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ANTECEDENTES

Desde 1950, loe estudios de Gofman, Iindgren, Elliot, =
Mantg, Hewitt, Strisowver, Herring y Lyon (1), llamaron la aten—
olén eobre la posidle exieslencia 4e una relacidn direots entre -
loe niveles plasmiticon de las lipoprote{nas S, 10-30 y ol gredo
de las leesiones aterosolerbticas provocadns en lou conejos, © ef
tre lo8 niveles plasmiticos de las lipoprotefnas 8, 10-20 y el -
antecedaents de infarto del miocardio on personns de uno u otro =
80X0.

Grahea, lyon, Gofman, Jones, Yankley y Sizonton {(2), un
afio despuds, observaron que la inyeocoidn de heparina en humanos
normsales y en cons jos con aterosclerosis exparisental, preducie
ocambios dramfticoa en las lipoprote{nss dol plaoma. Durante algy
nas horas, o en ciertos ocamon haasta vnrios 4{as, una sola {nyeo=
oién de heparina bhacfa deoapnrecer lan lipoprote{nas 8¢ 20-100 y
diexinufa notadlezente las 3, 10-20, cuando éotnp entaban slove-
dae} concomitantements se produc{e un aumento on la CONCEALIrG——e
o1én de las moléculas cuyos S, eran menoros de 10. Batos autores
taabién hicieron notar quo in heparina, administrada @ 0onejos =
que estaban einndo alimentasos con colenterol, retardaba la apari
0i1én de nivelss altos de coléculan 8, 10-50 y suprin{a ol desa~-
rrollo de la ateroaclerosis. Comp entudios posteriores han mostra
40 que la heparins provocs, entre otros efectos biolbgicoca, ol =
aumento eén el plasmam de la lipoprote{na lipnoa y 4o otras ensi--
ans (12,13) dede conniderarve quo las obnervacionee de Grahmm y
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ANTECEDENTES

Deade 1750, ios entudios de Zofman, lindgren, Eiliot, -
Mantg, Hevitt, Strisower, Herring y lLyon (1), llamaron la aten—
0i8n sobre la posible existon:zis de una relacién direota entre -
los niveles plasmfticos de lan lipoprote{nss 8, 10-30 y o1 gredo
de 1as leoicnea ateroeolerétices provocedas en los cone jos, o eg
tre loa niveles plaszdticoe de las lipoprote{nas 8, 10-20 y el -
antecedents de infarto del miocardio en perconns de uno u OtrY =
sexo.

Grahan, lyon, Gofman, Jonmes, Yankley y Simanton (2), un
afio despuds, obeervaron que la inyecccidn de heparina en Inmanos
noraanles y en conojos oon aterosclerosis expsrimental, produoie
cambioa dra=mfticos en las lipoprote{nan dol plasza. Durante aigy
nas horas, o en ciertne casos hasts varico d{as, una eola inyeo-
c16n de heperina hoofa deseparvcer las lipoprote{nas 8, 20-100 y
diszinufa notablemasnte lan 3¢ 10-20, cuando £atas cotaben eleva-
das; concomitantemente se produci{s un sumento en le conoentrt-—
oi1én de 1las moléculas cuyos 8, eran aenores de 10. Batoa sutores
tasbién hicieron notar gue la hoparina, sdxinistradn & consjos -
que estaban siendc alimontnios con colsaterol, retardaba la apary
ci6n lo nivoles altos de =mclfculan S, 10-50 y suprin{a el desf-
rrollo de 1la aterosclorosioe. Como entudios posteriores han moetrs
do que la hsparina provoca, eatre otroon efoctos bioléglcos, el =
ausento en el plasma de la lipoprote{na lipasa y do otras engi--

a8 (12,13) debe considerarse quo las observacionse de Sraham y




aus colaboradores (2), moatraron por primera ves 1la posidilidad -
de las tranaformaciones enzimAticas Ain vivp de las distintas ola-
ses de lipoprote{nas.

Bn unn segunda pudblicecién del miszo ailo, Grahan gt al.
(3) {lustraren con fotograf{as de los andlisis n la ultracentrify

g8, los cazbios qua ocurr{an en el plassn in vivo denpués de 1o =

inyeccidn de hepnrina, tanto en parscnnn nor=nles CORO 0N BqUO=—e
1108 enfer=os que habfan sufrido infarto 4el ntocnrdio y qua te--
nfan valoreo altor 4e lipoprote{nnn S, 20-100 y 3, 10-20. A 1008 =
veinte minutos de 1In inyeccién de 100 2g de heparina, las lipoprg
toeinas 84 20-100 casy iesnmarec{an y sumentadban tanto las 8, 10-20
en lns siguientes seis horan lnp S, 12-20 a su ver d1sainufan.y -
auzentaban tanto 1lns 3, 10-12 cono las sf 6-10 y, finalpente, ~—
transcurridns 2. horans me encontrnban de nusvo los vulorea‘inioig
les., Con 1a hepnarina de absorcién lonta los efectos sodbre las lie
poprote{nana se prolongnron hnata por 72 horas. BEn todoa los casos
parecid no hnber reduccién 4e 1a reojpuenin nun denpuéns de NUDOro=
sas inyeccionee de hepnrina, por otrn parts, eatod nis=od autored
(3) refieren que ol planza dn pnreonnn que hadfan recidbido hepari
na, agregnlo in vitro nl nuero noran', nlternlta el eaprctro lipo=
protaico.

En 1322, Anfinsen, Boyle y Brown (4) publicarnan las foto
grafiaa del anAli={n con la ultracentr{fugn 4e lns preparaciones
de lipoprotefnnn, anten y leapidn e (ncubar el musro, 4o un en=
fer=o de infarto 4el siccardin, ron el factor aclarante purifice=

do. Eote fmotor, contentdo en 1In fracctén 111-1,2,3, lo obturiee



ron del plssma sangufnoo extrafdo deospués de inyectar heparina a
personas nor=nles. Con la ultracentrf{fugn anal{tica cuantificaraen
1las lipoprote{nas separndan de ln mesecln de incubacién por centri
fugnoibn, duranto 18 horas, de mucntras alf{cuotas ajustadas provig
mente n la densidad de 1.063, Sus resultados indicaron que por la
accién, dol factor molarante, durante 5 horas a 37°, dieminuf{a 1a
concentracién de las lipoprote{nns S, 10-150 y de las 8, 20-30 ¥y
ausentaban las 3, 10-20. Fo observaron caabioo en las 3¢ 310,

Bn la minza dpoca, Lindgren, Preeman y Grahas (5), aisla
ron 1la fraccién del plasan da individuos que hadfan recibido hepa
rina y quo sedizontaba a unn densidad mayor de 1.063 y estudiareon
su 8fecto in vitro eobre lipoprote{nan sinlades deo baja densidad,
Bata fraccibn activa, que contenf{e lnn protof{nan del plnamm y las
lipozroto{inans do nlta dennidnd, produci{n la 4isalnucién o sun la
desaparicién deo las lipoprotef{nnn S, 20-200 y la aparicidn, de no
¥, 49 lipoproto{nns 8f 4=20, aun cunndo en cantidnden no equive-
lonten, Los sutorel cocprobaron que la densidad de lan moléculae
producides era vomw jante a la e lan lipoprote{nas sf 4=20 que be
encuentran en el susro hu=znno y cozo identificaron oleato en el -
precipitado formndo durante la incudbacibn, sugirieron quad CGRO ==
parte del mecanin=o de trannforz=acidén tnterven{n ln hidroliois de
enlncen éster de loan glicéridoo,

Ta: t1én en 1742, Boyle, Bragdon y Brown (6) prenentaron
un entulto nsbre lon yroducton que no foraaban al incudar, s 379
Aurante 3 noras, ol planmn posthnpnr{nico de personne alimentadas

con una d4ie%a ricn en granang, ¥n lon enpoctros obtenidos por ultra



sentr{fugncidn do ins mucoetran, njuotndes a la densidad de 1,21,
doyle y uvus colaborndores notarcsn une disninucidn de las lipomro
tefnnu de Liga densidatl, en particulnr de lasg 8y 10-20 y do las
3{ 20-80, y un aizento, no c.nsintente, dal grupo 3¢ 3-8, ToBeem
bién encontraron un nunento significativo en ¢l grupo llamado, =
por e¢otos mutor:n, nltnl,l. que corrosponde a la claze de alta -
donosida, EZste auzonto de las lipojroteinns de nlta dennidad no
had{a sido rotudo ¢n lon trabajos anteriores,

Shore, Yicnhola v Preeman (7) sugirieron, en 1953, que las
trangformncionra do lns lipoprotei{nns, inducidns por heparinga, -
depord{an 46 ln nctivnciin de unn enzizn lipolitice qus actusba
naobre lon triglicéridon,

En contrante con lnn conclusionon de lon trabajos anterig
res, Yucugl, Gofzan, de Lalln, Tan;lin y Ouhizmn (8), en 1958, -
mostruron or unn parte, ue hnb{n unn correlacién negntiva, oig
nificativuzente izportante, cntre los nivalen de 1lns lipoprotef-
1 3: 0-12 8_2 "2-20 y lnp concentrnciones de "haprina® en la
sragre y por otra,que no oxletin ninguna relncidn oparente ontre
lon niveles do "heparinn™ y lon de lipoprotefnnns con valores e
8? mayores do 20, o can lan do alts donnidad, Tnnugl ¥ ous coln=-
bornloren concluyoron jue, onun cunido 1os Zoc ..lnup no el —
clnros, pnrece jue la cuncontracisn do subotancins hepar{nicns -
fintoldglonn anth relncisnntn cunntitntivasnte con loo niveles
do nlgunas 4o lan lijoprotef{nnn planadtican,

Shorm y 3horo (9) en una comunl-nct’n bLreve ,udlicada en
1759, oevlnlaron ue al inoubar liowne -lannitien < ataepar{nios,

lhre de lipopr. . tel{nnn 4o bLafa lensttal, con it 1. uinig o=



St 20-150, obtuvieron moléculan de movilidal electroforétioca muay
ocercana, sunque no idéntica, n las lipoprote{nns normales  ew=

84 12-20, Por otra parte coajrobaron jue los &cidos aspdrtico y

glutémico, la serina y la treonina, ernn los tainobcilos NHy-ter
minales, tanto de 1la fraccidn proteica de las lipoprote{mas =
8y 20-150 que porsist{an denpube de la incudaci’n, como de las -
8, 12-20 qua oo jroduc{an enrcimfticazente do novg y de las lipo=
proteinas nantivas 8¢ 20-150 y 8¢ 12-20. Shore 7 Shore augirieron,
frente a vatap annlogins y n ln naturnleza lipol{ticn de la ongi
na, quo todus las arotefinns en las lipoprote{nns 8, 20-150 enthn
unidas cunrndo =oncs a triglicérides y jue existe unn relacién ms
tab8lica entrs loa lipoproto{nnp 3¢ 20~150 7 lan 3¢ 12-20.

