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RESUMEN

Se estudis el efecto hipocolesterolemiante de las sales
s6dicas del 4cido 4-metil-S-hidroxivalérico (HMVA) y del &clido 4-
metil-4-pentenoico (MPB) en la rata tratando de averiguar si éste
es por inhibicién de la HMG-CoA reductasa.

Bl HMVA, in vitro inhibié la incorporacién de acetato y
mevalonato a colesterol, silendo el efecto mayor sobre la
incorporacién de acetato. In vivo, administrado subcutaneamente, no
tuvo aefectos sobre la biosintesis del colesterol. En cambio,
administrado oralmente,inhibié 60% la incorporacién de acetato y
30% la de mevalonato a colesterol en el higado, pero no hubo
cambios en el contenido de colesterol. Tampoco se modificé la
actividad de la HMG-CoA reductasa.

El MP8 inhiblé in vitro la incorporacién de acetato y
mevalonato a colesterol en higado, en todas las dosis probadas. In
vivo, cuando se administxé por via subcutanea, produjo estimulacién
de la incorporacién de ambos precursores. En suero se observd un
efecto hipocolesterolemiante con las distintas dosis empleadas.
También hubo disminucién de los triacilgliceroles plasmaticos,
Adenm&s, se observé un incremento de la incorporacién de mevalonato
a colestercl en el cerebelo y una disminucién de la incorporacién
de mevalonato a colesterol en el hipot&lamo.

Ni para HMVA ni para MPS, el efecto hipocolesterolemiante
observado, puede ser explicado por accién inhibitoria sobre la

enzima marcapaso de la blosintesis del colesterol.



ABREVIATURAS

ACAT - Acll Coenzima A: Colesterol-0-Acil Transferasa
ApoA - Apoproteina A

ApoB - Apoprotefna B

ApoE - Apoproteina E

B - Cerebro

C - Cerehelo

CE - Colesterol esterificado

CHD - Enfermedad Cardiaca de las Coronarias

C-HDL = Colesterol de lipoproteinas de alta densidad
C-~LDL - Colesterol de lipoproteinas de baja densidad

CNE = Colesterol no esterificado

CoASH - Coenzima A

coQ - Coenzima Q

COX - Ciclooxigenasa

C-VLDL - Colesterol de Lipoproteinas de Muy baja Densidad
DAG - Diacilglicerol

dpm - Desintegraciones por minuto

FGF - Factor de crecimiento de fibroblastos

GM-CSF - Factor estimulante de colonias para granulocito y monocite
H « Hipot&lamo

HDL ~ Lipoprotefnas de alta densidad

HF - Hipercolesterolemia familiar

HMG-CoA reductasa - Hidroxi metil Glutaril coenzima A reductasa
HMG-CoA - Hidroxi metil glutaril coenzima A

HMVA -~ Sal sédica del &cldo 4-metil-S5-hidroxivalérico



IDL - Lipoprotelnas de Densidad Intermedia

IFN - alfa -~ Interferfn alfa

IL-1 - Interleucina 1

LDL- Lipoproteina de baja densidad

LCAT - Lecitina Colesterol Aciltransferasa

10X - Lipooxigenasa '

Lp - Lipoproteina

Ip(a) = Lipoproteina a

LT - Leucotrieno

LX - Lipoxinas

MEV - Mevalonato

MP5 - Sal sb6dica del dcido 4-metil-4~-pentenoico
PDGF - Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PG - Prostaglandinas

PGI, - Prostaciclina

PGD, ~ Prostaglandina D dos

PGE, = Prostaglandina E dos

PDGF - Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
QM - Quilomicrones

sf - Unidades Svedverg de flotacién

SNC - Sistema nervioso central

TAG - triacilgliceroles

"IGFB - Factor de crecimiento transformante B
TNF ~ Factor de necrosis tumoral

TX - Tromboxancs

VLDL - Lipoprotefnas de muy baja densidad



INTRODUCCION

LOS AGENTES HIPOCOLESTEROLEMIANTES ANTES DE LA DECADA DE 1970.

Durante las décadas de 1950 y 1960, se reportaron y fueron
introducidos al uso clinico distintos agentes hipolipemiantes,
entre ellos los siguientes: &cido nicotinico, colestiramina,
clofibrato, neomicina, esteroles vegatales, triparanol, D-tiroxina
y estrégenos.

De estos fArmacos, el &cido nicotinico' reduce el colesterol
y los triacilgliceroles, sobre todo estos Gltimos, disminuyendo ia
sintesis de lipoproteinas y el C-LDL. Sin embargo presenta algunos
efectos colaterales indeseables como son vasodilatacién cutanea,
lesiones de pilel, hiperuricemia, hiperglucemia y trastornos
intestinales.

La colestiramina’?, una resina de intercambio iénlco, actGa
atrapando &cidos biliares en el 1lGmen intestinal, interfiriendo ast
en su reabsorcisén y consecuentenente aumentando su excrecién fecal.
Como respuesta secundaria a este efecto la sintesis endégena de
&cidos biliares se incrementa de manera importante, lo que conduce
a un incremento de los requerimientos de colesterol en el higado vy
a su vez lleva a un incremento de la actividad de la enzima HMG-CoOA
reductasa,

La colestiramina es efectiva en el tratamiento de pacientes con
hipercolesterolemia pero, desafortunadamente, se requieren dosis
altas y no es bien tolerada por todos los pacientes. Por lo tanto,

no obstante su utilidad, los secuestrantes de &cidos biliares no
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son los .agentes ideales en el tratamiento de la
hipercolesterolemia.

El clofibrato' y sus derivados son agentes hipolipemiantes
comunmente utilizados. Su efecto principal es la reduccién del ¢-
VLDL, lo que hace que la hipocolesterolemia sea muy moderada. Este
firmaco tiene acciones diversas, incluyendo la estimulacién de la
1ip6lisis por aumento en la actividad de la lipoprotelna lipasa del
tejido adiposo. Otras acciones a nivel bioquimico no estén
identificadas plenamente,

La neomicina' es un agente hipolipemiante efective en el
tratamiento de los pacientes con hipercolesterolemia familiar.
ActGa precipitando el colesterol en el tracto gastrointestinal e
inhibiendo en esta forma su absorcién a nivel del aparato
digestivo. Los efectos colaterales tales como las niuseas y la
diarrea hacen limitada su administracién.

Los esteroles de plantas, que interfieren con la absorcién del
colesterol en el tracto intestinal’, no tienen efecto sobre el C-
VLDL y su accién sobre el C-LDL es variable. No todos los esteroles
han sido probados en la clinica y se desconocen sus efectos téxicos
cuando se administran por periodos prolongados,

Ademds existen datos de que algunos de ellos se absorben en un
porcentaje importante y se acumulan en algunos tejidos como ciertas
partes del SNC‘.

El triparanol’ compuesto conocido como (Mer 29) es efectivo en
la reduccidén dal colesterol del suero. Este compuesto inhibe la

colesterogénesis en una de sus etapas finales, produciendo la
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acumulacién de los intermediarios de la Gltima parte de la vfa. En
vista de que dentro de sus efectos colaterales produce cataratas,
fue eliminado del mercado. )

La D-tiroxina', el isémero éptico de la L-tiroxina, disminuye
efectivamente el C-LDL tanto en pacientes con funcién tiroidea
normal como en hipotiroideos. Su empleo por periodos prolongades,
an hombres con enfermedad isquémica de las coronarias, provoca
aumento de la mortalidad por arritmias, angina de pecho e infartos
mdltiples.

Los estrégenos’ han sido empleados en el tratamiento de la
hiperlipidemia, sin embargo no son recomendables como agentes
hipolipesiantes en los varones, por sus efectos feminizantes y

porque producen elevacién de las VLDL y de los TAG.

LA BUSQUEDA DE NUEVOS FARMACOS EN LA DECADA DE 1970,

Dado que ninguno de los férmacos dAisponibles antes de los afios
de 1970 podia ser considerado como un agente ideal para el control
de la hipercolesterolemia, se prosiguié con la blsqueda de nuevos
compuestos. Se tenia 1a certeza de que se podrian encontrar
firmacos efectivos en el tratamiento de las hiperlipidemias, sobre
todo si éstos produjeran inhibicién de 1a HMG-CoA reductasa, enzima
reguladora de la via de biosintesis del colesterol.

En la bGsquada de nuevos fdrmacos hipocolesterolemiantes, uno

de los enfoques fue el probar andlogos estructurales del



CH, = c.} ~ CH, — CH, — COONa

CH,

Sal sédica del 4cido A-metilkl-puntenoico.

(KP8)

OH = CH, = CH = CH,— CH, — COONa

CH,

Sal sédica del Scido 4-metil-5-hidroxivalérico

(ENVA)

FIGURA 1. COMPUESTOS DERIVADOS DEL ACIDO N!IXCO.QUI HAN 8IDO
PROBADOS COMO AGENTES HIPOLIPEMIANTES EX NUEGTRO LABORATORIO
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intermediario en la transformacién de HMG-CoA a mevalonato (fig
1). En los afios en que la industria farmacéutica utilizé a 1la
diosgenina, para la obtencién de pregnenolona y otras hormonas, en
el proceso de transformacifén se eliminaban 6 carbonos de la
diosgenlna,'mismos que podrian tener estructuras diversas. Giral y
colaboradores (Facultad de Quimica, UNAM} aislaron, purificaron e
identificaron algunos de estos productos colaterales de 6 carbonos.
En nuestro laboratorio probamos varios de estos andlogos del
mevalonato, como posibles agentes hipocolesterolemiantes.

Endo y Kuroda® iniciaron, la bGsqueda de aste tipo de
inhibidores en cultivos de microorganismos, buscando sustancias
producidas por dichos cultivos que inhibieran la incorporacién del
acetato-1-C y mevalonato-2-'H a los 1ipidos no saponificables de
otros microorganismos que requieren esteroles para su crecimiento.
En los casos an que no se encontrd inhibicién de la incorporacién
de mevalonato pero si en la incorporacién de acetato a los lipidos
no saponificables, se supuso la existencia de un inhibidor que
actGa en alguno de los pasos iniciales de la colesterogénesis, muy
probablemente sobre el catalizado por la HMG=CoOA reductasa. Después
de probar miles de cepas microbianas, se encontré que la cltrinina,
producida por Pythium ultimum inhibia irreversiblemente la HMG~CoA
reductasa'!, Posteriormente se aislaron otros compuestos, entre
ellos la mavastatina.

La parte experimental de esta tesis informa sobre 1los
resultados obtenidos al probar diversos compuestos andlogos del

mevalonato, todos ellos aislados como productos colaterales en la
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sintesis quimica de pregnenclona a partir de diosgenina (fig 2).
Comunmente estos productos colaterales scn desechadog en el proceso
industrial. La semejanza de algunos de ellos con la estructura
molecular del interﬁediario, en la transformacién de la HMG-CoA a
mevalonato (fig 3) los hace candidatos a ser inhibidores de 1la
enzima catalizadora. Los resultados al probar algunos de ellos ya

han sido publicados®.

LAS VASTATINAS (ESTATINAS)

Por varias décadas, los estudios clinicos se han dirigido a
contestar la pregunta: iel tratamiento de la hiperlipidemia reduce
el riesgo asoclado de fenfmenos cardiovasculares? Existen
evidencias que apoyan la idea de que los beneficios
cardiovasculares estdn relacionados al grado de reduccién del C-LDL
y posiblemente al grado de aumento del C-HDL.

Ootra pregunta relacionada es: ¢la progresién de 1la
aterosclerosis puede ser rgtardada o raevertida por el tratamiento?

En la bfisqueda de inhibidores de la enzima HMG-CoA reductasa,
diversos compuestos han sido aislados de metabolitos de hongos o
bien obtenidos por procesos de sintesis. El primero de éstos,
utilizado en el humano, fue la mevastatina, anteriormente
denominada compactina. Endo aislé la compactina de un cultivo de
Peniciliium citrinum'®. Aunque este f&rmaco fue efectivo para
reducir el C-IDL, su empleo en las investigaciones clinicas se
suspendié debido a los efectos adversos detectados en estudios

toxicolégicos. E1 segundo inhibidor utilizado fue la lovastatina®,
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PIGURA 2. Reaccisn de sintesis de pregnenoclona a partir de
diosgenina. 8¢ sintetisan diversos productos
colaterales constituidos de sels carbonos entre éstos,
se aislaron y purificaron los compuestos MPS y MMNVA

con los que experimentasocs en nuestro laboratorio.
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En el caso de las vastatinas {fig 4), el mecanismo primario de
la disminucidn del colesterol es la inhibicién de la biosintesis de
novoe del mismo, 1lo cual agota el colesterol intracelular,
ausentando también la sintesis de proteina de los receptores de LDL
y su actividad, con la subsecuente disminucién de los niveles de
LDL en el plasma. In vivo la compactina es efectiva para disminuir
los niveles de colesterol en plasma del perro, mono, gallina,
conejo", pero no es efectiva en rata, ratén y hamster". Esta droga
también es eficaz en el humano. Igualmente hay datos abtenidos en
el cerdo quse indican que inhibe la sintesis hepstica de apo B-100%,
El incremento del colesterol total plasmitico y del C-LDL estd
asociado con un mayor riesgo de CHD. Por otro lado, la disminucién
de las concentraciones de C-HDL parece constituir un riesgo
adicional, La disminucién del C¢-LDL puede reduclir
significativamente la incidencia de CHD, retardar el progresc y
promover la reqgresién de las placas ateroscleréticas en las
coronarias nativas y en los injertos venosos de las arteriotomias
(bypass)". Brown y colaboradores® demostraron recientemente, en
varones con EHD, que la reduccién de C-LOL y de Apo-B y la
elevacién de C-HDL y apo A~I disminuyeron la progresién de las
lesiones de coronarias, aumentaron la frecuencia de la regresién y
redujeron la incidencia de los fenbmenos cardiovasculares. Si en un
hombre de edad media con hipercolesterolemia primaria se disminuyen
los niveles de C-LDL, esto da como resultado menos infartos vy
menos muertes por trastornos coronarios.

La aterosclerosis es una enfermedad conln y causa la mayoria



10
de. las muertes en el munde occidental. La enfermedad
aterosclerética comienza en edades tempranas, quiz§ desde el primer
afio de vida, con la formacitn de las estrias grasosas. En los
adolescentes y adultos 3jévenes pueden encontrarse ya estrias
grasosas en las paredes arteriales, acelerindose el proceso de
aterosclerosis por la hipercolesterolemia.

La pravastatina es un potente inhibidor de 1la HMG-CoA
reductasa'’. Fue descubierta como un metabolito menor de 1la
mevastatina y mas tarde fue producida por transformacién microbiana
de la mavastatina empleando Nocardja autotré6fica.

‘La compactina y la lovastatina tienen ligero parecido a la
HMG-CoA y muestran aproximadamente diez mil veces mayor afinidad
por la HMG-CoA reductasa que el sustratc de &sta, la HMG-CoA. Por
lo tanto, es probable que los mecanismos de accién de estos
compuestos sea una inhibicién competitiva de la enzima, La
pravastatina reduce preferentemente la HMG-CoA reductasa hepatica
y disminuye la sintesis de novo del colesterol en el higado. Esta
acclén disminuye la concentracién intracelular del colesterol y
produce un aumento compensatorio en la sintesis de la proteina del
receptor de las LDL. Esto da como resultado el aumento concomitante
del catabolismo de las LDI mediado por el receptor.

En estudios toxicolégicos en perros, la simvastatina, a dosis
50 veces la dosis terapéutica méAxima, produjo aumento en la
frecuencia de cataratas".

