesde laintima
van desde las pequefias bandas amarillentas longiludinales, ligeramenle
elevadas(bandas lipoides), hastala=z placas o nédulos mas grandesde color
gris-amarillento o gris perlado, que conlienen lipidos y tejido conectivo
hialinizado (placas fibrosas) y lesiones avanzadas con ulceracisn, Lrombosis,

hemorragias y calcificacién (lesiones complicadas).

Existenvarias teorfasencuantoala naturaleza delas alteraciones

rimarias enla palogénesisdela ateroesclerosisl) Laprimera alteracion

QO T

onsiste en bandas liponides en la intima. Los lipidos aparecen dentro de
celulas mresenquimdticas consideradas como células musculares lisa:n. Aclual-
mente se las considera como células multlipotenciales parecidas a la muscular
lisa, con capacidad de produrir fibras coldgenas, zladslicas y musculares lisas
(células"miointimales") . Los lipidos se filtranporel endotelio juntoconel
plasma, ya sea comomoléculas librex=z o transportadas porlos macréofagosy
los complejos lipoproteinicos sonatrapados enlaintima.Esta lesiénde la
intima no 235 aparente, pero los excesos de lipidos en el plasma, las alteracio-
nes nutricionales v los factores hormonales pueden acrecenlar la infiltraciéon

grasa.

2) Por alguna forma de lesion (hemodinamica, enddcrina o melabsolica) se origina
una alteracién de los mucopolisacaridos acidus, del btejido elastico y de los
fibroblastins enla intima..Un incremento en los mucopolisacaridos y en el telii-
do conectivo, precede a los depdésitos de lipidos que derivan del plasma o se

sintetizan localmente.

3) Se forman trombos murales en el endotelio que =2 organizan e incorporan a

la intima y que luego son infiltrados por los lipidos,

4) Enlas areas de endotelio lesinonado =e aglutinan plagquetas y luegno se
desintegranliberandoaminas vasonactivasqueaumentanla permeabilidadde

l{pidos y proteinas, que se acumulan en la intima.

Algunos eshtudios sugieren que las planquetas penetranenla fntima y por

desintegracidén liberan los lipidos contenidos en su citoplasma.
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Se counsidera generalmente, seas cual fuere 21 hecho primario, que 1a
presencia de lipidos en la pared del vaso eszLlimula la proliferacién de teiido
fibroso y que es un elemento de imporlancia en el desarrollo de las lesiones

aternescleréticas.

Los depésitos grasosintramurales,enlaslesiones precoces, poseen
composicisn lipidica similar al plasma. Es probable que las enzimas intramura-
les desdoblen el lipido, liberando colesterol y acidos grasos que estimulan la
proliferaciéonde tejido fibroso.Se formanasi placas cargadasde lipido.En
las lesiones mayores la porcion central con frecuencia es blanda, conteniendo
tejido necrético y degenerado, grasa libre y cristales de colesterol visibles.
Microscépicamente el colesterol se presenta como hendiduras claras, alarga-

das y fusiformes, pues los cristales han sido disueltos en la preparacisn,

La placa de ateroma s un nédulo amarillo y blando. Enestadios ma:
avanzados puedenverse ateromas ulcerados con trombos superpuestos. La
laminaelasticainternaestd fragmentada yenalgunoslugares puedeestar
ausente. Las sales de calcio se depositanenlas lesiones y forman placas
delgadas que se rompen facilmente. Cuando una placa aleromatosa es grande,

puede causar el adelgazamienio de la media.

La ateroesclerosis se acompaiia de una péerdida progresiva de la elasti--
cidad, pero una granparte de esto puede deberse a unefectode enve jeci-

miento.

Laslesiones ateromatosas predominanenlaaortasabdominal con

1]

respecto ala toradcica.Estanubicadas porlogeneral excéntricamente y en
especial en los puntos de chogue, como ser la pared poslerior en ftorno de los
orificios de las arterias intercostales y lumbares y enel sitio de bifurcacion
de los vasos principales. Enel sector tordcico la ateroesclerosis puede

superponerse a lasiones sifiliticas.
Las complicacione:s de las placas ateromatosas incluyen:

1) estrechamiento de la luz que origina isquenia
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2) trombo:sis sobre la placa que produce oclusidénde la luz, o en el caso de pe-

quefios trombos estos pueden originarse, incorporarse a la {ntima y contri-

buir al crecimiento de la placa

3) hemorragias dentro de las placas, que en algunos casos,(por ejemplo,
arteria coronarial puedan contribuir a la oclusién de la luz y Ltambién iniciar

trombosis

4) ruptura de la sustancia ateromatosa blanda dentrode la luz, que pusde
producir oclusién en el sitio (en un vaso pequefio), originar un émbolo o iniciar

trombosis

5) formaciién de un aneurisma debido al adelgazamiento y debilitamiento de la

media adyacente a una placa grande.

La obstruccionde los pequefios vasos, producida por la placa misma o
una de sus complicaciones, puede producir transtornosisguémicos serios,
como ser muerte repentina o infarto miocardico por lesiones coronarias,
infarto de cerebro sn la ateroesclerosis cerebral e hipertensién con enfer-

medad arterial renal.

El sindrome de Leriche, que se produce mas frecuentemente en los
hombres, se caracteriza por transbtornos isquémicos enlas extremidades
inferiores (por ej. palidez, frialdad, calambres, claudicacién), incapacidad
para manliener la erecci6on del pene o impotencia. Se debe a una oclusién
trombética ateromatosa progresiva de la anrta abdominal o por arriba de su

bifurcacion.

La etiologliadela aternesclerosis posee una comple ja relaciénentre
multiples factores,endégenosy ambientales.Lacausaocausas verdaderas
son desconncidas, pero existen diversos faclores predisponentes. En muchos
estudios se ha prestado atencién al papel de los lipidos plasmaticos y
dietéticus. Existen pruebas que el aumento de las beta-lipoproteinas séricas
del colesterol plasmatico y de la relacién colesterol-fosfolipido enla
sangre, 23 de importancia en el desarrollo de la aleroesclerosis. También

existe relacién con el incremento de los triglicéridos del plasma.
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Los individuos cuya diela posee grandes cantidades de grasas animales
saturadas y colesterol tienen un nivel de colesterol sérico mas elevado y una
mayor incidencia de enfermedad cardiaca ateroesclerdtica coronaria que

aquellos cuyas dietas son mas bajas enestas grasas.

Es interesanteobservar, sinembargoque algunas aves que no tienen
grasas animales en sus dietas (por eJj. ciertas especies de palomas) desarro-
llan ateroesclerosis espontanea similar a la del hombre. Ciertas enfermeda-
des relacionadas con la hipercolesterolemia, tales comn la diabetes mellitus,
el hipotiroidismo y la hipercolesterolemia familiar, se encuentran frecuente-
mente asociadas alaateroesclerosis. La predispo=icién hereditaria es un
factor muy importante en esta patologia. La alimentacién rica en colesterol
enlosconejoses unmétodo experimenial bienconocido para producir
ateroesclerosis, enfermedad producida del mismo modo en el perron, ratéon,
laucha y otros animales, peroenalgunos deestos s50on necesarios, ademas,
otros procedimientos, como ser el empleo de drogas antitiroideas o la extir-

pacién quirdrgica de la tiroides.

Enlos monos,laateroesclerosis puede producirse pordeficienciade

piridoxina sin ninguna dieta grasa especial.

La hiperlipemia también parece incrementar la tendencia a la trombosi:s.
La heparina, ademas de su efeclo anlicoagulante, ayuda a corregir la tasa de

lipoproteina anorma! hallada en los pacientess con ateroesclerosis.

La influencia del sexo es evidente al observar que la aternesclerosis
se da menos en las mujeres antes de la menopausia, aunque la incidencia
aumenta progresivamente después de la me2nopausia. Posiblemente los estreé-

genos sean al factor protector.

Elefecto hormonal tambiénseobservaenlasmujeresovariceclimiza-
das: padecen conmas frecuencia ateroesclerosis coronaria y en edad mas
temprana yue aquellas que tienen los ovarios intactos. La incidencia y grave-
dad de esta enfermedad se danmenos en el hombre tratado conestrégenos
para el carcinoma de la préstata que en aguellos que no han sido tratados. Se

ha demoslrado que las hormonas tienden a disminuir las concenlracinnes

66



sericas de colesterol-lipoprotepina, incluyendn, ademas de los estrogenns, la
hormona del crecimiento, la ACTH. los corticonides, los extractos tiroideo:s y

la androsterona.

Segun algunos invesligadores, la edad es wmuy importante, pero deberias
tenerse en cuenta que la ateroesclerosis no e:5 una enfermedad limitada a la
2dad avanzada. Los que proponenla teoriade la edad sefialanque existe un
espesamiento progresivo de la Intima en lass arterias desde la #poca del naci-
miento,aunqueesto puederelacionarseconelesfuerzomecanicointravas-—
cular continuadon. 5@ ha sugerido tambiénque las placas de la {ntima sonun
fenémeno compensatorio en respuesta a la debilidad de la media subyacente, y
que resulta de degeneraciones relacinnadas con la edad. Otros factores posi-

bles son el esfuerzo emocional, la inaclividad fisica y el tabaquismo.

Las fuerzas hemodinadmicas locales de la corriente sanguinea (por eigm-
plu, la t|_n;-bulencia del flujo y los sitios de aumento de la tensisdn de la pared)
son, sinduda, importantesz enel desarrollo de la Leroesclerosis. Ezsto se
infiere de2l hechode que las placas aleromalosas prevalecen mas en, o mas
allade, losorificios obifurcacionesdelas arteriasy enlos puntos donde
los vasos 3@ encuentran relativamenle fijos. La hipertensidn no es aparente-
mente causa primaria de ateroesclernsis, pero puede agravarse la lesion al
acentuar los facltores hemondinamicos locales: o bien, cuando exisle hiperco-
lesteronlemia enun paciente hipertenso, la elevada presidnintravascular
probablemante acelera la infiltracién de lipidos a bravés de la pared arte-

rial.