Bn un trabajo presentando por Do Silva (10) en 1961 y deop
rrollado gn el Depurtumontis de 2loquizicn del Inntituto Nacional
do Candiologies, no esntablecleron lan condicionocs §ptimas para o
tudiar in vitro la actividad de la lipojroteinn lipansa del cora=
eén sobre lan lipoprote{nas dol nunro snngui{neoc., Bn ln onzcla de
inoubncién, que conten{n lonsn cnlcto, heparina y asortigundar -
de glioina o pH 9,25, ln lipasn ndélo tuvo mccidn nobre las lipo=
prote{nas 3? 20=400, como no Juzgh por el "glicerol” liborado ¥y
eota nctividad ancizAticn fun inhibida por lnn lipoprote{mnn
s‘,’ 020, por lnn de nlta donntdad 2 ¢ 3 y or ln fraocidn nlbumy
na~-glovulinans del nuero,

Shore y 3hore (11) publicaron on ente nft 11 1962, mayo=
ren dnaton nobre ey iratajo pro entado anteriorme, e (9)s Con bg_

#8 a las cifrasm obtentinn jarn 1as velocidnden do MNotasién, la



movilidad electroforética, 1la clase de asinoboidos HH,-terming—
lee y la composicidn quimicn, nuevamsate concliyen que €3 My —-
prodbable que por ln mocin lipol{tica del plasma postheparinico
las lipoproteinns S, 11-20 oo haynn formado deo novo e in VAtro
a partir de laos lipoproteinas 8: 20400, particularmente dsl sup
grupo 8¢ 20-70,



FROPOSITOS

Bl propdéaito dal presente tradbajo es contribuir al oonool
aiento de los mocaniomos homoootdticon, que determinan 1as OODm=
centraciones relatiwnn de las diferentes clases de lipoprotei{nme
del plasma y en partiocular, cvatudiar ous transformnciones poxr =
efecto de la encima lipoprote{mn lipmsa aislinda dal corazféne

Kl anAlisis de los cnz=bios del patrén lipoproteico obser.
vedo in VAyp como conpeouencim de 1la inyeccisn de hsparima o un
arganis=o (2,3), implica ciertnn dificultades en cunnto a la ine
terpretacidin de lon r-sultadose. Bn primer lugnr, la heparina 1l4-
bera hacla ol plasmn en nlgunne enpecies, partioularmonte an e}
hombre, no nélo la lipnon copec{fioa parn lags lipoprotefmas -
8¢ 20-400 8ino cantidades voriables de ums o zds &otividndes eo-
terol{ticus o 1lipolf{ticas (12,13) y en cegundo lugnr, s pProbée-
ble que los niveles plasaiticos de las lipoprote{nns scan el ro-
sultndo de la intervencidn no sélo de ngontes encimdticos &ino -
de otros factores homeostdticoce (14,15),

BEn los catudios hechos anteriorzente in vitrg se utilisd,
como preparacién engipAtica, con las izplicaciones anotalas en @}
péreafo anterior, ol plasma postheparinico ccapleto (3,6) o al-
guna de sus frecciones separandas por jrecipitacibém (4) o por cep
trifugncibn (5,9,11) y no ol extracto preparado del tojido o
cérdioo (16), Ademds, nnlvo nlgunos trabajon (5,9,11), la mayor
parte d4e ian obpervucionsn se hicloron utiilzando oomo cubatrats

el susro total (3,4,6) en ver de las lipojrote{nns separadas par




ul tracentrifugneibén y, nparte de jue los conmbios en los niveles
de lipoprote{nas trannformadns resultan menos claron por eatar =
presente un mayor mimuro de componontes, se snbe (10) que algusos de
ellos inhiben 1la actividad lipdeica sobre las lipoprotefnas o
8¢ 20-400,

Ia doennidad de 1,063 do las merclas de incubocién annlisp
dan con la ultragentrifugn (2,3,4,5) no fue adecundn porn obeer=
var cambios en las lipoproteinas de nlta denasidad y ez la \nioca
serie (6) ajustndn a 1.2l el anuzento de¢ esias lipoprotefnas fue
significativo,

Pinnloonte, debe notarse que los analieio roalizados, & -
Juggnr por lns Yotografi{as publicndas, son joco antiafnctorice -
para su exazen cuantitativo, en vintn de¢ qus no 8o incluy® elrg
glatro de la l{nen correspondientc al solvents y do quo los tre-
zos Spticos obtenidos can el dinfragsa “schlieren” de dbarra mo
son de 1a fineea de los royectados por la linea metilica de
placn de fasen, Adezdn, en varios experizentos las concentracio-
nes fueron demasiando nltas, los patrones no quodaron incluidos -
on su totalidad en ln placa fotogréfica (3,4,6) y lon resultados
debieron ner sujetos @ lmp correcclinen ;ropine de ente tipo de
anfdliais (18),

En roouzsn, para explorar y tratar de aclarar el =ecanis-
mo de nccibn de uno de loos factoren notivos en la deternminmoidn
de los nivelen plasniticos ‘e lipoprctef{nns, conveni{a estudiar
in yitxg catas trannformacioner utilirandc clnnes defintdas 8o -

lipoprote{nan se;arndan por ultrncentrifugncibn y enzima t{iowlar



preparada de extraotos del misculo card{aco e incudbando en las -
ocondiciones Sptimms establecidas (10). Ademds ero preciso anali-
sar con la ultracentr{fuga las alicuotas de la meszola de incuba-
oibén a la densidad de 1.20, empleando la placay de frsse o inolu~
yerdo el registro de la l{nea ba'rl correspondiente al solvente.

o



MATERIALES Y METODOS

Ia solucién de heparina sédica Abbott contenia aproximsdy
mante 10 mg por ml (1,000 unidades U S P),

Ia oolucién amortigundsra 1,0 M de glicina se preopard di.
solviendo 15,014 g de glicina (Mutritional Blochemicals Corposhe
tion) ep unos 100 ml de agua, ajustando ol pH a 9,45 con 801lT~=
cifn 2 X de HMaOE y completando el volumen a 200 al con agum, Kl
pE del medio al final del periodo de incubacién resultata ser de
9.25 a 9.30. Los medicicnns se hicieron con el potensibastro Book

nan Hodelo G,
Bl asgus que se utiliro parn las eolucionee do 108 ocompO-=

nentes de¢ la zercla 4e incubacién fue bidentilada en aparate 40
vidrio,.

SRPARACION D 1AS DISTIETA] ClASES DR I E
HUMANO LSADAS COMQ SUBSTHATO.~ las soluclones de lipoproteinss
se preopararon eaplenndo las mezclas de suerod eanguinecs, obtew
nidas de las poroonns que ncuden & loo laboratarios 0l{nlooe =
del Inntituto ¥ncilonal de Cardiologin, Bn uno do los experiman-
tos e uné el musro de un nolo dongdor (Preparacionse 12 y 13)e
Tumdiléy se prepararaon soluciones de lipojrotei{nss a pare
tir del suoro 4o una onforma de xantoz=atools hiporcolesterolémy
oa (Preparucionns 8,9,10 y 11).
las téonican de ultracentrifugnclén usadas psra preparsr
y analigar les eoluciocnen de lnn dintintas clases de lipoprotei-



nns fueron las desncritas én un tribajo anterior (10) y las 00Dw=
centraciones, medidns oon la ultrecentr{fugn Spinco B, figuan -«
en las Tablas 1 y 2. ’

Lipoproteinans S: 20-400" e~ Los soluciones de lipoproteinns o=

Sg 20=400, Beis Yecen concentrniann con T opecto o ou nivel 6N -
el suerc (6 Co), se obtuvieron extrnyendo el aililitro superiar
de lop 6 ml de ouero que se contrifugnron durante 22 hores M =
la ultracentrifug jpreparniorn Spinco Modelo LH (10).

lan solucionne 15 Co, ne preparanren cenirifugnndo lo o=
mozcla de 5 nl de la nolucidn € Co 7 1 =l do oolucién de Hall =«
de denoldnd 1,006 y extrayondo loo 2 =l superioros de cada tubos

Las poluciones 30 Co ne chluvieron como lns 15 Co, excep-
to ut lns lipoprote{nnn se extrn'eron to%ulismnte en el 2L1ildma
o superior,

Parn ln separicién de¢ lns lipojrotei{nns 3; 20-400 4o 18 -
enferzsn de xantomntoeie hijwrcolesterolézics, se ponfan 2 =1 de
guero en lop tubob 4¢ solulcnn ¥ 4 =i de mulucilin de Nall do dep
pidnd 1006, Con onte srocediziente €) =il1liiro mirerior contee
nfn 2 veceo In cpntidnd de iiyo-ratelran 3? DlendU prencenten en

el muero 4c¢ in enferza (2 Tol.

f 0O UDn B GXTesny la Vel
jroseinne le Laln lenpidal mels
ity de der,

le Ten TLpo=
Nnll 7 40w

203 g/=l, rro : In ezigrncién jue
tlenon on Lo te Nnl) dn derngt !ni 1,063 ¢/=1 (18), Bt =
2unwerad (r. s e leny o onanerclaturn 4o Gofman cong

E }.'1. B \:1,'"" TYR) v e e n lon dnion cxyerizentales
: P



Lipoproteinas de la clase S 0-20,~ Dee:ués de extrner las 14po=

protei{nno Sg 20-4C0 de lou sucrop normilen, oe desechaba el mili
litro sigulente jue no contenin protefnns ni lipoprotelnan y a

loe & rrntuntes se len agregnban 2 =1 4e solucidn de ECL de den=
oidnd 1,182 pars ajustur len meccln 8 1n dennidnd de 1,033, lag
oondicicnon de contrifugneidn y extrncciér ficron sez=e’)antan & =
las doecritan anteri:rzente (10) y in concrnirnntén firnl do eo=

tap lipojrote{nng regullaba ser 6 Co,

Lipoprotednns do n clane Se  20-400 librep do guiloalcronefe

Porn ge nr lon ulioxisrineg ge contrifuenba o) sucro a ———
Lo

27,000 rev/ztr (51,715 x g) 7 n 13° durante 30 =irmtos. Uns ves
elinin.to =} miliiitro superior, 20 agresnbe al reoiduo nsolucidn
de HaCl 46 dennidnd 1,006 jarm restaurar el vilumen inicinl y, -
despuds dec contrifugnr ln =ercla, ol =1l111%ro superior que -
conten{a »atan lijoprvtelnan S Co con rmnpecto nl suero (Frepa-
rocién 12), pe recog{a como on lap jroperocicnos anterioren,

En ol cnso del suero de ln enfersa de xantoontosis 6e o
centrifugd, en las canliztonen depcritrn, una =ozcln de 2 ml de
susro y 4 ml 4e sclucien de NaCl de 1¢ atial 1,006, El :rrniduo,
deo;:és do dencarinr el =iitiitro con lon qullomicrones, oe rep
taurabe a 6 =1 cor la dolucién de YaCl y lo mozcla, ol ser cen-
trifugndn, concontraba 1,6 vecen (146 Co) a lnn lipoproteines -
s‘_,‘ 20-400 (Proparucién 10).

