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INTRODUCCION

La Lipoproteina lipasa (LPL, E.C. 3.1.1.34) es una
glucoproteina sintetizada por diferentes tipos celulares,
principalmente en adipocitos, células musculares y marcé-
fagos. ' Setrata de un enzimaextracelular que, una vez sinte-
tizado es transportado hasta el endotelio vascular donde, an-
clado a las cadenas de hepardn sulfato, * realiza su accién
consistente en la hidrélisis de los triglicéridos circulantes en
forma de lipoproteinas de muy baja densidad y quilomicro-
nes. * Se localiza en la mayor parte de los tejidos del organis-
mo, mayoritariamente en tejido adiposo, muscular esquelé-
tico y cardiaco pero también en otros muchos tejidos como
en el ovario, riién, adrenales, pulmén, cerebro, etc.? Los
4cidos grasos liberados son captados por el tejido subyacen-
te y utilizados en su metabolismo, por ejemplo para la pro-
duccién de energia en el muasculo, para almacenaje en for-
ma de triglicéridos en el tejido adiposo, como base de la
sintesis de surfactantes en el pulmén o de hormonas esteroi-
deas en las glandulas adrenales y como elementos estructu-
rales de los fosfolipidos de membrana en cerebro y retina.

Las deficiencias genéticas de lipoproteina lipasa,
que se manifiestan con un cuadro clinico de Hipertrigliceri-
demias de tipo |, son caracterizadas por una elevada con-
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centracién de triacilglicéridos plasmaticos en forma de qui-
lomicrones y lipoprotefnas de muy baja densidad (VLDL) y
con importantes alteraciones tisulares, principalmente de-
sarrollo de xantomas eruptivos, dolores abdominales,
pancreatitis, pérdida de memoria, etc. *

Varios estudios **7® han demostrado la importan-
cia de los lipidos en los tejidos oculares, poniendo en evi-
dencia la necesidad de los triglicéridos y dcidos grasos para
su metabolismo, fisiologia y estructura, pero hay pocos que
se refieran al cuerpo ciliar. El cuerpo ciliar no mantiene re-
servas de grasa, hecho comdn al resto de los tejidos oculares,
por lo que cualquier necesidad de éstos se suple por capta-
cién directa de la circulacién. ®

Dada la elevada actividad fisiolégica y metabdlica
del cuerpo ciliar y el importante papel de los lipidos en otras
estructuras oculares, es de esperar la existencia de un meca-
nismo que le permita su captacion a partir de la circulacion.
El objetivo del presente trabajo es el estudiar la posible pre-
sencia de la lipoproteina lipasa en los endotelios de los capi-
lares constituyentes del estroma, musculatura lisa y de los
procesos ciliares del cuerpo ciliar.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio hemos utilizado 6 ojos normales
obtenidos del Banco de Ojos del Centro de Oftalmologia Ba-
rraquer de Barcelona, que habian sido donados para quera-
toplastia. La edad de los donantes ha variado entre 19 y 80
anos siendo procesadas las muestras entre 12 y 36 horas
post-mortem. Los especimenes fueron cuidadosamente di-
secados y examinados macroscépicamente, siendo exclui-
dos del estudios aquellos que presentaron algtin tipo de alte-
racién intraocular. Muestras de 10 x 5 mm del cuerpo ciliary
esclera se fijaron en una solucién de paraformaldehido
(paraformaldehido 4% en tampdn fosfato) o en alcohol 96%
durante 30 minutos, siendo lavadas en solucién tampén fos-
fato salino (PBS) y crioprotegidas en solucién de sacarosa al
30%. Los especimenes fueron incluidos en OCT (Miles Lab.
Ind., ll, USA) para ser congelados en nitrégeno liquido y con-
servados a—-35 "C. Se obtuvieron secciones de 8 um - 10 um
por microtomia de congelacién (Frigocut 2800 E, Reichert-
Jung, W. Germany) que se recogieron sobre portaobjetos ge-
latinados.

Para la inmunolocalizacién de este enzima se ha
utilizado un suero anti-LPL, aislado en conejo (Rabbit Hal-
vart) a partir de LPL purificada de la leche humana, obtenido
en el laboratorio del Dr. T. Olivecrona (Universidad de
Umea, Suecia) a una dilucién de 1:50 en una solucién de
PBS-Glicina 0.1M.-Triton X100 0,1%-BSA 1%. Como anti-
cuerpos secundarios se han empleado anticuerpos de cabra
contra IgG de conejo conjugados a fluoreceina-isotiociana-
to (FITC) (Nordic, Tilburg, Netherlands) a una dilucién de
1:25, 1gG de cabra anti conejo (Sternberger-Meller, MD,
USA) a una dilucién de 1:50, y el complejo de peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) en conejo (Sternberger-Meyer, MD,
USA), empleado en una diluciéon de 1:150.