La apoB, el componente estructural mayor de las LDL y las

VLDL, ho se recambla entre las lipoprotelnas y por lo tanto es un
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marcador Gtil para estudiar el metabolismo de éstas. Ademds, la
apoB es el determinante para el catabolismo de las LDL mediado por
receptores. En el hombre normal, la apoB secretada por el higado,
con las VLDL ricas en TAG, es convertida secuencialmente en IDL y
luego en LDL. En los sujetos normolipémicos, toda la apoB de LDL es
derivada del catabolismo de las VLDL e IDL.

La combinacién de mevinolina y colestiramina produce una mayor
inhibicién de la sintesis directa de la apoB de las LDL. El tamafio
de la poza de las apoB de las LDL fue reducido en 60% debido a la
disminucién de la sintesis primaria y el otro 40% de la disminucisn
del tamafio de la poza se debié a un incremento en la velocidad de
remocidn.

Estructuralmente la simvastatina es muy similar a 1a
lovastatinal, excepto por la presencia de un grupo metilo adicional
en la cadena lateral éster y es mis potente que la lovastatina., La
simvastatina se administra como una lactona que es hidrolizada
prinmariamente en el higado a la forma B8 hidroxi&cido, activa
biolégicamente. La lactona parece ser mids aspecifica para el
higado, puesto que se retiene en mayor ¢rado en este Srgano donde
se convierte a varios metabolitos activos e inactivos. Menos del 5%
de la simvastatina administrada se encuentra en la circulacién
sistémica y un 0.5% se ha recuperado en la orina.

La simvastatina en dosis terapéuticas ha sido eficaz en el
tratamiento de 1la hipercolesterolemia primaria, produciendo
marcadas reducciones en el colesterol total y las C-LDL. Las

reducciones promedio del colesterol total y de las C-LDL han sido
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de 21 a 33% y de 24 a 40%, respectivamente, lo cual se acompafia de
un aumento promedio del C-HDL de 8 a 13%. Este resultado se obtiene
utilizando una dosis Gnica diaria de 10 a 40 mg.

En un estudio de 349 pacientes ancianos, la incidencia de
alteraciones clinicas o de laboratorio, como consecuencia de la
administracién de simvastatina, no fue diferente a la de pacientes
con menos edad.

El mevalonato (MEV), que se forma por la HMG=CoA reductasa, es
esencial para la sintesis de diversos compuestos isoprencides, as{
como para la colesterogénesis (fig 5). Uno de estos compuestos es
1la cadena lateral de la CoQ, la cual es un componente del sistema
de transporte de electrones para la fosforilacién oxidativa
acoplada, en la mebrana mitocondrial interna. Por lo tanto, un
inhibidor de 1la HMG-COA reductasa podrifa reducir tanto los
productos esteroles como los no esteroles del MEV. Los niveles
séricos de ubiquinona-10 no se modificaron, concluyéndose que la
compactina es efectiva para disminuir los niveles de colesterol en
suero sin modificar los niveles de ubiquinona~10 en el sueroc de los
paciente con HF heteréciga. Se sefiala de cualquier modo que cuando
uno utiliza una droga que inhibe la biosintesis del colesterol, a
nivel de la HMG-~CoA reductasa, debe poner atencién en los productos
no esteroidcos del MEV, para cuidar que no se afecten éstos en su
biosintesis?,

La arteriografia cuantitativa'® es un método efectivo para la
valoracién directa del proceso vascular gue lleva a trastornos

clinicos y as pricticamente el Gnico procedimiento de estudic de la
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regresién de las lesiones. Otro método no invasivo que se estd
aplicando actualmente es el ultrasonido de las arterias carétidas®.
La ultrasonograffa es un procedimiento aplicable a poblaciones
grandes con costos menores gue otros procedimientos.

En otro estudic en el que se midis el efecto de la mevinolina
sobre la esterificacidn del colestercol en el intestino, se tom§ en
cuenta gue el colesterol dietarioc es absorbido en la forma libre y
se secreta en forma esterificada como quilomicrones en los vasos
linfsticos. La esterificacién del colesterol en el enterocito es
mediada sobre todo por la enzima ACAT, aunqua la colesterol
asterasa también podria estar participando!.

Los microsomas de intestino se incubaron con concentraciones
creciontes de mevinolina (0 a 100 ug/ml), observidndose a
concentraciones de 20 pg o mayores una inhibicién importante de la
ACAT. La dosis que inhibisé 50% de la actividad enzim&tica fue de 40
pg/ml (100 uM). La maxima inhibicitn se obtuvo con 100 ug/ml; la
inhibicién era muy probablemente de tipo competitivo,

El estudio de la aterosclerosis disminuyendo el colesterol ha
demostrado que la disminucién agresiva de los niveles de C~LDL y el
aumento concomitante de C=HDL ha producide un beneticio
significativo tanto en las arterias coronarias nativas como en el
material injertado en arteriotomias (bypass). El deterioro de las

. corcnarias fue reducido significativamente en los sujetos tratados
con vastatinas solas o combinadas, comparativamente con los que
recibiercn el placebo y la regresién de la aterosclerosis, indicada

por la mejorfa perceptible del estado general de las coronarias,
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ocurrié en el 16% de los sujetos tratados”.

LOS DERIVADOS DE LA CADENA LATERAL DE LA DIOSGENINA.
En esta tesis se informa, por un lado, sobre el panorama
general de la bGsqueda de f&rmacos hipocolesterolemiantes en el
Gltimo cuartoc de siglo y por otro lado, sobre los resultados al
estudiar algunocs compuestos derivados de la cadena lateral de la
diosgenina, mismos que fueron probados en experimentos in vitro e
in vivo en la rata.
Los derivados de la cadena lateral de la diesgenina que se probaron
como posibles agentes hipocolesterolémicos son las sales sédicas
del 4&cido 4emetil-d-pentencico (MP3) Yy del 4-metil- § -~
hidroxivalérico (HMVA) (fig 1).

ATEROSCLEROSIS-TROMBOSIS

La aterosclerosis es un proceso de enfermedad progresiva que
se produce en las arterias grandes y medianas. Las lesiones
avanzadas contienen cé&lulas lisadas, cristales de CE, células
espumosas cargadas de 1ipldos, células musculares lisas, macréfagos
y linfocitos T. La presencia de ateromas produce una mayor
susceptibilidad a la trombosis®,

La adherencia plaquetaria, la activacién y la liberacién de
agonistas, incluyendo los factores de crecimiento, son fenémenos
que incitan la trombosis, fendmeno terminal de la aterosclerosis no
tratada. Es evidente, entonces que la aterosclerosis y la trombosis

son asuntos paralelos que deben ser estudiados juntos, para
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comprender los aspectos bisicos de la patologia y del desarrollo de
los procedimientos terapéuticos.

Las células que participan en la respuesta inflamatoria
de placas aterosclerdticas en evolucién y los trombos que se forman
como una complicacién, estdn reaccionando no s6lo con los
componentes de la lesién sino entre ellos mismos. Esto es en la
forma de interacclones metabblicas y funcionales célula-célula, asi
como en una subdivisién de este proceso conocido como metabolismo
transcelular. Los productos metab6licos con actividad biolGgica que
se originan, de una variedad de células que interact@an, con
potencialidad para promover la trombo-aterosclerosis e inducir
alteraciones en el metabolismo lipfdico, incluyen eicosanoides,
factores de crecimiento y citocinas®.

La interacci6n de células inflamatorias, tales como 1los
neutré6filos y macrdfagos, con células endoteliales activadas por
citocinas, constituye un mecanismo por el cual los mediadores
solubles alteran el metabolismo del colesterol en las células
musculares lisas y en los macr&6fagos.

El metabolismo transcelular de los eicosanoides puede ocurrir
cuando estas células estan muy préximas entre si.

Los eicosanoides derivados de 1la 1lipooxigenasa o de 1la
ciclooxigenasa participan en la regulaciébn de procesos que conducen
a la acumulacién de 1ipidos en la pared del vaso después de 1la
activacién o lesién de la célula endotelial.

El papel de cada citocina y factor de crecimiento en la

respuesta aterogénica a la lésién a5 muy complejo. Algunos de estos
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modifiqadoras de respuesta biolégicos parecen ser
proateroscleréticos. En ellos se incluye: PDGF, FGF, IL-1, TGFSB,
TNF, IFN-alfa y GM-CSF,

los eicosanoides sintetizados por la pared de los vasos
normales en respuesta a la estimulacién humoral, actlan al
antagonizar la influencia de los factores pro-aterogénicos, y en
cierto grado media la influencia de los factores antiaterogénicos
santeniendo el endotelio en un estado latente. Esto se manifiesta
cdno una superticie no trombStica, no adhesiva, que mantiene un
grado baje de permeabilidad a las macromoléculas que estsn en
circulacién. Ejeaplos de estos tipos de sicosancides son: PGI,, PGD,
¥ BPGE;, tres metabolitos mayorea de la ciclooxigenasa producidos por
8l leche vascular. Esto est8 en contraste con los HETEs vy
leucotrienos, incluyendo LTB, y LTC;, que tienen propiedades pro-
aterocgénicas.

Los eicosanoides derivados de las células endoteliales han
sido relacionados en los procesos de  proliferacién celular,
adhesién celular, permeabilidad, migracién, quimictaxis, cambios
tenétipicos Y la requlacitn del metabolismo de esteroles. En los
macréfagos, los elcosanoides derivados a través de las vias de la
ciclooxigenasa y lipooxigenasa pueden influenciar el metabolismo
del colesterol en una forma gimilar a cono lo hacen en las células
musculares lisas.

Es innegable que los factores humorales liberados durante la
intlamacisn pueden afectar el metabolismo del colesterol en las

células arteriales durante la aterosclerosis. los eicosanoides y
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las citocinas 1iberados de una célula pueden activar los receptores
.correspondientes de las células vecinas.

La identificacién de estos caminos diversos, asociados con las
seflales transmembrana, ha ayudado a definir procesos relacionados
a la trombosis pues comparten vias comunes en una artericpatfa
compleja durante la aterosclerosis.

Si la terapéutica tanto para la aterosclerosis como para la
trombosis no es tan satisfactoria como debcria ser, esto significa
que la patogénesis no estd clara y que es necesario continuar la
bGsqueda de f&rmacos que tengan utilidad al modificar en una forma

‘deseable una o m&s partes de esta compleja enfermedad progresiva.

METABOLISMO DEL COLESTEROL

El metabolismo del colestercl ha sido muy estudiado®?: en gran
parte debido a que los trastornos del mismo parecen tener una
relacisn directa con la patologia humana en diversas situaciones,
como son algunes tipos de hiperlipidemia, enfermedades de las vias
biliares, xantomatosis, enfermedad coronaria, etc.

El colesterol es el principal esterol del organismo humano.
Corresponde al 0,2% del peso corporal, 140 g para un sujeto de 70
kg. Las células pueden sintetizarlo a partir de acetato o bien
recibirlo de fuentes exégenas.

La regulacién del metabolismo del colesterol se ejerce en las
enzimas que participan en su sfintesis, esterificacién vy
catabolismo.

El colesterol sanguinac es ficilmente medible y su valoracién es
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utilizada come un indicador del estado que guarda la llamada poza
de colesterol altamente recambiable. Existen otras pozas de
recanbic mds lento y que no son ficilmente nedibles.

El colesterol es una molécula lipidica presente en todos los
animales. Los vegetales contienen otros esteroles, tales como el 8~
sitosterol, la diosgenina y el estigmasterol. En los animales el
colesterol estd distribuido principalmente en el sistema nervioso
central, tejido adiposo, mlsculo y plel.

El CNE es un componente estructural de las membranas en las
qua actda como regulador de ia fluidez membranal. El CE no existe
en las membranas, se encuentra en el citoplasma asociado a otros
lipidos y su funclén parece ser la de reserva, depositéndose
principalmente en el tejido adiposo, hepitico, gfnadas y corteza
suprarrenal.

El colasterol es tanto el producto de una via biosintética,

) como el precursor de otras vias metabblicas como es el caso de la
sintesig de &Scidos biliareg, de hormonas esteroides y de vitamina
Dy La formacién de &cldos biliares constituye el principal producto

metabblico, s8i consideramos la cantidad.

pigeatidn y lblorcién.

El hombre puede absorber f&cilmente el colesterol contenido en
los alimentos. Una perscna cuya dleta incluye leche, carne y
huevos, Inglere en promedio entre 500 y 1,000 my de colesterol por
dia (1,3 a 2.6 mmol), ya gue su contenido en la yema de huevo es

aproximadamente de 240 wg y la ingesta promedio de carne
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proporciona entre 300 a 400 mg de colesterol. Sin embargo, del
colesterol total ingerido, solamente se absorbe el 40%. Cuando la
ingestisn es relativamente baja, su absorcién es eficiente; en
cambio cuando el colesterol de la dieta excede los 500 mg (2.1
mmol/dla), su absorcién es menos eficlente.

cuando una persona evita ingerir alimentos ricos en
colesterol, resulta relativamente f&cil reducir la ingesta de 400
a 500 my/dia; sin embargo, adn en estas cundiciones, se absorben en
promedio entre 200 a 300 mg (0.5 a 0.8 mmol/dia).

Como ya se menciond, el colesterol se encuentra sobre todo en
los alimentos de origen animal; algunos estercles, comc el 8=
sitosterol, contenidos en alimentos vegetales, se absorben
pobrenmente.

El colesterol de la dieta es incorporado a micelas formadas
por constituyentes anfifilicos presentes en la bilis. Estas micelas
contienen fosfolipides y &cidos biliares conjugados, ademas del
proplo colesterol; este proceso, conocido como emulsificacién, es
indispensable para solubilizar el colesterol en el quimo, el medio
acuoso presente en el ldmen intestinal. EL CE, una vez integrado en
la fase nicelar, es hidrolizado en el l0men por la enzima
colesterol esterasa, presente en el 3Jugo pancredtico; esta
hidr61lisis es posible gracias al proceso de emulgificacién, lo que
pernite que la enzima actle sobre o dentro de la micela, El
colesterol se absorbe por difusién de las micelas hacia las células
de la mucosa, en donde gran parte de 81 es nuevamente esterificado.

Los §steres de colesterol que se sintetizan en las células de
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la mucosa intestinal, conjuntamente con el CNE, son incorporados a
particulas de gran tamafio, constituidas principalmente por TAG;
estas particulas, conocidas como QM, transportan el colesterol y
los triacilgliceroles de la linfa hacia el plasma, a través del

conducto tordcico.

La sintesis del coclesterol.

Cualquier célula de nuestro organismo, ademis de utilizar las
fuentes extracelulares de colesterol®®¥, es también capaz de
sintetizarlo, este proceso se lleva a cabo principalmente en el
higado y en el intestino. Por el contrario, son muy escasos los
6rganos y tejidos capaces de degradar al colesterol o de contribuir
a 8su eliminacién, el primer sitio lo ocupa el higado, que es
responsable de la transformacién de un 80-90% del colesterol en
Scidos biliares. Otros 6rganos gue en menor grado contribuyen a
catabolizar el colesterol son las génadas Yy las gl&ndulas
suprarrenales, es decir tejidos con capacidad de sintesis de
hormonas esteroideas, tales como progesterona, testosterona,
estradiol y cortisol y la piel que puede sintetizar vitamina D, a
partir de colesterol y que también lo excreta como uno de los
componentes del sebo. E1 intestino, principalmente el fleon también
contribuye al catabolismo del colesterol al excretarlo hacia la luz
intestinal donde en parte puede ser transformado en coprostancl y
coprostanona por accién bacteriana.

El colesterol puede obtenerse de la dieta o sintetlzarse de

novo. Un adulto sometido a dieta pobre en colesterol sintetiza
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normalmente unos 800 mg de colesterol por dia, La velocidad de
formacién del colesterol, estd fuertemente influida por la cantidad
abgsorbida de la dieta. Esta retro-regulacién est& nmediada por
cambios en la actividad de la HMG-CoA reductasa, esta enzima
cataliza la formacién del 4cido mevaldnico, que constituye la etapa
crucial de la biosintesis del colesterol. El colesterol de 1a dieta
suprime la sintesis de la reductasa hepitica e inactiva las
moléculas preexistentes de esta enzima.

