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RESUMEN. 

La mE:dtclt'·n dE:· l c.. concentracl. ón de ?.pal i poproteinas, 

cspP.ci;1l apo Al y E', aparte..•-. infor-mac16n "'-dicional acerca del esL•C'J 

el inico de un paciente, Y"' que suJetos con enfErmedad c;irdio·.·i"•!;.Culur 

premati.1ra frecuentement«:> t l enen un vnl or mayor al norm;i.l de Apo 9 aún 

ct.iando su colnsterol plasm.3l1co no e-=.té sign1f1Cdt.iyc.rt.t•nlf".; elP.'1.:lcJa. 

Por lo .[1nter1or- la mt:odic16n de Apo ['i ¡-,~.., despertrido gr.:1n interL's y no 

sol o debido ,-, 0:.11 t.1:-.0 cerno prc;rl1 ctor del r l F.5C]O a d~s.-.,-r-ol lar 

P.nff:!'rmedatj card1ov;:-,.!:lcul¿-.. - corcn.:.r1.:i, sino r..·or-qu.-; t<..mb1~n .1¡uda en ~l 

dl? l.ln trat;;1m1ento d1ctO-tlCO o f~r-macológico. Sin embargo, ln. medición 

de apol 1 popruteinr\5 no ha desarrollado todo Sl.t potrmc: i Al 1 os 

lilborator1.:.s problcn ... s 

estandari=ación tanto de materiales como dE· l<-' mr;todolorJi-" de 

refer-encia. Por lo ~nterior se di5ett6 un pr-oyl.>Ctn cuya h1pótes1s de 

trab;¡jo fue-: 

Sí el método que presenta l.:t mayor sens1h1lidad para mc.-dir Apo 

D-100 e!; el radioinmunoanAlisis <RIA>, y para rcali:.?.arlo es necesario 

contar un estAnd..:.ar conf1.nble y anticu1Jr-pr:i<.:> <Ac> E'~pecíficos, 

entonces podQftlO!il aislar LDL de sangre peri fér1cL""\ humana como fucnl::e 

de Apo B-100 e inocularla en conejos de la raz<" Nue·.-a ZHliindo para 

:Inducir sinte'5i!:i dr Ac. policlonales y USiff c.>!!.tó!5 dos rlemenlos pJr•• 

ml!dir la concentración de Apo Den circulac11!1n por esta tt-cnica. 

Para dcmoatrarla <se propu&1cron 105 ob1r1t1 vos s19u•er.teg: 1 > 

Obtener LDL pura a par-tir de plasma humano cort.o fuente du Apo B-1(10 

par.a 'ut1l1:: .... rlo cott>O estdncJar y antí<Jt-no fAg>. 21 lnd1.1c1r '·' formación de Ac pol1c:lon.'.ll~s en conejo para esta npol1popr-oteína. 3> 

Probttr- que los Ac: son útiles en la técnica dL"l f~IA Apo B-100 en ld 

técni e~ d" • 

Para ai'llar- a la LDL tt.0::>-1.05 g/ml) !Se utili:!.ó Ju técnlcd dP. 

ultracentr.l.fugaci6n secuencial prrpal'"at1va ut1liz.ando tres cortE"s do 

densidad. Pdra demostrar l.a pure=a de la LDL obtenida se utilizó la 

electrofor0>sis en gel de poliacrilamida con SOS al 771.. y con la 

densitomc·tria. de e<.;.tP. gel se obtuvo el porcc·ntaje de puroza. Para 

comprobar qut? l;n.; propicd~11des inmurrulCgicñ5 df' la ('tpo 010(1 exprQ!;.ílda 



l.;, LDL no f1..1eri:·n alt~rad.;..o¡, durant~ los procedimientos dP 

obtención se hi=o una i nmt.inOdi f1..1~.i 6n rad1 al. Una ve=: demostr2da 1 e\ 

pureza de la LDL se inoculó en c:uiltro conejos de la rol::ü. Nueva 

Zelanda. Se eligieren do:> formc.s de? prC<sentaci 6n dl~l Ag la forma 

consistía en Img de LDL + lml de 1-"irl)"Ltvi•ntc.> de Frn1..1nd Complt•lo, y la 

forma :! en la elE-ctroforesis de lmg de LDL P.n PAGE-SDS al 5"/. 

esquema de inmuni::Pcióri fue dE> 4 pi.;.r·irJtJo~ con rc-fl.11?r=:o~, c..uda 28 dias 

y los sangr;i,dos 14 dias después clt.>l rc.•f1..1er;:o. D1p;: mesP!' d0o;;pué'..1. 

repitieron los cuatro perlados antng. dol titL1lo final. Paru los 

coneJOS inocul adi:>s con el Ag forma 2 se apl icarcn los refupr;:os los 

días 28 y 84 de.sp1..1és de 1.1 inoculación y se titu]cJ el !';;';t.i>::-ro. La 

ti.tulaci6n SI? real1;:ó por RlA 1 para i=-llo si:' marcó parte dk'l eslándr'lr 

con 1~51 por el método de Cloramini1 T pa.r.'l utili::arli\ como marcador. 

Uni\ ve;: titulados. los s1..1r:r·os ~e r1•,1li:-drnn unL' fit~ri1.• t1€' 

estándar para demostrar su utilidad P.n el FHA. 

El rendimiento de la obtención dr. lu LDL fue do 0.1213 +/- 0.042 

mg de LDL/ ml de plasmd. La dens1tometria de Ja electroforesis del 

estlmdar dr!mcatró que conto;iba C:on una pure;-a superior al 90X. La 

actividad espr.:ocífic:a de la, marcación de LDL con 1.2'51 fue dL• 0.0035 

uCi /ug dP. LDL. Los t f tul 05 dD 1 oG conejos inocul ado5 con el Ag form¡¡, 

J fueron de 1:15 1 000 y 1:10,000 y del Ag forma 2 de 1:2000 en ambo!l 

Las curva5 cstl1ndar de los cuatro Ac fll?.ron lineari::.odas por 

el método Logit. Con la lln.a.rizaC:i6n so obtuvo el valor dal 50X de 

unión para estimar li\ stmsibilidad de los Ac L!ncontr&\ndose que el más 

sensible fue uno de los conejos inoc:ul&1dos con el Ag 2 con 6 .. 134 ng 

d~ LDL' y el menos sensible, ti\mbión inoculado con i:l Ag 2 con 15.0 ng 

de LDL.. El anllliais de eapecific:idad por IDR y RIA mostrú que los Ac: 

no reconocen Apo Al ni HDL c:>n concentraciones !'l.Llperiores a l ~ 

fisiológicas. Por lo tanto, con lA mntodologíiil ante~. dc-~críta 

obtiene un astAnd¡i,r de LDL como fuente de Apo B-100 y Ac pal ic:lonnlrs 

contr-• esta. apoprotoina que son f!$pc:cfficos y Utilcs un el RIA. 
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t .. l NTRODUCC t ON 

l. t .. Obtención de energía celular por nutrimento9. 

Desde el punto de vista termodi n~m1 ce, se consi dPru a l n en! ul ü 

s1stema de energía Abierto q1.1e se encue-ritr"' en tin eqL11l1br10 

din.!<mt<::r-

flujo ::ono0;t~•ntl':', los matE?ri:;;le5 entran en fcrma continua L: 1.:t célula 

const,_.ntem::rití~ son ei:crelc.dos. p,..orJL1ctos. tanto de s.inteo::15 cc;,1.0 de 

desecho. En este> proceso de intercambio, 

tran~form~•n, rio>ni.1evan 'I reP.mpla.::.,.11 c.!~~ n1-.<11c•r-a cc.ntinll~ ( 1). ¡'.¡ toda 

esta activid.;i.d se le 1Lo1m<" metabol1-o.mo. En :.entidn m~\ r:.lllplio, el 

mro:lr.<bo! l!:>mo 1nc:l._1,L- tadc.s las rt..?cc1ont.'\.':> quimtcas q._1r: SL' r:-fcctü.an 

dentro tJel organismo o en sus célut;,e-, ind1viduales para cubrir las 

func:Jn111~!. tJi:: crt..¡;,tnoiL=nto, rc:producción, m.?.nten1mii::nto o producción do 

e>nl?rtJf a \ 11. 

Los. proce..-,05 meto'.lból i r.:os pueden tomar- dos di rP-CC t on1¿.s, una di? 

cllaG tiene c-1 obJeto de sintC?ti::ar- compue...:.tos complejos-" pnrtir de 

compllr'?Stos s1mpl12s, con~um11?ndo energi.:. p<•r.:t c.•1 lo y recib""' t."l nombre 

de ani\bol ismo. La segunda d~rocc16n e•: r_·l conjunto de procl!sos quo se 

encargan de liherar ¡.,. onergia qu~ poseen lns compue~to~·, hd$ta 

reducirlos a otros elP.mentos, pr-oporcionando rle> osta m.'lnE.•ra una gr .. •n 
cantid«d deo enor-gía q1..1im1c:.il. Li.til p"1r<-1 rt?al1.:a.r las funcione!'.> 

celul üres 1 esto11 proce!l.os rec1 ben ol nombre dP. c.7itabol i smo ( 1 >. 
Las. mol C>cul ~•s qui!' 1 nt~rv1 i::nen en estos procesos mC?taból 1cos 1 

provienen dc.>l alimento ingerido por el orr_FHÜS1:10 en el ca~o de los 

helcrOtrofo-;, o pu~dcn ser- ~1nteti::,;doE a p.:or-tir de.• alguna fuente• di:> 

er.i:>rgi"' <~alar, q1..1im1ca, etc.> por lo= org<:1r115mr~s autótr-ofos. Se sabe 

QUE" c.":isten bacterias capace'3 de v1•11r en un medio quc:i conteuga una 

fll1:>ntr:> de c.:irhono ·¡ o,:í'oc:no Jlmto r:rn a\!]t>nos m1nE·r<•Jpo.:; r>?.P.nr::1,,t,.,., 

<21. Sin emb¿1rqo, el organismo h1..1n1o•nc.~ necesita de un.:l dieta mucho n .. ~~ 

var1ada que \nt:luye, t!ntre otros, protli'incon:;,,po11oe.acár1das, l!pidos, 

minerales y v1to11minas, lo!!. c:ualen ln 

estructural es y nutr1 ci onal es.. 

Lil importancia de los trc·s pr1mPro·~ tipos dP nutr1n1~nto-; racl\c,; 

principalmente en el hecho de r¡ur> 1 a 



f G1-mar: 16n CJU metabol i tos c:c:.m11nes que dan l ligar a la sínteSi s de ATF" 

~31 (figura 1). Parte de los nutrimPntos., principalmente. 

cArbc:-h1drnto~ y/o l ipidcs, son Hlmacén,;,dos en- plantas y animales como 

resl!rv;;, de enorgi a. Do- 1 as caracter i st i c"a..:. de estos · trF.!s ti pos de 

moléculas se hace \.lil 1""e!:>1.tmEn <:1 c:cntinuaci6n. 

I. 1. 1. Prc.teinas 

En lo c¡;1€• s1:> r-eftere .:~ prote!nair., estas sc~n moléculas f01""~1ñdC1.S 

por rf:';->ldUO<; Lle .aminoácido'!:'. L 1.1n1dos por r,.nlilc:F..•<::" rn:?ptídic:os. Ft1edt.'n 

d1 •1et'" ;;;."''"- preip':lr-c.1 r.:-r•'"'s de carJa uno. T1 en en er. cc:unún la pr-r.·~r>r:c1 i1 dr,. tL1"1 

gr1..1po :11ri1nc y :..•n 9r1.1po C;•rbo.·:1!0, quo=· se enc:uer,tran un1dc~ al cc,rb..:ono 

alfa dF.- la molé·c:ula (eo::c:Epto pretina l? hidro.iprolina). La!> proteinas 

cla5lflc:<'ln en do~ c:.1tcgorlur. di? ac1.1~rdo a lcis compue>stos que> l;.s 

forman, DC decir, las prot.eini'ls c:onstituid<.1s solo por aminoácidos 'E'>E? 

leü ll.?lfflrt prot,¡,¿ofna!; s1mplr.!s 1 y la!..> prot~ín.,,,-, c:uyos am1noác.idos se 

encu~ntran urn dos otros c:ompuc">tos como ~ci dos nuc:l ni c:o!O., 

(nucleoprottdn~v:.), c:.tr-llor-1.idratoo:. tgluc:c;prnu~ini\~:.J 1 o i\ d1 fert.:nli::s 

su5tanc1l\o, de pes::o molócu!a" bi\J0 1 co1no lo-=. metalo~, se- l""..::. 11.:i.ma 

proteína.E compuo~ tas ( 4). Li\s func i onPs di? l .:i.s protc>í nas -son mu:1 

Vi'1ri.:-1dtc1'S di:.-ntro de· ];1 c6lul;-,. PuedP.n tener la func:iú:1 du ri:_•.1u1~1r 

re~1C:Cl ene$ metab61 1 C&1~ (en:- 1 ma~l, tamb:i én pu~den func1 c..11.-v· 

soporte C!:tr11cturo?.! dec-ntr-D y fuP.ra de la.-, célula-:. o b1r.:n 

tran!:;portar 1:>spé•cíf1camentr:> otra~ Jl",olt·culas ~1 lr.:..•10.-. de la ml;!tntH".1n.:1 

pl aamllt t c:a c::n. 

I .1.2. 'c:-orbohi.drato<; 

Lo!:> c2r-boh1dratos ~on c:c111o¡;.1r11.-r-ada!0> cotY•ú n:r,!1~cula~ simple~!:., 

f6rmul;;:. c;Jt!-neral es Cn<H~O)r.i, dc:•nde n c:s el nur•H:r-o dt.• c:arL.inn:::i-:.. y 

el nUmero d1~ un1d<'<dt.'"" dt> H..,ü, qta• t.•.·1stt.~11 en 1.-t mt.il~·cul"' {5J. c.,.C1.i 

uno de lo~ Ci\r-t,ol-,:drata-: pLl'..:.•:-c:. un esquP.lc>lo dn :itc·!!<1::•<:. clr- c:<->r-bono, 

enla::ado~ C?'1tro !;;.:{ pc.r ur- r-•·!ace ~1:2nc:1llo, pue>rJ•-n prt:·~c·nt.:or 

arreglo 11r-.e.:i.l o cicI1co. E!:.t<•s molCcul<"I~- s1~ 11,.,pn pc.r med10 de> L1n 

enlace llilm<odo glucu;:.id1ci;,, f?l c1..1nl l?E.tá -1 :rm.,dP por ln condcno:.ar:ión 

de dos ,;:i,zúc<"irE"-~ con la C?lim1n.::.c:t';n de :..in .. mc:rl?i::uJ.1 da a.q 11 il ~2>. 



FIG 1.• Esquema que muestra las fases del metabollsmo convergente 
de las tres moléculas orgánicas empleadas como combustible: 
proteinas, carbohldratos y lípldos. 
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FASE l. Las moléculas combua!lbleo orgánicas: protefnas,carbohldratos y lípidos, 

ae oxidan hasta fragmentarsa en los grupos acetilo del acetll Co A. 

FASE 11. Esto:i grupos se Incorporan al ciclo del ácido citrico y de su degradación 

enzlm6tlca so obtiene ensrgfa y se libera CC>z 

FASE 111. Con loa átomos de hidrógeno se crea un gradiente a lo largo d11 la cadena 
r_esplratorla. La enorgfa se conserva en forma de ATP 



Los carbohi dratos mó;, comunes esllin form.<.cios por un i dtid~s de 5 

o 6 atemos de carbono (pentosa.s y he>1osc"ls, re~-;pecti vamE"nte>. Es tus 

unidad es pueden estar 11 bres. y se 1 es 11 ama monosacer .i. dos (en donde m 

""' n ) , o bien, pueden unirse mediante el enlace gluc:osid1co, y ,¡\!'>i 

formar poli sac:.lir i des, de los cual es los mils sonc: i 11 os son 1 os 

di sacar J. dos (en donde m • n - l > que.> se componen de dos moléculas 

unida$ al m1smo o a d1fer·entes mc·nosac:t.r1dos. E.Jemplos li!. 

<9lucosa + fructosa>, lactosa <gluco!'.a 

mal tosa (glucosa + gl w:os.a. >. 
galactosa) y 

Los mono!iac:dr l dos pueden tan1b1 t•n formrtr pPqueños grupos 1 de 

treo;;. a 10 monosE\c~r1dos <1>, llamados oligosiH::: ... \r1rlr.1s, o bien, formar 

estructuras muy grandes, que comprendrJn mi 1 E>':', d~ tt'li d<tdc><:- t?.les come 

las grandes moléculas de almidón, glucógeno 151 1 c:F.>lulosa y dextrinia 

(1). Todos ellos difieren 

y solubilidc1.d. 

su peso moleculnr, estructura ramific.:ida 

Por otro lado, tos c01.rbohidr<tto~ rPprE><::::1:-ntan una parle 

principal del consumo c:alór.i.co tot~l de loe. humnnns y de> la mayor 

parte de las forma~. d(;'> vida animnl 1 y oc1.tp.1n un 1ug.-:ir central en c-1 

inetaboltnmo dE> las plantas verdes <2>. En formd de glucógeno o 

almidón pueden emple.:ir1;e como roserva temporal de glucos.::1, ac:tüan 

como lubricantes de l .:H~ ar ti cul.ac:i ones del esquel oto, c:omo adhes1 vor> 

entrEI' la1; célule1s y para conferir espocificid..-id biológica sobre la 

suptlrficie de las célulüs animales. Se pueden me:;:clar sus propiedades 

las de las proteínas en moléculas híbridas, glucoprotcinns o 

proteogl l canos, que 5on importantes c:cmponentes d~ 1 a superficie 

celular y de los sistemas de soportf? e):tracelul;¡r de lo5 anímalo!':. 1 

entrB dtras funciones C:2>. 

I.1.3. Lípidos 

LoC\ lfpidos son compuestos qtic en .formu c0<r.acterística 

co.nparten 1 as propiedi!ldl!tB dP. rel ati "ª sol ubi l ldad en sol "entes 

org.Bnicos (acetona, éter, alcohol, cloroformo>, y de relativa 

insolubilidad en el aguil.. Entre los l ipidos se encu&ntr.a.n sustencias 

de estructur-a molecular muy diversa, Acidos graeo~, terpenoides 

(vitaminas A,. E, K>, carotenoides y esteroides. <c:ol esterol , 

cortisona., estrógenos, prostagle.ndin11s, triglicéridos 1 fosfolípidos, 
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esfingolipidos, etc.) (6). Los lipidos p1.11?de:i clasif1ci\rse 

lipidos simp},.-,-s y lípidos compuestos. Los lipidos simples son. 

aquellos quP. no '!Se degradan mediante hidr-ól1s1s o bien pcrque al 

degradarse aol o pr-oducen derivados l i pi di cos. Los l ipi dos compuesto<:., 

son estures de 6cidos gr.nsas Que- contienen grupos o radicales 

químicos wn su molecul.a (71. 

org.;,nismo, encontramos que componentes estructurales de las 

tru?mbrilr,as cc~I ltl nre'!:'> 'I dn es.true turas <8l. 

Anat6m1 e Amente, los depós1 tos de gri'sa dentro dt=".-1 cLu:r¡::.o act1.:1an co:no 

aislantcs y como muterial de.> protecc16n alrE.'dt?dc.r d~ all)Lmos órgi.nos 

internos y también 

tambi éÍl sir-ven p.;ra el transporte, dep6o;.,¡ to y/o al m.=-icenHmi en to dP 

energía mC?tal.Jól 1ca, la cual ~~e con$1dcr..-1 corr1t1 ~u ftmción principal. 

De&de este punto de v1sta, los lfpidos más abundantes son la-:; gr¡,-:;,:¡~ 

o trigl1céridos, los cuale~ repr·vsent.-,n lú fnr-.r.,-, de> almc.cena:n1entu d..? 

enE?rgía química m.ls impor-tnnte en la mAyoria dt .. lo!> organiamo~. Los 

lipidos. de lu die?ta son ell?mcntos 1mportante5 de- la. nutrición humani'I, 

no nolo porque tir-nen un alto vc.Ior cncrgót1co, sino porque también 

airvL>n como vehículo dl!' las vitaminas. liposolublcs (71. 

Por el tema del presente tr.:ibaJo so de>Scl:"'rol l arán en ad el tmte 

otroa aspecto~ do los lfpidos. 

1.2. Lfpidos de importancia clínica 

Los componentes lipídicos del suE>ro ~e d1•11dE-n en fcr:na general 

en cua.tr-o Qrandes cfltegoria~: écidos gra.!O.os libres, tr19licér1doc, 

colestérol y fon.folipido5. Los trE:<:o. pritric1ros. s'-=>r• líp1dns simple~ y 

1 o~ fosfol ipi dos. son 1 fpi tJus compue~tos <6>. 

Dentro d~ len lipidos considerados corno importantes, por las 

variad•s fum:1onc-s 4ur:- ~--snmpeñ.::rn en c:>l org.:.r11smo y que ingres .. n f.l. í:l 

en cualquior :::heta rrtixta, se encuentran los. triglicér1dos y el 

colesterol, loa cuales, ;:idemc\s de ser util1;:ado'E. como nutrimentos 

coatp.onentes ll!'atr-ucturatea, pueden 1nvolucrars.e en el desarrollo ae 
procesos patológicos debido .a un e>tces.o en su inl)e&tión o a un 

metaboljsmo deficiente. E,-:isten tr.odeloli r..xper1mentalE'~ en animales 

como conejoa(9l, monos <10,11>, cer.dos <12>, bov1roos 03.J<¡) y rat.-:as 



6 

(!5} • entr-e otr-os, en los cu.:.l~o> está ,;.mp11;o.n.E":ntt=: dC:i11nstr~ct<: l ,, 

relación del e-:-:ce.,;o de lípJdc~ ccr-r l,1; ""terosi::lero'::'.lS. 

1. 2. 1 Aci dos grasos 

Lo!: .lc1 dos gr-usos, loo:; r.umpc.r.ente~ ei:..~ri..1ctural1?$ di:- lit 

maycrí.:t d~ los lípidos. Están con&lituidos por hidrógeno y carbono 

"!..!-" -::! ?rl'r·nt~·.? ;:-r!nc:1pf\le·.=>, uni::lo;=. entre ~i pe:r enluces s~rici 1 lc;s 

r· al1neados en una cadena recte.., Cal1f!1ticr..~s), LJU•:' poseen desde 4 a :'4 

J.tr;moo:::. dí! cc<r'"borrc (3). Lit c.:1dena partL' d~ t.tn yrupo Ci"u·r-...::i.-:~la q~:,;,_. 

cont 1 ene c~•rbono 1 hidrógeno y o:: í gt._>r10, le si i;¡i..tf> unm caden.!I q1..11? 

contiene sol~ c"'rb~n.-'.i e h1dr6r;eno. Le\ prt.)~;,o-nciA dP. hirtr-o}:ilo en 

grupo íunc1onf\l i::.uelf:- ~ngnif1c~r 'E.Ulub1!1dad 1n1 agua, prn~ lo tanto e-:: 

pc..l;v·, mti:·ntra!'.". qLtl? la cadenc'\ htdror_,:.u-bonad~-. e-s insolulll•~ en agua, la 

u.~"m'""' del ""'"·r--•rtn y consistenc1a grasoSi\ 1 -"SÍ C.t"m•:i l;;r-. pro~-.ier1&odes 

f[~1c~·~ '! quim~cai•:. dF- c¿~du. qri•~~"• por ~jr.mp!P el p1111l•".: d1.· fu~.it'>n (7): 

:.::L1 clas1f1c.:1ción ~-e b"'S"' en el tipo y nlui.e1·0 dt• r·r•l,\C::E> ... , q1H"' 

p!'"·1:sentc:>n t~r, la moléi:Ltlc.. Sl so!o pr.::•:cnt~1r· !•nl~'>Ct;.><:. senc.:1!los. les 

llamu <'•C:ldO<:. g!".'.l~'C<: •.,r1ll1l"<'dos, s1 prt_,.~_f?i1t.1n 1..tn cnl<-'<C~ dc:;t,!c-, .\~ideos 

gr auo.,; 11.-".ittur.ldus, y 

mc::.lE-cul~•, ':'.P ll<Hnan fJC.l11r1s.:ltt1rados. Por eJcmr,la, el .\!:ido palmilico 

y el .!\r:ldo este.3rH:o son t.c1dos grüsc,•.o. $.-.tur-.<dos, y el itc1do olC?ico y 

el l 1nolPÍC1l son tns.?1turndo!i (3). 

trc'.\::as en l n 

célul~5 y lPJtdO"'., sr .. r1 muy importantes como bloqttes con-;:.t1lut1vo-;. dP 

vnr1a'!::. cla~P.~ de lipido<:". (8). La m<i;·or· p;;irte de lo'::. É•Ctckno. gri\!:".05 

P.IH':uf'.."ntr;-.n fcrf"1af"do c--st0:--t:s. con c-1 gli[""r·rr.·l ¡ '=•".:' Ilur.i,i" tl""1CJ11c~. :é.l:..:v. 

I.::.?:.2. Trtglicéridos 

Los trigl1c:ér1dos e-stán form¿.dos por 3 r¿.:"!lcah·!:. dc.• ,t¡i:::ido~ 

grasos acoplados a una mol éc:ul a de- Ql 1 c:er-ol por- med1 ~ de et"l E\C:CS 

t>~ter de baJa energí" < l) • Uno, dos c. trE<s t t po·~ d 1 f &r- L't'" le~. de..- c.ici clus 

9r.i'SO""• pueden comb1narse de ec;ta manera con lo•- gr-L•pos h1dro:1lo dPI 

gl1ceroJ pE1ra fcrmf.1r una mo!éc:ula dr.o gr¿.¡s:1, 'r l'.:n b,~·-.r:· <:i. ollo, 

clasifican dos c:""tegoria..:.: t.r1c;¡licér1do~ 'E..lU:p;,; . .-,, lc":s q11E.• 
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Lo.. m.:'.yorl.,-; de les t.r-1gl:cér1dos preo;.ente$ 

pueden 

r.·;;.rtir de c:arbot·,10.rat.os, p1-ote!nas et.ros líp1dos. en 

c:ólulas y tP-jldos. Si un momento llega a e>:t<;;t.ir \.tna canlid;.d 

ni~;'t::t út:- 1,~ r •~•<t.1E:' 1 .Jo, 

alnHu.:f.'.·r•.:-•do">, o c.::> '='n.·icu1 

C:ñtabal 1 t.mc.. i t:::'. 

Lns tri <Jl l c:ér1 ttr.·.s 

medidü d& 

c:élul~. M112nlr.1s. u1L1yur es el nU:nerc, dr:' átomos de htdrógL~no qt1e 

rr·: l c':-=ul t· de ".::::r.'7'1t , .. 

g1~,,1·, .:.lmac..1'.ro d" C!«.rtJí.-, pt-'r· ~1n1d~·d dF ¡::..i;,~:.v ~n cr.,mp<1r-<'lr1t..1• r.::.r, lt:it.. 

pol1s.:,ctw.i.dos, yr. quF.- son ff•C!C-cu!:..•. mt1cho m,-¡..~ r"E-t!1.1c1t1.~,5 qlu_• c:cnt1~ .. ,,._ .. , 

enc1•gi<:1 <en Cí'llor·ic1s/gr.:1mo>, comp~•r~,cJ.:,~- t:c•n t~-...-~ ql1C-· ¡¡.pc.··t;:.n lo"'". 

carbohidri'ltos o prote?ir1k1r:.. Li\~ gr.:lt.f',c;s tienrn• i1n trrt·¡ec:tc. b.;;.-:ti\r,tP mAs 

largo q1.1e recorrer .antes de !:>cor <.!t>gr.-1dadus, ~-""':..l0t~.,.:-.;~r.tc•,:,. ti1é, i:.:ic. 11~"'-

CMrbcno ',' agu.-1. (8¡ .. 

