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RESUMEN.

La medicidn de la concentracidn de apolipoproteinas, en
espreial apo AL v B, apertar informa€idn adicional acerca del estado
clinico de un paciente, ya gue sujetos can enfermedad cardiowasEcular
prematura fracuentemente tienen un  wvaler mayor al normal de Apo B adn
cuandn su colestercl plasmatico no ecté signtficativasenle elovada.
For lo onterior la medicidn de Apo B ha despertasdo gran interes vy no
solo debido & <t uso  cemb premictor  del riesgo a desarrollar una
enfermedad cardiovasculas  corcnaeria, =ine porqua taabién asuda en el
diagndrtico de dislipeproteinegmias v en &1 men:toreo die la evolucidn .
de un tratamiento dictet:co o farmacolégico. Sin embargo, la medicioén
de apolaipuproteinas no ha desarrollado todo su potencial en los
laboratorius de investigacidn tie-lis do a problemas eri ia
estandaritacion tanto de materiates como di la metodologia ‘da
referencia. For lo anterior se disefd® un proyecto cuya hipatesis  de
trabajo fue:

Si 21 mé¢todo que presenta la mayor sensibilidad para medir Apo
B-100 es el radioinmunoanalisis (RIA), y para realizarlo es necesaric
contar con un estandar confiable y anticuorpns  (Ac) especificos,
entonces podemos aislar LDL de sangre periférica humana como fuente
de Apo B-100 e inocularla en conejos de la raza Nueva 2etanda para
inducir sinte=zis de Ac. policlonales y usar cstos dos elementos para
medir la concentracién de Apo D en clrculacidn por esta técnica.

Para demostrarla se propusiecron los obiletiveos sigurentes: t)
Obtener LDL pura a partir de plasma humano como fuente de Apo B-100
para utilizerlo coma estdndar y antfgene  (Ag). 20 Inducir la
formacidsy de Ac policlonales con conejo para esta apolipoproteina. 34
Frobar que los Ac son ttiles en la téenica dol #1A Apo B-100 en la
técnica de .

Para aislar a la LDL £1.03-1.05 g/ml) se utilizs la técnica de
ultracentritugacién secuencial preparativa utilizande tres cortes de
densidad, Para demostrar la pureza de la LDL obtenida se utilizo 1a
electroforesia en gel de poliacrilamida con SDS al 74 y con la
densitometria de ectee gel se obtuvo el porcentaje de purpza. Para
comprobar que las propiedades inmurmlégicas de la Apo BIOO  expresada



en la LD no fuercn alteradas durante los procedimientos de s
obtencitn se hizo una  inmunodifusidn radial, Una ve:r demostreda  fa
puraza de la LPL se inoculd enr cuatro conejos de la raza Nuev;
Zelanda. Se eligieron dos forma=s de presentacion del fAg la forma
consistid en I1mg de LDL + Iml de Adyuvante de Freund Conpleta, v la
farma 2 en la electroforesis de 1mg de LDL en PAGE-3DS al  S%
ntijizande ]l acrilamida come  atyuvante.  Fara ol g Torma ! el
esquema de {inmunitacidn fue de 4 peripdos con refuerzos cada 78 dias
Yy 1los sangrados 14 dias despuece  del refuerzo. Dies meses despuéds  se
repitieron los cuatro periados antes del titulo final. Para los
cone)es  ineculadms con el Ag forma 2 se aplicaren los refuerzos los
dias 2B y 84 despudks de la inoculaciton y se titult el suero. La
titulacion se realizo por RIA, para ello se marcd parte del estdandar
con 1251 por el método de Claramina T para utilizarla como marcador.
Una wvez titulados los supros e reslisaron una serie de curvac
estandar para demostrar su utilidad en el RIA, N

El rendimiento de la obtencidn de la LLDL fue de 0.120 +/- 0.042
mg de LDLs ml1 de plasma. L.:-z densitometria de la electroforesis del
estindar demostrd que contaba fon una puresa superior al 202, La
actividad especi{fica de la, marcacidn de LDL con 1251 fue de  0.0055
uCt/ug de LDL. Los titulos de los conejes inoculados con el Ag foraa
1 fueron de 1:15,000 y 1:10,000 y dal Ag forma 2 de 1:2000 en ambos
tazos. Las curvas eekdndar de los cuatre Ac fueron linearizades por
el método Logit. Con la linarizacién so chtuvo el valor del S0% de
unién para estimar la sensibilidad de los Ac wnhcontrdndose que el mas
sengible  fue uno de los conejos inoculados con el Ag 2 con &.134 no
de LDU" ¥y el menos sensible, también inoculadoe con =1 Ag 2 con 15.8 ng
de LDL. El analisls de especificidad por 1DR y RIA mostrd que los Ac
no reconocen Apo Al ni HDL en concentraciones =superiores a la
fisioldgicas. Por 1o tanto, con la metodologia antes. de=crita se
obtiene un estAndar de (DL como fuente de Apo B~100 y Ac policlonales
contra esta apoproteina que son especificos y autiles ceh ol RIA.
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I. INTRODUCCION
I.1. Obtencidn de energfa celular por nutrimentos.

Desde el punto de vi éta termodinamico, se considera & la ecsotula
como un sistema de energla abiertc gue se encuentra en.  un egquilibrio

dinimice coo srdio. Lo o

punentes  de dnbos se encu

ran onoun

fluje zanstante, los materiales entran en forma continua a2 .1a célula

y constantems=nte son ercretados productos  tanto de sintecise coro de
desecho. En  este proceso de intercambio, fov  elerentos se
trangsforman, repuevan v reenplazan de  dafra contines (1}, -f - toda

esta actividad se le llame metabolismo. En sentido  ®ds amplin, el

miztabolismo incluye btodas  las  rasccione

s Quimicas gue se cfectdan
dentro  del organismo o en sus célulae  individuales para cubrir las
funciones de crecimiento, reproduccidn, mantenimiento o produccidn de
entergfa (11, '

Les procernos metabdlicos pueden tomar dos direcciones, una de
ellas tiene el abjete de sintetizar compuestos complejos & partir de
compuestos simples, consumiendo energis para ello vy recibe ol nosbre
de anabolismn. La segunda dx'rm:cxén ew ©l conjunto de proceses que se
encargan de liberar la energia que poseen 1ns  compuestos hazta
reducirlos a otros elementos, proporciconando de esta manora una  gran
tantidad de energfa quimca dtil pera reatizar las funcicnes
cetulares, eston procesos reciben el nambre de catabolismca {(1).

tas moléculas que intervienen en estos procesos metabolscoc,
provienen del alimento ingerido ppr el organiscso en el caso de las
beterdtrofos, o puesden ser sintetizados & partir de alguna fuente  de
energia (c=alar, guimica, stc.) por los brgamsans autdtrofos. Se sabe
que evisten bacterias capaces de viwvir  en un medio que contenga una
fuente de carbono y  oiigeno Junto  cen alginos minereles  ezencialee
(. Sin embargo, el organismo humano necesita de una dieta micho mas
variada que incluye, #ntre otros, proteinas, polisacaridaos, lipi1dos,
minerales y vitaminas, los cuales le ’ sirven cona elementos
estructurales y nutricionales.

La importancia de 1os tres primeros tipos de nutrimentos radica

principalmente en el hecho de que | su  catabelaismo canverge en la



formacién . de metabolitos’ comines que. dan lugar a ta sfﬁtegis‘de' ATF
{3 (fFigura . Parte - de Vloé S nutrihentns,‘ ;bfihcipaimeﬁte;
carbthidratos y/o 17pidos; son  almacénades en plantas y animiles come
reaprva  de ‘energia. De las . caracteristicaz de esiasi’tre; tipos ‘de
molécul as se hace wi resumen & :cntinuéci’bn‘.. L e

I.1:). Proteinas

En. lo g

s refiere & protefnas, estas son moléculas  fermadas

por - residuos de amincaAridos L unidos por enlaces peptidicos. Fueden

Borar  forazdox por coebilracionee de D0 aminoac idos diferent

¥ cIn
diver s

= proparcion

E de cada uno. Tienen en comian 1a presesncia de an
grupe aminc y un grupo carbosilo, que se encuentran unidoe al carzonc
alfa de la moldcula (pucepto prolina ¢ hidro:iprolina). Las proteinas
s8¢ claslfican en dos categorian de acuerdo a los compuestos gue s
forman, es decir, las proteinas constituidas solo por aminpiacidos =ze
les llama protefras simples, y las proteines cuyos aminodcidos se
encuentran unidos. a otros compucstos como  aAcidos nucleicos,
(nuclenproteinas), carbohidratos (glucoproteinas), o a diferentes
sustancias de peco  molécu!lar baJﬁ, como los metales, se lec 1lama
proteinas compuestas  (3). Las funcaiones de  las proteinas  con  muay
variadas dentro doe la  célula. Pueden tener 1a  funcids de rejular
reacciones metabolicas (enTimas), también pueden  funcionar  come

soporte estructurea

dentro vy fuera de las célulase o bien unmir oy

transportar especificamente otras moléculas  a itravés de la membrana
plasmatica (3).

1.1.2. 'Carbonidratas
Los cerbohidratos son concideradas como  moleculas simples, [u

formula general €3 Cn(H=m, donde n &S el namero de carbonos y m os

el nimero de unidades  de Ho(, que cristen en la molecula (5. Cada

uno de los= carbtoh:dratoe peoee un esuueleto de Ao

4 o6 carbono,
erelace  fencallo, pueden precentar  un
arregle lireal o ticlicon. Estas moleculas

enlace llamado glucousidica,

enlaradas entre 21 por  un

S unen por medio de  un

2zl cual estd {irmedo por la condensacidn

de dos azUcares con la eliminacicn de una molécula de agua (2).



FIG 1.- Esquoma que muestra las fases del metabolismo convergente
de las tres moléculas orgénicas empleadas como combustible:
proteinas, carbohidratos y lipidos.

PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS

AMINOACIDOS GLUCOSA GLICERINA
+ Y AC. GRASOS
PIRULVATO ("

3
ACETIL Co A

FASE |

. FASE Il
cicLo DEL ACIDO
citRico .

+ \ FASE HI

NH, HO co,

FASE 1. Las molécul bustibles orgéni fi bohidi y lipidos,

29 oxidan hasta fragmentargo en los grupos acetilo del acetii Co A.
FASE Il. Estos grupog se incorporan al clclo del 4cido citrico y de su degradacién

enzimética so obtlene ensrgia y se libera COZ.
FASE Ill. Con los 4tomos de hidrégeno s crea un gradiente a lo largo de la cadena
rosplratoria, La enorgia se conserva en forma de ATP



Los carbohidratos ma: comunes estdn forsados por unidades de S
© & Atomos de carbono (pentosas y hexosas, respectivamente). Estas,
hnidades pueden estar libres y se les llama monosacaridos (en donde m
= n ), 0 bien, pueden unirse mediante e! enlace glucosidico, y asi
formar polisacaridos, de los cuales los mas sencillos son los
digaciridos {(en donde m = n - 1) gue sep componen de dos moléculas
unidas al misme o a diferentes mcnosacaridos. Ejremplos  scn la
sacarosa f{glucesa + fructosa), lactosa (glucosa + galactosa) vy
maltosa (glucosa + glucosal. .

Los monosacaridos pueden también formar pequeles grupos, de
tres a 10 monosac&ridos (1), llamados pligosacdraicdeos, b bien, formar
estructuras muy grandes, que coaprenden miles de unidades tales come
las grandes moléculas de almiddn, glucdgenoc (3), celulposa y dextrina
{1). Todos ellos difieren en su peso molecular, eatructura ramificada
y solubilidad,

For otro lado, tos carbohidratos represontan una parEE'
principal del cohsumo calérico total de 1os humanos y de 1a mayor
parte de las formas de vida‘animal y ¥y ocupan un lugar central en el
metabolismo de las plantas verdes 23, En forms de gluctgeno o
almidon gpueden emplearece como reserva temporal de glucosa, actdan
como lubricantes de lasz articulaciones del esqueleto, comn adhesivos -
entre 1las células vy para conferir especificidad bioldgica sobre la
superficie de las células animales. Se pueden mezclar sus propledades
con las de las proteinas en moléculas hibridas, glucoproteinas o
proteoglicancs, gque son importantes componentes de la superficie
celutar y de los sistemas de soporte extracelular de los animales,
entre dtras funcicnes (2).

1.14.3. Lipidos

Leos iipidos €on  compuestocs  que en forma curacteristica
comparten las propiedades de relativa solubilidad en solventes
orginicos {acetona, dter, alcohol, cloroformp}, y de relativa

insolubilidad en el agua. Entre los lipidos se encuentran sustancias
de estructura molecular muy diversa, Acidos grasos, terpenoides
tvitaminas A, E, K}, carotenoides y esterocides {colesterol ,
cortisona, estrogenos, prostaglandinas, triglicéridos, fosfolipidos,



esfingolipidos, etc.) (-3 Los lipidos pueden clasificarse como
lipidos simples v 1ipidos compuestos. Los 1lipidos simples son
aquellos gque ho se degradan mediante hidrdlisis o bien pergue  al
degradarze so0lo producen derivados lipidicos. Ltocs lipidos compuestoe,
son eésteres d& Acidos grasce que contienen grupos o radicales
quimicos &n su molécula (7).

Dentro  de  las  variacas tuncienes de los lipiacvse en el
organismo, encontramos que son componentes estructurales de  las
mambr aras celulares v de estructuras subceluiares 8y,
Anatbmicamente, los depdsitos de grasa dentro del cuerpgo actidan como
aislantes y como material de proteccidn alrededor de algunoe &rganos
internos vy tambian om la2s  regicnes subcutineas (1), Los  ligdes
tambieén sirven para el transporte, depénitn y/o almacenamiento de
energia wmetabolica, la cual se considera como Lo fURCien  principal,
Desde este punto de vista, 1os lipidos més abundantes son  lag gracas
o triglicérides, los cuales representan la farna de almacenamiento de
energfia  quimica mis importante en 1a mayoria de los organismos.  Los
Itpidos de la dieta son elemontos importantes de la nutricion humana,
no solo porque tienen un alto valor energeticoe, si1no porque  también
sirven como vehiculo de las vitaminas liposolubles (7).

Por el tema del preszente trabajo se desarrollaran on  adelante
otros aspectos de los lipidos.

1.2. Lipidos de importancia clinica
Los componentes lipidicos del suerec =e dividen en foraa general
en cuatro grandes categorias: dcidos grasos libres, trigliceradocs,

colestérol y fosfolipidos, Los treec primeros sen lipidos simples

¥
los fosfolipidos =on l{pidos compuestos (63, N

Dentro de los lipidos considerados como 1mportantes, por las
variadas fuhciones yud Hegemperanh en el organisme y que 1ngréesan a ¢l
en tualquicr dieta mista, se encuentran los triglicéridos y el
colesterol, los cuales, ademds de ser utilizados como nutrimentos vy
componentes eatructurales, pueden involucrarse en el desarrollo oe
procesos patolodgicos debido a un erxceso en =su  ingestidn o a un
metabolismo deficiente, Existen modelos erxperimentales en  animales
cono cenejos(?), monos €10,11), cerdos (12), bovinos (15,14} v ratas



{13y, entre otres, en los cuales estd appliamente. demestras

relacion del exceso de lipidcs corr !a aterosclerosas.

1.2.1 Acidos grasos X .
Loz Jdcidos grascs, son 103 coumponentes ewstructurales de la

mayoria de laos lipidos. Estdn constituidos por hidrdgeno y carbono

come sus alzmontos principales, unidos entre si por enlaces sencd

1os
¥ alineados en una cadena recta (alifatices), gue poseen desde 4 a 24

Htemoz  de carbone (T). La  cadena parte  de un grupo carbds

contiene carbone, hidrégene y osigeno, lo sigue wna cadens  que
contiene solu carbome & hidrogenco. La presencia de hidroxilo en un

grupo funcional cuele signif:rcar solubilidad en agua, por leo tanto es

polar, mientrae que 1la cadena hidreocarbonada es inepluble en agua, la

cua e confiere a la mavoria de loe I d
11 £ 1 y de 1 11p

esta  caracteristica,

adomAs  del ampectn y coneistencia  grasosay, asi com: lan  propiedades

flerpas v guimicas de cada grase, por sjenplo el punts de fucicn (7))
au clasificacion e bxsa en el tipo v nisero  de onbaces  que

prosenten en la molécula, S1 solo presentar enlaces sencitlon =e les

Hama dcidoe grasce <caturados, si precentan un enlace doble, dcidos
Dragos  inraturados, v =% presentan mie ez un enlace deble en ou
mclécula, se  1laman poliincaturados. Por ejempla, el acido palmitico
v el dridn estedrico =on acidos grasos soaturados, y &) acido oleico y
el linaleico son 1nsaturados (3).

Aungue loe Seitdos gracbe solo  se prasentan como trazas en la
c&lulas v tejidos, son muy inportantese como bloguee conctitutivos de

varias clases de lipidos (B). La mayor parte de lo= 4cido

graszos se

encuentran formando esteres con el glireral oo 1laman triglicde:don

de los crales & OENCICHAran & EONtInUAacion algansas Coracloriesticar.
1.2.2. ¥Tragliceridos

Los triglicéridos estdn  formados por 3 radicales de  dcidos
grasos eacoplados a una molécula de glicerol por medic de enlacec
¢ster de baja energia (1), Unp, dos o tres tipos diferentes de dcitos

grasos, pueden combinarse de esta manera con los grupas hidro:zilo del

glicernl para formar una molécula de grass, y en besr a ello, ne

clasifican en dos categorlac: triglicéridos siapicon, laos Qe



~b

stierr s 2pla varizdal ds 3

. 1:;' triglacédridos

qQue contienss. m

e una veriedsd 3.,
ta mayoria de 1los wriglicéridos presentes en ] cuerpo se
cbtienen de la dieta, o fsen sintetizados &8n el higado, v pueden

artir de carbehidratos, praoteinas vy ctres

formarse a g

lipidos en
células vy telidos. S5i en un momento llega a exicstir una cantidad
&y oy de 1o reguer o,

[N 5N

almace

ados, o e2 &5

ter

&l macenamni ento  de

1dos Fara e
catabalismo {1z,

Los trighicerides  son la prirncipal forma qter

tanto Bn we les comc &n animales (3.

&
didas tapoetarte

Una de

LBl w wnergia 1
una molécnla organica es su estado de reduccion, y  también
medida de su capacidad para efectuar

es una
un trebiajo - guimice dentre de la
célula. Mientroas aayor es ! namero  de Atomos de  hidrdgeno que =g
puaden  el:minar

urie

de “zanbo.

caittidnd div ATP o

punde formarse. Debido ¢ e&llo, las grasas  son oun

gran  almacdrn de energia por uncdad  de pesc en comparacion oo bas

polisccéridos, ya que som

Tecul

mucho mas redacidas guer cont e

largas hileras de grupos -CHZ- que pertenecen & lacs larga

hidrecarbonadas de acidos grases, cuyo  estado de

Cagenis

cuidacien es muy
bajo t2). Al cer oridadas las grasas proporcionan @As del doble de
energla ten calaoriassgramod}, comparasdos con las  que  aportan los
carbohidratos o proteines. Las grasas tienen un trayecto ba-tante min

laryo gue recorrer antes de ser degrodadas @ocsletamentoe

a bildign dy

carbone y oagua (8,
Bade que las grasas carecen tanto d¢  grupow  argados y por i
tantoc polares, las moleéeculat de grasa

€ tremadamente  1nsolubles
&©n agua, v s almacernan en law c2lvlas

teess o gotitas. En ovicte
de que, & gdiferencia de los  gror los

5

P, hLlec GOLILGs  Je
lipide ho contienen agua, 2oh tontiderados un alm
concentrado.

e érn de encrgia  muy

En e} tejide adiposg humano, los prancipelee acadoe que forman

parte de los triglicéridoz en orden decrecienta? sont olerco,

palmitico, linclitice » estedaricce.