En general, las células distintas de 1las hepiticas e
intestinales obtienen el colesterol del plasma, en vez de
sintetizarlo de novo. Su fuente principal de colesterol son las
LDL. Las etapas de la incorporacién de colesterol por la via de las

LDL son:

1. La LDL se une a un receptor especifico de la membrana
plasmitica de las cé&lulas extrahepidticas. Los receptores de
las LDL estdn localizados en zonas especializadas llamadas
hoyuelos forrades que contienen protefinas denominadas
clatrinas.

2. El complejo receptor-LDL se introduce en la célula por

' endocitosis, es decir que la membrana plasmitica contigua al
complejo se invagina y luego se fusiona formando una vesicula
endocelular.

3. Estas vesiculas que contienen LDL se fusionan posteriormente
con lds lisosomas, que poseen una amplia gama de enzimas

degradativas. El componente proteico de la IDL se hidroliza
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para dar aminoicidos 1libres. Los ésteres de colesterol de las
LDL se hidrolizan por una lipasa &cida lisosomal.
4. El colesterol no esterificado que se libera puede utilizarse
para la  biosintesis de nmembranas. También puede

reesterificarse para almacenarse dentro de la célula.

El contenido de colesterol de las células que metabolizan
activamente las LDL se requla de dos maneras. En primer lugar, el
colesterol liberado suprime la formacién de la HMG-CoA reductasa,
lo cual a su vez inhibe la sintesis de nove del colesterol. En
gegundo lugar, el propio receptor de las LDL esti sujeto a
regulaci6én por retroalimentacién (feedbak). En los fibroblastos, la
vida media del receptor de las LDL es del orden de un dfa.

cuando abunda el colesterol dentro de la cé&lula, dejan de
sintetizarse nuevos receptores de 1DL, y asi queda blogueada la
incorporacién de colesterol procedente del plasma.

Una parte importante del conocimiento de la sintesis de
colesterol procede del trabajo de Konrad Bloch en 1940, que utilizé
acetato marcado isotdépicamente, en sus 4tomos de carbono, y lo
administré a ratas. El1 colesterol sintetizado por estas ratas
contenfa el isétopo marcado, indicando que el acetato es un
precursor del colesterol. De hecho los 27 &tomos de carbono del
colesterol proceden de la acetil-CoA, Esta sustancia considerada
como la piedra angular del metabolismo, puede formarse a partir de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Las enzimas gue participan en

las reacciones de sintesis se localizan en el citoplasma y en el
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reticulo endoplismico de la célula.

Los pasos sniimbticos de la colesterogénesis®*,
Formacién de la HMG-CoA.

Es el primer paso de la biosintesis del colesterol. En la
primera reaccién, dos moléculas de acetil-CoA se condensan para
formar acetoacetil CoA. En sequida la acetoacetil-CoA se condensa
con otra molécula de acetil CoA para formar HMG-CoA, (fig.3).
conversisn de HNG-CoA a mevalonato.

‘Esta conversién se realiza a través de la reduccién del grupc
tioéster a un grupo alcohol primario. Esta reaccién requiere dos
moléculas de NADPH + H* como agente reductor y es catalizada por la
HMG-CoA reductasa, enzima localizada en el reticulo endopldsmico y

gue regula este paso limitante en la bilosintesis del colesterol.

gintesia de isopentcnil pirofoafato a partir de mevalonato.

El mevalonato es convertido a 3-fosfo S-pirofosfomevalonato a
través de tres fosforilaciones consecutivas y por la participacién
de tres enzimas: mevalonato cinasa, fosfomevalonato cinasa y 5-
pirofosfomevalonato cinasa. El1 3-fosfo 5-pirofosfomevalonato,
pierde c0, y Pi por medio de la enzima pirofosfomevalenato
descarboxilasa, produciendo el 3-isopentenil pirofosfato conecide

como unidad isoprenolde o isopreno activo.

8intesis de escualeno a partir de isopentenil pirofosfato.

Esta etapa de biosintesis de colesterol se inicia con la



24
isomerizacién del  isopentenil pirofosfato a  dimetilalil
pirofosfato, por medio de la enzima isopentenil pirofosfato
isomerasa. Estos dos is6meros de 5 carbonos se condensan para
formar un intermediario de 10 carbonos, geranil pirofosfato, por
acecién de la geranil pirofosfato sintetasa. En el siguiente paso,
se une otra molécula de isopentenil pirofosfato, para dar un
compuesto de 15 carbonos, farnesil pirofosfato. Finalmente, dos
moléculas de este intermediario se condensan por el extremo que
contiene el pirofosfato para formar el escualeno, en una reaccién

catalizada por la enzima escualeno sintetasa.

conversidén del escualeno a lanosterol.

El escualenc s une a un transportador proteico
citoplasmitico, especifico, 1la protefna transportadora de
esteroles. Esta conversién occurre con los intermediarios unidos a
este transportador. La enzima escualeno epoxidasa cataliza la
conversién del escualeno en 2-3 oxido de escualeno, interviniendo
el oxigeno molecular activado. Este compuesto sufre u'na ciclizacién
anaerébica a lanosterol, catalizada por la escualeno oxido
ciclasa. El primer intermediario que se forma contiene grupos
metilo en las posiciones C-8 y ¢-14 de la estructura ciclica. En el
siguiente paso el grupo metilo originalmente unido al c-14 emigra
al C-13, para constituir el grupo metilo angular C-18 gue se
proyecta entre los anillos C y D del nficleo esteroide. Adem&s el
grupo metilo originalmente unido al C-8 emigra al C-14 sitio en el

gue se proyecta en configuracién alfa.
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El lanosterol se caracteriza por tener un grupo hidroxilo en
el €-3, dobles ligaduras entre C-8 ¥y C-9 y entre C-24 y C-25. Este

compuesto contiene ademds dos grupos metilo en el C~14.

Formaclién del colesterol a partir del lanosterol.

En esta Giltima etapa se llevan a cabo cambios en el nlecleo
esteroidec y en la cadena lateral, El grupo metilo en el C-14 es
oxidado a €0,, para formar el 14 desmetil lanosterol. En la misma
forma, los dos grupos en el C-14 son eliminados, para dar el
campuesto conocide como zimosterol. Este compuesto por un
movimiento de la doble ligadura entre C-8 y C~9, a la posicién
entre C-8 y C-7, se transforma en delta 7, 24 colestadienol. El
aiguiente intermediario, el desmosterol, se forma por un
desplazamiento ulterior de la doble ligadura en el anillo B, para
tomar la posicién entre ¢-5 y C-6, como en el colesterol; las
reacciones de descarboxilacidn y de reduccién requieren NADPH + H',
Gasto energético para la ainteails del colesterol®.

La sintesis de una molécula de colesterol representa un gasto
considerable de energia y egquivalentes reductores. El procesc
global requiere 18 moles de acetil-CoA, 36 moles de ATP y 17 moies
de NADPH para formar un mol de c¢olesterol.

AGn cuando se requieren 6 moléculas da IHG-CoA, sblo 27 de los
316 4tomos de carbono se retienen en el producto final. De los 36
moles de ATP requeridos, 18 son usados para la formacién de acetil-
CoA en la reaccién catalizada por la enzima citoplasmitica citrate

liasa, por lo tanto, la acetil-CoA utilizada para la sintesis de
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colesterol proviene casi totalmente del metabolismo mitocondrial.
La acetil~CoA sale de la mitocondria formando parte de citrato, el
cual es hidrolizado en el citoplasma a oxaloacetato y acetil-CoA
por medio de la enzima citrato liasa. Esta reaccién consume una
molécula de ATP por cada molécula de acetil CoA producida. Los 18
moles de ATP restantes, son utilizados en la conversién de

mevalonato hasta la forma pirofosforilada del isopreno activado.

Etapas de 1la sintesis del colesterol:

la. E1 acetil CoA es convertido en un tioéster intermediario de 6
atomos de carbono, la HMG-CoA.

2a. Es la conversisn del HMG~CoA en escualeno, un hidrocarburo no
ciclico de 30 4tomos de carbono. El intermediario en esta etapa es
la unidad de isopreno de 5 atomos de carbono que aparece en dos
formas isom&ricas fosforiladas, el isopentenil pirofosfato y el
dimetilalil pirofosfato.

3a. El escualenc es cilelizado y convertide en un esterol

de 27 &tomos de carbono. Las reacciones del escualeno a colesterol
se producen en el reticulo endoplésmico. Muchos intermediarios del
final de la ruta se unen fisicamente a protefnas cltopldsmicas, las

proteinas transportadoras de esteroles.

Regulacién del metabolismo del colesterol®.
El colesterol de las LDL es tomado por las células a través de
receptores especificos que permiten su endocitosis. Los é&steres del

colesterol son hidrolizados en los lisosomas y el colesterol libre
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es incorporade a las membr;nas, las gque continuamente se estén
sintetizando y degradando. Un aumento neto del colesterol
diéponible afectaria al menos tres procesos que evitan el exceso de
CNE: represién de la sintesis de HMG-CoA reductasa, represién de la
formacién de receptores para LDL y estimulacién de la ACAT.

En el higado existen procesos metabblicos que no sélo
mantienen la homeostasis en el colesterol del hepatocito, sino del
organismo en general., El higado empaca colesterol para exportar;o
al plasma a través del ensamblaje y secrecién de las VIDL; recibe
colesterel de fuentes extrahepdticas por endocitosis de LDL, acepta
ripidamente colesterol dietario, vla endocitosis de los remanentes
de QM y elimina colesterol hacia la bilis como tal y como &cido
cblico y derivados. A través de todo este proceso el hepatocito
determina la velocidad de formacién de colesterol de novo, a partir
de &cldos grasos, carbohidratos,o aminodcidos, via acetil CoA, esta
sintesis es regulada por la }iMG-caA reductasa. Ademds la captacién
de las LDL, ricas en colestercl limita el nfimero de los receptores
de superficie.

El colesterol es un componente de la membrana plasmdtica de
todos los eucariontes, es esencial para el crecimiento y viabilidaad
de las células de los organismos superiores. Sin embargo un excesc
de colesterol puede resultar letal porgue contribuye a la formacitn
de placas aterosclersSticas. Es evidente gue el metabolismo del
colesterol debe reqularse con precisién. Cuando abunda el
colesterol dentro de la célula, dejan de sintetizarse nuevos

receptores de LDL, y asi queda bloqueada la incorporacién de més
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colesterol procedente de las LDL del plasma. La carencia de
receptores de LDL origina hipercolesterolemia y aterosclerosis
precoz. La gran importancia del receptor de LDL ha sido valorada a
partir de los estudios de casos de HF.

La HF fue identificada en 1939 como un error del metabolismo, que
causa niveles elevados de colesterocl en sangre e infarto de
miocardio en gente joven.

Eate trastorno corresponde a alteraciones en un solo gen y es
trasmitido en una forma dominante. En 1960 se demostré que hay dos
formas del padecimiento, una heteréciga y otra homéciga. Los
heterScigos heredan el gen que ha sufrido mutacién y existe un caso
por cada 500 habitantes. Los niveles sanduineos de colesterol en
estos pacientes corresponden al doble de lo normal y presentan
cardlopatia isquémica entre la tercera y cuarta décadas de 1la
vida?®,

51 dos heterocigéticos de HF se casan, cada hijo que procreen
tiens una probabilidad en cuatro de heredar dos copias del gen
alterado, una de cada progenitor. En este caso se trataria de un
hondcigo, del cual existe un caso por cada millén de habitantes.,
Estos pacientes tienen una colesterolemia de seis tantes por encima
de lo normal, presentando cardiopatia isquémica a edades muy
tempranas (3 a 4 afies), con una sobrevida que no va mis all& de la
adolescencia, esto a pesar de contarse actualmente con técnicas
quirGrgicas para sustituir los segmentos de coronarias dafiados por
injertos de venas del mismo paciente (arteriotomia).

En piel y tendones &se forman nédulos prominentes de
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colesterol, denominadog xantomas. Es mis perjudicial el depésito de
colesterol en las placas arteriales originando la aterosclerosis.
De hecho lq mayorfa de los homécigos mueren antes de los diez afios
de edad porque la enfermedad afecta a las arterias coronarias. En
los heterécigos cursa con un caracter ms variable y benigno. El
defecto molecular en los casos de HF, es la carencila o 1la
deficiencia funcional de receptores para las LDL, Los homécigos
casi no tienen receptores para las LDL mientras que los heter&cigos
tienen la mitad del nGmerc normal, En consecuencia, la entrada de
las LDL en las c¢&lulas no hepiticas ests perturbada y, de este modo
aumenta el nivel plasmitico de las LDL. Esta enfermedad, también
puede ser consecuencia de un defecto en el proceso de introduccién

del complejo LDL-receptor en las células.

Trastornos en el metabolismo del colesterol.

La aterosclerosis es una causa de morbilidad y mortalidad
importante en los palses desarrollados, El padecimiento se
caracteriza por el depSsito de lipidos en la capa Intima de los
vasos arteriales, en especial de colesterol y sus E&steres,

El papel del colesterol en la aterosclerosis se ha aceptado
sobre todo por los datos obtenidos en los estudios epidemiolégicos.
Una elevacién del colesterol del plasma sanguineo, en particular
del C-LDL, es un factor de riesgo de aterosclerosis. Por otro lado

existe proteccién cuando el colesterol que se eleva es el C=HDL.
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ractorss de riesge primarios y secundarios asociados con

enfermedad cardfiaca coronaria®

Prisarios:

Secundarios:

Predisposicién genética
Hipertensién arterial

Habito tabdquico
Hipercolesterolemia

C-LDL elevado

C-HDL disminuido

Consuxo de anab8licos esteroideos

alcoholismo

Vida sedentaria

Obesidad

Edad

Sexo masculino

Tensién nerviosa o estrés

Diabetes mellitus

Hiperuricemia (4cido urico elevado)
Nefropatla

Anticonceptivos orales,

Blosintesis de los dcidos biliares®,

Los &cidos biliares son sintetizados a partir del colesterol,

y constituyen el principal destino metab&lico de este compuesto.
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Los principales 4&cidos biliares en el hombre son: cé&lico,
guenodesoxicélico, deoxicélico y litoctlico.

Las sales biliares son derivados polares del colesterol. Estos
compuestos son detergentes de elevada efectividad puesto que
contienen regiones polares y apolares. Las sales biliares, se
sintetizan en el higado, se almacenan y concentran on la vesicula
biliar, y se liberan en el intestino delgado. Las sales biliares,
son el principal constituyente de la bilis, por su accién
detergente, solubilizan los lfpidos de la dieta. El incremento
resultante del 4&rea superficial de los 1lipidos tiene dos
. consecuencias: promover su hidrélisis por las lipasas y facilitar
su absoxcién. Las sales biliares son el principal producto del
catabolismo del colesterol. El colesterol se convierte en &cido
trihidroxicoprostanoico y éste en colil- CoA, que es el
intermediario activado en la sintesis de la mayoria de las sales

biliares.

Transporte inverso del colesterol,

Una importante funcién de las HDL es la de retirar el exceso
de colesterol de los tejidos y canalizarlo para su depésito en el
higado. La importancia de esta funcién reside en que el ndcleo
esteroideo no puede ser degradado y el higado es el ¢nico érganoc
que puede librar al cuerpo del exceso de colesterol, al segregarlo
a la bilis para su excrecién en las heces. Al proceso de transporte
de colesterol desde los tejidos extrahepiticos al higado se le

denomina transporte inverso. Adem&s de las HDL, la LCAT y las
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transferasas de lipidos, las VLDL también tienen un papel en el

transporte inverso del colesterol.

Transferencia superficial del colesterol.

