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1.1.- UTILITZACIO DE SUBSTRATS ENERGETICS PEL MUSCUL
CARDIAC

El cor obté, en condicions normals, l'energia
que requereix pel seu constant bategar de 1'oxidacid
aerobica de diferents substrats energétics. La total
dependéncia de l'oxigen queda clarament reflectida en
la relacid lineal existent entre el producte del pic
de la pressid sistdlica ventricular pel ritme cardiac
(com a index de treball), i el consum d'oxigen pel
cor perfundit (Neely i col., 1967). Aixi, en cors de
rata depolaritzats,i per tant en repds, per perfussiod
amb potassi 16 mM, el consum d'oxigen és d'uns 3 u mol/
min/ g teixit. Mentre que treballant pot arribar fins
a un maxim de 30 u mol/ min/ g teixit (Williamson i
Kobayashi, 1984). Per altre banda, en models experimen-
tals d'isquémia, en provocar-se aguesta per interrup-
cid de la perfussid, el cor deixa rapidament de bate-
gar, tornant a fer-ho en reperfundir (Neely i col., 1973).
Aix0 és aixi doncs s'ha demostrat que, en cors perfun-
dits, la produccidé aerdbica 4'ATP a partir de la gluco-
lisi mai no pot aportar més del 7% del requeriment
energétic total (Kobayashi i Neely, 1979). Consistent
amb la impotéancia de la fofsforilacid oxidativa per 1l'a-
port energétic hi és el fet de que les mitocondries re-
presenten vora del 35% del volum total del mascul

cardiac (Poche i Mobnkemeier, 1962).

Si bé els primers treballs sobre utilitzacid de
substrats pel cor daten de primers de segle (Locke i
Rosenheim, 1904; Knowlton i Starling, 1913), no fou fins
mitjans de segle, amb els treballs de Miller i Olson
(1952), que es comenga a estudiar de forma més profunda
i sistematica. En tot el treball fet especialment durant

les décades dels 60 i 70 es basa el que actualment co-



neixem i que ha estat ampliament recollit i revisat
(Evans, 1964; Neely i col., 1972b; Neely i Morgan, 1974;
Vary i1 col., 1981l; Drake-Holland, 1983).

Per l'estudi de la utilitzacid de substrats energé-
tics pel cor han estat emprats diferents models experimen-
tals, com ara la perfussido Langendorff, on es canula 1'aor-
ta i es perfundeix en sentit retrograd, o la perfussid
del cor treballant on el perfundit segueix la circulacio
fisioldgica (Neely i col., 1967). Mol més recentment han
estat emprats els midocits aillats (Frangakis i col.,
1980; Montini i col., 1981). Donat que cada sistema con-
diciona la forma i quantitat de treball que pot desenvo-
lupar-se, els requeriments energétics son diferents a ca-
dascun i, per tant, els valors obtinguts d'utilitzacid
de substrats no son directament comparables. Tot i aixd,
les conclusions a les que s'ha arribat utilitzant un o

altre sbn semblants i complementaries.

Pel cor perfundit en abséncia d'altres substrats i
hormones, treballant moderadament, l'oxidacid de glucosa
no representa més del 25% de l'oxigen consumit (William-
son 1 Krebs, 1961; Neely i Morgan, 1974; R&sen i col,
1984). En preséncia d'insulina augmenta la taxa d'oxi-
dacidé de glucosa, utilitzant ara un 75% de l'oxigen con-
sumit (Neely i col., 1976; ROsen i col., 1984). Igual-
ment, l'increment de treball augmenta la taxa d'oxida-
cid de glucosa i la seva participacid en el consum to-
tal d'oxigen, que igualment augmenta (Kobayashi i Neely,
1979). La utilitzacidé de glucosa pel cor perfundit ve
limitada pel seu transport a l'interior de les cél.lules
i les activitats de l'hexoquinasa, la fosfofructoquinasa
i la gliceraldéhid-3-fosfat deshidrogenasa (Neely i
Morgan, 1974). En condicions aerobiques i moderat treball
és el transport qui principalment restringueix la uti-
litzacidé de glucosa pel cor perfundit. Aquest obstacle
perd, és eliminat per concentracions fisioldgiques d'in-

sulina (Morgan i col., 1961). En preséncia d'aquesta



és l'activitat fosfofructoquinasa qui limita el flux
glucolitic (Kobayashi i Nrrly, 1979). L'augment de treball
cardiac provoca un increment tant del transport com

de l'activitat fosfofructoquinasa, essent en aquesta
condicié l'activitat gliceraldéhid-3-fosfat deshidroge-
nasa qui limita la via glucolitica (Kobayashi i Neely,
1979} .

En qualsevol de les condicions esmentades, la
preséncia de substrats alternatius, com acids grassos,
cossos cetonics, piruvat o lactat, inhibeixen la utilit-
zacid de glucosa com a substrat energétic al produir-
se una inhibicid del transport d'aquest metabdlit, i de
les activitats de la fosfofructoquinasa i piruvat deshi-
drogenasa (Randle i col., 1964). Les catecolamines (e-
pinefrina) tant en preséncia com en abséncia d'acids
grassos en el medi de perfussid, provoquen un aument

de l'oxidacid de glucosa (Kreisenberg, 1966a).