1.2.%. Fosfolinidoe
Loz fosfolipidos estan formados por la  wnidn entre un  radical

glicernl vy el eéster fosférico de una base mrtrogenada  {generalmente

calina o inositel). Los Acidos grasos estédn - enlazados por  unliones

écter a dos de los grupoes hidrozilo del glicerol, en tanto que el
tercer grupo hidroxilo esta esterificadoc con

wer de un boide grase (8).

un acidoe fosfdrico en

Loz fosfolipidon comparten uwna propiedad importante ya Que

poseen uwna "cnla" Mmidrofolica formada por  las dous cadenas de  Acidos

grazes y una cabera hidrofilica que consta del reszidue de acide

fasferico con carga negativa, y de una molécula de carga  positiva

uriida a ¢l. Leos grupos adicionales aumentan la eclubilidad, tanto en

el agua come en 1ot solventets orgdnicwus, poOr ©Sta rasdn puedsen  umlr

materiales inzolubles en el agua (1), Son los ma: polsres de todos
los lpidos, 1o que los hace intermediarios impurtantes

intercambio de wmolaeculas hidrofabicas

en el
e hidrofilicas a través de las

membranas. Los fosfolipidos sirven de vinculos estructurales  wvitales

entre las faaes acupsa y no acuosa dentro vy fuera de la célula,

ayudan en el transporte de triglicéridos v colesterol & travée del

anbiente hidrico del caerpo, y también cumplen un papel funcional en

crertas actividader entimiticas (8.
Entre los fosfolipidos mas abundantes en 1o composicion de 1a

mayor parte der las membranac de células animales, estan los’

fosfogliceridos de etanclamina (cefalainas), vy
8.

de colina {lecitina)

1.2.4. ‘Colesterol
£l colestercl epstd {ormado por cuatro anillos condensados vy una

molécula de alcohol (3. La melécula de colesterol posee wuna cabeza

polar que es el grupp hidrozilo en posician 3. El resto de la

molécula es de estructura no polar relativamente rigida (3), Esta

molécula puede unirse a  traveés del grupn hidroxilo por un  enlace

éster a un acido graso, y asi {formar un éster de colesterol que,. al

igual gue el colestero) libre, es hidrofobo (17).

Dentro de las funciones del eolesterol en el organi gme

encontramos que actda como elgaento estructural de diversas membranas



vy come prezursor de  dcades Dilrares ¥ hornonas osteroideas. =
colesterol puede cbtenserse pocr-  €0s vias, una de ell1as es la abhsorcicn,
intestinal del! calestercl der:vade de la dieta (via ewdgena); o bien,
puede cer sintetiTado por las célultas del higasds v otrac células
estrahepéticas {(vis endeégera'’. El colesterc! &% eicretade por la
bilis v =e elimina por las heces fecales (16),

1.3. Lipoproteinas -

La natur aleza hidrofobirca de low traglicer:dos, fosyoliptdos
o

colesterel , su denanss por las cslala el cusrtps ta

por la gue deben llegar a ecllas, haten reo

para transpertarlos. Atn Coanis moLeou’ s

com

grasos, pueden ser transportados en el plasma efn vnién a albiming,

an
mecanismo eficients para ! acarreo de triglicer:deoe, foefolipidos vy
ctolesterol debe ser capaz, ro solo de tranzpertar: esas meldculaz

hidrofdbicas a través de un madio atueso conmu =2 £l plésma sanguineo,
g4ino gque tambieén dehe azsegurar su distribucien =2 teyidos espectiiicon

en los gque 5@ reguieren, La unidn de ectos elemsntos en gembinacidn

eon  algunas praoteinas apoproteins forinan un dades concoidas  roms

lipoproteinas, gue satisfacen ambes regueorisentos (1,le ).

I.3.1. Estructura.

Lac lipoproteinas plasmidticas son mar Ui

dos Tonas principales. La primera ee encuentra en la parte central de

I3
la moleécula en  donde encontramos  lipidos no polares, [N gecir
trigliceridos Y écteres de coleatercl, [E=1-1 cuales foren
mx:rne:ﬁu!s;unes, ciendo el eleémento  eaulsili Cacoe un fosdalipise,
generalmente lecitina (fosfatidilcottinay to, 1832 {figura . La
segunda regidn es anfipatica, ncluye moléculas como fosfonlipidee ’
colesterel 1ibre. Estas dos moléculas tienen una parte apolar y otra
no cargada o I rotencialmente susde adqguirir €4rga. De eeta  manera

alinean sus partes apotares Junto a ligpados hatia €1 centro v las

partes solublee hacia ®]1 ambiente acucseo de la sangre (118)

2) .

figura



FIG.2, Esﬁuema de las zonaé principales de una lipoproteina.

ZONA ANFIPATICA
- Fosfolipidos FOSFOLIPIDOS
- Colesterol Libre a
- Apoproteinas COLESTEROL
% TRIGLICERIDOS
e ESTER DE
COLESTEROL

+—— APOLIPOPROTEINA

ZONA NO POLAR
- Colesterol

Esterificado

- Triglicéridos

Se muestran las dos zonas principales que componen a las lipoproteinas:
la zona antipética y la zona hidréfoba.



clages ¢f agToroteinas ause
tienen  wvarias re- &

cualeE arresian sud gart2g-iasolubles en agua nec:a g1 gertre Y sus

’req;an&a hidrof

flrzay  nmarisn la parte exwterna, en contacts  con el

ambiente acuc:o. La T S

va tres funciones  praincipales:
actlan como  elpmentoce estructurales’ de las lipoproteinas;  algunas

apoproteinas son el =zitic Lz rgconccymentc de receptires ceiulares

gepecificus pera 13

cprotedl la unidn con ellos Bs el primeT pPaso
del catabalicmo de  las lipeprotedinas por la celula p DLras  pousesn
detarminantzz  especifigoe 4 1es permiten fungiconar comn  cofactores
de las enzimas Que 1ntar.ienen en (=23 metaboll o de las

lipoproteinas, activan © infuben enc:mas que Juegn un papel esenci Al

en el metabolisme d= 1o0s lipidos en el plazma (&6,18,19) (tabla 1),

[ 291 resultado €3 una  particala gue pueds ser relatiyvamente

soluble en agua permitiendo el trancporte de moléculas hidrofohos

contenidas en suU interior a traves del plasma £18).

1.5.2, Clacivicacrnon,

La prepiedad que parmit:d la separacion de las  lipeproteinas
por medio de la ultracrentrifugacioen, fue su densidoad de hiadratacion,
esto  diod eomo resultade la  ldentrficacion

de  cuabro gruopos de
lipoproteinas (&). De den

dad menor a mavyor: Quilomicreones (O,
densidad menor a 0.95 qg/ml: lipoproteinas  de muy Laja dens:dad
(VLDL, Very Low Density Lipopratein, con una dJdensidad do
g/ml), lipoproteinas de baJa densidad (LD,
cuya densidad es de 1.019-}.%0a7

©.95-1.006
Lanm Dencity Lipoprotein)

g/ml, o lijoproteinae de alta
densidad {HDLL, High Density Laipzprotein)

con denticad de  1.063-1. 710
g/ml. Tambidn se ha identificado

un productc de densidad intermedia

que proviene del catabolicmzs de los wulcemicrones llanmado remanente

de gquilomicrén, que se encuentra en la tirculacion después de ingersr

grasa en los alimentos - un producto de lae haidrélasis de las VLD

qQue permanece per muy corto tiempo en el plasma. Se les tlama

Lipoproteinas de Densidad Intermedia (IDL, Intermediate Density

Lipoprotein), su denaidad ea de 1,006-1.019) (6},



TABLA 1.-
NOMBRE
Apo A I
Apo A-IX

Apo A-IV
Apo B-100

Apo B-48

PRINCIPALES APOPROTEINAS EN EL PLASMA HUMANO Y SUS FUNCIONES.
EN LIPOPROTEINAS PESO MOLECULAR FUNCION

HDPL, Qu. 28 000 - Estructural
. Activacisn de la
enzima LCAT
Estructural
Desconocida
Estructural
Sintesis y
secrecidn de VIDL.
- Unién al receptor
de LDL
QUILOMICRONES 250 000 = Estructural
~ Gintesic y
secreclién de
quilomocrones
000 = Activador de LCAT.
000 Activador de LL
000 Establlizador de
cuperficie, provees
! carga negativa,
HDL, Qu 21 000 - Interviene en ol
intercambio de EC
HDL,VLDL, Qu, rer Qu 34 ooo ~ Unién del roaceptor
de macréfago y de
hepatocito.
estabiliza superficlie
ds HDL.

1]

HDL, Qu. 16 000
HDL,VLDL, Qu. 46 000
LDL,VLDL, IDL. 550 000

HDL,Qu,VLDL
HDL,Qu, VLDL
HDL Qu,VLDL

~N -

res Qu = Remanenta de Quillomicron.
.Qu nas = Quilomicrones nacientes.
EC = Esteres de colesterol.
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Con bazse en su movilidad electroforética se distinguen seis
lipbpratainas. Pe tamaio mayor a menors Origen, {Quiloemicrones), Pre
Beta (VLDL), Pre Beta 1lemta (IDL), Peta (LDLY, Alfa 1 (HDL.) y Alfa 2'
(HDL =) .

Durants 2l metabholiemo de las lipoproteinas ocurren cambios en
su tamaio y composicidn. Los cambios afectan & los lipidos
transpartados en el centro y a los componentes de zuperficie. Estos
companentes  pueden pasar de wuna particula @ otra por varios

mecanismns, Estos  intercambios ecurren entre la misma clase de

lipoproteinas o entre clarces difwurentes. FPor puta  raszon ia
diferenciacion de laz Jipoproteinas por los medios usuales es
arbitraria o incompleta ya gue no se toma en cuenta ni el

polimorfisma intrinseco ni la plasticidad de las particulas (&),

1.4. Quilomicrones y remanecntes de quilomicrén

Los quilomicrones con las lipoproteinas  de mayocr tamsfo, s
didmetro es  de mads de 100 nm. Estén constituideos em un 90 a 95%7  paor
triglicéridos y solamente rcontienen 1% de colesterol ftabla 2).
Tienenn una densidad de .25 grsfml (tabla 3i. Su  proporcidn de
apolipoproteinas es de 1 - 2%3 las mis abundantes son la Apo A1 (33%)
y Apo C (32%), ademis de la Apo B-48 (S~B%). Estea Gltima se considera
caracteristica de los guilemicrones, ya que hasta donde se conoce,
sale =g sintetiza en ol intestino. En cste Grganp estas lipoproteinas
son ensambladas durante la absorcidén de la grasa de 1os  alimentos
para transpoertor los triglticeéridoa procedentes de la dietas o todas
las células del cuerpo. El metabolismo de los quilemicrones se inicia
en loa copilares de los tejidos, donde por accidn de la lipasa
lipoprotetica, el quilomicron se transforma en una particula mds
pequefa 1lamada remanente de qQuilomicrdan, relativamente enriquecida
en ésteres do colesterol, la cual es capturada en el higado por
receptores de alta afinidad que reconocen a ta Apo E que recibio de
las HDLs durants su metabolismo

Dentro de las funciones de los quilomicrones se encuentra
también el servir gomo vehiculo para el transporte de io=
foefol ipidos, el eolesterocl de la dieta f(en forma de dcteres
principalmentel, y de las vitaminas liposolubles &l higado (5).



TABLA 2.-

CARACTERISTICAS DE LAS LIPOPROTEINAS

NOMBRE ORIGEN DENSIDAD
(g/m1)

QUILOMICRONES Intestino delgado 0.95

VibL f{gado 0.95-1.006

IDL Catabolismoc VLDL 1.006-1.019

oL Catabolismo VLDL 1.,019-1.063
y de IDL

HDL Higado e Intestino 1.063-1.210

TG = TRIGLICERIDOS
E¢ = ESTERES DE COLESTEROL
€ = COLESTEROL

HUMANAS

HAYOR CANT.

LYIP. TRANS,

TG exdgenos

TG enddgenos
™G ¥y EC

C y EC

Fosfolipldos
ECy €

MOVILIDAD TAMARO

TABIA 3.- COMPOSICION DE LAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS HUMANAS,

% Quilonicrones
G 20-95
EC 2-4
[ 1
FOSF. -6
3 1-2
A=I 33
A-II -
A-IV 14
B-48 3-8
B-100 -
GRUPO C 32
10
TG = TRIGLICERIDOS
EC = ESTERES DE COLESTEROL
C = COLESTEROL
FOSF = FOSPOLIPIDOG
APOS = APOLIPOPROTEINAS

VLDL oL
50-65 25-40
8~-14 20-35

5«8 7-11

iz2-18 16-24
$-10 12-16

30-40 60-80
40-50 10-20
15 10-15

LDL

6-12

35-45
6-10
23-26
22-26

ELECTROF. {nm)
origen 80-100
Pred 10-30
Pref lenta 25=10
8 19-25
[ 8-9
HOLL DL~2
3-8 3-5
15-20 10-18
4-6 1-3
30-40 25-35
36-40 45-55
63 62
L0 23
TRAZAS -
10-15 5
3 -1



1.5. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL}

Estas l:ipoproteinas tienen un diadmetro de 30 a B0 nm. EstAn'_
constitufdas por triglicéridos en un S0 — 65% , 5 -B%Z de colesterol
Vi 2 a 47  de é¢cteres de colesterol. Tienen un  S-10% de
apelipoproteinas, de las cuales 30-40% son Apo B 100, 10-50% del
grupo € vy 15S% de Apn € (tsbla 2). Su densidad pe de 0.95-1.00& gr/ml
{tabla 1).

Las VLDL son ensamsbladas en los hepatocitos y en ellas se

transportan principalmente los triglicer:dos eintet:

ados  en el
higado (llamados triglicéridos endogenes). El metabolizmo de las VLDL
se inicia en la circulatién general, en donds =on hidrolizados sus
triglicéridos por 1a encima lipasa lipoproteice (LL), por lo cual la
VLDL aumenta relativamente su  concentracidn de ésteres de colecterpl,
Lae particulas resultentes de esta hidrolicis se llaman remanentes de
YLDL o IDL.

I.6. tipoproteinas de densidad intermedia (IDL)

Las lipoproteinas IDL, tienen un diametro de 25 a 3¢ nm. Estan
constituidas por 25 a 407 de triglicéridos, 20 a 35% de ésteres de
colesterol, 7 a 11% de colesterol litre v tienen un 12 26%  de

a 2&%
apolipoproteinas {(tabla 2}, de las cuales el 40 al 89% lo constituye
la Apo B1OGO, 10 a 207 las del grupo C vy 10 & 15% la Apo E. Su
densidad es de 1.006 a 1.019 gr/ml (tabla 3).

Estas lipoprotefnas se forman al ser degradados las
triglicéridos de las VLDL. El wmetabplismo de las

densidad {intermedia {IDLY normalmente es répido

lipcproteinas de

y por elle su
concentracitdn on el plasma es baja. Estas lipoproteinas zon tomada<c
por el higado por medio de los receptores fpc E o Apo B100. Del
catabolismo de estas lipoproteinas

baja densidad (LDL).

se originan las lipoproteinas de

I.7. Lipoprotefnas de baja densidad (LDL)

Lag lipoproteinas de baja densidad tienen un didmetro de
nn. Estan

L]

19-2
constituidas principalmente por ésteres de colesterot [
45%), contienen un 22-24% de apolipoprotelrnas

©-
de las cuales mas  del

95% es Apo B 100. También contienen Ape C y Apo E  en pequesss



cantidades (tabla 2. Su densidad esth grntre 1.019-1.967 g ml (tapla
3.

La LDL representa &! producto fipal del catabolisms de las VEDL
‘endogenas. Son 1as lipoproteinas  gue mds colesterol transporton en 2l
. plasma humano y conetituyen la principal  fuente de colecterct para

las células, g1 cual pusde cer utilizado para la biosintesis de
memkranas celulares, comn precursor  de acidos biliares y  hormonas
esteroideas entre otros procesos biosintéticos.

Lae via principal por 1a que el higedo y los  tejidos perifericos

dgepurar a  las LDL del plasma, 65 A través de receptores espetificos,
los cuales reconocen y unen & la molécula de Apo B 100 presente en la

cuperficie de las LDL.

1.8. Lipoproteinas de alta densidad ( HDL ).

Las HDL son las lipoproteinas mas poquedas ©n tamafio, tiemen un
diametro de B-i2nm. Estdn constituidas por 3-B% de triglicéridos, 25-
22007 de ésteres de golesterol, 4-6% de calestercl libre y 30-40% de
fosfplfpides. Tienen de uanb a un E%S% de apelipoproteinas y dentro
de las mas abundantes estdn la Apo Al gue constituye £1 62-65% vy la
Apo A I1 en un 10-23%. Tambjeén tienen un 10-1S% de Apo C y 1-3 % de
‘Apo E (tabla 2), La densidad de estas lipoprotefnas es de 1.063—1.210
g/ml (tabla 3 (6,20,21).

Las HDL son partfculas heterogéneas. Por su  densidad se  han
separado en HDLa (densidad= 1.063-1.125 g/ml} y HDLw (densidaduail. 25—
1,210 g/ml) (tabla 2. La formacitn de HPLz en HDL., es posterior a
la adquisicion de colesterol libre, triglicéridos, #Apo C, v
fosfolfpidos gque =e derivan de la hidrolicis de los guilomicrones vy
VLDL (18).

El colesterol esterificado contenido en el interior de las HDL
es  transportado al higadn ya que 8 e] principal drgano respansable
de excretar colesterol y utilizario en la formacitn de sales
biliares, etc. Aunque la HDL mitsma puede transportar el colesterol al
higado diractamsnte, puede hacerlo de manera indirecta al actuar como
una fuente de colesterol para guilomicrones, VLDL y LD (&).

Al mpvimiento del colesterol de los tejidog periféricos hacia
el higadn se 1lama transporte . inverso del colesterol para
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distinguirle del transporte de colestercl de] higado a los @ tedidos
perifaricos por LDL. Este movimiento inverso estia a cargo de  las HDL
principalmente (21).,

I.9. Obtencidn de los lipidos por el organismo. . R
£l colesternl, al agual que los triglicéridus Yy _Fosfnlipidns,

p:r' L

iy una e ellas es-la via exdgena, gque
son  tedos aguellos proteses a través de 1ot cueles. el organiamo
digisre, absorbe y transporta los lipidos contenidos en la dieta vy Lla
via endogena, que er refiere a la sintesis, transpﬁrte Yy
almacenamiento de los lip.idoe cintetizados por el organismn (&)
(figura ),

I.9.1. Via exagena.
1.2.1.1. Digestidn.

La degradacidn de las grasas en ] estomago es minima, per ello
1a mayor parte de la grasa es transportada hacia el duodeno en cuanto
se ingiere. El primer pasb para la digeztion de la grasa es  su
epulsificacidn por medio de los acidos vy coeles billarets que se
encuentran mezclados con Acidos grasos, monoglicéridosz, colesterol,
iecitina e iaolecitina. ta accidn detergente de estos compuestos
permite la dispersién de la grasa en gotas diminutas de
apropimadamente 0.5~1.Q micras de diametro que son estables a  pH
intestinal (6-8,5), de esta manera se aumenta la eficiencia de la
degradacidn enzimatica. LA enzima que estd a cargo de esto procesp es
la lipasa pancreatica, la cual es hidrcsnfuble por 1o gue actdaa sélo
en la‘superficie de las gotas de grasa, de ahi la impartancia de 1a
emulsificacidn previa hasta llegar a triglicéridos a inz  cuales
degrada en 4cidos grasos libres y 2-apnoglicéridos.

Junto con la grasa se digiere vy absorbe el colecterol de 1a
dieta, el cual se mezcla libremente con grasa, sales bilirares v can
uwna esterasa de colesterpl presente en el jugo panctredtico. Como
recultade de la accitn de esta enzims practicamente todos los gsteres
de colesterol presentes en el intestino son hidrolizados y de esta
manera se ingorpora el colecterol libre a las micelas formadas para
ser absorbido junto con las grasas.



FIG.3.- Esquema de las vias endogena y exdgena.

Lipidos de la dieta
Tejido peritérico

A Avi
e C
Al
. B8 B100
= wtm E
Quilomicron B48
remanente de T receptores
quilomicrén
& B100E
- T S
capilar sanguineo |, capilar sanguineo i
VIA EXOGENA VIA ENDOGENA
La via endégena incluye el metaboli de los g icrones y r de
qullomicrén, en tanto quo la via exégena incluye el metaboll de VLDL,IDLy LDL.
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Estas mitelas estin JYormadas per dcidos grascs, monoglicéridos
v colesterol, con perticulas altamente estables cosbinandose con la?
sales biliares, Al cer anfipaticas pueden penetrar ficilmente la fase
H{pida de las membranas celulares (1) .