El antisuero contra LPL humana utilizado en el pre-
sente trabajo ha sido empleado con anterioridad para la lo-
calizacién de este enzima en biopsias de tejido adiposo
humano procedente de enfermos hipertrigliceridémicos
(OlivecronaT., et al., en preparacién). Ademas fue utilizado
para la inmunoprecipitacién de LPL sintetizada por frag-
mentos de tejido adiposo humano obtenido de biopsias, e
incubado con metionina § *. '°

Inmunofluorescencia

Tras hidratacion (10 min en solucién Triton X100
0.1%-Glicina 0.1M. en PBS) y permeabilizacién (Triton
X100 0.5%-Glicina 0.1M. en PBS) se procedié al blogueo
(30 min en solucion Triton X100 0.1%-Glicina 0.1M.-BSA
1% en PBS) en cdmara hiimeda. La incubacién con el primer
anticuerpo fue de 2 horas, y con el secundario (1gG de cabra
anti conejo conjugado con FITC) de 1 hen oscuridad. Los la-
vados tanto del primer anticuerpo como del segundo se rea-
lizaron con la solucién de hidratacién (3 x 5 min). Las mues-
tras fueron montadas en medio de montaje para inmu-
nofluorescencia con N-propil galeato como agente de
mantenimiento de la fluorescencia. En cortes consecutivos a
los procesados con el suero anti-LPL, se utilizé suero prei-
mune de conejo a la misma dilucién (Sera-Lab, Sussex, En-
gland) con el objetivo de estimar la autofluorescencia del te-
jido asi como el marcaje inespecifico. La observacion de los
especimenes ha sido realizada con un microscopio de epi-
fluorescencia (Polyvar, Reichert-Jung, W. Germanv).

Peroxidasa anti-peroxidasa

La hidratacién y permeabilizacion de las muestras
fue tal como se ha descrito anteriormente. El primer antisue-
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Fig. 1. Inmunofluorescencia indirecta con fluoresceina isotio-
cianato (FITC) en la zona de conexién entre la retina pe-
riférica y Ora Serrata en la Pars Plana. Presencia de la
LPL en capilares de la Coriocapilar (Cc), vasos de la Co-
roides (C), y capilar (flecha) de la Retina (R). (X310). (Bar.
=100 pm.)

Fig. 2. Inmunofluorescencia indirecta con fluoresceina isotio-
cianato (FITC) en el Cuerpo Ciliar. 2a: Localizacién de la
LPL en los capilares (flecha) de un Proceso Ciliar (p) y en
el estroma (E) que se presenta difusamente marcado. 2b:
Control. (X225). (Bar. =100wm.)

ro se incubé en solucién de blogueo toda la noche en cdma-
rahtimedaa4'C, aunadilucion 1:50. El segundo anticuerpo
(IgG de cabra anti conejo) se incub6 durante 3 h en camara
himeda y temperatura ambiente, a una dilucién 1:50. El
complejo PAP (peroxidasa anti peroxidasa en conejo) a una
dilucién 1:150 se incubé durante 2 h. Los lavados se realiza-
ron con la solucién de hidratacion (3 x 5 min). La deteccién
del marcado se ha realizado por medio de una solucion de

Fig. 3. Inmunolocalizacién mediante el sistema peroxidasa an-
tiperoxidasa (PAP) en el Cuerpo Ciliar. 3a: Inmunotin-
cién para LPL en capilares y en el estroma (E), y en el teji-
do muscular liso (M). 3b: Control. (X225). (Bar.-
=100pm.)

Fig. 4. Inmunolocalizacién mediante la técnica peroxidasa
antiperoxidasa (PAP) en el Cuerpo Ciliar y Esclera. 4a:
Inmunotincién para LPL en el tejido muscular liso, prin-
cipalmente en su porcién radial (Mr) y circular (Mc). 4b:
Control. (X90). (Bar. =100um.)

diaminobenzidina (DAB) (Dab 0.03%-H202 0.01% en una
solucién Tris-HCI 0.01M. pH 7,6) controlando el desarrollo
de la reaccién al microscopio. Tras deshidratar las muestras
se montaron en medio DPX. Los especimenes control se tra-
taron con suero preinmune de conejo (Sera-Lab, Sussex, En-
gland). Se han obtenido imagenes por microscopia 6ptica de
campo claro.



RESULTADOS

La inmunofluorescencia indirecta con fluoresceina
isotiocianato (FITC) y la técnica de inmunotincién con pero-
xidasa anti-peroxidasa (PAP) han permitido identificar la Li-
poproteina lipasa en todas las muestras analizadas. Todas
ellas presentan sefial positiva para este enzima independien-
temente de la metodologia empleada, de la edad del donan-
te o del tiempo post-mortem transcurrido hasta la fijacién y
procesamiento del material.