A l'igual que la glucosa, el lactat quan present
com a Gnic substrat exogen, no participa més del 50%
en el consum total d'oxigen si el treball és moderat
(Williamson i col., 1962). Quan el cor és forgat a tre-
ballar al maxim, l'oxidacid de lactat pot augmentar i
participar en un 90% del consum d'oxigen (Taegtmeyer
i col., 1980), si bé en aquestes condicions no pot
mantenir-se un treball prolongat (Kobayashi i Neely,
1979). El pas a l'interior de les mitocondries del
NADH format és qui segurament esta limitant la capa-
citat d'us de lactat, ja que si es perfundeix amb piru-
vat, aquest pot aportar del 85 al 90% de 1l'energia
requerida fins i tot en condicions d'elevat treball
(Kobayashi i Neely, 1979).

Fins i tot en presecia de glucosa els acids gra-
ssos no esterificats sén utilitzats com a substrat ener-
gétic principal, doncs participen en 70% en el consum
total d'oxigen (Bing, 1965). En augmentar el treball




igualment s'incrementa l'oxidacidé d'acids grassos i

la seva participacidé en el consum total d'oxigen (Neely
i co0l.,1976). La preséncia de glucosa (Shipp i col.,
1961) o de piruvat (Latipda i col., 1983) no inhibei-
xen l'oxidacid d'acids grassos, perd si ho fan els co-
ssos cetdonics, que desvien la utilitzacid dels acids
grassos cap a la seva esterificacid i sintesi de tri-
acilglicerols (Menahan i Hron, 1981l). Quan el desen-
volupament de treball ventricular és elevat, l'oxida-
cid d'acids grassos ve limitada, a més de per la seva
concentracidé plasmatica, per la velocitat de transferén-
cia a l'interior de les mitocondries d'unitats acil-CoA
(Oram i col., 1973). A treball moderat, quan el cicle
de 1'acid citric funciona més lent, és l'actmul d'ace-
til-CoA i acetil-carnitina en el compartiment citosd-
lic el que provoca una manca d'assequibilitat de CoA-SH
per l'activacid dels acids grassos , essent aquest el
factor limitant de la seva utilitzacidé (Oram i col.,
1975). Contrariament al que passa amb la glucosa, les
catecolamines (epinefrina), no afecten a l'oxidacid dels
acids grassos pel cor d'una forma directa (Kreisberg,
1966 a). Només ho farien "in vivo" estimulant la lipo-
lisi al teixit adipds i provocant un augment de 1l'asse-

guibilitat de substrat.

La preséncia d'una elevada activitat lipopro-
teina lipasa (Korn, 1955), capacita al cor per utilit-
zar triacilglicerols de quilomicrons (CM) i lipoprote-
ines de molt baixa densitat (VLDL) (Enser i col., 1967).

No existeixen estudis fets de l'efecte d'aquestes li-

poproteines sobre sobre la utilitzacidé d'altres substrats,

ni tant sols dels &cids grassos no esterificats. Si es
coneix perd, gue la major part dels acids grassos a-
lliberats per l'accid de la LPL, s6n captats i oxidats
pel cor (Tamboli i col., 1983).

Si bé normalment no sén substrat utilitzat pel

cor, en determinades situacions com el dejuni o la



diabetes on els seus nivells circulants estan elevats,
els cossos cetonics poden també ésser utilitzats com

a font d'energia. Si es presenten com a unic substrat,
poden aportar fins el 90% de l'energia requerida pel

cor perfundit, si aquella no és elevada, pero no poden
continuar aportant-la quan el cor és obligat a realit-
zar un treball elevat (Williamson i Krebs, 1961).

El cor pot oxidar aminodcids, perd el seu aport
al consum total d'oxigen és molt baix (Buse i col.,
1972). Només quan els nivells sén 5-10 vegades els
plasmatics poden inhibir 1'us de glucosa en cors per-
fundits, en cara sén perd substrat insuficient per a-
portar tota l'energia requerida (Ichihara i col.,
1980). Per altre part, concentracions fisioldgiques tant
de piruvat com palmitat provoquen una drastica inhibi-
cid de la decarboxilacid oxidativa de la leucina
(Buxton i col., 1984).

Per tant, com a substrats energétics, el cor
pot utilitzar de forma majoritaria glucosa i , espe-
cialment, acids grassos es terificats i no esteri-
ficats. Si bé també lactat, piruvat, cossos cetodnics i,
en menor grau, aminodcids, poden ésser font potencial
d'energia. La velocitat a la que algun d'aquests subs-
trats &s utilitzat depen de (1) la concentracid del subs-
trat al plasma, (2) l'assequibilitat de substrats alter-
natius, (3) els nivells plasmatics d'algunes hormones,
(4) el grau d'activitat mecanica del cor i (5) la taxa
de respiracid (Neely i col., 1972b).

1.2.- UTILITZACIO DE SUBSTRATS ENDOGENS

El cor de rata té, en condicions normals, 12-35
u mol/g teixit de glucusa emmagatzemada en forma de
glicogen (Evans, 1934; Merrick i Meyer, 1954; i molts
altres després). Igualment conté reserves lipidiques

en forma de triacilglicerols (TAG) (0.7-2.3 u mol/g teixit)



(Olson i Hoeschen, 1967; Denton i Randle, 1967; Crass,
1972a; i molts d'altres després). El glicogen es troba
en forma de granuls citoplasmatics i es localitza de
forma majoritaria als intersticis al voltant de les mi-
tocondries, al sarcoplasma interfibril.lar, a les arees
al voltant de les cisternes subsarcolemmals (Van der
Vusse i REneman, 1983)= Els TAG es troben en forma de
gotes principalment als canals del reticle sarcoplas-
matic, més o menys associats amb mitocdndries, i també
al voltant dels nuclis, aixi com a vesicules lisosomals
i al citoplasma (Mathur i Mokler, 1975; Stein i Stein,
1968; Wang i col., 1977; Wetzel i Scow, 1984).