La hidrélisi=s de Ipbs dos monogllséridos se realiza
intracelularmente por fedio de la lipasa intestinal o entérica, la

que Se locealila en loe w1l Tels Doss diE Lot Jnssean wrdlelialosS,

1.%.1.2. Abenrcion.

Conforae svanca el proacess de absorcion <on resintetizados  los
triglicéridos en el reticuale endoplasmico, dospuds pasan a la  regidn
supranuclear donde =on cuhiertas por una capa de focfolipides y
apoproteinas entre las que se encuentra la Apo  B48, también se une
una pegueia cantidad de colesterol obtenide de la dieta. Eota

partfcula recibe 2l nombre de quilomicron.

1.9.1.3. Metabolismo de los auilomicrones.

Una ver sintetirzador los qurlomicrones scn enviadon ol plastha a
través del ducte tordcico vy su metabeliswo se inicia en los capilares
de los tejidos extrahepiticos (1B). Hl otngrecar los gnleomicrones A

la circulacian general intercambiran  algunos de sus coRpenentes de

superficie con las HDLs, lac Apo CID1 vy Apo E pasan de laz HDL .y &l
quilamicron y 1a Apo AI pasa del qurlomceordn a 1as HDLg 6.

L.a lipoproteina Ape C I que adquieren 1es guilamicrones e<  un
cofactor para la activacién de la encima Lipasa oe las Lipoproteinas
(LtP), la cual hidroliza 1os traiglicéridos contemidos en ellos
t6,200%  La LLP es producida por e} endolelioc  vascular, cuardo  so
encuentra wnactiva s une con firmeca a la parod endctolial por medio

de la umisn con el glucocdl:: celular, euwpe ificamrnte cor 1oe

protecglicanns. En prescnecac e mo

cales T Dwparita, tnuelica g

lipoprotefnas ricas en triglicéridos que contecgan Ao CIf, esta

enzima se activa y dispersa gor la luz vasculer (6).

Al ser hidrolizados los triglicéridos por accidn de  esta
enzima, los 4cidos grasos liberados atraviesan el endetelie vascular
e tngresan Bn las ceélulas pa~a ser reesterificades hastad convertirse

de nuevo en triglicédridous o son catabolirados pars 1a oridacidrn de su



cadena hidrogarbonada (6,22). El glicerol viaja al higado en donde es
transformado en glicercfosfato vy asi puede ser utilizado en le
sinteslse de YLDL o como precursor de la sintesis de la glucosa
{gluconengenesis) (&) .

Bespues de la avcidn de la LILP =zobre el guilomicrdn, la Ape €11
¥y 'a Apo AI regresan a las HDL;, de esta monera el guilaomicron gueda
cornvertido en una particula mids pegueia llamada remanente de
guilomicren, la cual contiense relativaments mids ésteres de colesternd
(6,183,19). Esta particula es capturada on el higado med:ante
receptores de alta afinidad Qgue reconocen especfficamente a las Apo E
fue obtuve de las HDLs, y s en este organo donde son retiradas de la
circulacién y catabplizadas (6,19,

1-9.2. Via endégena.

Eata etapa del metabolismo de los lipidos invoalucra el
transporte del colesterol y los triglicéridos sintetizados en ‘el
higado {enddgenas), y su_distribu:idn a los tejlidos periférices a
través de las VLDL y su posterior hidridlisic para la liberacitdn  de
estos compuestos (figura 3). '

I.9.2.1. Metabolimo de las VLDL

En el hepatocito se sintotizan los componentes que al asociarse
dan origen a las VLDL. En el sistema del reticulo endopldsmico rugoso
de estas células se sintetiza la Apo B 100, la cual permite
distinguir a las lipoprotefnas ricas en trigliceridos de origen
endégeno (VLDL}! de las de origen endgeno {(quilomicrones), ya que como
se denciond entericrmente, éstas contienen Apo Booa9, tuyas
propiedades estructurales y genéticas son diferentes a lag de Apo B
100 (6,18,23).

En 21 aparato de Bolgi la App B 100 se une a lns  triglicéridos
y colesterol esterificado sintetizados en e higado, asf coao a
pequetas cantidaden de fosfolipides y Apos E (46,23).

En forma andloga a lo que ccurre con el quilomicrdn, una ve:s
que  las VLDL son secretadas por @l higado, pasan a la circulacion
sintémica en donde intercambian Apo © Il con las HOL. La Apa CII
activa a la LLP que hidroliza a lboa triglicéridos del ndcleo de  las



VLDL. Algunos de luos compeonentes de scvperficie de las WVLDL  =on
transferidos a las HDL después de que esta entima actua =obre ellag
(5,18). El resultado es una particula de menor tamafio con respecto al
ariginal que: contiene relativamente mayor cantidad de ésteres de
colesterol. Esta particula retiene cus dos apolipoproteinas Apo B 100
Y Apo E y recibe el nombre de remanente de VLDL o IDL {18,23).

La=z vLDL ta%bimn puetien ser  capturadas por el receptor Apo
B1O2/ Apo E en el higado para ser metabolizadas.

1.9.2.2. Metabolismo de las IDL

La vida media de 1la IDL es8 corta, por lo gue su  concentracion
en el plasma es normalmente bajo. Una caracteristica distintiva de la
oL es su contenido de miltiples copias de Apo E {(que recibid VLOL
de 1a HDLs), ademds de una copia de Apo RBI0O. Las miltiples copias de
Apo F permiten gque las IDL se unan al receptor Apo BIOO/ Apo E con
alta afinidad (23,24). Lag ID., son capturadas casi en su tutalidad
por estos receptores en el higado, en donde son  irreversiblemente
catabplizadas liberando sus lipidos {6,.i8),

La fraccion de IDL que no es capturada en el higado se
transforma en LDL por un proceso no bien definido. Sin embargn, =e
sabe que edta transforsacidn se lleva a cabo o0 el erturior del
hepatocito por medio de la lipasa hepatica de triglicéridos, la cual
hidroliza los triglicéridos de IDL vy las convierte de esta mancrae en
LDL, cuya molécula contiene casi prclusivamente ésteres de colesuternl
y una moleécula de Apo B 100 (&6).

1.9.2.%. Metabolismo de las LDL.

Las lipoproteinas LDL representan el producto final del
catabolismo de las VIDL y son las lipoproteinas que transportan mayor
cantidad de colesterol en el plasma (19,232,

La via pringipal por la cual el higAdo ¥ los telidos
periféricos capturan a la molécula es por medic de receptores
especificos Que reconocen y unen a la Apo Bi0O la gque se encuentra
localizada ©n la supoerficie de las LDL, y tasbién son capaces de
reconocer vy unir a la Apo £E. Por ello se les llama receptores Apo

D100/ Apo E (19,20).
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Este receptor es una glucoproteipna gque atraviesa la mevbrana
plasmatica de lado a lado, formada por 837 aminddcidos y que consta
de cinco dominios, un dominio de 292 aminoicidos cargados
negativamente, principalmente cisteinas (que es el sitio de union

para Apn BIOQ v Apo EY; un dominio de 400 aminoacidos, un dominio de

58 aminoAcidos glucosilados, un dominio de 27 aminodcidos hidgrofobos
que ztravieszn  la membrana plasmitica y un dominin de S0 aminodcitos
que se encuentra en la parte i1nterna de la membrana, la cual contiene
el extremo carboxilo {22,23,24).

Estos receptores se encuentran agrupados en regiones
especial izadas en donde la membrana forma wna cavidad cuya superficie
interna estad recubierta por una proteina llamada clatrina (46,23,24).
Cuando las LDL se unen al receptor, la cavidad que los contiene se
invagina para formar vesiculas endeociticas vy la capa de clatrina
rapidamente se disocia de ella. Estaz vesiculas pueden  fusionarse
entre =i para formar grandes sacos de contorno irreqular 1amados
entdosomas O receptosomas. ?l pH interno del endosoma s inferior a
6.5 debido a la activacion de la bomba de protones manejada por ATP
que se encuentra en su  membranal A este pH  Acido la LDL e disocia
del receptor, el pual regresa de nueve a la superficie celular
€6,23,24). Posteriormente, la membrana del endosoma se une al
lispsoma, en el que existen un gran nomero de enzimas, como las
proterasas que degradan a la Apo B 100 en aminodcidos libres, y una
esterasa que transforma el colesterol esterificade &n colesterol
libre, el cual &sbandona el complejo receptosoma-lisosoma y &
traslada 21 citoplasma (&,24) (figura 4).

La importancia del ecolestersl derivado de las LDL furr motivo de
numerosas investigaciones gue demostraron que muchos tipos de cetlulas
animales sintetizan colesterol y gue esta sintesis estd requlada  por
un proceso de retroalimentacion negativa. Por medio de observaciones
hechas con acetato radiactivo en cultivo de tejidos, se demostrd que
al  afadir suero en el medio de cultivo, las células producian poco
colusterol. Cuando las lipoproteinas eran removidas del medio, la

sintesis de colesterol aumentaba.



FIG. 4.- Esquema del metabolismo de las LDL .
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CELULA PERIFERICA HEPATOCITO

Losa triglicéridos da la IDL son hidrolizados por la tipasa hepética de
triglicéridos (LHTG), las apo C { @) ¥ E ( =) son transferidas a HDL, y
solo conservan Apo B-100 (.73 ) Las moléculas resultantes son las LDL1las
cuales son caﬁ!uradas por el receptor de membrana Apo B100/E ( gfim ).
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Estudios en higado de rata hechos por Bucher v tynen (25)  y
Sperstein (26}, demostraron nue la actividad de la erzima clave pare
1a sintesics del eolestercl, la reductasa 3I-hidro:i  3-metil  CodA
{reductasa  HMGCoA), disminuye cuando se aumenta la  ingestidn de
colesterol, vy eata reduccitn lymita la sintesis de colestercl., Desde
la segunda mitad de la década de los 70s, Goldstein y Brown {27,
realizarcn especimontos pars medir la actividad de la HRMGELon
reductasza en estractos de fibroblastos cultivados. Cuando los
fibroblastps se desarrollaron en presencia de susro la actividad fue
baja. Al removerse las lipoproteinas  del medio de cultive la
actividad se elevd hanta 50 veces en 24 horas y rapidamente s redulo
al devolver las lipoproteinas al medio. Faor medio de esperimentos con
las dos lipoproteinas gue mAs colesterol acarrean dentro del
organiama, LDL y HDL, =olo LDL fue efectiva para la reduccion de la
actividad de la enzima, aun cuando e encontraba en cantidades
menares a S microgramos. *

El colesterol derivado de DL en el lisosoma, demostrd ser el
segunde mensajeroc responsable de la baja actividad de la HMGCoA
reductasa. Ahora sp cabe gQue el colesterpl derivado de LOL actaa a
muchos niveles, incluyendo la inhibicion de la transcripcidén del gen
de la HMGCoA, Yy acelera la degradacidn de esta entima. Este procoso
permite ngQue 1a célula dependa del colesterol erternc derivado de la
captura mediada por receptores de LDL. Tanbién regula otros dos
proctesos Que se encargan de coordinar la estabilidad del contentdo de
colecterol celular: activa a la enzima esterificadora de colesterol,
la colesterol acil CoA actl transferasa (ACAT), por medio de ella un
excesd de colesterol puede ser almocenade en el citoplasma en gotas
de é¢steres de cplesterol, También Suprime la asintesis de receptoros
de LDL, digminuyendo la concentracion de su ARtm. Esto Gltimo pormite
a la célula ajustar el numero de receploreén para introducir
suficiente colesterol de acuerdo a sus reguerimientos matabdlicos sin
causar una sobreacumulacibn de colesterol. Por medio de rate
m2caniamo regulatorio las células mantienen constantes sus niveles de
colesterol  no esterificado, a pesar de  las grandes variaciones que
pudiera haber en el aporte extnrﬁo {22-24y.
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A nivel sistémizo leos receptores de LDL :melen con  una segunda
funcién gue es critica para el desarrollo de la aterpsclerosisg
remueven o lae LDL del torrente sanguines (23,24). E1 numerc de
receptores gque 1la celula expone en su superficie varfia con su
contenido de colestercel. Cuande el contenido es alto dizainuye el
nimero de receptores. Easte mecanismo protege a 1la célula de un exceso
de colesterol, pero a wn  alto precio pPara el organicsmo, <on la
reduceidn de receptores decrece  también 21 numero de LDL removidas de
la circulactén, por ello las concentraciones de esta lipoproteina en
el plasma s& van elevando, y estp puede contribuir a la aterogénesis
(233,

Sblo 30% de la LDL circulante eps  captuvraoada a traves de los
receptores, de la cual el 75% tiene 1lugar en el higado, aungue
existen otros 6rganos con grandes requeriaientns de colesterol  que
tapbién tienen un £levado nimero de reccoplores, por ejewplo, la
9landula adrenal y el ovarip (24). '

Los otros dos tercios de LDL son tomados por 1la3s células
periféricas a través de receptores de baja afinidad, por otros citios
de unidn para lipoprotefnas en la membrana celular, o por vias no
especificas. Esta Wlitima ~via incluye & los receptores 1llamadas
receptores “basurero” gue se encuentran en 1os macrafagos, monocitos
y otras cdlulas del aistema reticulo endotelinl. La expresidn de los
receptores basurero, no estd regulada por e! contenido del colesterol
celular, sino gue continda captando lipoproteinas constantemente vy
esto puede originar una sobreacumulacion sustancial del colesterol.

Por Gltimo, la LDL puede también entrar por pinocitocis.
1

I.9.,2.4. Metabolismo de las HDL.

Las HDL estdn constituidas principalmente por apolipoproteinas
{AI, AlLl, C y £}, fosfolipidos y ésteres de colesterol (6,19-21).

Las principales apolipoproteinas que constituyen las HDL son
sintetizadas en el higado y en el inteatino delgado. Estas proteinas
pueden ser secretadas con lipidos Yy se les llama HDL nacientes. La
mayor proporcién de los fosfolipidos y apolipoprotefnas destinados a
lag HDL son inicialmente secretados en las 1ipoproteinas ricas en
triglicdridos. Purante 1l1a lipdlisis.de estas particulas, los lipidos
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de  superficiz (fosfolipidos y eclestero] hibred, y las  apoproteinas
Apo  Al, AIl y €, =son transferidas a las HDOL. E!l colesterol libre y
los fosfolipidos también  pueden ser aportades por las  membranas
celulares. E) colesterol libre proveniente de otras lipoproteinas
{quilomiercnes, VLDL, DL, IDL), enterocitos vy células endoteliales,
es cedido a las HDL. La entima lecitin colesterol acetil transferasa,
que se encuentra asociada  a ias HDL, transforma el colesterol litre vy
los fosfolipidos en eéstervs de colesterol y lisofosfolipidos e
interviene en la entrada de mas fosfolipidos y colesterol a las  HDL
(19-21).

lLas HDL recieén formadas tienen und aspariencia esferica vy
contienen ligpidos neutros, o bien pucden  tener 1o faran de un disco
constituido por una bicapa de fosfol ipidas que centiene
apolipoproteinas. Las HDL esféricas pueden ser vistas wn  organelos
secretorios, como en 108  enterocitos o hepatocitos, lo cual  indica
que son ensamnbladas intracelularmente. Por otro  lado, las QDL
discoides no se han visto dentro de las ceélulas y es probable que se
formen oxtracelularmente, por ejemplo, al usor  hidrolizadas laz  HDL
recidn secretadas ricas en triglicéridos (21).

Las HDL, reciben de mpdo continuo el colestrol libre procedente
de todas las células del organismo (&Y. El primer paso de este
proceso €3 la unién de las HDL ton la superficie de las celulas, 1o
cual parece eatar mediado por receptores para Apo Al. Durante este
proceso la HDOL no es internalizada 4, sino que el colestrol libre
derivado de las células es esterificado por la LCAT y  transferido al
centro de las HDL (18).

En 1os humanos 1la mayor parte de los ésterer de colesterol
formatdos en las HOL son tranasferidos & las lipoproteinas rices en
triglicéridos por medio de la proteina acarreadora de duteres do
colesterol funa glucoproteina hidrofoba que facilita €1 intercambio
de 1ipidos neutros y fosfolipidos entre las lipoproteinas)
actividad es aumentada durante la 1ipoOlisis,

y esta
Lag HDL enriquecidas de
triglicéridos pueden ser hidrolizadas por la lipasa hepatica (HL),
removiendos los lipidos. Esta enzima también tiene una actividad de
fosfolipasa por o cual los 1lipidns superficiales de HDL
removidos también (21). -

80N



1.10. Importancia clinica de los lipidos y las lipoproteinas
I1.10.1. Asaciacién entre colesterol y aterosclerosis : -
La aterosclerosis es una enfermedad arterial que se
reconoce como la causa principal de muerte en Evtades Unidos y Europsa
118,17} . Esta enfermedad i1nwplucra arterias de gran ¥ mediano calibre
vy se taracteriza por un egpesamiento  focal de la-porcidn interna  de
la pared arterial, en asociacién con depdsitos grasos. La aorta o5 la
més cominmente afectada perc tambidn las arteries illacas, feacrales,
corsnarias y cerebrales (29).

La aterosclerpszis  pucede interferir, progresiva o abruptasente
con el flujo sanguinen del cprazédn 6 cerebro, causando  problemas
serios, como un infarto cerebral o miocdrdico (2F)

Varios estudios han mostrado claramentz gue factores coma la
concentracion alta de kipidos en el plasma, presion sanguinea elevada

¥y €l habito de fumar, influyen notablemninte en el desarrollo de {a"

complicacicnes clinicas, pero falta aclarar la secuencia  de los
eventas patolégicas a nivel celular (28). Actualmente los
investigadores han comaenzado a explorar 105 procesos  de csta
enfermedad en términos de la ﬁiolngia de 1la mayor parte do  las
c¢élulas invelucradas (28). Factores come hiperlipidemia, diasfincidn
hormonal y el incremento de presion arterial pueden loesionar el
endotelio y alterar las condiciones tde la barrera endotelial al paso
de los componentes de la sangre (29).

Se ha inducido aterosclerosis en animales experimentales por
medic de una dieta alta en grasas, con la gque se elevan los npiveles
plaumiticos de colesterol hasta $00 ¢ 1000 mg/dl. Estas dietas 2ltas
an gr;aas ¥y colesternl pusden elevar los niveles de LOL  aparcciendo
poco a poco  lesiones aterosclerdticas. Estudios de este tipo
demostraron la correlacidn directa entre el incremento del nivel de
tolesterol, sSu duraciotn, los cambios celulares vy e) desarrollo de
lesiones proliferativas (30).

En estudios gpidemioldgicos se ha ohservado gque lo= niveles
cronicamente elevados de  lipoproteinas plasmaticas, particularmente
LDt, se asocian coh uh  ifcremento en la atercogénesjis  (30). Las
pruehas de investigacion elimca csugierpn que puede ser benéfico

bajar los niveles de LDL plasmdtica, vya que la reduccidn  del



colestzrol se relaziana  con  la smenor “incidencia d&  aterosclerosis
(335 . .

Por todo lo antericr, se censidera de importancia medir los
lipidos vy lipoproteinas. en plasma de los  swetos adultos e indicar
medidaz  terapfuticas con cdieta y/o férmacos en Jos casns de  sujstos
con valores altos de Golesterol, Mas recientemente (31-35) se ha

sedaladto que la cuanbleziac:lo di la Apo E

utilidad para ident:ficar a les sujetos en riesgo  mayor de

desarrollar sterccclercsis y sus complicacicnes.

1.11. Métodas para la medicidn de apoprotefnas

Extysten cipncn  ndtodoe para euantificar apolipaoproteinas
sanguineas:

T.11.1, Anidlisis de uwnion enzimatica en inmuncabsorbente (ELISA) .

Este método utiliza los mismos elementoa del
radioinmunoanalisie y presenta una sensibilidad semejante obviande ‘el
use de radivactividad v problemas de estabilidad del 339-1. Se ha
trabajado intensamente en su  estandarizacién para la cuantificecion

de Apo-B vy s ha propuesto como un buen método de referencia (36-37).