Ente zét»o neparnba ne nélo lon quilomicrones sino uma

-

R L o,
parte de lan lijoproteinan S, 2=400 como pe ve en lon 4atoe =



TABIA 1

SOLUCIONES DE LIPOFROTEINAS 82 20400

anlén COntzmién val
ores Co

2 5.30 6

3 5.78 6

s* 30

8 3482 2

9 28.2 2"
10°** 15.32 2%
n 41,20 1.6**
12*** 1,09 3
13 2,61 s

e Bota parecién ee higo oconcentrando por centrifug

c1b6n ia {inmedinta anterior,

> K1 esuero utilizando para ostns soluciones provenia de
una enformn de xantomntoeis hiporcolesterolémiocae

+o¢ las preparacionse 10 y 12 fueron hechas a partir del
suero unpado para lns 11 y 1), respsctivamsnte, pero

1ibre de quiloalcronsa,



TABIA 2

SOLUCIONES DE LIPOPROTRINAS 3; 0-20

Preparecidn Concentracién
(nda) (mg/ml) Valores Co
2 16,74 6
3 22,00 6

4 13,38 6




de la Tabla 1 (ocomparur las Preparancionas 10 coen 11 y 12 con 13),

IREPARACION DEL EXTPACTO EXZIMATICQ.- Se usaron ratas Wistar, —
macbos, de 150 a 200 g de peso, nlimentadns con Api-rata (Api.dba,
S.4. Méxioo) ad Jibitim,

Ia preparacién del reniduo aceténico del cornegén se higo =
oomo eetd descrito en (10) y para acelernr la ovnporncién de la -
acetorm se ventild unn horn con nitrégens y luego se deld 18 howe
ras a succién contimin en el desecador con CaCl, 7 8 la texperaty
ra del cuarto refrigerndo (3 a 5% C),

Ia suspensién szoniacn) del rosiduo acetémnico se centrifu~-
g6 15 mimutos n 16,000 rev/min (15,000 x g), a 0°, en el cabesal
296 do la contrifugn Internationnl M - 2 y ol sobrenadants e =
Uoriltsd (10).

las solucionens do los axtractos oneimAticos ese mreparaban
poco antes de {niciar oada incubaclén, disnlviendo 3).) mg por =
mililitro do solucidn 0,025 M de FH,OH (Tabla 3).

JCIBACION,- Le incubncién del sisteza se hizo en frascce erlsg
meyer y onda 0.8 al de mcdio contenfinms 0,500 ml de solucién ==
agortigundore 1 M de glioina -~ EaOH, pll 9.45; 0,010 ml de 80luw
01én 2 H de CaCl, y 0,005 al de lan sclucién de heparinma ebdica =
(50 /o8 Yo Loo 0,285 ml rentantes comprenmdian ol volumen de l& -
solucién con la cnntidnd deo lipoprote{nnn msfinlada en cada OXpo-
rizonto y ngua. 1o Zaeola 86 ton{a a la temperntura amdbiente y =

ln roacciédn oe inicinba con la ndleién de 0,2 ml del extracto ep



TABIA 3

PREPARACIONES TEL EXTRACTO BNZIMATICO,

Penc hiimedo de Reslduo anoténico Bxtracto liofilieado
% del Residuo

(% dol ?eao
(g) scetbénico

Preparscién Mimero de loe COrsgzonod.
?;rth) aniznles, (& (g)
1 30 19.6 a.12 2 1.42 38
3 25 16.6 3.68 22 0.90 28
s 25 16,6 3.4 20 1.16 3

b2 Sl



PARACIONES DEL c

Residuo mcetdnico

Peso himedo deo
(£ del ;eno

Extraoto liofilizado

del Residuo

Pre%eranién Mimero do los corazongS.

nin) anianles, (g) (g) hiimedo (g) aceténico
30 19,6 h,12 2a 1.42 1.}
25 16.6 3.68 22 0.90 28
25 16.6 3.41 20 1,16 34




gimAtioo ¢ inoubanio a 38° en un bafio de sgua. Los frescos eran a-
gitados do vez en cuando durante le incubacién y &l tomar las &uog
trcs para los anflisis. En los sistemss tentigos la enzipa se eus-
titufa con solucién 0.025 M de NH, OH. Xl volumen total de la megole
de¢ incubacién fus de 10 & 30 al y las al{cuctas tommdas a los 4is-
tintos tiempoe fueron: &) 0.05 ml para la medioién de glicerol app
rente (por duplicedo) y b) 3,0 a 5.0 21l pars 1la sepsrecién y madi-
eibn do las lipoprote{nas.

MEDICION BSPECTOPOTOMETRICA DE IA ACTIVIOAD ENZIMATICA.- Is activi
dad enzimdtica me dotermind eczpectofotomftricamente, por la adsore

bencia de las alfcuotas de 1a sercls de inoubscién tratadss sucesi
vamsnte con £oido perySdico y con la mezola sulférico~crozotrépieo,
pars cuantificar formaldehido segin el procedimiento de MaoPudyen,
modifioado por Korn y deocrito on (10)., Kl color desarrollado an -
el volumen final de 9,45 ml de mezola reaccionante se leyd a 570 -
n/n ¢n las cubetas de 19 x 105 ma del Coleman Universal, ocontre un
tenotigo de reactivoe. La nbnordencta de una alfcuota conteniendo «
100 & mmolas do D-mmnitol fue de 0,514 2 0.022 (desviecién estan—
8ar), con un wvanlor mdxiso de 0.540 y un valor minimo de 0,457, en
37 musetras,

Los valores de la ahsorbenciam, promedio de duplioadoe de
1a mezcla de incudbacibn, se refirieron a le absordensia que tenia
1a aifcuota de 100 =/u.x=olna de nanitol analizada también per duply

coado an cadn soerie de determinacionse.

Glicurol amronte.- laa cifrns obtenidans por el proccdimiento antg
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rior 80 AXpresan cozmo n/unolnn de glicerol aparente, en vista de
que 1a resccién no es cspec{fica pars este compussto y de que ¢s
probable que otros componontes de la mszcla incubada estén contri
buyendo al valor medido,.

Glicercl oaloulpadg.- Bl glicerol calculsdo pora una alfcuots de -
1la @mezola de incubacibdn toanda a un tiexzpo determinado, se odtuvo
0080 la diferencia entre las @ unolas de glicéridos hidroliszados

de las 1ipoprotefnas Sg 20-400 y lns mmnolas de los glicéridos -
fijados en lns lipoprote{nno sg 0-20 forazadns. Parae calcular eeota
diferencia se tomaron de los anilinis ds las alficuotas do lod =ep
clao do incubnoidn, los valorvs en =iligra=mos de 1as lipoprotef-—
nas hidrolizadmsns y de las forzadas y se convirtieron en miligra—
moa de glicéridoo considerando, de¢ acuerdo con Iinigren y Riohols
(19), que las lipoprote{nns 8; 20400 contiensn aproximadar..nte =
un 50% de eu peso 1o triglicéridos y las S: 0-20 un 10%. Pinalmep
te, 106 miligrazos 4o glicéridos de laam lipoprote{nas 3; 20-400 ¥
de las sg 0-20 se transforaaron a s mnolas de glicéridos dividiep
40 entre 860 7 entre 872 renpectivamente, cifraa quo representan

el peno =oleculiar de su componente triglisérido. Bate trigliodri-
40 se refiere al que centiene enterificado el doido graso rowd—
410, que ne calculé de los dntos pudlicadoa por lNichols g% 8)le ~—
(20), oodbre la cozposicibn porcentunl de los bcidne grasos de las

lipoprote{nnn analigadns por crozatogran?{a en fese gresosd,

MEDICION DB A ACTIVIDAD EBNZIMATICA POR EL ANALISIS CON 14 UJARA-

CENTHIVIGA.~ lamo al{cuotnn de 1a mezcla ie inoubacibm (3.0 al, eg



perinentos 1,2 y 4; 3,5 ml, experimentos 5; 4,0 a1, experimen~
tos 6 y 5.0 ml, experizentos 7) se recibian en los tubos de 1lao
ul tracentr{fuge que contenian RaBr, pesado en la proporciém do
230 mg por =1 de plicuoctn, Eotn cuantidad de snl (2,2 M), adew-
mis de ipactivar a la lipnua (17), ers la onloulnda para ajus-
tar ls densida de 1.022 g/ml de 1o megola de incubacidn 8 e
1,203. Denj;uése de disolver el Yadr se completuba a 6 al (" alf
ouotas 4ilufdas™) con una soluciin de liaBr y XaCl de densidad
1.203 & 0.001 (281.6 g de Y¥aBr y 11.3) g de laCl per litro),

las soluciones pe centrifugnban en el rotor 40,3 do 1a
ultracentr{fugn preparadorn Spinco Modelo LY, durnnte 22 ho=e
ras a 38,000 rev/min (103,300 x g) y a 12° C.

Bl mililitro de la parte nuperior, que conteni{a todas -
las lipoproteinng, se trunnfer{a cuidadonnzsnte con un gotero
a un tubo aforundo de 1 ale Bn slgunoo casos se formnbe un pre
oipdtado sobre 1lm pared del tubo, lo que prodablezente no pegx
mit1b 1la extruccién coapletn de las lipoproteinas,

Bn los dop jrimeros expyerimentos se =idid la densidald -
de las "alf{cuctas diluidaa® (Tobla 4) antes de centrifugarlss
¥y on lopn cuniro Gltimoo ln del 1.5 ml subyacente al que vontg
nin los lipoprote{nnn denpués de la centrifugnoiém (“soluoién
subyncente®) (Tabla 5), En todon los casos la centrifugroién -
preparaiorn se hizo a las densidmdes anotadnr en las Tablas. A
portir de entos wvnloresm, se calculd ln cnntidad de MeBr qus dg
b{n @e¢r agregndn n las soluciones parn tensr la donnided de —

1,203 antes de proceder nl andlisis cuanntitativo de las 1ipo——



proteinas,

Una ves ajustada la densidsd, se trannferian 0.45 Al de
la muentra incubeadn a8 uno de los sectores de la celda doble de
la ultracentr{fugn annl{tica Spinco Modelo B y 0,45 nl de 1a -
soluciba solvente al otro sector y se centrifugnban a 42,040 -
rev/min (133,637 x g) a 26°C, En estn farmn se ten{an supere—
puentos en la fotogrnfim loe tratos, de lons grudientes del in-
dice de refraocién (dn/dx) en funcién de la distancia del cen~
tro de rotacidén (x), corresjoniientes o la =uestra con lipopro

tef{nas y ul solvmante, la deformmcién del trazo de la aclucién

solvente represents la redistribuoiSa de louv iones salinos du~-
rante ln centrifugnciéng de epta =nners, a cunliquier distancis
del centro de rotncidn, ln diferencin entre el traro de 1la 1~
nes dbu:nl 7 el de lan lipoprote{nan correnponde a loo gradien-
too debidop fundnmentalments a epcns iltizns, ideafds, como se
usaba 61 roter para 4on seldns, 0 analizaban sizul tdneamente
1as alfcuotnn de la z=ezcla can enziza (trazo superior de las =
fotogrifina) y sin enzizn (traze inferior), utilizando la len-
te angular y ln lente plann ordimnrin en cadn celdn, reopescti.
vosente .