Dado que ldá q..- .. ,sas c;u·ec:t-n tur.tr, dL._ lJ!'"l•¡1t.:•_. ~ <•rg«r1oo:. y pcr 

en i\C)l.h:<, y se almacen,r,n e.n !.,.~. C:·:.··l<•<:. t:-r. H . .:~"" r~•· got1tn~. En Vl"t,.. 

de qtte, c. d1fere-nc:1;, de los ;.~; .• !::.-=. t!f g!~·<:C:t]cr,c_., ~.'...!.~~ gwti:.ú~ 

l.!pido no contienen éHJI."•• ~on con~1der<tdos l\l"I i.lr.c,r:r,r. di:- en<.-rgf..,. m1.-,·, 

concentrado. 

pa.rte de los trir1l1céridoo:. en ordPn de~rec1r.nti? st•n: oleico, 



I. 2. '3. Fo-sfol ipaloo; 

!...os fo..:folipLdos est.~r, fcr"mado~. por 1.a un16n entre un ra~ical 

glicer-ol y el éster fosfór-ico de una b~se nitrogenada <generalmente 

colina o ino!:Utol). LO!l .it.c1dos gr-E<!'iO!!o estl.n enla.:::ados por- \.tnitmes 

éster a dos de los grupos h1dr"o;:ilo del gl1cel"'ol, t.~nto qul't el 

te-r-cer grupo h1dro>:ilo esta ester-ificado con 

v~:- de un f:r.idc l)r't<C::O (0). 

ác:1do fosfórico 

Los fo'$.fOl:l.pido!:', compr.r-ten tina pr-opied.;1d importante ya qtm 

po">eEO-n tina "cnla'• hitkofót..ic.:~ fcrmadi'I por las dc.s caderi~'s de ácidos 

grasc.>c; ;• 1.m.~ cabf?::i< hidrofil1ca qLH? t.onsta de-1 rc.>s.:.duc de .t.cidc> 

folifé:.1"1cc. con cargl1 negatl'IC. 1 y de un.:1 molécul;, de carga positiva. 

1..1rd.d.:.. a C•l. Le>-::. gr-1.1pc.s <:1d1cion.o.1n-:. ~'l.1..1m.~·r,t21r. 1 .... !':C·lub1l1datJ, t.anto en 

t-:1 .:.g11.:1 corr.rJ en los sol'lentt::is or-geinic.ws, por- to.~s!::e'\ ra=ón pued~n 1..:n1r 

mr'lteriales insol1.1bles er1 el ilgur. <1). Son los ma~. pol<>r-es de lodos 

1C•5 lip>dO":>, lo qt1r.- los h<•Cf:' lntl0rn1cd1urios impc:.rtar1tDS u•n el 

intercambio de moléc1..1las hidrofObict.\o:. e hidrofil1ci\s a tra•.rés de las 

meir.bru.na~. Loo; fo!>~olip1do5. sirven de vírwulo!". estr\1cturftles v1tbles 

entre l.:\'3 fases acuos~• y no acuoe..::• dunlro y fuera de la célula, 

ayudi'\n en el tr.;-.nspor-tt.:• de tr1gl1cér1doc;. y c.c11estc-rol <.1 trc:,vé~ dpl 

E<mbic,nt~ hidr1co dE!l c1.1erpo 1 y t.1mbiér1 cumplE-r1 un p.:\pel h.1r1c1an;1.l 

ciertas act1v1dadc!'.. cn=im.¡,t1ct1s <BJ. 

Entr'e lo5 fo13folipidos más .:\bund.<:1r1tes en l~• cc.irnpos1ci.ón de lr.t 

m&1yor part~ dP las membrilnas de cé·lulas animales, est:tn los· 

fo!'.:.fogl1cG!r'1do!i:. dt> etanol amine::. (cefi\11nasl, y do col in.,. (lec:1t1na) 

CB). 

I. 2. 4. ·Col Psterol 

El col e'!:.terol est~ formado por- c1.1atro an l 11 os condensados y una 

moléc1..1la de alcohol {3). Lr. molécul,:1. de c:oles.ter"ol posee 

polar que es el grupo hidr"od lo en posición ::.. El reo:;to de la 

molécula es de eoz.truc:tur-a no polar r'el.:i.tiv<:imentc- rigid~ <:::>. ~s.tc, 

molécula puE?de un1rsc a tl"avés del grupo h1dro1:ilo por un enlace 

&e.ter a un ácido graso, '( asi: for-n1ar un ester de- colestel'"ol que, al 

igual que el colcstero} 11.bre, es hidrófobo (17>. 

Dentro de 1 e1s func i onns del col es.terol en el organ1sn":. 

encontramos que ~ctUa como elemento .estructur-Bl d1~ di•1er·sa5 mcm,bri\Oi'I"=' 



colesterol p1..1ede cbt.,:nerse pe-- dos ví.:ts, una de ellé<S es la abson:1C·r._ 

intebt1nal del c:ol<?!iterol der~·1ado de la dieta (•.'í.a ei.ógc:onal, o bien, 

puede !:!er s1 r,+_e~ l ~.?.do por las cel u1 as del h! ~-;d.: v ot ... A'i' ::él L,l .o.-s 

e::tr.:1hapátic;..is < 'li •• endóger·e. 1 • !!l t.:!:'! e.._:_¡;,:.r-:.:l ..,,., e- :cretado pe:-- la 

bilis y se elimina por las heces fecc1les <16). 

J. 3. Lipoproteínas 

La ni',tLu·.E.~.o-..!er. h!drofCblCd de lü'"- t..-1gl1.i:..;.rlCns, fc•"'it:-liptdt:os 

colesterol, su t:Ji=;.,n;:,;..:.• por !as c?L\l.,-,"° t!e>l e•.,;;·-,:·..:· • .,, le.•.!& !'ii\:-.g1..1!ne,,-. 

por lci quP. df?bf:-ri llegi'lr e. c:-11<,5 1 h.'.'ICG-'1 roe-.:e-"".:.r-1.: un s1Etr:-:na com¡:I?.;~ 

par,,-i trc..n~pc·rt~r-lo<o. Aür, t:L·.-.. -.ci::· rr.r.:"e.~L···""'-' ~·~·¡:.'.,«: 1 cor~,c: !.·.·~, ..;,:i·.<~.·-

grasos, pueden ser tranf-por-tados en f?l pl21sma en t.•n1~n a albüm1n;.., 1.1n 

mecanismo ~f1cier1l>'O' p.o.ra e! acarreo de tr1gl1c;;:-~·.Jo<::., fc-\:.fol!~odos 

col esterol debe ser capa:=:, no so! o de tr a.nnpo:- tar · mr:lt!·•.:L1l.'l•:: 

hidrofób1c,;:i.s a tra·1~s de uro m<;d!o c.t~1os1:.1 c:omc.. ,:,~ vl pl.:;"°'11<.-) -;:.;.nyL1íneo, 

gino que t.0tmb1én debP i"t<::egul"'"~•r -:.u dt!"tr1buc:1c"n?. teJ1dos r:>!!pPci•:ct",-: 

lo!:. qLln se rcq·ki!f:?rl?n. La unión d~ e~tos c·lrH""-~-~,tns en cc,mb1r·,r.c:1r',r1 

al gunao:>. pr::itein,;,.s •. apoprc.teir1a•:. \ ft~.-,r,k-.n un' ~-i.-:,dr;s. conc.c1 di•~ 

lipcproteinan., qui? r.at1..:=f.actJ"n i\mbc: r-equr:-· .... llt<l~-·ntn.-o (1,le:,lt!J. 

I. 3. 1. E!itruc tura. 

La!:: llpoprotE>inas plasm,.\ttcils ~.r·ro ~iü!''..i::·.·: -<. cc•v::.<::~· .. ,:c.-,•¡: ¡;c·r 

l~ molécul.:. donde encontr.-nos lir11do<:: nt.· pcl.:1~e5, 

triglicl?rido~ y éstcre!"~ de col eqt.:rcl, i e-:: cual e--:. for:.;.r, 

5egunda reg1ór1 er. anf1pát1ca, incluye molécul<,r; como fc10:.fcdip1dc.~. 

colesterol libre. Est,¡¡,s do!:?. moleculas t1en~r. wnC\ p.,rtt:- apol,1r y o~l"".:­

no c.ñrg.t-dA u ~:u~·- pc.ten~1..,.!mG-ntP ;:.ur;de i\dquu·u· c-··.-'=1ª· De E-Sta 

alinean Eus po.i--tes. <lpol are5 Junto a l i p .. dos hac 1 ~• el centr- o y l ~'s 

partes Gol ubl es hac 1 a el ambiento .;,cuoso de 1 u nanqre l 18) ~ f i guril 

2). 



FIG.2. Esquema de las zonas principales de una lipoproteína. 

ZONA ANFIPATICA 1 
• Fosfolipidos 
• Colesterol Libre 
• Apoproteines 

_¿;! FOSFOLIPIDOS 

• COLESTEROL m" TRIGLICERIDOS 

/ ESTER DE 
COLESTEROL 

- APOLIPOPROTEINA 

f 
ZONA NO POLAR 

• Colesterol 
Esterificado 

. Triglicéridos 

Se muestran las dos zonas principales que componen a las lipoproteínas: 
la zona anflpátlca y la zona hidrófoba. 



t.1er,t.;n YFH-ir.s r-i=-·.:'..~::1"l<t·'i h10-ticc.~r1<1ls-$ ~en propieda.de5 anfip~t.-·-:?.s. las. 

cua.!e¡,;: arre";!.r.n '!!11:1 ,!:·:o..rt,:-,; l.-,s=oluble~ en ag~1a h~c1a el cer.tro Y 

rei;¡on11.•,,_ h1drof::'.1:r::a<.- ;i,r,~~.;. la r·~rt.e e~:tpr-na. e-:-, contact.:::- cor. ~! 

a.1nbiente ac:uo~o. L¿,.<:o. ;•;cnr_,,...c:: . ..-11· .~ t.1.:;.;-,.:-í\ t.re!:' .func1on&,. pr1ncipó!1leo:.: 

actúan ..:c1mo elumer.l:::i;: . ..-.:strl1cturalc;.s de lao:. lipoprotE-inas; algun,¡¡\s 

¿o,poprote[r, .... ~ E.or1 e-1 s1 ~l !"~ til? recc·nt:·c 11111ent~ o.:- reci:::'ptLre-s ce¡,_¡\ cor05. 

P.-e.pec í f 1 e :...u f...•?r •• 11 ,,,_.pr O"';.E.'Í n -:."', : a u1, ! óre can el l nti es et pi"" l 1T1e... paso 

del cat.;.boli'lllflO d~ !as l1pcprct1:in.ts=. por- lo<. célL1la ;' i:::.tr.-.it. pc.se-t:n 

det,:_,,;-m'tn.::.nt~:::: esper:if1c::..·s 'i'·~ :í:~ pr~;-m1ten fLincion.Jr cc.·r.t1 ¡:of.ac:tores 

de las qt1oE:' int~r.1r.nen el metabol t .amo de las 

l 1pcproL¡:,.inas, activ.·,r. o 1r.r1.i.!::.:-n i;·n~ lm.as l.illE- Jut•íJ-·n t•r. p:.;'!~l esencial 

en el metabolismo d2 los llp1dos en t:>l pl.r.<".mil \6 1 IU,19> \t..1bl.,.. 1). 

El rr..•toul t~1do p.:\r'::ir.··11~• que pl1e:t~r~ s~I"" r~lat1vair.Dnte 

aoluble en agua permitiendo el t,.-._,n-:::;pol""te de moléculas h1drófob~s 

conten1dc.s E~r. su int1:rior ,_., t.-i'.1F>s del pl<.a~m.::• (19). 

l.:;.2. Cl~.,~-ít:c..-.c.1':'.·11. 

La pt""c:.·pi.,.tJ-:;d Qt1e p-.~rm•tió 1~'< S.L-p~lr,,clC:m d¿ las ltpi..::proteinas 

por medio de}¿, ultracrentrifugac10n, fue ~u rleno;."idnd dl~ hidr6taci::.r1• 

esto d10 como recc-,u\t~idc. 1" tdcnt1ficrtc;c',n de Ct.h'tro grL'pos de 

lipcprotein~•s <6>. Oc dc-ns1dad menor a m..,,·¡or·: Quilor'llCl'"Cnt'?':. (Olt, 

der.sidad a 0.95 g/ml 1: l1pop!'""c.tein:\~ dE' mu¡ ~ªJ""- dc:n~~dad 

<VLDL., Very Lc.-J Dens1ty Lipopratein. con und cJr:-.-is1dad dn 0.95-1.006 

gimll, lipoproteínas de bt1Ji<-i dL"ns1dá~I 1.LDL, L-:i;.1 Den!"aty Lipopl"'ote1nJ 

cuya densidad de 1.019-1.''.16:- g/ml, !qopl""ote:•,~s do alt.> 

c!en~id.id <HDL, t-hgh OP.nsity L1~~·p.-ot.01n) cc.n dror,.7.1r<ad de t.••6:-1.~!·~1 

g/ml .. Tamb1Cn se ha ldenti-ficado un prmlucto dt· den51dad 1ntermed1.a 

quft proviene del cat.abol: -::;!!".~ de 1 O'Z :';l~t l <:.>"'? ~ront..•r:~ 11 ~n.::.do rom.an.:r1teo 

de qL11lomicrón, qu~ se i::nc:ui:=-ntr_-, en _l;-. t...:rc:ulac:1on de5>pués de ingerir 

gr asa en los al 1 ment.oc .,. ~:n ~-oduc:tc. de la t.1dr6l1s1~ du lat> VLDL 

que permar.ec:& por mu'/ corto tiempo <o>n el pl~,.,~ma. Se ll!'S llama 

Lipoproteínas d• Den!!lidad Intermedia <IDL, Intermediate Density 

L.ipoproteinl, su denu.1dr.d es de 1.006-1.019) (6) .. 



TABLA 1. - PRINCIPALES 1\POPROTEIUAS EN EL PLASMA HUMANO V SUS FUNCIONES. 

NOMBRE EH LIPOPROTEINAS 

Apo A I HDL, Qu. 

Apo A-II HDL, Qu. 
Apo A-IV HDL, VLDL, Qu. 
Apo B-100 LDL, VLDL, IDL. 

Apo B-48 QUILOMICRONES 

Apo C-I HDL,Qu,VLDL 
Apo C-II HDL,Qu,VLDL 
Apo C-III HDL Qu,VLDL 

Apo-D RDL, Qu 

llpo-11 HDL,VLOL,Qu,re.tl Qu 

rea QU • Ramanento de Quilomicron. 
Qu nas • Quilomicronea nacienteu. 
BC • Esteres de coleeterol. 

PESO MOLECULAR 

28 000 

16 000 
46 000 

550 000 

250 ººº 

6 000 
7 000 
7 000 

21 000 

34 000 

FUNCION 

- Eatructurnl 
- Activación do la 

cnzimn LCAT 
- Estructural 
- Desconocida 
- Eotructural 
- Sintesin y 

secreción da VLDL. 
- Unión al receptor 

de LOL 
- Estructural 
- Sintcoic.: y 

secreción de 
qullomocroneG 

- Acti vador do LCAT. 
- Activador de LL 
- Estabilizador do 

aupa.rf"icie, proveo 
carqa negativa. 

- I.ntorviene en ol 
- intercambio de EC 
- Unión del receptor 

de m.acrófago y do 
hepa.tocito. 
catabillza superficie 
de HDL. 
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Con ba3e en su movilidad el ec:troforét i ca se d1 st ingue:'1 seis 

l i poprotainas. De tamaño mayor a menori Origen, <OL1i l omi crones) , Pre 

Beta <VLOL>, Pre Beta lenta (IDL>, Beta (LDU, Alfa 1 <HDLi.J y Alfa 2 

<HDL:r>. 

Dl1rli:nte el metabol .i smo de l c:iS l .i poproteinas ocurren c.ambi o,;. en 

•u tamaño y c:cmposición. Los cambios afectan Jos lipidos 

transportados en el centro y a los componentes de superficie. Estos 

componente5 pueden piHlcH"" de un.1 part i cul a otr-a por va,-i os 

mecl\ni smos. E!ltos 1 ntercamb1 os entro l L'I misma el <'lse de 

1 ipoproteinas o er,~re el ases d1 ft~·r·entes. Por c>!.jt<1. rEi:::ón la 

di ferenc 1 ación de 1 as l i poprotein.:1s por 1 os n.ed1 os u~L1~-.l *"'5 

.;1.1··b1trar-ia o incompleta :1121 que no tom.:. en cuc.>nta ni el 

polimorf1smo intrínseco ni la pl;,st1cidLLr! de• l.:;s pitrtículi\•:; (6). 

I.4. Ouilcmicrones y remanentes de quilomicrón 

Los qui lomicrones s.on 1 as l ipoprotC!'Íni\S de mayor t.&múño, 

diémetro es de mii-:; de 100 n~. EstooÍn con~tituidos en un 90 a 954 por 

triglicéridos y solc.monte contum~n 1% de colesterol ~tabla 2). 

T1encn una densidad de 0.95 q/ml Ct;i.bl~• 3L Su proporción de 

&'lpolipoproteinas es de 1 - 2Z; l.,.s mi:\~ abundrintes o;:;.on ltt Apo Al C::>3'l.) 

y Apo C (32í:l, adem~s de la Apo 0-40 <~-8'%). Estu t.Utim.a se considnra 

carac ter! sti ca de 1 os qui l Dlf1i e ron E.'~ 1 ya que hast.r1 donde se conoce, 

50lo se ainteti:a el intestino. En c~tn órgano estas lipoproteír.as 

ensambladas dt1re1nte la ab03orci 6n de 1 a grat:>a de los ali mc>ntos 

para transport.:ir los triglicé'r.tdog proc~dcnte!:i de la diet.::. a todas 

J as c:él ul as del cuerpo. El metabolismo de los qui 1 omi eren es se i ni ci a 

los capil.are-s de los tejidos, donde por acción de Ja lipasa 

l i poprotei ca, 11?] qt11 Jomi crOn se transform.a en una partícula má.5 

pequei'1'a 11 aml'lda rcrnO\nontc do qui lomicrón 1 rel ati vaml2'ntl? enri q~1eci da 

en ésteret. dt.> col e,,u.terol, la cual es c.;i,ptt1rada pn el hí g.¡do por 

receptores de al tll afinidad que 

las HDL~ durante su m~tabol1srr10 

a la Apo E que recibió de 

Dentro de J as funci oni:-s de 1 os qui 1 omi croni;s 5e:? encuentr"'.a 

también el servir vehículo para el transporte de los 

fosfol.tpidos, el colesterol de la dieta (en forma de &stere~ 

principalmente>, y de lan vitaminas l_iposolubles .tsl hígado 15}. 



TABLI\ 2. - CARACTERISTICAS DE LAS LIPOPROTEINAS llUHAlJAS 

NOMBRE 

QUILOMICROHES 
VLDL 

ORrGEN DENSIDAD 
(9/ml) 

MAYOR CANT. 
LI.P. TRANS. 
TG ox6gcnos 
TG end6<jenos 

MOVILIDAD TAMA!IO 
&LECTROF. (nm) 
origen 80-100 
PreB 30-80 

IDL 

Intestino delgado 
Hiqado 
Cataboliamo VLDL 
Catabolismo VLDL 
y de IDL 

0.95 
0.95-1.006 
1.006-1.019 
1.019-1.063 

TG y EC PreB lonta 25-JO 
LDL e y EC 8 

UDL Higa.do e Intestino 1.063-1.210 Fosfol 1pidos a 
EC y C 

TG - TRIGLICERIOOS 
EC - ESTERES DE COLESTEROL 
C • COLESTEROL 

TABLA 3. - COMPOSICION DB LAS LIPOPROTEINAS PLASKATICAS lWHANAS. 

Quilomlcronea VLDL IOL LDL 

TO 90-95 50-65 25-40 6-12 
EC 2-• a-u 20-35 35-45 
e 1 ·-· 7-11 6-10 

POSP. 2-6 12-UI Ui-24 22-26 
APOS 1-2 5-10 12-16 22-26 

A-I 33 
A-II 
A-IV u 
8-48 ·-· B-100 30-40 60-80 >95 

GRUPO C l2 40-50 10-20 TRAZAS 
g 10 15 10-15 TRAZAS 

TG • TRIGLIC&RIDOS 
EC • ESTE.RES DE COLESTEROL 

C • COLESTEROL 
FOBF • FOSFOLIPIOOS 
APOS - APOLIPOPROTEIHAB 

19-25 

·-· 

HDLl DL-2 

J-B J-5 
15-20 10-18 ·-· 1-J 
30-40 25-J5 
J6-40 45-55 

•• 62 
10 23 

TRAZAS 

10-15 
J 
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1*5. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) 

Et:.tas 11poproleinas tienen un diámetro de 30 a 80 nm. Están 

constilufdas por tr1gl1c:ér1dos en un 50 - 65f~ 1 5 -B'l. de colesterol 

y 2 4% de ésl~res de cole~terol. Tu~nen 5-10Y. de 

apol1pcproteínas, de le.~ c:uales 3ü-40'l. son Apo B 100, 10-50% del 

grupo C y 15% dio- Apo E (t;:.bla 2). S1.1 densid;.d i?~ de o.qs-t.006 gr/ml 

<te1bl a l). 

Las VLDL son ensa.mbl adas en los hepatoci tos y en el l As se 

transportan princ:ip¿,lmcnte los tr1gl1c:er1dos s1ntet1=c.dos en el 

higndo <llarnndos trigl1cér-idos endóge-nos>. El met;.bol1~mo do- la<J. VLDL 

inicia cm ¡,,., circulac16n gt;nE?r.;;l, en dond~ s-on h1dr-=:il1:-ado<0. !:.US 

tr1glicérido~ por l.:l cn;;:1mn 11pL1.9a lipoproteica (LL), por lo cual la 

VLDL aumenta relati•1.'.\mf",ntn c:oncentrrtción de f!i!;.tere'3 de colP.~tt?rol-

Las partic:ul.ns rr.•sult.,.ntcs de esta h\dról1s1s sr.> llamrtn rc:>manentes de 

VLDL o IDL. 

1~6. Lipoprot~ina!l do densidad intermedia CIDLl 

Las l ipoprotelnas IDL, tienen un di El.metro de 25 a 30 nm.. Están 

constituidas por 25 a 40% do triglicér1dos, 20 a 35'l. de ésteres de 

col &-sterol , 7 a 11 'l. de col esterol l i br8 y ti encn un l:? a ~6% de 

apolipoproteínas <tabla 2>, de las cuales el 60 al 8(11. lo constituye 

la Apo 010(1, 10 a 201. las del grupo e y 10 i• 15'l. l~.., Apo E- Su 

densidad es de 1 .. 006 a 1.019 gr/ml <tabla 3>. 

Estas l i poprotei nag forman al degr a.dados 1 os 

trigliceridos de las VLDL .. El metabolismo de la!". llpaproteinas dg. 

densidad intermedia <IDL> normalmente es r.'1p1dn y pnr ello 

concentroci6n on el pla!i.ma es. baJa .. Estas l1poproteinas 't.On tomada-; 

por el higado por medio de los receptores Apo E o Apo BIOO. Del 

catabolismo de estas lipoproteinas !j,t'J!' originan l.:ls lipopr·oteinas. de 

baja densidad CLDL>. 

I.7. Lipoproteinas. de baja densidad <LDL> 

Las lipoprotein<is de baJa densidad tiene:n un d1ilmetro de- 19-2S 

nm .. E5tén constituidas principalmente por és.tores. de colesterol c::.s-
45%J, contienen un 22-26% de ;,.polipoprotelncts. de las cudl~s má~ del 

951. es Apo B 100 .. También cont1er¡,en Apo C y Apo E en peq1.10-iias 
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c:ant1dc.des Cta.bla 2J. Su. densidad e~tá l?f:tre- 1.•;119-L·:•¿,: :;,.ml ('..:~bla 

3>. 

L~ LDL l""epresenta el p,..-odL1cto final del ::at¿..bol 1smo dE> las VLDL 

end6g12nas. Son lao:. lipoproteína.s que mi>s coleste~ol tr<lnsµortiin en el 

. plasma humano y con=titL1yen la principal fuente dP. coles.te-1-.::.l para 

las célulR!! 1 el cual puede ser ut1Ji::a.do para la bios.intr~r:.is de 

membranas celulares, como prec:ur;;or d.;¡. .-;.cldos ~il1.:1.-e~ y hcrm.:.nas 

e~teroideas entre otro:~ pr-ocesos bio51ntl>ticos. 

L.:. vía pr1nc:ipa.l por la qm~ el hig;,do y los tc.·J1dos per1fc-r1cao; 

dept.ir-an a las LDL del pl .. ,~m.1 1 " través de receptores especifu:os, 

los cuales reconocen y unen a la. molét:ula de Apo B 1•'.JO pre5P.ntr-- en la 

cuperfic:1e de las LOL. 

J.8. Llpoprot~(nas de alta densidad ( HDL ) • 

Las HDL son las lipoproteínas mil5 p~qur-ña-=. tri.m.:iñ::., tien[?n un 

diámetro de 8-12nm. Están ' constituidaE:. por 3-8% de triglicéridos, 1:5-

207. de ésteres de 1;ole!ltarol 1 4-6Y. de colest~rol 1 :ibre y 30-40%. de 

fosfol !pi dos. Tienen da un 36 ;¡ un 55% de .oi.pol t popr-oteí n.;\s y dentro 

de las mlu;. .:i.bundantes entim la Apo AI que con·.-,t1luye el 62-65'1. y la 

Apo A lI en un 10-23%. Temb~Qn tit?nen un 10-15~. de Apo C y 1-3 Y. de 

ApO E <tabla' .2>. La dencidad d11 es.tas lipoproteínas es de 1.063-1.210 

otml <tabla 3) <6,20 1 ?1>. 

Las HDL son partfcul as heterogCneas;. Por su densid.id se han 

separado en HDL~ (densJ dada 1. 06:S-1. 125 g/ml) y HDL~ (densidada.1.125-

1.210 g/ml> Ct.ribla 2>. Ln forrnacibn de HOL~ en HOL::!', as posterior 

la adquisición de colesterol libr-e, triglicér1dos., Apo e, y 

fosfol .('pi dos que 5e derivan de la hi rlról i -:;i 5 de l O!:. qui l omi cronE'& y 

VLOL ( lBJ. 

El colesterol aatarificado contenido en el interior de las HDL 

es traneport•do al hig.u:!o ya que? r:>S el principatl c:kgi4no responsable 

d• e>1cr1rtar cole-mterol y utili::.?irlo en la form•ciOn de ~•le5 

biliar-es, etc. Aunque la HDL misma puede transportar el coloaterol al 

híi¡ado directamante, puede hacarlo de manera inr:Hreet.a al actuar como 

una fu•nt• de eole!!lterol para quilomicroo•&, VLDL y LDL <6>. 

Al movitnionto del colesterol d1r los tejido\\ periférico& hacia 

higado ae 11.ama transporte. inverso dal cole~terol para 
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distinguirlo del tran!:por!:.e de colesterol de-1 tdgado a loe:; ti:>jido:s 

periféricos por LOL. Este movimiento 1nvi=rs.o esta a cargo de las HOL 

principalmor:.te <~1 >, 

I.9 .. Obtención de los lípidos por el organismo. 

El coli=oster-ol, al iguC1l que los triglicéridos y fosfolipidos, 

r,;.,-. ::·•:1?d;o:. ::,l~"".-"':-;;;-·r- pci·' _;.;~ .... ;~,,.:, L•r•.:.• ~E: i;.,llas es. l.a vía ex6ge-ni.1, que 

todo» aquellos prcct:"sos a través de los cucl:le,s el organismo 

dioiere, absorb{? y tra.no::;.port.:. }o!;; lipidc.-;-, c:cntenidos en lii dieta y !.a 

vi~ endóqena, que sn reftere la sínto!Si s, transporte y 

alma.cer.am1er1to d~ los lip1dos sinteti:=ac!os pm- el organismo {6) 

(figur;.i ::1. 

