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The in vitro effect of increasing amounts of polyestradiol on LCAT activity was
measured in plasma of male and female rats. The results showed that the hormone
decreased the enzyme aclivity in both sexes. The concentration of polyestradiol rte-
quired for this inhibitory effect was greater in male than in female plasma. No
correlation was found between LCAT activity and polyestradiol concentration.

El contenido de colesterol esterificado
en higado es un neto reflejo de la captura
de colesterol plasmitico por el hepatoci-
to (2) y estd, por tanto, relacionado con
el recambio y catabolismo hepitico de
lipoproteinas. La lecitina : colesterol acil-
transferasa (EC. 2.3.1.43) es un enzima
directamente implicado en estos proce-
sos. Actua sobre las HDL nacientes se-
cretadas por el higado, enriqueciéndolas
en colesterol esterificado (11) y, ademds,
colabora con la lipoproteina lipasa en la

Abreviaturas empleadas

LCAT: Lecitina:colesterol aciltransferasa.
HDL: Lipoproteinas de alta densidad
LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

conversion de remanentes de quilomicro-
nes y VLDL en LDL (8, 12).

En trabajos anteriores se ha demostra-
do que la administracion de dosis farma-
coldgicas de estrogenos incrementa el con-
tenido hepdtico de colesterol esterifica-
do (6, 9, 19) al tiempo que modifica el
perfil de lipoproteinas (5), y se ha descri-
to que similares tratamientos hormonales
no modifican la actividad de la LCAT
plasmitica expresada como porcentaje de
colesterol libre que se esterifica, ni afec-
tan el curso de la reaccién con el tiempo
(7). Sin embargo, cuando la LCAT se
expresa en funcién de la concentracidn
de substrato si se observan variaciones
significativas. Diversos estudios apoyan la
existencia de una correlacién positiva en-
tre velocidad inicial de esterificacion de
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colesterol plasmatico y concentracién de
substrato (1, 14, 15, 18), si bien existen
algunos trabajos discrepantes (4, 13). Dado
que el estradiol, en ratas, es hipocoleste-
rolemiante, la alteracién enzimdtica ob-
servada podria deberse a la accién prima-
ria de la hormona sobre el nivel de co-
lesterol plasmatico, substrato del enzima.
Para excluir dicho efecto, hemos realizado
el presente trabajo en el que se estudia
in vitro el efecto del poliestradiol sobre la
velocidad inicial de esterificacién del co-
lesterol en plasma de rata.

Material y métodos

Se emplearon ratas machos (200 g) y
hembras (170 g) de raza Wistar. Recibie-
ron una dieta estdndar y tuvieron libre
acceso al agua. Se les mantuvo en ciclos
de 12 horas luz/oscuridad. Tras 18 horas
de ayuno, los animales se desangraron
bajo ligera anestesia de éter. Como anti-
coagulante se emple6 heparina. Del plas-
ma obtenido se realizaron las determina-
ciones enziméticas en el plazo de 1-2
horas.

El fosfato de poliestradiol fue obtenido
de Abelld, S. A.; (7-H®)colesterol, de ac-
tividad especifica 9,5 Ci/mmol de Radio-
chemical Centre; 4cido 5,5’-ditiobis-2-ni-
trobenzoico (DTNB) de Boehringer Mann-
heim; albiimina humana cristalizada de
Behring-Werke A.G.; 1,4-di-2,5 fenil oxa-
zolil benceno (POPOP) de Hopkin y Wil-
liams Ltd. El resto de reactivos se obtu-
vieron de Merck.

La actividad de la LCAT se midié se-
glin el método de STokkE y NoruM (17),
que se basa en medir el colesterol libre
radiactivo que se esterifica tras una incu-
bacién in vitro por la accién del enzima.
100 pl de plasma problema, 20 ul de
DTND (concentracién final 1,4 mM) y
30 pl de una suspensién albtimina-(H®)co-
lesterol se preincubaron en bafio termos-
tatizado a 37° C con agitacion constante,
durante 4 horas, a fin de que el (H®)co-
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lesterol se equilibrara con el enddgeno
de las lipoproteinas. La adicion de 20 ;i
de 2-mercaptoetanol 0,1 M, reactivante
del enzima, marcé el comienzo de la reac-
cion de transesterificacion. En este ins-
tante se afadieron a las mezclas de ensa-
yo 10 ul de poliestradiol disuelto en so-
lucién de tampon fosfato, en cantidades
variables que oscilaron entre 0,1 y 2 pg.
Paralelamente, se realizaron pruebas en
blanco, en las que se adicionaron 10 gl
de la solucion tampoén. Tras 20 minutds
de incubacidn, la reaccién se detuvo con
20 volumenes de cloroformo/metanol
(2:1). Se extrajeron los lipidos totales de
cada incubado y se separaron por cro-
matografia en capa delgada (10), midién
dose la radiactividad de las fracciones de
colesterol libre y esterificado en un contz -
dor de centelleo liquido Nuclear-Chicago

La velocidad de esterificacion del co-
lesterol plasmiiico se calculé como por-
centaje de radiactividad incorporada en
la fraccién de colesterol esterificado en el
tiempo de incubacion.