1.11.2. Electroinmunocandlisis (EIARM.

La prescrncia de Apo B en muchas lipoproteinacs de diferente
composicidn, talla y movilidad puede complicar los inmunoensayos. En
el electroinmunoanalisis la migracitn de la fraccion YLDL y LDL en el
gel varia con la concentracidn de agaroga, vy la movilidad de las

proteinas estd en funcidn de Ia preservacion v tratamiento de la
nuestra de suero (34},

1.15.3. Inmunodifusidn radial {(1DR).

En estc  andl

=is se mige el amille oo precapitaciin  formade
alrededor del pozo del antigenn para cuantificar la concentracidn de!
antigeno en la muestra. Esta técnica depende del estdndar y de que la
particula a medirze s=sea simtlar. Este problema no es facil de
resolver por las diferencias de tamafRo que existen entre LDL, VLDL vy

quilomicrenes. La difusidn del suerc en agarosa de 135g/L durante 18 b

cuantifica Apo B sbln en la fraccidép de LLL, la de VLDL no contribuye



al andlisis (SH.39).

I.11.4. Inmuncnefelometria.

En este métodn se mide la turbide: causada par 1a formacién del
complejo antigeno-anticuerpo en solucidn. La medizidn se. pueds  bacer
despuits de dos horas de incubacion en un nefelometro de punto final v
es proporcional a la concentracion del antigens si el anticuerpo estd
Bn  exceso. Para cuantificar la Apn B serica total con exactitud, el
tamafo del corplejo YLDL-Anticuerpo debe ser reducido y aproximado al
tamato del comnplejo LDL=-Anticuerpo afdadiendo lipasas o detergentes no
{odnicos a la muesstra del suero. La mayor ventala de este metodo es
que es sencillo y seguro cbn  tiempbs cortez do incubatiovn, asli  como
de facil automatizacitn y puede trabajarse con un  gran numero de
muestras (J4,39).

I.11.5. Radioipmunoandlisis.
E!l radioinmunoanilisis se basa en wuna reacciodn antigeno

anticuerpo en Ja que dos antigenos, uno radioactivo y el otro no

radicactivo, compiten por la ‘unign a un anticuerpn especifico
€30,41).
Al mozcl ar soluciones estandar de una proteina en

concentracipnes conocidas con una cantidad constante y conocida del
antigeno marcado y del anticuerpn, loz dos antigenos competirdn por
unirse al anticuerpo (por lo general a la inmunoglobulina G). Si 1la
concentracidn del anticguerpo &s  limitada y si reconoce y une & los
dos antigenos por igual, se puede concluir que la concentracion de
protei'na no marcada que se encuentra en la muestra a medir, o on
diluciones del esténdar, dard lugar a una dizminucion de 1a
radioactividad del complejo antigeno-anticuerpo. Por lo tanto el
cociente proteina radicactiva .ligada al anticuerpo (U)/proteina
radtoactiva libre (L}, disminuve conforme aumenta la concentracién de
la hormona no radioactiva pregsente. La concentracion en una muestra
problema se obtiene por comparacidn de ta inhibkicidn observada en esa
muestra con aquella producida por una serie de soluciones patrén que
contiene cantidades conocidas de la protelna no marcada.
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€= pocihie medir cantidades en el cordsr de nancgramos O mencres
de un antigrno especifico atin con la presercia de oiras preteinas en
concentraciones billones de veces mas altac. gste cignifica que el
métoedoe es capaz de detectar cantidades traca de cualguier sustancia
que pueda actuar como antigens o hapteno. La resolucidn estd limitada
principalmente por 1a especificidad de la preparacion de anticuerpo y

por la actividad especifica del antigeno marcado (42) (figura 5).

En cuanto al radioinrnunoanalisis de Apo RI00, el desplazamiento
de las curvas esténdar obtenidas con LBL, VLDL vy guilomicreones es
paralelo, indicando que el RIA cuantifica Apo B en tedac las

fracciones de lipoproteinas. Sin embargo, la cantidad de fpo B medida
en guilomicrones y VLDL puede ser 2ensible a la estructura propia de
estas particulas debido a2 fue se se ha visto que se incrementa con la
lipolisis (34).

1.12. Anticuerpos

Uno de 1los- aspectos importantes del sistema de control
homeostitices en los animales, es el nmecanismp de proteccidn e
inmunidad. contra sustancias extrafias e infecciones. Los procesos de
inmunidad dependen fundamentalmente de la capacidad para reconocer
células y sustanciaa que sean ajenas al organismo. Cuanda el material
extraio, que puede sor incluso wna protefna come las que contienc el
polen, sangre, o una particula de naturaleza extrafa no biolsgica, al
que ge le denomina antigeno ha entradn, entonces se inicia uno merie
de reacciones de defensa {(17). .

El mistema de inmunidad presente en el organismo utiliza dos
mecanismos de respuestas uno mediado por cé¢lulas {linfocitos)? que
reacciona  produciends y libbrandﬁ célul as sensibhilizadas al  antigeno
(1,7,8,16,17) que puede combatir infecciones ocasionadas por hongos y
virus o iniciar el rechazo de tumores, tejidos extrafos y Organos
transplantados, y otre de tipo humoral, que reoacciona sintetirando y
sgtretando anticuerpos dirigidos ecpecfficamente contra el antigeno,
funciona contra infecciones bacterianas vy reinfaeccicnes
por virus (8,17 ,43).

ocas{onadas

Los antigenas y los anticuerpos tienen sitios de reconccimiento

quimico que permiten la unidn estrecha de unos con otros. El sitio de



combinacidén del anticuerpo con el antigeno se llama citio antigénica.
Existen moléculas que se unen a este sitio antigénico pero no pusden
inducir wuna respuesta inmune llamados haptenos, vy para lograrlie se
unen a macromoiéculas  llamadaes acarreadores. La parle del  antigeno
que puede corhinarse corn el sitio antigeénico de un  anticuergo se
1lama determinante antigénieco (1,17,45,44),

Cada antigeno provcca la formacion de un ant

uerpo especifico,

el cual & su wez neutraliza

antiyene. Esto puedes  suceder de

diferentes oaneras: cubriendo loo sitios activos del arntigenno,

agredgindol o, precipitandolo 6 rompreonda a  las  celulas  gue 1o
contienen, ayudando a la fagocitosis de las bacterias entre otras.
Por cualgquiera de estas forma= los anticuerpos inactivan a laoas
gérmenes invasores o & las moléculas entrafas (17).

Tanto las c#lulas como 1os anticuerpeos e distribuyen a 1los
tejidos del organismo utilizando el torrente sanguineo, y penatran a
#stos a través de las paredes de los capilares. loo linfocites \se
hallan en gran concentrakion en los nodulos linfaticos v en los
sitios en donde se producen cComo la médula otea, el timo y el
UN.

bazo

Los anticuerpos snn‘ proteipas  producidas  por 1as celulas
plasmaticas en respuesta & un estimulo antigeénico (4%). Son proteinas
globulares del tipo de las gamaglaobulinas y se encuentran circulando
en el plasma (45).

I.12.1. Estructura

Los anticuwerpos O inmunoglobulinas (Eg) ecstdn constituidos en
forma * general por dos cadenas pesadas unidas & dos cadcenas
mediante puentes disulfuro. For ejoemplo las

ligeras
IgG tienen un peco
molecular aproximado de 160,000 y estan constitufdas por  cuatro
catdenas polipeptidicas. Dos smon cadenas pecadas (cadenas H) de  un
pesa molecular de 60,000 v dos cadenas ligeras (cadenas L)} con un
peso  molecular de 20,000, cada una de ellas unidas por

disul furo, cada cadena polipeptidica

puentes
A su ver consta de tres reglongs

diferentess conatante (C), de unidn (Uy y variable (V). Las tres

regiones de las tadenas H son diferentez a las de las cadenas L por

1o tanto las IQG conrtan de seis regiones: G, J, Yu, Cu, dJu vy Ve,



cada ‘una de estay reig regionez es5tad determinsda por wn  conjunto
ceparada de genes (0,17,85-47). .
1.12.2. Clasificacidn,

Lasz inmunegletulinas se han dividico =n Ciferentes clases de
acuerdo a sus caracteristicas fisicogquimicas vy biologicas., Existen

cinco grardes clases de 1mnunoglobulinas en el plasma humano y se les

Hlaman IgA, 1Dk, Iz, Igh o IgM (8,453,459,
Las inmunoglcbulinas G constituyen la principal Clase de
anticurrpos de la sangre.  Se producen  abungantemente durante la

respuesta inmunitaria secundaria. La region Fc de las moléculas de
Igh se une a receptores especificous de las células fagociticas tales
comoc los macrofagos y los leucocitos polimorfonucleares, aumentando
asi 1a eficicncia con la que las células fagociticas pueden ingerir y
destruir al antigeno (B,45,47),

La IgMes la principal clase de anticuerpo segregada a \15
sangre en las primeras fases de wha respucsta primaria con
anticuerpes. En su forma cegregada la IgM es un compuesto de cinco
unidades de cuatro cadenas vy por rllo tiene en total 10 centros da

-unidn a}  antigeno, cstos pentdmpros son todavia mds eficaces que las
mpléculas de IgG en cuanto a la activacion del sistema derd
complemento. La IgM también es la primera clase de anticuerpos
producidas por las células B diferenciadas (43,45).,

Aunque todas las claaepa: de anticuerpos pueden existir on forma
ligada a la membrana (como receptores de superficie coelular,
especificos del antigeno) o en forma segregada hidrosolublae, 1a IgH vy
la ldD son las clases que se encuentran predoninantemente en  1as
células B en reposo, sorprendentemente muy pocas c¥lulas B ge activan
alguna vez para megregar anticuerpos IgD, so desconoce la funtidn de
esta clase de anticuvrpos aparte de su  funcion coma receptores del
antigeno (43,35).

La I1gA es la principal clase de anticuerpos en las  =ocresionos
externas por lo cual protege estructuras como la glandula mamaria, @l
inteatino, la conjuntiva, ®] aparate respiratorio y urogenital contra
la accidn nociva de diversos micreoorganismes. Las moléculas de IgA

son dimeres unidos por una cadena J Yy en las mucosas  contienon
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también una proteina produmida  por las eslulac gpiteliales conocida
como compononte secretor que puede proteger a las moléculas de IghA d%
ser digeridaz por las enzimss protedliticas de las seerepciones

143,450,

: Los anticuerpos £ se unen Con una  elevada afinidad A unas
proteinaa receptoras especificas de las superficie de las ceélulas
cebadas de los tejidos y =& la de los leutgritog bszdfilos tde la
sangre, con 10 cual al entrar de nuevo 01 antigend que indujo  sa
formacisn, reaccionan  promoviendo  la liberacion de med: adores

Quimicos por parte de las ceélulas cebadas y de los basdfilos (43,45).

Y.12.3. Respumsta primaria y respuests sofuncaria en la produccién de
anticuerpos.

€l sistema  irmupe tiene menoria. Esto es porque los  animales
desarrolian una inmunidad a largo plazo contra muchas enfermedades

\
virales comunes después tde la expoercitn inicial al  virus, Este

fendtmeno  puede ser demostradeo en animalec  oexperimentales, S0 un
animal es inyectads una vez con un antigeno A su respuesta inmune
tanta celular como bhumorat aparecc, v despuds do un pertodo de
tiempo de rligunos dias se eleva rédpida  y exponencialmente hasta un
limite, desputsz del cual gradualmente va decayendo. Este es &l curso
de wuna respuesta 1nmune primaria, que ocurre en un  animal ante la
primera exnposicitn al antigeno €43). Si después de algunas semanas,
mases O aln aios el mismo animal es reinyectado con el mismo tipo de
antigenn A, éste puede producir una respuesta inmune secundaria que
es muy diferente a la primaria. €l pericdo de tiempo de inicio se
a:Drti, la respuesta se magnifica vy su duracion se prolonga. Esta
respuesta setundaria refleja la memorie i1nmunoldégica especifica para
el antfgeno A, Si al animal en cambio se le da un antigenc diferente
en vez de la segunda  inyeccion del oantigeno A, la respuesta en
tipicamente primaria v no secundaria.

La teorfa de seleccicon clonal prover un atil conceptn  para
entendir la base celular de la memoria inmunwlégica. En un  animal
maduro las células T y B ame encuentran en los oargancs 1infoides
secundarios en una mezcla de al menos tres estados de diferenciacion
qQue pueden ser designades como celulas virgen, células de memoria vy
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c&lulas activadas (43,48).

Despugs de gue los linfocitos B hen madurado & celulas B
wvirgenes y =e han desplaczado de 1& médula onea hacia la periferia,
puaedan  wivir salo algqunos dias coma células circulantes sin  que
ningun antigeno interactie con 125 anticuerpus de su superficie y se
desencadens su fdosarrollo v maduracieén (49,

Cuando las celulas wirgen se encuentran a un  antigeno por
primera vez algunas de ellas sonr estimuladas para multiplicarse v se
tramcsforman en céelulas activas, las tuales se definen tomoc celulas
que estan compremetidas en mopntsr una  respuesta (célulaz T activas
que medizn la respuesta  celular, y células B activas las que secretan
anticuerpos?. Algunas células “irgen sen estimul adas Eara
multiplicarse y madurar hacia eélulas de memoria  gque no montan  uha
respuesta inmune, pero gque han sido inducidas o llegar a ser celulas
sctivas en un futuro encuentro con el mismo antigeno (47). N

Los linfocitas virgenes se encuentran eon los teidos linfoides

secundarios por un corto tiempo ya que lo mias probahle s ogue coh un

periodo breve se encuentren con el antigeno (45

La células de memoria, por .Dtro lado, viven por muchos meses O
aln afios sin dividirse, recirculando continuamgnte en la sangre y en
los tejidos linfoides secundarios. La células de memdria responden
mdg rdpidamente a los antfgenos gue las celulan wvirgen (47,44,44) .

De acucrdo a oste esquema, 1a memoria inmunolégica e= generada
durante la respuesta primaria’ debido 1) a la proliferacion de células
activadas paor el antigeno, creando de etta manera muchas célulac de
menarlia mediante un proceno gonocido como espansién clonal, 2) a que
laaz c‘é]ulas de memoria tienen wna vid: aucho mds larga que las
celulas virgen vy pueden recircular por la sangro y organos  linfoides
secundarioc y 3} debido a que cada célula dr momoria  e3 capaz de
responder mis rapidamente a un antigeno  ques una célula  virgen
{45,44,498),

Muchos eventos celulares acurren en el oncuentro  de un
anticuerpo con un antigeno, dentro de los cuales se incluyen la
activacidn de la proliferacion, la secrecion de anticuerpos, la
produccion de IgG y de otras claees do anticuprpos secundarion y  la

producciton de ceélulas de memoria * (44). La activacion peErmite la



sintesis de clases secundarias de anticuerpos.

Las clases de anticuerpo IgG, IGE e Igh, no juegarn un papel ey
los estados tempranos de ura respuesta inmune deobido & que ellos no
se encuentran en las superficie de las células virgen H., For esta
razéon ellos se refieren como clases  secundarias de anticuerpe.  Las
celulas activadas inician 1a sintesic de IgM e Tgb (4.

La progenie de una sola cglula activade puede ser variable en
las claeses de anticuerpos  nue produce.  Euando uns celula B .se
encuentra a un antigenn imicialmente produce  IgM perao, la clase
gecundaria de anticuerpo come IgG llega 2 ser predominante.

f.a ultima progenie de linfocitos O aclivedes son las  célolas
plasmdticas v las células de memoria. En &l proctesc de activacidn s
incrementa g1 nimero de tipos de praogenie. Las ceélulas  plasmaticas
pueden  secretar cualquiera de las siete clases do isnuneoglobulinas
pere  debido a gue sufrieron  una recombinacién durante su maduracion
cada célula praduce solo wuna clase de anticuerpo. tas célutas \de
memoria son ademds capaces de sintetizar miltiples clases de
anticuerpoo. Cuando las células de memoria responden al antigeno
producen anticuecrpos princip.\lmer.ﬂ.e de clase secundaria. Durante el
sequndo encuentro con el antigeno hay una respucsta inscdiata de It
de una magnitud mucho mis grande gue la respuccta intcial. Si durante
la  segunda inmunizacidn de un antigeno s& inocula otro la  lgM
responde predominantemente al nuevo antigenc (44).

La amayoria de loz antigeno= tienen varios determinantes
antigénicoa diferentes en sus  superficies que estimulan la produccién
de anticuerpos o la respuesta de celulas. Algunos determinantes son
Mmds in‘munogénicos {inductores de inmunidad) que otros, de mode que Ia
reaccién entre ellos puede dominar la respuecta general, so dice que
tales determinantes son inmunodominantes. Como cabria esperar en  un
sistema que actla por selecciodn clonal por lo gencral, Iingluso un
unico determinante antigeénico activa muchas clanas diforentes, cada
uho de las cualgs produce un centro  de unidn al antigeno con  una
afinidad diferente para €l determinante. Por ejempla, la estructura
de un antigeno X puesde interpretarse de muchas maneras distintas vy
por wello pusde estimular la produccidn de ciontos de especies
diferentes de anticuerpos anti-X cada uno producido por una clona de
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celulas ¢ o

Teles re suestas se denzminan p

elonalzs

Cuando =oplo rosponden unas cuantas clonas, dice que la reopuesta
es pligoclorsl, v cuando la respuesta total es producida por una sola
clena de cdiulacs B © T g habls  de una  respuoesta monoclional. La
respupsta & la mayoria de los antigenos son policlanales. Los
anticuerpos en  pate =entido reciben ! nembre de la respuesta

policlionale

Ly olivoclonales a3 monoclorales [EICY RN EStaz

caracterist:cas del sivtema inmune 8@ utilizan ampliamento con fines

de espericentacita. En nuestre caso los hemos splicade

w1 1nocuiar
LDl aislada de plasma humano &n conelos de ta raTta Mueva Zelanda para
inducir la foromacion de anticuerpos policlicouales,

Por 12 gran importancia que trens ol medir Apa B«I100 on  plasma

humano se disefip un proyecto cuya bipdtesis fue la sigulente:



I1I. HIFOTESIS.

Si el método que
B-100 es el radioinmunoanalisis
can un estindar y anticuerpes
[8:18 de sangre periférica
su densidad de hidratacidn,
dentro de! rango de densidades

ta raxa Meeva Zelanda para

policlonales y usar estos dos

de Apo B-100 en circulacidn por

presenta la mayor sensibilidad para medir

utilizando diferentes

Apo
y para realizarlo es nrocesario contar
ecpecificos,

entonces podemos  aislar

humana como furnte de Apo B-100 por medio de

cortes de densidad

de las conejos de

LDL e inecularla en

indugir la sinte<is de anticuerpss

elementos para medir la concentracion

esta técnica.



Para demostrar la hipdtecis se

obietivos:
111. OBJETIVDS.

1.~0Obtencién de la LDOL pura a partir de
Apo B—-100 para utailizarla como estandar y

2.~ Inducir la formacitn de anticuerpos
100,

3.~ Probar que los anticuerpos son titiles

propusieron  lnc  ciguicntes

suErD bumano coma fuente de
antigeno.

en conejo para LDL y Apo B~

para cuantificer Apa B-100

#n plasma humano por la técnica de radicinmunoanalisis.



IV. METODOLCGIA.
IV.1 Obtencidn del estandar de LDL
IV.1l.1 Colecc:dn de la muestra de sangre.

Con la f:nalidad dz obtener una poas  heterogénez: de
plaszma, en cada preparacion de! estdndar de LDL e utilize sangre de
al menoz tres sujetos.

Para esztandarizar lay tema de muestra s2  instruyvo a los
voluntarios para presentarse per le malans  en ayuno de un min.en  de
12 hra. A1 llegar caca parzsona quardd reposs  en Los1CiSn  sodeote
durante 15 © 20 minutas {49), Posteriormente g les colecs un

torniquete para facarlitor la localyxz

c1dn de la vena antecubital, vy
se retird al introducir la aguia en la vena para evitar una posible
hemoconcentracién.

Se obtuvieron 40 ml de sangr? por poreona, mismos  gque SR
repartiseron en tubos de wvidrio limpios que contenfan EDTA como
anticoaqulante a una contentracion final de ! ag/ml  de sangre. \Se
invirtid varias veces cada tubo para homogenizar el! EDTA con la
sangre y se mantuvieron en hielo hasta terminar con 1a coleccién de
muestras de todos los  voluntarios. Para separar el plasma del paguete
celular los tubos se centrafugaron a 314.%g (4800 rpm), & 4=C,
durante 29 minutos.

IV.1.2. Separacidn de la LDl de plasma bhumano.