I .. 9.1. Vía exóg1ma. 

I.9.1.1. Oigosti6n. 

La degradación da las grasas En el estómago es mínima, por el1o 

la mayor parte de ~e. grasa .es tr.cmGportada hacia el duodeno en cu.;onto 

se ingiore. El primer pa!lo para la digestión tln la graSL\ es su 

emulsific.:iición por medio de los .tlcido=. y t:.:iles bilian~<::. que se 

encuentran mezcl ado'3 con "'c1 dos grasos, monogl i céri do$ 1 col esterol , 

lecitina e iCJolecltina. La acci6r, detl.>rgL'nle de e~tos cc,mp1.1estos 

permite ld dispersión dn la grasa en gotr1s diminutas de 

apro):imadamente 0.5-1.0 micras de dil1mt_>lro qu1: son est<-lbloz a pH 

intestin.3.l (6-8,5), de esta manera no ;:iumrmt..::i la c:·f1cicncia de la 

dt:gradación en=:imática. LR on:;;:imu. q1.1e estil a r.:.:.rgo de C!!:.tr_. proceso E'5 

la 11 pilGa P"'ncre~t i ca, 1 a cual es hl dro~ol ubl e por 1 o que l\Ctüa sólo 

la•superficie de lau gotas da grasa, de ahi la importancia de la 

emulslficar.:l6n previa ha•.;ta Jleqc-1r a triql1céridos a loo:! cunlcs 

degradrii E>n l.cidos graso9 libres y 2-·monoylicéridos. 

Junto con la gra5a se dig1P.rH y ~1.bs>orhP el colPstel""ol d~ l."l 

dieta, el cual se mezcla libremente con gras.;., si\ll?s biliares y 

una osterasa de colc-sterol presente en el jugo pancreb.tico. Como 

resultado de la acción de esta en::im.:. prdcticamcnte todo!'; los éoteres 

de colesterol presentes en &'l intestino hi drol i:: ad os y de esta 

manera se incorpora el colc~turol librE> a· las mi celas forrri.adtis pe\ril 

ger ab5orbido junto con las grasas •• 



FIG.3.· Esquema de las vías endógena y exógena. 
Lípldos de la dieta 

Qullomicrón 

capilar sanguíneo LL 

VIA EXOGENA 

-

capilar sanguíneo LL 

VIA ENDOGENA 

Q LDL 

Á AVli 

• e 
111!1 Al 

B.l!I B100 .._E 
ID 848 

i I receptores 

\ i:!§ 8100/E 

~ 

La vía endógena incluye el metabolismo de los quilomicrones y remanentes de 
quilomlcrón, en tanto qua fa vía exógena Incluye el metaboilcmo de VLDL,IDL y LDL. 
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E<Sta,,_ mi:-E-1.~!; ee,t~\r1 "Í-cr·mad¿.,:i_, pc.r ác1dos graso!S, mc:•nOgl1cE- .. !rlos 

y colesterol, <::.on p.:.rticqlas alt.amQon!~ e-stablas con.bin.iiindose> con las 

s.alea bil.iares. Al ~er anf1piitJ.c:·as pueden pi!>netrar fi.c:ilmente lñ f<i1~1~ 

l!pida de- lH~ membranas C::i?}Ltl<'<rE-s (1). 

Loi!i hidr6l1si~ de dos mDnog 11 -::Pr i des real1::a 

intr.acelularmente por ined10 de la 11pas.a intestinal o entérica, la 

['c.r1for1rit'- .;,van;:,;i el prOCt't>O di.? absorc:lóri >..~n res1ntf::-ti:"'ados los 

trigl 1cér·ido<i 

5llpr.;onu!:lear dondl-~ C:lJb~er-tas por t1ni\ C:rl.p.:o. dí? fosfol fptdo" 

apoproteinas entre lns que se enc:u~ntr-a la Apo B-48, tilmbién s& 

una pequeñi' c:antíd;id de colesterol obtenido de la dieta. Esta 

p.:irtícul&1 rl'.:."t:ibe el nornbrlt d~ qtu ! omi cron. 

1. 9. 1. ::5, Heto'lbol i emo de 1 os QL\l 1 om1 cronr;n.. 

Una ve:= sintPli:i"i'ldot. lo!> qui lom1c:rr..ne>'4 sLr1 1.-n·lli1t!O!.. .,¡ ~'in~.T•n a 

trav~s del dueto tort.c i co y ~~L1 fllL•t.abol 1 ~:,ho SP. 1n1 e i a er1 1 c.:-: .. C:i•Pl 1 ares 

de los tejidon f:'):tr-ahep~t1c:o·~ !18). ~'•l ingr-E-.-,,,.. Ir-• .. ; 1~· .. :!lcmtcrcr->C?<::-

la c:irculac1ón gl1nercil tntP.rcamb1an alguno·~ tlr· SL1~ c:c1r.pc ... ,c-nle-::, du 

superficie con l.:.~ HDL-:., l~•r, ,:;pe. CII y Apo E pi"~~ar·, de: I~-.~ HílL~ ttl 

qui 1 omi cr-On y la Apo Al p~s.:-. df:>l qu1 l osn1 c..-ón a l ;;.~~ HDL.,, \ 6 ~ . 

La lipcproteina. Apo C II que í•dqtttfi.>rc>n lo~ qu1lomicrcnc~ e'$ 

cofector p.?1r<1 la act1vac:1ón dr..• 1.-, en:irruo Lipa~.,.~ dl:' lA!:. Ltpoprotc.•ína~ 

<LLPl, la cual hidroli::a lo<;. tr1gl1cé,.-tdos cont1?n1do., en ellos 

(6,20)". La LLP es producldi'I par el r:.ndol1?l10 Vi"•!:>Cul;..r, cu.u·,do 

encL•enlri' 1n.-u:tlv .. , ~c. unu con flrm"'.;:.a a Ja p~u-L•d end,~t-l"Jlldl por me::J10 

de la unión c:on el glucoc:.31:!. .. celul~r, e"fª""'- í.f1c:,¡.omr·"!.P e,._,,.._ l~io:. 

lipoprotefn"'-5 rtCA!i. en tr·1gl1cór1do-z. q11r' conteng"1r1 Apo CJ!, co;;ta. 

en;:im& se uctiva y d1spers.'\ pnr la J1,..1;; 'ltl~CulcH· (6} .. 

Al ser h1droli.;:ados los tr1gl1cér1do~ por acción de esta 

enzima, lo!l Acidos grasos lib[?rados lttrov1es.an G>l Pndc-tel10 ·1u~cul."lr 

ec ingresan l?n las célulau P"" ... ª ser reesterif1c•~dcs hú~td convertirse 

de nLu?•10 e-11 trigl1cí:rido~ o 5.on cat~fJol1:ados p<tr~· Ja 0~1d.o.ciór, d~ su 
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cadena hidrcccirbonad21 (6 1 22l. El glicerol viaja al hígado c:n dende es 

tr.osnsfor-mado en gl i c:erofosfato nsi puede ser- uti 1 i :.!ado en l ~ 

sintE>s.1~ d& 1JLDL o como precur-sor- de la sint~sis de l<-"l glucosa 

(gluccneogénesis) <6J. 

Despues de }r!. on:c-ión de.- lEt LLP ~ubr¡::. el c¡t1ilomic.rót1 1 la Apo CII 

y la Apo Al regresan a las HDL~, de esta m.anera el qui l omi crón qt1eda 

cor.vertido una p;ar-tícula m~\s. pPqui;,iic\ llé'lmada r~manent~ de 

qui 1 oml crón 1 l"' cual cont lene rel <il i vc<mP.ntn m~!!O' éstorcs dr- .cc,l es.tE"rol 

(6,18,19). Esta p.;rirtfculil capturada l'n C?l hig~1du med1 antro> 

receptores de? alta afinid."d que reconocen enpecffica.mf:'rltt;-'"' las Apo E 

que obtuvo de las HDL.,., y L•s on este órgano donde 5on retirc:i.d.;i.-=:. de la 

circulación y catabol1::ada5 (6 1 19>. 

I.9.2. Vin endógena. 

Esta etapa del mutii\bDli smo de:> l 05 1 íµl t..lo5 1 nvol ucr.:.i el 

tr.an!lporte dr;ol col eatcral y 1 as tri gl i céridos si ntet1 zados 'el 

hígado (endógenos>, y su .distribución a los b:-jldo~ pt:?,.-iféricos a 

través de las VLDL y su posterio,.- hidr61is1!> pa,.-a la liberación de 

egtos compuestos <ligura 3). 

J.9.2.1. Metabolimo de las VLDL 

En el hepatoci to Sli' sintutixan los componcmtes que al asociarse 

dan origen .a las VLDL. En el siutem.ni del retículo endoplásmico rugoso 

d~ estas células nintetlz• la Apo D 100 1 la cual per-mite 

distingu1,.- a las lipoproteinas rica!S e.n trigl icertdos de oric:ien 

endógeno tVLOLJ de las de origen e)!ógeno <quilomicrones>, ya que como 

nfenci on6 anter i armen te, estas con ti en en Apo B 48 1 c:uy~1~. 

propiedades estructurales y genéticas di ler&ntes a l .-:\s de Apo B 

100 (6, 10,23). 

En el aparato de C3olgi la Ano D 100 se lHH' a ln!:. tngl1c:éridos; 

y colesterol est~rificadc sintetL:ados en e1 hígado, así 

peque~ag, cantidades. de fo!:lfol ípidou y Apo E (6 1 23>. 

En forma anlil ogl\ a 1 o que ocur,.-e con t:>l qui l omi crón, 

que las VLDL eon Se!crot.ad.-.s por CO'l hig~do 1 pasan a lD. circul,;,ción 

si &témi ca en donde i ntarcambi an Apo C 11 r.on 1 üS HDL. La Apo C II 

activa a la LLP que hidrcli::a a lo;s. triglicúrido~ dt.•I núch .. c.i de las 
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VLDL. Al gunctO de los compc-nente-::. de super f i e: l I? dP. l a5 IJLDL 

transfer"' l dos a l "°'s HDL. después de qt.1e esta en:: i r.1a acb.·1a sobre el l '7•!: 
C6,18>. El resulti'ldo es 1.1na particula de menor tamaño con r-especto i1l 

or-iginiil qur! cor1tlr::·nP. 1-et.ot1·~a.-nc:nte m.:lyor cantidad de ésteres de 

colesterol. E.,;tr. p.-,r-tir.:ula reliene !::'LIS do: apol ipoproteinas Apo B 100 

y Apo E y recibe e~ nombre? de remanente de VLDL o IOL {18,~3>. 

Las VLDL tamt.á•';n puP.d1?n ser capturadas por el receptor Apo 

9100:1/ Apo E en el hil].-,rlo para ser !Tl<?taboli::.-..tJ,-.-:,. 

1.q.2.2. Metabolismo dc.> las IDL 

La vida media de Ja IDL es cort.:-., por· lo que su concentración 

en el plasma es norm.:1lmente- bajo. Un.'.i car-nc:terh;tica distintiva de la 

JDL es su contenido de? múltiples copias de Apo E <que rl!cihió VLDL 

de la HDL:s), atl1?mds df"~ unu copia de Apo 8100. Las mültiples copia~ tle 

Apo E permiten que 1 as lDL sr- unan al recC?ptor Apo 8100/ Apo E con 

alta afinidad (23 1 24). Las IDL, son capturadñs c,o,si en su totalidad 

por estos rnceptor.es en el higada, en donde son irreversiblamentu 

cataboli%adas liberando Gus líp1dos <6,18>. 

La fracci 6n do IDL que no es;. capturada en el hígado 

transforma en LDL por un procc-:::.o no bien definido. Sin embargo, 

sabe que esta transformoci ón se 11 eva a cabo c•n al L>X tL·r i ar· del 

hapatocito por medio de la lipaga hepb.tica ds triqlicúridos, la cual 

hidroli:::a loo triglicéridos de JDL y las convierte> de f!S.tiJ manc-ró! en 

LDL, cuya molt>cula contiene casi exclusivamantli" ~stCi'rcs dE' cola'!.terol 

y una mol Ccula de Apo B 100 (6). 

1.9.2.~. Metabolismo df:" }¡1'0. LDL. 

Las ltpoprotc·ínas LDL rL>presentian el producto fínal dRl 

C.:\tabollsmo de las VLDL y son las 11poproteínas que> transportian mayor 

Cióntidad dE? colesterol er. el plagma <19,23). 

La vía principal por la cual el higado y los toJidos 

peri fértcos capturan la molécula por mudi o dl! raceptores 

específicos que reconocen y unen a la Apo 8100 l.a que se encuentra 

lccaliz¡c,da en la !O.uporficie d~ las. LDL, y también son capaces de 

reconocer y unir il la Apo E. Por ello se les llilma receptores llpo 

D100/ Apo E (19,20>. 
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Este receptor es L1na gl ucoprotern,l qur: ... tr"'vi esa la 1r:E:O•robr.o.na 

plasm~tica de lado .:.. ladc.o, form,..da por 839 aminoácidos y que const~ 

de cinco dominios, dcm1nio de- 29::! aminohcido~ cargados 

negativc<1mente, princip.?ilmente cisteini1S Cque es el sitio dE:· unión 

para Apo BlOO y Apo E); un domin10 dr- •100 am1nodcic.Jos, ur, dominio de 

58 amino.,.\c::i do$ gl LICOsi 1 ados, un dominio dt:' 2?. ~mi noJci dos hi tJrófcbos 

que atravies.-..n la membran.3 pl.."inmtitica y ur1 domini~J de 5(1 a1~11r1oác~rJo~ 

que se encuentra en la parte interna de Ja membrana, la cual cont1i:ne 

el e>:tre1110 c.:;rbo;:1lo C~::?,23,24l. 

Estos receptorer¡ encuentran aqrupatlos 

espec1 cd 1 ~ad as en donde la membr-ana forma una c~1v i d..:i.d cuya superf i e i e 

interna está rec:11biP.r-ta por- una pr-oteína 11.:-tllh~tl~"' cL:i.tr-in.:t C6,23,~4). 

Cuando lag LDL se unen al receptor-, l.> cavidad qui:.• los contif!nt'? 

invAgin3 par-a for-mar vosíc:ulas cndocil1c.n; y la c:étpa de clatrina 

rApidamento se disocia do ella. Ent¿¡,::. vo~icul~•5 puet.Jen fu&1on .. ,r~c­

entre gf para formor grandes sacos de.- contar-no irregular 11 amaJos 

endosomas o rec:eptosomas. ~l pH interno del endu!loma tn; inferior 

E. •• 5 debido a la ac:tivacién de la bombd de:- prtJtones manejuda por ATP 

que se Lmcuentra en su membrana; A este pl-t .ticidu la LDL !':E' disocia 

d11l receptor, ol cual regresa de nuevo a 1 .a superficie cgolul ar 

C6,23,24l. Postoriormc-ntc, la membranH del endos.oma al 

lisosoma 1 en el que existen un gran númer-o de enzimas, las 

proteasas que del)rildan a 1 a Apa B 100 en ami noAci dos 1 i brc>s, y 

ester asa que tr<lnnformi'I el col esterol E"ster i f i cado en col esterol 

1 ibro, IO'l cual abandona el compl cjo reCE>ptosoma-1 i sosoma y 

traslada al citoplasma (6,24> (figura 4>. 

La importanci&"' de>l colester-ol dcr-ivado dt.~ las LDL fue::- motivo de 

numerosas i nvest i gaci ont?s que demostraron que muchos ti pos dn cel ul as 

animales sintetizan cole5terol y que esta sinte~is está rL:>gulad~ por 

un procesa de rl=!troal imentaciOn ne9ativa. Por m~dio de> Ob!.mrvacioneo::. 

hechas con acetato radi"ctivo en cultivo de tejido'!:",, st? demostró que 

al añadir suero en el medio de cultivo, Jan células pr-oducian poco 

colesterol. Cuando las 1 ipoproteinas eran rE>movidas del medio, la 

sintRn.1• de colRsterol aumentaba. 



FIG. 4.- Esquema del metabolismo de las LDL . 
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Loa trlgllcérldos de la IDL son hldrollzados por la llpasa hepática de 

trlgllcérldoa (LHTG), las apo C { 8) y E ( dJ) son transferidas a HDL, y 
solo conservan Apo B·1 oo (lil.,'l! ). Las moléculas resultantes son las LDL las 

cuales son capturadas por el receptor de membrana Apo 8100/E ( lll!e ). 



Estud1os en higacto de rata hechos por Ducher v Lyn~n <'.:~5> 

Sperstein <::?:6>, demostraron que li!. actividad de l.a er.=ima clave p;ir-~ 

lil síntesis del colesterol, la reduc:tasa 3-hid,-0,:1 3-melil CcA 

(rPductasa HMGCoA> 1 disminuye cuundo se aumP.ntil la ingestión de 

col esterol , y e~t.a reduce t ón 11 mi ta la si ntcs1 s de col estP.rol. Desde 

la segunda mitin.! de la décad.::. de los 70s, Goldste1n y Drown (27), 

reductasa e1:tractos de fibrc.blastos CLdti .':,dos. Cu.1ndo los 

f i brobl <:\!'>tos SE? dei;;.arrol l aron E-n presenci ~-i. dn suP.ro 1 a ac t hd d~id fue 

baja. Al remover~e las l 1popr-oteinas del 1tll~Jto de cul ':.1vo la 

actividad se alevó h~"l!'.>til 5(1 ·.1~CE..>'-> en :2<l hor<.1~ y rápicfo.fllL'nte !:t:.' rf!dLIJo 

al de•.1olvHr las lipoprotC!'inas al mr:odio. Por medio de e;:pE>rimentos 

las doa lipoprotefnas qui:? mAs colest1c~rol de11tro del 

orgilnismo, LDL y l-IDL 1 solo LDL fue efectiva para la reducción dE> l.n 

actividad de la e11;::ima, aún cuando 

menores a 5 mi crogrümo~. 

encontrab.:~ en cant i dadF?S 

El colP.cterol derivado de LDL en el liso~;omn, demostr-ó sor el 

segundo mensajero responsable de lil baji'I actividad de la HMGCoA 

reduc.tasa. Ahoru !:iD ~abo qua P.l ccilP.<:".tnrol derivi'.\do de LDL .acti.ia u 

mucho& ni vales,. in~luyendo ,la inh1hicion de la tr•1111ecripci6n del gen 

da la HMGCoA, y i!Celcra la degr.adaciOn de esta en:-imil. Este procn!:io 

perillite que la. célul,. dependa del cole~terol eMterno deriv.ado du la 

captura media.da por receptores deo LDL. T arr.bi én regul i'I otros dos 

proceaca que •e encargan de coordinar la l!ntabilid,Jd dfll contenido de 

colcc.terol celular: activa a la enzima es.t&riftcAdcra de cole!:>terol, 

la colesterol acil CoA acil transfera~a <ACAT>, por medio de ell.:i un 

excesct' de colesterol puedu SC!'r almacenado en el c.itopla~m.i un gottts 

de é&terea de colesterol. Tambiitn ~L1prime liir. alntusis de recE!'pturo5 

de LDL,. disminuyendo l.a coricentr~ci6n de ~u Aii:t:r:i. Esto último pormite 

la célula oajui:;.tar el nümero de r¡:;cE¡...torci:. po1r.::.. i.ntroduc1r 

•Uficiente colestr.rol de acuerdo a 'IIUS requerimiento!> metab6licots s1n 

sobre.acumul .:.c1 6n dlJ' col esterol. Por medio de unto 

mecanismo regulntorio lag célula5 mantiencm ccnst;¡,nt&s t!.UB nivele<& de 

colesterol no esterificado, a P.esar de las grandes variaciones que 

pudier.a haber- ~n el -'lpcrte e>1terno (22-24> e 



A ni·:<:?! st o;;té~l t:o les rec9ptorr:>~ de? LDL cumpl E.-n con un.;. 5€:<]•-ind<i\ 

funcibn q1.1i: es C!'"itic"< para el desarrollo de la ateroeclerosi\$:. 

remueven o 1 as LDL del torrente sangufn~o (23,24>. El nümero de 

receptores q1..1e l i'I célul d; el~pone en superficie v~rfe. con 

contenido di=- col~sterol. C11ando el contenido M 1 to di -:.mi n1.1·1e el 

número de receptores. Este mec.;.nisrr.o protege a la célula de 1.1n e~:c::eso 

de col este-rol, P'=".-o a alto precio pcir.e t'.'.·l or1;an1~1roo 1 

reducción de receptores decrc:>ce también el ntlmero de LDL removid..--.s de 

la circulación, por ello lilS concentrac.ione':-. de esta 11poprotr.:•ína 

el plasma SI? v.!ln elev~•ndo, y esto puede contr 1 bu1 r a 1 n atf1rogénes 1. ~ 

(';!:;}. 

Sólo 30:1• de lil LDL cu·culi'1nte es captur.::.r.la ._, tr a•."l-5 de lo~ 

receptores, do la cual el 757. tientl' lu<J.ar en e-1 hig"'do, aunque 

existen otros Orgimos con grande-=. req11rr i rni. r>nto-r. de col t•atcrol que 

también tienen un elevado númGrc. do rccc¡,ti:.tt.:::, por eJe11.¡:.lc., la 

glBndula adrenal y el ovario (24>. 

Los otros dos terc:io~ de LDL son tomados por las célula5 

peri~éricas a través de receptores dt- l.J .. '1.J·~ aíiriidad, por otro~ !:.itio~ 

de uni On pari.l. 11 poproteínas en la membrana celular, o por v! .as no 

espeocl fl cas. Esta Ultima .vi a incluye a loa receptores 11 ¡;o.mados 

receptores "bas1.1rero" que se encue11trün en los macr6fagos, monocitos 

y otras c1Uulas dr.1 sistema retículo endott:?lial. La e~prea:lón de los 

receptores bas.urero, no está. regul adn par- el contenido del col esterol 

celular, aino que continúa captando lipopr-oteínas constantemente y 

esto puude origin"'r una sobreacumull!r.ci6n. st1-:.tancial d1.1l cnle~teroJ. 

Por ültimo, la LOL puede también entrar por pinoc:itocie. 

1.9.2.4. Metabolismo de las HDL. 

L"~ HOL están constituidas principal mente por" apol ipoprotE!ínas 

CAI, Ali, C y E>, fosfolipidos y é!:tt:res de colesterol <6,19-21>.. 

Laa principal es ,¡ipol i poproteinais qua constituyen l nE. HDL son 

•intetizadas en el higado y an el intug,tino delgado. Esta!io proteínas 

pul!tden •er". secretadas con l ipidos y s1t les 11 ama HDL no11cientes. La 

mayor proporciOn d& loB fosfolípidos y e.polipoprotofnas destinados a 

lA• HDL son inicialmente secretados en las l ipoproteinas ricas en 

t.riglicéridos. Durante la lipólisis.de eatas partículas, los lipidos 
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dF. s1.1perfu:1~- (fo.,...fc:ilipidos y co!1?stpral l1hru' 1 y lns apoproteín .. -i.~> 

Apo Al, Ali 'I C, 'r-on trdnsfcrid.:.s a las HDL. E1 calE.>stel"'ol l1bre 

los. fosfol ípi do!Z también pueden ser aport~dos por las rnembr-:'<nas 

celulares. El celeste-rol 11bre proveniente de otra~ lipoproteinas 

(quilomicrcmes, VLl:\L, LDL, IDL) 1 enteroc:itoc; y células endotellales, 

es cedido i\ las HDL. La en=ima lecitin colesterol acetil transferasa., 

que 51:- encuentr~"'\ asot:li•da a l.::is HDL, tranE>iorma el c:olest<?rol 11t-re Y 

los fosfolípidos éstert..·s de col esterol y l 1 !'..ofoi::;f ol i pl doo::. e 

interviene en la entrada dí? más fosfolíp1dos y colP.s.tercl a l.:.!7. HDL 

(19-21). 

Las l-IOL recién formadas tiE'·r.l!n 

constituido por bicapa de fosfol í pi dos que contiene 

apol ipoprotPinds.. L.;15 HDL esft-ric~•s puoden ~er vis.tas t.)n organelos 

eec:retorios 1 c:omo en los enterocitos o hcp"'tocitos, lo cual indica 

que en~ambl ada5 intrac:el ul...,rmcntc .. Por otro lado, las HoL 
diec:oides no se han visto dentro do las células. y es probable que se 

formen e>1lri\celulo..rmenta, por ejemplo, al ~;c~r ludrolizadu!:. li\~ HDL 

raci~n c.ecratad.as ricas en t.riglicéridos (:!1> .. 

Las HDL rac:iben do modo continuo c-1 cole~trol l 1bre pror:edente 

d• todaa las. células del organismo C6).. El primer-· paso de- e!;>h• 

proceso li!S la unión de las HDL con la e.uperficic de la~·células, lo 

cual parac• eetar medí ado por racept.oree para Apo AI .. Durt':lnte estt? 

proceso la HDL no e~ intern.ülizada , S7>ino que el colestrol libre 

derivMdo da l•s cl•lula!l. es estl!rificado por la LCAT y transferido •1 

centl"'o de 1 as HDL < 18> .. 

"En los humanos la mayor parte de lo~ é~ture,, de colc-~terol 

form.a.do• en laa HDL son tran~ferido~ .a le• lipopl"ot•dna5 r1C•G en 

triglic::IW'ido• por medio dlil la protelna aCL'lrl"l"ador• dct óstor•s d1J 

cola!otel""ol (una glucoproteina hidrófoba que facilita el intercambio 

de lipidoB neutros y fo&folipidon entre las lipoprote!n•s> y esta 

actividl\d es aumentada durante la lipOlisis. Las HDL enriquP.cidas de 

triglicéridos pueden ser hidroli::i:ada.ia por la lipasa hep.\tic::a <HL> 
1 

removiendo los lipidos .. Esta anzlma también tiena una actividad de 

fosfolipasa por lo cui'l )o'!l lfpidos superficiales de HDL son 

removidos tambien C21). 



I .. 10. Importancia clínica de los lipidos y las lipoprotc-ínc15 

I. 10. 1, Asocia.c::i 6n entre col esterol y aterosclero<;i s 

La atero!:i:c::lel""OS1s es una enfr...-mC?ddd arterial q~ll? 
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reconoce como 12'1 cal\c:,H pr1nc:1p.:il dP mur;rte r_.n E~,t<tdc:s Un.idos y Europa 

<18,191. Esta enfermedad lnvolucril .arterias de gran 'I mc;.diano calibre 

y se c::a..-acte..-i:=a por un e~pesamienlo foc.:tl de la porcié1n interna de 

la pared arterial 1 en asociac::10n cc.n depch:ito~ grasos. La aort,:, E'S 1~1 

m.!ts con.Unmerite ufect,;,da pero tamLtt·n las artC?ri<ts i!iEIC::a!:., femcr~le~ 1 

coronarias y cerebrales (~8). 

L~• atr>roo;;clero!:.is puL.'dc.> lnl&r·fer ir, progres1va o ubr-uptdmente 

con el fluJo sanguínea del cor-a:=ón ó c:c:•rF•bro 1 c.:..1us.r.ndo problc.>m.:•:, 

serios, como un inf~r-to ci::rebral o m1oct.rdico <:>fil 

Varios estudios han moi:..trado cli\ramenl¿ que factores coi'lo la 

concentrilción alta de lipidos en el pia~ma, pr-uGión sangL1int-:.>.:1 E"!levAd~"l 

y el h:tbito de fu,nar, influyen notable1n.::-nte en el des;irrollo d1:? l,ao;; 

complicacicnes c:llnicas, per-o falt;,\ aclarar la sm:ucncia dE- los 

eventos p<ltol Ogt ces .nivel celulilr' (28). Actualmente los 

inYe':l.ttgadorcs han comonzado a cn~plor.<r lo:; procc-~o:, de L•slc"l 

enfermedi\d en ttl-rminos de 1 ~ bi ol ogi a de l.., m;\yor pi:lrte dr. l ;1s 

células involucradas (28). Factores como hipcrlipidemia, d1g-funct6n 

hormonal y el incremento de presión arterial puedc>n lPGlonar el 

f:!'ndotel i o y al ter.ar las candi cienes de 1 a bi.lrrera endctel i ..-.1 al pa!:o 

d& Jos componontes. de la sangra <29). 