Esclerosis media (esclerosis de Monckeberg)

La esclerosis media se presenta en las arterias musculares de mediano
tamafio, Ltalescomo las femorales, radiales y Leuwporales, principalmnenteen
pacientesadultos.Existedegeneracison, tumefacciony fragmentacidondelas
fibras musculares de esa capa, a lo que sigue el depidsito de calcio.En ocacio-
nes se forma hueso en la pared del vaso, con aparicidon de Lejido osteoide gque

luego se calcifica.Los vasos seendureceny se vuelvenftortuosos,de modo
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que las arterias superficiales, kales como la radial, puedenpalparse como
tubos rigidos. Las alteracionesde la media exclusivamentenoestrechanla

luz y alteran muy poco la circulacién.

Sin embargo, la esclerosis de la media puede asociarse con las lesiones
ateromatonsas de laintima, que si puedeninterferir enla circulacién. Los
estimulos vasoténicos pueden ser factores causales. En animales experimen-
tales, se producen lesiones similares por la administracién de epinefrina, ni--

cotina u otros agentes que producen espasmo prolongado de los vasos.

Arterioloesclerosis

Existen dos tipos de alteracion arteriolar caracterizados por el mspe-
samiento de la pared del vaso y por el estrechamiento de la luz: la arteriolo-
esclerosis hialina y la hiperplasica, ambas caraclteristicas pero no patogno-

ménicas de la hipertensién.

En la arterioloesclerosis hialina la pared se

[}

spesa y se hialiniza como
resultado del depésito de una sustancia hialina en la intima y en la media, con
desaparicidn de los detalles celulares subyacentes. Existe una conftroversia
en cuanto al origen de la hialina vascular. Alguno:s investigadores han demo:s-
trado por microscopia electrénica gque la hialina se deposita primariamente en
la intima derivada posiblemente de la excesiva infiltracién de protefnas
plasmaticas y que los depésitos mayores tienden a infiltrar el tejido elastico

adyacente y la media.

Otros interpretan las caracteristicas ultraestructurales de la arte-
rioloesclerosis hialina como prueba de que la sustancia hialina deriva del
aumento de la membrana basal del endotelio y del misculo liso. La arterioloes-
clerosis hialina se ve especialmente en los rifiones y otros érganos, en
pacientes con hipertensién benigna. La arterioloesclerosis hiperplasica
generalmente afecta las arteriolas mayores y se relaciona con la hipegrten-
sidn grave, de modo especial conla hipertensién acelerada (o malignal. Se

caracteriza por la proliferaciéncelularde laintima,la hipertrofiadelas
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c2lulas musculares de la media y la fibrosis de la adventicia. La alteracion de
la {ntima consiste en ldminas concéntricas Je fibroblastos y de fibra: elasti-
cas en catafila de cebonlla con estrechamiento de la luz. Enestudios con
microscopia electrénica se concluys que el aumentn de células de la intina se
debe a la presencia de células lisas que migran de la media donde han prolife-

rado.

Ambas formas de arterioloesclerosis pueden coexistir en un tejido, por
ejemplo en un paciente que ha tenido hipertensién benigna durante afios, y de-
sarrolla de repente la forma maligna. La necrosis fibrinoide de las arlteriotas
("arterinlitis necrotizante™ puede as{ mismo observarse en la arlerio-

ez

loesclerosis, particularmente en casos de hipertensién maligna.

Endarteritis obiiterante

El empleo del término endarteritis obliterante no es realmente correc--
to,yaqueimplicaunproceso inflamatorioque no se encuentra presente en
los estados asi denominados. Se designa asi a un proceso local que afecta a
las pequenas arterias con espesamiento en la {nflima y estrechamiento u obli--
teracién de la luz. Puede verse en la arteroesclerosis nue involucra arterias
muscularesde las extremidades inferiores, frecuentemente contrombosis
sobreagregada. Esta nltima es conocida comn "arteriovesclerosis obliterante”
gque puede interferirenel flujondelacorriente sanguinea. Silacirculacién
colateral es inadecuada se producen serias alteraciones isquémicas, El espe-
samiento proliferativodelaintima puede verseenlas pequefasatleriasen
zonas de inflamaciéncréonica,porejemplo adyacenlesalas cavidadesdelos

pulmones o en la base de una dlcera peptica.

También se desarrolla en lns vasos sanguineos de una regisn donde no se
requiere mas la circulacibén activa, 23 decir, comu una alteraciédn involutiva
en los vasos cuyos lechos capilares han sido reducidos por la atrofia histica.
De aquf yue ocurra en las arterias hipogadstricas y en el conducto arlerioso
después del nacimienton, enlas arterias del utero y del ovario en las personas

de edad y en la involuciéon de las arterias ulerinas despues del parto.
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OBTENCION DE LIPOPROTEINAS PLASMATICAS DE BAJA DENSIDAD

Se utilizaron sueros humanos de dadores voluntarios sanos o de la
especie enestudio. Una vez separado e suero se llevd adensidad de 1.225
g/ml, mediante el agregado de NaBr sélido y medicidéndeladensidad por
refractometria. Posteriormente la muestra fue sometida a ultracentrifuga-
ciéon a 200000 x g, durante 24 hs, a 10 * C en una centrifuga Beckman L-78, ro-

tor Ti SW 40,

Las lipoproteinas totales se obtuvieron aspirando 1a capa superior de
cada tubo (aproximadamente 2-2.5 ml) y 5e sembraron en una columna de Sepho-
rosa-6B (1.5 x 90 cm) previamente equilibrada con solucion de NaCl 0.15 My NaN,

0.02 % pH 7.0.

La columna fue eluida coula misma solucién a unritmo de 1Z2-14 ml/h,
registrdndose al mismo tiempo la absorcion a 280 nm. Las fracciones que
contenian proteina se concentraron hasta un volumen de 2.5--3.0 ml utilizando

para tal fin membrana filtrante Centripep 10-Amicon.

Sobre una alicuota de las lipoproteinas totales y de cada fraccion
separada de la columna, previamente dializadas conlra NaCl 0.15 M, se midid

colesternl total.

Control de calidad

Se realizarondos tipos decontiol de calidad, porunlado seevalud el
perfil electroforético de cada fraccién de lipoproleinas con el propssilo de
observar una sola banda correspondiente a cada fraccison. Esfte ensayo
consistido en una electroforesis en gradiente discontinuo de poliacrilamida,

2.5 % a 3.5 %). Lipofilm (Sebia).

Por otro lado, se estudid la correspondencia enlre cada fraceion de

lipoproteina eluida y sus correspondientes apoprolefinas. realizandose para
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esto una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 10 % (PAGE-3DS) (8 mA
/tubo), pravia deslipidizacitén de la muestra, mediante la cual se puede obser-

var que no hay contaminacién de una lipoproteina con otra.

La determinacién de proteinas se llevé a cabo mediante el método de
Lowry, Y la medicién de colesterol total por el método enzimadtico colesterol

oxidasa/peroxidasa (CHOO-PAD, Boheringer).
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Pertecneciato de Sodio (Tc—-99m)

Se obtuvo de un generador de radiaclividad "Gentec" (Mo-39/Tc-99mn)
producido por la Comisién Nacional de Energia Atomica (figura 11). De esle ge-
nerador se obtiene una solucidon de pertecneciato de sodio (TcO,Na-Tc-99m), de
alta concentracién de actividad. El Gentec es una columna cromatografica 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 Ultimo se eluye de la columna

mediante solucidén fisiologica levemente oxidante,

El'manejo y obtencidén de la elucidn, asi como los controles fueron lleva-
dos a cabo de acuerdo a las normas de seguridad radiovlégica, siendo recogida
la elucidn de pertecneciato en frascos evacuados de 5,0 ml, protegides por un
blindaje de plomo provisto de visor de vidrio plomado de forma de poder con-

trolar el volumen eluido.

Al 2luido se le realizan dos tipos de controles, uno en relacién a3 la can-
tidad de Mo-99 presente y otro en cuanto a la proporcion de aldmina de la elu-
cién. La importancia dde estas mediciones radica en el hecho que ambos elemen:
tos en concentraciones elevadas inlerfieren en la formacién del complejo con
2] producto a marcar. El control de la elucién con relacién al Mo-99 se realiza
mediante atenuacion gamma en un calibrador de dosis, basdndose en la diferen-
cia de energias entre el Mo-99 (739,7 Kev) y 1l Tc-99m (140 Kev), De esta mane -
ra utilizando un blinda je de plomo adecuado, 6 min de espesor, se registra par-
te de la radiacién del Mn-99, mientras que la del Tc-99m es frenada totalmen-
te. Se toma una muestra de referencia de Mo -39, con idéntica geometria que la
muestra proveniente del generador y ze mide la actividad con y sin blindaje.
El cociente entre estas dos mediciones es el factor de atenuacién del MO-99.

Luegno =2 mide la eluciénconel blindaje y este valorde actividad se divide

73



por el factorde atenuacién, obteniéndose la actividad total del Mo-99. La

actividad de Mo-99 se expresa como uCi Mo-99/mCi Tc-99m.

La determinacién del ié6n alimina se lleva a cabo mediante la formacidn de
una laca con alizarina-S. A una gota de eluido se le agrega una gota de NaOH IN
y una gota de soluciéndealizarina-5al 0.1 % El color violetadel colorante
desaparece al agregar soluciénde dcido 1N, lacoloraciénrosada de la laca
almina-alizarina es proporcional a la cantidad de alumina presente, la cual
se determina por comparacién con soluciones estandares de Al'' y el resultado

se expresa como ppm de Al‘’,
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Reduccion del TcO;

El """Tc que se eluye del generador de ""Mo/'"*Tc, se encuentira bajo la
forma qQuimica de pertecneciato de =zodio (".TCD‘NE\), presentando un eslado de
valencia VII. Por tal motivo, para proceder a la marcacién de la lipopreoteina
es necesario reducir este Tc (VID a un estado de valencia mas bajo, es decir a
una de estas especies: Tc (V), Tec (VD) o Te (11D, E)l agente reductor utilizado fue

el cloruro estannoso dihidratado (Cl,Sn.ZH,D).'

La solucidn se prepard de la siguiente manera: se pesaron 10 mg del
reductor y se colocaron en un vial, este se cerro herméticamente y se desa-
loio el oxigeno presente medianle el burbujeo de nitrégeno gaseoso durante 5
min, a una presién del gas de 1Kg/cem’. Luego se disolvid por el agregado de 1 ml
de solucidén desoxigenada de NaOH 1 N, calentando unos segundos a baftio de Ma-

ria para lograr su completa disolucian.