El transporte del colesterol desde las células a las HDL se
produce a través del proceso de transferencia superficial. Este
mecanismo incluye la difusién del colestercl desde la membrana
plasmidtica de las células a la capa superficial de las HDL. En
realidad se trata de un proceso de intercambio en qgue el colesterol
puede transferirse de un lado a otro de la célula, a la superficile
de la lipoproteina. Sin embargo y por la reaccién con la LCAT, el
colesterol que entra en las HDL, se transforma ripidamente en CE,
tras lo cual se traslada a los ncleos de las HDL o se transfiere
a las VLDL. La répida eliminacién del colesterol tras su unién con
las HDL hace gue el movimiento cambie de direccién y que pase de
las células a las HDL, con lo que el colesterol es transportado

desde los tejidos al plasma.

LAS LIPOPROTEINAS"

Las lipoproteinas plasmiticas son agregados macromoleculares
de 1lipidos y proteinas gque transportan en general lipidos muy
apolares principalmente TAG y CE. La mayor parte del agregado
constituye el centro, en el cual se pueden encontrar los lipidos
apolares empacados como si fuera una gota de aceite. En 1la
periferia se localizan los fosfolipidos con sus grupos polares

orientados hacia el exterior de la particula, formando una
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interfase lipido-agua, que permite la estabilidad del agregado
molecular, La membrana plasmitica de ciertas células contiene
receptores para lipoproteinas. Dos receptores han sido
identificados, el primero reconoce la apoproteina B~100, presente
en las LDL, conocido como receptor para LDL; el segundo reconoce la
apoE presente en el remanente de los QM. El receptor para LDL se
encuentra en muchos tejides, incluyendo fibroblastos y hepatocitos,
por el contrario el receptor para los restos de QM, se encuentra
solamente en el higado. Las LDL inhiben la sintesis de colesterol,
al ser endocitadas por la célula; el primer pasoc en este proceso es
el reconocimiento de la LDL por su receptor especifico. El sitio de
reconocimiento de LDL se encuentra asociado con la apolipoproteina
B-100. Existen alrededor de 15,000 receptores por cé€lula que se
incrementan en la fase activa de dilvisién celular; estos receptores
se distribuyen uniformemente sobre 1la superficie celular,
agrupindose posteriormente en reglones de la membrana especializada
para la endocitosis. Estas reglones, conocidas como hoyos
recublertos contienen la proteina clatrina. Una vez unida la LDL,
las regiones de la membrana que contienen el complejo receptor-LDL
se invaginan, migran a través del citoplasma de la célula y se
funden con los lisosomas. La particula proteica de la LDL es
degradada en los lisosomas por diversas proteasas y la éolesterol
estérasa; las primeras degradan la apo B~100 hasta aminodcides y la
segunda hidroliza el CE. En este proceso, el. receptor regresa
nuevamente a la membrana plasmitica para captar otras moléculas de

IDL. El1 colesterol provenlente de las LDL y liberado en el
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citoplasma, controla considerablemente el metahbolismo del propio
calésterol, a través de tres procesos. En primer lugar, reduce la
capacidad de la célula para elaborar su propio colesterol,
inhibiendo la sintesis de la enzima HMG-CoA reductasa. La supresién
de esta enzima cobliga a la célula a depender del colesterol
exégeno. En segundo lugar, el incremento del colestercl de fuente
exégena, estimula la actividad de la ACAT en la esterificacién del
colesterol; el CE, al igual gue el CNE, inhiben la sintesis de la
HMG~CoA réductasa.sn tercer lugar, la acumulacién de colesterol en
la cé&lula pone en marcha un mecanismo de retroinhibicién para la

gintesls de nuevos receptores de LDL.

Captacifn hepética de lipoproteinas.

El higado es el sitioc en el gue se retiran los restos de QM
presentes en el plasma. Estas paréiculas contienen abundante CE,
proveniente de la dieta y, al igual que las LDL, ejerce un efacto
inhibidor en la actividad de la HMG~CoA reductasa hepdtica. La
nembrana del hepatocito contiene un receptor para lipaproteina, gque
reconoce la apoE, presaente en los restos de QM. Al efectuarse la
unién de la apoE con el receptor especifico, la particula es
captada y degradada por la célula hepitica.

El higado comstituye el principal tejido para eliminar las
LDL; se ha calculado que este Srgano capta aproximadamente 50% de
las LDL del plasma. Este proceso es importante en la regulacién de
la concentracidn plasmdtica de colestercl, Bajo ciertas condiciones

se ha demostrado que las membranas de los hepatocitos contienen un
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segundo téceptot lipoproteico, que reconoce tanto la apoB como la
apoE.

Las proteinas especificas que se encuentran en las Lp se han
llamado apoproteinas o apolipoproteinas. Una porcién de 1la
apoproteina se encuentra embebida en el centro de la Lp y el resto
se expone al medio. La porcién expuesta lleva a cabo las funciones
de la proteina, esto es recochoce enzimas especificas u otras
proteinas de transporte para dirigir el metabolismo de la Lp a su

sitio adecuado.

Clasificacisn ds las lipoprotesinas.

La diversidad en la estructura y funcién de las Lp ha hecho
que se clasifiquen en:

Quilomicrones, densidad menor de 0.94 kg/lL (sf 400);
lipoproteinas de muy baja densidad, con densidad mayor de 0.94 y
menor de 1.006 kg/l (sf 20 a 400, VLDL, very low density
lipoproteins); lipoproteinas de baja densidad, densidad mayor de
1.006 y menor de 1,063 kg/l (sf ©0=-20 LDL, low density
lipoproteins), ; lipoproteinas de alta densidad, densidad superior
a 1.063 pero inferior a 1,21 kg/1 (HDL, high-density lipoproteins),
Lipoproteinas de muy alta densidad, densidad superior a 1,21 kg/1
(VHDL, very high density lipoproteins}.

Existen otros componentes y subfracciones. Uno de ellos son
los residuos de los QM, que se forman a partir de los QM. Los dos

subtipos de HDL, poseen funciones y propiedades diferentes.
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geparacién electroforétioa.

Los principales tipos de Lp plasmiticas pueden separarse por
electroforesis haciéndose visibles cuatro bandas principales. Una
banda permanece en la posicién original y contiene los QM. Otra
denominada de las B-Lp, se desplaza con las 8-glcbulinas y contiene
las LDL. Una tercera banda se desplaza situ4ndose por delante de la
regién B y se denomina banda de las Lp pre-B. Esta fraccién .
contiene las VLDL.

La cuarta banda, denominada de las alfa Lp, se desplaza con
las alfa globulinas y contiene las HDL. Existe otro grupo de Lp que
ha sido llamado IDL y cuando est& presente en el plasma se desplaza
junto con las B8 lLp. Los residuos de (M se reparten entre las
regiones B y pre-8.

Las Lp plasméticas son consideradas como un grupo de familias,
caracterizadas por su contenido de apoproteinas:
=Lp que contienen una sola apoproteina, primarias o simples,

-Lp que contienen dos o mis apoproteinas, secundarias o complejas.
Como ejemplo de este grupo tenemos a las Lp que contienen apo A-I,
A-IT y D.

La Lp(a), es una Lp rica en colesterol presente en todos los
individuos, excepto en los sujetos abetalipoproteinémicos. La Lp(a}
contiene apo B y apo(a), siendo esta Gltima particularmente rica en
carbohidratos. Los niveles plasmaticos de Lp(a), son determinados
genéticamente y pueden variar de 50 a 100 ug/dl. Llas
concentraciones altas de esta Lp parecen estar relacionadas con un

mayor riesgo de desarrollar ateroesclerosis, independientemente de
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su alto contenido de colesterol.

Las apoproteinas

En la nomenclatura nundialnmente aceptada de las
apolipoprotefnas, propuesta en 1980 por Alaupovic, éstas se
denominan segGn el patrén electroforético de las lipoproteinas que
las contengan en mayor cantidad; de esta forma, las apo A
predominan en las alfa-Lp, las apo B en las B-Lp ¥y las apo C en los
QM.

Las funciones que se les han reconocido son divididas en tres
grandes categorias: activacién enzimdtica; unidén a receptor;
participacién en la sintesis de novo.

Los pesos moleculares de las apolipoprotefnas varian desde
500,000 para la apo B hasta menos de 9,000 para las apo-AiI y C.

La producclién se lleva a cabo principalmente en el higado e
intestino, pero también las células periféricas son capases de
sintetizarlas, como sucede con la apo E, que puede ser producida

por los macrSfagos.

Puncién de las apoproteinas.

En cuanto a su funcién s6lo se conoce de alqunas. La apo A-X
es la principal proteina estructural de las HDL y es un activador
de la LCAT. La apo B-100, es el componente estructural principal de
las VIDL, IDL y LDL. Adem&s la apo B-100 tambi&n interviene en la
unién de las ILDL a los receptores LDL de alta afinidad de la

superficie celular. La apo B-100 se sintetiza en el higado., La apo



38
B~48 se gintetiza en el intestino. Es el principal componente de
los QM. La apo C-II, es el activador de la Lp lipasa. La apo C-III,
inhibe la captacitén de VLDL per el higado, La apoE es el factor de
reconocimiento para la unién de los resliducs de Q¥ a sus receptores

en el higado y para la unién de las IDL al receptor de LDL.

Funcién de las lipoproteinas

Desempefian tres funciones principales. Una es transportar las
grasas de la dieta, desde la mucosa intestinal en donde han sido
absorbidae, hasta los restantes tejidos del cuerpo. Esta funcién la
realizan loa QM y los residuos de QM. La segunda es la de:
transpaortar los TAG desde e)l higado a los otros tejidos, donde
pueden almacenarse los l{pidos y ser oxidados para obtener energia.
Las VLDL son las encargadas de llavar a cabo esta funcién. Después
de que las VLDL liberan los TAG en los tejidos, los constituyentes
restantes son devueitos al higado en la forma de IDL y LDL. Un
tercer sistema actfia como mediador en el transporte inverso del
colesterol. Este sistema, formado por las HDL y LDL, devuelve al

higado el exceso de colestercl de los tejldos extrahepéticos.

Bilosintcols de las lipoprotefnas.

El hfgado y el intestino son los é&rganos principales que
participan en la sintesis de las Lp, Intervienen en el metabolismo
de las grasas de origen enddgenc y exégeno. Las Lp que sa originan
en estos tejidos son los gM y las VLDL, mientras gue las IDL y LDL

tienen un origen periférico es decir se forman medlante la
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transformacién vascular de las VLDL y QM. En estos tejidos la
sintesis de los componentes lipidico y proteico de las Lp se
localiza en diferentes orgdnulogs celulares, mlentras gque 1la
formacién de las apoproteinas se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmitico rugosc; la sintesis de fosfolipidos, TAG Yy
colesterol se localiza en el retfculo endopldsmico liso. El
acoplamiento de las vias sintéticas resulta en la formacién de una
nueva Lp.

Los QM, las VIDL y las formas precursoras de las HDL son
sintetizados en el interior celular. El intestino delgado produce
los QM, el higado las VLDL y ambos tejidos producen log precursores
de las HDL. Tras su secrecién, estas Lp pasan por una intensa
reestructuracién en la circulacién, Se afiaden algunos lipidos y
apoproteinas y otros se extraen, lo que da lugar a la
transformacién de estas particulas originales en nuevos tipos de
Lp. Los QM son transformados en res{duos de QM, las VIDL en IDL y
posteriormente en LDL y los precursores HDL se‘conviertan en HDL,
HDL,, y HDL;. Asl se generan en el plasma cuatro tipos de
lipoprotelnas: residuos de QM, IDL, LDL, y las formas maduras de

HDL.

8intesis de quilomicrones.

Las células de la mucosa del intestino delgado absorben los
productos de la digéstién lipidica y los 1lipidos contenidos en la
bilis. A través de las vellosidades entra en la célula una mezcla

de colesterol, dcidos grasos y 2-monoacilglicerol; a partir de los
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&cidos grasos y del monoacilglicerol se sintetizan los TAG en el
reti&ulo endoplasmico liso. En el mismo reticulo, se unen a los
TAG, el colesterol y los fosfolipidos para formar una micela.

Las apoproteinas necesarias, apo B-48, apo A-1l, apo A-II, y
apo A-IV, se sintetizan en el reticulo endopldsmico rugoso e irén
combinindose con los lipidos segfin se vayan trasladando desde el
retficulo endopldsmico liso y rugoso al aparatc de Golgi. La
disponibilidad de las substancias que forman la superficie de los
QM (apoproteinas, fosfolipidos y colesterol) parece regular la
sintesis de los mismos, E1 tamafio de los QM depende de la cantidad
de TAG que esti disponible en el enterocito. A mayor cantidad de
TAG disponibles, mayor seri el tamafio de los QM. Estos QM
contendrdn mds TAG, y por tanto la proporcién ndcleo/superficie
serd mayor. A continuacién son secretados al espacio intercelular
lateral y de ahf pasan a la circulacién linfatica, Inmediatamente
después de su secrecién se producen modificaciones en su
estructura, de forma que los QM madurcs presentes en el plasma
tienen una composicién lipidica y de apoprotefnas ligeramente

diferente a la de las particulas recién secretadas.

Sintesis de VLDL.

Son dos las fuentes de las que provienen los &cidos grasos que
forman los TAG presenteés en las particulas de VLDL. Una est§ dada
por los carbohidratos de la dieta, que son convertidos en &cidos
grasos en el hepatocito; la otra corresponde a los &cidos grasos

absorbidos por el higado. Estos Gltimos provienen de los &cidos
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grasos del plasma o de los 1lipidos contenidos en las Lp
plasmiticas.

Los TAG, fosfolipidos y colesterol presentes en el retfculo
endopl4dsmico 1liso se combinan para formar una nicela. Las
apoproteinas necesarias, apo B-100, apo E, apo C-I, apo C-II, apo
C-III, son sintetizadas y procesadas en el reticulo endopl&smico
rugoso, La apo B=100 es glucosilada parcialmente en el reticulc
endopldsmico rugosoc y a continuacién se une a los lipidos en el
punto de unién del reticulo endoplasmico rugoso con el liso.

Las otras apolipoproteinas se irdn uniendc secuenclialmente al
conmplejo lipido-apolipido en el aparato de Golgi, donde tendrs
lugar la continuacidn de la glucosilacién y la unisn con les

fosfolipidos,

8intesis de HDL,

Las formas precursoras de las HDL, dencminadas nacientes se
forman en el higado y en el intestino delgado; se sabe muy poco
sobre este proceso y su regulacién. El higado segrega una particula
con forma de disco que contiene fosfolipidos, colesterol y apo E.
Estas HDL discoidales se transforman en HDL-3 tras la secrecidn.
Durante este proceso, se afladen los lipidos, se esterifica el
colesterol, se extrae la apo E y se suma la apo A-I. Existen
algunas pruebas que sefialan que el intestino tamblién segrega
particulas discoidales similares, con la diferencia de que
contienen apo A-I en vez de apo E. Estos precursores se convierten

en HDL-3 en cuanto son secretados. Otros datos por el contrario
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sugieren que el intestino no secreta directamente los precursores
de HDL, los cuales provienen de la superficie de los QM, guienes
sufren la reestructurécién inmediatamente después de ser

secretados.

Factorss rsguladores de 1a sintesis de lipoproteinas.

Lag grasas ingeridas en la alimentacién aumentan la produccién
de QM por el intestino, y la produccién hepitica de VLDL aumenta
cuando existen &cidos grases disponibles en excaso.

Los 4cidos grasos insaturados son nis eficaces que los
saturados para estimular la formacién de VLDL, as{ como los de
cadena larga producen mayor efecto que los de cadena corta o
pediana®?, Los carbohidratos de la diets también aumentan la
produccién de VLDL al aumentar la sintesis de los &cildos grasos y
estimular la liberacién de insulina. El alcohol también incrementa
la produccisn de VLDL al hacer gue un mayor ndmero de 4cidos grasos

esté disponible para la sintesis hepitica de los TAG.