Com ha estat comentat a l'apartat anterior, en
determinades circumstancies els substrats exdgens no
participen més que en un percentatge limitat al con-
sum d'oxigen. Aixi, quan es perfundeix amb glucosa com
a Gnic substrat i amb treball moderat o nul, l'oxida-
cid d'aquesta glucosa no suposa més del 25% de 1l'oxi-
gen consumit (veure apartat anterior). En aquestes con-
dicions es produeix degradacio del glicogen tissular,
aportant aquest fins a 1/3 de tota la glucosa oxidada
(Résen i col., 1984). Malgrat tot continua essent insu-
ficient per cobrir les necessitats energétiques de 1'Or-
gan. També s'ha observat que en perfusions sense
substrats exdgens, es produeix una rapida degradacid de
glicogen. Aquesta perd, després de una hora de perfusi®,
no habia aportat més del 30% al consum d'oxigen total

de l'Organ (Shipp i col., 1964).

La degradacid del glicogen corre a carrec de la
glicogen fosforilasa que allibera unitats de glucosa-
l-fosfat, i de l'enzim desramificant. La glucosa-1l-
fosfat és transformada per la fosfoglucomutasa en la
glucosa-6-fosfat, substrat per la via glucolitica. La
modulacid del flux a través de la via es produeix a
nivell de la glicogen fosforilasa per processos depe-

nents bé d'AMPc bé de ca’*-calmodulina (per revisio



veure Van der Vusse i Reneman, 1983).

La degradacid de les reserves lipidigues en els
cors perfundits amb o sense glucosa ha d'ésser, per
tot el comentat anterirment, la principal font que
cobreixi les necessitats energétiques d'aquests cors.
Les primeres evidéncies les obtingueren Olson i Hoeschen
(1967) i Denton i Randle (1967) de forma simultdnia i
independent. Ambdds grups perfundiren cors pel siste-
ma Langendorff en abséncia de substrats exdgens. Obser-
varen que després de 1 hora, moment en que els cors
deixaren de bategar, el contingut de TAG tissular dismi-
nuli un 50-70%, sense que s'afectessin els de fosfolipids.
Posteriorment es demostraque també el treball moderat,
fins i tot en preséncia de glucosa, estimula la uti-
litzacid de les reserves lipidiques enddgenes arribant
a aportar fis en 50% al consum d'oxigen (Neely i col.,
1969).

Els triacilglicerols sén hidrolitzats primer a
diacilglicerols, després a monoacilglicerols i, fi-
nalment, a glicerol lliure, alliberant-se a cada pas una
molécula d'acid gras. Es creu que el pas limitant és
la degradacid del primer acid gras donat que la rela-
cid entre els nivells tissulars de TAG:DAG:MAG esta
molt desplagada cap els TAG (13:0.1:0.6, Neely i Morgan,
1974). Tampoc ha pogut trobar-se cap situacid on es
produeixi un actmul dels metabdlits intermediadris (Sever-
son, 1979%a).

Aquest procés lipolitic endogen ha estat estudiat
tant mesurant decrements dels nivells tissulars de TAG,
com alliberament de glicerol o d'acids grassos al medi.
Els acids grassos son perdo menys utilitzats donat gque
una part important dels alliberats poden ésser oxidats
produint-se, per tant, una subestimacidé de la taxa
real de lipdlisi en mesurar només els seus nivells enel
el perfundit. Es més utilitzat l'alliberament de gli-

cerol, dons aquest é€s molt poc reutilitzat pel cor




(Scheuer i Olson, 1967; Tamboli i col., 1983). Proba-
blement degut a la molt baixa activitat glicerogquinasa
en aquest teixit (Robinson i Newsholme, 1967). Per altre
banda, en cors de rata perfundits amb glucosa 5 mM i
treballant moderadament s'ha trobat una relacid esteiquio-
métrica entre la disminucid dels nivells tissulars de
TAG i l'alliberament de glicerol (Hron i col., 1977).
Altre desventatge addicional de la determinacid dels
nivells d'acids grassos alliberats com a index de lipo-
lisi, és el fet de que la relacid entre les quanti-

tats d'acids grassos que s6n alliberats i la quan-

titat que son oxidats depen de diversos factors, i
d'entre ells, de la quantitat de treball desenvolupat
(Crass , 1972a).

1.3.- REGULACIO DE LA LIPOSISI ENDOGENA

Des de mitjans dels anys 60, guan es comenga a
conéixer la importancia de la utilitzacid dels TAG en-
dogens pel cor, un elevat nombre d'investigadors es
dedica a l'estudi de la seva regulacid i mecanismes.
Fruit d'aquell treball ha estat una extensa literatura
i 1'aparicid de revisions parcials del tema (Crass, 1977;
Lech i col., 1977; Severson, 1979%a; Hiilsmann i col.,
1984).