El procedimientoc uwtilirado para atslar a la LDL del plasma
hﬂmann fue por el mitodo Vde ultrp:ﬁntrﬂfugacxdn secucncial
preparativa. Este procedimiente estd basade en la separacion de las
lipoproteinas del plasma segin su densidad de hidrataciodn.

Para la obtencién dol estandar de LDL se utilizaron tres cortes
dentro de los limites de densidad de las LDL  y fueron: 1.03 g/ml,
1.0463 g/ml  y 1.05 g/ml con el obleto de recueperar la fraccion de LDL
con densidad 1.03 g/ml - 1.05g/ml, ya que estos limites son lp= mids
utilizados para lograr un estandar puro (51,36,37,50,51).

IV.1.2.1 Ultracentrifugacidn 1 (d= 1.03 gr/ml ).
Esta ultracentrifugacion tuve por ocbjeto aeparar todas lias
particulas plasmdticas con densidad menor o idgual 2 1.03 gr/ml,
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destro de las cuales so encusntran kxs siguientes  lipoproteipas:

quilenitrones gue guedieran  adn fircular  en el plasma, VLDL, IDL ¢
parte de las LDL con densidad de §.019 a 1.¢0 gr/mi.
El pl=

gr/ml, por o gue €] fplasma sin  ajuzie previn de densidad se

ma recién obtenide tuve una densidad aprovimada a  1.903

distribuyd en tubos de polialdmero con capacidad de 38.5 ml y se
centrifugaron a 1435,406 g. CAD,000 rpm) durante 18~20 hroa (UL

Para sellar la parte superior del tubo se utilizaron tapones do
aluminio especiales para  este tipe de tubo en cada una  doo lan
centiri fugaciones. Todas laas ultrazentrifugociones se llevaron & cabo
en una ultracentrifuga Bechman mod. LB - BO M utilizando el rotor &0
Ti.

Concluido el tiempo do ultracentrifugacion se retiraron con
cuidado leat tapones y los tubos se introdujeron en hielo. £n la parte
superior del tuba se encontrd la zona de flotacion de Ias

lipoproteinas con  densidad mener o 1,05 g/ml {(figura ©-A). Hels  zona
=0 recolectd por  aspiracion utitizando wna trampa de vacio,
manteniendo el tubo en posicion vertical {(figur. &), y se guardd una
alfcuota. ’

£1 resto del planma, Y3 min lLipaproteinas ricas on
trigllcérsdnn, (pin  OuM.DL,IBL,y LDL con densidad menor de  1.03
gr/mt), =2 homogenizd agitandole suavemente para  continuar con la

slguiente centrifugacidn, y se guardd una alicuote de éste.

IV.1.2.2. Ultracentrifugacien 2 (d= 1,063 g 7 ml).

Del plasma obtenido en la ultracentrifugacién [ se separaran
por flotacidn las particulas con densidades iguales o menores a 1.063
gr/ml, dentro de la que se oncugntran, principalmente, las LDU  con
densidad de 1.03 a 1.083% gr/ml  y algunas HDL con densidad fgual o
menor a 1.043 gr/ml.

Se 1levd al plasma sin lipoprotefnas ricas eon triglicéridos a
una densidad de 1.063 gqg/ml.y se centrifugd a 147,406 Xg (45,000 rpm),
durante 26 a 28 brs a 10=C. Al terminar la ultracentrifugacicon 2 g
obaervd en la parte superior del tube a las lipoproteinas con
densidades menores a 1.063 gr/ml separadas por una 2ona  clara

Y
trangparente del resto del plasma (figura S~8).



¥13.8.- Esquemas de la distribucién de las lipoproteinas on el tubo

ORISR

Lipeprotefnas con
dengsidadas menores
a 1,03 g/ml. (VLDL,
IDL y LDL ligeras)

Lipoproteinas con
donsidadas menorecs
a 1.03g/ml

(10L, HDL)

4= 1,03 g/md

tipoproteinas con
densidades menores

© iguales a 1.05 g/rl
{LDL 1.03-1.05 g/ml)

Lipoprotefinas

con densidades
mayores a 1.05 g/ml
{LDL 1.05-1.063 g/ml
Yy HDL 1.063 g/m

4 ®1.05 g/m}

Lipoproteinas con
densidades mencres
a 1.063 g/ml.

(LDL y HDL lligeras)

Lipoproteinas y
rosto de proteinas
plasmsticas con
densidades mayores
de 1.063 g/ml.

a = 1.063 g/ml

Est&ndar de LDL

concentrado.

{LDL 1.03-1.05
g/ul).

=1.019g/ml



FIG. 6.- Esquema del procedimiento empleado para aspirar
alas hpoprutemas del tubo de ultracentrifuga.

manguera de hule.
tubo de vidrio.

Bomba de
vacio.

Matraz Kitasato.

tubo de ultracentrifuga

Por medio del vacio las lipoportefnas se recolectaron dentro del
' tubo de ensaye.



Las lipoproteinas se recolectarcn por aspiracidn, sg guardd una

alicuota v el resto se descarto,
FPara conocer la densidad del plasma en todos los casos

utilizd un picndmetro de la siguiente manera:

a) Se pes®» en la balanza analitica:
- el picnémetro =eto,
~ £l picnometro con agua destilada vy deslnni:ada.
- v el picnémetro con el plasma.

b} Para conocer la densidad del agua se utilizo la

peso peso
del picndmetro - del pichdmetro = pege del agua,
con agua. S8CO.

. peso del agua., / volumen del picnometro. = densidad del agua.

Fue necesaric obtener la densidad del agua para conocer
densidad wespecifica de la muestra, que se obtisne dividiendo
densidad de la muedtra entre la densidad dal agua.

¢} Densidad de la muestra:

peso paso
del picndmetro - del picndmetro = peso de la muestra.
con la muestra. SBCO.

peso de la muestra. /7 voelumen del picndmetro, = densidad de 1a
mupatra.

Conoeciendo la denstdad de 1a muestra se utilizo la
formul'a para calcular la

néceaita para llevar al plasma a la densidad regquerida;

densjdad del KBr. densidad deseanda.

densidad deseada. densidad de la muestra.

densidad del KBr. - N .*. X -

volumen de 1a nmuestra.

X = Cantidad de KEr que se le agrego al

plasma para llevarlo a la densidad deseada,

se

sziguiente formula:

Jda

1a

siguiente
cantidad de bromuro de potasiao {KBr), que oo
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12.1.2,3. Uitracentrifugacion ¢ Pencidat 1. griml ).

Durante ests ultracentrifugasitn las LDL con densidades mEnbrE?
a 1.05 gr/ml =0 separarcn por flotacion de las LDL  y HDL. con
densidades mayores a .05 gr/ml (figura S5-0).

La fraccidn de plasma cbtenida en la ultracentrafugacion 2 (con
lipoproteinas tcon densidad menor a 1.0&83 se ajustd a 1.0% gr/ml poar
medio de la féraula  ya descrita. Se ultracentrifugd a 142,408 £ g
(45,000 rpm) durante 24-24 hrs. Al terminar 1o ultracentrifugacidn se
recolectaron las  lipoproteinas gue fletaron y se prepard para

concentrarla por medio de la ultracentrifugacidn 3.

IV.1.2.4, Ultracentrifugacion 4 (Densidad 1.019 gr/ml).

Para concentrar la fraccion de  plasma cbtenida en la
ultracentrifugacion 3 que contiene a las LDL con densidades entre 1.3
- 1.05 g/ml se ajustd la densidad a 1.01%2 gr/ol, diluyéndola con una
solucidn de NaCl 0,.9% + EDTA imM (densidad de 1.006 gr/ml) por medig
de la sfquiente formula.

densidad de la muostra. - densidad deseada.

%

+ Volumen do = ¥
densidad descada. - densidad de la solucidn la muestra.
diluyente.

X = volumen de la s?lucibn diluyente que se agregd a la
muestra para llevarla a la densidad deceada.

§. uvltracentrifugtd a 146,404g (43,000 rpm) durantes 20 hrs a
10=C., Enta ultracentrifugacidn se 1levd a cabo para concentrar tac
LDL, (figura S-D} y para dilufr el Bromuro de potasfo en la muestra.
Al terminar la ultracentrifugacion ar acpird cuidadezamonte todo el
sobrenadante, dejando aproximadamente inl para recuspender 1a
protefna, después en un ambimnte osteril s8¢ pasd por un filtro
Millipore de 0.22 un de poro y s& colocaron alfcuptas de 100ul nﬁ
tubos con tapén de rosca que se almacenaran a 4eC.



IV.2 Cuantificacidén de la proteina. -
ffara la determinacién del constituyente preoteico de 1a LDL
obtenida se siguid el procedimiento deserito por Lowry g pl.. (823,

usando como estandar albumina sérica bovina (i1mgsmll.

IV.2.1. Curva esténdar.

Tanto la curva estandar coma las muestras problema s

analizaron por duplicado. Se siguié el esguema g[Que =se muestra a

continuacién.

Esquema de la curva patrdp

No. tubo ASE agua ectandar Sol. € Folin

(ug)  (ul) 1) (ml) (ul)

1 Q ADO - " 100
2-3 S 395 4] " "
4-5 10 390 10 - "
&-7 20 a0 -y " “
8-9 1) F60 a0 ' " "
10-81 &0 340 &0 " “
12-13 80 320 . ao " U
14-15 100 T00 ' 100 " "

Se pipeted el aguay luege el estandar o la muestra diluida vy
despuds la solucién C (Apéndice Al), los tubos se agitaron y ee
incubaron durante 10 minutos 2a temperatura ambiente. Ensequida se
agregaron 100 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu phenol  (Sigma
Chemical Co. St. Lnui's, M.0.) agitando inmadiatamente.

1V.3. Caracterizacidn de la LDL obtenida.

Para la caracterizacion de la LDL se emplearon las técnicas de
slectroforesis (37,38,61,53,54) en gel de poliacrilamida con SDS
{SD3-PABEY descrito por Laemmli et al. (55 {Apéndice A2) 3
inmunodifusion radial (5i4,56). Con 1a electroforesis se comprobd el
peso molecular de la proteipa al compararia con estdndares de pesO
molecular, asi como la pureza de 1la preparacidn al tefRir el gel vy
analizarlo por densitometria, cton la inmunodifusion radial s
demostrd gque el estandar obtenido ora innunoldgicamente reconocido
por anticusrpos especificos contra LDL (Behring).
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IV.3.1. Electraforesis en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SD5)
VI.X.1.1. Preparscicn de los geles. .

Se prepard una placa de gel de peliacrilamida al 7%, uwtilizando

wun gel de 3.5% en la parte superior comno concentrador {apsndice Aa).

IV.3.1.2. Prepuracidn de las muestras.

Se galtculd la cantidag de proteina que debia someterse a
electroferecsic, de acuerdo a la sensibilidad de la técmica de tincidn
utilizada, 10 ug de proeteina de la preparacitn de LDL, y 49 ug de
protefna total de las diferentee alicuctas guardadas durante la
separacicen de la LDL.

Pura comparar los pesns molecularez de las proteinas de las
muestras se utilizaron estandares de peso molecular alto, obtenidos
de RIOD-RAD. De acverdo a la copcentracion de cada alicuota, el
volumen requerido para la electroforesis varid, cuando fue nececario
se agregd agua hasta completar 30 ul a este volumen Sp le afadid otra
velumen igual de anortiguador de muestra (apandice AZb)

Se colocaron los 60 ul  de muestra preparsda ern tubos  cdnicos
con tapa hermética y se agitardn vigorosamente, s sumergitron en
agua hirviendo durante 5 minutos para completar la desnaturalicacidn
de laas proteinas. Posteriormente se centrifugaron o 2000 rpm  durante
S minutos para concentrar el vapor desprendido dentro del tubo
durante la ebullicidn. El blanco me hizo con agua y amortiguador de
muestra en proporcitn 1:2. E! .esquema fue el sigquiente:

Esquema para la electroforezis

Muestra concentracidn volumen dilucicdn volumen Hx0 amortiguador
mg/m} para A0ug du andliisis (ul) de muestra
1) ul) . {ul)
Plasma 92.2 0.43Z 1: 100 i - 30
vLOL 14.7 2.7 i:10 - - ~
HDL-1.DL Sa62. 4 0.072 1:400 " - "
LDLS 1285.8 31.0 - " - -
HDL 256.3 0. 16 1:100 16 14 "
Volumen
para 10
oL 3.3 3 1:10 30 - -

Estandares 2 28 "
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IV.3.1.3. Procedimiento.

La electroforesis se corrid en un gel de B.5 % 3.7 cm 5plicanﬂ?
una corriente eléctrica constante de 120 volts hasta que la marca de
azul de bromofenol 1legd al limite inferior del gel (aprovimadamente
thr), utilizando amortiguader de corrida (apéndice AZ2c).

Las proteinas se fijaron =21 gel sumergiéndolo en una  solucidn
de metanol-scido aceético«HgO (45%:10L:45%), durante toda la noche en
agitacién constante en un recipiente cubierto. Postericrments =e¢ pasa
el gel a una solucidn de metanol —dcido acétice-He0 (28%;10%:65%)  por

un minimo de ihr. Decputs se procedit a ls tincidn del gel.

IV.3.2. Tincidn del gel con Azul Erillaonte de Coomazie.

En trabajos similares informados en la literatura (54,57) 1a
pureza de la preparacidn ee analira tifendo las proteinas con  azul
brillante de Coomasie, cuyo limite de sensibilidad es de 100 ng, La
tincién e hizo de la siguiente mancra: '

Después de fijada el gel se sumergid en la solucicon colorante
(apendice A3) durante lhr a 40°C vy con agitacicon constante. Se
destifo con la solucidn metanol-acido acético-H=D (A5%:10%:45%).

Para conservar los geles, se utilizé un secador de geles
Ephortec a una temperatura de 100°C durante 2 hr. Este aparato sa
conecta al vacio para eliminar el vapor desprendideo por el gel at
calentarse, el vapor es condensado en una trampa de vacio fria.

.
IV.3.2.1, CAlculo de las pesos maleculare; de las proteinas

Los pesos moleculares de las proteinas se determinaron de la
siguighte maneras:s
1) Se obtuvo el RF de las proteinas de vada carril {apéndice Bi),

2) Se graficoé el 1ogaritmo del peso molecular de los estandares en
funcion de su RF.

3) Se linearizé la grafica por minimos cuadrados y se obtuvo el
ceoeficiente de correlacidn y la ecuacidn de la recta y=mix) + h.

4) Sustituyendo en la ecuaciédn de la recta el valer de RF de cgada
protefna desconocida se obtuvp el logaritmo del peso molecular de
dicha proteina.

S) Se obtuvo el antilogaritmo del valor anterior y este fue el valor
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del peso molecvlar.

IV.3.3. Densitometria,

Se hizo un anélisis por  densitometria para determinar el
percentajes de puresza de la preparacidn de LD, a una longitud de onda
de 525 nanbmetros.

IV.3.4. Inmuncdifusion radial.

Para realizar algunas pruebas control de los procedimientos
emrpleados para  la obtencidn de anticuerpoes, =e preparpn geles  de
agarosa al ¢.7% en cajas de petri {(apendice A4} a las cuales se les
hitieron orificios epquidistantes a une central para los siguientes
experimentos:

Con el objeto de verificar que durante el procedimiento de
separacion de la LDL dsta ne perdid sus propiedades lnmunogénicas, =e
colocaron distintas diluciones la lipoproteina recien ohternida en la
parifaria y al centro un anticuerpo anti apo B10O0 (Behring!}.

Prugbas similaros a la descrita s realizaron con los
anticuerpos ¥ la LDL obtenidos en el laboratorio.

IV.4 Obtencidn de anticuerpos contra LDL.
IV.4.1. Inmunizacion.

Toda la informacién para disesar el esquema de inmunizacidn se
abtuvo de la literatura (58).

So eligleron dos formas de antfgeno. La forma 1 fue la LDL,

aislada por medio de ul tracentrifugacion secuencial preparativa y

coneistid en agregar & img de LDL e! volumen necesario de

una
soluci'®n NaCl 0.9% para completar 1 ml,

Y a ©ste se lo arnadid 1t oml de
Adyuvante de Freund completo. Para homegenizar 1a mezcla se poaso
varias veces par una jeringa con aguja del nimero 21 o se agrtd 30
La forma 2 consistio en obtener a la Apo BI1Q0
de Img de LDL por medio de electroforesis en gel al S5% de
poliacrilemida con SDS (LDL en PAGE-SDS) (apdndice B2).

se utilizd acrilamida como adyuvante (figura 7).

segundaes en e vortex.

En vste cazo



FiG. 7.- Esquema del procedimiento utilizado para localizar Ia
banda de proteinaen el gel de electroforesis para la
inmunizacion delos conejos (antigeno forma 2).

w Banda de proteina

lineas de corte

_A gel de electroforesis B

Ay B representan las tiras laterales del gel de electroforesis
teiildas con azul de Coomasie con las que se ubicé la posiclén de ia migracion
electroforética de la Apo B-100. Los cortes serealizaron 0.5 ¢m por arriba y por
abajo de la banda teiilda de proteina.



IV.4.1.1. Esquema de inmuini=acids,

Se utilizaron 4 conejos machos O la race Mueva Zelanda de 1.5
Kg. Dos coneios fueron inoculados con antigeno forma o+, los refuerzos
ar dieron durante 4 periocodos de 23 dias v lps =angrados cada 14 dias
despuée de la incculacidn, 10 meses después se repitiercn los 4
refuerzoa  antes de hacer el titule final del suero. Y dos coneios
fueren inpoculados con en  antigeno ferma 2, se aplica el primer
refuerzoc a los 28 dias después de la inoculacidn, el segundo en el
dia 84 vy se tituld el suero.

IV.4.1.2. Fatron de invecciones, dosis del antigeno y via de
inaculacion,

Para ambas formas de presentacidn del antigeno el patrdn de
inyecciones que se siguitd fue de dosis continuwa, s decir, en la
primera inocculacitn vy en todos los refucrzos se  aplice 1| mg  de
proteina.

La via de inoculacion fue subcutanea. Cada indculo se hizo con
200 uwl, con una distancia de 1.5 em apronimadamente uno de otro, en

un total de B-10 sitios por coneio.

IV.4.1.3. Obtentidn de los sueros.
IV.8.1.3.1. Sangria de prusbat
Con e} fin de tener una estimacidn de la produccion  de

anticuerpos anti LDL, =se colectaron 10 mi de sangre de la oreja vy se
dejaron a temperatura ambiente durante & © 2 hrs hasta que se  forad
un codgulo consistente y se dejo en refrigeracidn durante toda la
noche 'para que se contrajera. Despudés se removia el codgulo de las
- paredes y se centrifugd a 1800 rpm durante 20 minutos. Se retird el
suero del codgulo y se guardaron peguefas alicuotas en tuboc con tapa
herametica a -70°C.

IV.4.1.3.2. Sangria de cosecha.

Una wez conocido el titulo del suero y habiendo demostrado su
utilidad en el RIA se procedid a obtener toda la sangre posible por
eedio de puncién cardiaca (apéndice B3,



IY.5. Determinacidn del titulo de los sueros.

La titul 2cion de los sueros cbienidos se realizd por 81 mEtndc_y
g Radjoinmunoanalisic (40,41).

Parte del estédndar de LDL preparade en el laboratoric se marcd
con *TI] por el método de cloramina T. Posterormente ce purificod una
alicuota de esta marta en una columna de Sepharosa 6B y se utilizd
comn tratador.,

IV.S.1. Marcacion de la LDL con 399]

A tecnica de marcacidn  es el procedimiento para lograr que un
radicisbdtoups €0 itncorpére & una melerula. Para marcar  la Apo RIOO
expresada en las LD con *= R se utilizo el métcodo de Cloramina T
(54,593 tapéndice B4).

La Cloramina T es una sal sddica del derivado H-monocloro  del
P-tolueno sul fonamida. En una solucion acuosa  produce acdo
hipocloroso y par tanto es un agente oridante.

La quimica de la vyodacidn es espncialmente una sustitucion con
yodo dentro de los anillos aromaticos de 1on grupos tirosino. La
reactidn se detiene por 1a adicidn de un agente reductor como es el
metabisulfito de scdio.

