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The initial rates of the reaction catalized by the lecithin: cholesterol acyltransferase,
were measured in the plasmas of two groups of normal subjets (20 males and
20 females) of the same age (average 20 years). The determination of the initial rate
of lecithin: cholesterol acyltransferase reaction in human plasma was measured by
a method based on the determination of plasma unesterified cholesterol by gas-liquid
chromatography. With this technique the plasma esterification reaction is linear to
approx. 75 min.

The influence of sex, concentration of cholesterol total, high density lipoprotein
cholesterol and unesterified cholesterol on the initial rate of plasma cholesterol
esterification has been shown.

La enzima lecitín: colesterol aciltrans-
ferasa (LCAT) cataliza la transferencia
de un ácido graso de la posición C2 de la
lecitina al grupo hidroxilo de la posición
3 del colesterol, que se encuentra en las
lipoproteínas de alta densidad (HDL)
(4). La LCAT contribuye de forma indi
recta a rebajar el contenido de colesterol
libre de otras lipoproteínas (4). La reac
ción catalizada por la LCAT es respon
sable de la formación de la mayor parte
de los ásteres de colesterol del plasma (4,
13), desempeñando un importante papel
en el catabolismo de las lipoproteínas y
en el transporte del colesterol desde los
tejidos periféricos al hígado (4, 5).

La actividad de la LCAT está dismi
nuida en las enfermedades hepáticas (3,

17) y su ausencia constituye un error
congénito del metabolismo (13).

A pesar del interés de esta enzima para
el conocimiento del metabolismo de las
lipoproteínas del plasma y el diagnóstico
clínico, los progresos en el estudio de la
LCAT se han visto dificultados por la
falta de un método de análisis sencillo y
preciso (10). Debido a que la reacción es
relativamente lenta en el plasma de suje
tos normales, las determinaciones colori-
métricas de colesterol libre o fosfatidil-
colina no son lo suficientemente sensi
bles para medir la velocidad inicial de la
reacción catalizada por la LCAT. Las
determinaciones mediante el uso de radio
isótopos (16) requieren el equilibrio pre
vio del colesterol exógeno radiactivo con 
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el colesterol endógeno, lo cual ha sido
objeto de críticas (15). Los métodos en-
zimáticos (12) presentan el inconveniente
de necesitar enzimas purificadas, por regla
general, difíciles de conseguir y caras.

El objeto de este trabajo ha sido desa
rrollar un procedimiento relativamente
sencillo y digno de confianza para deter
minar la velocidad inicial de esterificación
del colesterol del. plasma y determinar la
influencia del sexo, colesterol total, libre
y en HDL sobre la actividad del LCAT.

Material y métodos

Materiales biológicos. El presente tra
bajo se llevó a cabo con 40 estudiantes
de la Universidad de Zaragoza. La san
gre venosa se obtuvo de los sujetos tras
.un ayuno de 12 horas. Las muestras se
recogieron en tubos de ensayo, previa
mente enfriados, que contenían 1 mg de
la sal disódica del ácido etilén diamino
tetraacético (EDTA) por mi de sangre. El
plasma se separó inmediatamente y se
mantuvo a baja temperatura 0-4° C) has
ta su análisis.

Análisis de colesterol y lipoproteínas.
El colesterol total y colesterol en HDL se
determinaron según el método de Huang
et al. (6). La precipitación de lipoproteí
nas de baja y muy baja densidad se llevó
a cabo con fosfotungstato sódico y mag
nesio (5). La concentración de colesterol
libre se determinó por cromatografía de
gases como se describe a continuación.