Metabolismo de las lipoproteinas,

Los QM sintetizados por la mucosa intestinal contienen sobre
tode TAG; aproximadamente 98% de Bsu peso seco corresponde a
lipidos. En consecuencia tienen una densidad extremadamente baja.
Son complejos moleculares de gran tamafio que reflejan la luz y dan
al plasma un aspecto lechoso cuando sus concentraciones en &l son

elavadas.

Son secretados a la linfa y de ahi entran a formar parte del
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plasma sanguineo pasando a través del conducto toricico. Su funcién
principal es la de transportar las qrasés de la alimentacién, sobre
todo en forma de TAG al interior del cuerpo. El1 otro 1ipido
transportado por los QM y proveniente de la alimentacién es el
colesterol, gue se convierte en CE antes de incorporarse a estas

Lp.

Residuos de quilomicrones,

Los (M son catabolizados en el plasma y transformados en
particulas m&s pequefias y de mayor densidad. Los productos del
catabolismo denominados residuos de qM, se forman cuando casi todos
los TAG presentes en los QM han sido hidrolizados per la Lp lipasa.
Contienen fosfolipidos, CNE, CE, apo E y los restantes TAG. Tienen
una densidad semejante a la de las IDL y 1las pegquefias VLDL,
encontrdndose en la fraccién Sf 20 a 40 da la centrifugacién. E1
higado los extrae de la circulacién a través de un receptor al gque
se une la apo E, diferente al receptor de LDL. lLa mayorfa de los
TAG transportades por los QM son hidrolizados por la Lp lipasa de
los capilares, al tiempo que los &cidos grasos liberados son
absorbidos por los tejidos, sobre todo por los adipocitos y
misculos, La particula residual, rica en CNE y en apo E, es captada
por el higado. Lsta es la via principal por la gque el colesterol

ingerido en la dieta es conducido al higado.

Lipoproteinas de muy baja densicad.

Las VLDL también son complejos de gran tamafio. Contienen 50%
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de 1lipidos, de los que del 50 al 65% corresponden a TAG. Son
llevadas desde el higado a los otros tejidos, sobre todo al tejido

adiposo.

'Lipoprotoinal de baja densidad.

La mayorfa del colesterol gue existe en el plasma sanguinec
humano normal, estd en las LDL. Cerca del 75% del colesterol de las
LDL se encuentra en forma de CE. La apo B-100 corresponde al 98% de
las protelnas presentes en las LDL. fstas se forman en el plasma
durante el catabolismo de las VLDL, por lo que pueden ser
consideradas como un residuo de éstas.

Cerca de la mitad de las LDL circulantes son absorbidas por el
higado, en tanto que las restantes lo son por log tejidos
extrahep&ticos. Gran parte del proceso de captacién de las LDL,
estd mediado por el receptor LDL, al que se une la apo B-100. Sin
embargo una parte de la absorcién de LDL se produce sin 1la
intervencién de este raeceptor, esta via recibe el nombre de

absorcién no mediada por receptores.

Lipoproteinas d¢ densidad intermedia.

Las IDL se forman en el plasma durante 15 conversién de las
VLDL en LDL. Contlienen TAG y colesteral en c;ntidades intermedias
entre las VLDL y las LDL. Algunas de las IDL formadas son
directamente absorbidas por el higado, mientras que las restantes
se convierten en LDL. En condiclonas normales, la conversién de

VLDL en LDL se realiza tan eficazmente que las IDL ho llegan a
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acumularse en cantidades apreciables en la muestra de plasma
optenida tras una hoche de ayuno. Al jigqual gque las IDL, la
absorcién de las IDL, por el higado, estd mediada por el receptor
de LDL. En este caso sin embargo, es la apo E la que media 1la
unién.

Este sistema de Lp tiene dos funciones principales. Una, es la
de extraer del higado el exceso de Acidos grasos. los &cidos
grasos, que a menudo provienen de la dieta de carbohidratos, son
liberados como TAG en las VLDL. Después de gque los TAG son
hidrolizados por la lp lipasa, los &cidos grasos son absorbidos
fundamentalmente por los adipocitos y el mdsculo. La otra funcién
de este sistema es la de aceptar el CE que se forma en el plasma.
El CE se traslada de las HDL a las VLDL. Las LDL, el producto final
formado a partir de las VLDL, retienen el CE, del que tienen un
elevado contenido. Las LDL proporcionan colesterol a los tejides
extrahepiticos o lo conducen al higado para su excrecién en la

bilis,

Lipoproteinas de altu densidad.

las HDPL se sintetizan en el higado y en el intestino. Actdan
como catalizadores, facilitande el catabolismo de las VLDL y de los
QM. La apoproteina C es transferida de las HDL a las VLDL; también
se produce la transferencia de 1ipidos.

Las HDL liberadas en el plasma est&n compuestas bisicamente
por fosfolipldos y apoproteinas, y tienen una estructura plana y

discoidal. Mientras conservan esta configuracién se les denomina
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HDL nacientes. Una parte de las HDL pasa directamente al plasma
desdé el higado y posiblemente también desde el intestino, El resto
se forma en el plasma, a partir de los componentes de la capa
superficial de los QM, después de que é&stos han sido secretados por
las células de la mucosa intestinal. A continuacién, las HDL
naclentes absorben los lipidos y las apoproteinas de las VLDL y de
los QM, segfin se vayan catabolizando en el plasma estas grandes Lp
ricas en TAG. Las HDL también toman el colesterol liberado por los
tejidos extrahepiticos. La resaccitn catalizada por la LCAT tiene
lugar en las HDL, y el colesterol absorbido se transforma en CE que
se traslada al centro de la estructura discoidal. Al producirse

este cambio, la HDL modifica su configuracién, haciéndose esférica,

Las Praccionss HDL, Y HDL,.

Las HDL se separan por ultracentrifugacién en dos fracciones:
La HDI, con una densidad que oscila entre 1.060 y 1,125, y la HDI,
con una densidad de 1,125 a 1.210. E1 40% de las HDL, estd compuesto
por proteinas y el 45% por lipidos. M4s del 90% de las protefnas
presentes en los dos subtipos corresponde a la ape A~I y apo A-II,
siendo li.l proporcién de ambas de 3:1. Existen evidenclas de que las
HDYL, se transforman en HDI, como resultado de dos procesos. Uno es
la absorcién de lipidos y de apoproteinas que gquedan libres durante
el catabolismo de las VLDL, de los QM y de sus intermediarios. El
otro es la absorcién de CNE liberado de log tejidos. La HDL; es uno
de los principales puntos en que tiene lugar la reaccién de la

LCAT, gracias a la cual el colesterol plasmitico se esterifica.
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Existe un modelo gue explica gque las HDL naclientes provienen

del higado o del 1ntéstiﬁo. Las HDL discoides se transforman en HDL,
esféricas y, a continuacién, en HDL,. Para las HDL se abren dos
posibles vias, una consiste en la hidrélisis parcial por la lipasa
hep&tica, lo que conduce a la transformacién de HDL, en HDL,;; la
otra es la unién a los receptoresvy su ahsorcién por los tejidos,

fundamentalmente por el higado.

Engimas del metabolismo lipoproteice

En el metabolismo e interconversién de las Lp plasmiticas
intervienen cuatro enzimas: la lipasa &cida, la LCAT, la Lp lipasa
y la lipasa hepéatica.

La lipasa 4cida es una hidrolasa lisosémica que actGa sobre
las Lp una vez que é&stas han sido absorbidas por endocitosis
mediada por receptor. Esta enzima actia intracelularmente tras la
eliminacién de la Lp de la circulacién por endocitosis mediada por
receptor. Esta enzima hidroliza los TAG y el CE que siguen
formando parte de la Lp, liberando los &cidos grasos Yy el

colesterol para su utilizacién en el interior celular,

La LCAT cataliza la esterificaci6én del colestercl en el
plasma. Esta enzima se sintetiza en el higado y es secretada al
suero. Actla fundamentalmente sobre las HDL, donde tiene lugar la
aesterificacién del colesterol gue proviene de los tejidos o de los
QM y las VLDL.

La Lp lipasa, es la enzima que hidroliza los TAG contenidos en
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los QM circulantes y en las VLDL. Ejerce su accién en la superficie
de las células del endotelio capilar. La apoproteina C-II presente
en las VLDL y HDL activa esta enzima. La Lp lipasa estd presente en
numerosos tejidos, incluyendo el adiposo, las gldndulas mamarias y
el corazétn. Esta enzima hidroliza la mayor parte de los TAG,
convirtiéndolos en monoacllgliceroles; &stos son transportados al
h{gado, donde se degradan por la lipasa hepa&tica en glicerol y
4cido graso.

La lipasa hepitica es una hidrolasa lipidica que se localiza
en los vasos sinusoides del higado, actfia sobre las IDL y las HDL,.
Hidroliza los TAG de estas Lp, asl como los fosfoglicéridos
presentes en su capa superficial. La lipasa hepitica se relaciona
con el procesamiento de las IDL, ya sea para su absorcién por el
higado o para su transformaciédn a LDL. Es probable que también
participe en el procesamiento de las HLD,, ya sea para su absorcién

por el higado o para su reconversién en HDL,

Receptores para lipoproteinas.

Las Lp son eliminadas de la circulacién a través de su unién
a receptores localizados en la superficie de las membranas de las
células blanco.

Receptor de LDL. Este receptor es el mds conocido. Reconoce la
apo B-100 y la apo E, por lo que tamblén sa le conoce como receptor
apo B/E. Por intermedio de su unién con la apo B-100, el receptor
de IDL actfa para la eliminacién de las LDL @el plasma. También

actGa para la eliminacién de las IDL, perc en este caso el factor
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de reconocimiento es la apo E. Aunque las VLDL contienen apo B-100
y apo E, estas Lp no pueden unirse al receptor de LDL; posiblemente
porgue contienen apo C-III. El receptor de LDL se halla presente en
el higado, asi como en determinados tejidos, incluyendo los
fibroblastos y los monocitos. El receptor es regulado por los
requerimientos de colesterol por parte de la célula. Se inhibe su
captacién cuando existe suficiente colesterol disponible y se
activa cuando se necesita m4s colesterol. Esta regulacién estd
controlada por la velocidad a la que se reciclan los receptores que
existen en la superficie celular tras la endocitosis, o bien por el
nimero de nuevos receptores sintetizados.

No todas las LDL se captan de la circulacién por intermedio de
los receptores LDL. Algunas LDL entran en los tejidos por
pinocitosis, sin unirse al receptor. El porcentaje de LDL que entra
en la célula por esta via, no mediada por receptores, depende de la

concentracién de las LDL circulantes.

Otros recaptores de lipoproteinas.

Se cree que existen otros tres receptores de lLp, aQemas del
receptor de LDL, que estdn participan en el metabolismo
lipoprotéico; son los receptores de los residuos QM, de HDL y los
receptores inespecificos. Estos receptores estin situades en cl
higado, interviniendo en la absorcidén de los residuos de QM. El
factor de reconocimiento es la ape E, por lo que este receptor

también recibe el nombre de receptor apo E.
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Protainas transferidoras de lipidos.

Las proteinas gque transfieren los 1lipidos facilitan el
movimiento de fosfolipidos, TAG y CE de unas Lp a otras. En el
plasma humano existen al menos dos transferasas lipidicas., Una
transfiere CE, TAG y fosfolipidos. Las proteinas encargadas de
transferir los 1lipidos desempefian un papel importante en el
metabolismo de las HDL. Trasladan el CE desée las HDIL, por la LCAT,
a las VLDL, Este cambio va acompafiado de la transferencia de TAG
desde las VLDL a las HDL, posiblemente por la accién de la misma
transferasa. Las transferasas también cambian los fosfoglicéridos

de los QM vy de las VLDL a las HDL.

Enfermedades del metabolismo lipoprotéico.

Las alteraciones lipoprotéicas mis frecuentes se manifiestan
con una excesiva acumulacién de lipidos en el plasma sanguineo.
Estas enfermedades constituyen las hiperlipoproteinemias. Varias de
estas enfermedades gon factores de riesgo de aterosclerosis y de
enfermedad de las coronarias. También existe un estado en el gque
los niveles de HDL son bajos; esto es también un factor gue aumenta
el riesgo de esta enfermedad.

Ademds existen algunos defectos genéticos rares, cemo la
abetalipoproteinemia, la enfermedad de Tangler y la deficlencia de

LCAT, que producen alteraciones en el metabolismo lipoprotéico.
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Clasificacién de 1las hiperlipoproteinemias, de acuerdo con el
criterio de Fredrickson®.

La hiperlipoproteinemia tipo I se caracteriza por presentar
elevados los QM e hipertriacilglicerolemia. En el patrén
electroforético aparece una banda muy intensa en el punto de
aplicacién, en cambio las demfs Lp se tifien con poca intensidad. Si
el suero de la muestra de sangre se coloca durante la noche en el
refrigerador se formard una capa cremosa flotando en el
sobrenadante, en cambio el infranadante sa observard claro.

La hiperlipoproteinemia tipo IIa se caracteriza por tener
concentraciones elevadas de colesterol plasmdtico, niveles normales
de TAG y el aspecto del plasma es claro. El patrén electroforético
se caracteriza por una elevacién de las B Lp con pre-8 normales.
Este desorden lipoprotéico es reconocido como HF que exhibe las
sigulentes caracteristicas:

1} Un deficiente nGmero de receptores funcionales para B Lp,

2) La manifestacidn del trastorno en la infancia.

3) Xantomatosis en niembros en casos severos.

4) Enfermedad cardiaca coronaria prematura en la tercera y cuarta
décadas.

La hiperlipoproteinemia tipo 1IIb, es otra forma de
hiperlipoproteinemia familiar, pero combinada. En ella encontramos:
ausencia y/o anormalidad en el nimero de receptores funcionales
para betalipoproteinas; expresién temprana de
hipertriacilglicerolemia; patrones lipoprotéicos mdltiples en

familiares afectados en generaciones sucesivas; elevacibén de 8 y
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preB Lp. Sin embargo en la familia se pueden encontrar personas con
tipe IIa y tipo IV.

La ldentificacién de la hiperlipoproteinemia tipo III requiere
que después de realizar la separacién electroforética de las Lp se
identifique una fracci6n lipoprotéica conocida como beta
lipoprotefnas flotantes, la cual tiene una movilidad intermedia
entre la fraccién beta y la fraccién prebeta. RAhora se sabe que
esta fraccién corresponde a las IDL, las cuales aumentan en el
plasma como c¢onsecuencia de una disminucién de las apo E.

La hiperlipoproteinemia tipo IV se conoce también como
hipertriacilglicerolemia end6gena o hiperlipidemia inducida por
carbohidratos; este término permite diferenciarla de 1la
hiperlipidemia inducida por wuna dieta rica en grasa. La
hiperlipidemia endégena excluye el tipo raro de hiperlipidemia tipo
I, pero incluye el tipo V, poco frecuente, come una hiperlipidemia
mixta, endbgena y exégena.

La hiperlipidemia tipo IV, se caracteriza por una elevacién de
los TAG y de la fraccién pre=-8 en la electroforesis, y ausencia de
Q¥ o de las VIDL anormales del tipo III, Los niveles de
betalipoproteinas son normales y la determinacién de C-LDL
discrinina entre un tipo IV y uno IIb. El diagnbéstico del tipo IV
se puede hacer, si la concentracién de TAG esti aumentada y el
colesterol total es normal o ligeramente aumentado, y el plasma en
reposo no revela QM. El diagnéstico bicquimico se confirma si en la
electroforesis se observa una banda tefilda fuertemente en la regién

pre-beta y el C-LDL es normal.
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La presencia de una banda pre-beta, con valores de TAG
normales, ocurre con el incremento de la 1llamada Lp(a), una
apolipoprotef{na pobre en TAG, que recientemente se ha asociado a
padecimientos cardio-atercescleréticos.