£1 yodo 124 ('TTI) constituye un mareader  quimico estable vy
altamente ofieciente,

Ura ver moarcada la proteina se debe Sseparar del yodo no unido o
proteina por medic de wuna columrna de Sephadex G-50 cuyos 1imtes de
exclusion son {,5%00-30,000 daltones, equilibrada con amortiguador Ude
Barbital 0.05M (apéndice AZal.

Se colectaron fracciones de + m! y de cada una se estimd la
radicactividad en cucntas por minuto (CPM), datos com lo3 que se
construyd un  cromatograma comn el gue se muestra en la grifica {. En
- &l se observan 2 picos, de acuerdo a la exclusidén del gel, la LDL con
un peso molecular tedrico de 250,000 debia salir al término dei
volumen vacic, para determinar si ersto se cumplia se analizo cada
pico por medio de una autorradiografia,

VI.S.1.1. Autorradiografia.
on las fraccionas superiores del primer y segunto pico  se

abtuvo una poza de prateina marcada. de cada uno y =e analizaron por



medio de una autorradicgrafis tlapendice BI).

Con  &sta teenica se determind st la protefna marcada
correspondia a Ia Apo B-100 de la LDL.
Al precipitar una alicuota de 1a poss de protefna marcada,” se

ebtuvo el porcentaje de proteina que contenia (apéndice Bb6).

IV.5.1.2. Almacenamiento del antigeno marcade
A la poza de LDL marcada =se le agreqgd abumina sérica bovina - al
190% en una relacién $1:1,5. ¥ se mentuvo a 57C.

IV.5.2, Purificacion de la LDL-=9f

Una vez marcada la proteina debe pasar por un  proceso de
purificacion o limpieza debido a gque durante el procedimiento de
marcaje puerde ocurrir deteriero de la preteina y wna pérdida de su
actividad biolégica. La purificacidn se realizd en una columna de
cromatografia con wun gel de Sepharose &b cuyos limites de exclusion
son 10, OO0~ | GO0 ,A00 daltones, empacada v equilibrada
amortiguador de barbital 0.0IM *_22 ASH (apéndice B7). Se

con
coluectaron
fracciones de ?0Cul y se contaron durante 0.1 minuto en un  contador
de radiaciones gamma., Con los valores de cada tubo expresados en CPM
se conutruyd el cromatograma como el que se muestra en la grafica 2.
En este cromatograma e identifican 3 picos a los cuales se les
analizd por medio de una autorradiografia de 1a miema manera gue
hizo para los pictos de la marcacion.

[-1-

vx.5.§. Titulacion de los anticuerpos anti fAipo B-100,

La titulacidn de los anticuerpes permite conocer la dilucidn
nucesaria del anticuerpo anti Apo B100 con la cual s& logra unir del
60 a1 B0Y% de la Apo B~100 marcada. £sta concentraciédn de anticuerpos
permite una competencia equilibrada entre la apo B100 marcada ¥ no
marcada por los eitios antigénicos especificos del anticuerpo. Se
utilizaron diluciones progresivamente crecientes de antisuero las

cuales fueron {ncubadas con cantidades constantes de

protelina
radioactiva,
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Las diluciones del anticuesrpo “fueron de . 1310 13 500 D00
el =siguiente esguema:s :
ESDUEMA PARA LA TITULACION DE ANTICUERFOS
Ho de tubko EBBA Ac Apol LoLs=af Proteinz A
-3 - - 100ul -
4=5 a0oul - * 100ui

IO0ul
"

" 150000 " *
" 1:100000 " "
i 1: 200000 " "
1: 500000 " "

La incubacitén se llevd a cabo durante 4B8hr a una temperatura
de 4=C, la separacion de la fraccion de LDL-*3"1 unida al anticuerpo
v 1a fraccion libre ce llevd a cabo con proteina A de Sterphvleocecous
aurpus {(58), esta proteina se une a la porcion  1Gg del  anticuerpo
formando un cemplejo antigeno-anticuerpe-proeteina A gque es  separado
facilmente por medio de centrifugacion.

Después de 30 minutos de agregada 1la protelna A 3 cada tubo =e
agregaron 2 ml de amortiguador de barbital, se
centrifugaron a 15,7609 (12500 rpn) durante 10 min a 4<C.
el sgbrenadante y el

agitaron Y

Se desechd
complejo antigenc-anticuerpo precipitadeo en el
tubo se contd durante 1 min en el contador de radiaciones gamma.
Los porcentajes de unitn de Apo K-109 marcada {ver cdlculer mas
adelantey) se graficaron en funciron doe

{graficas 3 y 4 ).

la valucicn del  antisuero

IV.5.4. Radioinmunpandlieic de Apo BH10O,

Una vez preparado el  estandsar de Apc RB100 4 obtenidos los

anticuerpos de realizo el RIA para esta apolipoproteina.

Se agregaron cantidades conocifdas de estander por  triplicado do
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una solucitn que contenia  9.Skgiul, se hizo . uvna dilucion 133000 de
las muestras de plasma a medir y ce utilizt el esquema sigujente:

ESOUEMA DE LA CURVA ESTANDAR

no.tubo cantidad BRS Estandar *?®]-iDL  Ac.: LOL Prot:A;
tng) (ul) tul) tul) )y . uly .
cT - - 100 - . -
ut . - N - 100
"o Est” - " 100 o
5 “ “ n
10 " " W
15 v “ "
29 " " "
s " " "
Za " " "
Py " “ “
50 " “ "
7s “ " "
100 " " "
150 Zon “ " "
muestra
1313000
muestra A
4T=45 200 100 100 100 100
muestra B .
A6—48 " " " " "
muestra C
A9-51 noe " " - "
La clirva estandar inciluyd los siguientes parametross:
Cuentas totales (CT): laz cpm de estos tubos representan la cantidad

de radioactividad aRadida a todos los tubos. Este valor nos permitic

conocer el porcentaje de unidn que presentaba el anticuerpo en el
tubo O estandar para verificar que su dilucion fuera la correcta.
Union ° inespecifica U1}y repraesenta la radioactividad unida al
materjal de ensayo (tubn de ensayo, amortiguador etc.).
*0__estdndar” (O est ) representa el mayor valor de
que es posible encontrar unida al anticuerpo.

Las diluciones del estandar

rediocactividad

y anticuerpo asi como los tubos de

ensaye se trabajaron sobre hielo. Se  inicid luego la incubacién por

Af) horas a 4*C y ce procedid a la separacion de las

fracciones unida
y libre tanto en las tubos estindar como en los

que contenian la

muestra a medir de la micma manera que se hizo para la tttulacidn de

anticuerpo. Una ve: separadas las fracciones unida y libre se cont®
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1a fraze:

writgda por un minute  en un contador  SGtomadtico de
radiaciones gamme . 2 reportd en CPM.

VI.5.4.1. Cilculo de resultados.
Se obtuwo 1x media (B) de cada triplicado de las cuentas de la curva
estéandar ¥y de las muestras, se le restd la union inespecifica U1y vy
este valor se expresd coma e porcentaje de unidn  con respecto  al
100% de union ( 0 pstandar) (Bor. Con la sigmiente formulas
% radicactividad unida = B — UL/Bo » 100

Los porcentajes de union se graficaron en papel milimétrico en
funciten de las concentracicones del estandar no marcado obteniendo una
curva de tipo logaritmica l1a cual =r linearizo con el método Logit
(60) obtenidéndose la ecuacion de 1a recta (apéndice B8).

Vi.&. Prueba de especi ficidad.

Para comprobar que los anticuerpos solo reconocfan a ia Apo
B100 ae disedid un ensayon de reaccidn cruzada con Apo AT y HOL.

Un eiperimento preliminar se hizp por medio de inpmunodifusion
en el que también se colocaron‘las alicuntas gQuardadas durante el
aislamiento de Ya LDL tque contienen mezclas de lipoproteinasz), de la
sigutente manera:

Se colocaron en la periferia cada una de lags alicuntas
Quardadas durante la obtencion dp la LDL (PT, Qu-vLDL, LDL-HDL,LDL,
HDL, ademiés ASP y Apo Al que se aisld en el laboratorio.} y al centro
de las placas { y 2 los anticuerpos de lcos conejos inoculades con sl
antfgeno forma 1. En las placas 3 y 4 los anticuerpos de los conejos
inocul'ades cobh el antigeno forma 2. Esta prueba también se hize con
los orificios colocados en trisngulo en uno de ellos el
ya en los laterales las proteinas.

anticuerpo,

Por ultimo se cologaron alicuctas de 1os diferentes sangrados
de cada conejo para visualizar €l incrementa del titulo de
anticuerpos.

La espetificidad por el método de RIA se evalud como el
porcentaje de deaplazamiento que cada concentracién de Apo AI, KDL y
la fraccitn de lipoproteinas con densidades menores a 1.03 g/ml (Ou,
VLDL,IDL, ¥ parte de las LDL)}, ocasiond al antigeno radiactivo de la



unidn con los anticuerpos

vy se euprescd como el porcentaje de reaceidn
cruzada.

£l ensayc se describe a continuacion.

Se tonstruyd una curva estandar de 9 ng-J00 ng. A los  tubos
problema se les a¥adieron diferentes concentraciones de Apo AT y HDL,
una cantidad constante de LDL marcada y la dilucion de anticuerpo que
une el &0-70 Z del antigeno marcado. El esquema de la curva estandar
fue el miome que anteriormente se esplico y el esguama para demostrar
la reaccion cruzada fue @21 siguiente:

ESAOUEMA DE ESPECIFICIDAD

No.  de Cantidad de BES ALl & HDL  *=21-1 DL Ac~-LDL Prot A
tubo HDL & Al

43-43 S50 290 1€l 100ul 1000l 10011
46-48 100 280 20u) " " "
49-51 150 270 30ul » . "
B2-54 200 260 4Qul " " "
55-61 300 240 &0ul o " "

62-44 800 200 100ul " " "



V. Resul tados.

El rendiner

ILDL que se cbtuve en la preparacidn del
estindar fue de 0.1280 +/- 0.042 mg/ml de place

A continuacien ee

idos en cuanto al rendimiento

muestran alpuwnos de los  resultados pbte

de LDL pur mil:litro de plasma .

TABLA 4,- Rendimiento de LDL por mililitro de plasma

PREPARACION PLASMA (m1) LDL (mg/ml1)
A

38.5 . 145
23 15.5 0. 122
c 42.0 ¢ 198
b 66.0 t.073
En la figura 8 se muestra 1a electroforesis en gel de

poliacrilamida al 7% con SDS en donde se visualiza la separacién de
las diferentes proteinas del plasma durante l1ps pasos seguidos para
la obtencion del estdndar.

La curva patron para estimar los pesEos moleculares de las
proteinas se basé en las distancias recorridas por los estandares de
peso molecular conocido. .

Los parametros que describen la curva de pesos moleculares son:
log ¥ = —0.874&(X) + 5.536.

Obteniéndose de esta manera Ios siguientes pesos moleculares
para los estandares:

TABLA S.- Difprencias entre el peso molecular obtenido
Yy 1 peso tedrico.

NOMBRE PESD MOLECULAFR FLSO MOLECULAR % DIFERENCLA
(DAL TONES) OHTEHIDO*

Miosina de micculo -

egsquelético de conejo 200 GO0 1.89

Beta galactosidasa 11250 D132

fFosforilasa beta F7300 4.59

Albimina serica bovina 66200 ©.55

Qvoal bumina BSO00 1.88

+ PESO MOLECULAR = ANTILOGARITMD DE Y, SE EYFRESS EN DALTONES.



¥IG 8.- Elactroforesis de las allicuotas guardadas durante la
obtencisn del estdndar de LDL,

Estandares de paso molacular alto.

Miceina de mGeculo esqualético LY
de conejo. L,I A B C D E F H
Pm: 200,000 daltones. H - f

\ ) .-!9

@MW

Bata-galactosidasa.
P 116,250 daltonee.

rosforilasa-beta,
Pm: 97,400 daltones. ————m——}

Albfimina edrica bovina. iy
Pt 66,200 daltonse, em——"""" .

oot
" wony
v

OvoalbONINA: e e
Pmi1 45,000 daltonea. B ~

En esta figura se muestra la eclectroforesis de las muestras
guardadas en cada una de las ultracentrifugaciones para la obtencién
del estandar de LDL.

Bl carril A contiene plasma total, B y C alicuotas de 1la
centrifugacién 1 (densidad 1.03 g/ml), D y E alicuotas de la
centrifugacién 2 (densidad 1.063 g/ml), F estandar de peso molecular
alto (45000 a 200000 daltons), G carril blanco, HK,I,J, muestras del
eatindar de LDL (H= LDL "ligeras", I= LDL Mintermedias™ y J= LDL
“pesadas®) .



El nigerc de bendas de proteina  en zada muestra ¥ sus  pesos

¥ s

molecul ares. se muestran a continuacidn.

TADLA 6.~ Himero v pesos moleculares de las proteinas
contenidas 8N cada una de las muepstras guardadas

MUESTRA CARRIL  NO. DE BAMBAS PM

Plasma tatal A & 169,137~47,590
ULTRACENTRIFUGACION 1

Dendidad menor a 1.03 gr/ml B 4 66,570-55,246

Densidad mavor a 1.03 gr/m} [} & 189,137-47,5%0

ULTRACENTRIFUGACION 2
Densidad mayor a  1.063g/ml D S 83,243-51,275
Densidad menor a 1.0463g/mi & S 254,886-51275

ULTRACENTRIFUGACION 3
Densidad 1.03~-1.05g/ml H,1,3. 1 254884

Desde €l carril A hasta 21 E la proteina comin a todos ellas es
la alblmina, con un peso molecular de 66,570 daltones.

€l carril E contiene la fracciom de lipoproteinas con densidad
de 1.03— 1.063 g/ml en ¢l, son aparentes dos bandas de proteina oque
no logran apreciarse en los carriles anteriores, una banda de 253,806
daltones ({(que corresponde a la Apo B 100) y wuna banda de (89,137
daltones.

El carril F omuestra los estandares de peso molecular alto
{45000 ~200,000 daltonea) qﬁe consta de las siguientes protefinas:
Ovoalbomt na 43,000, albuamina ceérica bovina (656,200, Beta
fosforilasa (97,400) , Beta galactosidasa {116,250, Miosina de
mlsculo esquel etico de conejo (200,000)

El carril G sirvid de blanco, en @1 se colocd amortiguador de
muestra Yy agua, para comprobar gque ni el amortiguador de muestra

ni
el de corrida estip contaminados con ninguna proteina y también para
checar que ninguna de las muestras contamind los carriles vecinos

durante las maniobras para mantar el equipo de electroforesis.

toa carriles H,I,y J corresponden a la fraccién de LDL con
densidad de 1.03 - 1.03 g/ml obtenida en la ultracentrifugacién 3
(figura 5-C)}. Todos los carriles contienen 20 ug de proteina.
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En el carril H se observa la LDL mée ligera (densidad =
1.03g/ml), en el garril [ a la LDL intermedia (densidad 1.04 g/mi) y
en el carril J la LDL mag pesada (densidad 1,05 g/ml). Esta division
de 1a Ultima centrifugacion fue arbitraria, se dividid a 1a frania de
flotatién en tres partes de acderdo & su distribucidn en el tuba, la
LDL ligera =se concentrd en el tope del tubo formando un banda
anaranjada fuerte, la LODL  intermedia se velia anarafn)ada ReEro  menos
concentrada vy se encoptraba debajn de la anterior y la LD pesada
formaba una franja amarilla tenue debajio de las anterieres, notdndose
que la LDL mas ldgera ez la aencs contuminada por una proteina de
peso moiecular 189,137 dal tonwes SEGU 1) obsoerva en la
electroforesis,

Como se puede ver en la figura %2, el analisis por densitomnetria
de esta electroforesis carril I, mostro una pureza mayor del 93%.
.Lada mes se obtuvo un estandar de LDL paro inyectar protoina pura vy
freasca durante todo el lapso de tiempo que durd el esquema de
inoculacién. En ese periodo 1a pureza varid del 95 -98%. (figura 9 A
Yy B). .

En la grafica 1 se muestra-el cromatograma de la marcacidn con
yodo 125 (I*27) por @]l metodo de Cloramina T, en el cual se observan
dos picos.

Debido a las caracteristicas del gel usado en es5ta  columna
(Sephadex G30), gue tiene un limite de erxclusion de 1300 a 30,000
daltones, se& esperaba que la LDL con un peso molecular tedrico de
250,000 daltones eluyera inmediatamente después del volumen vacfo de
1a columna, es decir en el pico 1. El voltmen vacio fue de 7 ml.

Para verificar que en este pico se encontraba la proteina
marecada se hizo un andlisis por auvtorradiografia de cada pico, en
donde se mostro que la migracidn electroforética del pico numero |
correspondi@c a la LDL y la wmarca radioactiva del pica 2 migré  junto
con 81  frente de la electroforesis, gl cual posiblemente contenia el
yoduro no upido a protefna. La precipitacion con dcido
tricloroacético al 10% del pico 1 fue de BO-90% y la del pico 2 menur
al 10Y%. Por lo anterior se pudo determinar gue el pico | contenfia a
la LDL marcada.



¥IG.%.~ Donsitametria de la nlactro!ofaala del estdndar de LDL.

Aipureza $35%

Bipureza 98%



GRAFICA 1.- MARCACION DE LLDL CON 125-1
POR EL. METODO DE CLORAMINA T.

CPM X 1000
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En este ciomalograme se dlferenclen  dos  pleos, ¢ primero  comesponde

a'las LOL marcadas con 1254, con un porcenta]e de precipitacitn con ATCA mayor al 85% el seguado
conllene ¢l 125 no unldo a proteina cen un porcaniale de precipitacion por ATCA menor 8 0%
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La actividad especifica de la marcacion fue de V005 ulisug de

LpL.

La grafica 2 corresponde  al cromatograma ge la puraficacion de
una alicucta de 1la proteina marcada en donde se muestran tres picos.

De acuerdo a! gel utilizado (Sepharosa &F) gque tiene wnos
limites de resolucidn de 10,000 a 4,000,000 y tomando en cuenta que

la LDL tiene  uh poso amoleculss teo: oo

=2 Db

galteonee,
nuevamgnte <@ esperzba gue la LD ealiera despues del volumen vacfio

es decir, #n ol p1co nomero 1. El volumen vecio fue de I& ml.

La &autorradiografia de estos picos rev/eld gue el pico o

contenia A 1a LOL marcada ya que la marca radicactiva de =ste  pico
correspondisd  a la migracion etectroforet:ca de 1a LDL. El pica 2

tontenia proteinas marcadas de menor peso molecular & 1a LDL y el
pica 3 mostro una marca radicactiva  al mismo nivel que el frente de
la electroforesis (posiblesente era el yeduro no unido

La precipitaciédn de estos picos con

a protefna).
dcido tricloroace#tico fue la
siguiente: pico t = 80-90%, pico 2= 40-50%, pico 3= menor al 10%.

Por 1o tanto el pico del cual se obtuvo la poza de LDL  marcada
en todos los ensayos fue del preo-i.
En la grdfica 3 se muestran las titulaciormres finales del suero

de los conejos inoculados con el antigeno forma 1. Como se puede

cbservar 1os titulos Utiles para el ensayo con Apn 100 fueron de
1:11%,000 para el suero Y40 y de 1:10,000 pars el suero Y41,

En l1a grafica 4 se muestran los titulos obtenidos on
de conejos inoculados con
ensaye de Apo B1QO
casos.®

los sueron
el antigeno forma 2. El titulo \til para el
obtenido en epatos sueros fueron de 1312000 en ambos

En la grafica S a y b, se muestra la curva estandar

promesio
obtenida con 1los anticuerpos de los

conejons 1noculadeos con el
antigeno forma 1 (Y40 vy ¥ 41) +/- la dess/iaciSn ocstander, adones e

puede obsorvar 1a regresion de 1a curva por el métcdo Logit—-log vy la

Cada punto de las curvas
promedin de 4 ensayos en el primer cato y de

ecuacidn de la recta para cada anticuerpo.

representa el 2 ensayos

en £1 segundo case. Siendo para Y40, y=-0.967(X) + 0.913,

r= 0.991 y
para Y41, y=-0.943(X) + 1.9, r=0,.9713.



GRAFICA 2.- PURIFICACION DE LDL. 125-i .
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En esie cromatograma se diferenclan tres plcos, €l pico 1 comesponde a las LDL marcidas
con 1250 (>85% de preclpitaciin con ATCA), of pko 2 contiene proleinas do menor peso
molecular & la LDL (5% pp/ATCA) y el pico 3 conllene el 1254 no unido 2 protelna {<10% pp/ATCA).