Marcacion

Se colocHd en un recipiente con tapa hermeélica 400 pl de solucion de LDIL,

en una concentracidén de 1 mg de proleina /ml de solucisn,

A continuvacion se desalojo el aire por burbujeo de nilrdgeno gaseonso y
s3e agregaron 20 ul de la solucion del agente reductor, burbuj2ando nuevamen-
te con nitrégenn durante 2 minutos. Finalmente se agregaron 400 ul de solu--

ciéon de pertecneciato de sodio-""Tc,con una actividad de 740 1Bgq (20 mCi).

Posteriormente se midio el pH final de la solucidon, resultando este va-
lor entre 8.5 a 9.0. El radiofdrmacn asi preparadn se esterilizd por pasaie a

través de una membrana filtrante de 0.22 uym dr didmetro de poro.
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Determinacioéon de la pureza radioquimica

El primer problema que se plantea despué:s de la marcacién de una molé-
cula o compuesto es establecer su pureza radioquimica, o sea, el porcenta.ie

deg radioactlividad que se halla en la forma quimica deseada.

En 2] caso de las lipoprotlelinas plasmdticas de baja densidad, las impu-
rezas pueden deberse a '™ TcO,” y las formas quimicas del tecnecio reducido no
unidn a la molécula, Mediante 2| emplen de cromatografia ascendenie en e la-
nol B85 % e ITLC/SG, (fibra de vidrio impregnada en silica gel) 52 evalué la pre-
sencia de "’ TcO,’, el que se visualiza en forma de un pico neto de actividad en

la zona correspondiente a Rf=1, en conlraposzicién al Rf=0 de la lipoprotelna.

Para ello e utilizaron tiras de [TLC/53G de 1.5 cm de ancho por 10 cn de
largo, sembrandose 10 ul de LDL-Tc-99m con una microjeringa lHawilton, a 1,0 cm

de uno de los extremn:s.

Posteriormente la tira se colocé en una cuba cromatografica de vidrio,
cilindrica de 8,0 cm de didmetro y 12,0 cm de altura, la que fue saturada
previamente con el solvente, Una vez desarrollado el cromatograma, la Lira se

leyd en un radiocromatografo a una velocidad de 3000 mn/h.

Radiocromatégrafo: Berthold. Modelo LB 2723, conundetector de radiacidn
gamma compuesto poruncristal de NallTl)de 20 mm de didmetro por 20 mm de
altura, con una distancia focal de 20 wm. Adosado a un fotomultiplicador con

una tension de trabajo de 1295 volt.

Las velocidades de corrida de leclura pueden variarse en 12, 30,60,
120, 300, 1200, 3000, 12000 y 30000 m/h. El sistema es5 alimentado por una
fuente de alto voltaje con regulacion entrve 400 y 4200 volt, marca Berthold,
modelo LB 2417, los pulsos son amplificados y discriminados con el modulo

Berthold LB 2426 e integrador Berthold LB 2437,



El porcentaje de pureza radioquimica se calculd mediante la siguiente formula:

area bajo el pico del compuesto
% P.R = X 100
area bajo tndos los picos

Frecipitaciones proteicas

9 -
'Tcestaba asociado ala

Conel finde corroborar sila actividad de
parte proteica de la lipoproteina se realizaron dos tipos de precipitaciones,
utilizando dos propiedades de la LDL. For un lado se recurrid a la clasica pre-
cipitaciénde protefnas con acido tricloroacético(TCA)al 5%, tomando una
alicuotadela soluciéonde lamoléculamarcada y agregando igual volumen de
solucidn de TCA. A continuacion se centrifugd durante 20 minutos a 2000 rpmn,

separando 1 sobrenadante del precipitado y midiendo la actividad de ambos en

un activimetro.

Por otro ladn, aprovechando la caracleristica de que la LDL posee car-
ga positiva, se utilizé el fosfotungstato de Na/Mgz° , reactivo precipitante de
lipoproteinas de amplio uso en laboratorios de analisis clinicos. A una alicuo-
ta de la solucidén de la molécula marcada se le agrega dos veces su volumen de
reactivo precipitante, dejando a 4 °C durante 1 hora. Luego se centrifuga du-
rante 20 minutos a 2000 rpm, separandose el precipitado del sobrenadante y

midiéndose la radiactividad de ambos.
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Cromatografia de LDL-Tc—99m en Sefarosa 4--B.

Parapoder visualizardistintas fracciones de radiactividad, las que
pudiesen corresponder a la lipoproteina marcada, a formas coloidales o a """ Tc
reducido pero no unido a la lipoproteina, se decidid estudiar la molécula mar-
cada con una columna de Sefarosa 4-B, en la cual lagz fracciones son separa--

das de acuerdo a su peso molecular,

Para esto, se prepard una columna de 30 cmde largo porl cmde ancho
con 5efarnsa 4--B(lLab. Pharmacial, la que fue equilibrada con szolucion fisiold-
gica que contiene albunina bovina al 3 %. 52 sembrd una alicuotade 0.1 ml y
mediante la elucién con solucidn fisioldgica s30 recogieron 20 fracciomws de 2.5
ml cada wna. Ademads la columna fue barrida en un radiocromatografo para re-

gistrar los distintos picos de radiactividad.

Valoracién del complejo LDL—Tc—-99m a plf fisiolégico

La molécula de LDL marcada con """Te posee un pH final 9,0, por 1o que fus

]

necesario estudiar la posibilidad de una desmarcacion "in vivo", al ser

inyectada a un animal de experimentacion, donde el pH sangulneo es 7.4,

Para llevar a cabo este estudiv e procediso a la separacion de plasma
de la especie en estudio, al que se agiregd la lipopruotelna marcada. Poslerior -
mente se realizd una cromatografia en Metanol 85 % vy precipitacic’m =2n Lriclo-
roacético al 20 % para evaluar la cantida de TcO.' en la mezcla lipoprotleina-
plasma. Lus resultados de esta prueba "in vitro" son extrapolables al momento

de la incoculacion del compuesto.
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Estabilidad "in vitro®

La prueba de estabilidad "in viLlro™ tiene como fin establecer hasta que
tiempo post marcacion =2l couplejo puede ser utilizado, En términos generale:s,
la estabilidad se mide mediante cromatografias del compuesto a dizlintos

tiempo:s=, durante por lo menos 2 horas.

Conlroles bioquimicos

Debido a que la técnica de marcacion con '"'T

c no es del tipo de sustitu-
ciéon nucleofilica, como en el caso del 1-125 o 1-131, sino que se forman comple-
jos de coordinacidn de naturaleza desconocida los que podrian alterar el com--

portamiento bioldgico de la lipoproleina, dehbimos estudiar la wolécula marca

da desde ] punto de vista bioquimico pars comprobar que la misma mantuvier:

i}

después de la marcacion todas sus propiedades fizicasz, quimicas, bioldgicas
jui =

inmunoldgicas respecto a la LDL nativa,

Para llevar a cabo este objelivo se evalud el tamato de la molécula
marcada, sumovilidadelectroforética,afinidadbioldégicaycomportamiento

inmuneoldgico, eligiendo medios adecuados, Las pruebas utilizadas fueromn
~Eleclroforesis en gel de poliacrilamida
-Cromatografia de afinidad en Concanavalina A

—Inmunodifusidén

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Es un método analitico ulil para estudiovs fisicoquimicos y determinacidn
de pesos moleculares. El tamaiio de lus poros de los geles de poliacrilamida se

ven fundamentalmente afectados por la concentraciion total de acrilamida uti-

0
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lizada 2nla preparacisndel gel. Esto:s geles son, en realidad, tamices con

tamafio dde poro cada vez menor, que detienezn la protefna en su l{mite de poro.

Para el estudio de ta LDL marcada =2 ulilizdé una placa de gradiente
discontinuo de poliacrilamida de 2.5 a 3.5 %, sembrindose en paralelo la molé -
cula marcada y LDL nativa precoloreada con Suddan B, La corrida electroforé-
tica se realizé en Buffer Tris-glicina pll 8.6, durante 1,5 horas a 250 V.
Transcurrido dicho lapso de lLiempo, e midid la actividad correspondiente a la

banda de LDL, en un calibrador de dosis, as{ como 12 zona de siembra.

Cromatografia de afinidad en Concanavalina A

La cromatografi{a de afinidadesuntipode cromatografiaenlacuallia
molecula a analizar queda especifica y reversiblemente unida por una sustan-
cia comblinante complementaria, ligando inmovilizado sobre un soporte inzolu-
ble (matriz). Un ligando bioespecifico se halla covalentemente incorporadon al
material del lecho cromatogrdfico. La muestra, que contiene la sustancia de
interes, se aplica bajo condicinones favorables para la combinacion e=speaifica
con 2l ligando inmovilizado. Lax sustancias no unidas son eliminadas, recupe-
randose 3 continuacidn la suslancia de interées mediante el cambio de las con-

diciones experimentales por otras que favorezcan su desorcidn,

La concanavalina A (Con A), 25 una lectina hemoaglutinante, capaz de
fijar glucosa /7 manosa, aislada de lao Canavalia enziformis (leguninosa), Esta
lectina ha sido extensamente ulilizada en estudios sobre la superficie celu-
lar y mediante su inmovilizacidn con Sefaronsa, para la purificacion de glicn-
proteinas. La Con-Aes unametaloproteina coniones de Ca,° y Mg;, que son
esenciales para su aclividad ligaﬂte. Las lipoproteinas plasmdticas de baia
densindad, songlicoproteinas que quedan frecuentemente unidas 21a

Concanavalina A,



Matoriales:

-Con—-A-Sepharosa 4 B (Pharmacia Lah.)