Un efecte estimulador de la lipdlisi per les ca-
tecolamines s'ha observat en cors perfundits tant
mesurant alliberament de glicerol (Williamson, 1964; i
molts altres després), com ﬁeterminant variacions en el
contingut tissular de TAG (Gartner i Vahouny, 1973; i
d'altres). En estudis fets amb cors perfundits, havent
marcat préviament els lipids amb palmitat-cl4, es de-
mostra una disminucidé de la radicactivitat de TAG, i
també de la quantitat total de TAG, com a consegqiiéncia
de la perfusid tant amb epinefrina, com norepinefrina
(si bé aquesta fou menys potent), aixi com amb dibutiril-
AMPc o teofil.lina; en cap cas s'afectaren ni els nivells
ni la radioactivitat als fosfolipids (Crass, 1972b;
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Crass i col., 1975). L'efecte lipolitic de les cateco-
lamines ve mitjangat pels receptors -adrenérgics,

com es despren de que l'agent -bloquejant proprano-
lol reverteixi l'efecte estimulador de la lipdlisi de
l'epinefrina (Jesmok i col., 1977). Igualment, 1l'ago-
nista -especific isoproterenol, presenta la mateixa
poténcia que l'epinefrina estimulant l'alliberament de
glicerol (Jesmok i col., 1977). Es creu que el mecanis-
me d'accid dels agonistes -adrenérgics és l'activacid
de l'adenilat ciclasa,a través d'unes proteines trans-
ductores que lliguen GTP (Smiegel i col., 1984), amb
posterior augment dels nivells intracel.lilars d'AMPc
(per revisibrecent veure Lefkowitz i col., 1984), qui
activaria les proteines quinases depenents d'AMPc. De
fet, s'ha trobat un augment del nivells d'AMPc i de

la relacid d'activitats =-/+ AMPc de la proteina guinasa
depenent d'AMPc en cors perfundits amb isoproterenol
(Largis i col., 1972; Jesmok i col., 1977; Hayes i col.,
1979).

També el glucagd provoca un augment de l'allibe-
rament de glicerol al medi de perfusidé (Jesmok i col.,
1977; Hilsmann i Stam, 1979a) i de la relacid d'acti-
vitats -/+ de la preteina quinasa depenent d'AMPc
(Jesmok i col., 1977). Agquests fets han portat a postu-
lar que, de forma semblant al que passa al teixit
adipds, la lipolisi al cor es regularia principalment
per mecanismens de fosforilacid-defosforilacid mitjan-
cats per 1'AMPc, a través de la proteina quinasa depe-
nent d'AMPc (Christian i col., 1969; Lech i col., 1977;
Severson, 1979a). Tot i aixd, i al contrari del que
s'esdevé al teixit adipds on els mecanismes estan forga
ben coneguts fins i tot a nivell molecular (per revisiod
recent veure Belfrage i col., 1984), la participacid
del AMPc en la regulacid de lipdolisi cardiaca no esta
totalment establerta.

No s'ha descartat en cors perfundits, que 1l'efec-

te de les catecolamines i el glucagd sigui secundari
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a l'efecte d'aquestes hormones sobre els requeriments
energétics, doncs tant unes com l'altre tenen un clar
efecte cronotropic (estimulador del ritme de batec)

i/o inotropic (estimulador de la forga de contraccid)
(Crass, 1972a; Jesmok i col., 1977). En aquest sentit
s'ha observat en cors perfundits amb un medi lliure
desubstrats o amb glucosa 5 mM, que un augment del tre-
ball cardiac provoca un augment de la lipolisi endogena,
(Crass i col., 1971). Els mateixos autors perd, no des-
carten que 1l'augment de treball provoqui una desca-
rrega de catecolamines, i que siguin aquestes les que
estimulin la lipdlisi directament (Crass, 1977). Exis-
teixen pero, altres casos descrits a la bibliogra-

fia on a un augment de treball 1li segueix una augmen-
tada lipdlisi sense que s'alterin els nivells d'AMPc

o la relacid d'activitats =-/+ de la proteina guinasa
depenent d'AMPc. Es el cas de la perfusidé amb concen-
tracions creixents de Ca2+ (Dhalla i col., 1977; Stam

i col., 1980), o amb 1'iondfer de Ca’' ouabaina (Jesmok
i col., 1977). Aixi doncs la resposta a les catecolami-
nes o al glucagd podria ésser simplement secundaria

a un augment dels requeriments energétics com a con-
seqiiéncia d'un augment del treball cardiac provocat

per aquestes hormones.

Tot i que l'efecte lipolitic de les catecolami-
nes i el glucagd pogui ésser directe, no necessariament
hauria d'estar mitjangat per 1'AMPc. S'ha suggerit que
alguns dels efectes de les catecolamines podrien
ésser mitjangats per altres factors diferents de 1'AMPc.
En aquest sentit, en cors depolaritzats per perfusid amb
potassi 55 mM, l'isoproterenol no provoca cap varia-
cid dels nivells tissulars d'AMPc, pero la glicogen
fosforilasa s'activa, si bé menys del que ho fa quan
els nivells d'AMPc augmenten (Largis i col., 1972).