Las diferencias estadisticas de los resul-
tados se calcularon por el test de la ¢ de

. Student.

Resultados y Discusion

En la tabla I se muestran los porcen-
tajes de esterificacién del colesterol plas-
matico tras la adicion de poliestradiol en
cantidades que oscilaron entre 0,1 y 2 ug
por incubado. Este rango de concentra-
ciones se escogi6 tras un estudio previo,
en el que se determinaron por radioinmu-
noensayo los niveles de estradiol circu-
lantes en el plasma de ratas tratadas con
dosis farmacolégicas de la hormona (da-
tos no publicados). El poliestradiol inhibe
la actividad de la LCAT en plasma de
ratas hembras, observdndose grados de
inhibicién similares para todas las con-
centraciones empleadas. En caso de ratas
machos, el poliestradiol disminuye la acti-
vidad enzimdtica empleando entre 1 y
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Tabla |I. Efecto in vitro del poliestradiol sobre la velocidad de esterificacion del colesterol
en plasma de ratas machos y hembras.

La actividad de la LCAT esla expresada como porcentaje de colesterol esterificado en 20 mi-

nutos de incubacion. El volumen total de los incubados fue de 0,180 ml. Los resultados se

expresan como valores medios + error estindar medio (n = 4). » N.S,, ¥ P = 0,05, ® P < 0,005.

ug poliestradiol/incubado

Seoxo Control 0.1 9.5 1 - 18 -2
Machos 762+033 753+0,11* 748+023* 670+0.22° 6,79+037® 745+031®
Hembras 6421008 578+0,18° 578+0,16° 6,14+0,14® 590+0,08° 571+0,12°¢

1,5 pg por incubado. Estos datos indican
que la respucsta del enzima a las distintas
concentraciones hormonales es variable
segin el sexo del animal y que no existe
correlacion entre el grado de inhibicion y
la concentracion de poliestradiol.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo discrepan de los obtenidos previa-
mente in vivo, en los que dosis farmaco-
logicas de poliestradiol no modificaron la
velocidad inicial de esterificacion del co-
lesterol plasmatico (7). Son hechos cono-
cidos que la administracion de estrogenos
al animal integro incrementa el nivel de
VLDL plasmdticas y que estas lipoprotei-
nas ricas en triacilgliceroles son activado-
ras de la LCAT (5, 6, 12). Ademds, el
higado aislado y perfundido de ratas hem-
bras sintetiza y libera mas LCAT que el
de ratas macho (15). Ambas acciones po-
drian explicar la aparente falta de efecto
que se observa tras la administracién de
estrogenos: la evidente inhibicion que la
presencia del poliestradiol produce en la
actividad de la LCAT quedaria enmas-
carada por una mayor concentracién en
el plasma del enzima y de factores acti-
vadores como VLDL vy triacilgliceroles.
Resultados discrepantes en experimentos
irn vivo e in vitro han sido obtenidos en
diversos estudios sobre sustancias que mo-
difican la velocidad de esterificacién del
colesterol plasmético (3, 16).

El efecto inhibidor del poliestradiol en
la reaccién de la LCAT plasmaltica es di-
ficil de interpretar. Se descarta la posibi-
lidad de una interferencia de la hormona

en el intercambio (H")colesterol y el en-
dégeno de lipoproteinas, ya que la adicién
del poliestradiol al ensayo se realiza tras
las 4 horas de preincubacién necesarias
para alcanzar el mdximo equilibrio isoté-
pico (1). Se sugieren, para el poliestradiol,
dos posibles niveles de activacion: bien
directamente sobre el enzima plasmatico,
bien sobre el substrato de la LCAT, inter-
accionando con el colesterol de las lipo-
proteinas durante la incubacién y, por
tanto, retardando su esterificacién. Se re-
quieren posteriores investizaciones para
dilucidar cuél de los dos postulados es el
correcto.

Resumen

Se estudia el efecto in virro de cantidades
crecientes de poliestradiol sobre la actividad
de la LCAT en plasma de ratas machos y
hembras. En ambos sexos la hormona dismi-
nuye la actividad enzimética. La concentra-
cion hormonal necesaria para producir la in-
hibicién es superior en el plasma de ratas
machos que de hembras. No se encuentra co-

. rrelacion entre actividad de 1a LCAT y concen-

tracion de poliestradiol.
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