El diagnSstico de hiperlipidemia familiar primaria de tipo IV
depende de los siguientes criterios:

1. Un patrén de tipo IV.
2. Uno o m&s miembros de la familia con el patrén tipo IV.
3.~ Que no se detecten familiares con los tipos I y III 6§ V.

El diagnéstico de hiperlipoproteinemia secundaria tipo IV es
en ocasiones obvio, cuando es consecuencia de padecimientos
renales, endocrinolégicos y gastrointestinales.

Las siguientes patologias pueden causar una elevacién de las
prebeta-lipoproteinas: alcoholismo o ingesta excesiva de alcohel,
hipotiroidismo, sindrome nefrético, uremia, uso de anticonceptivos
orales, embarazo (Gltimo trimestre}, corticosteroides, pancreatitis
(generalmente alcohSlica), enfermedades en el almacenamiento de
glucégeno, disproteinemias tales como lupus eritematoso sistémico,
obeaidad y diabetes mellitus,

1a hiperlipidemia de tipo V se caracteriza por quilomicronemia
al iqual que el tipo I, sin embargo en esta dislipoproteinemia
tanbién estdn aumentadas las prebeta y con frecuencia las
betalipoprotefnas. La concentracién de los TAG en el suero estd muy
aumentada. En cuanto al colesterol sérico su concentracitn puede

estar elevada.

La presencia de una capa cremosa en el sobrenadante de la
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muestra sanguinea, incubada por la noche a 4°C, constituye una
ideﬂtificacibn positiva para la presencia de QM. La porcién
infranadante de la muestra puede observarse opalescente o lipémica.

Existen reportes en la literatura que refieren una deficiencia
de la apolipoproteina €-II, cuya funcién es activar la Lp lipasa.

El diagnéstico exacto de wuna hiperlipoproteinemia es
importante, debido a los efectos que a largo plazo puede Acarrear
en el paciente en estudio. Uno de estos efectos es 1la
aterosclerosis, proceso patolégico de etiologla mGltiple, en cuyo
desarrollo influyen numeroses factores endégenos y exégenos. Estos

se conocen como factores de riesgo.

Integracién del metabolismo lipoproteico.
El metabolismo de las Lp toma parte en tres funciones centrales. La
primera, la absorcién de las grasas de la alimentacién; est4
mediada por el sistema de QM. Los residuos de QM, el producto final
de este sistema, son eliminados por el higado. El receptor de los
residuos de QM, también denominado receptor de apo E, regula esta
eliminacién.

La segunda funcién, el transporte de l{pidos desde el higado
a los otros tejidos corporales, estd regulada por el sistema VLDL.
las IDL, son un pasc intermedio en este sistema, y las LDL son el
producto final. El higade elimina directamente algunas IDL,
mientras que las LDL son eliminadas por el higado y por tejidom
extrahepdticos. Tanto la eliminacién de las IDL como de las LDL

estd regulada por el mismo receptor, de LDL, también denominade
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receptor apo B/E.

La tercera funcién es la de conducir de regreso al higado el
exceso de colestercl en plasma o en los tejldos extrahepdticos,
para gue pueda ser excretado por la bilis. Este paso estd regulado
por las HDL, que trabajan conjuntamente con el sistema VLDL. Una
vez que las HDL eliminan el exceso de colestercl, lo transforman en
CE. Algunas HDL van directamente al higado. El resto del CE es
transferido al sistema VLDL por accién de una transferasa lipidica.
Posteriormente el colestercl es transportado hasta el higado como

parte de las IDL o de las LDL.
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PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis se realizd con la
finalidad de buscar nuevos firmacos para el tratamiento de la
hipercolesterclemia, para lo cual se probbd el efecto de varioes

compuastos sobre la concentracién de colesterel y otres lipides in

vivo e in vitro.

HIPOTESIA DE TRABAIOS

1. Dentro de los derivades de la cadena lateral de la
diosgenina, que es transformada a pregnenolona, pueden ser
obtenidos compuestos de 6 carbonos, o polimeros, que por su
ahalogia estructural con el intermediario de la transformacién de
1la HMG-CoA a mavalonato (fig 3) pueden poseer actividad inhibitoria
de tipo competitivo, sobre la HMG-CoA reductasa, enzima reguladora
de la biosintesis del ceolesterol.

2, El probar in vitro e in vivo su efecto sobre 1la
colesterogénesis de la rata, medida por la incorporacitn de acetato
y mevalonato marcados isotépicamente, a colesterol, permite saber
si su accidn, en caso de existir, puede explicarse cuando menos en
parte por inhibiclifn a nivel de la HMG=CoA reductasa.

3. Un resultade en el cual se observara inhibicién de 1la
incorporacién de acetata a colesterol, habiendo a la wvez
incorporacién aungue sea muy escasa de mavalonato a colesterol,
haria suponer que el efecto inhibitorio del compuesto es sobre la

HMG~CeA reductasa, lo cual se puede confirmar midiendo la actividad
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de esta enzima en un sistema de microsomas de higado, obtenidos de

ratas tratadas con dicho compuesto.

OBJETIVOB:

1. Investigar si existe actividad inhibitoria sobre 1la
colesterogénesis en el higado de la rata, al emplear el HMVA y MPS
in vivo e in vitro

2. Valorar el efecto directamente sobre la actividad de la
enzima HMG-CoA reductasa en el caso de haber efecto de inhibicién
en la incorporacién de acetato a colesterol, acompafiada de
inhibicién moderada o ausente en la incorporacién de mevalonato a
colesterol.

3. Determinar el efacto del HMVA y MPS en los niveles de

colesterol, y triacilglicéridos séricos.

MATERTALES Y WETODOS.

Compuestos probades expsrimentalments en este trabajo de tesis,
a) La sal sb6dica del &cido 4-metil-4-pentencico (MPS).

b) La sal sédica del dcido 4-metil-S-hidroxivalérico (HMVA)

(fig 1) donados amablemente por el Dr. Giral y colaboradores

(Facultad de Quimica, UNAM).

Animalaes
En todos los experimentos se utilizaron ratas machos de 1la
cepa Wistar, de 120 a 150 g de peso. Las ratas se colocaron en una

habitacién especial con temperatura y luz controladas, teniendo 15
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horas de luz por 9 de obscuridad y condiciones adecuadas de aseo;
se les suninistrs purina comercial como dieta de mantenimiento (Lab

Chow) y agua ad libitum.

Reactivos marcados con isdtopos radiocactivos.

Acetato de sodio 1-"C (actividad especifica de 2.1 ucCi/mmol;
scido 3-hidroxi, 3~metilglutérico 3=Ycfactividad especifica 13.4
uci/mmol); DL-mevalonolactona 2-"H{actividad especifica 82 uCi

jamol).

Nedicitn ds la colesteroghnesis in vitro.

Para medir la sintesis de colesterol in vitro, se utilizé el
higado de ratas que habian estado sin alimento, durante un minimo
de dos horas antes del sacrificio. Fueron sacrificadas por
decapitacién, aprovechando el nomento para recibir la sangre en
tubos de centrifuga y asli obtener el suero sanguineo para hacer
diversas determinaciones. Los higados de las ratas fueron cbtenidos
inmediatamente y se cortaron rebanadas de 1.0 mm de grosor,
utilizande un microtomo, Tissue Slicer Stadie-Riggs, Thomas A.
Company, No. 6727-Cl0.

En un matraz Erlenmeyer de 50 ml se colocaron 200 mg de
higado en rebanadas, afladiendo 2.5 ml de solucién amortiguadora de
fosfatos de Xrebs 0,2M, pH 7.4; 10 uCl de acetato 1=MC y 2 uci de
mevalonato 2-H.

El compuesto (HMVA o MPS), se afiadié disuelto en la solucién

amortiguadora de fosfatos de Krebs, ajustando previamente el pH a
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7.4; la incubacién se hizo en un bafio con agitacién tipo Dubnoff,
a 120 ciclos por minuto, durante dos horas, a 37°C y atmbsfera con
95% de oxigeno y 5% de CO,.

La reaccién se detuvo afiadiendo 3 ml de solucién alcoh&lica
de KOH al 33%, 5.0 ml de etanol al 96% y 6§ mg de colesterol sin
marca como acarreador. Los matraces se colocaron en un bafic a 70°C
durante dos horas para lograr la saponificacién, controlando ésta
por la desaparicién de ésteres de colestercl en la cromatografia en

capé fina de una alicuota del extracto.

Medicién de la colestsrogénesis in vivo.

Las ratas recibieron el derivado del 4cido valérico por via
subcutdnea o por via oral, durante los dfas jndicades en cada
experimento, a la misma hora de la maflaha. El1 filtimo dia los
animales fueron sacrificados dos horas después de la administracién
del compuesto, recibiendo una hora antes de ser sacrificados 5 uCi
de acetatoc 1-%c y 5 pCi de DL-mevalonato-2-H por via
intraperitoneal, disueltos en solucién amortiguadora de Krebs pH
7.4.

Las ratas fueron decapitadas; el higado se obtuvo de inmediato
del cual se tomd 1 g con el objeto de valorar el contenido de

colesterol con el método descrito en segulda.

Extraccién del colesterol del higado.
Después de someter una muestra de 200 mg de higado a

saponificacién, la fraccién no saponificable fue extraida tres



60
veces con éter de petrbleo (40 a 60°C) utilizando embudos de
separacién de 250 ml; los tres extractos etéreos fueron reuhidos b4
se les lavd gsucesivamente con solucién salina v con agua destilada
hasta eliminar los residuos de KOH. El extracto etéreo se evapord
a sequedad y fue recupérado con 3 ml de acetona etanol 1:1 (v/v);
se afladié 1 nl de solucién de digitonina al 1% en alcchol al 50%,
dejsndose reposar toda la noche. Se centrifugd y elimind el
-acbrenadante; el precipitado fue resuspendido sucesivamente con 1.5
ml de etanol al 95t y 1.5 ml de etanol-éter etilico,1:1, se secd el
precipitado y el digiténido de colesterol se hidrolizé con piridina
‘trasvasando el contenido del tubo de centrifuga a un vial,
evaporindose la piridina colocando el frasco en un bafio Marfa a
70°C. ‘dentro de una campana Qe extraccién. Se afadieron varias
veces vollmenes de 0.5 ml de tolueno hasta evaporar' totalmente la
piridina, Finalmente se agregd 1.5 ml de la mezcla para centelleo
1fquido; esta mezcla se preparé con 0.5 g de PPO (difeniloxasol) y
0.05 g de daimetil POPOP para 100 ml; se disolvieron estos
componentes por separado con tolueno, y una vez disueltos, se
mezclaron. La radiactividad fue medida en un espectrégrafo Packard
Tricarb medelo 4322, corriglendo el apagamiento con una curva de

calibracién hecha previamente.

Cromatografia an capa fina.
Se realizé empleando placas de gel de silice G de 20 por 20 cm
con 0.25 mm de grosor (Merck). El desarrollo de la cromatografia se

hizo con &ter de petrbleo (40 a §0), éter etilico y acido acético
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glacial 85/15/3 (v/v). El revelado se hizo en una cidmara con
vapores de yodo.

Para la separaciébn cromatogrifica del mevalonato, se empled
una mezcla de acetona: benceno 1:1 (v/v) y el revelado se hizo con
27,7’-diclorofluorescefna al 0.2 % en netanol, observandose las

manchas bajo iuz ultravioleta.

Deterainacién de colesterol total.

El colesterol aérico fue determinado colorimétricamente con el
método de Abell y colaboradores® que emplea anhidrido acético/&cido
sulfGrico concentrado/&cido acético glacial 20:1:10 (v/v) para el
desarrallo del color.

En un frasco con tapdn esmerilado se coloca 0.5 ml de suero,
inmediatanente se agrega 4.7 ml de etanol absoluto mds 0.3 ml de
KOH al 33%.

Se ponen los frascos en el bafio Dubnoff 1 hora a 37°C y se
deja enfriar.

La extracci6n se hace con 10 ml de éter de petrbSleo, poniendo
también 5 ml de agua destilada, agitando un minuto en el vortex.

Se colocan en tubos de ensayo, vol(menes conocidos de la fase
etérea. .

Se evapora el BEter de petréleo de 37 a 40°C, se colocan los
tubos en bafio maria a 25°C, hasta sequedad.

Se afladen a tiempos escalonados 6 ®rl de reactivo para
desarrollo de color, el que se prepara de la siguiente manera: 1

parte de &cido. sulf@irico, 20 partes de anhidrido acético, 10

.
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partes de &cido acético glacial. Se poner el anhidrido en bafio de

hielo, luego se agrega el Acido sulfGrico y al final el &cido
acético. Se saca del bafio, se deja que tome temperatura ambiente y
se agrega a los tubos. Posteriormente se lee usande filtro rojo 660
nm después de 30 minutos, E1 blanco es preparado utilizande

finicamente el reactivo para el desarrolle de color.

Determinacién de fosfoglicéridos.

Se determiné el fésforo de los extractos de lipidos del suero
utilizando el método colorimétrico de Bauman®, an el qua se emplea
para desarrolle del color una solucién dcida de molibdato de amonio
al 2.5%.

. Se agrega en un tubo de ensayo 0.2 ml de suero mis 4 ml de
acetona-etanol 3:1; agitar por 30 segundos en el vortex, después
dejar reposar por 5 minutos. centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos.

Tomar del sobrenadante ¢,5 ml por duplicado. Evaporar a
seguedad, Adicicnar a cada tubo 0.4 ml de H,S0, 10N,

Poner en el hornc para digerir por 2 horas a 160°C. Agregar 6
gotas de H,0, {30% vol). Dejar en el horne por 2 o mis horas.
Obzervar gue haya quedado completamente transparente, de ctro modo
ge 1o agkega mis agua oxigenada y se regresa al horno.

Cuando el contenido del tubo estd claroc, se afiade 1 nl de agua
bidestilada y se pone a ebullicién por 10 minutos. Se saca y se
agregan 4 ml de agua bidestilada, 5 m)} de una mezcla de molibdato
de amohio al 2.5% y H,50, en cantidad suflciente para acidificar la

solucién (420 ml de agua bidestilada, 40 ml de melibdato de amonio
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. al 25% y 40 ml de H,50, 10N y 0.2 ml de &cido ascérbico, mezclando
bien). Posteriormente se colocan los tubos a ebullicisn durante 10
mninutos y se enfrian en el chorro de agua. Finalmente se lee a 660
nn (filtro rojo).

Se preparan patrones de concentracién conocida a partir de
KH,PO,, con 3,6, 12 y 18 ug de Pi, mismos que se ajustan a 5 ml con

agua bidestilada antes de desarrollar color.

Valoracién de triacilglicéridos.

Los valores de los triacilgliceroles en suero se determinaron
empleando metaperyodato de sodio al 0.6% segln el método
colorimétrico descrito por Gottfried”.

Para preparar el metaperyodato se emplean 6 g/l incluyendo 50
ml de &cido acético glacial.

Reactivo de acetil-acetona: 1.5 ml de acetil-acetona se afora
a 200 ml con acetato de amonio 2M. Se deja reposar 1 h antes de
usarlo.

Para preparar los estindares de trioleina, se disuelve una
ampolleta de 500 mg (sigma T 7502) en 100 ml de isopropanol,
quedando por lo tanto a una concentracién de 5 g/l. Se hacen
diluciones con isopropancl de tal modo que se obtengan las
concentraciones de trabajo de 100, 200 y 300 mg/.00 ml.