GRAFICA 3.- TITULACION DEL SUERO DE LOS
CONEJOS INOCULADOS CON EL ANTIGENO FORMA 1.

% DE UNION
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Se muestran los valores del titulo de los sueros
Gtiles para el RIA de Apo B-100 (60% unién).



GRAFICA 4.- TITULACION DEL SUERC DE LOS
INOCULADQCS CORN EL ANTIGENO FORMA 2.
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Se muestra el valor del titulo atil de ambos
sueros para el RIA de Apo B-100 (60% de unién).
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La grafica 6 a v b reprecenta el mi=mo andlisis para la  curva
promedio obtenida con los ceérnejos inoculados con el ant{gena forma 2
{E3 v E4). Cada punto de las curvas representa el promedio de 3
andlisis para cada anticuerpo. Siendo para E3, y= -—0.914(X) + 0.7197,
r= 0.99256 y para €4, y= ~3.74%(0) + 0.898, r= 0,352,

€1 wvalor del S0% de unidn de cada anticuerpo en la curva
estandar s& muestrs & £oLT

TABLA 7.- Manogramos de LDL requeridos por cada anticuerpo
para alcamcar el 50% de union en la curva estandar.

ANT ICUERPO LDL (ng}
Antigeno forma 1.
Y40 8.7% ng.
Y41 13.02 ng.
Antigenp forma 2.
E3 .14 ng.
E4 15.80 ng.

En la figura 10 A y B se muestra el encayo por inmunadifus{én
radial para probar la reacciton cruzada del anticuerpo de los conejos
inoculados con en antigeno forma 2 al enfrentarle a todas las
alicuotas guardadas durante 1a cbtencién del estdndar para ver si
reconoce o ho a laa proteinas contenidas en ellas, ademds de Apo Al,
HOL v albimina wérica bovina.

El pozo 1| contiene plasma total, el pozo 2 a las lipoproteinas
con una densidad menor a 1.03 g/ml (quilomicrones, YLDL,IDL y LDL),
en #1 poso 3 a las lipoproteinas con densidades mayores a 1.03 gr/ml
{HBL y LDL), el pozo 4 el estandar de LDL, cn &)l pozo S Albumina
sérica bovina, en el poto & Apo Al,en el pozo 7 HDL v en e)! pozo @
PRS. Todos 1loas pozeos contenian 200 ug de proteina. La banda de
precipitacion de los complejos antigeno anticuerpo se farmd entro los
pazos 1,2,3 y 4. Aun cuando los pozeos 1,2 vy 3 contienen también LDL,
solo en los pozos ! y 2 se puede observar un haio de complajos
antfgeno anticuerpo muy cerca de los pozos pero sin llegar a =er tan
evidentes como en el pozo 4. En la figura 10-A se utilaizo el

del conejo Y40 y er la figura 10-F &1 suern del conejo Y4l.

suero



GRAFICA 5.— Curvas estdndar promedio con
los gnlicuerpos obtenidos con el antigeno
forma 1.
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£n eslos gralicas se muestron lus curvas pramnmedio
con los anticuerpos obtenidos con el antigeno forma !
+/~ 0S. Cada punto de lo curva represento el promedio
de 4 ensayos en A (Y40) y 2 ensoyos en B (Y41)

En el recuadra se observan la grifica y ing valores de
fa linearizacidén de 1o curve por el mdtlado logil.

Los volores de cada curva para obtener of 'S0% de
unidn son en A : 8.79 ng de LOL y en 3 13,07 ng d¢ LDL



PIG.10.- Ensayo de reaccién cruzada por inmunodifusién radial de los
anticuerpos de los conejos inoculados con el antigeno forma 1.

(5 v 59

Se muestra el ensayo de reaccibébn 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 1la
primera centrifuguc®én (densidad menor y mayor de 1.03 g/ml
respectivamente), el pozo 4 contiene el estandar de LDL, pozo 5
AlbGmina sérica bovina, pozo 6 HDL, pozo 7 Apo AI, pozo 8 PBS. Todos
los pozos contenian 200 ug-de proteina.
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En i figura 11 B 4 B

muestra la tz2coveas de  Inmurod: fus:on
radial para e! sucro de los conejos inmunlzados con el antigeno fcu—mé
1 enfrentindolos a HPL, LDL y Apo Al. La banda de precipitacidn de
1os complejos antigeno-anticwerpo solo aparece entrie los pozos de
anticuerpo y LPL, no detectandose evts Pn 1os po-es con HDL v Apo AL,

En la grafica 7 sp muestra el ensayo de reaccion cructada con
1ns  anticuerpos de und de los coenejoe ansaulatdos con &l antizsse
forma 1 (Y 48), evaluado cemo el porcentaje de interferencia con el
100% de unidn resultandeo para Apoc Al del 2% con 50 ng de Apo Al en el
ensayo, que equivale a trabajar com un plasma de cnnce;tracién de 150
mg/dl de Apo Al y del &% con S00 ng de C~1HDL que equivale a trabajar
con un plasma con concentraciones de 1500 mg/dl de C-HDL siendo los
limites fisiolégicos de Apo AI de 124 +/- 25 mgsdl, y para C-HDL, 29
mg/sdl - 120 mg/dls



.- FIG.11.- Ensayo de reaccién cruzada para Apo AI 'y HDL de . los

anticuerpos inoculados con el antigeno forma 2 por inmunodifusién
“radial..

Se muestra el ensayo de reaccién cruzada por inmunodifusién radial
en gel de agarosa al 0.7% para los anticuerpos E3 en A y E4 en B,



GRAFICA 7.- REACCION CRUZADA DE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON EL

ANTIGENO FORMA 1.
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lipopr con d

menores a 1.03 g/ml (VLDL, IDL y LDL ligeras).



VI. Discusidn,

Hasta hace pocos afos, la inwestigacidn de varips tipcs de
diclipoproteinemias  ha sido confinada a la nedicién de lipides en
suero y/o plasma, sin embargo el estudio de ta fisiologia de las
lipoproteina= plasmiaticas y 2] importante papel gue desempefan las
apolipoproteinas en ella, ha valorado la importancia de cuantificar
'su concentracion en el plasma.

Las lipopreteinas de baja der

{LBL)Y trancportan la  mayor
parte del colesterct circulante or el humano vy representan 1a
principal fuente de celestercl para las caélulas, Los niveles

cronicamente elevados de la LDL estidn relaticnados con el desarrollo

e incremento de la aterogénesis segun NUMErRSOY

epidemiolOgicos (9-13). La apoproteina B-100 es la encargada del
reconocimiento a nivel celular de estas  lipoproteinas, vya que
interactua con l1os receptores de tejidos contribuyendo a la

internalizacitn y degradacion de las LDL. Debido a que la Apo  B-100
representa la entidad funciornal de la LDL, esu cuantificacidn es muy
importante y por cllo ha despertado gran interés biologieo vy clinico,
sin embarge, no se ha explotade todo el potencial de la medicion de
la Apo B-100 en los laboratorios de investigacidn y clinicos debado a
problemas en la obtencitn de un material de referencia adecuado vy al
hecho de  que atn no se ha estandarizado un método de referencia para
su medicidn (31,36).

Una variacion significativa en la medicidn de apolipoproteinas
tanto en las técnicas empleadas como en los materiales de referencia
utilizados ha limitado la oportunidad 'de definir los valores de
referencia para uso clinico.

Dentro de los métodos que se han utilizado para medir la Apo B-
100, e1 radioinmurocandlisis destaca por =u alta especificidad vy
sensibilidad, vy para su realizacidn es importante contar con
materiales confiablee.

Para medir Apc B-100 por cualquier técnica se requiere de
manera indispensable de un estandar de esta apoprotefna. Se bha
reportado que #sta en forma libre de lipidos no puede mantenerse
estable y usarse como referencia (31) porque pierde propledades

inmunoldgicas y electroforéticas. _Se ha sugerido utilizar como



astandar primario la lapoproteina  de baja densidad (LDL), vya. gue
contiens ma&s de un $5% de fApo Beio0, En las téecnicas )nfnunoldgicas
otra condicién importante e:x la obtencidn de anticuerpos - espec{ficos
contra la Apo E—-100.

Por los problemas  metadoldgicos  anteriores, wna  de los
ob jetivoe de este trabain  fue arslar LDl como estindsr primario de
Apo B-100 para utilizarlo cono antigenn en la cobtencicn de
anticuerpos dpoliclonzles de conejo contra esta apolipoproteina.

Para realiztar los obietives antericres se utilizd una  tecnica
laborissza que emplea como minipme 80 hr de centrifugacidn vy cuatro
ajustes de densidad, los cuales reguieren de un especial cuidada en
el cédlculo de los volumenes y las sales  agregadas, €D Ia
homegenizaciodn del plasma con ella=s, en el sellado correcto de los
tubos de ultracentrifuga ¥ en la aspiracidn correcta de la  franpa de
proteina descada después de la ultracentrifugacion.

Lot puntos griticos de la obtencion del estandar fueron:

a) Emplear solo plasma de sujetos que cumplan con 12 horas de ayuno,
ya que al centrifugar plaoma de personas en no ayuna se observd, gue
as difiei) eliminar completamente por una oola centrifugacion la gran
concentracidn  de quilomicrones, ademas de que las franjas de
distribuciédn de proteinas después de la primera ultracentrifugacion
no es=tadn claramente separadas.

b} En el laboratorio se practicaron dpo: formas de iniciar la
ultracentrifugacion., Una de eillas consistid en diluir el placma antes
de la primera ultracentrifugacién con solucion salina 0.9% + (oM de
EDTA, v despudts ajustaerlo a 1.0% g/ml, y la segunda, centrifugar el
plasma directamente sirn dilucicn, ya que como se menciond
antericrmente, el plasma siempre presentd una densidad muy cercana a
1.03 g/ml y louo resultados fueron practicamente los mismos.

€} Otro punts eritico fue el aspirar correctamente la  franja de
proteipa en cada densidad.

d) Uno de los problemas que se preszentd frecuentemente durante el
inicio de la obtencién de la LDL, fue la agregacidn de proteinas mn
el plasma durante los cambios de densidad de una ultracentrifugacion
a otra. Se observd que al agregar directamente soluciones de bromuro

de potasio o solucidn salina a 4=C ‘al plaszma centrifugado a 10°C, me
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presentd esta agregacidn, debido probablemente al cambin brusco de
temperatura.

Algunos autores recomiendan usar inhibidores de crecimento ;
antiagregantes en el plaasma antes de la separacidn de las
lipoproteinas para prevenir el crecimiento de microerganismne v la
agregacitn de les lipeproteinas durante su obtencidn (57,61). Por
®llo, al plasma se le agrego azida de sodio al 9,201 % y ERTA 1 mM. La
concentracion de EDTA se mantuve a  lo largo de todos los ajustes de
densidad, ya que todas las soluciones empleadas 1la contenfian, pero la
concentracion de arida de sodio ¢e diluyd en cada ajuste de densidad.
En las técnicas citadas en la literatura ectd descrito gue las
concentraciones de 1os 1inhibidares s recupera al! dializar el
estandar con solucidn salina con las mismas concentraciones de los
inhibidore=s. En este trabajo se  sustituyd la didlisis por la
centrifugacion 4, ya que ademds de concentrar el estandar de DL, el
ajuste de densidag a 1.019 g/ml requirio de una dilucion de mas del
doble del volumen obtenido, con 1o cual se diluys e! exceso de
bromuro de potasio. Esto se comprobd en la medicion de protefnas por
el método de Lowry vya que cuando el estandar contenia sales, la
medicidn no podia realizarse porque la mezcla de reoaccidn se
enturbiaba. Para wovitar que el esténdar se  contaminara con
microorganiamos se pasd por un  filtro Millipore de 0.22 um en un
medio esteéril.

La obtencidn del estandar de LDL se hizo por medio de 1la
técnica de ultracentrifugacisdn secuencial preparativa. Debido a gque
no existen lf{pites exclusivos de densidad de las diferentes clases de
lipoproteinas, es indispensable ©1 empleo de una ultracentrifuga para
la separacion de un estandar primario de Apo B-100., En  muchas
pcasiones el hecho de no contar con estos aparatos liamita a un numers
restringido los laboratorios en donde se puede obtener dicha
estiandar, sin emnbargo, existen en México instituciones y centros de

investigacitn en los cuales se cuenta con Pstos equipos costosos.

En la literatura se ha deccrito el uso de diversos ajustes de
densidad para obtener dicho estandar. Algunos de ellos son:
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1.03 = 1.05 gr/m} {refs. 356,37,503,

1,028 1,05 gr/ml (ref. S1).

1.02 - 1.05 gr/ml {rets.S7,61).

1,19 =~ L.0635 gr/md (refs. 59,620,

1.07 ~ 1,063 gr/ml traf. S3)

Se¢  ha tratado recientemente de unrficar craterice para

estandarizar esta metodoleogfa en los limites de denz:zZad, Tiemst  de

ultracentrifugacion, temperatura para wltracertrifLgicon Y
almacenamienta, aci como solucitnes empleadas entre otros factorps.
ge

Tog  limites e 10T - fL0F se nl o eoe

1an
razones. €n primer lugar se encontréd gue entre estos

localiza la mayor cantidad de LDL  (51). Ademas, en ectas

limtes se

densidades
s2 evita contaminacion por IDL {(1,006-1.019 g/ml), gque eps
€ vy E v se excluyen tas HDL (1.0463-1.125 g/ml) (X&),

rica en apo

Al utilizar la densidad de 1.063 g/ml se eliminan cel plasma
précticamente todos los contasinantes, guedando solo en calidad de
‘contaminante la HDL y un poco de albamina. El  ajuste de densidad
posterior {1.05 g/ml) elimina esSos contaminantes dejando solo a la
LOL romo ae muestra en -la electroforesis (figura ©)
densi tometria (figura 9.

y €n la

Pars elegir 1los tiempos y velocidad de centrifugacion no

ce
aiguié un procedimtento previamente descrito. Estas variables se
ajustaron en baze al manual de laboratorio volumen VIII del
Laboratorio Central de Lipidos ¢e la Escuela de Medicina de Baylor

{(39), a una recopilacién de la literatura, a la expericncia

perscnal
¥y al rotor utilizado.

ta temperatura promedio reportada se encuentra entre 4<C

y 1o°C
eligiéndode la de 10=C.

£l rendimiente en la obtencidn del estandar
0.042 mg de LDL/ml de pla=ma. Ho tenemos un valor de

fue de (. 12824/~

referenclia para
compararlo, pero para las necesidades del laborator.e esta cifra
suficiente. F£sta LDL s usd para inccular a

en

los cuatro conejos
durante los dos primeros refuerzas y postericrmente

antigeno forma 1, asi que ain

solo a los del
con £l promedic mds baso de 3 ag, se

contaba con 1 mg mas para otros experimentos. En promedic, el tiempo



total de cerntrifugacicn, deede la ultracentrifugacidn 1 hasta la 4,
fue de 90 h.

Como puede verce en la tabla 4, la recuperacidn de las primeras

4 preparaciones casi se mantiene constante, enceptc en la wltima
donde el rendimiento fue menor. Durante la estandarizacion de ia
abtencién de LDL, come vya se menciond, se notd gue al agredar las
solucicones salina o de KBr a temperatura de 4°C al plasma regien
temado o acabade de ultracentrifugar a 10vC, lae preteinas se
agregaban vy al filtrar el estandar final mucha de la protefna se
quedaba en &l. Tal ver esto ocurrid en la tilt:ma preparacion.

El 95% de las proteinas gue conformen a la LDL son Apo  B-100.
En la electroforesis de las diferentes alicuntas guardadas durante la
obtencién de la LDL (fiqura B), puede notarse que la banda de Rpo B-
100 se hace pvidente hasta la tentrifugacidn nimero 2 (densidad 1.063
gr/ml). Esta App B-100 se vé contaminada por una alta proporciéon de
alblmina v otras protefnas placmdticas de menor peso molecular gque
logran ser eliminadas en el siguiente ceorte de densidad (1.05 gr/ml),
quedanda  menos del §107Z de 1a proteina de peso molecular de 189,137
daltones (segun ta densitometria del gel), de ahi gue sea importante
utilizar estas dos densigades para acegurar la pureza del estandar.

Le diferencia entre los pesos moleculares encontrados en este
trabajo y loa tedricos para los eatdndares posiblemente se deba a
errores mctodoldgicos.

De acuerdo a la densitometria de la electroforesis se  tiene mas
de un 90% de pureza en la proteina y en algunos casos liegé a 98% 1o
que demuestra que siguiendo cuidadosamente el método s puede ohtener
un estandar purc.

Se hize una IDR cen anticuerpos contra LDL antes de la
inoculaciédn con el fin de determinar oi los procedimientos para
obtener o} estandar alterasban las propiedades inmuncgérnicas de la Apo
B-~1Q0 expresada en las LDL. La primera IDR se hizo con anticuerpos
comerciales (Behring) y las subsecuentss con los anticuerpos de los
sangrados periddicos de los conejos, encontrdndose que no  hubo
alteracidn en dichas propiedades.

En el cromatogroma de la marcacién {grafica 1), s2 observaron
invariablemente dos picos, en el primero de ellos sae encontrd a la
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v wma o8 aCuercs a  la rezelucién

gel
daltonwz, 1o cual se demostre por una autoarradiografia de cada picg
. en donde el gel tesidd con  azul de Coomnasie mos*réd la migracidn
electroforetica de la proteina no marcada, v debajo del gel se
distinguid 1

marca radioactiva que dejo la migracion de cada uno de
loe picos an 1a placa fatosensible. Seo puede notar gue la pesicitn de
la proteina o marcaga y marcada es la miemas, lo gue andica, que el
pico numcro ) centenia 1la LDL marcada y  nue ecta proteina no habia
sido afectada en gus propiedades electroforéticas durante la
marcacidn,

La actividad especifica de la marcacion fue de O, 2050 ul:/ug

En ! cromatograma de la purificactén (grafica 2} s cobservarcn
invariablemente tres picos, el primero de ellos contenia la mayar
cantidad de proteina marcada (sequn la precipitacidn con  dcido
tricloroacético al 10%) y se demostrd, por medio de autorradiograffa,
que solo 1a marca radiocactiva d& ese pico tenia lasg misnas
propiedades electroferéticas que 1a LDL no marcada, por 1o tanto, ese
fue el pico del cual se obtuve la pota de LDL marcada pars hacer el
enBays correspondiente. En la autecrradiografia del pice 2 s
detectaron proteinas con  menor pRsSo molecular, posiblemente
Fra:cﬂc’mes de LDL dafiadas por radiolisia.

Les anticuerpos obtenidaos con el antigenn forma 1L cuentan ceon
un  titulo dtil para el  ensaye con Apo B-100  de 1315,000 (Y40) y de
1210,000 (Y41) y los obtenidos en los sueros de conejos inoculados
con el antfgeno forma 2 alcanzaron e} titulo de 1:2000 para ambos
casope. La diferencia entre los dos métodos en cuanto al titulo radica
en la'respuesta inmunatldgica individual at antigenn, v en pl nerero
de refuer-os que se les aplica.

Los anticuerpos obtenidos con las  dos presentariones  del
antigeno mostraran ser Gtiles en el RlA, ya que con ellos e pudieron
obtener curvas estandar reproducibles (graficas S y 6 a y b).

El anticuerpo del conejo €3 inoculado con el antigenoe forma 2
mostri tener la mavor sensibilidad, ya que necesitéd la menor cantidad
de LDL (&.14 ng} para llegar al  50% de unidn en la curva estandar
{tabla 73. De acuerds a la sensibilidad cohtenida de las curvas

esténdar, en cuanto al valopr del %S0Z de unicn en orden decreciente,



s encuesntra Que: EX > Y41 ) Y40 > E4,

Con los anticuerpos almacenados: a ~70°C ge. pobtuvieron curvas
estdndar reproducibles como las aqui presentadas, al descongelar un
anticuerno y dejarlo durante [° dias a 4=C las curvas se mantuvieron
con 1a misma pendiente, pero, la pendiente disminuyd desde —31.11 a —
.9 al transeurrir 26 dias a 4°C,

De acuprdo a la inmunodifusidn radial {figura 10 y 11}, los
anticuerpecs no mostraron reaccidn cruzada con Apo AL ni HDL. Coma ya
se mencicond este experimento fue preeliminar al FEIA ya que no  se
pueden sacar conclusidnes veraces e los resultados cbtenidos can
esta téenicy debitdo a gue los anticuerpos ser{an empleados en  una
técnica de mayor sensibil:idad camo €5 el RIA. El ensayo de  reaccién
crurada por la téchica de RIA de uno de 1o0s sueros obtentidos de las
conejos inoculados con LD més Adyuvante, en donde ee colocaron
concentraciones muy superiores a las fisiologicas tdesde 150 mg/dl
hasta 1500 mgrsdl de Apa Al y HDL) demoztrd que no existe
reconocimiento por ‘dichas proteinas.