Se ha inducido aterosclerosis en animale-:. e>eperiment.;i;ler;. por 

medio de una diete~ alta en grasas, con ll\ que se elevan los niveles 

plaamA;.icos de colo9.terol hasta 500 ó 1000 mg/dl. Est~s di feotas illt.ils 

en grasas y colesterol pueden el ev<"lr los ni vr~l es de LDL api'lrcc: i to>ndo 

poco a poco l ~st ones at~rosc:l ert'Jti c:as. Estudios de este tipo 

demoa.traron la correlación directa entre el inc:rcmcmto del nivel de 

colesterol, su duro!ICi6n 1 los camb1os celulo1res y ol desarr-ollo de 

lesiones prol iferativas (30). 

En estudios epi demi ol óg1 cO!i se hi\ observado que- 1 U$ ni ·.-el e{. 

crOni e amente el ovados de l i poproteínas pl asmat l C-3!0. 1 par ti cul armen te 

LDL, asocian con un incremento en la at1~r-ogénesi s <30l. Lac 

pruebas do inve11tigac1ón el in1ca sugieren qua puedo ser benC•f1co 

b""Jar los niveles de LDL plasmAtica, ya qu12 1.:1 rL-duc::ción del 



cole.s.o::.,;,rol 1ncid2'r1c:i::l :::!>: .:-.teroscler-0;:;1.,; 

('.:,.)) .. 
Por todo lo ,,..r,ter·ior, consideru de importancia medir los 

lipidos y lipor·rt.•tL·rna"-- en plasm.:. de los si.tJeto~ ?.dultos. e indicar 

mP.d1das te1·ar11h.1t 1cac; con c!!et.1 y/o fo',rmacos en Jos cases de sujetos 

valcre5 altos de colesterol. N.a.s recientemente <31-35> ha 

soii<.11.::.iJo que:: le cuar,l:.ti:...:..<Cl .. 11 

utilidad p.;>r-.::i identificar a los sujetos en riesgo mayor de 

des<lrrollar "'teroo:.c:lE.:rosis y sus complicacicnE'~. 

1.11. Hétodo'!i para la múdiciOn de apoproteínas 

E)1 l c.tc>n 

uangufnca5: 

apol 1poproteinas 

1.11.1. Anali.sis do unión en=imática en inmur10,:1bsorbentC? (ELISA) .. 

Es t..,. ml-\.udo util i::~ los el ementoe del 

radi oi nmunoanél i sis y prt.:-sent.a unu suns1 bi l i dud scmeJante obviando 'el 

uso de rad1oac:t1vido<1d y problema5 de est.abilill«d del 1.:oi:t-1_1. Se ha 

trabajado intcns-"m!?nle en su estand.:irizaci6n p,'."lrH l.o\ cuantif1ci<1c:1ón 

de Apo-0 y se hi1 prcpuo~to como un buc:n método de refcrenc:ia ('36-37>. 

1.11.2. Electroinmuno•m.:'il1sis (ElA>. 

La presencia de Apo B en muchas 1 ipoprotelna~ de di fer ente 

composición, talla y movilidad puede complicar los lnmunoensayos. En 

el alec.troinmunoanAlisia l• migración de la fracción VLDL. y LDL en el 

i;;iel varJa con la concent.rac::ión de agaro;aa, y la movilldad deo las 

prot.einaa ent6 en función de la preservación y trat;amlanto de la. 

muestr-.a de liU~ro (36>. 

l. 11. 3. Inmunodi fusión rad1 al UDR>. 

En cslc on.:.1: ~: s se r.11 dt:> el an1 11 o Oc· prE-c 1 p1 t.:1t.' e.in f c:.irm.adu 

alrededor del po::l:o del antígeno p;;·r? c1.1ant1fic:a.r- la concent.rac1ón del 

antigeono en lci muestrA. E~ta técnica depende del f•St.óndar y de r,u11 la 

part 1cul a a medir~e s~a si "tli J ,ar. Es.te problema f éci 1 de 

resol ver por las diferencias de tamaño qufl' e>i i sten entrv LDL., VLDL y 

quilomicrone-s. LA difusión del en agarosa de !Sg/L durante 10 h 

cuantifica Apo B sblr.¡ ~n l~ fracción de LJJL, la de VLDL no contribuya 



al anólts1s t'3B,J9). 

I.11.4. Inm1.1noneft!-lometria. 

En este método se mide l.a turbide:: causada por- la for-mitción dcil 

complejo antil)eno-anticuerpo en solución. La mE,·dic:i6n 5c.> pui?de hacer'" 

después de dos horas de 1ncuba.ci6n en un nefclómetro de punto final y 

eu proporc:ion.7..J a la c:onc:entrac:16n del antigeno s1 el o1nt1c:uerpo es.tá 

e>:c:eso. P.-:;,ra cuant1f1c:.ar lC'i Apo fl ser1ca toti'tl con E.>::act1tud 1 el 

tamai'ío dP.l compleJD VLDL-Antic:uerpo debe ser roducido y aprol:fm;1do al 

tamil'i'ío del compleJo LDL-Hnt1cuerpo añadiendo lipas.:-''=' o d~tergentos no 

iónicos a la muestra del s1.tero. La mayor venti\Ja de este método e5 

q1.1e es sencillo y seguro con t1ompos cortos do inc1.1bac1ón, así 

de ft.u:il automatización y pue:-do trabaj.;¡rse 

muestras (36 1 39). 

I. 11. 5. Re.di oi nmunoan;\J i Bi o;;. 

gran nUmero de 

El radi oi nmunoilnhl i s1 s basa en un.:i reacción antígeno 

antic:un..-po en J.11 q1..1e dos nnt1c.;ienos 1 uno radioact1vo y P-1 otro no 

radioactivo, compiten por la unión a E1nticuerpo específico 

(40,41}. 

Al mozc:J ar gol uc 1 enes estánd.ar de una proteina 

concentraciones conocidas con una cantidad const.nnte y conocida d<?l 

antígeno marcado y del anticuerpo, lo!l dos antigeno5 competirán por 

unirse al .anticuerpo fpor lo generO?il a la inmunoglobulina G>~ Si la 

cancentr~ción del anticuerpo e~ lil'litada. y si reconoce y uno a los 

dos antig1?nos por- igual, so puedo concluir qut- la concentración de 

proteJña no marcmcJa que se enct.1entra en lin muestra a medir, O 

dilucione• del estánd.ar, dará Jugar a una diir:.minución de la 

radioactividad del complejo antigeno-,;mticuerpo. Por Jo to.loto el 

cociente prctP.ina radioactiva .Jigadü al anticuerpo fU)/proteina 

radioactiva libre (L>, disminuye conforme aumenta la concEmtractón do 

la horrnon&a no radioactiva preaente. La concentr.;;ción en una muestra 

problema se obtiene por compa.racibn de la tnhibicidn observada en 
muestra con aquel la producida por una aerie de eoluctones p.atr6n que 

contiene cantidades conocidas de la proteína no rnarcadin. 
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Es po~1 bl f.'- m~d1 r c:.;intJ da.des e:-, eo! C•rd~·r ,i,: n¿¡ncgram~s 6 mer,ores 

de un antig,·rto c>~"-PC.•cífico '°"ün con l.;. prto!:enc.1c1 de o'::.rfis prc·teína~ en 
conc:entraciane-:> bi l lanes. de veces m .. ,~. al ti<.!:".. Esto s.1 gni fica que el 

mC.!:.odo es c.:.µa;;:! de dC?b,cta...- cant i düde!:: tra=a de cualquier sustancia 

que pueda 8CtL1ar como anti"geno ó hapteno. La re5oluciOn esta limitad.a 

principalmente por la especificidad de la preparación d& anticuerpo y 

por la actividad espacif1ca dc:_.l -'lntigeno marcado C42J <figura 5). 

En c:u.:1nto al rad1oiniriunoanhlisis. de Apo B100 1 el despl.:i.=amienta 

de las curvas estándar ol.Jtenidas con LOL, VLDL y quilomicrones es 

paritlelo, indicando q1..1e el RJA cuant1f1ca Apo B en tcd~"l"=- las 

fracc:ionos de lipoprot~inao¡:.. Sin embargo, la cantidad de ,;po B medida 

en quilomicrones y VLDL puede ser sens1bl1?> a la estructurd. propia de 

estas partículas debido a que se se ha visto que se incrementa con la 

lipólisis <36). 

1.12. Anticuar-pos 

Uno de los· aspectos import~ntes. del sistema de control 

homeostA.tico en los o.nimala~, es el mecaniamo de protección e 

inmunidad contril suat<inciaa e>etrit.ñ..;as e infecciones. Los procesos de 

i nffiuni dad dependQn fundamental mente de 1 a CLlpnc:i dad para 

célul.:is y sustancia.a que sean .:.jenas al on:]an1smo. Cuando el material 

e>:tr-aii'o, quo puede sor incluso una proteína e.orno las que contiene:- ol 

polen, sangra, o una p.:trtictila de naturalezi'li e>:trañ8 no biologlca, al 

quo se le denomina antlgeno ha entrado, entoncen s.e inicia una •erie 

de reacciones de defensa < 17). 

El siGtema de inmunidad prescmte en el organismo utiliza do!:: 

mecanismos de respuesta: mediado por c~lulas Uinfocitos) que 

reacciona produci En do y l i bvr.«ricio ct:-1 ul as sen!;.l bi l izadas al Antígeno 

<l,7,B,16,17> qu1t puede combatir infeccione,., ocasionada~ por hongo!i y 

viruu o iniciar el rech"'::o de tumor&s, tojidos extraños;. y 0.-r;,anos 

transplantados, y otro de tipo humoral, que rc-accJon.a ainteti:rando y 

secretando anticuerpos dirigidos e!!.pecíficomente contra el antígeno, 

.funciona contra infecciones bacterianas y reinfecciones oca1>{onadas 

por virus <B,17,43) .. 

Lo5 .ont!gcnos y Jos .o:.nticuerpos tienen sitios de reconocimiento 

qufmico qua permiten la unión estrecha de unos con otros. El sitio d• 
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combinai::16n !:!el antic:uerpc. c:on el ¡;,r,tigenD SP. llam<• ~it.io ant1gén1c:o. 

E>iisten mclécula'S que a estr~ si t 3. o anti génico pero no pU~!der:i 

1nduc:ir una respuesta inmune ll'"1mados hi-lptenaa, y p;.ra lr:igrr..:--lo se 

unen a m,c,c:romol""c:""1la~ llamt'ldr.!3 .ac:;;.rreado!""es. La pñrL<.=- del antígeno 

que pt1ede c:or,-,binar~e cor. el s:t10 ant1gé1\1c:o de '..1n antic:ur.rpo 

llama determinante .:\ntigénic:o (1.17,43,44), 

Cada antic;;eno provee"' la formt•c1ón de un i'lntic:1.1erpo espE<cífico, 

el c:uul 

difel"'e!""lt.L~ o.:.nc:r~vs: cubricr.~~s J¡y: ir;1tio<;. ac:t1vo.,. d<:·l ar.!::!geno, 

al)r-!HJ·\ndolc.i, precq:ntJ.r,dolo o romp1c-nr!o a las célul~1!!.. que lo 

c:ontienE-n• ayudando a la fagoc:1tos'l!:> de las bacterias entre otra!>. 

Por cu""lquiera de ostas forma: los antic:uerpi::is innct'lvan a lcis 

górmenes invasores o a las molt>cula~ c~trañiHi <17>. 

Tanto las células como lo~ ílr1t..icu~rPP'o ~e distribuyen a los 

tejidos del orgcmismo utilizando el torrcntp ~angu1r11.~o, y penotran a 

éstos a través do las parede~ de los c:.:1p1li1res. l.o~ linfocitos se 

hal 1.an 

sitios 

<17). 

gran c:oncc-nt.rat:ión en los nódulo~ linfáticos y le• 

donde se producen como la médula o~.Pa, el timo y el ba~o 

Los anti cuerpos son proteínas producid.as por las células> 

plasmé.ticnD en respui;n>.ta "" un estímulo antiq~nico (45). Son proteínds 

globulMres del tipo de las gamaglobul inas y Fo~ r:-ncur:ntran circulando 

en el pla&ma <45>. 

I .12. 1. Estructura 

Los anticuurpcs ó inmunoglobulin.'.\!."> tlg) e~t.'\n c.onstituído~ en 

forma' general por dos cadenas pes.Adas unid;,.,:: " do~ c:adi:mao:.; 1 it)Eo:ras 

mediante puentes disulfuro. Por ejc.;mplo las lrJG t1cnf..•O un pe~o 

molecular aproximado de 160 1000 y ~sttin consti1-l1ídEts pc-.r cuatro 

cadenas polipaptid1c&n~. Do!il. son c.stlL·na~ pu·.:.ad~s (c:.adcnns H> de ur1 

peso moteculi!.r de 60,üOú y dos cadenas lig~r.:i5 {C<l.dnna!.l L> con un 

pes.o moleculiilr de 20 1000, cad.a una 

disi.ulfuro 1 cada cadena polipeptldica 

de ellns unidas por puentc!i 

diferentesa constante tC> 1 de unión tU> 

regiones de 1 as cadena~ H !;oOn di fer-ente-::. 

vez consta de tres regi onus 

y variable:!' <V>. Las tre~ 

a l I:'~ di~ l Ali c~t.lena.s L pcir 



cada un21 de- ant~; ':<'."l<;; ,-eg1on.;:: est~ determ1n.:.da po,- un co:"Jjunto 

!:,eparAdO de genes <O, t i",45-•\71. 

I.1::?.2. Clo:11::1flc:Bción. 

L.':1.s inr:n .. 1noglc.t:ulinas se han d1vidir!.::i ~n diferentes cl&5es de 

acuerdo a su.,. car~1cteris.t1cas. fisicoquim::.c.1s ·1 biológicas. E):ist~n 

cinco grandPs c:l itSD-5 d¿,. imnunoglobul in~"s en el pl a.sma humano y se les 

ll&miin !gA, lgD, JqE, IgG e> IgM (8,•13 1 4:.:i). 

Las inmunoglobL\l inn!l G constitu¡·en li\ principal clase d~ 

anticur:·rpos di? la ~;angrt.'. Su prot.lucen uJ;~1n,.lc:intfJmente durante la 

respuesta inmun1tar1a secundaria. La región Fe dr. las moléculas de 

IgG se une a recE>r~t.ores especif1cos de las célul=t5 f.o.gocít1cas ti\le!l 

los m.:.crOfagos y 1 os 1 eucoc i tos poli morfonucl earen, aumentando 

asl lA i:o.-ficiL'ncia con la que Jas c:élttla'!'. fagociticias pueden ingerir y 

dc-struir al Lmtigeno (8 1 45 1 47>. 

L& lgH es la prlnc:ipal c::lu!:>u de anllt.:u~rpo segregada a la 

sangre en l.as primeras faeeq da una r~spuosta p..-imar1a 

anti cuerpos. En forma Gegn:~·guda la JgM es un compuesto de cinco 

uniduden de cuatro cadenaa y por ello tienu en total 10 centros d9 

unión al entígemo, estos pnntámoros son todavii\ más efic:e.ceti que las 

moléculas de IgG cuanto • la activación del si~~tema del 

compl emt?nto. La IgH también es. 1 a primer," el ase d" anti cuerpo~. 

producid.as por las célult\s B diferenc:if'ldi\'3 <43 1 45). 

Aunque todas las claunn> de anticuerpotl pueden exi"S.tir on -forma 

ligada la membrana <como receptore.s d1> s.uperf1c:ie colular, 

eSpl!cificos del ünlígenc) o en forma ~119rugada hidros.oluble. la. IQH y 

la Ig'n !&on las clasc'!l quP !Hi" encuent.-iln pr•.:-dci:tttnW\nt~,.,t~nte en lA"> 

células B en repo5o, sorprend~ntomentn muy poc,;,s célula!'> B ne •ctivAn 

alguna vez para negregar- anticuerpo~ ?gD, fH!' dco:Jconoc:I!' l.;r. función de 

esta clase de c><nl1c:u •. .-rpos apartu de &u func11'.>n como ,...,.ceptores del 

anti geno (4:3,451. 

LA lqA fJS la principal clase de anticuerpos &n las. '!H?crec1on'J'S 

C!>1tarnüs por lo cunl protege estructuras c:omo l.a gl~ndula mamaria, &l 

intestino, l é conJunt i v."l. 1 el aparato rl!&pirator i o y urogeni t•l contra 

la acción noci'ln d1::- diver~ou microorganismo!ii. La6 molt>culag. de IQA 

dlmoros ur11dos por L111a ca.den.a J y en l.ls mucosas contienen 



t.;.mb1 én un.a proteint"t pr c1dt.1t:-1 do pcr 1 .e.= c1}:!.ul .;;.!:. l:'f.il t1?l 1 al;-.;;; c:onoc1 da 

como componente secr-etor que puede pr-oteger C1 las moléctdas de IgA d'; 

diger-ida5 por la~ en:=imas prcrte6llticas de las secrec:ionF!s 

(43,4'5). 

Los c;nti cuerpCr5 E u1-.Lt e-lc·vada e1t1n1d.ad 

proteína':\ receptoras e~pecíf1cas de:- la!i supE":rf1c1r,- dr· I,,1s. célul.::i.s 

ceb01das de los tejidos y a la d;;,, los leucoc1toe ba!0.6fl}or,, de la 

lo cual ,-11 entr.o.r dt:> nur-~..-o r:>l ant!gr,;no qLtn indtUo ~LI 

formación~ l""P.c,cc1cm;:m promoviendo la 1 iL •. ,-,,ci ón de medi adorez: 

quJm1 ces por p;;:1r-te dt~ las cól ul as t:(]b.,d.-16 y dE· 1 os b.:;~,r:.f i 1 O!> < 4:: 1 •15J. 

I. 12. 3. Respuesta pr1mar1 a y respuest-'• ~ccundfl.r1 .:~ en la pr-odttcc í ón de 

anticuerpos. 

El sistema ::.r.muno tic~ne mamaria. Estu es porq1..1<::• los animales 

deo.arrollan una inmunid«d il largo pl-'l::o contr-,;i mltcha.s enfermedade~ 

virales comunes despul'.>s de Ja E'):Pü"-º1Ción i1dc:ial al viru~. Este 

fenómeno puede sor demo'!.tri'!do en .;mim.'1ln~. mtpt:·rimi:-ntalr.?::. S~ 

animal es inyectado una ve= con tin <:>.ntigPno r.. s11 ro<;;pur~!:.t~• 

tanto celular como hutt.orill aparece-, y de!:ipués de> un per-iodo do 

tiempo de alguno9. días se olev.il r.1p1d.:i. y r->:ponencirilmenta ha~t.:i un 

l 1mite, después del cual gradualn:ente V<' dec.:,ycndo. EstP. es el 

de una respuesta 1 nmune pr i m.>iri a, que ocurre en un animal ante 1 a 

primera e>\posición al "'ntígeno (43>. S1 después de algunaG semana~, 

ln&!Je5 o aun ~iioo. i?l mi nmo animal es reinycc:tado con el mismo tipo de 

antígeno A, éste pt1ede producir una rcspuestü inmune s~cund;i.r1a que 

muy d1fer1mte a lil pr-imar1a. El periodo de tiempo dP. tniclo !.ir..> 

.:"lcort.a\ la renpuesta se magnif1r.fl y su duración t.I? p...-o!onga. Esta 

r1Hlpuesta •e-cundar1a refleja la momoria 1nmunológ1c,1 e!ipeciftc~, para 

•1 .11ntffJeno A. Si al animal en cambio so le da un c1ntige-no diferente 

en de la Gegund&1. inyección dLJ-1 .:tntigeno A, l.J. r~spuest.;1 en 

típicamente pr1m,;i,r1a y no ~ecundariH. 

La tlior1a de selección clcnal provcn:- un Litil concr.-ptn para 

entend1ttr la base calular d& la memoria inmunológica- En un animal 

maduro las células T y n •G> gnc:uentrun cm l CJ~\ órganos 1 i nf oi des 

secundar i oa una rne::cla de al menos tr&s estado5 de d1ferenci•ción 

qu~ pued&n ser designados como célula'l:f virgen, células du mamaría y 



ct-lul.;i~ tot:livE<das (43,48). 

Desµué~- de que los linfocitos 9 h.;.n rr.¡;,,durada a célula$ B 

vírgenes y se- htin despl ~:: ado de 1 a médul"" c.rnc:>a hac:t.;. la periferia, 

pL1c-den -...·ivir !;:o!o c.Jgunos d1as como c:élul;,.s. c1rc:ula"1tes que 

ningt-)n antíl)€·110 inte:-aclLu:- con los .:1nt1c:uorpt.1s de !!U ~uperficie Y 

desenc:ittJene stJ r1ns.:irrol lo v ma.dur-ación UF!). 

Cu<"lndo 1.au cc-lul.8~ virgen se encuentran a un .;¡nt(g•.·no por 

primera vez c-.lguni.'s de ellas son estimul..,.d<i5 p._1ra mult1pl1c<ors1;; 'I 

transformc"ln "'n cé>lulrir: activ<'l!i, i.-,~, cuc0lc.•¡:; se• dcdinen e.orno célL~las 

que e!;tén compromt.:·tid~•s mont&r un•"'< rt~spu8st.:i Ccélulets T activas 

anti cuerpo~). Al guni\!'.". el-lulas virgi.:n nstimullldas p.lra. 

multiplic:¿o.rse y madur.oir hacia cólulas d& memnriM que no montan una 

respuestu inmuno, p&ro quL> han sidc.o tnduc:idú~ "' llP.gar u ~er célula!> 

sctivas en un futL1ro encuentro c:on el mismo antirJcno (4:'.). 

Los linfoc:itos virgenr-'3 se encucmtr.:in en los tP.J1dos linfo1de>~ 

secundarios por un curto t lempo ya quP. lo m ·,5 prc1!'<ib 1 P ~·-. quP cr1 un 

peri Ddo breve se encuentrt-?n con e~ Antfgf.?ílO (·t~.1. 

La células de memoria, por otro lado, v1vr:n por muchos mt?2es o 

aún ilñ05 5in div1dtrsc, roCiri:Lil..indo c:ontinu;:irncntr cm la s.:mg!'"'e y en 

los teJit1os 11nfoides secundarios. Lil céluJa5 de- mt_>m>ir-ia re!'>pundcm 

m.á~ rápidnmente a lo5 rantígt>nos que lns c:élulat• virom1 <4'3,44,•16>. 

De ac:uC?rdo a a~to esquema, lil memor1a in1nunuló91ca e~ CJ(~ner.ada 

durante la respuesta prim.?oria' debido 1> a l,;a proliferación u~ cfrlula~ 

activadas. por f?l a.ntfgl'>no, creando de eoz.ta manP.ra muchac célulato du 

memoria mediante un proce-:.:.o Ct'noc:1do c:omo e~p.\n516n clorh:1.l, 2> <-t qug. 

la~ células de m&mor-ia tifO"nr.>n u:"l,".I. vid:< mu~t,a m.'.io;. l.MQ<t. qua li's 

c6l ul a'JL vi r-gen y pur;dcn r ec irc:ul ar por la 'i1.l'lngr-c- y o,.gi\noa linfoides. 

"il?t:undario(.; y :n debtdo ~"\ qu~ cada célul.:i df~ r!IOtr:Or-ta 

responder m.1.s r-ápi damC?nte 

<4:t,44,46). 

v.ntigc-no qur.> 

c~pa:z de 

el-lula v1rgen 

Mucho:. evr?ntos cel ul .:tres ocurren el oncuentro de 

anticuerpo con un .antigeno, dentro da lo$ cualo~ &fi' incluyon l" 

ac:tivación de l.u pral l ff.:rit1ción, la sacroc:tón dt." anticuerpos, la 

pr-oduc:ción de IgG y de otr~s cln!:es d~ ontiCUl:rpot¡ secundario;. y la 

producc:16n de células de memoria· C44J. La Activación permite- la 
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s1ntesis de c:la-.:.es sec:undar.ias de ~1nt1c:uE>rpo3.. 

Las clases de anticuerpo JgO, IgE e I1Jt-l 1 no jueg-.1, ?.1n papel elj 

los estados tempra.nos de un.a respt1esta inmunr,. debido '"' qtw í."l los 

se encuentran en las superf1c:ie de las c:élt1las v.i.rgc-n n. For e-sta 

raz:ón ellos '!':e raf1eren como cl•·~X:5 Sl-:•c:undar1,;;,s de- .;.ntic:uerµo. Lac; 

c:&lulas ~c:tivadas inic:ii'ln l"" síntesis. dr:> lgM e JqD C4·1l. 

La progenie do una !:>Ol A c:C-J 1Jl i1 ac:li vada puF.·de ser variable en 

las c:lHr:.es deo ant1ctu:-rpo~- qur: pr·odtice. Cu,uido un"' c~lul;;1 O se 

encuentra a un L~ntigeno in1c:1ciln,ente pro!JL1::e IgM pero, la clase 

gecundriri a de ant:ic:uerpo como IgG l 1 !:!rJ.=i .:t <;.E;r prerfo..--.i nt.!"t~. 

La Ultima progf?n1e de linfor.iton D ac:L1v.-u..los sen lar.. células 

plasm~tic:a!l. y las células do memoria. En el µrt1ceo.o dl• ac:t1vrH:ión ne 

incrementa al nL1moro de tipos. dr> pralJF-'nie. Las célul .. is pla~m.:\t!c:,ns 

pueden ser.retar c:u.:.lquir:r-. de- las siete c:la9~s d¡~ lm11unoQ]Obl1lin~'l'1I 

pero debido a que t>L1fri1~ron una recombin.:-.ción dtir·"'ntL> st1 m.<dt1rt1ci,ón 

c.ada célula produce solo una clase- de anttc:uPrpo Las r~~~·lLt1.:,,: dí? 

memoria adem.-tis capdr::es de sinteti;-:,:1r m1iltiplP.r, clli•$Ds de 

ant 1 cuE>rpo!:>. Cu<"ndo las cél ul il!3. de mr.-mor i a rospond,..,1 ul anti qP.no 

producen iant.i cuerpos. princip-•lm1?;1te d+~ el a<;:;e sec:und .. H· 1 ..... flur .. ;r.te el 

segundo encuentro con el antígeno hfl'/ una rc-o;c.pucst.•' ín.i,•.cl1,.ta c1P IqG 

da una magnitud mucho mtis grande que la rc.-:.:.pul:::.ta ini.c:i.il. Si dt1r.:inte 

la g¡egunda inmLmi=.ación de un antígeno Sie- inoc11la otro la lgH 

responde predominantcmcmte al nuevo .:intíl)eno (44>. 