S'ha suggerit que el calci pot estar involucrat en la
regulacid de la glicogen fosforilasa per 1l'isoproterenol
(Barovsky i Gross, 1981); molt recentment s'ha que en

cors perfundits, l'isoproterenol estimula lacaptacid
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de calci (Ggtzsche, 1985). Pel que fa a la parti-

cipacidé del Caz+

en la resposta lipolitica a l'iso-
proterenol, Hron i col.laboradors (1977) observaren
que en cors perfundits i trballant moderadament, la
resposta rant a aquest agonista -adrenérgic, com

al glucagd , era depenent de la preséncia al medi de
perfusid de concentracions de calci superiors a 1.2
mM, tot i que a qualsevol concentracid es produla una

activacidé de la proteina quinasa depenent d'AMPc.

No queda, doncs, clarament establert si la
resposta a les catecolamines i al glucagd es produeix
bé de forma directa i mitjancada per 1'AMPc i la seva
proteina quinasa depenent, bé mitjangada per variacions
en els nivells intracel.lulars de Ca2+, o bé es secun-
daria a l'increment de treball cardiac i mitjancgada
de forma no directa per algun altre factor. En aquest
sentit cal comentar el possible pater dels nivells in-
tracel.lulars de metabdlits i les seves variacions
en funcid del treball desenvolupat. Aixi, ja l'any
1973 Oram, Bennetch i Neely demostraren que en per-
fundir cors de rata amb concentracions creixents de
palmitat-albtmina, es produia un actmul intacel.lular
depenent de la dosi d'acil-CoA de cadena llarga, d'acil-
carnirina de cadena llarga, d'acetil-CoA i d'acetil-
carnitina. Els nivells d'aquests metabdlits, llevat
dels d'acil-carnitina de cadena lliarga, disminulen en
augmentar el treball cardiac. Per altre banda es coneix
que les activitats TAG hidrolases de cor so6n inhibides
per palmitoil- 6 oleil-CoA (Severson i Hurley, 1982).
Aixi, una eliminacid de possibles inhibidors podria
ésser el mecanisme pel que el treball provoqués una
estimulacid de lipdlisi. D'acord amb aquesta hipotesi,
s'ha trobat que en cors treballant moderadament i quins
triacilglicerols havien estat préviament marcats amb

14

palmitat-C~ ", la perfusid® amb palmitat 0.6 mM complexat

amb albGmina 0.45 mM, tant en preséncia com en abséncia

de glucosa 5 mM, la lipdlisi basal, mesurada com dis-

14

minucid de TAG-C i dels nivells tissulars de TAG, esta
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inhibida (Crass, 1972a; Murthy i col., 1983), aixi com
també esta bloquejada la resposta a l'epinefrina d'amb-
doés parametres; la resposta glicogenolitica no estava

alterada perd (Crass i col., 1975).

L'estimulacidé de la lipdlisi per catecolamines
es també totalment inhibida per la preséncia d'eleva-
des concentracions de cossos cetdnics (15 mM de -hi-
droxibutirat o 5 mM d'acetoacetat) en el medi de
perfusidé contenint glucosa 5.5 mM (Hron i col., 1978).
En aquest treball es troba que l'efecte es produia
sense que s'alterés la relacid d'activitats -/+ AMPc
de la protelIna quinasa depenent d'AMPc, quina variacid

és paral.lela a la dels nivells d'AMPc (Keely i col.,
1975).

Tant la hipoxia com la isquémia provoguen altera-
cions de la lipdlisi endogena. La hipdxia s'aconse-
gueix experimentalment gassificant el medi de perfusid
amb N2/CO2 en lloc de 02/C02. Agquest canvi baixa la
pressid parcial d'O2 a uns 35-37 mm Hg (Crass i Pieper,
1975; Karwatowska-Krynska i Beresewicz, 1983). La
isquémia s'obté per oclussid parcial o total de 1l'ar-
téria coronaria o, simplement, deixant de perfundir
(Neely i col., 1973). Periodes llargs (més de 30 mi-
nuts) d'hipdxia provoquen una inhibicid tant de la
lipdlisi basal com de l'estimulacid per epinefrina (Crass
i Pieper, 1975). A temps més curts perd (menys de 10
minuts), es produeix una estimulacidé transitdoria de
l'alliberament de glicerol (Karwatowska-Krynska i Bere-
sewicz, 1983), probablement indulda per una alliberacié
immediata de catecolamines per les terminals nervio-
ses com a resposta a la hipdoxia (Karwatowska-Krynska i
Beresewicz, 1983). Aquest alliberament immediat de
catécolamines també s'ha observat en cors de rates amb
isgquémia induida (Abrahamsson i col., 1983). En cors de
gos amb isquémia indulida ha estat observada igualment
una resposta bifasica de la lipdlisi enddgena: primer

una disminucidé dels nivells tissulars de TAG amb pos-
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terior increment (Jesmok i col., 1978). Tant en con-
dicions hipoxiques com isquémiques, en faltar oxigen,
es produeix un rapid actmul tant d'acil-CoA com d'acil-
carnitina als compartiments mitocondrial i citosdlic
(Vary i col., 1981). L'acimul d'aquests metabdlits és
probablement la causa de la inhibicid de la lipdlisi

en ambdues situacions. Igualment fora la causa d'un
augment de la taxa de sintesi de TAG. El resultat final
€s l'acimul dde triacilglicerols al teixit, que ja
havia estat descrit com a conseqgiiéncia d'una manca d'oxi-
gen (Wittels i Spann, 1968).