Durun%e 6l annAlinin se tomnbun zanunlmante fotogruf{na
a lon O, 2,14 y 64 =inuton “enpds !a alcnngarse la velocided -
de 42,040 rev/min, parn visunlizar in gnzma completn de laa d1-
ferentes clmnen de lipo rotefnnn,

K1 iiezpo pxirs ncelernr el mSotor de ln centrifugn del -

reposo o 1ln velocidnd de 42,040 rev/ain fus do 4 z=in )0 dege =
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TABIA 4
xS 33 1AS ALICUOTAS DE 1A }

(Ml {cuotas dilufdes)

Dennidades (g/ml)

Tieapo de -
incubacién BExperimento 1 Bxperimsnte 2
(=min)
0 1.189 1.190
1.189 1,191
30 1.188 . .
1.190
éC 1,190 1.192
1.191 1,191

Loa vulores de ocuda por corresponden, el primero a
ls neecla de incubaclibn con engiza y el negundo al testigo
sin enziza,



RS DR IAS ALIC AS DR 1A )
(Solucién subyscente)

Experimsnto Densidaldes

Fruim) (e/a1)
b 1.192
1.17,

5 (L 1.187
l.184

5 (11) 1.186
1.184

6 (‘) 1.182
1,183

6 (v) 1.182
1.182

7 (a) 1.176
7 (v) 1,175

los valores de onda par corres x-n:!on1 el primero a
la mesgola con ensimm y el segundo testigo 8in enzimm,
agbas nlicuotas se tomnron nl iniciarse la incubactiéme



la emigrncidn de las lipo,rotef{nas en ese periodo, se conside-
ré equivnlente a ln que hubierun tenido sujetas a la velocidad
mAxiz=n un tie=po igunl al tercis del periodo de ncelerncibn o

sen 9C pegundos (18),

Cllculo de lon resultnlode.= Las fotogrnfinn de loa trozos re -

anplificadbnan cinco vecen v en lop dibuloo ohbilenidoa ae BAYOB——
ban los limfites de =igraciin jnre cnin clnse de lipoprote{nms,
las distancins de lon l{aiten (x,) con respecto nl centro de -
rotacién del rotor me calculnron zedinnte ln ecuncidn estable-
ci1da par Svedberg y EKatoural (21) paran el coeficiente de flota
ciéns

2.303 2

3 - - 10
b g 2 &
W< (ty = ty) 5

8, 1 coeficlente de rlotnciin de ln clase de lipoproteimas,-
conasiderndo n ln dennidnd de 1.20 (22) y expresado en -
em/oag/dinn/gruzo (diferente del vulor nundrico que en

°
eote trnbnjo ne exprensn como 8, )

W 8 velocidad angular durante el nndlinie, igual &

27 x 42,04L0/60, rev/oege

t2 1 tiex;o en negundoo n que ve tomd ln fotogrnri{s deapuds -
de hnber nlennzado In velocidnd de 42,040 rev/min, mfis -

el tien.o e utvilente del perfodo de acelerncién (90 seg)



tl § tiempo cero

X, 1§ distancia en cent{metros deede el centro de rotacién =
banta el l{mite de exigraci’n de la bardn de lipoprotef

nas, al tiespo tz

Xy ¢ distancis del centro de rotacién a 1ln boss de la plema -

central de 1ln celdan, igunal a 7,215 cm.

El valer encontrndo para X, se multiplicéd por el factor
4e anplificacién de loo lentes de la chanra (2,14) y por la ay
plifiocacibn del dibujo (5 vecen), parn jpoder uoar eata distan-
cis a la eacu.l_n dsl divulo de los trarzos,

Unn ver licitadins lao bhnndnp en los dibujon, se ned{a -
su superficie con un planimetro (o.'m2 & 0.,1) y eotes Areas se
oonvertian a unidandes de concentrncidn aplicando la férmuls de=
rivada por Plckels (18),

c A 1000 tn 8
R A

0 s atligramoe de lipoprote{nnn contenidas on un &ililitro de

1a solucibn ananlizada

A 1t drcu en 0-2 de ln vandn de lipoproteinns, prosedio de 2 &

4 nediclonesn

N1 fuctor jor e, .nl e concentraron laa lipoprote{nas dureg



te 1a ultracentrifugeacién preparadors o sea el volumen de¢
la alfouota de la mezola de inoubacidn.

dngulo de la linea metdlica de la placa de fasee con res-
pecto a 1ln hendedura luxinosa

1000¢ factor de ocorreccién de las unidades

L

AR Y

distancia en milimetros del centro de 1a lente condensadg

re superior o la placn de faces

espencr en nilimetros de la plegs central de la celds 0 =

sean loo milimetros del eopenor de solucién que atreavie—
san loo raycs de la lémparan de mercurio

eaplificacién del rndio de la pleza ocentral de la celda -
o oea de la diotancin entre el vértice y msu base y que =
equivile o 1la amplificncién del sistema Sptico de la oémg
rs fotogréfica

aaplificnclén de la dintancia entre lan paredes laterales
de la plega central de la celda, y que equivnlo & la ame

plificncidn por ln lente cilfindrioca
nzplificacién del dibujo con respecto & la foto, ~afia

incresento de la refraccién especifioa de las lipoprote{-

nas con respento n la solucidén salina de fondo, expresada

en 100 ml/g.



Algunoe de estos factores aon oonstantes porque A9pPeD—
den unos del adtodo y otros de las caracteristioss de la ultrs
oentrifugn. En este entudio loo valores y sus desviscionss fi.
jadas empiricasente acon las siguientes:

0 = 45°
L =~ 5774 » O mm
T - 12,0 ¢ 0,3
H 2.14 + 0,03
a = 374 & 0,03
) S 5
Nr . 0.00145 & 0.00005 _100 Al

&
El valor C.00145 pare Dr o=
corresporde a todas las ol\eses
de lipoproteinas (22), cuando -
se analizan en un =edio de MBr
de dennidad 1,20

Con estos wnloren se culould el aiguiente factor oonS~-

tantes

®
1000 tan a 0,50 s 0,08

rruaB’ ODr
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Por otra parts, el drea de los dibujos deberia equivuler
estriotansnte & le concentracién de las lipoprotei{nas, pero oo~
mo cadn andliein se hnce cunndo la nolucién ya no es homogénea,
es necesario corregir por la deforz=acifn debida a los ofectos -
de ia congentracién radial y & le no homogensidad del campo cepg
trifugo en todn la extenalén de la celda, Con tal propbsito, —
una ves calouladns las concentraciones, coa la ecuncidén de w=

Pickels, se corrigieron mediante la niguiente férmula (18)s

c. = C (x/xl)z

C_ 1 concentrnciin corregidn de lan lipoprote{nns para conoocer
ou concentracibén inicinl en la solucién enalizada (mg/ml)

¢ 1 oomcentrsoion caloulnda con la ecuncién de Plokelr ==
(ng/ul)

x1 1 dieancia 46l centro de rotacién & ln base de la plesh <

central de ln celdn, 7,215 cm

T 8 distancin en cent{matron del centro de rotnoién o 1la 1{.
nea, perpendicular n lu bnsnl, que divide el Area dol pa

trén lipoproteico en don partes igunles.

Aunque el trazo de antn l{nan, 60 hnce a Juicio Peroo=e
nal,se pueden 82K ulr Algunrn Airectivas gensralee, Cuando el - -

&rea connidernds em la de un tridngulo sensiblements isdsceles,

e -



con ou lado menor sobre la linea basnl, ls linea que la divide
on dos partes aproximndazente igunles pasa por el vértice, 31
ol Area nmenejn un cundrilAtero recténgulo, ce toma como referep
cia la l{nen perpsndioular a la mitad de su bane, Por dltimo, y
este ea el caso 2fs frecucnts, 5i el &rea tiende a parecerse a
un tridngule rectdngulo, uno de cuyos catetos queda sobre la -
linea basnl y &l otro sobIe uno de los limites de emigracibny=-
entonces ln perpendicular al tercio de la longitud del cateto
basal, medida esin distancia a partir de su interseccidén oon el
otro oateto, dividird el Arca en dod pynrtes tanto =ds iguales
ouanto Bés regular sea ln forma triangular del &res,
Pinalaente, como las velocidedes de flotacién do lss di-
ferenten clrpen de lipoproteinns permanscen cnei constantes, en
los mArgenes de concentrucidn analisados, el efecto Johnstompm
Ogston es mi{nimo (22) y en condecuencia no se apliod corrensién

alguna por esta deformacién.



RESULTADOG

EVECTO DE LA LIPASA SCGRE IAS LIPOMOTEINAS 89 20-400.- Ia conceg

tracidn de lan solucicnes de lipoprotel{nns Sg 20-400 usndns como
subotraton, varid desde 0.23 hanin 8,2 miligrazcs por mililitro -
de megola de incubaoién al tiezmpo cero (Table 6). En los experi--
=sntos 1, 2, 7(a) y 7(b) se emjplearon solucionen de lipoprote{nas
de sueroo norzalen y en loe 4, 5(1), 6a) y 6(b) lns prepnradns &
pastir del osuero de una enfermn <e xantommtonin hipercolenterolé-
ajca; para los experisenton 0{a) ¥ 7{a) pe unaron lipoprote{nas =

de suaros libres ‘e gquilozicronen.

Liverucién 4e glicero)l amrente (Tabla 7).~ En todos loo cascs la
enzima hidrolizé de lan lipoprote{nns Sg 20-400 uno o varios com-

puestos crozogérnicos reconocidoe con el reactivo cromotréplco-au)
furico. la velocidnd de libermcifn de enton cezpuentos formaldehi
d8gonon, referidon cozo glicercl npnrenze, fue senniblenente cons
tunte en lnn dos primeran nhormn 4o incubncién en el experimento 4
7 en ln primemrn horn te los ~xperizencos 1 y 7(b), ento es, tanto
con ilpoprote{nin 4e pusro norz=al cozo con aquellan 4o ia enferma
de xnntomatonin hipercolenterolézicn, FPor otrn parte, en el expoe-
rizantn 5, en «1 jue me unarcn lipoproteinns de enta enfermm, pe-
ro en cantiint iier vecen menor, ln artividad sunque aiguif eumep
tarto Aenpufn e ln o prizern Lora le trcubacién no se mantuvo conj
tarce zdn niif ‘e eute ‘lemyc, .o encimn liberé iguales cantida—

den de %zl ero)l”, cuanio actuaba aotre cantidnien neoejanten dew



- ) =

substrato, sin 4istinguir #1 las lipoprote{nas provenian del =
suero de xantomatosis (Bxperimento 5) o del suero normel (Expe
rimento 1), Pinalmante, asun cuando loo oxperimentos 6 y 7 pare-
cen ilustrar que hay unA zayor lideraoidn de glicerol al usar -
lipoprote{nas preparsdas de suero completo, deds tenerve en o-
" ouenta que las concentrncionse de substrato son cenores en las

solucionee preparsdan de los susros sin gquiloamicrones (Tadla 6).