Determinación de la esterificación del
colesterol en el plasma. La esterificación
del colesterol en el plasma se determinó
midiendo la disminución en la concentra
ción del colesterol libre (antes y después
de la incubación) por cromatografía gas-
líquido. Para cada determinación de la
velocidad de la reacción catalizada por la
LCAT se tomaron dos alícuotas (500 /zl)
del mismo plasma y se colocaron en dos 

tubos de ensayo con tapón roscado; uno
de los cuales se incubaba a 37° C en un
baño provisto de agitación. En otro tubo
se detenía la esterificación añadiendo 5 mi
de cloroformo:metanol 2:1 (v/v). A la
fase clorofórmica se le añadía una can
tidad conocida de estándar interno. La
mezcla se agitaba con un agitador mag
nético y después de dejar reposar durante
10 min, se centrifugaba a 3.000 r.p.m.,
15 min. El. sobrenadante se decantaba en
otro tubo de ensayo y al objeto de sepa
rar las dos fases se le añadía 2 mi de di
solución tampón (1 M NaCl, 10 mM Tris-
HC1, 1 mM 'EDTA a pH 7,3). El tubo se
agitaba fuertemente y luego se centrifuga
ba a . 3.000 r.p.m., 5 min. Se transferían
3 mi de la fase clorofórmica a un tubo de
forma cónica, evaporándose el disolvente
bajo corriente de nitrógeno a baja tempe
ratura (60-70° C). Los lípidos del plasma
sometido a incubación fueron aislados por
el mismo procedimiento. El residuo se
disolvía en 200 pl de cloroformo. Con
una mícrojeringa se inyectaba un volu
men que contenía 0,6-1,2 /zg de colesterol
en un cromatógrafo de gases, Pye Unicam
serie 204, equipado con un detector de
ionización de llama de H2 y un integra-
dor electrónico, Minigrator.

Las columnas de vidrio utilizadas (lon
gitud 2 m, diámetro interior 1/8") fueron
rellenadas con un 3 % de OV-17 sobre
Gas-Chrom 80/100 (Xpectrix S.A.). El
gas portador era helio; flujo 40 ml/min;
temperatura de la columna 280° C. La
concentración de colesterol libre se de
terminaba en cada alícuota de plasma a
partir de la relación de las áreas integra
das de los picos que corresponden al es
tándar interno y al colesterol no esteri-
ficado, teniendo en cuenta, además, la
concentración del estándar interno aña
dido y el correspondiente factor de res
puesta.

Los factores de respuesta para cada es
tándar interno (colestano, butirato de co
lesterol y acetato de colesterol [Sigma]) se
determinaron a partir de la relación de 
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áreas de los picos que se obtienen al in
yectar muestras estándar de igual concen
tración- de estándar interno y colesterol
libre (Merck).

Análisis estadístico. La significación
de las diferencias de los valores obtenidos
entre los grupos estudiados 'se llevó a cabo
utilizando la prueba t de Student para
variables no apareadas (14). El análisis de
la significación de los coeficientes de co
rrelación se hizo mediante la prueba t
de Fischer (14). Los valores de p menores
o iguales a 0,02 fueron considerados sig
nificativos.

Resultados

Evaluación de los factores que afectan
la determinación de colesterol libre por
cromatografía de gases. El factor de res
puesta para cada estándar interno se cal
culó como el valor medio del cociente
entre las áreas de los picos correspondien
tes al estándar interno y a la solución
estándar de colesterol, en 15 muestras es
tándar de igual concentración de estándar

Fig. 2. Curva de esterificación del colesterol
del plasma en función del tiempo.

Plasma de un sujeto normal (colesterol total
176, colesterol libre 43 y colesterol en HDL

42 mg/100 mi).

interno y colesterol (120 mg de cada uno/
100 mi de disolvente). El factor de res
puesta que mostró menor variación
(0,4 %) entre todos los estudiados fue el
del butirato de colesterol. Por esta razón
el butirato de colesterol fue elegido como
estándar interno habitual.

Fig. 1. Lineal ¡dad del factor de respuesta
parael butirato de colesterol.

La relación de respuesta es la razón entre las
áreas de los picos del colesterol libre a butirato
de colesterol. La concentración de butirato de
colesterol se mantuvo constante (120 mg/100 mi
disolución) y la de colesterol libre variable

(40-140 mg/100 mi disolución).