Es generalment acceptat que la insulina reverteix
la estimulacid de la lipdlisi al teixit adipds, induida
per catecolamines (Severson, 1979a; Belfrage i col.,
1984). Molt pocs estudis s'han fet a cor. S'ha observat
que en cors perfundits amb glucosa 5.5 mM, la insulina
no afecta ni a la lipolisi basal ni a l'estimulada per
isoproterenol, glucagdé o ouabaina, a tots els casos
mesurada com alliberament de glicerol al medi de perfu-
sid (Jesmok i col., 1977). Contrariament, en cors per-
fundits amb glucosa 9 mM, altres observaren un efecte
inhibidor de la insulina sobre la lipdlisi basal, me-
surada com a descens en el contingut tissular de
TAG (Murthy i col., 1983). Aquests autors no estu-
diaren l'efecte sobre la lipolisi indulda per cateco-
lamines o altres agents. SI que observaren perd, que
l'efecte era depenent de la preséncia d'elevades con-
centracions de glucosa en el medi, donc si perfundien
sense glucosa no observaven cap efecte de la insulina.
Amb cors enriquits en TAG per prévia alimentacid dels
animals amb acid euricic, s'ha observat que la insu-
lina en abséncia de glucosa en el medi de perfusidé, no
afectava ni la lipdlisi basal ni l'estimulada per glu-
cagd o catecolamines (Stam i Hiilsmann, 1981). Els ma-
teixos autors havien trobat que la insulina bloqueja-
va l'estimulacidé de la lipolisi per glucagd o catecola-
mines quan cors enriquits en TAG eren perfundits amb

un medi contenint 9 mM de glucosa; lalipdlisi basal no
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era afectada (Hiilsmann i Stam, 1979b).

La diabetes mellitus provoca canvis importants
en el metabolisme i la funcid cardiaca. D'entre el
canvis metabdlics destaca un important augment (2-3
vegades) en el contingut de triacilglicerols del tei-
xit (Denton i Randle, 1967; i molts altres després).
Aquest acimul es ddna com a conseqiiéncia d'un augment
dels nivells plasmatics tant d'acids grassos no esteri-
ficats com de cossos cetonics, fet que provoca l'incre-
ment dels nivells tissulars d'acil-CoA i d'acil-carni-
tina (Feuvray i co0l.,1979). En estar elevats els nivells
de cossos cetonics al plasma, el seu us preferencial
com a substrat oxidatiu, deriva l'excés d'unitats
acil-CoA cap a la seva esterificacid (Menahan i Hron,
1981). Paral.lelament ha estat descrit un augment d'ac-
tivitat (sn),3-glicerofosfat-acil transferasa (Murthy
i Shipp, 1980). Per altre banda els resultats obtinguts
per diferents laboratoris estudiant la lipdlisi en
cors perfundits de rates diabétiques s6n, aparentment,
contradictoris. Aixi, els primers treballs mostraven
una lipolisi clarament augmentada als cors de rates
diabetiques (Garland i Randle, 1963; Kreisberg, 1966a).
Treballs més recents trobaren que, pel contrari, estava
inhibida (Poulson i Crass, 1982). Ara bé, aixd fou
aixl quan perfundiren els cors de rates diabeétiques
amb un medi que contenia glucosa 28 mM i palmitat 1.2
mM (concentracions plasmatiques normals dels animals
diabétics). Quan perfundiren amb medi contenint glu-
cosa 9 mM i palmitat 0.5 mM (condicions normals d'ani-
mals controls), llavors els cors de rates diabétiques
degradaren més triacilglicerols gue els de rates con-
trols. Els primers treballs als que féiem referéncia,
perfundien amb glucosa 5 mM amb o sense palmitat 0.5 mM.

Aixi doncs, "in vivo", les elevades concentra-
cions de metabdlits circulants, a més de desviar la

utilitzacid d'acids grassos cap la sintesi de triaci-
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tat combinat d'ambdés factors és 1'augment dels nivells

tissulars de TAG gue préviament s'havia descrit.

En cors de rates diabétiques perfundits en ab-
séncia de palmitat i amb baixes concentracions de glu-
cosa (5-9 mM), ha estat descrita una estimulacid de
l'alliberament de glicerol per 1'adrenalina (Rdsen i
col., 1981).

1.4.- UTILITZACIO DE MIOCITS AILLATS PER L'ESTUDI DEL
METABOLISME CARDIAC

El cor esta constitult per una amplia varietat de
tipus cel.lulars i, si bé als cardiomidcits correpon
la gran majoria del pes de l'Organ, només representen
el 12-25% del nombre total de cél.lules (Dow i col.,
1981). La resta el constitueixen principalment, cél.lu-
les endotelials i musculars llises, fibroblasts i adipd-
cits (Roy, 1975).