Canpdbios en ln goncentraci’tn d4e lan lipoproteinng (Tabla 8 y 9)
(Piguree 1, 2, 3, 4, S5 6)e~ 1a lipasa produjo en todas las =
mesclas incubadas, diszmimucidn de las lipoprote{nna 8; 20400,
usndas cozo mubstranto y, lo quo es =fs im;ortante, determind -
la aparicién 4e lns lipoproteinns de las subclasen 8: 12-20 y
8: 0-12, Bn lon canos en jue Be usd suero normal pera la prepa
racién de lipoprote{nas, la degrninciém e la subclase 8f 20-100
fue mnyar que la de la 8% 100-400 (Exjerizentos 1,2,7(a) y 7(b)y
mientras que con los lipoprotei{nan ainladas del suero de 12 eop
ferma de xXantomatonin, rensultd unn oayor degrndacicn de la -
subc lase S:. 100-400 (Bxperizentos 4,5(1), 6(a) y 6(v)s Bn nin-
ghn cano lan fotograf{as tomndnn n los 64 mimutos mostruron la
presencin de lijoprotei{nnn de nlta dennidad 2 ¢ 3. Loo resulta
dos en 108 experizentos 1 y 2 fueron muy sexejantesn entre af e~
Bn el exparizento 4 con lipoproteinns del puero de xantomatosis,
hubo deqmrn'lacisn tanto la lua 11 poprote{nan 8? 100=400 como de
las 8; 20=100 en lun Timeran dos horns de inoub cién y luego

no ne obnarvé caslLic en lmn fos fLornn migulenten; la formacién



TABIA 6

-~ ..

CON SUBSTRATO 87 20-40C

Prepar.cién 3cLucIonN DB LIPOPROTRIMAS

Inoubeoién enzimAtica Preparacién Concentraciém -
(mim) (ntsg) nin) en le mescla de
incubdbscidn,
(ng/ml)
1 l 2 0.91
0.8)3
2 1l 4 l.2
1,2
4 3 8 6.5
8,2
5(1) ) 9 0.97
0.79
6(a) 5 10 1.8
: 1.8
6 5 11 3.3
®) 3.4
7(a) ] 12 0.23
7(v) 5 13 0443

Cnia pur de v:lores uve refiere n la cantidad de subse
trato med:ids ul tlez o cerc en la zegcla 4e incubacién con
engimn y nin enzima resyectivazante,

En lne incutaclones miz, 6 y mim, 7 se usaron lipoprg
tef{nan ein quilomicrones {a) y con gquilomicronss (bl




TABLIA 7
CaHQ JUASIRATO LIPOIRZELIAS 32 20-£00.
Tiexmpo de Albsorbemia
ingubacibng, cu .
(min)
Bxperizento 1
30 0.093
0,005
60 0.174
0.01)
Bxpericanto 2
0.210
S0 0, 000

Bxperi.ento 4

30 3:588

0,328
60 0.000
0,680

120 0.020
0,945

180 0.015

1,09
240 0,012



TASLA 7

{continuacibn)

Tiempo de AT
incubacibn, nlicuotn ig.%i &a

(ain)
Experimento 5(1)
04190
60 - 0,016
120 0,234
- 0,009
0,226
180 ) - 0.019
0. 241
%o - 0.013
Experizento 6(a)
0224
60 0,000
120 0,335
0,002
Bxperimento 6(b)
04260
60 - 0,013
120 0s480

- 0,008



TALLA 7

{contimuncién)

Tiezpo de TA_&WL’.
incudocibne alfcuota (0,05 ml
(ain)
Experinento 7(a)
30 0,053
0,05
60 00064
0,014
120 0,090
0,025
Bxperirento 7(b)
30 0.065
O
60 06110
- 0,003
120 0.140
0,011

Loa valoren de onda pnr corrensponden, el primero a la
zezcla de incubancidn con eneimn y el segundo ul testigo ein

enzirn,



de las 8: 12-20 fué mayor en la primers hora y no se modifiod -
a partir de la segundn; las del grupo 82 0--12 parece que conti-
mian nparcciendo a lo largo de lan cuatro horns de incubdacién,
8l el valor encontrado en la primers hora no se toma en cuenta
0 bien, 8i los valores de la segunda y de le tercera hore scn
bojos por errores de maniiulncidn (ver métodca), entonoces 18 o
cantidad formanda de ente grupo no canbvin a partir 4e la @ringe
ra hora de inoubncién. Los dntos de los experizentos 5{(1), ==
6(a) y 6(v), con lnn lipoprote{nns del puero anterior, pero s
geanor concentracifn, =ueptran que la clase 3? 20-400 dismimxyd
o6lioc en la jyrimeran hora y, noininno, lap lipoprote{nas S; 020
forandns lo fueron ndlo 2n ese lapao. loo experizentos 7(a) y
7¢b) iluntran que entan degradnciones y formaclones son muy rf
pldas 7 ocurren en lon prizeros treints mimitos de incubaoiéne
Es aparente tasbién que los ¥nlores medidos en las alionotas -
de lnn merclns de incubancién jue contenf{mn lipoprote{nas prepas
radas de sueros completos, fueron mayoren que en aquéllas de -
lon ousron a los que ne les hab{an quitndo los quilomioronss,
Pinnlzente debe observarse gque en nusencin de lipasa no hay -
cinzbios nignifiontivos en lnp concentrncioness de las lipopEo=

tei{nnn,



TABLA 8

CoNCBNTRATIONES MEDIDAS M 105 ANALISIS

CON I ULTHATTNIRIPLGA

CIASEZS DI LIPOMOTEINAS

Tieapo de - ( 2g/3.0 ml de zercla de incubacién)
incubn:lén
(ain) 100 - 400 20 - 100 12-20 0-12

Experizento 1

0 0s64 2.1
0.69 1.8
60 0.00 0.60 0.38 0.17
0.66 1.6 0.081 0.00

Bxperizento 2

0 0.97 2.6
0.72 2.8
60 0.20 1.2 0.62 0.073
1.0 ~.7 0.00 0.00
Bxperimento L

o] n. 8.5 0.16 0,00
15, 9.6 0.040 0,00
60 6.7 7.1 0.84 0.68
14, 9.6 031 0,00
120 3.8 L.8 1.1 0,18
o 7.7 0.0 0,00
180 2.5 L2 1.2 0.39
12, Te7 0.0 0,00
24,0 2.5 he2 1.1 0.70
15, 846 0,081 0,00

¢ Entun musotruo se diluyeron 112 para su andlisis en la
ultracentr{ figne
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ThilA B

(continuncidn)

CULAGES N3 LIPCPROTEINAS

Tiezpo de - {(er/3.5 =1 e zescla de incudacidn)
tnzuoazsian
(min) 1€O0 - 400 20 - 10 12 - 20 0 -12

o 2.4 1.0

1.9 .88
60 0.17 0,70 0.2 C.13
l.8 C.91 000 0,00
120 0.26 0.85 0.27 0,22
1.8 C.92 0.0¢C 0.00
180 C.l4 0.4 0.24 0,11
2.3 1.1 0.CC 0,00
24L0 0.14 G, 48 C..8 0,11
2.1 1.1 0,00 0,00




TABLA 8

(continurcidn)

CLASES "E LIPCPROTEINAS

Tieapo de - (ng/4.0 21 de 2ezoln de incubuciébn)
inoubaoibdn
(min) 100 - 400 20 - 100 12 - 20 0 =12

Experinento 6(a)

0 3.0 4.2 0.17 0.00
2.7 443 0,091 0,00

60 1.1 2.9 0.91 0.4l
2,5 4,0 0.00 0.00

120 0.46 2.1 0.7 0.46
2.3 3.6 0,00 0.00

Experimanto 6(b)

0 o2 6,0 0,025 0,00
7.6 5.9 0.00 0.00
60 1.5 2. 3 00 36 00053
8.5 6.7 0,020 0.00

120 1.5 2.8 0.70 0,50
9.8 5.7 0400 0,00




TABLA 8

(continuacién)

CLAGES DE LIPCPROTEINAS

Tienpo de - (zg/5.0 ml de =azcln de incubacién)
incubacién -
(min) 100 = 400 20 - 100 12 - 20 0-12

Experizento 7(a)

0 0.34 .79 0.10 0,00
30 0.00 O.13 0.34 0.46
60 0. 00 0.16 0.11 0.62

120 0.CO Ce059 | 0.13 0,55

Bxperizents 7(b)

o 073 le4 0.33 0.00
30 0.021 0.55 0.46 0.23
60 0.CO 0.32 0.42 0.92

120 0.0 O.12 0.2 0.73

Loy vnloren 4 on'n pnr correpponien el prisero 0 lo pese
cln de incuwiu tdin con enzimm vy el nepiwdo il tentigo oin engimn,

Lou gutonen oismificnn cue no ne nicleron lon anflinin —-
:'Pn:‘fc'..‘.‘.'mn.



TRANSFORMACIONES DE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERD
POR ACCION DE LA LIPASA DEL CORAZON
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PIGURA 1

Anfiliniv con la ultrancentr{fugn de las mesclas de inoubs.
c16n con enzima (trngo continuo)y sin enzima (trngo interrumpy
d40)e= las cifrns de la igquierdn indican el tiempo de¢ inoubSew
c1én en =inutos y lnon lincas verticnles los limites de los va
loren 82 correnpondienten n cnda clase de lipoproteinas, Cuan-
do 1n ouperposicifn de los trazos fue completa 8élo se dibtmjid
uno de ellos ( A s Bxperizento 1y B s Experimento 2 ),



TRANSFORMACIONES DE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO
POR ACCION DE LA LIPASA DEL CORAZON

PIGRA 2

Arnfiinis con la ultracentrifugn de las mezclas de incubaw
cidn con encimn (trage continuo) y sin encima (trago interrum-
pldo)e= Iotg cifrns de 1ln izquierdn indican el tiempo de incue-
bucién en mimiton ¥ 1as lineas verticaies loe l{mitec do loe =
vuloreg Sg correspordientes a codn olase de liporroteinas, ==

Tunndo la superponicidn 42 los traros fue cozmpleta gélo se 81
buléd uno deo ellos (Experimento 4).




TRANSFORMACIONES OE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO
POR ACCION DE LA LIPASA DEL CORAZION
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PIGURA )

Azndlirio con ln ultrncentri{fusn de las mezclas de inou-
vacién con enzima (trazo contimio) y oin enczima (trezo interrun
vido)e~ las cifres de ln izjuierin indican e) tieupo do inouba
24én en cinutos y 1lns linens vertionles los limiteas de 1o vadaren
33 corren;ondienten n ¢ 1dn cicse de liporrotef{nas, la superpow
Bicién 4e los trunzoe fub completn a loo tiezpos ceroe Los tro.
£oe ytars ln mepcln ain enzimn, que permanecieron iguales a loe
del tlemjo cero, no ne dibujaron en todos los cosos (Bxpsrimepn
to 5(1)).