Para hacer la extraccién de TAG en suero se agregan, a 0.5 ml
de suero, 2 ml de heptano, 3.5 ml de isopropanel y 1 ml de &cido
sulfdrico 0.8N; se mezcla en el vortex 30 seg y se deja que las

fases se separen, sin centrifugacién.
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A 0.4 ml de la fase superior, de heptano, se afladen 2 ml de
isopropanol y una gota de KOH (6.25M). Se meicla bien y ge incuba
a 70°C por 10 min., Se adicionan 0.2 ml del reactivo de
metaperyodato y 1 ml de reactivo de acetilacetona. Se mezcla bien
y se incuba a 70°C por 10 min. Se deja enfriar la mezcla a
temperatura ambiente antes de leer a una longitud de onda de 425 nm
(filtro azul) estando aun tibia la solucién.
La curva de calibracifén con este método es lineal hasta 200
mg/dl y la recuperacién promedio es de 94.5%; los valores normales

en el humano, después de 10 h de ayuno, son de 42-167 mg/dl.

geparacidn electroforética de lipoproteinas.

Se usd el método de acetato de celulosa gelatinizado de Herr,
Margani A.%».

Sobre las tiras de celulosa se deposita el suero que va a ser
scmetido a un campo eléctrico, en condiciones que separan las
distintas lipoproteinas, La tincién de dichas lipoprotefinas, con un
colorante de lipidos, permite la avaluacidn porcentual de las
tracciones separadas.

La separacién electrofor&tica se realizé en membranas de celogel de
2.5 por 17,5 cm,

Se lavan las tiras de celogel con la solucién amortiguadora
durante 10 minutos como minimo, con objeto de eliminar el alcohol
metilico en que vienen sumergidas, que podria desnaturalizar las

proteinas.
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La solucién amortiguadora utilizada contenfa:Tris/glicina/NaCl
(14.1 g, 22.6 g ¥ 1 g, respectivamente, para 1 litro de solucién).

Se secan las tiras entre dos hojas de papel filtro para
eliminar el exceso de amortiguador sobre la superficie, para evitar
una distribucién tortuosa del suero en el momento de ser aplicado.

Se marca el extremo de cada tira con 14piz de grafito para la
identificacién de las distintas muestras de suerc en estudid. Se
deposita en 91 centro de la tira, equidistante al &nodo y cé&todo,
0.5 ul de la muestra de suero en estudio. Se realizan tres
aplicaciocnes sobre el mismo punto permitiendo que entre cada
aplicacién la muestra se absorba convenientemente; esto beneficia
la separacién de las fracciones lipoproteicas.

La fuente de poder se fija a 200 volts durante 40 minutos.

Después del perfodo de fracclionamiento, se sumergen las tiras
durante 2h en la selucién colorante, que centiene Fat 7B, preparado
siguiendo las indicaciones del proveedor, mninutos antes de
finalizar el fraccionamiento eléctrico. Conviene agitar periédica
mente durante el procedimiento de tincién.
Despuds de las 2 horas se lavan las tiras bajo una corriente de
agua. El fondo de la tira queda perfectamente limpida, lo que
contrasta con las bandas coloreadas de lipoprotelnas.
Posteriormente a las tiras se las coloca en Jla solucién’ de
transparencia durante 5 minutos; después se extienden sobre una
placa de vidrio perfectamente limpia, escurriendo el exceso de
liquido.

Con una limpara de rayos infrarrojos o en una estufa a 70°C se
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completa la transparencia durante 5 minutos.

A continuacién las tiras se lavan r&pidamente con agua
destilada para eliminar el exceso de sal, secindose con papel
filtro. Se conservan a temperatura ambiente. Cuando la tira se ha
descargado de toda humedad est& lista para cuantificarse, pudiendo
ser conservada en esta forma.

Para hacer la valoracién, se disponen 4 tubos marcados
convenientemente, colocando en cada uno 1 ml de la solucién
eluyente de acetato de etilo/metanol 80:20 (v/v}. Se recortan cada
una de las fracciones y se colocan dentro del tubo correspondiente.
Se esperan 20 minutos para gue se libere el colorante fijado a las
lipoproteinas y entonces se lee a 530 nm.En el tubo reservado para
el blanco, se coloca un trozo de celogel de la misma tira, que no

contenga lipoproteinas.

Valoracisn de la ensima 3 hidroxi, 3 metil-glutaril CoA reductasa.

Se realizé midiendo la transformacién de hidroximetil glutaril
CoA 3-"C a mevalonato, en un sistema en que se emplearon microscmas
de higado, siguiendo el procedimiento descrito por oOrtiz¥. E1

sistema de valoracién completo, contiene en un volumen de 0.8 ml:

Solucién amortiguadora de fosfatos, pH 7.2..... 100 mM
Cloruro de magnesio (MgCl)....ceveveecencaanss 3 mM
Fosfato de dinucledtido de

adenina y nicotinamida, (NADP*).vevveeonnsrrnts 3 mM

GlucoBa 6-fOBfato t.iiuistinierssnnsasiocsssrans 10 mM
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Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.eessaseesecsess 2.5 unidades
Glutatién reducido....c.ecvrieiecsnncccsnsvsnns SO mM
3-hidroxi-3-metil glutaril coenzimaa 3-Yc..... 0.2 mM
Proteina Microsomal .....cceiivecerenssonnassas 0.40 a 0.7 mg

La reaccién se inicia por la adicién de la enzima microscmal,
después de que ya se han afiadide todos los demds ingredientes de la
mezcla de reaccién.

Se colocd el sistema completo en tubos de 15 ml, por
duplicado, incubsndose durante 30 minutos en un bafio Dubnoff, a
37°¢, con aéitacién de 72 ciclos por minuto, en atmésfera de aire.

Al terminar el tiempo de incubacién se afadieron 3 mg de
mevalonolactona no radiactiva (Sigma Chemical Co) disueltos en
acetona, a cada uno de los tubos y la reaccidén se detuvo
inmediatamente por 1a adicién de 0.4 ml de &cldo sulfarico iN.
Los tubos se mantienen en agitacién 30 minutos mds, a 37°C, para
astar seguros de la lactonizacién del mevalonato biosintetizado. Se
deja que los tubos tengan temperatura ambiente y se adiciona a cada
uno 0.5 ml de etanol absoluto ¥y 1.0 g de sulfato de sodio anhidro.

La solucién se extrae 4 veces con 2.0 ml de éter etilico,
libre de perb6xidos, agitando 5 minutos en el vortex cada vez. Se
juntan los 4 extractos etéreos, se secah utilizando sulfato de
sodio anhldro y se evaporan en vasos de precipitado de 50 ml con
una corriente de aire. El extracto se recupera con J ml de acetona
¥ se toma una alicuota de 0.5 ml para aplicarla en placas de gel de

silice,
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La cromatografia se hace utilizando placas de vidrio de 20 por
20 cm en las que se aplica una capa de gel de silice, en la
proporcidn de 15 g para 45 ml de agua destilada, suficiente para S
placas; la suspensién se aplica utilizando un deslizador gue deja
una capa uniforme de aproximadamente 0.2 mm. Se dejan secar 30
minutos a temperatura amblente antes de colocarlas en un horno a
125°C durante una hora. Se deja que tengan la temperatura ambiente
antes de usarse. En caso de no utilizarlas de inmediato se guardan
en un desecador, En la placa se colocan por duplicado, alicuotas de
los extractos, aplicando también por separado y en la misma placa
patrones de colesterol y mevalonato, gue también estdn disueltos en
acetona. El desarrollo de la cromatograffa se hace utilizando una
mezela 1l:1 de acetona:benceno V/V, tardando el desarrollo de la
cromatografia aproximadamente 40 minutos. Las placas se sacan de la
cémara de cromatograffa, se dejan secar y se rocfan con la mezcla
reveladora que e¢s una solucifn al 0.2% de 27,7’/-diclorofluoresceina
en metanol. Utilizando una lampara de rayos ultravioleta se puede
identificar ficilmente las manchas de los patrones y los problemas,
La mancha correspondiente a mevalonato se raspa de la placa y se
recoge el gel de s{lice en un vial, agregando 15 ml de la mezcla
centelladora. '
Los R, obtenidos con este sistema de cromatograffa son los
sigulentes:

Hidroximetil glutarico ..................;..o.o

Mevalonolactond ssiesssnsaccaasesosersoeses0l?

Colesterolissseeetessacassssssasssansnssssss0,9
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La radlactividad fue medida en un espectrémetro de centelleo
1fquido packard Tricarb Modelo 4322.

En cada experimento se incluys el procesamiento, desde los
pasos de extraccién en adelante, de un tubo conteniendo una
cantidad conocida de mevalonolactona-2-'‘C, de tal mode de poder
corregir los resultados por pérdidas durante el procedimiento de
extraccién. La recuperacién promedic fue de 80%. Los resultados se
expresan comc nanomoles de hidroximetilglutaril coenzima A
convertidos a mevalonate por minuto, por miligramo de proteina

- mierosomal¥.

Daterminacidn de protefnas.
La proteina microsomal fue determinada colorimé&étricamente

empleando el reactivo de Folin, segin lo describe Hartree”

Técnica para aislar colesterol del sistema nervioso central.
Primero se procede a extraer la masa encefflica de la rata,
Utilizando una pinza se separan hipotdlamo, cerabalo Yy cerebro,
Cada uno de ellos se pesa, se homogeneiza manualmente con un
homogenizador tipo Elvhejem, después de adicionar una mezcla de
cloroforme metanol 2:1, dejé&ndose extraer hasta que el tejido
sedimente; se filtra con papel Whatman del ntmero 3 y el extracto
se evapora a sequedad. Posteriormente se determina colesterol

total con la técnica descrita por Abell®,
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Evaluacidn de 1a colesterogénesis en el siatema nervioso central de
ratas tratadas -con el compussto NP8 a partir de precursores
marcados.

De acuerdo al procedimiento descrito por Diaz-Zagoya, y col¥,
se emplean ratas a las que se adwninistrsé por via subcutanea el MPS.
De acuerdo al esguema del experimento, fueron sacrificadas y se
obtuvieron: cerebro, cerebelo e hipotdlamo. Se pesan y se colocan
en matraces Erlenmeyer de 25 ml a los cuales se les agrega 2.5 ml
de solucién amortiquadora de Krebs, pH 7.4, sin fosfatos. Esta
solucién amortiguadora se prepara en el momento del experimento de
1a siguiente manera: 100 partes de KaCl (0.154 M), 4 partes de KCl
(0.154 M), 3 partes de CaCl, (0.11 M} y 1 parte de Mg50,.7 HQ0 (0.154
M).

Se tritura el tejido manualmente con una varilla de vidrio y
se agrega el precursor (acetato o mevalonato marcades), El1
precursor utilizado tenia la actividad de 10 pci/ml. La técnica
para el aislamiento y medicién del colesterol ha sido descrita por
Diaz-Zagoya®). Descrita en forma breve incluye los siguientes
pasos:

Las muestras se ponen en el aglitador Dubnoff, a 120
ciclos/minuto, por 2 horas, con atmésfera de oxigene, a 37°C.
Después de la incubacidn se para la reaccién adicionando 0.5 ml de
KOH al 30% y 10 mg de colesterol frio disuelto en etanol; se
completa el velumen a 5 ml con etanol. Se saponifica a 70°C

durante 2 horas y se refrigera por 12 h.
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Extracoién del colesterol. Se realizé tres veces en embudos de
separacién, con &ter de petréleo, empleando vollmenes de 30 ml; los
extractos ya reunidos se lavaron la primera vez con solucién salina
saturada (NaCl) y dos veces con agua destilada.

Se evaporé el extracto y se recobrs empleando 1.5 ml de
acetona-etanol 1:1, por tres ocasiones, pasando la muestra a un
tubo de centrifuga.

Se precipité con digitonina al 1% disuelta en etanol al 50%.

Se centrifugd sucesivamente y yesuspender el precipitado con
etanol, etanol-éter 2:1, y finalmente con éter. El precipitado se
evapora con una l&mpara de rayos infrarojos. Posteriormente, se
disolvié en piridina y se pas6é a un vial, evaporando la piridina en
un bafo a 50°C. Después se agregd 1 ml de toluenc y se evaporb,
Finalmente se agregaron 15 ml de centellador que habfa sido
preparado con 10 g de PPO, 1 g de dimetll POPOP en 2 litros de
tolueno. La medicién de la actividad se realiz6 en condiciones para

“¢, para 'H o para anmbos.
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RESULTADOS.

1. Valoracién del efecto del HMVA en el nmetaboliszo del

colesterol de la rata.

a)} La medicién de la colesterogénesis in vitro se hizo
por la incorporacién de acetato y mevalonato marcados, a.
colesterol, en rebanadas de hfgado de rata. En la figura 6 se
observa gque hubo inhibicién de a incorporacién de ambos
precursores, sin embargo el efecto fue mayor sobre la incorporacién
de acetato, en todas las dosis utilizadas (0 a 52 mM).

b) La valoracién de la colesterogénesis in vivo se
realizé exclusivamente midiendo la incorporacién de acetato a
colesterol en higado, utilizando diversas dosis, la mayor fue de
1.95 mmoles/100 g de peso. En la figura 7 se aprecia que con 0,32
mmoles de HMVA/100 g de peso Se obtiene un 20% de inhibiecién de la
incorporacién del precursor y con dosis de 0.97 a 1.95 mmoles/100

g de peso, se obtuvo el miximo de inhibicién (60%).

c) Se midi6 la colesterogénesis in vivo, en el higado de
ratas que recibileron HMVA por via oral (Tabla 1), a una dosis de
1.88 mmoles/100 g peso. corporal (grupo 2), y se compard con la de
ratas normales (grupo 1), con dieta adicionada de 1% de colesterol
(grupo 3), con dieta adicionada de 1% de éolesterol y HMVA (grupo
4) tratadas con diosgenina (grupo 5) o tratadas con diosgenina y

HMVA (grupo 6). En la tabla 1 se puede ver que el HMVA inhibi6 1la
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TABLA 1
Incorporacién in vivo da acetato radiactivo a colesterol en

higldo de rata.

Grupo nmol/g/h P

1. Control (4) 1600+ 50

2. HMVA . (4) 511t 87 < 0.001
3. 1% colesterol (4) 656+ 241 < 0.01
4, 1% colesterol + HMVA (4) 386% 130 < 0.001
5. 1% diosgenina (4) 4624t 338 < 0.001
6. 1% diosgenina + HMVA (4) 2242+ 432 > 0.10

Los animales reclbieron las dietas indicadas por 6 dias. Cuatro
dias antes de su sacrificio se les administré diariamente el HMVA,
por via oral, a una concentracién de 1.8 mmoles/100 g de peso
corporal. Una hora después recibieron 5 uCi/100 g de peso corporal
de Acetato de sodio de actividad especifica 0.166 mCi/mmol. Los
resultados son expresados como nanomoles de acetato incorporados a
colesterol por gramo de higado por hora. £l nlimero de ratas de cada

grupo se indica entre paréntesis.



TABLA 2
Actividad d4e la HNG~CoA reductasa en el higado de rataa

tratadas con EMVA y alinentadas con diosgenina o colestsrol.