-Solucidn A:

-Tris 0,02 M (2,423 g/
—-NaCl 1,0 M (58,44 g/1)
-CaCl, 0,001 M (0,11 g/1)
-MgCl,.4 HO 0,001 M (0,20 g/1)
-MgCl,.6 H,0 0,001 M (0,20 g/
—-Na N, 0,1 g/t

-pH 7,0

-Solucidén B:
-ldem Solucidon A

—-Alfa melil-D-glucosa 0,5 M (97.10 g/}

Procedimiento:

El gl es colocado en una columna de 30 cm de largo por 1,6 cn de didme--
tro y lavardo con solucion A. Se aplica 0.1 ml de la molécula marcada con jeringa
tipo tuberculina la que &3 medida antes y despueés de la siembra, para conocer
conexacthtitudlaactividad sembrada. Esta seraincubada durante una hora.
Transcurrido dicho lapso de tiempo, se eluye con solucién A hasta que el elui-
doesté libredelipoprofelina no retenida (30 ml). Para elufir el relenido se
incuba previamente durante Lres horasz consolucién B (2 ml). Finalmenle se

recoge la fraccion no retenida con Ia wisma solucion (30 ml),

Inmunodi fusioéon

Se utilizé la técnica de inmunodifu:=ion 1adial doble para esiablecer si
la LDL-Tc¢ -99m mantenia su propiedad inmunolégica, esto es: reaccionar con un

anticuerpo especifico.
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El anticuerpo utilizade fue Anti Apo B de oveja (Lab. Boheringer),
sembrandose en paralelo la mol#écula marcada y la LDL nativa precoloreada con
Suddan B. El sustrato de la placa de inmunodifusion se realiza con gel de agar
all%yel maedio utilizado fue buffer Veronal, pH 8,0. La placa sembrada se

dejs durante 12 horas antes de proceder a su lectura, la que consistio en vi-

sualizar la banda coloreada de precipitacisn.



MARCACION DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD CON_10DO

1-131

Este radioisdtopo ha sido utilizado en la marcacién de distintos radio--
fdrmaco: y biomoléculas desde los inicios de la FMedicina Nuclear, ya :=e3 con
fines diagndsticos o terapéulicos. Porotra parleenel casodela glandula
tiroides 21 [-131 se usa frecuentemente para estudiar el estado de la misma,

debido a 1a propiedad de la glandula en concentrar el elemento iodo ingerido.

Exiztendos formas de producciénde [-131,1la primeradeellasapartir
de elulidv de Teluro, donde el 1-131 5e obtiene pordestilaciény la segunda

mediante el proceso de fisidén de U-235 donde uno de los productos es =1 [--131.

Este radioisétopo posee un periodo de semidesintegracion de 8,02 dias,
2l que permite realizarestudios "invivo" duranteunlapso de tiempo

suficientemente prolongado, emitiendo radiacison beta y gamma (figura 14).
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FIGURA 14
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Método de 1a Cloramina T

Este métodn de marcacién desarrollado por Mc. Farlane es el mas usado
para la radionindacién de un gran niumero de proteinas. La cloramina—-T o sal de
sodio de N-monocloro—-p—-toluenosulfonamida &5 un medio oxidante que libera
acido hipocloroso en solucidén acuonsa y de esta forma oxida al radioiodo, pro-
bablemente por activacién del i6n radioindonio, produciendo la incorporacién

de un atomo de [ en los grupos tirosina de las proteinas.

[ cH,@-50,-N-c1 | Na*
Cloramina T

Reaccldn de oxidacidn:

_p-H,C-C. H‘—SO,—NCI] Na ® —————= HOCI

ONa 1178 | 4 HOCL ————we 1317128 (5] 4 1317028 gt 4 oNo g
cloruro acido
de iodonio hipocloronso

Una vez producida la reaccién de oxidaciéndel | en presencia de Clorami-
na T, es necesario frenar la oxidacién, para 1o cual se utiliza Metabisulfito de
Sodio (Na,5,0)). For lo tanto, las reacciones de iodacién de los grupos Lirosina

de |la parte proteica de la lipoproteina serfan:

o’ o)
H
N e
p [ O o]
R R

Engeneral seacepta,de acuerdo adatos experimentales, que laioda-
cién de proteinas plasmaticas por incorporacion de un atomo de iodo por mole-

cula de proteina no altera su integridad binlégica.
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Marcacion

Se toman 450 nl de LDL (450 pul de proteina)l, a los gque se incorporan 850
plde buffer fosfato 0.005 M. A continuacion370 MBq (10 mCi) de INa-131y 420
ng de solucidén de cloramina T, dejando en incubacisn durante 1 minuto. Inmedia-
tamente se afiaden 840 ug de solucidon de metabisulfilo de Na con el fin de fre-

nar la reaccion.

Finalmente, el producto marcado se purifica mediante una columna de

resina de intercambio iénico AGI-X8, obteniéndose de esta forma LDL-=I--131

Determinacidén de la pureza radioquimica

El control de la pureza radioquimica una vez conclufdo el proceso de
purificacidon de la molécula marcada, =2 realizé mediante cromatografia ascen-
dente utilizando como solvente Metanol 70 % y papel Whatman N! 1 como sopor--

te.

3 .
"'I vo unido a la molécula se revela me-

En este sistema la presencia de
diante la aparicién de un pico neto de sctividad en la zona correspondiente a
0.7 de R{, mienlras que la molécula maircada corresponde al pico de aclividad
enla siewbra. Se utilizaronlirasde papel Whatmandel,5 ende anchopor 20
cm de largon, La siembra se realizd con una microwjeringa Hamillon, depositando-
52 10 ul 2 1,0 cm de uno de los exlrenu:, Lueyn la misma se colocd en una cuba

croma.tografica de vidrin, cilindrics de 8.0 cm de didmetro y 25,0 cm de allura,

12 que habfa sido previamente salurada con 2l solvente.

Una vezdesarrollado el cromatograma,la lira seleysenunradiocro
matégrafo a una velocidad de 3000 mw/h, <alculdndose el porcenta je de pureza

radioquimica.
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ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

Esterilidad

Este ensayo tiene como finalidad la determinacién de contaminantes mi-
crobianos. La técnica utilizada fue la de la Farmacopea Argentina (6" Edi-
cion).Fara la siembra en los distintos medios de cultivo se utilizd una campana

de fujo laminar. Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:
—-caldo simple o nutritivo para la determinaciéon de organismos aerdbicos,
—caldo con tioglicolato para la determinaciéon de organismos anaerdhicos
—-caldo de Sabouraud para la determinacion de hongos.

Estos medios fueron colocados en tubos de vidrio a razén de 5 ml en cada
uno y fueron esterilizados en autoclave. En cada medio se sembraron 0,3 ml de
la solucidnde lipoproteina. La temperatura de incubacidén fue de 35 a 37 °C
para el medio nutritivo y el de tioglicolato,mientras que para el Sabouraud el
rango de temperatura fue de 22 a 25 °C.Se realizé control visual de todos los

tubos diariamente hasta los 7 dias.

Sustancias piretégenas
Método de los cone.ios

Esle ensayo tiene como objetivola determinaciénde la presencia de
sustancias que, al ser administradas 20 un animal homeotermo, provocan va--

riaciones en su temperatura basal,

Para ello también se recurriéala Farmacopea Nacional Argentina, que
recomienda el uso de conejos para la determinacion de sustancias piretédge-

nas. Se utilizaroncone jos, adultos de 3,5 a 4,5 Fgde peso.Estoss animales
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fueron dejados en ayunas 24 horas y sin modificar su entorno se los colocd en
el brete de trabajo en el cual permanecieron 4 horas para normalizar su tem-
peraturo basal., Se utilizaron s6lo los animales cuya Lemperatura no varié en
mas de 1 °Ceneste lapso, siempre que su temperatura no fuera superior a

39 ,B °C ni inferior a 38,9 °C.

Para cada ensayo se utilizaron Lres conejos, a los que se les administrsd
LDL por la vena marginal de una oreja. Los controles de temperatura se hicie-
ron a los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minhutos pnst administracién, Para evaluar

los resultados se siguid el siguiente criterio:

- si en Jos conejos, por 1o menos, se han regislirado elevaciones térmicas de
0,6 °C, » mas sobre s5u temperatura normal, el ensayo serd positivo; es decir

existen sustancias piretsogenas.

- 51 se ha regislrado elevacién térmica de 0.6 "C 0o mas en un sélo conejo, o si
la suma de las elevaciones térmicas de los Lres coneljos es mayor de 1,4 °C, el

ensayo sera dudoso,

—eneste Oltimo caso se practica un nuevo ensayo con un lote de cinco cone-
Jos. Si en dos conejos, por lo menos, de este nuevo ensayn se han regislrado
elevaciones térmicas de 0,6 °C o0 mas sobre su temperatura normal, el ensayo

sera positivo.

Método del Limulus

Los amebocitos, dnicas c2lulas que circulan por la hemolinfa del Limulus
polyphemus, contienan una proteina coagulable que gelifica cuando se la pone
en contacto con endotoxinas. Este fensmeno es la base de la aplicacién de un
lisado de amebocitos de Limulus (L.A.L) comn indicador de endoloxinas, Io cual
fue aplicado por Cooper y col. (1969) desarrullando la prueba para compuestos

farmaceuticos.

Este método, de gran sensibilidad para agua destilada, e3td sujeto a un

grado considerable de variabilid en su actividad dado que algunos componen:
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tes de los productos farmaceiuticos interfieren con la reaccién de gelifica-

cidn. Las condiciones de reaccidon son la siguientes:

1) Temperaluraéptima de reacciéni36-38°C, notandoseunadisminucionde 1a

sensibilidad a los 25 °C y destruyéndose a los 45 °C.

2) pH éptimo 6-8. Las muestras fueron lievadas al pH adecuado con solucione:s

apirogenas de NaOH C,1 N y HC1 O,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) Incubacison de las muestras en bafio de agua =in apgitacidén,

La metondnlogia consistid en mezclar una alicunta de solucién de la mues-
traacontrolar, unadel conlrol positivoyotradel control negativocon el
L.A.L a pH 6-B e incubar los tre:s tubos a2 36-38 °C. Transcurridos los 60 minu-
tos,los tubos seinvierten(180 grados)en forma muy suave;la presencia de
un gel que permanece intacto al invertir el tubn indica la presencia de sus--

tancias piretégenas.

Con la finalidad de comprobar la compatibilidad de la muestra con el L.A.L

se procedid comn se indica a continuacion.

1) Se reconstituyeron dos frascos de endntoxina, una con el productu a anali-
zar y otro con agua destilada apirégena de forma tal de lograr en cada uno-de

ellos la misma concentracién final de endotoxina:s.

2)A partirde éstos se prepararondos series dediluciones hastalograrla
menor concentracién de endotoxina deirctable, dato proporcionado por la cur-

va de sensibilidad.