En las placas de XthlnDdifu?ﬁén se formaron bandas de complejos
antigeno-anticuerpo en los pozus 1 (Plasma total), R (lipoproteinas
con  densidades menores a  1.03 g/ml) y 4 {estandar de LDL). En los
pozos 1 y 2 solo logra apreciarse  un halo muy cercano al pozo del
antf{genn. Esto ue dehe a gQue la migracion apor difusion estd en
funcidn de 1la concentracion del Ag y dol Ac. En plasmd total y en la
fraccién de menor densidad a'1.03 g/ml, las concentraciones de LDL,
es decir, del Ag, son muy bajas debido a .las diluciones practicadas.
En cambic, en el pozo 4 que contiene al estindar de LDL, logra verse
uha ba‘nda mucho mis evidente de complejos antigeno—anticuerpo.

tna ver dempstrado que los anticuerpos son  especificos para
LDL, que no reconocen HOL ni Apo Al en concentraciones fisioldgicas,
y que pusden obtenerse curvas estandar dtiles en el RIA, podemos
decir qQue can estos anticuerpos puedean determinarse las
concentraciones de Apo B10OO en plasma por osta técnica, sin que la
presencia de estas proteinas interfieran an la medicion.

Np se tuvo oportunidad de enfrentar a los anticuerpos con otras
apoproteinas por no contar con ellas. De acuerdo a los limites de

densidad que se utilizaron para separar la LDL, las lipoproteinas
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contaminan pudiesan sa IDL (1.0157g5 a1 ¢ HDLn (1.08lgrmli, vy la
contaminac wole pudo oLurrir  En el caE0 de no ajustar
correctamentes a3z densidades o aspirar la franja de proteina en el

tubo de ultracentrifuga de manera incorrecta. En cuyo caso las
apolipeproteinas contaminantee serian por parte de la IDL, Apo C ¢y E,
¥ por parte de las HDL:, Apo AI, All, AIV, C y E. De todas ellag, la
apcproteina  més concentirada que podria interreric en la megiclion de
Apo R en plasma s la Apa Al, ya que constituye el &5% de las
protefnas de las HDLn, las otras apoproteinas varian entre 21 10 ¢y 3

£

b

tin cuando  1os  porcentajes de  estas apoproteinas  eean  bajoo

seria  reconerdable

antes de wtil:izar 1os anticucrpos para la
medicién de Apo BIOO &n plasma, e enfrente a los anticuerpos contra
dichas apoproteinas para tener un control de calidad mads estricto.
Actualmente con los anticuerpos obtenidos se estén realizando
estudipos para medir por medio del RIA las concentraciones de Apeo B—
100. Unoc de elles . tiene por opbjeto conocer la distribucidn de las
consentraciones de esta Iipoprateina en wna nuestra de la poblacidan
adulta mexicana. Los estudios restante= son de tipo metabdlico, con
1pa cuales se realiza un sequimiento de las variaciones en cuanto a

las concentraciones de esta apolipoproteina  durante un tratamiento
dietario.



VIX. CONCLUSIONES.

1.- E}l estandar de LDL gque se cbtuve a partir de plasma humano con la
metodologia anteriormente descrita mostro una pureza mayor al SO%

2.- Las propiedades inmunologicas de la Apo B-100 expresada en la LDL
no fueron alteradas durante los prncédimicntns de su obtencion por 1o
qQue pudo utilizarse como antigeno para inducir la formacidn de Ac
policlonales en conejos de la raza Nueva Zelanda.

3.~ Los titulos obtenides con el  antigeno 1 fueron superiores a los
d®l antigenoc 2. Esta diferencia radied mas gque a la forms del
ant?gann al numero de refuerzos y al tiempo 2n  que permanecio en
contacto el antigeno con el organismo.

f.- Las curvas astandar realiradas muestran una sensibilidad
individual en cada conejo. Por 1lo tanto 1a raspuesta {nmunologica
individual es parte importante tanto del titule alecanczads como de la
afinidad de los Ac resultantes.,

.- El ensayo de aspl;t:iﬂcidad contra Apo Al y HDH, L}
concentraciones superiores a las fisiolégicas por las técnicas de IDR
y RIA demostrd que los Ac. no reconocen ninguna de estas proteinas,
por lo tanto son especificos para Apo B-100.

4.—- Es probable gque los anticuerpos solo reconozcan a la Apo  B-100
expragada en la LDL con densidad de 1.03-1.0% gr/ml. Para probar si
reconocen también a la Apo B-100 oxpresada en la VILDL,IDL y LDL
ligeras wxe debe snfrentar = los anticuerpos contra estes proteipas
puras.

7.- El esatandar de LDL marcado y no marcado asi como los Ac obtenidos
con las dos formas de presentacion del antigeno son dtiles en la

técnica de RIA para medir Apo BIOO en plasma humano.
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IX. APENDICE A,

REACTIVOS.

Se obtuvieron los siguientes reactivos del Lsboratorico Baker
Analyzed: Acido etilendiaminotetracético (EDTAY, carbonato de sodio
anhidro, hidroxido de sodio, bicarbonato de sodio decahidratado,
sulfato de cobre pentahidratado, tartrato de sodio, glicerol,

metanol, acide acético, fosfato monobdcico, dibdsico v tribAsico asi
como agarora vy acido tricloroacetico.

Del Laboratorio Merchk ae obtuveo: solucion de cloruro de sodio
al 0.9%, bramuro de potasio, acrilamida y bisacrilamida.

Del Laboratorio Sigma Chemical Company &8 campro: albumina
sérica bovina, Tris, duodecil sulfato de sodio (SD5), persulfata de
amonio, N-N-N'N' tetrametil etilen diamina (TEMED), barhital dosodico
base, folin ciocalteu, azul de bromofenol y glicinajl.

Del taboratorio Pharmacia Fine Chemical se obtuvo: Sephadex G-
130 y Sepharosa &B.

Del Laboratorio ICN se compro: azul brillante de Coomasie, '®9]1
y cloramina T,

Del Laboratorio Mallinckrodt se obiuvo: Metabisulfito de sedio.

SDLUCIONES
1.-TECNICA DE LOWRY (50).

Solucion A 20 gr de carbonato de sodio anhidro ( MaxCOs )
disolverlo en NaQH ©O.1N hasta 1 litro.
Molaridad final 0. 168.
(-]

53.965gr de bicarbonato de sodia con 10
moleculas de agua ( NaHCD, + 10 HL0 ) +
4.0 gr NaOH

Disolverlios en agua y aforar a4 un JYitro.
Guardar a temperatura sambignte.

Solucion B Q.5 gr de sulfato de cobre pentahidratado
{ CuSOa~5 H:0 ) +
1.0 gr de tartato de sodio { Na.Ca0a ~ 2H20 )
Displvar primero el sulfato de cobre en
agua y agregar el tartato de sodio.
aforar a 100 ml. Guardar a 4=C

Solucion C iml s0l A ¢ 0.02 ml de B
ASB 1mg/al

En todas las solucidnes se utilizd agua destilada vy desionizada.



2. -ELECTROFORESIS POR EL METODD DE LAMMLI (50).

Solucian A

Solucizp B

Solucion C

Solucien D

a?

Acrilamida al I¢ % p/v + bisacrilamada O.8% p/v

Se filtra vy guarda a 49C,

Tris - HC1 1.5 M. pH = 8.8.
Guardar a §=¢C

Ducdecil =ulfato de sodio ( SOS ) al 10 %.
Guardar a temperatura asbiente

Trie - HCL 0.5 M. pH 4.8,
Guardar a 4¢C.

Persulfato de amonia ¢ PSA 3}, { 1S mg / ml ).

TEMED.
Agua destilada

Glicerol.

vy desionizada.

a) Prueparacion del gel.

La proporcitn

de cada solucidn para el aborar el gel se

de 1a siguiente manera :

Solucion A

Solucion B

Bolucion C©

PSA ( 1T mg/m}
TEMED

Hs0

Glicerol
0. sacarosa

El porcentaie .que se desee de acuerdo al
volumen #inal.

La cuarta parte del valumen final.
17 del volumen total

)

La cantidad dptima de estos dos elementos
necesita ser predeterminada.

obtiene

ta cantidad necesaria para ajustar el voluman

requerido

En algunos casos la diferencia do densidad

de

acrilamida puede wer suficiente para formar un
buen gradiente. Si la diferencia es menor del

10% se recomisanda agregar un S o 10 % do

sacarosa a la solucidn con concentracidn menor.

b) Amortiguador de muestra

sol D 0.62% m}

apl C 1.0 ml

Eeta Mercaptoetansl 0.25 mi
1% Azul de Braomofenol .10 m]

Gligcerol 0.52%5 ml



0

©) -Amortiguador de corrida Sx.

250.0 mM TRIS - HCI 30.0 gr
1.92 M QGlicina 144.0 gr
0.5% SDS 5.0 gr

pH 8.3,
Preparacion:

Disolver @1 TRIS y 1la Glicina en BOO ml de agua . Aparte
disolver el SD3 en 100 ml ds agua. Combinar todo y ajustar el pH a
8.3 con HEl, Hacer una dilucidn 1:5 antes de utilizarlo.

3.-TINCION CON AZUL BRILLANTE DE COOMASIE.

~Splucion colorante.

Disalver 2.%g de Azul Brillante de Coomasie en 400 ml  de
metanol, filtrarlo, llevar a 4SS0 el filtrado ceon metangl, agragar 100
ml de acido acetico, aforar a un litro con agua.

4.—-INMUNIDIFUSION.

~Amortiguador de fosfatos 0.0IM (PBS)
Disolver 0.0iM de fosfato mono, di ¢ tribdsico, en 900ml de

agua destilada. Ajustar el pH a 7.1 con HCL y aforar a un litro con
agua destilada.

-Placas de inmunodifusian

Se prepard un gel de agarnsa al ¢.7% de la aiguiente manera: de
acuerdo al volumen final se pesd la cantidad necesaria de agarosa vy
se agrego PBS, en cantidad suficiente, =& introdujo una barra
magnética para agitarlo vy se marcd el nivel al que llegd el agua, se
mantuvo a una temperatura elavada (70-B0~C), sin que llegara a hervier
y @&n agitacidn constante hasta que la mezcla quedd completamente
transparente vy wsin grumos. Finalmente se retird la barra magnética vy
se aford al wvolumen original con agua destilada y desionizada se
mezcld nuevamente y sin dejarla enfriar se repartieron 10 ml en cajas
petri de 1Z2cm de diametro x icm de alto y ase dnjnrnn enfriar hasta
que el gel sstuvo formado. Se guardaron a 4.C.

S.~ RADIODINMUNOANALIBIS.

a) Amortiguador de Barbital sodico 0.05mM,
— Barbital smeodico 0.05mM
— EDTA 1mM.
- pH = B.&

Pesar 10.31 g de Barbital sodico ( PM. 206.2 g/1 3}, 0.372 g de
EDTA < PM. 372.25 g@/1 ). Disolver primero el Barbital y después el
EDTA. finalmente ajustar el pH a 8.6, Guardar a 4=C

De la mimma manera que el amortiguador de fosfatos

anteriormente descrito se prepararon los siguientes amortiguadores
variando la concentracion y el pH.

b) Amortiguador de fosfatos 0.03H pH 7.5,
£) Amortiguador de fosfatos O.OM pH 7.5.
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X. APENDICE B

1.— Obtencion de 1los pesos moleculares de las proteinas en 18
electroforesisi por medio del RF.

A} Se obtuvieron los logaritmos de los pe=os moleculares de los
estandares.

B) Se galculd el RF de cada une por medio de la siguiente formula:
Distancia de migracion de la proteina

- = RF.
digtancia de migracion del indicador

€} Se grafico el logaritmo del peso molecular del estandar en funcion
de su RF,

D) Se 1linearizd Jla recta por medic de minimos cuadrados y se
obtuvieron los valores de la rectam, b, y el coeficiente de
correl acion r.

E) 8e sustituyeron los valores RF de las protefnas desconocides en la
formula

log ¥ = MYy + B

F) Finalmente se obtuvo el antilogaritmo de Y y este fué el peso
molecular de la protsina.

2.~ Preparacien del antigenc forma 2.

Para preparar la forma 2 del antigeno, se utilizda una placa de
gel de poliacrilamida al 3%, con un gl concentrador de 3.%% que solo
ocupaba 4 8 5 mm de la parte superior.,

Al wvolamen ocupado por 1 mg de la LDL se le agregd un  vollumen
tgual de amortiguador de muestra y se agitd. Se calentd durante S
minutos y se centrifugo a baja velocidad durante T minutos. Se coloca
#n la parte superior del gel ¥y fe corrié la electroforesis a 120 v,
dejando salir el frente durante 1 hr .&ds para que 1la proteina
penctrara hasta la mitad del gel, {aproximadamente 2 hr en totall.

La proteina se fijd con una solucion de metanal -Acido-acetico-
agua (43%-104-45%), durante toda la noche en agitacion constante. Se
cortaron dos tiras de 0.5 cmn, una da cada lado dol gel, se marcaron
para identificarlias posteriormente y se tiferon con Azul Brillante de
Coomasie. El resto del gel y las tiras tefidas se pasaron a una
solucion de NaCl 0.9Z durante un minimo de 1 hr en agitacion y =e
hizo al menos un cambio de la solucion. Esto se hizd con e! objetiva
de eliminar del gel el exeso de &cido acético ya que la proteina se
inaculé® junte con ®#] gel y podria lastimar & los conejos.

Las tiras se colocaron junto al resto del ge! en #1 mismo lugar
de donde s& cortaron utilizando como referencia les marcas de cada
una y de ssta manera se podfa ver la orientacicdn y la altura a la que
1a proteina habfa corride. El gel =e cortd a 0.5 cm de losg limites de
la banda de proteina (FIG.7). Esta banda de gel se corto en padacitos
con una navaja y me introdujo por la parte posterior de una Jjeringa



ein embolo, después se inserto el embolo y se aspird i ml de solucion

salina MaCl 0.9%. ¥ e hizd pasar por una aguja del numero 18 varias
veces hasta que pasd con facilidad postericrmente por agujas del noy
F,20 y 21, hasta gue pasd suavemente. El1 voldamen final de ésta
emulsion no pasd de Iml.

3.- Sangria de cosecha.

Para realizar la puncion cardiaca sc sujetd al animal en una
plancha de recstriccion. Postericrmente €@ hizd una  punc:ign &n el
corazén, una ves ubicada la aguja en e} sitic donde se extraia sangre
se fij6 y se procedio a obtener toda la sangre posible.

4.~ Harcacitn de proteinas por el método de cloramina T.

Se hidrate la cantidad necesaria dee  Sephadex G~50 con
amortiguader de barbital 0.05M para una columna de 30cm de largo »
0.9 de diemetro. La columna se desgasifico y empaco. Para

agquilibrarla se utilizaron aproximadamente 100 ml  del mismo
amortiguador.

En un tubo de ensaye se colocod un  volumen equivalente a § mCi
de 125~1, se agregaron 30 ug de LDL y 39 ul de amortiguador de
fosfatos 0.5M y finalmente se agregaron 10 ul de cloramina~T de una
spluzién con 0.44ug/ul en amortiguador de fosfatos 0.05M. Se mezclo
bien y se esperaron 3 minutos, ihmediatamente se agregaron Sul de una
solucidn de metabisulfito de sodio de (1.3Zug/ul), en amortiguador de
foafatos 0.08M, para detenar la reaccion finalmente se agregaron S00
ul de amortiguador de barbital y se agito.

Se cargo la muestra en 12 columna previamente empacada v,
equilibrada y se eluyd con .amortiguador de barbital. Se colectaron 80
fraccionns de 1 ml cada una y se contaron por 0.1 min en el contador
gamma lon rwsultadom obtenidos en cuentas por minute (CPM)  se
graficaron contra wl numero de fracciones (F1G.20) y && hizo un pool
con las fraccivnes superiores del primer pico.

5.~ Autorradiografia.

En una placa de 3.5 x B.3cm se prepard un gel de de
electroforésins al 5¥%,en el cual se colocaron las siguientes muegstras
en carriles smeparadost 100000 del pico 1, 100000 cpm del pico 2 y 15
ug del estandar no marcado. La electroforésis se corrio a 60 volts
durante 135 minutos y a 90 volts por una hora finalmente se §fijo el
gel e@n una golucion de AT7%  metanol y 107 dcido agetico. Se tifo
duante dos horss con axul de Coomasie a 49°C duante 45 minutos y  se
destifio con la misma solucion de fijado. Finalmente se seco. Este gel
58 c0locd sobre una placa fotosensible en un cuarto oscurp, se- §t jo
con cinta adhesiva y &8 coloco entre dos planchac de aluminio que lo
protegian perfectamente de la luz, se mantuvo a ~70°C duante &6 hr
aproximadamente. Posteriormente so procedid a revelar la placa.

Finalmante tenemos el gel tefido con azul de Coomasie que
muestra l1a posicion de 1la proteina no marcada vy debajo del gel
tenemos 1a placa fotosensible que &l ser revelada nos muestra 1la
posicion a la que corricd la proteina marcada. ldealmente estas dos
posiciones deben ser las mismas ya que la alicunta de proteina que se

nos
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muestra en 1 gel es la misma que la proteina que se marcd.
Con esta técnica se puede determinar si la proteina se marco y
58i corresponde a la Apo BE-100 de l1a LDL.

&.— Precipitacidon de la proteina marcada.

Al precipitar una licucta del pool obtenicde ron las  fraccidnes
superiores de dicho pico se obtuvo el porcentaje de proteina que
contenia. La precipitacion ee hizo de la sxgulentc- maneras

Se contaren (0wl coe ool duroo

de

T2 T mi

rayos gamma. Se agregnrnn 200 ul de e acido
trocloroacético frios se agitd ¢ incubd durante 10 min, a 4°C, vy se
centrifugd durante 11 ain a 12500rpm  (15740g), se decanto el

spbrenadante ¥ 6e contaron precipitado y sobrenadante durante 1 min.
Con estos valores se obtuva el percentaje de proteina que contenia el
pool, por =jiemplo:
tubo con 10 ul de la marca = 6191B4.S5cpm
precipitado = S201§Scpm = 847 del total
sobrenadante = 9906%9.5cpm = 16 4 del total
Por lo tanto de las cpm de la alicuota del pool obtenido BG4%Z de
ellascontenian 1la proteina marcada.

7.=~ Purificacion de la proteina marcada.

Sa bidrato el gel de Sefarosa &B en amortiguador de barbital

SM con ASB 2V se desgasificd y empace en una columna de 30 cm  de

largo » 1.4 do diametro. La columna se equilibro con 100m} del mismo

amortiguador. Se cargd el volumen nesesario del pool en la columna y

(-1 ] sluyd. Se colectaran B0 fraccidnes de 1.5 min gada upa

{apronimadamente 900ul}l, s contaron por O.ilmin en el contador de
rayos gamma, se hizo un pool con ®1 primer pico y se mezcld bien.

8.~ Analisis Logit- log.

En ente andlisis para cada uno de los triplicades se  encuentra
un valor Y de la siguionte manaera

U= radiactividad unida presente en el tubo.,

UNE= promedio de los valores de radiactividas en ios
tubos para union no especi{fica

Uo = Promedio de los valores de union mixima (O
estandar)

Posteriornente se obtiene wl valor Logit Y 3
Y

In ——memem

100-Y
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La grafica se concstruye poniendo el teagit ¥ para cada valer  en
funcion del logaritmo de la cencentracidn Yy <@ obtiene la
linearizacidon por minimos cuadrados, resultande los valores de
pendiente (m), intercepto ¥ (b) y coeficiente de correlacion {r}.
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