Hemos observado la presencia de esta proteina,
principalmente en los capilares y vasos de pequeno y media-
no calibre situados en el estroma del cuerpo ciliar (Fig. 2ay 3
a), y en la red capilar del tejido muscular liso marcadamente
en su porcion radial y circular (Fig. 4 ay 4 b). El estroma, for-
mado por un conjuntivo de tipo laxo, presenté una marca di-
fusa cuando se empleé lainmunolocalizacién con FITC (Fig.
2 a), mientras que la técnica del PAP evidencié un marcaje
vascular mds diferenciado.

La inmunofluorescencia (FITC) puso de manifiesto
la presencia del enzima en los capilares de los procesos ci-
liares (Fig. 2 a). Estas estructuras poseen escaso tejido estro-
mal que envuelve los capilares situados en posicién proxi-
mal con relacién al epitelio ciliar (Fig. 2 a). En este Gltimo vy
en comparacién con las secciones procesadas con suero
control (Fig. 3 ay 3 b) no se han encontrado evidencias de la
presencia de la LPL.

Lamembrana de Bruch, que separa el estromaciliar
de su epitelio, presenta una autofluorescencia caracteristica
al ser excitada por luz ultravioleta que dificulta la interpreta-
cion de los resultados de la inmunofluorescencia. A pesar de
ello las muestras incubadas con anti-LPL presentaron mayor
intensidad de fluorascencia que las muestras incubadas con
el anticuerpo control (Fig. 2 acomparada con 2 b), porlo que
parece que la LPL podria estar localizada también en esta es-
tructura. Con la técnica del PAP, la identificacion ha sido
menos evidente dado que la tincién normalmente observa-
da se confunde con actimulos de granulos de melanina del
epitelio ciliar externo pigmentario (Fig. 3 a comparada con 3
b). Ademas, este Gltimo no se mantuvo adecuadamente pre-
servado en los cortes por congelacién, dificultando por lo
tanto la interpretacién de los resultados.

En la region de la Pars plana, situada en la porcion
posterior del cuerpo ciliar, hemos observado la presencia de

la LPL en los capilares retinianos de la zona de conexién en-
tre la retina periférica y la ora serrata (Fig. 1). En esta misma
region la coriocapilar y los vasos coroideos de mayor calibre
también presentaban una clara sefal positiva (Fig. 1).

DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra la presencia de
la lipoproteina lipasa en diversas zonas de los tejidos ocula-
res. Su localizacién mayoritaria en asociacién a los vasos y
capilares sanguineos del cuerpo ciliar sugiere un posible pa-
pel en la captacion de lipidos circulantes para su utilizacién
estructural y/o metabélica por este tejido.

El cuerpo ciliar es una estructura del tracto uveal al-
tamente especializada. Su actuacién en la produccién y en
el drenaje del humor acuoso es bien conocida. Una serie de
estudios evidenciaron su importancia en el transporte acti-
vo "'y su papel mayor en lo que se refiere a la ultrafiltracién
en la formacion del humor acuoso. > No son menos impor-
tantes su funcién en la acomodacién visual, en la secrecién
del 4cido hialurénico hacia el vitreo o su participacionen la
barrera hemato-acuosa.

Las vias metabdlicas relacionadas al metabolismo
de los acidos grasos y fosfolipidos del cuerpo ciliar son simi-
lares a las de los otros tejidos. Asi un cierto ndmero de pre-
cursores lipidicos radioactivos, son rapidamente incorpora-
dos por fosfolipidos en el tejido. ® Este alto “turnover’” se
puede explicar por el hecho de que el tejido ocular no posee
reservas de lipidos, efectuando su inmediata captacién a
partir de la circulacion cuando sea necesario. ? Existen cier-
tos lipidos auto-dcidos que constituyen un grupo especial
con relacién a sus actividades biolégicas especificas: las
prostaglandinas. Debido a su probable papel en [a patofisio-
logia del tejido ocular han recibido importante considera-
cién por parte de la investigacion en oftalmologia.

La lipoproteina lipasa es el enzima necesario para
la captacion de los dcidos grasos presentes en las lipoprotef-
nas circulantes. > Su deteccién en la microvasculatura ocu-
lar mediante técnicas de inmunocitoquimica en el presente
trabajo indican que la lipoproteina lipasa podrfa aportar a
los tejidos oculares un mecanismo de captacion de los lipi-
dos circulantes. Su presencia en el conjunto de vasos sangui-
neos que irrigan el cuerpo ciliar indica que los dcidos grasos
presentes en las lipoproteinas circulantes podrian constituir
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el principal sustrato para las reacciones de metabolizacion
lipidica del cuerpo ciliar.