La preséncia d'adipocits ha portat a criticar
alguna vegada (Lech i col., 1977; Severson, 1979a) la
conclusidé de que la lipolisi enddgena es dongui realment
i/o majoritariament als miocits. AixiI els adipocits po-
drien ésser els principals responsables de 1'alli-
berament endogen de glicerol i acids grassos, quins po-
rien ésser utilitzats pel midcits per -oxidar-los. Tam-
bé podria pensar-se que és a nivell d'adipdcits cardiacs
on es produeix la regula 1%#0 de la 1lipdlisi enddgena.
Aquesta hipotesi esta sustentada en algus experiments
que indiques la participacid significativa d'altres ti-
pus cel.lulars diferents del midcits en alguns resul-
tats atribuits en principi a aquestes cél.lules. Bein-
lich i col.laboradors (1981) demostraren que l'activitat
proteolitica neutre alcalina, préviament involucrada en
el recanvi protéic als cardiomidcits, en realitat no
era present en aquest tipus cel.lular. També ha estat
demostrat que part de l'heterogeneitat dels lisosomes

obtinguts en fraccionar homogenats de cor, prové de
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la présencia de macrofecs, quins lisosomes tenen un per-
fil d'activitats hidrolasiques completament diferent al
dels midcits (Welman i Peters, 1976).

La utilitzacidé de poblacions homogénies de cé-
l.lules aillades per a l'estudi d'aspectes del metabolis-
me intracel.lular obvia la possible participacid
d'altres tipus cel.lulars en els fenOmens estudiats.

Per altre banda, l'ambient en que les cél.lules es tro-
ben pot ésser facilment manipulat i controlat (PO,
pH, temperatura, concentracions de substrats, ions,

hormones, drogues, etc.).

Els primers intents d'aillament de midcits de
cor daten de finals dels 60 (Kono, 1969; Berry i col.,
1970; Vahouny i col., 1970). En aquestes preparacions
les cél.lules es contreien espontdniament en abséncia
de calci i eren intolerants a concentracions fisiolo-
giques d'aquest catidé. En els anys segilients es descri-
viren diferents procediments per obtenir midcits de
cor d'animals adults que fossin resistenta a concentra-
cions fisiologiques de calci (per revisid veure Farmer
i col., 1983). Aquestes preparacions tolerants al cal-
ci no es contrduen espontaniament i estudis electrofisi-
oldgics mostren que presenten potencials de repds
estables d'uns -80 mV i, després d'estimulacid elécti-
ca, generen un potencial d'accié de fins uns 30 mV;
ambddés valors soén similars als del teixit intacte
(Powell i col., 1980).

En ésser quiescents, els midocits aillats tole-
2 de 14-19 n mol/
min/mg prot. (Francakis i col., 1980; Chen i col., 1983),

rants al calci presenten un consum d'O

molt inferior al de cors perfundits realitzant treball
moderat, perO equivalent al de cors perfundits que no
realitzin cap treball. Diferents estudis sobre el seu
metabolisme han mostrat que els midcits aillats utilit-
zen també &cids grassos no esterificats, glucosa i lac-

tat o piruvat, si bé els oxiden a taxes més baixes
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que els cors perfundits i treballant (Frangakis i col.,
1980; Montini i col., 1981; McDonough i Spitzer, 1983;
Chen i col., 1983; Tamboli i col., 1983; Bihler i col.,
1984). A diferéncia del cor perfundit, sdn incapagos
d'utilitzar acids grassos esterificats de VLDL (Tambo-
li i col., 1983). Els mateixos autors demostren que, a
diferéncia del cor perfundit, el desti majoritari (73%)
dels acids grassos captats del medi es la incorporacid
a lipids (Tamboli i col., 1983).

Un aventatge addicional de les cél.lules aillades
tolerants al calci i quiescents, és la possibilitat
d'estudiar l'efecte del Ca2+ independentmen de la
contraccidé. Aixi s'ha demostrat que mentre que l'oxi-
dacio de glucosa i lactat és directament depenent de
la preséncia de ca’’ en el meci extracel.lular, la ce

palmitat no ho és (Montini i col., 1981).

Acuests tipus de preparacions soén, per altre
bancda, sensibles a estimulacid hormonal. Aixi, la insu-
lina estimula l'oxidacidé de glucosa de forma dosi
depenent (Frangakis i col., 1980). També,les catecola-
mines provoquen un augment dels nivells intracel.lu-
lars 4'AMPc (Powell i Twist, 1976) i de la relacid
d'activitats -/+ AMPc de la proteina quinasa depenent
d'AMPc soluble, aixi com de la relacid d'activitats

-/+ AMP de la glicogen fosforilasa (Buxton i Brunton,
1983).

Totes aquestes propietats fan dels miocits aillats
tolerants al Ca2+ i quiescents, un model experimental
optim per l'estudi de la lipdlisi enddgena i la seva
regulacidé. Per una banda pot demostrar-se el seu o-
rigen, i per altre, pot estudiar-se la seva regulacid
de forma directa, sense els possibles efectes de la
contracci6é. Al nostre laboratori s'ha demostrat que als
midcits aillats de cor de rata, al llarg del temps
d'incubacid en condicions basals, en preséncia de glu-

cosa 10 mM, disminueix el contingut de triacilglicerols
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sense que s'alteri el de fosfolipids, la disminuciod
dels nivells de TAG ve acompanyada d'un augment del gli-
cerol del medi (Kryski, 1985; Kryski i col., 1985a).
Les catecolamines (isoproterenol, epinefrina, norepi-
nefrina) estimulen 2-4 vegades tant la disminucidé dels
nivells de TAG, com l'alliberament de glicerol, mante-
nint-se una relacid esteiquiométrica entre ambdds pa-
rametres; l'efecte és probablement via receptors -a-
drenérgics en tant que el propranolol bloqueja 1l'efecte
de l'isoproterenol (Kryski, 1985; Kryski i col., 1985a).
Aquesta estimulacidé semba ésser mitjancada per 1'AMPc,
doncs (i) les catecolamines provoques un augment dels
nivells intracel.lulars d'AMPc, (ii) 1l'inhibidor de la
fosfodiesterasa 3-metil-isobutilxantina estimula tam-
bé la 1lipdlisi i potencia l'efecte d'una dosi submaxi-
ma d'isoproterenol, (iii) la forskolina (diterpé, acti-
vador directe de l'adenilat ciclasa) també estimula