La mayoría de log antígenos ti en en v~"\ri 1::i,.; df1termi nantf•tt 

antigénicos diferentes en sus superf1ciRs, que estimulan la producc16n 

de anti cuerpos o l u res.pues t."' de c~·l u J Cl!l. t'd gunc:.• .. deterini n1tnte5 1:.on 

' más inmunog~nicos finduc:tor(,'s c!o 1nmun1dad) qtu? otros, de mor!o que ln 

reacción cnt1·e ello!::. puede dominar la rc$pLH.:"sl<• general, so tlic:u qut:> 

tales determinantea "'º" inmunodominante~. Como cabri.:1 e!!.pcr~r en un 

sistema que ectüa por aoloccidn c::lon~"\l por lo gc:-nc:.'rul, incluso un 

único determinante antigtmico activil mucha& c:lonus. d1 fPrt.-ntcs, cada 

uno de la& cuales produce un centro d& unión ill .:1ntígeno con un.:i 

afinidad diferente paru el determinante. Por ejemplo, I.;1 estructura 

d& un antígeno X puede interpret.;i;r!:>c:.• dL· muchas man(?ras distintas y 

por ello puede estimular la producción de ci'!.'nto5 de especic..~s 

di fercntus de anti cuerpea anti-X cerda uno producido por una el ona de-



Cuar.c!o 501 o ri:;,sponden un;;is cuantas e 1onas 1 

es ol1goi::lor:2.l, y <::uando la rospur.•':lt5'1 total cs. producid.'.). por una sc..la 

c:lon.!< clto:" r.~·lidc•,. El o T !H.' haLl;,1 dl.! un.-. ,..l:.5p·.•esta monoclonal. La 

re".'.puesta a l;i mav~·ria de los c:.ntigenos sc,n pol1c:lonalf..>s. Les 

anticuerpo<::. 

pol1clcm~•l1:0., 

de o::pt:rimc-11tar.:ión. En nL1ostrc caso los hli'rt10!3 llpl1c:ad1 «1 1noc:Llar­

LDL ui sl ad,l de p l .=tSma humano en c:one .Je>~; di.? 1 .:i r·a:= a Muev.:1 Z~l anda p;tra 

lnduc1r la formación de ~•nt1c..uerpos polic:1L11al..,..,.. 

Por l.::i gran importani.:1a que tiene· ol mE>dJr- Apo B-10(1 un plasma 

humano S"-" diseño un proyet:to cuy.J. hipótE>s1s fue la sigulento: 
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II. HIPOTESIS. 

Si el método que present.- la mi\yor sensibilidad p.!tr~" medir Apo 

B-100 es el re1dioinmunoanál'isis y par.¡¡ re~l1::arlo e~:., nHc:esar:io contar 

un estándar y anti cuerpos espec: i f i cos, f:'ntonc:E>s podemos aislar 

LDL d't sangre periférica hum.:\na como fuente de Apo B-10(1 por medio de 

su densidad de hidratación~ utilizando diferentes c:ortt:-s de densidad 

dentro del rango de den si d..::1des de las LDL e> 1 nocul .:irl '' e-n conejos de 

la ra::A tlLtP.Ya Zelilndi\ para inducir la sintn-r.1o;; de i\nticuerpos 

pot1clonales y usar estos dos &lemento'.i p.-1ra medir l;i c:oncentr.,.c16n 

de Apo B-H1ú en c:irc:ulac16n por esta té-c:nica. 



Par<"i demostr~'lr la hq:.iót..:!sis 

objetivos: 

I II. OBJETIVOS. 
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pr-opus1 eron lo~ !:l gL:::. c"":te!S 

l.-Obtenc16n de la. LDL pura. a partir de sue-ro humano como fuente:> de 

Apo B-100 p.;.ra ut1li:::arla como e&t~ndar y antigeno. 

2.- Inducir lr.i formaci6n de anticuerpos en ccineJo pnrn LDL y Apo D·-

100. 

~.- Prob<.lr que los anticuerpos son Llt11&5 parM CLtHnt1 ficBr Apo B-100 

en plasma humano por Ja técnica d& radioinmunoan~'lisis. 



IV. HETODOLOGJA. 

IV.1 Obtención del estándar de LDL 

IV.1.1 Colección de la muer,.tra de s~ngre. 

Con la f:n.:1lld.:tCl do: obtener 

pla~ma, en cada prepar.;.c1ón de! est.i.1 dar dt: LDL 

al menos tres sujetos. 

Par;:>i e-=.tanddrl=:<\r lL: tcm.:.. di: mu1'.'o;:;tr.:1 

po;: a heterogénea de 

11t1l1;:ó sangre de 

tnst.ruyó lo'i'. 

••;uno de un mir,.mo de 

durante 15 o 20 m1nuto,;-. (>\9). Posteriormente le<;¡ col oc O un 

torniquete p<.1ra fc:1c1l1tar 12' locul1=.:,c1ón de lu Vl=na antecub1tal, y 

se retiro al introducir la &"lguJa en la venu pñr-a ev1t."lr una posible 

hemoconcentraci On. 

Se obtuvier-on 40 ml de san91·1! por pl?r!rona, mi5mo5 qun co 

r-epartieron en tubos de vidrio limpios que conlenian EDTA como 

.anti coagulante a una conccmtre1ción f1 nul di:· 1 mg/ml de 5angre. 'se 

invir-ti6 var1as veces e.ad• tubo para homol)eon1zar e! EOTA con la 

sangre- y se mantuvieron en hielo hac:;ta term1nc:r con la col~cc160 de 

muestras de todos los voluntarioD.. P.:-.ra ecparar el plasm,-i del paquPtP. 

celulal"'" lo'l tubos. se centrifugaron 

durante 2<• minutos. 

314.9g (1800 l'"pm>, a 4""C, 

JV.1.2. Scpa.réción de li'I LDL da plasma humL1no, 

El procedimiento utilizado para .aislar la. LDL del pla~rna 

humano fue por el método de ul tr·.acrmtri fugac1 ón secucnciul 

preparativa. Este procedimiento estc'.I b.:1sL1dO en la separación de las 

lipoprbte!n"'s del plasma según su den~.idad de hidrat<.~ciOn. 

Para la obtención del cst.indar de LDL se ut1li=..:iron trc5 cort~~ 

dentro deo l OB 1 !mi te!l de den si dad de 1 as LOL y fueron: l. 03. g/ml , 

t.063 g/ml y 1.05 g/ml con el ObJeto de roct.iperar la fr¡¡cc1ón de LDL 

con denai dad 1. 03 g/ml - 1. O~g/ml , ya que estos 1 imites son los má.s 

utilizados para lograr un estándar puro C:H,36,37,50,51). 

IV. 1.2. 1 Ul trac~ntri fugaci ón 1 (de 1.03 grlml ). 

Esta ul tr-ac:entr i fugac:i On tuvo por objP.to geparar todne 1 as 

particula6 plasm.S.ticas con densidad menor o igu"l a t .. 03 gr/ml, 
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dt?•·.lra dE- l ;:.:;. cLt:-d e!O. SG: enc•.110-nti- "'ri 1 z,q sigui ent~;; l 1 pcp:--oteinas: 

qu1lcm:!t:rcne~ t¡\JC:· ¡:.:wJ1eran iH~n c.:ircular en el plasm<i, VLDL, IDL '( 

pu~-tfr dé.• las LDL con densidad de J.v19 a t.(1:, gr/ml. 

El pl::.sm;;i rc>Cién obtenido tu·.'t:> LHl<'l d~nE.ld.;:.d aproJ:lmAd,.,. a l.03 

gr/ml, po:- lo qu~ cd ¡::diasrf.i"! sin oiJlt~te pre-.·!o dt~ d~nt:id;;,:.i 

distribuyó en tubos de ,Pºl ialóme..-o con c8pac1d<ld de '38.5 ml y se 

centrifug.?.r-cn L'I 14'3,4•)6 g ::~5,(1(1(1 rpm) durc;.nte> 18-:!(• hr d .1.0..,C. 

p,;,ra s~ll.:u- la p<1rtf} superior del tL!bo <>f? ut1l1.-=aron t,·,pones du 

aluminio espP.c1aJc5 para este tipo de tuhn c-n c.<d,:¡ una dt_. l.:i.n 

cent1· 1 fUCJdCl ones. l od;.-:; la~ ul tr.;.-::t>-ntr 1 ( .1g.:"<c l nnos. se 11 evaron a cabo 

ultracuntrífugti EecJ:man mod. LB - Bú N util1:::anrJo c:-1 rotor 60 

Ti. 

Concluido el tie>mpo de_• ultracentrifugación -t•e rot1r.•ron con 

cuidado lob tapone!> y los tuboD ~e i.ntroduJu·cr1 en hlC?lo. En 1.01 pnrte 

super:t or d(?l tubo ~u encontró 1 a de flotación dt? la!..°i 

l.ipoprotainas cr::ir-1 c.Jens1d.:-.d rr:E.•ncr-.:; 1.(1:; g/rnl {fl[]Ltra 5-A>. E~.~¡, 

recolP.ctó por aepirnción uti l 1::u.ndo un.. tr~mpa dP vacio 1 

m.:\nteniendo el tubo en ponic16n ver-ti.cal (f1gur.1 6) 1 y se ()uan:1ó una 

al tcuota. 

El rr.~ta del pl<:<'::.m.:-., y.:i l 1poprot .. ·ina,r;. rica~ 

triglicéridou, (toin Ou 1
1JL.DL,IDL,y LDL con d~ns.idad mE?no .. de 1.03 

gr /ml > , se homogeni zó ngi t.1.ndol o suavemente p.'lra c:onti nu.:1r con 1 a 

siguiente centrifugación, y sr> guardó unn ülit:uot"' de (>stUo. 

IV.t.2.2. Ultracentr1fu9r1ciñn 2 <d"" 1.06,3 g I ml >. 
Dal plasma obtenido on la ultracentrifugac1ón 1 ge separaron 

por fl'otaciOn las p.articuli\s 

gr/ml 1 drmtro de> la qua !:.o r:-ncuentrdn, pr1nc1palmcnlr.r, l•s LDL con 

dennidad da 1.03 a 1.063. !)r/ml y algunas HDL con densidad i9ual 

menor a l. 063 gr /ml .. 

Se llQvó al pln.smn t1n lipoprotr.tfnas rJcds c-n triglicérido11. a 

una denai dad de 1. 063 q/ml. y se cenlr i fuqO a 14:::, 406 Xg (4:!i, 000 rpm) , 

duranto 26 a 28 hrs a 10-C. Al termin,;ir la ultr-acentr1fugación 2 ~• 

obnervO en l A p.3rta ~uper j or del tubo a la~ 11 poprotoinau con 

densidades .a t.ú63 gr/ml E!.C!'parad,:,!; púr uri.1 ::ona clar.t y 

transperante del resto d~·l plasma <f.igura s-a>. 



•za.s.- Eaquemae de la dietribuci6n do las lipoproto1nas on ol tubo 

" 

e 

Lipoprote1nas con 
densidades menores 
a 1.03 q/ml. (VLOL, 
IDL y LDL ligeras) • 

Lipoprotelnae con 
donsidades 11onoros 
a 1.03q/ml 
(LDL,IIDL) 

d m 1.031 r¡/al 

Lipoprote!na• con 
donsidadeo aonores 
o iqualaa a 1.05 q/ml 
(U>L 1.01-1.05 g/1al) 

Lipoprotetnal' 
con densidades 
mayores a 1.os q/a1 
(LDL 1.05-1.063 9/aJ. 
y HDL 1.063 9/a 

4 :i::i1.as r¡/al. 

B 

:.' 

D 

Lipoprotelnao con 
densidadeo menorea 
a 1.063 q/ml. 
{LDL y HDL li9oraa) 

Lipoprotolnae y 
rosto de protelnae 
plasm8.ticao con 
dcnoidados mayores 
de 1.063 q/ml. 

d e; 1.0&3 9/•l 

EatAndar de LDL 
concentrado. 
(LDL 1.0l-1.05 

q/ml). 

4=1.0199/llll 



FIG. 6.- Esquema del procedimiento empleado para aspirar 
a las lipoproteínas del tubo de ultracentrífuga. 

tubo de vidrio. 

Bomba de 
vacfo. 

manguera de hule. 

tubo cónico 

tubo de ultracentrífuga 

Por medio del vacío las llpoportefnas se recolectaron dentro del 

tubo de ensaye. 



Las lipoprote[n:is se ri=-cc.!ectaron por a~»p1r-ac!On, 

alicuota y el resto se descartó. 

43 

guardó una 

Para conoc:r:>r la densidad dt?l plasma en todos los casos se 

utilizó un picnómetr-o de la sigL1iente 

a) Se pesó en la bali'in:=a analítica: 
- el picnómetro -;eco, 
- el picnórnetro con agua destilada y de5ioni;:itda, 
- y el picnómetro con el plasma. 

b> Para conocer la cJensid-"d dttl ag1.1a se utili=.6 la "dguiEmto fórmula: 

peso peno 
dt!l pi cnómetru - dc:l pi cnómotro 

con agua. 
pe!!o del (l.gu ... 

pee.o del aCJU.tl. / voll1mon del picnomC?tro. :: dcn-sid.;id d"11 ag~a. 

Fue necesario obtennr la densidad del ngua para conocer ,la 

densidoO\d ggpec:ífic:a de l.a muestra, que se obt1ane dividiendo la 

denGidad do 14.'I muaStra entro ln densid.'\d dnl ngu;i~ 

e> Densidad de la muQ~tra2 

peso peso 
d~l picnómetro - del picnómetro "'" puso d~ lB muestra. 
con la muestra. 

paso de la muestra. / vol uman del pi cnómetro.. = den si dad de la 
muc'3tra. 

Ccncc:iendo la denroidad de la mue9tra utilizo la s.iguiente 

fórmul'a paria calcular la cantidad de bromuro do potasio tKBr> • que se 

nécaaita para llevar al plaam.n. a la densidad requer'ida: 

den&i dad del l<Br. 
N 

demUdad deseada. densidad de la muer:.tra. 

den!ilidad del KBr. - N X - volumen de la muestra. 

X - Cantidad de l<Br que ae le agrego al 

pl•&m• para llevarlo a la di:msidnd deaeada. 
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IV.1.2.3. lJltr t•cor:tr~fL1gac::ón :; 

DUri'lntP. est~ u) trc.cC?ntri fug¿.,ci6n las LDL can den"S.idadH~ mC?nore~ 

1.05 gr/ml separ-.:.rcn por flotación de l~s LDL y HDL 

densidades mayor-eo. .c. 1.\."IS ~r/ml (ftgur;i; 5-C}. 

L& fracc:t ón ¡j'"' pl a.F..mé• obten.ida 1:!'1 la ul tr-~1cc.>ntr l fugac1 ón <con 

lipoproteina5 con densidad menor a 1.063 se ajustó a 1.05 gr/ml por 

medio de la f6rn1t1la y.;. d~-'Scr1t.a. Se ultr .. ,c:~n~,..1fugó a 14.::,40.::. .( 

<45 1 000 rpm) dur~nte 2~1-,:!6 hrs. Al terminar l"' ul tracentl""i fugaci6n se 

recolectaron las 1 i poprote:( ni'ls que f l ot.::iron y st.> prep.:ird para 

concentrarla por mvd10 de la ultraccmtrifugac1ón 4. 

IV.1.2.4. Ultracc-ntr-1fugación 4 <Oens1 d.'!d 1. 019 gr /rrd). 

Para concentrar la fracción de plasmn obte>nida 

ultracl:l'ntrifugaci6n 3 quc:o contiene a la~. LDL con densidadnt'> entre 1.3 

- 1. 05 g/ml se .:ijust6 l il dengi dad a 1. 019 gr- /ml , di l uyCndol a con una 

solución de NoCl 0.9'l. + EDTA lmM (densidad dc:o 1.006 gr-/ml) por medio 

de la eiguiente l6r-mula. 

densidad do Ja mu1H1tra. - dnn!!iidad deseada.. 

denei dad deseada. - den91 di\d de 1 a eol uci 6,1 
di luyenta. 

Volumen da e Y. 
la. muestra. 

X"" volumen do la solución diluyente qua se .a.grogd il Ja 
muestra pnra tlevj!l;rln a 1.-:a donsidad deneada. 

,s• ultracentrifugó .a 1-46,4069 C4~,000 rpm) duranto 2•) hr• a 

l(JC>C. Esta ultrac&ntrifugación se llevó a C:c1.bO po.ra conr:e-ntr.or las 

LDL, (figura 5-D> y para diluir el Br-omuro de potasio en la muestra .. 

Al terminar la ultrac:entri fuq,;,ci6n ".!r• '"'-:piró -::u1d.-~dosami;•ntu todo •1 

sobren.adante, dejando apro>c i madamanta l r.il 

proteína, 

Mi 11 ipore 

det:puós ambi onte rotstór i 1 se pasó por un f i 1 tro 

de 0.22 um de pero y seo colocaron al (cuotas da lOOul 

tubos con tapón de rosca que •e al macr.r.naron a. 4'""C. 
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tV .. 2 Cuantificación de la proteína. 

Para la determinación del constituycmte proteico de la LDI.:. 

obtenida se siguió el procedimiento descrito por Lowry &t. d· <52>, 

u°"'ando ccrr.o estti.ndar C\Jbümina s.t:.ricn bovina (1mg/ml>. 

IV.2.1. Curva P.Stándar. 

Tanto la estár,dar como las muestr a!i problema 

anal i :aron por duplicado. Se sigui 6 el os quema que se muestra a 

continuaciOn. 

Esquema de la curva p.:\trón 

No.tubo ASB agu'"' estánd<'!.r Sol. e Folin 
<ug) (ul > <ul) (ml> <ul> 
o 4(10 100 

2-3 5 395 5 
4-5 10 390 10 
6-7 20 380 20 
B-9 40 :>60 40 

10-ll 60 340 60 
1:?-13 BO 320 eo 
1-4-15 100 300 100 

Se pipeteó el agua, luego el estánd<lr o la muestra dilu!da y 

después la solución C <Apéndice Al>, los tubos se agitaron y 

incubaron durante 10 minutos a tamperatura ambiente. Enseguida 

agregaron 100 ul de reaci;ivo de Folin-Ciocalteu phenol <Gigma 

Chemical Co .. St. LouiS, N.O .. > agitando inmediatamente. 

IV.3. Caractorización da la LDL obtenida. .. 

Para la caracterización de la LDL. &e emplear-en las t~cnicas d&o 

electroforeui s (37,38,61 1 53,54> gol de poli 11cri lamida con SOS 

<SDS-PAGE> descrito por Laemmli et al. (55) <Apéndice A2) 

inmunodi fusión radial <54, 56). C;Jn la el ectrofor-esi s se comprobó el 

peao molecular de la proteína al compararla con astd.ndar-es de paso 

molecular, asi como la pureza de la preparación al teñir el gel y 

analizarlo por densitome-tria, con ln inmunodifusión radial 

demoatr6 que el estándar obtenido era inrnunológi Cll.ment.e reconocido 

por anticuerpo• espec:ificos contra LPL <Behring>. 
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IV.3.l. Ele=trofore~o.is en gel de poli.acrilamida c::on SOS CPAGE-505). 

VI.3.1.1. FYt~pur~.c:iern de los geles. 

Se prC!p.!'lr6 un~1 placa de gel de poliacr1Jilmid.:.i al 7Z, util1:=ii.ndo 

un gel de 3.5~·- en la parte !Superior- co,no conCF.:·ntrador Car•H1dic:e A:.<>;). 

IV .. 3 .. 1 .. 2. Pr~p.-:ordc1ón de las muestras.. 

Se c&l cul 6 1 a cant l dad de protei Oil que debí a ~mmr.-tt>r !S~ 

electrofore.•sis, de acuerdo a la sensibilidad dQ le. tócnic:.:; d~ tinci6n 

ut i 1 izada, 10 ug de proti:d na de l c. preparm: i On de LDL 1 y •10 ug de 

protein<l total de las d1 fer ente~ al ícuotus gu.:trdadas dL1rante la 

separac i 6n de la LDL. 

P.:.1ra. compeo.r.c..r- los pesos molr.cuJ nr-e:.. dE::> las proteínas d.,_. las 

tnuei;;tras se utilizaron est.'tn~ares de pe~.o molecular alto, obtunidoe 

do BIO-RAD. De acuerdo la concontrac:ión de cada alícuota, el 

volumen requerido para. 1 a. electroforesis varió 1 cuando f ua nL>c:e!:eri o 

se agrego ilgua hn~ta completar 30 ul il CO-!~te volumE-n s~ le añadió otro 

volumon igual de amortiguador de mue~tra (.'.lpéndir:o A2bl 

Se colocaron los 60 ul de muc~tra prE-Pi•r..,d~' tubos cónicos 

con tapa hermética y se Agitarón vigorosamente, se sumargi~ron 

agua hirviendo duranto ~ mi,nutos para. compl E!tar 1 a dcn:;natura.1 i ;:.act ón 

de la'.3. protu!nas. Po~teriormente ~e centrifugaron .:J 2000 rpm dur.;,,nta 

5 minutos para concentrar ol va.por desprendido dentro del tubo 

dur.ante la ebullición .. El blanco se hizo con agua y amort1guilrJOr dfr 

muestra &n proporci6n 1:2 .. El ·"squema fue al siguientei 

Eoquoma para la electrofor&2.is 

Huestr
1
.tl concentraci 6n volumen dilución volumen H~O •mort i r¡¡uador 

mg/ml par u 40u11 d .. i&n.\lí&1• (ul> d,, tbU1t9.tr11 
(Ul) Cul> <ul> 

Pla!!m3 92.2 0.43 ts tqo ::o 30 
\ILDL 14. 7 2.7 1110 
HDL-LDL 562.4 0.072 1s400 
LDLS 12os.a ::a .. o 
HDL 2~6 .. 3 0.16 l: 100 16 14 

Volumen 
para 10 

LDL 3.3 3 1S 10 30 
EstAndarea 2 28 
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IV.3.1.3. Procedimiento. 

La elec:troforesi s SE:' corri6 en 1,.m ge>l de B.f, }t 3. 7 cm =iplic.and';l 

una corriente eléctrica constante de 12(1 volts h.:u>t.?1 que la marca de 

a:zt.11 de bromofenol llegó al límite in-fttr-1or del gnl (<1pro>dmmJamente 

lhrl, utili::ando amortigu.;;i.dor de con~id"' <e1péndic:r A2c>. 

LE\~ proteínas se f 1 jaron al gel ~UmEó>rg i éndol c. pn un.11. sol uc:i ón 

deo metanol-flc:ido acét.1co-H:AJO (45'l..:10~.:45í~) 1 dur<.mte tod,:.. lu noche cm 

agitación constante en un rac1pi~nte cubier-to. PostElriormente ~e pasó 

el gel a una solución de metanol-ác:ido "lcét.ico-+l;:!O <'.251.: 1Cl'l.~65i0 por 

un mlnimo de lhr-. Dt:spués. se procedió a l.;. tinción del gel. 

IV.3.2. T1nción del gel con A::ul E<r-1 l l ¿1ntt, dt"' Conn.nsic. 

En trabajos similares informado!'> un la literatura. (54 1 57) l.;. 

pure:::a de la prepnración se anal1-:"a tiñendo 1~5 prCJtPín;;:is con a:::ul 

brillante de Cocmaste, cuyo límite de ~l.]ns.1bilid~1d es de 100 ng. La 

tinción oe hizo de la Giguiente manera: 

D~spués de fijado el. gel se sumP.rgió en la !:loluc:ión colorante 

<apt>ndtce A3) dL1rante- lhr a 4ú"C y c:on agilac.ión c:on~tante. Se 

destiño con la solución metanol-tit:ido ai:t-tico-H~o <45%:10%:45%). 

Para los geles, ut i l i :zó un sac:.adol'" de gel cs 

Ephcrtec a una temperatura de 100""C durante 2 hr. Este aparato 

conecta al V.3cic para eliminar el vapor desprendido por el gel al 

calentarse, el vapor es condensad.o en una trampa de vacío fría. 

IV .. 3.2 .. 1. Cálculo de loi; pP.sos molec:ulnres. da las proteín<.1s 

Los peso5 moleculares de las pr-otei Oüs se determinaron de la 

sic;iuie'nte 

1) Se obtuvo el RF de las proteina!3 do t:ada carril tapéndicl? Bll. 

2) Se <Jr-aficO el logar-itmo del peso molaculnr de los estAndares 

func16n de su RF. 

3) Se linuariz6 la gl""áfica por mínimos cuadr-ados y se obtuvo ol 

coeficiante de correlación y la ecuación de la. recta yamCx) + b. 

41 Sustituyendo en la ecuación de la r-ecta el valor de P.F de cada 

protf!fna desconocidi' se obtuvo el logaritmo del peso molecular de 

dicha proteína. 

'5) Se obtuvo el anti logaritmo del v¡¡.lor anterior y éste fue el valor 



del peso mol ecl!l ar. 

lV.3 .. 3. Densitomelria. 
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Se hi::o an~lisis por densitometria pa.ra determinEll6 el 

porcentaJe de pure::i\ de 1 .:¡ preparaci On de LDL, a una longitud de onda 

de 525 nar,6met.ros. 

IV.3.4. lnmuncthf1.1s1ón radial. 

Pe.r¡o. reali;:e1r i\lgunas pn.1ebas cont:""ol di2' los procedimientos 

empleados p.o.ra la obtención de anticuer·pos, prep~·u·on geles de 

agarosa al O.TI. en c.'.\Jas de petri <apéndice A4~ a las cuales ~e las 

hicieron orificios i::quidista.ntes 

experimentos: 

centr;il para los sigui1:mtv,,. 

Con el obJa-to de verificar que durante el pr-oc:edimiento de 

separación de la LDL ésta no perdió sus p...-opiediedes inmuncgénicu.s, 

colocaron distintan diluciones la lipoproteína recien obti;onida en la 

porifctria y al centro un anticuerpo anti apo 8100 <Behrin9l. 

Pru!lbo;\s si mil e.roa la dnscrita se raali==aron 

anticuerpos y la LDL obtenidos en el laboratorio. 

IV.4 Obtención dii anticuerpos contra LDL. 

IV.4.1. Inmunización. 

Teda la información para di!!.eilíar el esquema do inmunización 

obtuvo de la literatura (58>. 

loo 

So 1aligieron dos formas de anti'Qeno. La forma 1 fue la LDL, 

aislada por medio de ul tr•cnntri fugac i 6.n !!U?CUonci al prep"rati va y 

conid!5tl6 en agregar a lmg de LDL el volumen necesario de uno11 

eoluct"6n NaCl 0.9~ par.a completar l rnl, y .:i t>ste se lo añi11d1ó t ml de 

Adyuvante de Freund completo. p,¡i,r.a homugr.n1z¡,r la me:zc:la se p~9.0 

variAa v11rees por una Jeringa con aguj<1 dal númc-ro 21 o se agitó 30 

ner;iundoa en el v6rte~:. La forma~ c:ons.1st1ó t:n obtener a l• Apo B100 

de lmg de LDL por medio de electroforet>i!í> en 9el al :5X d& 

poliacrilamida con SOS U.DL en PAGE-SDS> <ap~ndice D2). En uste c:a!!.o 

se utilizó acrilamida como adyuvante Cfi9ura 7). 



FIG. 7.- Esquema del procedimiento utilizado para localizar la 
banda de proteína en el gel de electroforesis para la 
Inmunización de los conejos (antígeno forma 2). 

Banda de proteína 

líneas de corte 

A gel ·de electroforesis B 

A y B representan las tiras laterales del gel de electroforesis 
teñidas con azul de Coomasie con las que se ubicó la posición de la migración 
electroforética de la Apo B-100. Los cortes se realizaron 0.5 cm por arriba y por 
abajo de la banda teñida de proteína. 



IV.4.1.1. Esquema de 1nm1..rn=ación. 

Se utilizaron 4 coneJoS machos de l.;, ra:.:a Mueva ZE-land.::. dE l.~ 

Kg. Dos c:oneJos fueron inoculados con antig ... >no forma 1·, los refuer::os 

se dieron dur.;.nte 4 periodos de 28 diils •¡ los s.;-.r.grados rada 14 días 

despué~ de la i11aculaci6n. 1(1 meses después se repitieron los 4 

refuer-.:og, antt?s de h.acer el titulo f1nal del suero. Y dos conejos 

fueron inocul,;,dos con en anti geno for-ma ~. se .;1pl tcó el primer 

refuer::o a los 28 di ns de-!:.pltés de la i nocu l ;ic:1 On, el i:c:•g\.1ndo en el 

dia 84 y o:;e ti tul6 el suero. 