Los 4cidos grasos poliinsaturados son uno de los
constituyentes mayoritarios de las membranas celulares de
la retina. Se postulan dos posibles mecanismos para el sumi-
nistro de acidos grasos poliinsaturados a los tejidos ocula-
res: '* 1. sintesis directa de dcidos grasos poliinsaturados en
fas células oculares, a partir de precursores de dcidos grasos
esenciales captados directamente por las células; 2. capta-
cion de acidos grasos poliinsaturados sintetizados en otros
tejidos. Recientemente se ha demostrado que el desarrollo
ocular es altamente dependiente de 4cidos grasos poliin-
saturados sintetizados a partir de dcidos grasos esenciales en
el higado, ™ o cual implica la existencia de un mecanismo
de captacién ocular de los dcidos grasos sintetizados a nivel
hepético. Como es conocido, los acidos grasos liberados por
el higado, circulan en la sangre bajo la forma de lipoprotei-
nas de muy baja densidad (VLDL), las cuales son un sustrato
excelente para la lipoproteina lipasa. > En consecuencia, los
resultados obtenidos en el presente trabajo, en relacién a la
presencia de la lipoproteina lipasa en la microvasculatura
ocular, sugieren que este enzima podria permitir la capta-
cién de estos dcidos grasos para su incorporacion en los lipi-
dos celulares.

Palabras clave: Lipoproteina lipasa, dcidos grasos, metabolismo lipidico,
cuerpo ciliar, inmunocitoquimica.
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RESUMEN

Localizacién de la lipoproteina lipasa en el cuerpo ciliar de
ojos humanos: Un estudio inmunocitoquimico

La Lipoproteina lipasa (LPL, E.C. 3.1.1.34)esunen-
zima clave del metabolismo lipoproteico. En su forma fun-
cional se localiza en el endotelio vascular donde ejerce
su accién hidrolizando los &cidos triglicéridos de las
lipoproteinas circulantes y liberando acidos grasos para su
utilizacién en procesos metabélicos. En el presente trabajo
se estudia su localizacién en los tejidos que forman el cuer-
po ciliar del ojo humano mediante técnicas inmunocitoqui-
micas. Los resultados obtenidos indican que la lipoproteina

lipasa se halla principalmente asociada a la red de capilares
y vasos sanguineos del estroma del cuerpo ciliar, en los capi-
lares de los procesos ciliares y en los capilares retinianos de
la zona de conexidn entre la retina periférica y la Ora Serra-
ta. Esta marcada asociacién de la lipoproteina lipasa con la
microvascularizacién ocular sugiere que la captacién de los
4cidos grasos circulantes unidos a lipoprotefnas podria ser
uno de los mecanismos mayoritarios para el suministro de
acidos grasos esenciales o de sus derivados a los tejidos ocu-
lares.

RESUME

Localisation de la lipoprotéine lipase dans le corps ciliaire
humain: Etude immunocytochimique

La Lipoprotéine-lipase (LPL, E.C. 3.1.1.34), est une enzyme
clé dans le métabolisme lipoprotéique. Sous la forme fonc-
tionelle on trouve cette enzyme sur I'endothélium vasculaire
ot elle exerce une action hydrolysante sur les triglycérides
des lipoprotéines circulantes, en libérant des acides gras
pour leur utilisation dans les processus métaboliques. La lo-
calisation de la LPL dans les tissus du corps ciliaire a éte étu-
diée dans les yeux humains grice a des techniques immu-
nohistochimiques. Les résultats obtenus confirment que la
LPL est principalement associée avec le réseau capillaire et
les vaisseaux sanguins du stroma du corps ciliaire, sur les ca-
pillaires des proces ciliaires et sur les capillaires rétiniens de
la zone de connexion entre la rétine périphérique etl'ora ser-
rata. Cette association de la LPL avec le systeme oculo-vas-
culaire nous méne a considérer, que la captation des acides
gras unis aux lipoprotéines pourrait étre un mécanisme tres
important pour faire arriver des acides gras essentiels ou ses
derivés aux tissus oculaires.

SUMMARY

Localization of lipoprotein lipase in the human ciliary body:
An immunocytochemical study

Lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme in lipopro-
tein metabolism. In its functional form, it is located at the lu-
minal surface of capillary endothelium, where it acts on tria-



cylglycerols from serum lipoproteins, releasing fatty acids
which can be taken up by adjacent tissues for metabolic utili-
zation. Using immunocytochemistry we have studied LPL
localization on ciliary body tissue. The results obtained sho-
wed that LPL is mainly associated with capillary network and
stromal vessels of the ciliary body, capillaries of ciliary pro-
cesses, and retinal capillaries in the area of connection be-
tween the peripheral retina and the ora serrata. This close as-
sociation of LPL with the vascular network of the eye tissues
suggests that the uptake of fatty acids from lipoproteins could
be an important mechanism for supply of essential fatty acids
or its compounds to the ocular tissues.
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