4) En todus los tubos se mezclaron con la alicunta del lisado una del producto
a controlar y agua destilada apirégena. La bateria de tubos se colocaron en

el bafio de agua a 37 °C.
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5) 5i al cabo de una hora no =32 observa gelificacidsnenlos tubos marcados

comn positivos de la muestra, indica inhibicidon por parte del producto,
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MODELOS BIOLUGICOS

Ratones

Clase: Mamifera
Orden: Rodentia
Familia: Muridae
Género: Mus
Especia: musculus

Se ulilizarondos cepas de ratones, NIHy Balb ¢ Nude. El ratén NIH, es
una variedad albina del ratén comin, gue posee pelaje blanco; mientras gque el
ratén Nude es una variedad atimica que por no poseer pelaje, se lo conoce
bajo el nombre de "ratén desnudo”". Las caracteristicas de ambas variedade:s

constan en el catalogo del National Institule of Health,

Los ratones fueron endocriados y alimentados con pellet de formulacison
abierta.Enel casode los ratones Nude, ésfos fueronmantenidos desde su
nacimiento hasta 2] momento de cada experiencia en ambiente estéril, indis-

pensable por el hecho de que estos animale:s son inmunodeficientes.

En el momento de ser utilizados los ratones NIH posefan un peso de 28 a
30 g y su edad estaba comprendida entre 45 y 60 dias, mientras que los rato--

nes Nude tenian un peso de aproximadamente 20 g y 120 a 150 dias de edad.



Ratas

Clase: Mamifera
Orden: Rodentia
Familia:s Muridae
Género: Rattus
Especie: norvegicus

E: un roedor de pelaje blanco, con el iris y las extremidades de las pa-
tas rosadas, hocico punteagudon, cuello alargado y cola cubierta con escamas.
La cepa utilizada fue la rata Wistar y sus caracterislicas se encueniran de-

talladas en el catalogo del National Institute of Health.

En 2] momento de ser utlilizados, estos animales posefan un peso de 250

3 300 g y una edad entre 70 y 80 dia:s.

Conejos

Clase: Mamlfera
Orden: Lagomorpha
Familia: Leporidae
Género: Oryctolagus
Especie: cuniculus

La American Rabbit Breeders Association (ARBA), presenta en sus caltad-
logos aproximadamente 28 razas y alrededor de 77 variedades de Oryctolagus

cuniculus, La raza utilizada en este trabajo fue la Newa Zelandia.
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BIODISTRIBUCION DEL COMPUESTO MARCADO.

Para conocer lacinética de la LDL marcada se utilizarondos tipos de

técnicas, invasivas y no invasivas,

La: técnicas del tipo invasivas 52 basan en la inyeccion del compuesto
por via endovenosa con el posterior sacrificio del animal a tiempos preesta--

0
blecidos, midiéndonse la actividad en lus drganns de interés,

En tanto que, en 2] segundo tipo o Lécnicas no invasivas, no es necesa-
rio el sacrificio del animal en estudio ya que pueden llevarse a cabo cente-
Iltografia:s o distribuciones bajo Camara Gamma del animal vivo, una vez inyec--

tado el compuesto.
MODELOS EXPERIMENTALES

Los distintos modelos experimentlales fueron seleccionados con =1 fin de
estudiarbajo distintos aspectos, lalipoproteina marcada. Forunlado se
estudié ] tipo de distribucion bioldgica de la LDL procedente de una especie
distinta & la conziderada en la experiencia. A este modelo se lo denomind he-

terdlogo.

Paralelamente se utilizé el modelo homdlogn, en el cual la lipopreteins
marcada provenia de la misma especie en estudio, E1 Ol timo modelo usado fue el
de un animal portador de tumor humano, debido a la relacién entre la proceden-

cia del Lumor y la lipoproteina plasmalica de baljs densidad del wismo origen,

Por otra parte, tanto 21 modelo homsélogo como el heterslogo permitieron
comparar el comportamiento biolagico de la LDL al =er marcada con dos radioi-

» . . 1] 3
sétopos distintos, a saber, ""Tc e '*'1.



En el esquema de trabaio gque e detalla a continuacion se describen los
distintos modelos utilizadosz as{ como las ezpecies convideradas an cada uno

de ello:s,

MODELO HETEROLOGO MODELO HOMOLQOGO MODELO TUMORADO
(LDL-Humana) (LDL-Cone jo) (LDL-Humana)
Ratones NIH Con2jios normales Ratones Nude
Ratas Wistar Conejos hipercoles-

terolémicos

Coneios
.

Modelo hetserélogo

Ratas — ratones

Se utilizaronratas Wistary ratones NIH, a tlos que s2 les adninistrd
LDL humana marcada con '""Tc e '*'], llevandose a cabo la dislLribucién biologica

mediante Lécnicas invasivas.

Metodologia

La técnica consiste en la administraciion del compuesto marcado por via
endovennsa y posterior sacrificio del animal a un Liempo post inyeccian
preestablecido, que permita la compleladistribuciéndela LDLmarcada sin

persistir una elevada concentracion en sangre.

Loz animales, ya fuesen ratas o ratone:s, fueron sometidos a ayuno
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s6lido de veinticuatro horas antes de cada experiencia. Para la inyeccidn, los
ratones fueroncolocadosenunbrete adecuadoy seles dilatdéla venade la
conla mediante accidn caldrica, administramloles 0,1 mil de la solucién 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 gque se les administrse 0,2
m! del compuesto por la vena del pene. Las mismas fueron previamente aneste-
siadas con una dosis intraperitoneal de uretano equivalente a 1 g/kg de peso
del animal. El sacrificio se realizd, enel cazo de luos ratones por tracacion
cervical,colectando conmaterial absorhente, laorinasliminadaeneszamo-

mento; con las ratas se procedid al corte del diafragma.

Los animales se colocaron en posicidén decubito dorsal sobre la camilla
de contencion, sujetadndolosporlascuatroextremidades. Acontinuacionsze
efectud un corte desde la regidn inferior del eslernin hasta la genital v con

ayuda de separadores se aisld la piel y el teiido subcutaneo.

Se realizéla aperturadelacavidadabdominal, utilizando una pinza de
punta finay tijeradecirugiaoftalmoelogica. Fosteriormenle seextrajeron
-~

losdrganous que fueroncolocadosen tubosde conteode 25 mm dediametro y

90 mm de =~ltura.

Para los ratones se utilizaron 7 tubos en losz cuales se colocaron: higa -
do, bazo, vesicula, sistema gasztrointe:xstinal, rifones, veldiga junto conlo ori-
na conlectada y en el dltimo tubon el resto del animal (sin la conla para descon-
tarla posible radiactividad que haya quedado relenidaenla zonadeinyec-

cion),

Cuando el animal utilizado fue la rata, se uszaron 7 tubos en los cuales
se colocaron: higado, bazo, sistema gastroinlestinal, rifiones, glandulas
adrenale:s, testiculos y pene (dato ulilizado en el calculo de dosis efectiva).
Los tubons fueron medidos en una cdmara de jonizacisn calibrada con una dis-

rsion no mayor del 5 %.

!
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Dosis inyectada, dosis efectiva, ¥ de dosis

Calculos en ratén

Se toma como dosis inyectada, la suma de actividadde todos luos Luboss
correspondientesaunaninal.Conestosdatns secalculael porcientodela

dosis inyectada en cada érgano.

Calculos en rata
Se consideran dos valores:

Dosis inyectada: es la diferencia de actividad entre la jerings an-

tes y después de la inyeccién.

Dosis efectiva:es el valorresultanteentrela dosisinyectada
menn:s 8l decaimiento radioisotdpico desde el momento de inyeccién al momento

de lectura de los 4rganosz, menos la actividad en pene.

Conejos

Loz consjos fueron anestesiados mediante inhalacidn de éter y coloca-
dos bajo tla Camara Gamma. Seguidamente el animal fue inyectado con LDL-Tec-
99m humana a traveés de la vena marginal de la oreja, visualizandose la distri-
bucibsn del compuesto desde el momento Jde inyeccién. De esta forma se pudieron

obtener las curvas de distribuciénen los dislintos érganos.

Cédmara Gamma: Ohio Nuclear, Modelo Sigma 400 acoplada a un computador
bip 460, Fosee un juego de colimadores intercambiables para baja, media y alta
energia,conorificios paralelos ydivergentes. Para la realizaciondeeste

trabajo fue utilizada la Cdmara Gamma ubicada en el Hospital Escuela José de



San Marltin e Instituto Roffo, ambas pertenecientes a los Servicios de Medici-

na Nuclear de CNEA.

La tomografia radioisotlépica, es ls representacidn en dos dimensiones
de una situacién anatémica en tres dimensione:z. Actualmente el término "Lono-
grafia computada” se refiere a un método diagnsstico radioldgicn que provee
imdgenes de secciones transversalesdel cuerpo, Elprincipiodela recons-
trucciénde laimdgenusadoenla tomografifa computada puede serutilizadn
para la visualizacién de estructurasz anatéomicas mediante 2|l uso de emisore:s
gamma o positrones. Eneste caso se habla de tomografia de emisién computiada,
en donde la radiactividad es colectada por medio de un deltector de actividad
convenientemente colimado y que barre el objetoconuna geometria conve-
niente, circular, rotatoria, etc. y es registrada como cuentas por unidad de

tiempo en funcion de la posicion del detector con respecto al obljeto.

Esftosdatos puedenregisirarse comownperfil enel cual ta ordenada
representa el conteo y la abeciza la posicidén del registrador. Estsa operaciéon

se repite parauncierto mimero de dngulos alredador del objetoy la imdagen

h

puede reconstruirse por aplicacién de un algoritmo conveniente., Las imdgane:
obtenidas son analizadas por definicion de zonas de mayor o menor concenbtra-
cién de actividad, las que son viswualizada:s ya sea por concentraciédn de color
o por distintas tonalidades de grise:, =i la imdgen se lleva a cabo en blancoe vy
negro. A las zonas que concentran actividad del radioisétopn ulilizado =2 las
denomina zonas calientes mientras que las zonas que no concenlran actividad

alguna =2 las denomina zonas frias.
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Modelo homdslogo

Se utilizarondos grupos de conejos, 2 quienes s les inyectd LDL de

conejo marcada. Los lotes de animales fueron divididos segun su dieta.

Conejos criados a dieta normal

Estos animales fueroncriados conpellet de formulacionabiecla y al
momento de realizarse el estudio poseilan niveles normales de colesteronl, (0,9

g de colesterol / | de sangre).