TRANSFORMACIONES DE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO
POR ACCION DE _ A LIPASS DEL CORAZION

T:?

g te e L e
H H

8
g
g
2.
3
Q

PIGIRA 4

Analindn con ln ultracentr{fumm de lno serclns 40 o«
trcubecidn con enzimn (traro contimio) ¥ vin enzima (trazo ip
tarruciido)e- Lon cifros de ln irquierda iniicon el tiempo de
trncuoncidn en minutos v 1an i{nean verticnles los l{mites de
lon vuloren 8? correnpondienten n catn clave de lipoprote{nns
(Uxperizento 6(a)),



TRANSFORMACIONES OE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO
POR ACCION DE LA LIPASA DEL CORAZON

PR

PIGURA 5

Ardlists con la ultrncentrifugn de "1ag megelns de incue
bacién con ennima (trazo contimio) y oin enzima (trnzo intsrrug
pldo)e= lan cifrns de ln izquierdn indican el tiempo de inoubp
cidén en =imuteo ¥ lnn linsan verticnles loo limites de los vo-

lores 8§ corren-ondientes n cnda olnue de lipoproteinans (Expew
rizento 6(n)),



TRANSFORMAZ!IONES DE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO
POR ACCION OF LA LIPASA DEI CORAZON
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PIGiEA 6

Anflinis con im ultrncentr{fuga de les msgclas 4s incu-
Bacién con enzimme- los cifras de la irzguierda indicen el tieam
po de incudacilin en =mirutos ¥ las léneas verticanles loe l{nf e
tes Ze >o¢ vnlores 8? corres-cndientss a cada clave de lipomyg
teflrmas ( &4 1 Experizentc 7(s); B s Experimento 7(b)),
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ZAHIA 9

CAMBIC) BE LA CONCENTHACION UE JAS LIPOTROTEIMAS
PR EF¥CTO DB 1A LIPASA JEL CORAZGH

Tieapo de - CIASE DE LIPOPRCTEINAS  (mg/m1®)
incubncién o o o o
(=min) 3¢ 100-400 8¢ 20-100 8¢ 12-20 8¢ 0-12
Brperizento 1
60 - 0.2 - 0,50 e 0.13 ¢ 0,06
- 0.1 - 0,07 * 0,03 0.00
Experimsnto 2
- -0 e 0,21 + 0,03
so T 88 - 981 0.00 0.00
Bxperizento &
60 - 1ok - 0,46 ¢ 0,22 + 0,23
- O.] O.CO * 0.09 oiw
120 - 2.4 - 1ol ¢ 0,31 L 4 oo%
L 0.’ - 0.6’ - 0-01 oooo
- 248 - leb + 0,34 * 0,13
180 - 1.0 - 0.63 - 0.3 0,00
- - ek ¢ 0,31 0,23
240 X < 0.33 ¢ 0.00 0.00
Bxperizento 5(1)
- Oe - 0,09 + 0,06 0.4
60 - 8,2‘; e 0.01 0,00 0,00
- 0,04 + 0,08 * 0,06
120 - o8 . 0.01 0+ 00 0.00
- 6 - 001 L 4 0007 * 0.03
180 R T 0.0l 0400 0,00
: - 0s15 + 0,08 0,03
240 T 0%l . 0,06 0400 0.00

.mluuroo de pezcla de incudbnciéne



TABIA 9
(contimincibn)
Tiezpo de ~ CLASES D8 LIFOMROTEIMS (mg/m1®)
1n‘i\-xlbn-3160 g0 ° o ae/ °
n ¢ 100-400 8¢ 20-100 8¢ 12-20 83 0-12

Bxperinento 6(a)

60 - 0,47 - 0432 + 0,18 + 0,10

- 0.05 - 0,08 - 0,02 0. 00

120 - 0.64 « 0e52 + 0,16 + 0,12

- 0.10 - Qa17 - 0.02 0.00
Bxperizanto 6(b)

60 - lek - 0,92 + 0,08 + 0,01

+ 0,22 e 0,20 0.00 0,00

120 - l.b - 0,80 * 0,17 ¢+ 0,12

¢ 0,55 - 0,05 0.00 0.00
Bxperizento 7(n)

3o - 0,068 - 0,13 + 0,05 ¢ 0,09
(A - 0,068 - 0,01} 0.00 + 0.12
120 - 0,068 - 0.15 * 0,01 ¢ 0,11
Experizento 7(b)

30 - 0,14 - 0,17 ¢ 0,03 + 0.05
60 - 0,15 - 0022 e 0,02 * 0,18
120 - 0.15 - 0.26 - 0.02 + 015

.mlnx'.roa 4 zapcin de tncutacion,

Lon wulcrea de caln Tar correnponien, el jrinaro a 1n DoS-

cla Ae troutacidn con enpisa j 2l segundo nl tentigo oin eneima.

sienen (=) tndtenn denaparicién y loo () r?mxclén de
inn u%;.-,--:mm corren cnitentes con respacto al valor medide
e .

al (nicinrne la troulal e



GOMrACACICN HE LOC MISULTADDS CHTINIIGG PCR LOS DOS METODOS DE ANA
LI3IS.- Con 21 objeto de cozpnrnr ln medicibn espectofotométrica -
del glicerol njmrente con el balance de las lipoprotefnns obtenido
por lows anflisin con 1n ultracentr{fugn, se obtuvieron las cifras

correaoporsiienten al glicerol =zedtio y al calculado, respectivazen-
te {Tablm 10J. En %oden los cnpson (Plgures 7 o 12), excepto en la

alfcucia e lon D =zin 4el oxjerizento 6(b), ln cantidod de nate-
rial crozfgeno mediio fue 1.2 n 2,7 vecen =anyor que el caloulado.

Al purecer dicha 1lscregancin se hace =ajor 4 lo largo del pericic
de incubscidn (Experizmenton 4, 6(b), 7(a) y 7(b)) (PLlgurns 9, 11 ¥y
12) nunque en%0 no nucatié en todon loo cnson (2xperizentos 5(i) y

6(n)) (¥lguran 10 7 11).

.

e e et e earo LAt et e o P B 1t
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TABLA 10

CoMvAACT

GLIC:™OL (l/u::olun/nl/ns°)
Periodo de Medido con el Caloulndo del Relncibn
incubneién rerctivo Crow balance de las
{=in) notrﬁp&co lip-op;otainnn A/B

Bxperizento 1

60 b2 58(80) 1.7
Bxperisenito 2

60 120 62(105) 1.9
Bxperizento 4

60 190 159 1.2
120 392 310 1.3
180 546 360 1.3
240 629 359(570) 1.7

Bxperizento 5(1)

60 109 64 1.7
120 134 55 2.4
180 129 72 1.8
240 138 68(85) 2.0

*Mi111stron te mexcln de tncubhcldn ¥y siligramos de extrag
to encimhticos

licerol caleg
lao cifran entre paréntenin ne refisren nl g
lado de ln cantidnd inicial de 1iposrote{nns 83 20-400 uscdas -

guzo aubtatratoe




TAGLA 10

{contimincidn)

5LICEYIL (= amolan/al /ag®)
fertiolo qq Maltdo :on el Talsiindo del Helncibn
.‘.r:.’{;:xh.‘x":.an TAC$LVO CrOw- balnmee de lan
{atn Botri-ice 1t 0r telnnn A/B

& 3

Reperizents 6{n)

60 19 &4 2,0
120 194 96(157) 2,0
Brperinenty 6(v)

&0 150 201 0.7
120 2T7 187(288) 1.5
Rerorizanto 7(n)

3o 23 15 1.9
60 36 15 2,4
120 50 17¢(21) 2,9

Exparizento 7(v)
3¢ 1) 26 1.4
(%] 61 29 2.1
120 78 34(38) 2.3
*vitiittr e Ae mezila de tneutact in ¥ miliprnaon 4o OXo
rnctc enzimAticce

nréntenin ne refieren nl _glicerol om}

noCcLTrnn entre
lan ¢ 4e 130 r tefinan 33 20400 uphi-

\

c..ntlo e in cantiial tnaoial
tag oams nLintr ‘e




o 100+

[

y

1 3

N

»

2 8o

o

E

&
] —
30 60

minutos

PIGIRA 7

Comparacifn el glicerol =medido (&——§) con ¢l -
calculedo de ias lipogroteinaa hidroliradas 3% 20400 o=
(©—~——0) y do las lipoproteinas formadad By 0w20  —omm
(©——©), jurante ln incubnoién con lipass (Experimente

1),
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PIGIRA 8

Comparact ‘n sel gltcerol medido (D—&) con el =
CAlculado de lan lipoprotef{nas hidrolizadas &: 20400 -
(O @)y 40 1ne llponrote{nen sintetigadas 5;’ 020 =
(€@ -  4), durante 1a imcubacidén con lipena (Experimeute

24)



mpuroies /mi/mg

;‘?—
.0 120 180 240

mianvwtes

RIGRA 9

Compuraclén del glicerol medfdo ( D— ) con €1 -
caleculando de lan lipoproteinas hidroligadas 8: 20d00 o=
(©———@) y de lan lipoprote{nas sintetiendas Bg 020 o
(¢ ——=&>), durnnie la incubaciin con lipasa (Experizsnte

4)
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PIGURA 10

Comparnoidn del glicerol medido (P——&) ocon el =
caleulndo de las lipomrote{nss hidrolisadss 37 20-400 w
(©—©) y de 1an lipoprotelnas sintetissdas 52 0-20 =
(€©——@), durnnte la incubacién con lipasa (Bxperissnie
171)),



Mumolas/mi/mg

60 120
minutos

PIGIHA 11

Comparacién del glicerol =edidc ( (D& ) con el cal-
culado de las lipoprote{nas hidrolisadas 8§ 20-400 (0—O)
y de las lipoproteinaa pintetizgadus Bg 0=-20 (&— ), durag

te la :ncubacién con lipana (Bxperimento 6(v))e.

Lan gridficas marcadas con 1{neas interrumpidas ocorres-

ponien s experimentoe siatlares, poro usando lipoproteinas e
preparndas del auero al que 86 le quitnron 106 quilomicrons¥ «
por ultracentrifusncién previa (Bxpsrimento €(a))e
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mumoios/ml/mg

minutos

PIGUHA 12

Comparacti’n 4el slicerol msdido (D——) ocon el calone
1ado de lan lipoprotefnan hidrollzadas 8? 20~400 (O-—0)
7 42 lanp lipo;roteinan einteticndas 83 0-20 (©—), du-
rante la incubacién con lipana (Exporizento 7 (b)),

lan gréficas parcatan con l{neas interrumpidas correspog
den n ox;erizenton simllaren, »ro usando lipoprote{nans e
para'ns 4el nuero al :s nra le quitaron leonm quilomicrones -
por ultracenirifugov-iin previe Bxperizente 7 (n)),



3FRCT0 DE A LIPASA 3031E IAS LIPOPIOTEINAS 82 0-20.- Se estudid

1n ncoién 4e 1la lipann nobre lna lipoproteinns S; 0-20, um ves
que o8 habfa 4inltrado su nolucién contra ugun bidestilada pare
retucir la concentractin de lan snlen Yadr y ¥3r (10). las comdj
clonen ia ircutacién fuercn anflomn a las usadas para ol sude—
trats '? M=kl {Tatla 11)e A Suzenr tanto por ln =edidn del gif
cerol ammrente como por la cunntificncién de lna lipoprote{nns -

con 1n vltrncentr{fum nmlitica (Tadla 12), no se observé nocién

te 1ln enzizn sobre lan lipoprote{nns Sg 0-20 (Pigurn 13).