IV.4.1.2. Patrón de inyecciones, 

inocul .'.'lci ón. 

dosis del antfgi:>no y via de 

Parl\ ambas formas de prco:;.entación del -'lntigcmo el patrón de 

tnyilccionc~ q\.m sigu16 fuE- de dosis CCJfltinu.:t 1 c.-s. decir, la 

primera inoculación y en todos los rcfuc ... ;;:.o~ se aplicó J mg de: 

proteína. 

La vía de inoculac.1ón fue !:>Ubcut.t.ne.:i.. Cad~ inóculo SF! hizo 

zoo ul, 
un total de ll-1(1 sitiCJ5 por- coneJó. 

JV .. 4.1.3. ObtE.-nc1ón dr.> los !:>UE-ros. 

JV .. 4.1.3. l. Sanf)l"ia de pruebat 

Con el fin dL• tener una L··;timac16n de l,""l r,roduc:ción de 

antic:uc.•rpos anti LDL, se colectaron lú ml de '3"'-llOl'"P dt1 l.':I oreju y si.? 

dejaron a t1?mperatura an1bicnte durantr. 1 ó 2 hr!::> h ... '1.!:>t~' que se formó 

coAgulo consistente y se dejó en refrigeración durante toda la 

noche• par-a que 5e contrajera. Despuós g.e removió el coagulo de las 

· paredes y se centr1-fuo6 a 1800 rpm durante 20 minuto!:>. Se retiró el 

suero del coflgulo y se guardaron pequeñas al ícuota5. en tubo!:. con tapo. 

heratélica a -7o•c. 

IV ... 4 ... 1 ... :S ... 2 .. S•ngri a de co!:.echa. 

Una v~z conocido el titulo del suero y habiendo demostrado su 

utilidad en el RIA ae procedió a obtc:::ner toda la sé.ngn:- posible por 

medio de punción cardi•ca (ppéndice E3>. 



51 

IV.5. Detw-.nirorlción del titulo de los sueros. 

La titul:<ciOn de los sueros obtenidos !:.e real1.::ó por el métodt; 

de Radio1r.munoanélis112, <40,41). 

PartP. del estándar de LDL preparado en el l .:.boratorio se marcó 

con •~'!'tJ por '"'l método de clor-am1na T. Posterorn1cnte purificó una 

al fc:uota de e!J.ta coli.tn1net de Sepharosa 6B y se uti l i ::ó 

com¡:. tra::o!\dor. 

JV.5.1. Mwrr:r.c:1ón e!!'." 1~, LDL 1.=rer 

L~ tr'.>r:nic<11 de· m.=.,.-cac16r1 ~sel proced1míent.o pm-<-. logr.:ir que l1n 

radi ni ~6tc..po se• 1 ncor·pcrp molér:ula. P¿n·a marc;u· la. Apo f1!(1Q 

o::presC'Jda en las LDL con l:::?>:SJ se util1:-ó c>l método dE' Clor-am1n~1 

(51,59} (apóndt ce D4>. 

La Clora.min~ T es una sal sódica del d~riv.1do N-monoclor-o del 

P-tolueno sul fon."lmid~. En solución produco 4'\ctdci 

hipocloroso y por tanto es un agente ol'lidante. 

La química de la yodación e~ C5e>nc1almentL~ ~1.1st1 tuciún 

yodo dentro de los anillos aromátit:oL. dn lo-:. grupo-::. tircnüna. La 

reacción se detiene por l.a adición de un agente reductor como es el 

metabisulf1to de sodio. 

C::l yodo 12~ C 1 ~!:1o!) constitLt)'O un m.:trCiH.!c..- quimico estnblL' y 

altamt,.nte ef1cient~·. 

Una vez m .. 1rcadil la prott?ín.:.i. se debe separar del yodo no unido L' 
proteinü por medio de una columna de Sc-phadF.»: G-50 cuyos límttl::S du 

e>:clusión son 1,Z00-30,000 d,..ltones, equilibr.;¡,d;.il con -.mort1guador dti' 

Barbital 0.05M <apéndice A5a> -

Se colect.nron fracciones de 1 ml y de cada una se est1rnO Ja 

rilldioaºctivldad en ct.1cntas pOF minuto CCPN>, datos con los que 

con5truyó un cromato11ro11ma como el que se muestra en la gr4fica l. En 

él se observan 2 picos, de acuerdo a la. e>:clus¡6n del gc-1, la LDL con 

p&so molecular teórico de 250,0úO debia S.&"ll .1.r al término d1~l 

volumen vacío, para determinar si t.>&to se cumpl ia se •n•lizó cad.a 

pico por medio de una .autorradiogr&""tfi&i. 

VI.:S .. 1 .. L Autorradiografía. 

Con l1:1s fracciones. sup&"rtores del primer y segundo pico S"-' 

obtuvo una poza de• proteína marcada. de cada uno y se analizaron por 
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medio de un.:. autorradiogr-afi.:. lapt}ndice l.15>. 

Con usta tec:nica determinó si la proteína marcada 

corre!=;pond!a a la Apo B·100 de la LDL. 

Al prE'cipitar una alicucta de 1,;, po::.;. dP- proteína m;.rcada, 

obtuvo el porcentaje de proteína qLu!!' contenía <apéndice 061. 

lV .. 5 .. 1.2. Almii\cenamiento del antígeno marc.:H:!c 

A la paza de LOL marcada se le agregó abúmina ~él"'ica bovina al 

10% un un~~ rel~'lr:16n 1:1.5. 'I sP mantu•.10 a 5"C. 

1v .. s .. 2. Pur-i fir:;-.r::ión da la LDL-'-=ª1 

Una ve::: marcadd la proteinu di:.be pasar por proce~o de 

pur'ificaci6n o limpie-:::a debido a que durante el procedimiento de 

m.;.rcaje pUf~de oc1.1rrir deterioro do la proteir1~1 y una pérdida de 

act.iv1dad biológ1ca. La pul"'ificación i:;e realizó en un.~ columna de 

cromatografil' con t.tn gel de Sephilr-o<;;e UD r..uyo~ límites de e):clusión 

10,00ü-4,(J(JO,OOO d~ltone-s, y equi l ibr-iid~ 

amortiguador d& barbital O.O~·M + .21. AS[I (<lpéndic:e Et7>. Se- c:olto't:laron 

fracciones de 91)0~11 y se contaron durante (l. t minuto en un cont.1.dor 

de radiMc:1ones gamn1a. Con l"or> v.:tlor120:. di? cadt'l tubo Eh:pre5ados en CPM 

5e conutruyO el crom<.>.tcgr"ama como el que !>e mue5troo"I en la gráfica 2. 

En e<0t~ cromatograma se identific""n 3 pic:os a lon cuales les 

a.nali::ó por medio da una autorrudiogrL'fía de li\ mi!:ma manera que se 

hi'Zo par .. los picog dP. la :ni\rcaci6n. 

VI.5.~. Titulación de los il.nticuerpos anti l'ipo D-1(1(1. 

La titulC\ciOn de lo5 anticuerpcs permite conocer la dilución 

nacasaria del anticuerpo anti Apo 8100 con ln cual ae logra unir de-1 

60 i'l BO'l. de la. Apo B-100 marcad<!. EtiloOl concE;ntri\ción de anticuf.O'rpos 

permite un .. competenc:i.a eQuil1brada entre la apo BlOO marcada y 

marcada por lo-s sitios antigénicos. especificrn::. del anticuerpo. Se 

utili:21ron dilucionee progre~ivamente crecientes da ant1sucro las 

cuales fueron incubadas con cantidades constantes de protn!na 

..-adioactiva. 
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La'=- d1l~1c1one5 del anticuerpo fueron di?.- 1: 1(1 ·:1 hi>.sta 1 :5•)•.J,•:1..:u:i 

el sigui ent'-' e'!iq·..1&rrra: 

ESQUEMA PARA LA TITULAClOM DE ANTICUERPOS 

Ne d~ tubo BBA 
\-3 

7-9 
1•)-1'.:2 
1'3-15 
16-18 
19-21 
22-24 
25-27 
20-:::0 
31-33 
34-36 
37-39 
40-42 

4t..H)ul 

300t1l 

Ac ApoB 

JOOul 
1: 100 
1:200 
1:5(1(• 
1: 10(1(1 
1:2(1(•(1 

1: 5(1(1(1 

1: 100(1(1 
1:20000 
1:50000 
1: 100000 
1:200000 
1 :50000(1 

LOL':ie1 
lOOul 

La lnt.:1..1bac1ón !itoo llevó a cabo durante 48hr- a 

Proteir.c-, A 

lVUul 

tumperntura 

de >l~c, la sc>paración de: lA fr-acC:!.ón d~~ LDL- 1 =>::11 unida al anticuerpo 

y }.;\ fracc:iOn 11brt:> se llevó a Ci\bo con prott:>ín<" A de a~~~ 

~ <58>, esta prot.efna a lr.. porctón IGQ d~l an•.1cuerpo 

formando un complejo antigcno-onticuli'rpo-protP.ina (\ qtie es ~eparadc 

fAci lmente por medio de c:P.ntri fugac:1ón. 

Después de 30 minuton de agregada la pr-otelna A .:i c.-<ida tubo 

agregaron 2 ml de amortiguador dr:- barb1tal, ag1tar-on y 

Cll!!'ntrifugaron a 15,760g (12500 rpml dur-antc.· 10 mir• a 4""C. Se ,des~chó 

el edbrenadAnto y el compleJo ant!geno-c.nticur:.>rpo prec:ipitado en el 

tubo 9e contó durante 1 m1n en el contador d~ r<..1thactone~ gamma. 

Lou pcr::entAJI:'~ do un1t.n da Apo n-t(l') man:adc• (>,·r>~ c:.11culc~ r.'lás 

ad el ,¡inle) graf1caron 

<gr6ficm~ ::> y 4 >. 

IV.5 .. 4. Radtoinmunoanálisi~ de Apo E-11c10. 

Una V!?Z prcp~.rado el esttmdar de Ape: 8100 y obtenidos los 

anticuerpos da reci.li:6 el RIA para e!!.ta apol1poproteini"I. 

Se agregaron ce1nt i d2\des conoc ipa.s de et:.t ~mJar por tr 1 pl i cado do 
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una soluc:i6n que c::r.~eni.;;.. •).5rightl, se hi::o un~ d1lLtc1~n 1;3(1•)1) de 

las mueGtraoa de plasma a medir y E.e utili::D el esquem<'l. siguiente: 

ESQUEMA DE LA CURVA ESTAMDAR 

no. tubo cantidad BBS Estandar l 2~1·-LDL Ac. LDL Prot A. 
lng> Cul> (lll) (ul) tul> (Ul) 

1-3 CT too 
4-6 U! 4•)•) 100 
7-9 "(! ést" :.-.11) 100 

1(1-12 5 290 1(1 

13-15 10 28(1 20 
16-18 15 270 3(1 
19-:?1 ~" 260 40 
22-24 25 250 5•) 
25-27 :::::ú 24(1 60 
28-30 4ú 2.2(1 8(1 

31-33 5(1 200 100 
34-:;6 75 150 150 
37-39 100 100 ~ºº 
40-42 150 30(1 

muestré\ 
1s3000 

muestra A 
43-45 200 100 1(1(1 100 1(10 

muestr.a E< 
"16-48 
muestra e 
49-~1 

La cUrva estAndar incluyó los siguientes parámetros: 

CueptRtn tnt.,,le-s CCTI = laa cpm de e~to!r> tubos representan la cantidad 

de radioactividad añndida a todos los tubos. Este valor nos permitió 

conocer el porcentaje de unión que pres.itmtaboii el c.nticuerpo en rl 

tubo O estAndar para verificar QL\C su di lución fuera la corrm:ta. 

Union • tneEpP.c'(fice CUI)I representa la radioactividad unida al 

matll'rial de ensayo <tubo de ~nsaya, amorti9u.:\dor etc.). 

"O e!\tAnd<tr" ~: representa el mayor valor de r<:<d1oact1vidad 

que es posible encontrar unida al antict.ierpo. 

Laa diluciones del estándar y anticuerpo así como los tubos de 

enaaye isa trabajaron e.obre hielo. Se inició lue90 la incubación por 

-18 horas a 4-c y se procedió a la separación de las fracciones unida 

y libre tanto en los tubos e11tilndar como en los que contenian la 

muelitra a medir de la miGma manera que se hizo para la titulación de 

anticuerpo. Una vez separadas las fracciones unida y libre SI:! canto 
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lA fr.;i~c:'_..-, 1.:r,i!!.?. por m:n1.1to . en contador .o.útomát i c:o de 

"'~ i--epor-t6 en CPM. 

Vl.5.4.1. Cálculo de resultados. 

Se obtLwo l.:. mfrdia <B> de cada triplicado de las c:uer1tas de la curva 

eatAndar y de lñs muestras. se le restó la unión inespec:ifica (Ul> y 

este> v"1.lor ge¡. e):pres6 c:omo el pc:.rc:entaje de unión con respecto al 

l(!(I~; di? t.tnión ( O E>s.tándar> <Bc:•1. Con.la sigu1e11te fórm1..1ln; 

% radioactividad unida "' B - UliBo n 11.)(1 

Los porcL~ntajC's de unión se gr~tficaron on papel m1limétrico 

función de las canc:entr-aci onl~S del c>~tándar no m<1r"cado obteni ende una 

da tipo logarítmica la cual se• 11nei\r1;:ó con el método Lagit 

<60) obtnniéndosa la ecuación de la recta (apénchce> BB>. 

VI .. 6. Prueba de espm:ificidad .. 

Para comprobar que los anticuerpos solo rnconocían a ln Apo 

0100 ae diseñó un ensayo de reacción cruzada cc:.n Ario AI y HDL. 

Un experimento preliminar ne hi::o por medio de inmunodifusión 

el qui! también se colocaron·1as alícuotas guardadas durante el 

Oi\islamiento de la LDL Cque contienen me::clas de lipoprotein."'.lS), de la 

•i gui ente manera: 

Se colocaron en la periferia cado. un11 de las alícuotas 

guardadas durante la obtención de la LDL <PT, Ou-VLDL, LDL-HDL,LDL, 

HDL, ademlas ASB y Apo Al que se a.i1sló en el laboratorio.> y al centro 

da laa placas l y 2 loa anticuerpo> de los coneJoa inoculados con ttl 

antfgeno forma 1. En las. placas:;: y 'l lo& anticuerpos de lo~ conejos 

inocul"ados con el antígeno forma 2. Esta pn.1&ba. también se hizo con 

los orificios colocados en triAngulo en uno de eollots el ant1co~rpo, 

ya en los laterale& las proteínas. 

Por último se colocaron ali cuotas de los d1 fer&nt~s s.angr'adog, 

de cada conejo para visualizar el incremento del titulo d& 

anti cuerpos. 

La e5pecificidad por &l método de RIA se evaluó el 

porcenta.je de desplazamiento qu& cada concentraciOn de Apo Al, HDL y 

l.a frat:ci6n de lipoprotefnas con denr.lda.d&!l menore'!S a 1.03 Q/ml (Qu, 

Vl-DL,IDL, y parte de las LDL.>, oca~on6 al antígeno radiactivo de la 
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un16n con lou anticl1erpos y se e::presó c:orno el porc:enl.:<Je L1P. r"Eacc16n 

cru:ada. 

El ensayo se describe a cont1nuac1ón. 

Se construyó una curva estándi\r de 5 r11J-3Vú ng. A los tubas 

problema se lnu aríadteron diferentes concentrc.cionc-s de Apo Al y HDL, 

una cantidad c:onstantE.• de LDL marcada y la dilución dE> anticuer-po que 

une el 6(1-71) /. del antígeno marcado. El eG.q1..11:,mu dP. la CLff·h~ estónd"'r 

fue el mt~mo qur? anterior-mente se e.:plicó y el esqL1orr1a par¿. dl?mostrr:tr 

la re.!lcctón cru=i;\dél fue f'!'l sigu1ento: 

ESQUEMA DE ESPECIFICIDJ.iO 

No. do Cantidad de DBS Al 6 HDL 1 ='ª1-LDL Ac-LDL Prot A 
tubo HDL 6 Al 

43-45 5(1 290 10ul 100ul 100ul 100ul 
46-48 100 280 20ul 
49-51 150 270 30ul 
52-54 200 260 40ul 
55-61 :500 240 60ul 
62-64 '500' 2ú0 lOOul 
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V. Resultados. .. 

El ren::.'!innf"·:,lc de LDL que se cbtu'10 i::n lEl preparación del 

e!:iL.;.r,dar fue de •).1:9~ •/- Cl.ú4:! mg/ml de plA~m..;. A cr.:nt1nue1.ción El!' 

muestran Hl!]t1:1os. de los rei:;ult¿¡dos ob'::en1dcn en cu¡.into al rendimiento 

de LDL pt1r· m111l1 tro de pl anm"' • 

TABLA 4. - F:endi m1 en to d~ LOL por ffll 11 11 lr·o dE: p l asini"• 

PREPAF.ACIOM PLASMAtml > 
A 38.5 
B 15.5 
e 4~.o 
D 66.0 

LDL. (mg/ml) 
(l. 145 
0..1.1.2~ 

(l. 198 
t.,1.078 

En la figur'a 8 muestra la ell"r.:troforesis gel de> 

poliocrilo<1.111ida al 7% con SDS en donde SC? v1slh\l1:u la separación de 

las di-ferentes protel na$ del pl a-.;ma durante lo..:; pa!!.os seguidos para 

la. obtención del estándar .. 

La curva pa1;r6n p.:.ra estimar loo:. pe~os molecul¡ire:s de las. 

proteinas e.e basó en las distanci.:15 recorr1d.:-•s por lo!:> e~tóndt:ires de 

peso molec:ular conocido. 

Loa parámetros que de~criban la cur•1a de pesos molvcutares son: 

log Y ""' -0.9746<Xl + S.536. 

Obtenióndose de esta manera los sl.gt11eintcs. pesos moleculore~ 

para los entAndares: 

TABLA :5. - Di fr.>renci as entre ~l pP.so mol ecul o11.r ot:.ton1do 
y el peso t.e6r i c:o. 

NOMBRe' f'ESO MOL't:':CULAP: 
<DAL TONES> 

FESO MOLECULAR :~ DIFEPETICIA 

Mi asina de mü~cul o 
esquelético de coneJo 
Beta i;ialnc:t~s1dasa 
Foafori lasa beta 
Albümina se-rica bo•11na 
Ovoal bümi nM 

200 CJO(I 
11 C2'5·"• 
q740(1 
66200 
4~/)(1(1 

Ol1TEt-JlDO• 

203,783. 
l16,4T.: 
q3, 121 
66,570 
45,848 

1.99 
1). l~::! 

4.:>q 
ú.::057 
1.88 

• PESO NOLECUL~'iR = MITILOGAAITMO DE Y, SE EYFRESA EN DALTONES. 



rro s.- Electroforesis de las alícuotas guardadas durante la 
obtenci6n del est.Sndar de LDL. 

E•tandaree de pa•o 1DOlecular alto. 

Mloaina do m.Qaculo eaqual6tico 
da conejo. 
Pm1 200,000 daltones.'-....,__ ;-··-

Bata-galactodda... ~ ,......¡ 
Pau 116,250 daltonea.~ . , 

roatorUaaa-beta. · __. 
Pm.1 97,400 dalton••· -----t 

ovoalb<1mina. ~ 

Par 45,000 daltonea. 

En esta tigura so muestra la electroforesis de las muestras 
guardadas en cada una de las ultracgntrifuqacioncs para la obtenci6n 
de1 est4ndar de LDL. 

El carril A contiene plasma total, D y e al!cuotas de la 
centrituqaci6n l (densidad 1.03 g/ml), D y E al!cuotas de la 
centrifugación 2 {densidad 1. 06J g/ml), F estc'.indar de Ileso molecular 
a1to (45000 a 200000 daltona), G carril blanco, H,r,J, muestras del 
estándar de LDL {H• LDL n1tgeras", :C• LOL "intermedias" y J- LDL 
•pesa.das"). 



59 

El ni:·1u.•r-c1 de t~ndas de p ... oteina en c.:1da mt.:~stra r• 

moleci..\l.:.rc;.~ si:- muestr.;.n a contin1.1aciCn. 

peso~. 

TAE•l.A 6.- tJún1uro y pesos moleculares de las proteínas 

conts-1"1:.di\g en c.;:,,d"' uni\ de las muestras guardCldas 

MUESlRA CARRIL MO. DE BANDAS PH 

Pl~5ma total 

UL TRACEMTRIFUGACIOM 1 
Den di dad menor a 1. (13 gr/ ml 
Oensid.;ad m ... yor a 1.03 gr/ml 

UL TRACENTRIFUGACION 2 
Densidad mayor i\ 1.063g/ml 
Dtmsi dad menor a 1. Ob3g/ml 

UL TRACEUTRIFUGACION 3 

A 

D 
E 

B 
e 

Densidad 1.03-1.059/ml H,I ,J. 

6 

6 

5 
s 

189, 137-47,590 

66,570-55,246 
189, 137-47,590 

83, :64 -51'275 
254 t 886-51275 

254886 

Desde? ol carril A hasta el E 1 a prote1 na comltn a todos el 1 os eu 

la albúmina, con u~ peso molecular de 66 1 570 daltonl?5. 

El carril E contiene la fracción de lipoµrotHinas con dens1da.U 

de 1.03- 1.063 g/ml en 61 1 son aparentes das banda~ de proteína que 

logran aprecio.rse en loS carriles anteriores, una banda de 254,806 

dal tones fquo corresponde a 1 a Apo B 100) y una banda de 189 1 137 

dal tones. 

El carril F muestra los eii.ti'i.nd;:i.ras do peno molecular alto 

<4~000 -200 1 000 daltones> qui:?' consta de las slguienter:: proteln•s: 

Ovoa.l bú1T1i na C4~ 1 000l, nlbüminn !:.Pricil bovinil Deta 

foafor,i 1 asa (97 1 400), Bnta gc.lac.tosida&a 'lló,250} 1 M1os1na de 

müsculo esquelético de conE'Jo t200 1 (1(10) 

El Cl\rr i 1 G sirvi 6 do bl aneo 1 en ~l so col oc:ó amort1guador de 

muestra. y agua, para comprr..b.:01- que ni el i\mortigu~dor d"' muestra ni 

el de corrida están contaminados con ningLtna proteína y t•m.bi~n para 

checar que ninguna de las muestr-as contaminó los carriles \lecinos 

durante 1-.s maniobras para montar el equipo de eloctrofores1s. 

Los carrilaG H,I,y J cor-responden a la fr.accióo de LOL con 

den si dad de 1. 03 - 1. o:; g/ml cbteni d.11 en l ."1 u l tr.acentr i fuQaci On 3 

(figura ~-C>. Todos 1 os. carril es contienen 20 ug de proteína. 
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En el carril H observa la LDL iná!;. ligeril (densidad = 
1.0:3'.g/ml), en el cc.rril 1 a la LDL intermedia CdensidEld t.04 g/ml) y 

en el c:arl'"il J Ja LDL mlls pes"'da <densidad 1.0S g/ml>. Esta div1sió,; 

da la ültima c:e-ntrifugación fue ¿¡rbitrar·iit, se dividió a la franj~ de 

flotación en tres partee. de acuerdo é< ~,1.1 distribución en el tubo 1 la 

LDL ligera se concentró en el tope del tubo ftirmando banda 

.:.nar.an;o.da fuerte, la L[,I_ int~r1nf.-'d1.:o. ~H .. • Yeia an.or.:<rtJC1d~1 pero mE>nos 

concentradet y se encontr.-,,,t.ta deba.Jo de l .:i ante-r i or y l d LDL pos¿¡da 

formaba una fl"'¡uua üm«ril la tcmue clt.>b,;,_io dP l<:~~~ ~"-nlL•ricres, not¿'\nc!osc 

que la. LDL m~5 l-1.geri'I e.: la r.icno~ c:c,nt~H111n.;..d.;:, por una. prut¡:.\n<'I de 

peso molecular 189,137 d~-.ltcn~i> s~ul1n Ob!:ierva la 

el ectroforcsi s. 

Como i¡:;e puede ver en 1 a fi guru 9, rl análisis por d~nsi toruetrí a 

deo esta elec:troforesis Ci'lrrtl I, mostró un.'.\ pur-o::.;. mayor del 951.. 

I:o:i.da me~ se obtuvo un est.3ndar de LDL p~•r,::1 inyl:'c:tar prc.tr:in<i pur.'.l y 

frese: a. durante todo et t apso di.? ti empa que d1..1ró el esq1.mm.:1 de 

inoculac:ión. En e~e period.o ta pur~::a varió del 95 -981.. (figura 9 A 

y B> • 
En ]a grJ.ficu 1 se muestra -r.>l c:rom.:.togrum~1 de l .:i. marcución 

yodo 125 (¡1.::r:""> por el mét~do de Cloramina T, 

dos picog. 

el cual 

Debido a las características dr.>l gel usado est>1 columna 

CSephadnx G50), que tiene un limite de exc:lus.ión de 1~00 a 30,000 

dal tones, se esperaba que 1 a LOL con un peso mol ec:ul ar teórica de 

250 1 000 dal tonos oluyera inmediatamf..?nte despué'.3 del volumen v.:i.c:!o du 

la columna, es decir en al pico 1.. El volú"rr,1:m vacio fue de 7 ml • 

.Para verificar que en este pico ne r.ncnntr.:oba lil protoinil 

m<"rcada 5P.' hizo un an.!lli!:i.is por autorr·adioyr.:.f.i...>. de c.-,da pico, 

donde ae mostró que la migro<\ción etectroforét1ca del pico numero 

correspondió a la LDL y l" marca radio.1c:tiv.:i del pico Z migró junto 

con el frente de la electrofore&ia, el cual posiblemente conten!~"I el 

yoduro unido protefnil. La pro-c:ipitación ácido 

trictoroacético al 107.. del pico 1 fuc:- du 80-90Y.. y 1 a. del pico 2 menor 

al 10%. Por lo anterior se pudo determin&ir que el pico 1 contenía 

la LDL •arcad;... 



FXQ.9.- Donsitometr1a do la olectroforosia del ect6ndar de LDL. 

A 

o 

A:pureza. 95\ 
B:pureza. 9Bt. 

:.: ! : . L-j; 1 : : , 1 : i}B\f 
' • 1 ... • • ¡ ''1, __ 



GRAFICA 1.- MARCACION DE LDL CON 125-1 
POR EL METODO DE CLORAMINA T. 
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CPM X 1000 

Pico 1 
>85% pp. 

1500 ................................................. . 

1000 ....................................... . 

Pico 2 
<10% pp 
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NO. DE FRACCION 

En este cromalograma u diferencian dos plcoa, el primero corresponde 
a In LDL marcadas con 125·1, con un ptxcenlaje de predpilaclón con ATCA mayot al 85%, el segundo 
contiene el 125·1 no unido 1 proteína con un ptxe@nlaje de precipitación por ATCA menot al 10%. 
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LOL. 

La gráfic:a:? corrc~por1de al cromatograma de J;:t pur-1fic.;i.c:ión de 

una al ir:11ota dt=- 1 a protPi'na mC1.rcada en donde se muestritn tre~ picoc;. 

De :ac:L1erdo al gc-1 uti l 12ado <Sephci.-c.~a bBJ qL1e tiene uno~ 

lindtE.•s. di: r-esolL•Ción de 10,000 a 4 10(1(1,000 y tomando en cuenta que 

nuev.:imente ~e e'='P"'',..?hr~ qL1e la Lt'L '!!al~era dc;.s~ués del volLW•en vacío 

es decir, 1··n t:>l p1c:o n..::1mP.ro t. El volumE>n •,•;.cín fuP df' le ml. 