Conejos hipercolesterolémicos

Loz conejos fueron alimentado: con una mezela de pellel de formulacidn
abierta y manteca., Diariamenle cada coneju ingeria aproximadamente ] 5-6 %
de su peso enmanteca. El tratamienlo se prolongs porel lapso de 8 mases,
verificddnse por dosaje de conlesterol plasmalico que a los 30 dias de inicia-
do 2l tratamiento el animal poseia valores de colesterol correspondientes a
hipercolesterovlemia (2 a 2.5 gde colesterol /1 de sangre), llegando al final

del tratamiento con niveles de 4 a 5 gr de colesterol /1 de sangre.

Modelo bioldgico portador de tumor humano

Se mantuvo un tumor mucoepidermoide de pulmén humano por medio de
implantes sucesivos en ratones Balb ¢ Nude. El tumor se homogeneizé en solu-
cién fisioldgica, haciéndolo pasar por una malla de acero de 1 mm’ y posterior-
mente inyectado subcutaneamente en el espacio interescapular. Pasados
aproximadomente 30 dias se puede detectar el crecimiento tumoral, calculan-

dose el volumen del tumor con la formula de un elipsoide,
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V=a'xb/ 2,donde a = ancho del Lumor y b = largo del tumor

Cuando el tumor llegd a un volumen de aproximadamente 300 mm’® se dividid
gl grupo de animales en dos lotes. El primer grupo o lote de ratones fue ali-
mentado con dieta suplementada con 25 mg de Acido gamma-linnleico (GLA) por
gramo de pellet, misntras que el segundo lote o grupo control continud can la

dieta de pellet de formulacion abierta esterilizada con radiacién gamma.

De ambos lotes, seinyectéunnimero determinado de animales conLDL
humana marcada con’*Tcconel finde poder cuanlificar sucaphtaciéonpor el
tumor. La lipoproteina marcada fue inyectada por via endovennsa, utilizando
para tal fin la vena de la cola, dilatada por accién calbdrica, administrdndose
0,1 ml de!l producto a cada animal. Los ratones fueronmantenidos durante 3
horas y luego sacrificados con el objeto de realizar las mediciones de activi-
dad incorborada en 21 tumor, higado, bazo, rifiones , sistema gastrointeslinal

y sangre.

Esquema de trabajo:

Ratone:= Balb ¢ Nude

implantes de HLMC
zona interescapular

45 dias de d

,...
D
by

inoculacién de LDL-Tc-99m

sangre higado tumor baizo gastro rifion
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OBTENCION DE LIPOPROTEINAS I'LASMATICAS

Control de calidad

Tanto la electroforesis en gel de poloiacrilamida—SDS al 10 % (FAGE-3D5)
(figura 15), como el perfil electroforético de cada fraccién de lipoproleinas
realizado medianteungiadientediszcontinun depoliacrilamida, (figura 16),
mostraron que luego de la separacion de lipoproleinas Lotales exisle una =ola
banda cle cada fraccién, sin observarse conlaminaciaon de una lipoproteina con

otra.

Estos resultados fueron observados tanto en la separacison de DI ho-

mana como de cone.jo.

La medicién de colesterol sohre alicuota de lipoproleinas Lolales y de
cada fri.ccidnde lipoproteinas. mo:Llrd una recuperacionmayordel 90 % con

una reloién de: VLDL, 3 % ; LDL, 60 % ; HDL, 29 %.

Sin embargo, como se puede apreciar en las cromatongrafias en Sefaroze
6 B (curva 2 y 3), existen diferencias en las c¢anlidades de cada lipuproleina
segin se trate de la especie humana o de conejiu, 5i comparamos la concentra-
ciénde LDL enambasespecies, veremos que el conejo posee menur canlidad
que el =er humano. En cambio, si nos referimos a la HDL, ésta se encuentra en

mayor piroporcisn en el cone.io.

-~

Exslos resultados concuerdan con dalon bibliograficos los gue sefialan

que la concentracion de LDL en el coneldo corresponde a un tercio de la humana,
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Frotefnas totales

En todas las separaciones de LDL humana la concentracién de proleinas
totales medidas por el método de "Lowry" dieron una concentracidén que varis
entre {1 3 2 mg / ml, mientras que en el conejo ésta fue menor dando valores de

0,7 a 1mg / ml.
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MARCACION DE LDL CON **71¢.

Pureza radioquimica

La pureza radioquimica determinada por cromatografia en Metannl B% % y
papel Whatman # 1 fue en todos los casos mayor del 95 %, visualizdndose un

solo pico neto de actividad en la zona de la siembra (Rf = 0),

Precipitaciones protéicas

En la figura 17 se encueniran detallados los resultados correspondien
tes a las presipitaciones de LDL-Tc-99m con dcido tricloroacéticoal 5 %y
fosfotungstato de Na / Mg''. Ambas precipitaciones dieron porcentaje:s saome-
Jantes Jde actividad en la fase protéica, con un promedio de 63 % para =l reac-

tivo precipitante y 57 % para el Lricloroacetico.

TCA X = 57 % (+ 0.5)

reactivo precipitante X =63 % (+ 0.67)
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Andlisis de LDL-Tc-8389m en Sefarosa 4-8.

El analisis del compuesto marcadoenestacolumna sellevd acabo por
dos mélodos. Una vez sembrada la columna ¢on LDL-Tc-99m, la misma fue barri-
da en un radiocromatégrafo, observandose dos picos de actividad; uno
correspundiente ala zonade siembra y otro por debajoque corresponde al

compuesto marcado.

Mediante la 2lucién de la columna en alicuotas de 2.5 ml so determind gque
la LDL-Tc-99m sluye en un pico de actividad en el cual se recupera un prome-
dio del 60 % de la actividad sembrada (+ 0.47). La actividad restante permanece
en la zona de la siembra y no es eluida a travez de sucesivos lavados, (curva

4),

m



TABLA N° 8: valores promedin de las actividades correspondientes a las frac-

ciones eluldas.

Fraccion de elucidn Actividad (uCi) % de act. sembrada
1 14.6 0.27
2 11.8 0.22
3 15.1 0.28
4 16.9 0.32
5 19.3 0.36
6 70.0 1.32
7 210 3.96
8 857 16.17
9 756 14.26
10 G 46 12.19
1 303 5.72
12 223 4.21
13 159 3.0
14 72.5 1.37
15 29.0 0.73
16 34.0 0.64
17 38.0 0.71
18 38.1 0.72
19 33.4 0.63
20 27.2 0.5
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Valoracién del complejo LDL-Tc-99m a pH fisiolégico

Las cromatografias y precipitaciones de LDL-Tc~99m llevada a pH fisio-
Iégicomedianteel agregado de plasma dieronuna pureza radioquimicamayor
del 95 % y un porcentaje promedio de actividad en la fase proléica del 60 %:

resul tados equivalentes a los obtenidos en el caso de LDL-T¢c-99m a pii 9.0.

Estabilidad "in vitro®

Duiante las dos horas estipuladas de seguimiento del compuesto marca-
do mediante cromatografiaenMetanol 85 %, papel Whatman# 1, no se observd
variaciénde los resultados,encontrandoseentodoeste tiempouna pureza

radioquimica mayor del 95 %.

Controles bioquimicos

La actividad de LDL-Tc-99m encontrada en la banda correspondienie a la
LDL nativa, por electroforesis en gel de poliacrilamida, correspondié al 95 %
de la aclividad sembrada, mientras que 21 5 % restante se vizualizo en la zona

de siembra de la placa (figura 18).

Loz resultados de la cromatografia =n Con-A, indicaron que el porcen-—
taje de actividad correspondiente a LDL--Tc¢c-99m (RETENIDO), fue de 61 % (+
0.61), encontrandose en 21 NO RETENIDO la actividad restanie (figura 17).

En cuanto a la inmunodifusién, pudo zer visualizada la banda de precipi-

tacién correspondiente a LDL-Tc-99m (figura 19).
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MARCACION DE LDL cON '8! f

Pureza radioquimica

La cromatografia realizada enMetanol 70 % y papel Whatman #1, de la
LDL-'*'l luego de su purificacién en columna de intercambio iénico, dié una pu-
reza radioquimicamayor del 99 %, Enla zona correspondiente a Rf=0 se vi-—
sualizé un pico neto de actividad de LDL-1-131, mientras que en la zona de Rf =

0.7, no se encontré actividad de '*'I,

ESTUDIOS FARMACUOLOGICOS

Esterilidad

En todas las muestras estudiadas no se visualizd crecimientno de conla-

minantes microbianos.

Sustancias piretégenas

Tanto por el método de los conejos como por el Limulus test, las mues-

tras de LDL no presentaron pirégenos.
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Modelos experimentales

Modelo heterdélogo

BIODISTRIBUCION DEL COMPUESTO MARCADO

Ratones

Enestos animales se utilizarondistintos tiempos de sacrificio post

inoculacion: 30 y 120 minutos, en los que pudo comprobarse que la LDL-T¢c-99m

se distribuye rapidamente por los distintos érganos sin haber una modifica-

ciéon sustancial en los porcentajes de caplacién entre ambos tiempos. ¥ 1%, 30,

60 y 120'minutos, tiempus donde se puede visualizar claramente la eliminacion

del compuesto marcado por orina.

Los valores obtenidos para cada drgano considerado fueron los siguien-

tes:

TABLA N° 9: 30 MINUTOS

ORINA RIFON | VESICULA | HIGADO BAZO GASTRO
X 19.97 7.66 0.46 16.53 0.35 15.63 |
o 5.69 0.46 0.21 1.37 0.18 3.29

TABLA N° 10: 120 MINUTOS

ORINA RINON VESICULA HIGADO BAZO GAS5TRO
X 35.22 5.66 0.79 15.87 0.40 19.49
o 2.08 1.26 0.36 2.13 0.19 213

Nota: resultados expresados en % de dosis + undesvio estandar, n = &0
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Tomando en cuenta todos los tiempos utilizados, la eliminacién de LDL -
Tc-99m por orina en ratones arrojs los siguientes resultados.

TABLA N* 11: ORINA

15 minutos

30 minutos G0 minutos 20 min. .
X 10.39 25.37 ___;8.46 35.22
¢ 1.3% 0.70 1.37 2.08
Nota:

TABLA N°® 12: RINON

resultados expresados en % de dosis + un desvio estandar, n=5%0

15 minutos

30 minutos

GO minutos

%

B8.84

7.92

7.64

g

0.448

n.29

.