TABLA 11

PACTERISTICAS DE IAS MEZCIAS DE INCUSACION CON
SUBSTRATO S3 0-20

Preparecién SOLOCION DE LIPOFROTEIMS™*
fncubacibn enzizfitica Pre ién Concentracibm
(r=fm) (nfm) Em’m) de la mesolp de
incubacibn
(mg/&l)
i1 3 203)¢d 1.54
5(14) 1.34

‘n snr de valorea se refisre n la cnntidad de substrato
gedida al tiez3ps crro en la zexzcla de incubacifén con enxiwm ¥ -
pin enzipa,respectiivazante,

*%14 pezclin de solucicnen 45 estas lipoproteinas (8.8 m1)
ee dilizo durante 3 horan contra 1,000 g} de agua bidestilada
(3 cazbiocs). La concentracion final de 3’ y X* fue de 0.4 y -
1.2 meq/l, reapectivazents,



TABLA 12

RESULTANXS DI 14 INWCUUACION

DE LA LIvada SON LIPO.RGIZINAS 83 0-20 .

Tleapo de - . Abporuanc Lipoproteinas 8; 0-20 (mg)
insubacidn alicuntn nifcuotn (3.5 ml )
(ain)
Bxparizanto 5 (11)
60 - 0,0C) - 0,16
c.CC8 0.08
120 0,008 0.09
- 0,008 0.17
180 0.012 - 0412
- CoQl4 0.17
240 C.018 - 0,17
- 0,015 0,01

Ln mezcln de incutncifn contenin 0,100 al de solucion =
4¢nltznde Ade Tiroratelnan 8§ 0-2C ¥ lon con-onentes descritos
e Mntertnlen y letolone _

Lon wuiorer 4de calr ,ar cor:enponden 6l ;rimero o 1l e
zez:in de twlaclon con enzizn y el segundo al tentigzo sin ep
LiZhne



TRANSFORMACIONES OFE LAS LIPOPROTEINAS DEL SUERO
POR ACCION DE LA LIPASA DEL CORAZON
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PIGLZA 13

AnAlinie con ln ultrncentr{fugn de lan zerclns de incu=-
brcién con enpiza (trazo continuo) y nin encima (trazo interrug
pido)e~ las cifrnps en lon cundron imlicnn el tieppo de inoudble-
cidn en minuten y ian l{ncan verticales loa l{miten de loo vale
reo 32 corren onlienten o cude clnoe de lipojyrotef{nnn (Experiee

zerto 5 (11)).
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DISCU3:ION

Mo hubo diferencinn cunlitativnn entre las lipoprotei{nas
prepurains del sueroc de personis normnles y lnn de la enferna de
xnntoantonin hiperceolenteroléatca (Tabla 7) (Pigura 14), al menos
deode e}l punto de vistn de su utilizaciédn como substrnto por 18 -
lipana cardiaca y Jusgnnde por el zatariml formaldehidégeno libve-
rado {glicercl apnrents); lo que sugiere que en easte padecimiento
no hay foramcibn de zoléculnpn diferenten n lan fisioclbgzicas y que
in alieracién motnbblicn se manifieptn por la acumulecién 42 1lipg
srote{snn 3; 2-400, particulnrzante 4e 1lnn Sg 100-480, con 88e——
tructurap nex3e nntes u lan nor=nles.

En toton los experizentos el "glicerol” Zedido fue fun—.
crén tnicazente de la cnntidnd de suvetrato agzregado Yy 1as 41f6—w
rentsns preparncionss enziofticas tuvieron igusles actividades por
2iligrazo de extracto (Plgura 14).

an diferencinn en loo resultadosn con substraton obteni-
Aon de lon musron jue ne centrifugnron pnrs gsepararles los quilo-
stcrormn v lon de susros conpleton, fueron sélo cunntitativas (Py
giras 11 7 12) y al parecer 1ebidas o lo menor cantidad de lipo—
protelnun 20msk00 prenenten en el corresponiiante subpstrato (Expe-
risanson G(a) ¥y 0{b), T{a) y T(v)).

ion Ancon de lns Tablnn B ¥ 3 y el entudioc de loo trucos
outentdon n. anniizar con la wlitrncentr{®fugn 1ns nlf{cuctns de la

sezoln te tnoubacibn frigiren 1 & ), zuentran qus la lipasa del

O a0
caraghn utiliza lan 1ipoprota{nan 3, 20-400 como substrato y fore
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PIoliia 14

Bl plicrrol nedido (oa,'u::.clr.rr/nl/ﬂ‘-&/h) de;xe‘ndio :e 'tu -/;1
- a4 de tgporroteinns S¢ 20400 unpnias como substrato (Bg
CM..‘M“‘\. 4 .: --yq.:mg,{,n) ¥ 1In actividnd de las preparnciones en
do mnzain “’L“;;;‘ew".z-:- sy erimenton fue pece innte,~ Ian of
zishriens oF 1.0': : n .-1~:x’.01) fh'ln xlficn oe refieren nl minero
£rnn :x.rr:’.:\1llﬂ.‘:".:)iv..,:,‘,‘:.3.‘,gL.p_-,e (d4.ton de lnp Tablao 6y 10).
dat exgurimento gOTTANION




ma lipoprotef{nan que por wus caraoter{sticas de £1otaciln e
corresporden n lns Sg 0-20 fisiolégicas. Aunque es necesaric -
otro tipo de -cnrncterizncién parw confirmar la seme janega entre
asbon ¢rujop, es jopbidble jue los dntom obtenidos or Shore y -
Shore (11), nobre compos:cibn quimicn y compartimiento eleotrg
forético de lag lipoproteinas forondas por el plasma posthepa-
ri{nico, senr ap;licudlen n los reeultndos mresentados aquf y re
fuercen ln jposibilidnl de que entas lipoprote{nas sintetissdag
in ¥itxrg cean sexo jantes o las nntivas,

Ia nccidn nidroifiticn de ln enpima sobre las lipoproted
nan 3: 20470 ocurrtd solnzente oen la primera hors de {noudGe
cifn (Bxperizentos 5, 6(b), 7(a) y 7 (v)) (Pigurns 10, 11 § -
12)3 aungue en nlgunos < npoe Me prolongd dos horas (Bxperimen-
tos 4 y 6(n)) (Piguras 9 ¥ 11), Ln forancién de las Sp 020 se
11=1td n loa yrizeros 60 =inuton en todos los experimentog in.
sluyendo el & 7 6(n) (PLaures 9,1C,11 7 12). Esto es,con sxcop
clin 4e enton doe Lltimos, 1a fors.w:16n de lipoproteinas -—
3% 0~20 ocurrib unizamente durante la hiirolinis de l&e ——
8% 20400, .

54 ne c.nantieran meparndnzente laa subclanes Sf 100-4.00
7 3; 20-100, pe obpervn us ln lipann nctud tanto sobre uns o9
20 pobre oiro de anton gxujon (Tavlan 8 y 9)1 pero en 108 Ofeww
non en ue €l p.upirnto < ntenfn una mayor proporcibn de lms 13
roproteinan 5; 10{mi M ¢ o fueron las soluclonss preparndas -

1. suero 4e la enferma de inntomntosia (Experimentos &, 5(1),
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6(a) ¥y 6(d)), ln znyor 4agra‘ncidbn fue 1n de dicho subgrupo y en -
loe subetratos de vueron nurzalep, con una =ayor proporoién de la
subclane 83 20-100 (Experizentos 1, 2, 7(a) y 7(v)), sts fué 1a -~
mAs %idrcliznin,

En lo 7ie 86 reflieze n ln relncidn cunntitativa entre las -
liposroteinns 8? 20-420 niirolizadpe y las Sg 0-20 formnind y to—
zando coxo vare la cantidad 4e prote{nas jue figurn en la compesi-
clén reapectivan 4o caln clase (19), los dntos cnloulsdos a partiz
48 lom cnantics observndon con la ulsracenirifugn (Tabla 13) pa—m
recen Ouserir (ue en la jarte protsion correspcendiente a ias -
1ipoproce{nnn 4e la subclnne 2C-100 1la que sparece casi cuantita
tivumante er lnn lijoproteinas 8; 0-20 forantan (Exparizentos 1 ,
2,4,5 (1) 7 6 (b))e Bntn corren ondeancin ny niazpra se oLOAYrVA =
7 am{ en nlginos exparizantoo, £(a), 7(8) y 7(b)), ln cantidad -
gnlcoulnin 46 jrotef{nna ferivnina de lnp B? 20-100 degrndndans no
alcanza para constitulr la partie yrotalon de las 8; 0-20 formam—
dns, precisazente c.anion ne upo subntrato del que oe hab{an sepa
rado jullomlcrones y unn parte de tyoprotainng 8: 100-400 y =~
que por lo zinmo conteni{n una cantidnd bnja de lipoproteinss hi-
drolicnbian. 8in exbnrgo, en ;onible jue en tales solucionse no
haya lipopr.iefnas 8; 100-4C0 o que su cantidad ocea pequefia y —
iue entonces el Arca que 5e Ve en sl anAlinis con 1a ultracon~—m
tr{fusn corresyonins \nivazenta al grupo Sg 20-100, Por todo ento
puede m.gmriroe, n titulo 2e hi pbtenis para truvajos poaterioree,
e 1In part ;rutetcn Ae lon L{poprotainan 0-20 forundns_fn vi\gg,

imre Gnionzante de la parta pr.teica da lna Mpoproteinas —
WEG" W O
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20=-100 hidrolizadan en e sas oondiciones.