La z.utc::r-r.:>diografia de eo;;,to~. pico,; rt.·-1t:!'l6 qLiC? el pico 

contenía R lr.. LDL m.:;.rc:i\da ya que la marc.:1 rad1c•..-.ct1va de eo:.tn pico 

corre!:.pond1ó n l<' 1T111Jr&.H:ión P.lec.trofore>t:ca df.! l~• LDL. El ti:co -

contenía protei:nas marcadas de menor poso molecular u la LDL y ol 

pico 3 mo~tró ttna ma.rcn radio.ctctlva al n-dsmo n1vcl que c-1 frente de 

li..'\ a-lectrofores.iG CposilllL•mfrnt~ era el yodu1~u no unido a prateina>. 

La precipitación de estos pico!> con ácido tricloro<>Ct.·tico fun la 

siguiente~ pico 1 ~ 80-90%, pico 2.,. 40-50% 1 pico 3= n1cnor al 10'l.. 

Por lo t~nto el pico del cual se obtuvo la poza d1~ LDL mürcada 

en todos lo• ensayos fue del p:i.co·t. 

En la gráfic¡i, 3 se muestran lus titt1li\C:ionc~ finnlr.s del 

de los conejos inoculados con el antlgeno form" 1. Como se pur?de 

observar los. titulas útile5 para el en~ayo con Apo B100 fueron de 

tilS,000 para el suero Y40 y de 1:10 1 000 pur.:. ol suero Y41. 

En la gráfica 4 sc.- muestran lofi títulos obtenidos c.:n los ~t1crc..><J. 

de conejos inoculc'l.dos con el antigeno forma 2. El título lit.il para el 

enaayo de Apo 8100 obtenido en estos suero5 fu~ron d~ 1i20ú0 en ambo~ 

casos.• 

En la graflc.« 

obtenida los 

5 a y b, se muetitr""' 

.ant.icuerpo; de los 

1.:1 curv.:i c~t.é.11d<:s.r proi-.e:::Sio 

cor1eJ<J~ inoculi'i.dos ul 

antígeno form•• l lY·1(1 y Y 411 4-/- t~·· tfr·~.-:.:.r;1¿r, c·~t.:•fld.Jr, .:.dc,,1,g~ 

puede ob5crvar ln regresión de la curva por el mótcdo Logit-lo<J y la 

ecuación de la recta para cada ant1cueo-rpo- Cada punto de lils curv~!i 

representa el promedio de 4 ensayos en el primer cat!.o y de 2 ensayo'& 

en el !;egundo caso. Siendo para Y-10, Y""-0.967 tX> + 0.913 1 ,.... 0.991 y 

parn '/41, y=-r).943<X> + 1.5. r=0.9'tl3. 



GRAFICA 2.- PURIFICACION DE LDL 125-1 
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En esta cromatogr1111a se dHeltllclan llea picos, el pico 1 corresponde a lu LDL marcidas 
con 125-1 (>85% de precipitación con ATCA), et pico 2 contiene proteínas de menor peso 
molecular 1 la LDL (45% pp/ATCA) y el pico 3 conlleM el 125-1nounido1 prolefna (<10% pp/ATCA). 



GRAFICA 3.· TITULACION DEL SUERO DE LOS 
CONEJOS INOCULADOS CON EL ANTI GENO FORMA ·¡. 
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Se muestran los valores del titulo de los sueros 
útlles para el RIA de Apo B-100 (60% unión). 



GRAFICA 4.- TITULAC!·~·N DEL SUERO DE LOS 
INOCULADOS CON EL ANTIGENO FORMA 2. 
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DILUCION DEL ANTICUERPO x 100 

Se muestra el valor del título útil de ambos 
sueros para el RIA de Apo 8~100 (60% de unión). 
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La grl.fica b a y b rep1·1?~:e-nl;:1 el ffiismo .o.nálisis ?ara l.a 

pro1t1edio obtenida cor1 los coneJOs inoc:ulados con el antig~no forma 2 

tE3 y E4>. Cada punto de las c:ur1aa representa el prornE?dio de 4 
análisis para cada anti cuerpo. Si ende para E3, y= -O. 914 <X) + O. 7197' 

r"" 0.996 y para E4, y= -•).749\;{) 1- 0.898, r::::t 0.992. 

El valor del 50% de unión de cada anticuerpo en la curv"' 

TABLA 7. - Mancgramos de LDL requeridos poi"" cada. .c.nt i cuerpo 
p.r.r~"l. alcar.::ar e! 51)% de unión la curva c.>stándilr. 

ANTICUERPO LDL <ng) 

Antígeno fcrma !. 
Y4ü o. 79 ng. 
Y41 13.02 ng. 

Antígeno formil ~. 

E:; 6.14 ng. 
E4 15.P(I ntJ. 

En la figura 10 A y B se muestra el en~ayo por inmunoc.Jifusión 

radial par.a. probar la reucci6n cruzada del anlicuorpo dc loa conejos 

inoculados en anti geno forma 2 al enfrentar! o a todas las 

allcuotaa guardadas durante la ObtenciOn del esti\ndar para !Ji 

reconoce o no a las protelnas. contenidas en ellas, además de Apo Al, 

HDL y albúmina néricn bovina. 

El pozo 1 contiena plasma total, el pozo 2 a las l 1poproteina!$ 

una densidad menor a 1.03 g/ml (quilomicronec 1 VLOL,IDL y LDL>, 

en el po;:o 3 a 1 as 1 i poproteínas con dcne.i dad es mr.t.yores a 1. o:; gr /ml 

<HDL y LDL>, el pozo <1 el est.1ndar de LOL, c-n el po:;:o :;. Albi.lmina. 

a~rica bovina, en el po;:o 6 Apo AJ ,en el po;:o 7 HDL y en el po;:o a 

PBS. 'Todos los pozos contenían 200 ug d~ proteína. L8' han~Lt. dP. 

prec1pitaci6n de los complc>Jos antígeno anticuerpo 51? formó r.ntre los 

pozos 1,2,3 y 4. AWn cuando los po;:o5 1,2 y 3 contienen t.;.mbién LOL, 

solo en los pozos l y 2 se puede obsurvar un h•lo de compleJo-s 

antígeno innt.iCLt~rpo muy cerca de los po::os pero sin l le9ar a !5ar tan 

evidentes como en el pozo 4 .. En la figura 10-A se util10:6 el 

de-1 conejo Y40 y en la figura 10-D el u.uero del con~jo Y41. 
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GRAFICA 5.- Curvos estándar promedio con 
los anticuerpos obtenidos con el antígeno 
formo 1. 
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En eslas groficas Ge muestro11 ICJ!.; curva:.; 1.Hü111r~<.Jio 

con los anticuerpos obtenidos con el onlíyPno formo 1 
+/- OS. Coda punto de lo curva r.?presento f!I prom€dio 
de 4 ensayos en A (Y40) y 2 ensayos en B (Y41) 

En el recuadro se ot"lservon la grfil\r:n y l()S valore5 dt.• 
lo linearizoción de lo c.urvu por el mr~l<")d(J loqit. 

Los valores de cado rurvn para obt~11C'r r!I ·50% de 
unicin son en /\ : 8. 79 nq de LOL y en n 1 3.02 nq de LDL 



PXG.10.- Ensayo de 
anticuerpos de los 

reacción cruzada por inmunodifusi6n radial 
conejos inoculados con el ant1geno forma l. 

2 '~~~\ 
\\ ,, 
" il 

,1 

de los 

se muestra el ensayo de reacción cruzada para los anticuerpos 
Y40 y Y 41 en gel de agarosa al 0.7%. 

El pozo 1 contiene plasma total, el pozo 2 y 3 alicuotas de la 
primera centrifug ..... .-~.ón (densidad menor y mayor de 1.03 g/ml 
respectivamente), el pozo 4 contiene el estándar de LDL, pozo 5 
Albüm.ina sérica bovina, pozo 6 HDL, pozo 7 Apo AI, pozo 8 PBS. Todos 
los pozos conten1an 200 ug·cte prote1na. 
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rH..:c.•~trc. \;:, ~<:::nu:a de Jnmur·cd1 fus~6n 

radinl par:. e! SLit:r·o de los conEnos inmurd::ado~ con el antigeno fcrm~ 

enfrent.'tndc.olos ~• H[•L, LDL y Apo Al. L.J b;mda. de- ¡:irecipit.ac16n deo 

los c:ompleJo~ .:¡¡ntigeno-anticL1e:""po !iOlo &)p.=.:-ec:12 enlrLc> los po::os de 

esntic:uerpo y Lf:\L 1 no dP.tec:tandose c~·.t~ en los po.:o"- c:cn HDL y Apo ~I. 

En lil gr""fic:c. 7 se muE.>stra el cm!áayo di:? reac:r.ión cru:=ad~ con 

Jos .:1nt1c:L1erpos. de uno d.:.• lo.; conc-Jos 1r.o •• ul<>d:;:; c.:.r. e:-~ v.1~¡:;:.· . ..;.. 

forma 1 (Y 48), evaluado cerno el pnrcentaje d?. interferencia con el 

100% de unión resul tilndo p.ar-a Apo AJ del 2% can '50 ng ~e Apo Al en el 

ensayo, que equivale a tri'lbaja.r con un plilsma dP. c:oru:entra.ción de l~·O 

mg/dl de Apo Al y del 6i'. con 5(•0 ng dE- C-HDL que eqLdvale a trab,,jar 

plasma con concentr,;,c:iones de 150(1 mg/dl de C-HDL s1endc los 

limite!l flsiol6gicos de Apc Al de 124 +/- 25 mg/dl, y para C-HDL, 29 

mg/dl - 1.20 mg/dl'! 



FZG.11.- Ensayo de reacción 
anticuerpos inoculados con el 
radial. 

cruzada para Apo AX y HDL de 1os 
ant1geno forma 2 por irununodifusi6n 

Se muestra el ensayo de reacción cruzada por inmunodifusión radial 
en gel de agarosa al 0.7% para los anticuerpos EJ en A y E4 en B. 



GRAFICA 7.• REACCION CRUZADA DE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON EL 
ANTIGENO FORMA 1. 
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En esta gráfica se muestra el ensayo de reacción cruzada para el suero del 
conejo Y41. Se enfrentó al anticuerpo contra Apo Al y HDL, además de las 
llpoproteínas con densidades menores a 1.03 g/ml (VLDL, IDL y LDL ligeras). 
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VI. Diacusión. 

HastB h,;o.c:e pocos aii;os, lñ in·.est1gac:1C·n de v.:.t"tos t¡pc·'l< :::!': 
dii;!'lipoprotl!-inemiS:'l!. ha !!ddo c:onfinada a la rr.1?d1c:t6n de lipidos en 

suero y/o plasme-., embargo el estudio dt:- la f151olog!a de li\5 

11 poproteí n3s p l Ai;.mitt i c:F<s y el l mpor- tan ti::> pa¡-:ml que dE:>se:r:peñ an 1 as 

apolipoproteín.o.s en ell¡'I, ha valor.:;do la importcmc:ia de cuantificar 

su conce1~tr6CÍ6n &n e! ¡:.lasma. 

LR!:. ltpoprc1eina-: de b:-.j..;. t!c·:;-::idr.-.d O:LDL> trans¡.:~.rt,;.;.n la m.:-.yor 

parte dc:-1 c:ol l"'~tt>rcl e i rcLd nnte e! hL1m¿\n<:J y rcpre-sent~l.n ln 

princi.p¿,} fuentf:.' de: cole:ter·cl para li"•!> cQlul.a!O.. Los nive!P.s 

cróni came-nte ol evades de la LDL están rel .:;e i onados con el desarrollo 

i ncret='lento de 

epidemiológicos <9-1:0. La apoprotl:.'ína B-100 es la encar-gada del 

reconocí mi en to a nivel celular de;. estas l ipoproteinas. 1 ye. que 

inturactúa 1 oa receptoras de tnJ idos. contribuyendo la 

internali=:aciOn t degradación de la!i LOL. DE-bido a que la Apo B-tüO 

representé'! l.;,. entfdad funcional de la LDL, E.u cuantificación es mLty 

1 mportante y por el 1 o ht. desper-tado gran inte:--és biológico y el ínic..o, 

sin embargo, no se ha e~:plotado tod~·J el potcmc1al de l<l medición de 

la Apo B-10(• en los labcr-at_or-105 de:: inve»tig.ac1ón y clínico~ detndo a 

proble111as en la obtenc16n de un material de r¡.;fe>rencin adecuado y al 

hecho de que aUn no se.- ha estandari-.:adc un m~todo de ruferE>ncia p,1rl~ 

su medición (31,36>. 

Una varia.c:iOn significativa en la mfl'd1c1ón de apolipoproteína!;O 

tanto en las té-cni cas empleadas como l?n 1 os material es de refer-enc1 a 

utili;ados ho limitado la oportunidad de definir los valores de 

referll.'nCir\ para u'!'So clínico. 

Dentro de los métodos que so.e han uti l 1 :::ado p•ra medir l • Apo B-

100, el rad101nmu1-,oan.éil1s1s destac& por =.u a.Ita l!Spec1fic1da.d y 

sensibilidad, 1m;:iort.ante contar 

materiales conf1ablee. 

Para medir Apo B-100 por cualquier técni c,u requ1ere de 

manera tndi•pensable de un esotándar de esta apopr-oteCna. Se ha 

repc..rt•do qu& ésta en forma libr-e de lipidos no puode mantenerse 

estable Y usanu:.> come refercnc:i a C31) porque piet"de propiedades 

inmunológicas y electroforéticas •• SEt ha sugerido util iz"r 
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est.!\nd&,r pr1m.:.rio 1.--.. lipo;:r-ctefnil de baja dtmsid,;1;d CLDL1, y¡i que 

.:ont l"l'='ne mJu~ dF.! 1.1n 95;: da 1;po f<·· 1(1•). En l ?.S tl1·cni e .ois 1 nmunol ógi ca!i 

otra. condici6n importante e= la obtención de ilnticuerpo;. especi+'icos 

contra la Apo B-10(1• 

Por los problemas metodológicos c<ntE.'r1ores, 1.1no de los 

objetivo~ de e-stf"J tr-"tbajo fw:• a1::!:ir- LDL como e""-t.ftnd.:<r- nrtm«rio de 

Apo B-100 p.:1ra utili::arlo como antig~no t?tl lct obt&nción de 

llntiCL1P.rpos Ool1clor • .:.les de coruno c:cntra e":".'.:.a apol ipopr:;tein~-.. 

Par-a re.:tli=.:.r le;;. ob1et1voc;;. .;inter1crc-s se ut1ll=ó '.1n.:i te.-cnica 

laboriasa quF.· emple.'.'1 como mínimo 8•"1 hr die· c:imtrifug.:.ción y cuatro 

~Justes de densid"'d• los cuales reqUlE>r-en de un especial cuidado 

el c:Jl culo de los vol Lim6'nfrs y 1 cts s.:-d e!; agregudas, la 

homogr.n1zaci6n d~l plasma con el 1as 1 en t>l st0-l lado correcto de los 

tubos de ultritcentrífug& y en la ~1~·pir.:<ción Cür-rcct.< de l<\ franJa de 

proteína dest?ada desput-!:'. de la llltr,-,,c:iz.ntrifuc:¡;;;ción. 

Lo~ puntos c:rit1cos diz. 10!. obtención del (-:>st.i\ndar fueron: 

a> Emplear sola plasml'I de suJetos qui:? c:umpl.71.n c:on 12 horas dE..• ayuno, 

ya que al centrifugo.r pla!:>ma de l'.1ersona!:'. cm no a•¡Lmo s~ observó, qLte 

diflcil eliminar completamc.nte por un.-:t sola contrifLtiJ.:\c:ión lil gr~•n 

concentración dP quilomi=rone~, además r1~ que las franjas de 

distribución de proteinas después del~ primt.>ra ultrac:entrifugac:ión 

no e!etAn el ar amente oeparadi'ls. 

b) En el laboratorio !H? practicaron dD!=- formas de iniciar la 

ul tracentri fugaci ón. Untt de ellas con~i sti ó mi diluir el pl a!:::ma antes 

de lo?i primera ultraceritrifugac:ión C:C"..ll) solL1ción 5al1na 0.9% + lmM de 

EDTA, y de9pu~s ~J1..mtarlo a 1.03 g/ml, y la !le>gunda, c:entriTugar el 

plasma di rectamente sir', di 1 uc:i ón, 

anter icrmente 1 el pl a$m&i ñi empre presentó una done.i dad muy 

1 .. 03 g/ml y len resultados fueron prácticami?ntc lo& mismos. 

mencionó 

el Otro punto critico fue el aspiriar correctamente la franja de 

proteina en c:adl'I densidad .. 

dl Uno de lo5 problemas qu~ !'le pre!!ient6 frcc:uentemcntc durC"inte el 

inicio de la obtcmc:ión de la LDL, fuo la agrEgación de prot&ínas 

el plasma durante l cG caimbi os de den si d.:\d de una ul tracentri l ug.aci On 

ot otr•. Sri- observó que al agregar directamente goluc:ionos de bromuro 

de pota'!iio o aoluci6n !!!a.lina a 4-C 
0

al plasma centrifugado a 10ºC, se 
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pres~nt6 esta agregl:.ción, dc-~ndo probHblemente ñl c:arnbiu brusco de 

temporiltura. 

Algunos autores reccmi end .. o..r1 U!;.c'\r" 1nhi b1 dores dE:> crec:i m1 en to y 

antiagregantes en el pla~ma antl'!'<:l d~ la separ~ci6n de las 

lipoproteínas para pr-evenir el cri.·c1m1entci di? microorg<.n1o;;mr.;>t;;. y la 

agregación de las lipoproteinas. dur-ante su obtención (57,bl>. Por 

ello, al pl,..sma so le agregó a=.1da de t;Od10 .ll •).•)1 "!.y Eln1-i l mM. La 

concentración de EDTA se fr1E1ntuvc ;, lo largo dE· todos los aJL15tes de 

den ni dad, ya que tedas 1 as sol uc i enes. cmp l nadi\s la c:onteni .;in 1 pP.ro l A 

concentraci6n de ¡;¡,zid"" de sodio '!e diluyó c..n c: .. -.dn ajuste de densidñd. 

En 1 as técnicas citadas la 11terall..tr.:i c:.-~ta descr-ito que las. 

concentraciones de los 1nh1b1d::::u-~s f:>ü rt:cupi:r.a al d1al1;:ar el 

estándar con solución salina con las misma"- concer1tra.c1onos de los 

inhibidores. En este tr.a.bajo sustituyó la d1.~lisi6 por la 

centrifugaciOn 4, ya que @demás d1;J concentr .. u· ul estándar d& LDL, el 

ajuste de densidad a 1. 01 q g/ml requi ri 6 de un"' di 1 uci ón de mAs del 

doble del volumen obtenil;fo, lo cual se di luyo el o>: ceso de 

br"omuro de pota si o. Esto se comprobó cm la medición de proteínas por 

el método de Lowry ya que cuando el estandar contenin salas, la 

medición no podía realiza:rse 

enturbi abot.. Para evitar que 

mi croorgani smoa se paso por un 

medio estéril. 

porque la me:::!c:l a dC'! rc:>~cción 

el est~ndar contaminara 

filtro Millipore dl:it 0.22 um 

L&\ obtención del esténdar de LDL se hi :=o por mc:odi o do la 

técnica de ultracentrifugaciOn secut?ncial prc:>parativa. Debido a que 

no e>:isten límites e)lclusivos de densidad de las diferentes clases de 

l i poprotei nas, es i ndi spensabl e el empleo de una ul trac:nntrí fuga para 

la separaciOn d& un est.Andar primario de Apo B-100. En muchas 

ocasionen el hecho de no contar con cgton aparatos limita a un nUmc:ro 

restringido los t aborator i os en donde se pueda obtener di c:ho 

eatándar, sin embargo, eMi sten en Nén i co i nst i tuci ones y centros de 

investigación en los cuales se cuenta con estas equipos costosos. 

En la literaturi' ae ha de-::.crito l!'l uno d~ diversos ajuntes da 

densidad par& obtener dicho estándar. Algunos de ellos. son: 



1.0:; - 1.•:1s gr/ml 

1.l"t:?5 -!..O:i grlml 

1.0:? - 1.05 grlml 

1.19 - 1.(16~ gr/ml 

t.03 - 1.(163 gr/ml 

(refs. 36 1 37,50>. 

<ref. 51>. 

<refs.57 1 61). 

lre-t:.;. 59 1 62). 

<ref. 54) 
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Si: ha tratado recientemente de un1flc:ar cr1ter1~<s ¡:HH".:. 

esti?lndar1zar e~ta metodología en Jos li.'T11tes de dc-r1,;1::.!.;id, t.:en,~:::: d;o, 

ul tracentr i fugaci 6n, temperatura parn ul tr ac:er. t r l ic;;~.c: i Cn 

almacenamiento, a!!.i como soluciones empleadn~ E;ntre r:.tros factorns. 

l .... ~ -~ ·-' 

En primer lugür se encentró que c.ntre es.tos 1 im1 tes 

locali::a la me1yor cant1dad de LDL (51). Además, en cs.t_a~ dr.m~nd;.des 

&e evita contaminación por IDL (1.(1(16-1.019 g/ml > 1 qur;:· os 

e y E y ae oncluyen lau HDL (1.063-1.125 g/ml) <36>. 

en apo 

Al utili::ar- la densidad de 1.06:; g/ml s~ elim1nan dt:.·l plasma 

prli:ctic.;.mante todos los contaminantes, quP.rJando solo en cr.lid:ld de 

contaminante la HDL y un poco de albümina. El aju!:>te dE.· den~idad 

poateri or ( 1. 05 g/ml > elimina esos c:ontaminLlntes deJando sol o a la 

LDL como g,e mue!!>tr11 en ·la electroforesis <figur;t 8) 

denaitometria (figura 9). 

Para elegir lo!! tiempos y velocidad de centrifugación 

stc;uiO un procedimiento previamente descrito. Estas. variables 

l~ 

ajue.taron baee itl manual de labordtorio vollurcen Vlll dol 

Laboratorio Central de Lipidos de la Es.cuela de MGd1cinü. de Baylor 

(59>, a una recc..pilaci6n del<' literatura, a la Cl'::pHrii;¡nciin per!l.cn.::•l 

y al r"otor ut1li::ado. 

La temperatura promedio report..ada e.e encuentra entre 4""C y 10°c 

ttligiéondose la de 10-C. 

El rendimiento en la obtE:nc1Gn dr.l estándar"" fue lle (l.12E:!+/-

0.042 mg deo LDL/ml de plci.sma. rlo tc.-ni:mos un Villor di: rt;>ferL>ncia p.:.ra 

compar~rlo, pero p..;ra les. nece-sidade-s del labor""i•tor~o &-sta cifra "°!.> 

suficiente. F.ata LDL se usó para inocular a. lo~ cuatro coneJo~ 

durante lo¡; dos primeros refuer::os y posteriorniente solo a los del 

antfgeno forma 1, asi que aún con el pr""omedio m.-\s b.;.;o de 3 nig, 

contaba con 1 mg m~G pnr"' otros e}:pP.rimentoc:i.. En prol'.L'd10, el tiempo 
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total de cer,tr1f1.1qilc16n, desde 1.=i ultrac:F:>ntrif._1gación ! hasta la 4 1 

fue de 9',) h. 

Como puede ver'!::.e en l.a tabla 4, la rec:L•per«c.ión de las pr1merns 

pl'""eparaciont::o:;. c.:tsi se mantiene constante, e~:c:eptc en la últim~ 

donde el rendimiento fulo' menor. Durante l~".\ estandari:::ac1ón de la 

obtención de LDL, como ya s:e menctonó 1 ~e notó qlle al c1grE•q.1r l.;15 

soluciones salina o de f<:Eir a temp~ratur-a de 4""'C al pl asmH recién 

tometdo o acabado de ul tracentr l fL1gar t •)'"~e, la~ protP.i nas 

eagregabiln y Wt) ftltrnr el estándar fin81 mucha d1::i la proteínii 

quedaba en e1. Teil ve:= esto oc:urr16 P-n l.n Ult1mi\ prep.oiración. 

El 95/. de 1 as proteinas que c:onfor-mon .., 1 a LDL son Apo 8-lúO. 

En la electroforesis di:? las diferentes alícuotas guardada~ dL1rante la 

obtenc:i6n dP. la LDL (f1qura B>, puede notarsa que l D bi1nda de Apo D-

100 se hace evidente hasta la c:entr1fugación nüm[.'>ro 2 (dur1s1dad 1.06:) 

gr/ml). Esta Apo B-100 ue vé contaminada por una i\lta proporc:ión dc 

albúmina y otras protc-ínas plai.;mát1c:11s de menor peso molecular que 

logran ser eliminildas en &l siguiente corte de dansidacJ (1.05 gr/mil, 

quedi!.ndo numos del JO~ de la protr::-ína d~ pc:-!io molccul<"tr de 189,137 

da1tone!l Csegl1n la densitomirtría ·d~l gel), de ahi qL•e sc:ou importante 

ut i 11 zar estas do':! den si o.a.des parB asegurar 1 a pure;: a del '"'5t.énd.!lr. 

La diferencia entl'""e los peo;;.os moloculal'""e!l encontl'""i.tdo<c. en este 

trabajo y los teOric:os par."' los e~tándares po~iblemE:"nte 5e deba 

errores mc-todol 6gi cos. 

D• acuel'""dO a la densttometl'""ía de la electrofore~is ne tione má~ 

d& un 90:;t .. de pUrL>za u-n la protcínü y en ,algunos caso5 liegó a 98Y. lo 

que demuestra que siguiendo cuídadosamente o-1 método So? pL1ede obtenor 

un est'ándiar pUl'""O. 

Srt hi ::o una JDR con anti cuerpea contra LDL anti:a de lo 

inoculación con el fin de determinar ui los proced1miontos para 

obtenm· o-1 est.t\ndar s"\l teriaban las propiedades inmunogén1cas de la Apo 

D-100 expresada en las LOL. La primera IDR se hi:.!O con anticuerpos 

comerciales CBehring> y laG subsecuente& con Jos anticuerpos de los. 

aangr.ados periódicos de los conejos, encontrándose qLtP- no hubo 

al teract 6n en di cha& propi edadl!s. 

En el cromatogrnma dlt la marcación <gri\f1c,,;i. 1>, observaron 

tnv"'riablemente dos picos, en el primero de ellos. ae encontró a la 
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d~dtc.nt.:~•, le cu<'ll se demostró por unn .;..utorr.7\d1ografii< de cada p1c9 

en dande el gel teñ1do con i!.~\.11 de Coom.?l~le mo<;;:":.r6 la :niqrac.il:On 

electrofore~1r.•• d~ li< proteina no marcc,do:t, y deba;o del CJPl 

distinguió l-" m ... :,rc.,; rad1oactiva qt.tc- dl:Jó li\ m:gri\c1ón de cada uno de 

los pic:D'=- i!n l<-t plr.cc. fotosen!:i.ible. Seo pLtede not."\.- que l<i pos1c:10n de 

la protrc'i rra nn m.;,rcac8 y marcada e-s l <:• fil\ ~m,>,s, lo que l ndl C:i•, que el 

pico nGnoc-ro l c:r:,nt&nía la LDL marc:"1da y r.~1e E-<oti, pr-1...-.tE-i'.na no h~'\bic"\ 

si do afectad,~, prop1edc"tdes elect:--of.:.r&t1ca.:. duri\nte la 

marc:~'l.ctór.. 

Li!. .""sct1 vi dad ospeci fi ca de 1 a marc~'l.ci i·"·~-, fu!J' de- (1. :1 (15~, t•Cl lug. 