0.82

0.62

Nota: los resul tados estan expresados en % de dosis + un desvio estandar,

n=50

TABLA N°® 13: ORINA + RINON

15 minutos 30 minutos 60 minulos 120 min.
Y 19,23 33,29 36.1 41,73
4 1.81 .9z 2.09 2.6
Nota: los resultados estadn expresados en % de dosizt un desvio esténdar,

n=50,
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Ratas

El grupode ratas que fue inyectadaconLDL~-Tc-99my sacrificada do=s

horas post inoculacién presenté los siguientes porcentajes de captacian:

TABLA N° 14
RINON HIGADO BAZO sASTRO ADRENAL | TESTI
X 13.45 13.07 1.65 12.28 0.29 0.83
° 2.51 3.31 0.47 1.99 0.035 0.18

Nota: resultados expresados en % de dosis + un desvio estandar, n=5%0

A igual tiempo,inyectando LDL-1-131 se obtuvo un perfil de captacion
por érgano similar al de '""Tec.

TABLA N* 15
RINON HIGADO BAZO GASTRO ADRENAL | TESTI
% 8.37 11.64 0.51 11.95 0.51 1.56
o 0.30 3.18 0.58 2.73 0.15 27

Nota: resultados expresados en % de dosis + un desvio estandar, n = 50

higado: se lo considera como 6rgano de mayor pesao, debido a su
importancia en el metabolismo de la LI'L y por presentar captacion de LDL mar-
cada durante tiempo prolongado. Es pour eslo que fue utilizado como drgano de
comparacion (P > 0.05), En el caso de rinones, no puerden realizarse comparacio-
nes debido al error que se produce pour la falta de recolecciénde orina en

cada experiencia, por lo que el F seria 70.0%,
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Conejos

El e:studin dindmico de LDL-Tc-99m bajo camara gamma se reslizé adgui-
riendo imagenes durante 20 minutos a partir del momento en que el compuesto
es inoculado mediante la vena marginal de la oreja. Dicha adquisicisn estuvo
compuesta de dos fases, la primera con imagenes cada 4 segundos y la segunda

fase cada 1 segundo.

Inmediatamente después de la inoculaciénen torma de bolode LDL-Tec-
99m, lo que equivale a la primera faise del estudio, se visualiza corazony
arterias coronarias. A continuacién se puede ver claramentie como el compues-
to transita la arteria aorta dirigiendo:se hacia el higado, en el cual es capla-

do por los hepatocitos a traves de los receplores de LDL.

Enla segunda fazse son visualizados ambos riflones, con sus respectltivo

i

ureteres y finalmente la vejiga.

Eslas distribuciones en coneljosz normale:s permitieron por un lado obte -
ner la bindistribucién de LDL humana en la especie gque constituiria el modelo
experimental patoldgico.Yporotiolado seutilizd para corroboraruna vecz
mas que l2 LDL marcada con """Tc se comporta biolégicamente igual a la LDL-1--
131, ya gue en estudios anterinres con LDL-1-131 en conejos, realizando cen-

tellografias lineale:s se nbtuvieron las mizma: imdgenes,

En cuanto a la excrecidn del compuesto, podemos decir que una parte de
la lipoproteina marcada es degradada en fragmenlos mads pequeiios gque serian
los filtrados en rifién eliminandose finalmente por orina. Esta seria la via de
eliminacisn rapida del compuestio, Mientras que la mayor parfe de la LDL cap-
tada por el higado seguiriala via metabsélica normal dela lipoproteina, por
cuanto su excrecison se llevaria a cabo muy tardiamente no pudiendo ser cuan-
tificada debido a la vida media de 6 horas del 1adinisétopo utilizado para es -

tudins 2n camara gamma.



Moddelo homologo

Conejos narmales

Enlos conejos alimentados condieta estandary niveles normales de
colesterol plasmatico, se inoculd LDL de conejo marcada con """ Tc, llevandose
a cabo estudios en cadmara gamma y comparando los resultados obtenidos can

las inoculaciones de LDL-Tc-99m humana.

Las imadgenes obtenidas mediante distribuciones dinamicas, con los mis-
mos tiempos de adquisicién de imdgenes que en los estudios anteriores, mos-
traron que la biodistribucion del compuesto se lleva a cabo de igual forma y
que la captacion por parte del higado y rifiones es la misma. Encuanto a la
excreciondelalipoproteina también se realiza en parte por via renal, con
visualirzaciénde vejigay viametabdlica mediantecaptacidnhepéatica.Estos
resul tados pueden ser visualizados en las fotos que se muestran a continua-

idn.

9]

FotoN'l:enesta fotografla se puede visualizar la distribucidn del
compuestio desde el momento de inyeccién y durante la primera fase del estu-
din. Una vez producida la entrada de la LDL-Tc-99mencirculacidén se puede
apreciarquelamismallega al corazén,desde el cualdesciende porlaaorta
distrbuy®ndose rapidamente hacia lo:s dislintas zonas del organismo, visuali-
zandose =1 higadn, posteriormente ambos rifiones con sus respectivos uréte-
resy al terias femorales.Hacia el final Jeesta primera fase se comienza a

observar la entrada de aclividad en vejiga.

Foto N* 2 :corresponde a una imdgendetenida del conejo enestudio,
donde pondemos apreciar distintas zonas calientes. La primera de ella:s
correspondiente a la oreja 23 debida al resto de actividad concentrada en la
zona de inyeccion del compuesto. La segunda zona caliente, la que no se

encuentra bien delimitada por el hecho de tratarse de una imagen de la prime -



ra fase del estudin, ( no 52 visualiza veljiga ), abarca la actividad correzpon-

diente al corazéne higado. Si nbservamos detenidamente se puede apreciar

]

que existendos zonasdemayorconcentraciénde aclividad(amarillas), la
que delimitan Ilns centros de la zona cardiaca y hepatica. la tercera y altima

zona caliente es la que corresponde a la aclividad concenlrada en ambos vito-

nes.









Dieta hipergrasa

Pasados 30 dias de iniciado 21 tratamienio los conejos poseian 1,8 g/l de
colesterol plasmatico, siendo el nivel normal de 0,9 g/l. Es decir que ya en el
primer mes de tratamiento los animales se encontraban hipercolesterolémicos.
El nivel madximo de colesternl se registid a los 8 neses, donde este valor as-

cendid a 4,5 g/l.

Enla curva 6, podemos visualizarel aumentode colesterol plasmalico
durante los ochomeses de tratamiento yenlas fotos correspondientes se
observa el tejido graso resultante del tratamiento que recubre la mayoria de

los drganos y arterias.
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Foto N*3 y N* 4 : ambas fotografias fueron tomadas durante la necropsia
de conejos hipercolesterolémicos que hablian terminado el tratamiento hiper-

graso y a los cuales se les realizé previamente el estudio en Camara Gamma.

Podemos observar que la apertura de la caja toraxica medianie corte y
separacion del esterndn revela que el corazén se halla recubierto de una e=-
pesa capa de tejido graso, siendo imposible de visualizar en la primera foto-
grafia. En la Zona abdominal los resultado:s fueron los mismos ya gque el tejido
graso recubrié todos los 6rganos y comoenel casode los rifiones se puede

apreciar la zona que ambos ocupan, cubierta densamente de este tejido graso.










Conejos hipercolesterolémicos

Las distribuciones en camara gamma de LDL-Tc-99m en conelios tratados
se realizaron siguiendo el mismo protocolo que en los conejos normales, 2sto
es con adquisicion de imadgenes durante 20 minutos, con dos fases, cada 4 se-
gundos y 1 segundo respectivamente. La diferencia radica en la lipoproteina
utilizada, ya que como se explicoenmaterialesy métodoseneste modelo se

inoculé LDL de la misma especie en estudio.

Lasdiferenciasencontradasenlosconejoshipercolesterolémicos no
fueron uniformes en todos los casos, ¢sto debido a que cada animal desarrolla
como en el caso del hombre en forma diferente la patologia. Agupando laz dife-
rencias observadas en todos los animales estudiados, llegamos a determinar

que:

1- el transito cardiaco fue mas prolongado en los conejos hipercole:ste
rolémicos, lo que equivale a una Jdemora 2n la visualizacidon de oz demdes

organns.

2—- r2n cuantn a la caplacidn renal encontramo: diferencias enlre ambos
rifiones, en casi todos los casns un rifion capltd @n menor porcentalje la
lipoproteina, sobre todoenlos conejns que llevaban mayor tiemnpo de

tratamiento.

3- la captacion hepatica también ze vié afectada en algunos casosz, no-

tandose una zona fria en el lobulo izquierdo del higado.

4—- en lo referente a la excrecion del compuesto via renal, la visualiza
cién de vejiga fue pobre y on formsa Lardia 1especto a los conejjox nor-

males.

5- wn un sélo caso se observd una zona caliente por encima de la veliga,
la qque en en la necropsia del animal correspondié a una acumulacidén gra--

53.



Fotao N*S :laimdagencorresponde a unconejo tratado conun nivel de
colesterul total de 4.5 gr /1 de sangyrwe, Enh este animal ademas de las zona=z
tipicas Jd¢ la distribucidsn de la LDL-Tc¢-99m se observa una zona de concentra-
ciénde aclividad ubicadaenel costado superior izquierdo de la velige.Por
otraparleenla zona hepatica no e visualizaclaramente el lobuloderecho

del higado.

Foto N*6 : en este caso ze puede apreciar que lus riofiones de este co-
nejo, nohancaptadodeigual formala lipoproteina,loque podria deberse a
alteracinimzs en la arteria renal debidasz a la hipercolesierulemia, (colesteiol

total = 4.0 gr/l de sangre).

Foto N*'?7 : eneste conejo lo mas inmportante para destacar es la precen:
ciade una zona caliente porencima de la veljiga,la cual enla necropsia del
animal correspondisé a una region de acumulacién grasa, no pudiendo ser dizter-
minada frascientemente las causas que provocarondicha concentraciaonde

actividad.
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Mocelo portador de tumor

La inoculacion de LDL-Tc-99m en el lote de ratones tumorados y alimen-

tados con dieta estandar o grupn control, dis Inos siguientes porcentajes de

captacién:
TABLA N°® 16 -
RINON HIGADO BAZO SANGRE GASTRO TUMOR
X 4.55 4,33 0.88 2.52 34.30 2.95
s 0.44 0.48 0.13 0.99 2.01 0.81
Nota: resultados expresados en % de dosis + un desvio estandar, n= 20

Enellotederatones tumorados yalimentados condieta suplementada
con acido gamma linoleico, los resultados obtenidos tueron:

TABLA N* 17
RINON  [HIGADO BAZO BANGRE [GASTRO TUMOR
X 6.42 13.48 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 % de dosis + un desvio estandar, n = 20

La inoculacion de LDL-Tc-99m en ratones atimicos normales, es decir no
tumorados,manteniendoigualescondicionesexperimentales,arrojélos si-
guientes porcentajes de captacién en los érganos considerados anteriormen-

te.