Ahorn blen, pnri explicar esta conversibén por efecto de -
un extracto jque oe supone actin 8dlo por sucepacidad lipolfti--
ca, en nacessrio aceptar que la parte ;roteloca de laa zoléculas
4e lipoprote{nnas Sg 20-100 y Sg 0-20, en fundnzentaicente la mig
zn ¥ jue 2xiete cozo complejo lipoproteico =uy semejante on G-
baos clanen, la conforzmnc1én =olecular de cadn tipo de mncromolé-
cula nerin debida n ln formn y proporcibén en que estén agrupados
enton complejon por .n micleo o =atrie, que en el cnso 48 1AS —w
8; 2C-1C0 serin epercinlzante de triglicéridos, La lipoprote{mn
lipann nl niirollenr cierton enlacen, 2l ;arecer oxclusivomente
glicéridon, liverar{n subuniintes lipoproteicas jue directamente
oconstituren masrozoleculnn ie loo sxrupos 8: 0420, D& no ser as{
habrin jus acepinr jue 8l extracto encimAtico no 0élo tiens mile
tiplen nctividandes aine jue cotns 08 ponen en juego en las condy
cionen de incubucidn, conn nada jrobnble. Los rescultados de —
Shore y Shore (11) nl cozyrodar que iop szinodcidos KHy=terninse
les pon loa =iomos parn nzbas clases de liporote{nns, y asungue
estn oomun! 'a! de azinodcidos no nacesariozente signifique que -
lon componenten uroteices nean idénticon, apoyan la ponibilidad
de entnn interconverniones y fnn bunoe a 1a posible presencia de -
oadennn lipoprotisicas ¢ maplejans como sudbunidandes comines o amdbas
1tpoyroteinnn,

Por otra rarts, €ir-nt ds lnn lipojrotefnac S3 20400 -
y en jarttoulnr 4e la nubclnse 32 100400, que no parecen convep

cirne en lipojroteinna 38 0-20, posiblesente formen grupos deo =




lipoproteinns no reconocibles con o1 método utilizado, oomo se~
rian squéllas de my bijo densidad y alto peso molecular, com VB
lores 8; aayores 4o L00 que por no ser suficientemente disoretss
para Enroar limiteo de flotacién definidos y par disparsar 1s lus
intansanente, pasarfan inndvertidos al andlisis; o bien Pi0de -
eer jue lo6 reotoe de estas molédoulas no identifionbles y de den
sidad mayor de 1,20, se encuentren en la freccién proteica que -
sediznenta,

Bhore y Shore (11) encontraron radioactividal en la freo-
01én del fondo de 1a solucién centrifugnda y la atribuyen el ine

Il}l

tervaablo de a lo largo del experizento en 2l que utiliss-.-

RR2 ¥ plasma poatheparinioce. Pug

de ner easa ln explicacl’n o blen que efectivizento 89 for=sn pro

ron lipoprote{nas marcndan con I

duc tos de donnided zayor de 1,20,

Kl hecho de que ne hayn medido una Rayor cantidad de maty
rial formaldehidbégesno jue in equivalsrte al balance de les lipe-
jroteinan degratadan y 1s lan forzaias e inolusive mayor que la
cantidai de glicéridos puestos en la mercla de incubecién como -
lipoproteinan 8: 20=400 (Tadbla 10), nsf{ como el dato de que 1o -
1iberncifn de dicho mnterial cromogénico se haya prolongndo mis
tienpo que aqusl en jue ocurre ln dennparicibén de lipoproteinas
(Flguras 9, 10, 11 ¥ 12), plantea las ={guienies posibilidaiess
a) que la cunversi’n de lan leoturns de nboorbencie del comple-

jo formalienido-cromotrépico n milimicromolas de glicerol mo
nen correcta. 3t fiane ento, la discrepnncin tendr{a un Voee

lor conntante en tuion low experimenton y ndemfs las cifras




b)

c)
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no eosuir{nn auzentanio cuanio yn no se mide desaparioién -
de lijojrote{nns, A =nyor abuninncin, ln correccidn del mf-
todo cunntitntivo se valord us-rdo como patrones D-manitel,
#licrrol y l-glicercfonfnto 5 en los tres canos 18 equivee-

lencia con los vnlores teéricos Tus patiofactoria (23),

gue el exceno de material cromo;4nico ne derive de una Cone
taninacidn 2el oubntrnto lipo;roteinan Sg 20-400 por quilo-
micronen, 3Je miede excluir esin ponibillind porque la diga—
crezanzin ose ploul’ obnarvurdo en lan polucliones que no te-
nf{an quilomicranen por nhater nido nometido el suero 4 Céne

tri{fusncidn prellalnar,

que lns e ltcionen ie luop lijoprotsai{nnns én las nl{cuotnn de
1a =or:la d4e fnculacthn, no fuspen correctnns »or los sigulen

tes =otivoot

1) durunte la cenirifugnci'n de inpg al{cuotns acumulé, (ver

Matarianlen 7 Yétodos) cerca ial =:1lilitro del sobrenadap
20 que cantanin lan lijo;rctefnnn, un precipitndo ndhery

do n in par~4 del tuto, en el jue nodria hnberse quedado

tnvolucrmin una jorci’n de eptng iirorroteinne y

11) eo urotatle ue furante lon -mr{oqon ¥ banjo las condicig

men te la Lltracestrifumo:’n ne terdn unn parte de las
14 oyroerinn: oy {epnnturaitzec! in o por las mnniodras
sinmnn ‘el -élodo, tomo arecen inttenrlo lno Aincrepan-

cing entre la cantidnd e 1t orrote{nans cnlculnin 40 o=
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acuerdo con la concentracidn de la solucidn usada (Table e
1) ¥y ln que ve =idi5 posterior=zeante en lr al{cuotn de 1l w-
mercla de i(ncubecidén al iexpo cero enceda ~xperimento (Ta-
bla 6). Para aclarar ente Qltizo punto, ne nomatid unn cueg
trn de lipoprotef{nnan, obtenidn ror el método dencrito a un

segundo periodo de centrifumgncidn nemejnnte nl ITimero y o
los :ntos (24) muentran que hay -4érdidn de liporrotefinns en
todnas lon condiciones de denmidad sntudiandas, incluyendo --
agubllnn pezeinnten n lnn de loo anAlinis de lan merclus de
incutnclén. Bl hecho e que enton errcren no.aenn conntantes
en .og 3i1forentes andlisie eatd de ncuerdo con lan condicio-

nes gue parecen ;reducirlos.

Bo muy ,robnuie jue ing ;drdiine discutidan en L) y en -
11), expliquen parcinizeante ln “nltn de equivnlencin de los da

tos penciunndon,

4) exinte unm wercern ~onibilided, que 1n liuase libere duran~
te lu incubneidn otroo comjumaotop crozogénicos nparte del -
glicerols Euton cozjmuenten - oirfun ser azionres, y en partf
culnr gnlactonn, mnnonn ¥ cluconnzina, jue Trecientemsntie se
ran encantrado entre lon comionenten de 1no moléculnn de 1)

° 5). 4 otend
po;rotefnan 3, 2C-400 (25)s Enta ;roblemn eptd siendo inves
st enoel teat sty e Ot rquizt u del Inotituto Maoip

nny de Cardiolocia (23).

A jepar s entn faltn de equivnlencin cunntitntivi One—
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tre lon don ~4todon de andlinin utilizndon, es irdudadble que 1la
Liman atdrolicn n lnns ituourote{nnn 8?. 20-400 v gque el conpo=-

[o]
nente proteico y lipidico de ins S,y 0-20 formadan, pe deriva en-
ternzente de aguel nubntrnto,

Al 1unl sue Shore ¢ Snore (11) no se encontraron en el
presenta entidio lipoprote{nng s 2ltn denntin? producidan par
1a lirolinia de lan 33 20-40C,

Lo obuoervnoi’n anteriorsente nhechn (10) en el sentido —
de jue nx ze (luern "glicerol”™ de lan liorrote{nas Sg 0-20, se
nn corroboiralt hora con el anAlinin en ln ultracentr{fugn de -
Inan al{cuotia de 1n zazeln de incubtncifine Por lo tanto, se pue-
de concludr que en lnn cunlicionean sxoertzeninlen utiliandw | -
In enzian niirolisza nolazente ) o 3? 2400 ¢ no nct'A 00

E 4

Lre lan C=20.

"0

Pinnlzence, ieue de‘arne asentals q.e en necensnrio lograr
unn separaciin sfn dincretn da lao diferentes clnnes de lipomrg
te{nnn v unn jre-arscisn =in purificadn de la lipoproteina 1li-
pann pra oblener latos nrecisos pobre inn conversionesn de @f-—

v . hd -
enpn zoléculms plamfiticnn v ou onible simificncisn =etabblics,



CONCLUSIOMES

3e eatnzlecid jue lo lipoprote{ns linann, preparadn del
corunzdn 4e ln rata, nRidroliza in vitro n lag lipoproteinns del
plases humano ie ln clase 3: 20-430 ¥ foren, particularmente a -
—ry g ® g Am) - ) . _0 e Tl
partir del subpxupo 3, 20-100, 6 lipoyrotef{nnns con carncter{s-
ticnn de flotacisn ueze‘nnten o lng 8? 0-20 finiolbgicane.

Se crmyroed e el zaterinl formnldenidiseno medido en -
e

3

D ]

cego del que correnpande a la cantitnd de linoproteinas a——

" O M

20400 utilizatn v =3 nubetr to, no derivn de quilomicronse

Jue ¢ ntazinen ia ientriy,

.

3e ougtere jue in fnlen de equivnlencin enire el ndtodo
colopizéirico ,ue =iie zaterinl formalienidfigeno y ln ultracen~
tri{ifugn sue mide las !lpoyroted{nnn en lan nli{cuotns de 1A BOE~—
cln 4e incusucidn, aunque en onrte de;ende de 1n z=anipulnciédn y
de lon efrcton de la ultrucentrifummeliin repetidn de 1np Dmuss—
traa, ;arcce deverse n que ln ren-cibn colorisétricn estd midien
do zaterinl form=aldenidigenc derivado no sdlo del glic-rol, --
originnlzmnie prenente en lon triglicéridon de lnn lipoprotef—
nas, nins de otros CUZufHItON.

Se 4ezontrd ue ln carte rateicn v lipidica de lar lipg
proteinnn Sg 0-20 for=n‘tap 3n vitro derivnn de losp 3;3 20-100 y
pe rrcuone Gue lan moléculns Ae 1{po;rotelnnn S? 20100 y las -
Aa 3: 0=20 Sienen Cumi.tlon lipoaroteicon Comunspd qué no Be Bo-
dictean ;or lun reacc:’n te in livaaa v cue lnn 1inoprote{nsg aee

~ . . v, oy |
32 20e1GC jairecen contennr eston G molejod wauplos en Ui Ml
-
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trie o micleo de triglicéridos, que n' uer atacedo por la 1i-
pase lidbera ngrupnatenton i roteicon en unn =atriz con di-
ferente proporcidn de linidom v con cnracterintices de flota-
ciin oezeinnten n las lipoypriieinna Sg 0-20.

Se dezcotrd, tncidentnlzente, que en la enferma de xap
tomntonin hipercolenterolénmicn utilizada parn estudio, y que
contizne en ou plaszn un excenc de lipoyroteinns 8: 20400 oo
on reluctén con lan vernonan noronlen, ln desvincidén setabdlg
cn parece debidn n unn acuwmlncidn de lipoprcoteinns 3: 100-400,
que connervan lnp caracterf{oticnn de lng livoproteinas norto-
les, ol menon denle el punto de viatn de nu utilizacidn como

subatrunto por la lipmun,
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