Al objeto de conocer el rango de con
centraciones de colesterol para el que es
aplicable el factor de respuesta, se evaluó
la linealidad de la relación de respuestas,
que es la razón entre las áreas de los pi
cos del colesterol libre a butirato de co
lesterol. La figura 1 demuestra que la re
lación de respuestas es lineal en el rango
de 40 a 140 mg de colesterol libre/100 mi
de disolución.

Los lípidos del extracto lipídico se apli
caron a una placa de cromatografía en
capa fina y se eluyeron con hexano:éter
dietílico: acético 80:20:1 (v/v/v). Los lí
pidos totales, a excepción del colesterol
libre, se disolvieron en cloroformo e in
yectaron en el cromatógrafo de gases. No
se encontró ningún compuesto con el mis
mo tiempo de retención que el colesterol
libre. También se realizaron cromatogra-
mas del extracto lipídico sin estándar
interno y se comprobó que ningún pico
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Tabla I. Niveles de colesterol del plasma y actividad de la LCAT.
Valores medios y desviaciones estándar (SD> de las 40 muestras analizadas (20 hombres
y 20 mujeres). Entre paréntesis figuran los valores máximo y mínimo de cada uno de los

parámetros determinados. NS = No significativo.
Colesterol total

(mg x dl~’)
% Colesterol

en HDL
% Colesterol

libre
LCAT

(nmol x mi-' x h-’ Edad

Hombres 163 ±31 30,1 ±7,0 23.1 ±1,7 66,7 ±12,2 19,9 ±3,0
(226-112) (42,7-17,0) (26,5-20,2) (85-43) (25-16)

Mujeres 172 ±28 33,4±11,7 24,4 ±1,3 75,2 ±9,5 20,9 ±2,2
(255-130) (55,2-14,8) (26,5-22,1) (90-56) (24-16)

Significación NS NS p < 0,01 p < 0,012 NS

de los lípidos del plasma coincidía con el
del estándar interno.

Para asegurar que se medía la veloci
dad inicial de la reacción de esterifica-
ción, se midió la concentración de coles
terol esterificado en función del tiempo
de incubación. La reacción es lineal has
ta un tiempo de incubación de 75 min
aproximadamente (fig. 2).

La reproductibilidad y precisión del
método se comprobaron mediante 10 se
ries de determinaciones de colesterol li
bre en el mismo plasma'. El coeficiente
de variación de las 10 determinaciones os
cilaba entre 0,2 y 0,8 %.

Influencia del sexo, concentraciones de
colesterol total, libre y en HDL sobre la
velocidad inicial de esterificación del co
lesterol del plasma. La tabla I muestra
los niveles de colesterol total, tanto por
ciento de colesterol libre con respecto al
total, tanto por ciento de colesterol en
HDL con respecto al total y velocidad
inicial de esterificación del colesterol del
plasma de dos grupos de sujetos norma
les, 20 hombres y 20 mujeres, de la mis
ma edad. El grupo de mujeres estudiado
no había tomado nunca anticonceptivos
orales.

Estos resultados indican que la media
de los niveles de colesterol total y tanto
por ciento de colesterol en HDL no pre
senta diferencias significativas entre el
grupo de hombres y el de mujeres. Sin

• p < 0.01 •* No significativo

Tabla II. Coeficientes de correlación.
Hombres Mujeres

LCAT vs Colest. total 0,616 * 0,263 **
LCAT vs % Colest. HDL --0,672 * —0,395 **
LCAT vs % Colest. libre 0,657 * + 0,514 ’*

embargo, la media del tanto por ciento de
colesterol libre es significativamente más
alta (p<0,01) en las mujeres (24,4 DE +
+ 1,3) que en los hombres (23,1 DE + 1,7).
Análogamente se observa que la velocidad
de esterificación del colesterol es más alta
en las mujeres (75,2 DE + 9,5) que en los
hombres (66,7 DE ± 12,2) (p < 0,012).