TABLA N* 18

RIFON HIGADO BAZO _ SANGRE SASTRO R
X 5.21 8.36 0.83 2.63 12.46
P 1.04 1.91 0.11 0.89 2,75

Nota: resultados expresados en % de dosis + un desvio estandar, n= 30

Analizandolos porcentajes de captacidénpor drgano seobserva que la
mayor diferencia entre los tres grupos de animales se produce en la captacion
hepatica, evaluado mediante la prueba del t pareado, con un nivel de =ignifi-

cacidn del 0..5.

TABLA N* 19
ORGANO GRUPO CONTROL GRUPO GLA P
HIGADO 4.33 + 0.48 13.48 + 0.57 < 0.05
TUMOR 2.95 + 0.81 2.45 + 0,07 > 0.005

—
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RICUSTON

Loz estudios realizadosenlamoléculade LDL post marcacidéncon ' Tc

pueden dividirse con fTines practicos y segun su objetivo eun tres grupos:

1) verificar la unién del """Tc a la lipoproteina; 2) evaluar las propiedades fi-
sicogquimicas del complejo; 3) evaluar el comportamiento biolédgico e inmunolso:

gico de la LDL marcada.

En el primer grupon encontramos el control de pureza radioquimica y las
precipitaciones con TCA y fosfotungstato de NasMg’’. El unico pico de activi-

dad visualizado enla cromaltografia enMetanol 85 % muestra que el "’

Tc se
encuentra reducido y aparentemente unido a la LDL. Debido a que no se puede
asegurar con esle método la unidon del radioisdétopo a la lipoproteina porque
tanto el """Tc reducido como la LDL no migrande la zona de sicmbia, se
recurrié a las precipitaciones. Ambos metodos dieronporcentajex de acli-
vidadenla fase proteica semejantes (57 %y 63 % respeclivamente), lo cuual
indica que el """ Tc reducido se encuentra unido a la lipoproteina. Estos valo-
res concuerdan ademads, con los correspondientes al analisis de la LDL marca -

da en Sefarinsa 4-B, endonde se recupera 21 60 % de la actividad sembrada.

Enwl segundo grupo, la electroforesis engel de poliacrilamida de2 [LDL
marcada 2n paralelo con LDL nativa rm2veld que ambas migran en forma equiva -
lente, Por ultimo, =] estudio llevado a cabo 2n Con A, noslrd el reconocimieento
de los re:=iduos manosa de la lipoproleina marcada al igual que en el caso de

LDL nativa, lo que nos indicaria ademds cierto conportamiento biolédgico.

El dltimo objetivo, la verificacidn del comportamiento inmunologico fue
comprobadnconlainmunodifusidénenla cual, seobservalacorrespondencia

entre la lipoproteina marcada y la nativa.

Por lo tantn, el mélodo de marcacisn desarreollado permitidé obtener LDOL -
Tc-99m en condicinnes que aseguran una egquivalencia de funcionalidad entre

el produclo marcado y la lipeprotefna en we:zlady nalivo.

142



Por okra parte, el hecho de no ser neceszaria una puritficacién post mar-
cacién como en los métodos detallados con anterioridad a este trabajo, abre
un nuevo camino 2u la marcacion Lanto de lipoprotelnas como de protefnas, las
gue hitéricamente eran unidas a olros radivizdtopos comno 2l 1-125 debido 2 la

dificultasd Jde la marcacion con Tc—-99m,

Por otro lado la astabilidad "in vitro" del compuesto marcado demuestrs
que el comple jo formado conel radioisdtopo permanece enel Liempo, lo que
indica que el ""*Tc reducido forma un comple jo estable conla lipoproteina.
Ademas recordando que 21 pH final del complejo es 9, este no seria alterado al

penetrar al torrente circulatorio, donde 21 pH 23 notablemente inferior.

Para el andlisis de los distintos modelos experimentales, debewo:s
recordarque lasincégnitas surgidas luego dela optimizaciondel método de
marcaciéncon''*Tc, se centrabanbasicamente enlos siguientes punto:s: 1)
conocer =i @s posible la utilizacién de un compuesto con actividad bioldégica,
como |lo e:s la LDL, procedente de la especie humana en animales de otra espe-
cie;2) tratarde visualizaralgun tipnde modificacidénenla distribuciondel
compuesto en animales hipercolesterolémicos; 3) corroborar la incorporacisan
de la lipoproteina humana lﬁarca_da en un tumor humano crecido en un animal de

experimentacion.

Comparando los resultados de biodistribucién de LDL-Tc-99m humana en
ratas. ratones y conejos con la distribucién de LPL-Tc-99m de conejo en
conejos normales, se llega a la conclusidén gque el camino de la lipoproteina en
todos los organismoses el mismo, visualizdndose unaimportantecaptacison
hepatica y renal, (higado; ratone:s: 16.37 % +2.12, rata:s: 13.07 % +3.31, conejons:
21 % $0.5; rifién; ratones: 5.66 % +1.26, rata:s: 13.45 % 12.51, conejos: 16 % +0.5),
(LDL cone.o; higado: 22.5 % +0.5, rifiones: 13.35 % 11.5), Las diferencias enlre
los valores correspondientes a biodistribuciones en ratas-ratones y estu-
dios en camara gamma en conejos se deben a distintos tratamientos de datos,
ya que en el caso de los resultados procedentes de la camara gamma no fueron

obtenidos a partir de la dosis inyectada.

Encuanto ala comparaciionconbiadistribucionesenratasrealizadas

con LDL-1-131, los porcentaljes de caplacion fueron equivalentes a los obileni-
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dos con LDL-Tc-99m, (higado: 11.64 +3.18; rifién: 68.37 +0.9), valores que demue:s-

tran una vez mas que el método de marcacidén con Tec no altera la molécula de

LDL, si consideramos que la marcacidéncon Il noafectalos compuestos con

actividad biol6gica como fue sefalado en la introduccian.,

Con respecto al modelo portador de tumor hiumano podemos decir por un
lado, que la lipoproteina fue reconocida por el tumor como propia, incorporan-
dose en el mismo. Por otro lado, en referencia al modelo y el tipo de diets, si
bién la composicion lipidica del tumor y del higado huésped obtenidas extra-
yendo los lipidos con una mezcla de cloroformo-metanc! (2:1)(Método Folch), e
interesterificando los mismos conmetanol-clorhfidrico a 66 °C durante 3
horas, con el posterior andlisis de la composiciin de Acidos grasos por
cromarografia gas-liquido enuna columna le SF 2330, mostrdé diferencias
entre los animales tratados con distintas dietas, mediante el empleo de LDL-
Tc-99m no se obtuvieron resultados que permitan establecer feascientemente
que el crecimiento tumoral se vea reducido por un tipo determinado de dieta.
Entre los ratones controles y los tratados con dieta suplementada con GLA,
se pudo verificarunaumento enel porcentaje de captacidn hepaticaenlos
ratones con esta ultima dieta.(controles: 4.33 4+0.48; ratones GLA: 13.48 +0.48;
normales: 3.36 +1.91), Estos resultados podrian estar asociados a la reducciédn

del crecimieznto tumoral.

ElUltimo de los puntos que queda porconsiderares el tratamiento de
los resultados obtenidos en conejos hipercolesterolémicos, Al respecto, po-
demos concluirque encontramos diferenciasenlos animalesconniveles de
colesterol incrementado las que indicarian alteraciones debidas al saumento
de colesterol plasmatico, sobre Ltodoenlogueconciernientealacaplacion
del compuesto porlos rifiones, lo que se suma a la visualizacion de zonas

calientes gque no corresponden a la distribucisn normal.
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Al inicio de esta tesis era poca la informasciénconla que se contaba
sobre puntos especificns de las lipoproteinas de baja densidad, comu ser la
distribucién bioldgica de las mismas o el comportamiento en determinados mo-
delos de experimentacion.Por tanto fue necesario plantearclaramentelos
objetivos a seguir una vez que s obtuviese una técnica de marcacison confia-

ble.

La meta principal, lograrunmétodode marcaciénde las lipoprotelinas

LA ) . . s g s - .
‘*Tc gque permitiera wtilizarlas en dichos modelos sin perder

plasmaticas con
su integrdad biol6gica, consideramos que fue alcanzada. Este método de mar-
cacion podria ser usado no solo para la LDL, sino con las demds lipoproteinas
plasmaticas, las que estan presentes en muchas patologias, ademas de la ar-
teroesclerosis, lacual sindudaeslademayorimportancia, motivo gque nos

llevdé a trabajar con conejos hipercolesterolémnicos.

Los distintos modelos experimentale:s nos permitieronademds de los
resultado: anteriormente presentado:s, poder conocer la ruta de distribucisn
de esta lipoprotelina en el organismo. Al ser inoculada la LDL marcada se
visualizan inmediatamente dos caminos, el primero lleva la lipoproteins hacia
el higado, 6rgano en el que queda retenida debido a la captaciéon por receplo-
res LDL, siguiendo de esta forma la via metabédlica. Paralelamente se comien-
zana visualizarambos rifiones,enlos cuales la LDL tambiénqueda retenida
debido a su tamafio molecular,enla zona correspondienle ala corteza. 5in
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 rifones.

Confiamos que con el uso de lipoproteinas marcadas en investigaciones
futuras con nuevos modelos experimentales y estudios en pacientes
hipercolesterolémicos se pueda seguir conociendo el rol de estas moléculas

plasmaticas en las distintas patonloglas.
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Es por esto que consideramos que la etapa poslerior a este trabajo en
animales de experimentacién deberia ser el seguiniento de las distintas fases
que componen la formacién de placas ateromatosas en seres humanos, ya sea
enpacienteshipercolesterolémicos familiaresoporingestahipergrasa.En
este punto seria de suma importancia desarrollar una técnica que permita
diferenciar entre ambos tipos de pacientes, mediante la utilizacidon de ceélulas
con receptores de membrana y LDL marcada, para lo cual el método de marca-

cién desarrnllado en este trabajo seria de gran utilidad.
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