En c:-1 cr-omatograma de la pur1f1ci\cl6n (fJf'"<1f1cA. ::'I se obSE·r-,..;;.re;r, 

invariahlemcnte tres picos. el primero de ellos contenia la m~~yor 

c~ntidild de proteinn. marcada Csegün l•"l prPc:ip1tac1ón ácido 

tricloroacético al J(.):t;:) y se demostró, por med10 dl~ .:-~utorradiografía, 

qLic solO lü marca ríldioactivu d~ c.>!:'.P. pico tt.•nia lns 

propiedades electroforéticas qull ld LDL no marcada, por Jo tanto, 

fue el pi ca del cual se obtuvo la po;::a de LDL marcada para t1dcer el 

enu•yo correspondiente. En la autorradiol)rafia del pico ::? 

detectaron protein.::r.s con menor peso molecular 1 posi bl ementr:co 

fraccione-s dP. LDL dañadas por rad1olisi';!.. 

Lo9 anticue-rpo~ obtenidos con el antfg0no forma 1 cuentnn ccn 

tltuln tltil para el ensuyo con Apo 0-JOO dE> lil'!i 1 (1C10 tY40) y de 

1;10 1 000 <Y41) y lou obtenidos en los sueros de coneJos inoculadon 

con el antígeno forma 2 alcanzaron el título de 1:20(t0 para arr,bo~ 

c.asoa. La diferencia entre los dos métodos en cuanto al título ré'd1ca 

la· re5pUe!S.ta inmunolOgicñ ind1vidu .... 1 ,"\} i'tnlÍQE"nO, "I rn t:>l n.,,_~l'!"Pr':l 

de refuer::os qutt se- les apJ icO. 

Lo~ anticuerpos obtenidos Jas da!: present .aci onei:. del 

anti gt.lno mostraron ser U.ti J es rn el RIH 1 ya que- con ellos n• pud1 ~ron 

obtener CL•rvas erat.?.ndar reprcducJ.bles Cgraftcas 5 y 6 a y b>. 

El antt cuerpo del conejo E3 inoculado con el antígeno form,;,. 

moutr6 tener la m.o\'/OI'" scnsibilida.d, ya que nece5itó la menor cantida.d 

de LDL <6. 14 ng} par.a 11 eg.;.r al SO/. de uniór. en 1 *' curva esti.nd.ar 

( tiabl a 7>. De acuerdo A 1 a sen si bi li dad ohteni da de las curvas 

esténdar 1 en cuanto al vWtlcr del !i0% de union en orden dr;.cre-c1erite, 
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se encuentl"'"a que: E.3 ; Y4 l ) Y4•.) > E4. 

Con los ilnt1cuerpos almacenados a -70nc se obtuviC?ron curv.;1.!!. 

eut.l\ndar reproducibles como las aqui preserltada.!3., al descongeli\r 

anticuer~o y dejarlo durante 1" días a 4""C las curvas se m.'\ntuvicron 

la misma pendiente, pero, la pe-nd11?nte disminuyó desde- -1.11 

•).9 al transc:L1rr1r 26 dias a 4 .. C. 

De .ncu~rdo a la inmunod1fusi6n radial (figuri'I 10 y 11) 1 loo; 

anticuerpo~ no mostraron reacción cr-lt::E•da con Apo Al ni HDL. Como ya 

se mPnc1onU e-5.te e.:perimento fué pree11minnr al RIA Y•• que no 

puec.Jen sac.:ir conclusiónes cte los result.::idos obtlo'nido5 con 

esta técnici1 debido a que los ~·mticu"'°rpos ser!un empleados en una 

técnica de mayor sensibi l 1dad como es el RIA. El cnsi1yo de re~"\C!::lón 

cru:ada por la técnica de RIA de uno deo los surar-os obtenidos de los 

conejos inoculados con LDL m.:Os Ady1.1vilntr.• 1 en dondE- e.e coloc<:1ron 

concentraciones muy sup(?r i ores a las f i si ol ógi ccts Cdesde 150 mg/dl 

hasta 150ü mq/dl de Apo Al y HOLJ demo~tró que no existe 

reconocimiento por "dichas proteínas. 

En lñs plac~s do inm1.1ncdifu~i6n se fer-muren biinda<::. dE?> complejos 

antígeno-anticuerpo en loz. pc:;:us 1 CPla!>n«t total J, 2 Cl1poprote!nd.s 

con densidades menores a t.03 g/fl'l) y '1 CcstAncJ.,,..r de LDLJ. En los 

pozos 1 y 2 solo logra apreciar$fr L1n halo muy c:C'.'rcano al pozo del 

nnt!geno. Esto !le dr-.ohe que la migrdción por difu!lión est.i en 

función de la concentración del Al) y dol f'tc. En plnsmu total y en la 

fracción de menor densidad a 1.03 g/ml, lEIS cor1c:entraciones. de LDL, 

es decir, del Ag, ~en muy baja~ debido a las dilucione!l practicadas. 

En cam
0

bto, en el pozo 4 qr..1e contiene al estándar de LDL, Io9ra vorae 

una banda mucho mAs evidente de complejos ant!gE>no-nnticur.rpo. 

Una ve: damo~trado que los anticuC?rpo~ son espec:ificos p.:lr.a 

LOL, que no reconocen HDL ni Apa Al en concentraciones f1&io16gic:as 1 

y que pueden obtenerse curvan e&tándillr útiles el RIA, podemos 

decir que estos anti CUl!rpos pueden dotermi narsc 1 as 

concentraciones deo Apo BlOO en plagma por osta técnica, 5in quP. la 

presencia de estae proteínas interfiersn 1m lo medición. 

No !ii:> tuvo oportunidad de enfr~ntL'lr M lo~ anticuerpos con otraa 

apoproteínas por no contar con ellas. De acuerdo e. los límites de 

densidad que se utili::aron para !Ú~parar 111 LDL, la'3 lipoproteinas 
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correctaml?nt<? !A·~ dens1d.=.d12s o aspirar- la !ranJa de proteína L•:"'J el 

tubo de Llltr~centr1fugc. de manera incorrect~;. En cuyo lcis 

npolipcproluín'"'s t:ont.:.mtnii.ntes s~riar1 poi"" p.urt.fi.• de lc. IDL, Apo C "/E, 

y por partP. de la~ HDL~, Apo Al, All, AIV, e.,.. E. De todi\s ella!;, la 

;:,,pcpr-ot.t?ir,.,. u,.;s ce:n.:en!....-,.da qL1e podría intt:r T"L·r1r Gr. l;:.. l'ierJ1r:1on de 

Apo B en plasma es la Apo Al, ya que ce>n$t1tuye el 65% .:le las 

proteinL-..~· r1e lils HDL~, la~. otras apoprotr:in¿;.s ·.·ariñn entre el 10 y 3 

-;.:. 
At'1n cuando los porcentajes de estas ,:,~oprotein.c.~ b~•-'Cr<:-

i;a'1rf¡:¡ r12cornGnd~lble qui?- itr1to~ de 1.~til1.:L1r- los a.nt1cuc;.rpos par.:. la 

medie i ón d~ Apo DlOO en pl a~mA, se enfrente a los anti cur.-rpos contrai 

dichas apoprotein"'s p."lra tener un control di:> calidad mas estricto. 

Actualmento con los anticuerpos obtenidos ne est.in reali~ando 

estudios para medir por medio del RIA las concentraciones de Apo B-

100. Uno de ellos tiene por objeto conocer la distribución de las 

concantr.aci ene~ dl? esta 11 poprotui ncJ. en una mue~tra de la población 

adulta mcxican.a.. Los estudios re-i.tante-=.. son de tipo metabólico, 

los cualcu si:!' re.ali::!• un seguimiento de las var1acioneL en cuanto a 

l aa concentraciones de e5.ta opa! i poproteína durante un tratamiento 

dietiwio. 
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V l I • CONCLUSIONES. 

1.- El estandar de LDL que se obtuvo a partir de plasma humano con Iii 

metcdolo~ia anteriormente descrita mostró una pur-ez.a mayor al 90/. 

2. - Las propiedades i nmunolOgicas de la Apo B-1(10 o::presada en la LDL 

no fl1eron alteradas durante los procedimientos dt:" obten e: 1 On pcr 1 o 

que pudo uti 1 i:arse como antigeno para inducir la formi'c:ión de Ac 

policlonales en conejos de la ra:a Nueva Zelanda. 

3.- Los titules obtenidos con el antígeno 1 fuoron superiores a los 

dllfl antígeno 2. Esta diferencia rad1có mas que a la forma del 

ant~geno al número de refuerzos y al tiempo 

contacto el antígeno con el organismo. 

quo permanec:i ó en 

4. - Liils curvas est.\ndar real i:: .:i.das muastran un;;¡ sen si bi 1 idad 

individual 

individual 

cada coneJC?• Por lo tanto la respuesta inmunolOgica 

parte importante tanto d!ll titulo alcan::ado como de la 

afinidad dlP loa Ac r•lilultantaa. 

5.- El en•ayo de esp~cific::idad contra Apo AI y HDH 1 lílO 

conc:entracionea aupl!rior,111 a las fieiolOgicas por las técnicas de IOR 

y RIA demo,;;trO quo los Ac. no reconocen ninguna da estas proteínas, 

por lo tanto &on eapec!ficos para Apo D-iOO. 

6.- E• probable que los anticuerpos Golcl rm:onozcan a la Apo B-100 

1ucpras'ada en 1 a LOL. con densidad de? 1. 03-1. 05 gr /ml. Para probar ai 

también a la Apo B-100 c»:pres.ada la VLOL,IOL y LDL 

liger•s •a debe •nfrentar a los. anticuerpo!'L contra estas protttínils 

puras. 

7.- El e5tli.ndar d& LDL marcado y no marcado asi como los Ac obtenidos 

con la• do• formas de preaentac16n del antígeno son ütiles en la 

técnica de RIA para medir Apo 9100 en plasma humano. 
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IX. APENOICE A. 

REACTIVOS. 

Se obtuvieran los siguientes rel'lc:ti•1as del Labcir-atorio Bal:er 
Analy:ed: Ac:ida etilendi,:,minotetracl>t1c:o (fí\TA>, carbonato de sodio 
anhidro, hidrOHido de sodio, bic:.1rbonato de- 5orho decahidratado 1 
nulfato de cobre pentahidratado, tartrato de úodia, glicerol 1 
metanol, ec::l:do acético, fosfato monobil!:.ico, dibá-=.ico y t1-1b.:\sico .:isi 
como agarora y ~cido tric:loroüC&t.1co. 

Del Loboratoric Mere•: se obtuva1 sol1..1c1on do clort..ira de godio 
al 0.9Y. 1 br-omuro de potagio, acrilamida y bisacrilamida. 

Del Laboratorio Sigma Chernici'l Company se compró: albUmina 
sérica bovina, Tris, duodecil sulfato de !lOdio <SDS>, persulfato de 
amonio, N-N-N'N' tetrametil etilen diamina <TEMED>, bi<rbitttl dosódico 
b&tse, fol in ci ocal teu, azul dm bromofeno1 y gl t c:1. na>. 

Del Laboratorio Pharmac:i a Fine Chemical t>I'!' obtu ... o: Sephadex G-
1~0 y Seph.arosa 6B. 

Del Laboratorio ICN !Se compró: a:!ul br·ill.:\ntc de Coomi\sie, il:!a¡ 
y clorAmina T. 

Del Laboratorio Mal l i nckrodt e.e obt1..1'lo: Metabi sulfito d~ sodio. 

SOLUCIONES 

1.-TECNlCA DE LOWRV <501. 

SoluciOn A 

SoluclOn B 

SoluclOn C 

ASB lmg/ml 

20 gr de· carbonato de sodio anhidro < Ma:lCO'S > 
disolverlo en Na.OH O.lN ha&ta 1 litro. 
Hol•rida.d final o .. 188. 
o 
53.9b5gr de bicarbon•to de sodio con 10 
molecul•• d11 llQUa < NaHC0::1 + 10 H;;;iO • ) + 
4.0 gr NaOH 
Di solv•rl os en •oua y aforar a un 1 i tro. 

Guar"dar a temperatura ambiente. 

0.'5 gr da sulfato de cobre pentahidratado 
e cuso~-s Hl:!o 1 + 
1.0 gr d• tartato de aodlo < Na~c""o"" - :;?H~o > 
Di•olvar primero ol sulfato de cobre 
agua y agregar el ts.rtato de sodio. 
aforar A 100 ml. Guardar a 4coC 

1m1 sol A + O.O:? ml de B 

En toda.a las aaluciónes se utilizó al;)ua destilada y desionizada. 
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2. -ELECTROFORESIS POR EL METODO DE LAHMLI (50). 

Solución h 

Sol\.ICi:!:n B 

Soluc:iOn C 

SoluciOn O 

Acr1lam1dc-. al :':(• •1• p/v + b1sC1.cr1lam1da 0.87. pt'v 
Se filtra y guarda a 4coc. 

Tr1s - HCl 1.5 H. pH"" 8.8. 
Guardar a 4"'C 

Duodec:i 1 !::ul fato de sodl o < SOS > al 10 Y.. 
GL<i.'1 . .-d<>.r ?. temner?.tL1ra ?.<T,biente 

Tris - HCl 0.5 l'I. pH 6.8. 
G1..1ardar a 4uc. 

Persulfato de ,amonio ( PSA ) • ( 15 mg I ml >. 

TEMED. 

Agua destilada y desionizada. 

Glicerol. 

a> Preparación del gel. 

La proporclOn de cada ogolución para elaborar el gel se obtiene 
do la aigutante maner11. 

Solución A 

SoluciOn B 

SoluclOn C 

El porcenta;je .que se desee de acuerdo al 
vollJmon final. 

La cuarta parte del volU.men final. 

1 ~ del vol ümen total 

PSA < l:i mg/ml > 

TEMED 

H..O 

Gl ic•rol 
o. ••caresa 

La cantidad Optima de estos. dos. elementos 
n•cesita sntr predeterm1nad.'\. 

L.a cantidad necesaria. para ajustar el volumen 
requer-ido 

En algunos cosoe la dif1Jrencio11 d1t de.-nstdad d• 
Acri l ,,pmi da puede tiRr suficJ ente par.a. form.ar un 
buen grachente. Si loa d1f&runc1a &•menor dol 
10% 1ur ,..ecomienda •Q,..egill,.. un 5 o 10 Z do 

a. la aolución con concentrac1ón 

b) Amortiguador d& mueat,...il 
sol n 
sol e 

Bata Me,..captoetanol 
l % Azul de Bromof enol 

Glis:e,..ol 

0.625 ml 
1.0 ml 
0.2!5 ml 
(l.10 ml 
0.!52!5 ml 



e) Amortiguador de corrida 5:rt. 

250.0 mM TRIS - HCl 
1.92 M Glicina 
0 .. 57. sos 

pH 

PreparaciOn1 

30.0 gr 
144.0 gr 

5.0 gr 
e.:;. 

90 

Disolver el TRIS y la Glicina en 800 ml de agua • Aparte 
di sol ver el SOS en 100 ml de .agua. Combinar todo y aj1.1stilr el pH 
8.3 con HCl. Hacer una dilución 1:5 antes de utili:.;::arlo. 

3.-TINCION CON AZUL BRILLANTE DE COOHASIE. 

-Solucion colorante. 
Di5olvar 2.:ig da Azul Brillonte de Coom!'sie en 400 ml de 

metanol, filtrarlo, nevar a 450 el filtrado con metanol, agrag¡¡r 100 
ml de Acido acético, aforar a un litro con agun. 

4.-INHUNIDIFUSION .. 

-Amortiguador de fosfatos 0.01M (PBSl. 
Disolver O.ú1H de fosfato mono, di ó trib<hüco, en 900ml de 

agua destilada. Ajustar el pH a 7 .. 1 con HCL y ilforar a un litro 
agua destilada. 

-Placas de inmunodifu~lOn 
Se praparO un gel de egMrosa al ( 1 .7Y. de la siguiontu maneraJ de 

•cuerdo a.l volumen final ~e pesó la cantidad necesaria de agarosa y 
ao e.gragO PBS, en cantidad suficiente, se introdujo una barra 
magnética para agitarlo y ua marcó el nivel al que llegó c:!l a.Qua, se 
m,antuvo a una temper•tura elevada (70-00""C>, 5in que l legi\ra a hervir 
y en agitac:iOn constante hasta que? la mm:c:la quedó completamente 
tran•parGmtl!t y oin grumo9. Finalmente se retiro la barra magnética y 
se aforo al volUmen original con agun de9til.:i.dA y dr.o::;innizada &e 
me::clO nuevemento y sin dejarla enfriar se repartieron 10 ml en cajae. 
petri de 12cm de diametro M lcm da alto y se dc:!Ja.rcn enfriar hasta 
que ol gel •stuvo formado. So 14uardaron a 4.,,C. 

:5. - RADlOINMUNOANALISIS. 

•> Amortiguador de Barbi tal madi ca o. 05mM. 
- Darbital nodic:o O.O~mH 
- EDTA tmM. 
- pH • B.6 

Peaar 10.:a g d11 Barbital sódico < PH. 206.2 ig/l >, 0 .. 372 Q de 
EDTA < PN. 372.25 Q/l ) • Disolver primero el Barbital y despu~s el 
EDTA .. finalm1mte ajugtar el pH • B.b. Guardar a 4""'C 

De la mltama manera qu11 al Bmortiguador dct fo•f•to• 
antar"'i ormenta descrito &• prepararon 1 os •i gui ente.. amor ti Quadores 
variando la concantraciOn y el pH. 
b> AmortirJuador"' dtt fosfatos O.O~H pH 7.~. 
e) Amortiguador de fosfatos O.:S.H pH .7.'!5. 
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X. APENOICE B 

1.- Obtención de los pesos moleculares de las proteínas en lf? 
electroforesisi por medio del RF .. 

A> Se obtuvieron los logaritmos de los pe~oo; molec:ulare!S de los 
est:'lndareS-. 

8) Se calcul6 el RF de cada uno por medio dE? ln siguiente <formula: 

01 stanci a de mi graci on de la protei n.:i 
• RF. 

di &tanci a de mi graci en del indicador 

C> Se graftco ol logaritmo del peso molecul~r del estándar en función 
de RF. 

D> Se linearizó la recta por medio de mínimos cuadrados y tse 
obtuvieron loa valorea de Ja recta m, b, y el coeficiente de 
corre! ación r. 

E> Se sustituyeron los valores RF de },o.!¡ prote!nas desc:onocid.::is en 1111. 
formula 

1 og Y e:: M (X> + B 

F> Finalmente !U! obtuvo &l nnti l ogr.ri tmo de Y y e<atft ofué el pe'!lo 
molecular de la prot•lna. 

2.- PreparaciOn del antígono forma 2. 

Para preparar le f.orm,¡ 2 del antigeno, se utilizó una placa de 
gel d• poliacrllamid;a •1 :5X 1 con un gt1l concentrador de :S .. 5X qua solo 
ocupaba 4 O 5 mm de l• parte superior. 

Al volúmon ocupado por 1 mq do la LOL se le agregó un volUmun 
igual de amortiguador de mue!Jtra y !aQ ao1t6. So calttntó durante S 
minutos y·•& centrifugo • baja v•locidad dur•nte 5 minuto11. Se coloco 
en l• parte superior del gel y ao corrió la olectroforRGia • 120 v, 
dejando •alir el frente durantci 1 hr ai~s para que la protoina 
penetrara hasta la mitad del gel, (•pro>11madan11rntv 2 hr ttn total,. 

La prot~in11i se fijó con una solución de metAnol-Ac:ido-acético-
agua <4!5Y.-10%-4SY.>, durante toda la noche en •git•ciOn cons.tant1t. Se 
cortaron dos tiras dtt 0.5 cm, una d• cada lado dlll gel, •• ••rearen 
par"a identificar-lea poateriorment• y se tiñrron con Azul Brillant• de 
Coomasi•. El reato del gel y las tiras teñidas •e pasaron a una 
aolucidn de NaCl 0.9~ dur-•ntlf un mínimo de 1 hr en agitacion y •e 
hizo al 111enoa un cambio d• la •oluciOn .. Eato aa hizó con E>l objetivo 
de •liminar del gel 1tl •Me&o de Acido acético ya que la prot•in• 
inoculo junto con al i;¡el y podría lastimar • los coneJoa~ 

Las tiras ae colocaron junto al r-e•to d•l gel l!n el miemo lui;¡ar 
do donde se cortaren utilizando como r"&ferencia lea. 1narcas de cada 
una y de •&ta manera •Cl podfa ver la orientación y la •!tura a l• qua 
l• proteina había corrido. El gl!tl se cor-tó a 0.5 cm de los limites de 
1• banda d1r prot1tlna CFIG .. 7>. E•ta bianda dn gel s& cortó en pedacitos 
con una navaja y BIJ introdujo por la parto posterior- dv una Jeringa 



sin embolo, después se inserto el embolo y !:.e aspiró 1 ml de so1uc:1ón 
sal lna MaCl 0.9'l.. '( ~e hi::ó pasi<1r por una agL1ja del nt\r11ero 18 varias 
veces hasta que paso con facilidad posteriormente por ;.gujas del no, 
19,20 y 21 1 hasta que pasó suavemt:?-nte. El vclümen final de ésta 
emulsiOn no pasó de 3ml. 

3.- Sangria de cosecha~ 

Para real i.: ar 1 a punci On Célr'di ac:a se sujetó al animal en una 
pl:incha de reQstricc:iOn. Poste ... i-::::rmr.nte se ti1::ó L-ir1.:. ptinL.:-Ón E-:1 P! 

cora:zon, una ve:! ubicada la aguja en el sitio donde se e>:tr·aía sangre 
se fijo y se procedi o a obtener toda 1 a sang'°'t? posible. 

4 .. - Harc:aciOn dn proteínas por el método de cloramina T. 

Se hidri'ltO la cantidad nr.cesarin de Sephclclcx G-50 con 
amortiguador de barbital O.OSH para un~ colt1mna de 30c:m de largo >1 
0.9 de diemetro. La columna se desgasificó y emp.r1có. Pei.ra. 
equilibrarla se util:lzi'lron apro>:imadamente 100 ml del mismo 
amort i 9uador. 

En un tubo de ensaya se colocó un volUmcn equivi\lente a 1 mCi 
da 12'5-l, ae agregaron 30 ug de LDL y 3(1 ul dQ amor ti gu~dor de 
fosfatos 0.5H y finalmente s;.e agregaron 10 ul de cloramina-T de una 
soluciOn con 0.44ug/u1 en amortiguador de fosfato~ ú.OSH. Se mezclo 
bien y ae e&pararon 3 minuto~, inmediat•mentG se at;1regaron Sul de una 
solución de metabisulfito de sodio de <1.33ug/ul>, en amortiguador de 
foafatom 0.05M, para datenGtr la reacciOn finalmente &e agregaron '500 
ul da amor ti «;Juador de barbi ta 1 y ea ag i t6. 

Se car90 la muestra en la c:::ol umn.r. previ amante empacad• y 
equilibrada y •• eluyO con .amortiguador de barbital. Sa colectaron eo' 
fracciono• de l ml cada una y se contaron por 0.1 mln en el contador 
c;iatnmD lotL r&sultodos obtenido!> en cuentas por minuto <CPH> aa 
9raficaron contra •l numero de fracciones <FIG.20) y ae hizo un pool 
con las fracclónes superiores del primt.>r pico. 

s.- Autorradiaorafla. 

En una placa d& 3.5 >e 0.3cm SD preparó un gel de da 
electrofortr•l• •l ~%,on el cual ae colocaron 1 as •iguient~s muestr.as 
en carriles •epara.dos1 100000 dol pico 1, 100000 cpm del pico 2 y 1~ 
ug d•l estAndar no marcado. La electroforésis se carric a 60 volts 
durante 15 minutos y a 90 volts por una hora finalmente se fijO el 
gel 11n una aolución de 4~'1. metl'\nol y 10í'. a\cido acetico .. Se tiño 
duante don hol"'a• con azul de Coomas.ia a 40'PC duante 45 minuto!ii y ~o 
do»tiño con la misma &olucion dR fijado. Finalmente ac !meo. Ei::.ta c;inl 
sa colocó &obre una placa fototoensible en un cuarto osct.1ro 1 se fijo 
con cinta adh11siva y so coloco entre do~ planchas de aluminio que lo 
proteQi an perfectamente de la luz, ne mantuvo a -70-C duante b hr 
apro>eimadamenta. Pomterlormente &O procediO a revelar la placa. 

Finalmante tenemoa el Q&l teñido con &%ul de Caomaeie que no9 
muestra la po&iciOn de la proteína no marcada y debajo del oel 
tenemos la placa fotosenaibl• que al aer revelada nos muestra la 
poaición a la que corrió la proteína marcada. Idealmente estas dos 
po•iciOnes deben ser las misma!i ya .que la alícuota de prot.ein.a que se 
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muestra en c-1 gel es l.'.'! mi SITI"- qLte la protei ro.:• q1..1e se mi\rcó. 
Con esta técn1 ca se pul.'de determinc:tr si l il proteína se marcó y 

si corn~sponde a 1 ~ Apo B-100 de la LDL. 

6.- Prl?cipitac:ión de la. proteína marcada. 

Al prccipit.-..r un.:l licuota del pool obtt-•n1do con las frac:c1Cinos 
superiores de d1c:ho pico se obtuvo el porcentaje de proteína que 
contenía. La pr"ccipitacián ~e hi=o de la siguiente mi3nera: 

Se ccnt:'.\rór, 1•:' :..l ~e L=~t.:· ;..~c.: dLlr_ - '_1 : .-.: -, e; e: ~=:.r.~<0.::L:- ~e 

rayos gammn. Se agregt..ron 2(10 ul de ABS 10~: y 2 ml de acído 
trocloroacétic:o fries se agito o incubó durante 10 min, a 4"'C, y "1.e 
centr.i fugó durante 11 n'!l.n a 125(10,-pm < 1576óg) 1 decanto el 
sobren¿¡dflnte y se contf'.lron precipitado y 50br(;:>nc"ldante durante 1 
Con entes valores sa obtuvo el porc:entaje dP proteína que contenía el 
pool, por ejemplo: 
tubo con 10 ul de la marca "" 619184.Scpm 

prec1 pitado ~ 520115c:pm 84~~ del total 
&obrenadante = 99069. 5cpm • 16 'l.. del total 

Por lo tointo de las cpm di:;o 1 a ali cuota del pool obtE?ni do 04% deo 
el lascontenian la pr-otl!ina mnrcada. 

7.- Purificación de la proteina marcada .. 

Se hidrato el gel de Sefarosa 6B en amortiguador de barbital 
0.5H con ASB 2Y. aO dosga'!lificó y empacó en una columna de 30 cm de 
largo H 1.6 do diamliltro. La columnil ae aquilibrO con lOOml d1i1l mismo 
amortiguador. S1t cargo el volumen nesesario del pool en la columna y 
•• •luyo. Se col•ctarón 80 fro.cciónes de 1.'5 min cada una 
<eproHimadnm.,nte 900ul >, •m contl'lron por O. 1min en el contador de 
rayoa Q•mma, se hizo un pool con vl primer pico y ae mezcló bien. 

B.- AnAlisia Lo;lt- IOQ. 

En eater an.Ui&is para cada uno do lo!\ triplicados se enc:u@ntra 
un valor V de la aiouionte lhanera 

U - UNE 
V • 100--------------

En dond• i 

Uo - UNE 

u- radiactividad unida pre'3.Pnt.:.· on el t.ubc. 
UNE• promedio d• loa valorea dR r•diactlvidad lo• 

tubos para union no e9p11c:!flc:a 
Uo • Promedio de> lo• valoren de unlon m .. xlma to 

••1:Andar) 

Postvriormenta se obtiene •l valor Loglt v 1 

In 
y 

100-Y 
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La grAfic:a se con5truye poniendo el Log1t Y para cadEt valc,.­
funciOn del logaritmo de la concE-nlración y so obtiene la 
linearizaciOn por mínimo5 cuadr.ados, re!;;ultando los valores de 
pendiente (ITI), intercepto V (b) y coeficiente de correlación (-r). 
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