La actividad de la LCAT muestra una
correlación positiva (p<0.01) con el co
lesterol total y con el tanto por ciento de
colesterol libre y una correlación negati
va (p <0,01) con el tanto por ciento de
colesterol en HDL, en el grupo de hom
bres estudiados. Sin embargo, no se ha
encontrado correlación significativa entre
estos parámetros en el grupo de mujeres
de la misma edad (tabla II).

Discusión

Hace años se demostró que la velocidad
de esterificación del colesterol del plasma
humano varía con la edad y que los su
jetos normales del mismo sexo y edad 
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no presentan diferencias apreciables de la
actividad de la LCAT (18). Por lo tanto,
las diferencias que observamos en la ac
tividad de la LCAT en los grupos estu
diados podemos atribuirlas a diferencias
debidas al sexo. El hecho que las muje
res presenten una media de velocidad de
esterificación superior a los hombres, qui
zá se deba a que el tanto por ciento de
colesterol libre, substrato de la enzima, es
superior en las mujeres que en los hom
bres. Estos resultados discrepan de los de
Marcel y Vezina (10), quienes encuen
tran que la actividad de la LCAT es su
perior en hombres que en mujeres. Esta
diferencia con nuestras observaciones pro
bablemente se deben a que los grupos
estudiados por estos autores eran muy pe
queños (8 hombres y 7 mujeres) y el
rango de edades demasiado amplio (hom
bres 24-36 años y mujeres 23-43 años).

Las influencias de la concentración de
enzima y substratos sobre la velocidad de
esterificación del colesterol no pueden
identificarse con el método utilizado. La
correlación positiva entre la LCAT y el
colesterol total o el tanto por ciento de
colesterol libre en el grupo de hombres
estudiado hace suponer que la concentra
ción enzimática es la misma y que la ac
tividad de la LCAT depende de la con
centración de substrato, colesterol libre.

La falta de correlación significativa en
tre la LCAT y el colesterol total, tanto
por ciento de colesterol libre y tanto por
ciento de colesterol en HDL en el grupo
de mujeres, en contraste con los hombres,
coincide con los resultados de Gillet y
Silva (2) en una población brasileña.
Este hecho puede atribuirse, en parte, a
las variaciones de los niveles de lípidos
del plasma durante el ciclo menstrual
(7, 8).

Por otra parte, la correlación negativa
entre el tanto por ciento de colesterol en
HDL y la actividad de la LCAT en el
grupo de hombres, podría explicarse te
niendo en cuenta que la HDL se puede
separar en dos fracciones HDL2 y HDL3 

y se ha demostrado que la HDL3 es un
inhibidor de la reacción, mientras que la
HDL3 no ejerce efecto alguno sobre la
misma (1, 11). Al aumentar la concentra
ción de colesterol en HDL podría ocurrir
que también lo hiciese la fracción HDL2,
inhibiendo la reacción.

El método que hemos descrito para
determinar la velocidad inicial de esteri
ficación del colesterol es similar al publi
cado por Martel y Vezina (10). En la
forma utilizada por nosotros el método
ofrece la ventaja de no necesitar la ob
tención del trimetil silil éter de colesterol
para analizar el colesterol libre, con la
consiguiente ganancia en sencillez y tiem
po. Se ha demostrado que en el plasma
de sujetos normales la linealidad de la
esterificación se cumple hasta los 75 min
y que la reproductibilidad del método es
satisfactoria.

Resumen

Se miden en plasma de sujetos normales
(20 hombres y 20 mujeres) de la misma edad
(media 20 años) las velocidades iniciales de
la reacción catalizada por la lecitín: colesterol
aciltransferasa por un método basado en la
determinación del colesterol libre plasmático
por cromatografía gas-líquido. Con esta técni
ca la reacción de esterificación en el plasma es
lineal hasta aproximadamente 75 min.

También se muestra la influencia del sexo,
concentración de colesterol total, colesterol en
la lipoproteína de alta densidad y colesterol li
bre, sobre la velocidad inicial de esterificación
del colesterol plasmático.
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