Grupo Actividad de la HMG-CoA reductasa
1, Control (%) X 5.47% 0.52
2, HMVA (4) 5.31% 0.28 p> 0.10
3. 1% Diosgenina (10) 9.48% 3.68 p< 0,005
4. 1% Colesterol (4) 2.15% 0.15 p< 0.005

Los animales indicados recibieron por _cua\:rc dias antes de ser
sacrificados 1.88 mmoles/100 g de su peso corporal de HMVA disuelto
en sclucifn amortiguadora de fosfato pH=7.8 0 sb8lo el equivalente
del volumen del amortiguador de fosfato,

Los animales del grupe 3 y 4 recibieron las dietas indicadas 48
horas antes de su sacrificlo. La actividad de la reductasa se
expresa como nmoles de mevalonato formado por mg de proteina
microsonal/hora, Cada animal fue valorado con 4 ensayos. El sistema
de ensayo consistidé de 0.8 ml que contenian: 200 mM de solucidn
amortiguadora de fosfato, pH= 7.2, 3 mM de Mg Cl,, 3 mH de NADP, 10
oM de glucesa 6 fosfato, 2.5 unidades de glucosa 6 fosfato
dehidrogenasa, 50 mM de glutatién reducido, 0.2 mM (3-YC)-HMG~-CoA
Yy 0.7 a 0.9 mg de protefna microsomal. El numero de ratas de cada
grupo esté lndicado en el paréntesis, ademés la actividad muestra

el error estandar del promedio,
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incorporacién de acetato a colesterol., Igualmente se produjo una
inhibicidn por el exceso de colesterol en la dieta {grupo 3). El
HMVA también manifesté su efecto inhibitorio en las ratas a las
cuales se estimulé la incorporacién de acetato a colesterol,

administrando diosgenina en la dieta (comparar grupo 5 y 6).

d) Se midié la actividad de la HMG-CoA reductasa en el
higado de ratas normales (Tabla 2), tratadas con HMVA, con dieta
rica en colesterol o con diosgenina administrada por via oral, En
la gue se observa gue los valores de actividad de la HMG-CoA
reductasa son semejantes enh las ratas normales y en las que
recibleron HMVA, Por el contraric se observan los efectos ya
reportados en la literatura, de I1nhibicidn e incremento de 1la
actividad de la enzima HMG~CoA reductasa, por el empleoc de una

dieta hipercolesterolémica y diesgenina, respectivamente,

2. Valoracién del efecto del MPS sobre el metabolismo dsl
colestarcl en la rata.

a) Valoracién de la colesterogénesis iIn vitro por la
incorporacién de acetato y mevalonatc marcados a colestercl, en
higado de rata. En la figura 8 se observa que en todas las dosis
utilizadas (0,77 a 260.6 mmoles/l) se produjo una importante
inhibicién de la incorporacién de los dos precursores.

b) Valoracién de la colesterogénesis in vivo por la
incorporacién de acetato y mevalonato a colesterol, en ratas

tratadas con MPS. En la figura 9 se observa que en todas las dosis
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de MPS utilizadas (0 a 300 mg/100 g de peso corporal), se produje
un incremento en la incorporacién de ambos precursores.

c) Determinacién de colesterol total en suero de ratas
tratadas con MPS, por via subcutdnea. En la figura 10 se observa
que con cada una de las dosis utilizadas (0 a 2.1 mmoles/100 g de
peso corporal) se produjo efecto hipocolesterolemiante.

d) Estudio de los niveles plasm&ticos de
triacilgliceroles en ratas tratadas con 0.064 mmoles de MPS/100 g
de peso corporal. En la figura 11, se aprecia una disminucién
{importante de los niveles de TAG en las ratas que recibleron MPS
por via subcutlnea.

e) Andlisis de las lipoproteinas y fosfolipidos en suero.,
En las ratas tratadas con MPS no se encontr® modificacién, con
respecto al grupo control, ni en las lipoproteinas, ni en los
fosfolipidos del suero. (Por esta raz6n los datos no se incluyeron)

f) Anslisis del efecto del MPS, en el sistema nervioso
central de la rata administrado por via intraperitoneal, en la
figura 12, se observa que no hubo diferencias entre 1las ratas
tratadas con MPS y las ratas control, en la incorporacién de
mevalonato a colesterol en cerebro., Por el contrario si hubo
diferencias en la incorporacién de mevalonato a colesterol en
cerebelo e hipotdlamo, con incremento e inhibicién, en estas dos
regiones del SNC de las ratas tratadas con MPS, respectivamente.
Este estudio no est&d seMalado en los objetivos, sin embargo fue
posible hacerlo gracias a la colaboracién del Dr. Riéardo Martinez

vargas.



COLESTEROL EN SUERO DE RATAS TRATADAS
CON 4 METIL-4 PENTENOATO DE 30010.
ng/dl

90

wl ]

2 I I I

50 |

40

P2 0.0% Pz 0.01 P10.005 Ps 0.00)
” -

20

[-} 0.13 0.27 0,54 2.1
Dosis de MPS xanles/100 g de peno

FIGURA 10, de utilizaron ratss machos de 130 a 180 g de peso
con un perfodo Qe ayunc & dos horas. El NPB sa
adainistrd a las dosis indicadas por via subcutbnea
durante cuatro diss. Cada grupo que recibid NP aa
compard con el grupe coantrol; los valores de p se
indican en cada caso, a partir de la dosis da 0.27

sus valorss disminuyeren significativanenta.
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DURANTE 4 DIAS.
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DISCUSION

Efecto del HENVA scbre la colestarogénesis in vitro.

El primer derivado del dcido valérico que se utilizé fue el HMVA
del cual ya ha sido comunicado su efecto hipocolesterolemiante'l,
Los resultados de nuestros experimentos indican que el compuesto
inhibe 1la incorporacién in wvitro tanto de acetato como de
mevalonato a colestercl, en el higado de la rata, como se muestra
en la figura 6. Los resultados representan la radiactividad en el
colesterol de 200 mg de rebanadas, expresada como el porcentaje del
valor control: 14,061 t 2,413 dpm/200 mg de rebanadas de higado y
112,121 t 16,758 dpm/200 mg de rebanadas de higado para el acetato
y mevalonato, respectivamente, El efecto inhibitorio del HMVA fue
dependiente de la dosis pero para el caso del mevalonato las mismas
dosis de HMVA produjeron menor grado de inhibici6n que para el
acetato, con excepcién de las dosis mayores a 50 mM, figura 6.
Una inhibicién mayor de 1la incorporacién de acetato que de
mevalc;nato a colesterol abre la posibilidad de que el efecto del
HMVA sea sobre la enzima HMG-CoA reductasa, razén por la cual esta

enzima fue medida.

Efscto del HMVA sobre la colesterogénesis in vivo.

Cuandoe se administrd el HMVA a la rata, por via parenteral, a dosis
de 0 a 1 mmoles/100 g de peso corporal, no presentd efecto sobre la
incorporacién de acetato a colesterol (los datos no se incluyen),

sin embargo cuando el compuesto se administré por via oral, tuvo
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una influencia critica sobre la sintesis de colesterol, valorada
por la incorporacién de acetato a colesterol en el higado (fig 7).
La curva de dosis-respuesta muestra que se obtiene un 20% de
inhibicién de la incorporacién con dosis de 0.32 mmoles/100 g de
peso corporal.

El naximo de inhibicién fue obtenido con dosis en el intervalo
de 0.97 a 1.95 mmoles/100 g de peso corporal, figura 7. Es muy
interesante que dosis bajas del orden de 0,072 mmoles/100 g de peso
corporal produjeron aumento en la incorporacién de acetato é
colesterol, esto es un efecto opuesto al de las dosis mayores de
HMVA. Este resultado no se puede explicar con los datos aportados
por nuestros experimentos.

Tomando en consideracién los datos anteriores, se escogi6 una dosis
de 1,88 nmoles de HMVA/100 g de peso corporal para ser adminiétrada
por via oral a las ratas. Esta dosis produce un 60% de inhibicién
en la incorporacitn de acetato a colestercl Tabla 1 y un 30% de
inhibicién de mevalonato a colesterol (84,277 + 5,280 dpm vs 57,253
t 87 dpm por g de higado fresco, en las ratas control y en las
tratadas con HMVA, respectivamente, p<0.05). El colesterol del
suero en las ratas tratadas con HMVA fue de 84.8% 4.1 mg/dl vs
88.6% 5.8 mg/dl en el grupo control {p>0.10). Tomado de referencia®

El contenido de colesterol en el higado de las ratas tratadas
con HMVA fue semejante al de las ratas control (265 *17 mg/100 g vs
260t 4 mg/100 g de higado fresco en el grupo control). Por el
contrario en las ratas gue recibieron 1% de colasterol en 1la diata,

el contenido de colesterol hep&tico mostrd un incremento del 8%, En
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la tabla 1 se nuestra que la administracién oral de HXVA produjo un
69% de inhibiciSn en la incorporacisn de acetato a colésterol, tan
importante como la gue produjo la administracién durante dos dias
de una dieta con 1% de colesterol mds 0.5% de desoxicolato de sodic
{60% de inhibicién). La administracién de HMVA a ratas con dieta
rica en colesterocl produjo una inhibicién del 77%; las ratas
tratadas con diosgenina mostraron incremento en la incorporacisn de
acetato (289%), lo cual concuerda con datos previos reportados por
nuestro laboratorio'’. La administraci®én de HMVA a ratas tratadas
con diosgenina revertié parcialmente el efecto de la diosgenina,
Estos resultados apoyan que el efecto del HMVA es a lo menos en
parte debido a la acci6n sobre la HMG-CoA reductasa, aungue el
hache de gque exista tamblén inhibicidn de la incorporacitn de
mevalonato a coleaterol indica que hay otros sitios o mecanismos de
accién del HMVA sobre la biosintesis del colesterol. Kuestros
experimentos no nos permiten decir dénde o cémo es dicho efacto.

La medicién de la HMG-~CoA reductasa en microsomas de higado de
rata (tabla 2) muestra que la actividad de la enzima en las ratas
que recibleron 1.88 mmoles de HMVA/100 g de peso corporal no es
diferente de la actividad enzim&tica de las ratas normales. Por el
contrario, si hay efecto estimulatorio, moderado, estadisticamente
significativo, sobra la actividad enzim&tica, por la administracién
de diosgenina, al igual que un efecto inhibitorio por la
administracién de una dieta rica en colesterol, esto @ltimo en
concordancia con reportes previos de la literatura.

Estes resultades (tabla 1) indican que el efecto del HMVA es
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sobre todo por mecanismos distintos a la modificacién de 1la

actividad de la enzima HMG-CoA reductasa, mismos gue no podemos

identificar con los resultados de nuestros experimentos.

Existen varias posibilidades para explicar el mecanismo del efecto

del HMVA:

18,

24,

39.

4,

5@,

Que el efecto inhibitorio sea sobre un paso de la via
biosintética del colesterol posterior al catalizado por la
HMG~-CoA reductasa. Esto explicaria también la disminucién en
la incorporacién de mevalonato.

Que sé produzcan cambios en la poza de acetato, en este caso
una disminucién. La disminucién de la poza de acetato se
podria manifestar también en otras vias dependientes de
unidades de acetilo,

También existe la posibilidad de que el acetato pudiera ser
tomado por otras vias blosintéticas y que la disminucién de
la poza fuera reflejada en la disminucién de 1la
colesterogénesis, asf como en la disminucién de 1la
1ipogé&nesis,

El HMVA afect6 la incorporacién de acetato y mevalonato. Es
posible que la inhikicién de la sintesis de colesterol se
compense por cambios en absorcién o secreci6én biliar,
receptores de LDL, sintesis de &cidos biliares o bien a un
ineremento en la colesterogénesis extrahepitica.

El que no haya camblo en la HMG-CoA reductasa en microsomas,

quiz& sea por lavar el HMVA al preparar los microsomas.
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Efecto del MPS sobre la colesterogénesis in vitro.

La medicitn de la biosintesis de colesterol se hizo por la’

valoracién de 1la incorporacién de acetato y mevalonato a
colesterol, en rebanadas de higado de rata, siendo este efecto
directamente proporcional a la dosis utilizada. E1 MPS se adicioné
a dosis de 0 a 124 mmoles/litro. En la figura 8 se observa que el
MPS pro&ujo inhibicién de la incorporacién de ambos precursores. La
acecibn fue m&s aparente sobre la incorporacién de acetato a
colesterol donde se produce el 90% de inhibicién de 1la
incorporacién con una concentracién de 2.7 mM.

_Por el contrario, el mismoe porcentaje de inhibicién sobre la
incorporacién de mevalonato marcado al colestercl (fig 8) solamente
se obtiene con una concentracién de MPS de 8.1 mM. Después de 26.6
mM la inhibicién es pr&cticamente total sobre la incorperacién de
acetato y mevalonato a colesterol. La diferencia en la inhibicién
de la incorporacién entre acetato y mevalonato es muy pequefia,
menor que la observada en el caso del HMVA. Este resultado indica
que es muy poco probable que dicho efecto inhibitorio sea sobr.e la
HMG-CoA reductasa, razén por la que no se hizo la medicién de dicha

enzima en los microsomas de higado.

Efecto del KPS sobre la colesterogénesis in vivo.
Al probar el efecto del MPS in vivo en el higado de la rata, se

administré el compuesto, por via subcutinea, en dosis que variaron

desde 0 a 300 mg/ 100 g de peso corporal, En la figura 9 puede ‘%ﬁ‘
i

ohservarse gque para los dos precursores, en todas las is

N T\

«é,,\\
b

>

5
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utilizadas de MPS, se produjo un incremento en su incorporacién a
colesterol en el higado, Este efecto fue mayor para el acetato que
para el mevalonato. No es posible explicar el contraste de los
resultados in vitro con los obtenidos in vivo, con los experimentos
realizados en esta tesis.

Cuando se emple6 MPS por via subcuténea, en dosis de 0 a 156
mg/100 g de peso corporal,(0 a 2.1 mmoles) se observd figura 10 el
descenso moderado pero significativo en los niveles de colesterol
plasnitico, con todas las dosis utilizadas.

Cuando se emple6 el MPS en dosis de 10 mg/100 g de peso
corporal, por via subcutdnea figura 11, los niveles de TAG en
plasna sanguineo disminuyeron en el grupo tratado, comparativamente
con las ratas normales. Esta diferencia fue estadisticamente
signiticativa.

La incorporacién de mevalonato marcado a colesterol en el SNC,
en las ratas que recibieron MPS por via subcutanea durante cuatro
dfas, 10 mg/100 g peso corporal, indica que, en las ratas normales,
la colestercgénesis en el SNC fue heterogénea (fig 12). Sin
embargo, los datos indican que el cerebro tuvo una incorporacién
semejante en los dos grupos de ratas, no ocurriendo lo mismo en el
cerebelo donde las ratas tratadas con MPS tuvieron 4 tantos m&s de
incorporacidn que las ratas control, y en el hipotilamo donde las
ratas con MPS incorporaron s6lo el 5% de lo encontrade en las
ratas normales. En vista de que s6lo se hizo un experimento, no es
posible obtener conclusiones firmes, debiendo ser sefialado

Gnicamente que la colesterogénesis en el SNC también es
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heterogénea, como en las ratas normales, con un efecto inhibitorio
gobre la colesterogénesis en hipotilamo que es la zona del SNC que

presenta aparentemente un recambio de colesterol mis elevado.
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CONCLUSIONES

En este trabajd reportamos los resultados del efecto de los
derivados del &cido valérico: las sales s6dicas del dcido 4-metil-
S~hidroxivalérico (HMVA) y del 4~ metil- 4 pentenoico (MPS), como
posibles agentes hipocolesterolemiantes. Estos derivados al igual
gue otros reportados en la literatura presentan efectos sobre el
metabolismo del colesterol cuando son empleados oralmente o por via
parenteral.

El HMVA inhibe 1la sintesis de colesterol tanto en condiciones

in vitro como in vivo.
El MPS inhibe la colesterogénesis In vitro aunque si aumenta la
colesterogénesis in vivo.
El MPS reduce moderadamente los niveles de colesterol y de
triacilglicéridos.
Nuestros resultados no nos permiten localizar el efecto a nivel
molecular, aunque si descartan el que éste sea sobre la enzima HMG-
CoA reductasa,que es la enzima que se conoce como reguladora de la
velocidad de biosintesis de colesterol en el higado.

Tomando en consideracién que aeste tipo de derivados del 4cido
valérico se han obtenido como productos colaterales, en la sintesis
quimica de pregnenolona a partir de diosgenina, y que todos estos
compuestos, dentro de los cuales existen potencialmente agentes
hipolipemiantes, son desechados sistem&ticamente, creemos que es de
suma importancia proseguir la bfisqueda de agentes farmacolégicos

que pudieran ser inhibidores competitivos de la HMG-CoA reductasa,
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