la lipdlisi, i (iv) anadlegs de 1'AMPc mimetitzen 1l'e-
fecte d'aquest (Kryski i col., 1985a). Per altre banda,
a diferéncia del que s'observava amb cors perfundits,
concentracions creixents de calci (0-3 mM) no afecten
ni a la lipdlisi basal, ni a l'estimulada per l'isopro-
terenol (Kryski i col., 1985b), fet que indica que molt
probablement, la dependéncia del calci que s'observa

en la lipdlisi al cor perfundit és secundaria a 1'aug-

ment de la contractilitat provocat pel calci.

Els estudis fets amb midcits de cors de rates
diabétiques, indiques que, en preséncia de glucosa
11 mM, la mobilitzacid® dels TAG enddgens és molt ele-
vada (6 vegades la dels controls), no responen pero,
de forma significativa a l'estimulacid amb isoprote-
renol o analegs de 1'AMPc (Kenno i Severson, 1985),
probablement degut a un acumul d'acids grassos i/o
els seus derivats a l'interior de les cél.lules.

En definitiva, utilitzant midcits aillats ha _
pogut demostrar-se la mobilitzacid dels TAG intracel.lu-

lars i la seva resposta a les catecolamines en aquest
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tipus cel.lular, eliminant-ser la possibilitat de que
tals processos tinguessin el seu origen als cardio-
adipocits. No pot descartar-se perd, que en major o
menor grau també participin de la produccid de glice-
rol que s'observa als cors perfundits. Estudis molt

acurarats calen per escatir aquesta possibilitat.

1.5.- ACTIVITATS TRIACILGLICEROL HIDROLASES EN COR I
MIOCITS AILLATS

Triacilglicerol hidrolasa acida

A finals dels 60 aparegueren els primers treballs
on es descrivia l'existéncia d'activitat triacilglice—
rol hidrolasa (TAGH) amb pH Optim &acid en les fraccions
lisosomals de fetge i ronyd (Mahadevar i Tapple, 1968).
DES de llavors s'ha descrit la seva preséncia al teixit
adipbs, artéries, cervell, cos luti, cor,intesti, placen-
ta, epitelil pigmentat de la retina, melsa, tiroide,
leucocits, fibroblasts, macrofecs, i1 molts altres
tipus cel.lulars. A partir de fetge i placenta ha estat
purificada fins a homogeneitat (per revisid sobre pro-
pietats bioquimiques, localitzacid intracel.lular, pu-
rificaci6, i paper fisioldgic veure Fowler i Brown,
1984).

En homogenats de cor es demostra la seva loca-
litzacidé lisosomal (Wang i col., 1977; Severson, 1979b).
Aquesta activitat és inhibida per concentracions creixents
de NaCl i MgC12 (Severson, 1979b), i estimulada per
fosfatidilcolina (Severson i col., 1981). Si bé no és
inhibida directament pel producte (adcids grassos lliures)
si ho é&s pels seus derivats (Palmitoil-CoA i palmitoIl-
carnitina) (Severson i Hurley, 1982). Recentment Knauer
i Weglicki (1983), han demostrat la seva existéncia als
lisosomes de cardiomiocits aillats de gat d'on 1l'ha
purificada i han estudiat les seves propietats. Aquestes
concorden amb el que ja havia estat descrit als homo-

genats de cor sencer.
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La regulacid de l'ctivitat TAGH acida del cor
ha estat estudiada molt recentment. R&sen i col.labo-
radors (1981) observaren una reduccid del 70% en l1l'ac-
tivitat TAGH acida en cors de rates diabétiques. Més
recentment, Stam i col.laboracors (1984), descriuen unn
efecte similar. En el mateix treball també observen una
lleugera disminucid de l'activitat TAGH acida en tractar
animals amb glucocorticoides; un augment de 1l'activitat
el troben en tractar animals amb T, i després d'un de-
juni de 72 hores. Si bé mai demostrat definitivament,
tots agquests canvis es creu que s6n degutas a varia-
cions en les taxes de sintesi o degradacid de 1l'enzim
(Fowler i Brown, 1984). Algunes drogues també afecten
l'activitat TAGH acida. Aixi la cloroquina, un agent
lisosomotropic ampliament utilitzat, provoca una inhi-
bicid total d'aguesta activitat (Severson, 1979b).
També la clorpromazina (anestéssic local) la inhibeix
(Beckman i col., 1982).

El paper fisioldgic de la TAGH acida, que també
té activitat colesterol esterasa, fou posat clarament
de manifest en demostrar-se que la malaltia de Wolman
era deguda a una deficiéncia congénita de TAGH &cida.
Els afectats moren a la infantesa : tenen uns nivells
tissulars de TAG i ésters de colesterol unes 100 ve-
gades superiors als normals (per revisidé sobre aquesta
malaltia veure Fredrickson i Ferrans, 1978). Aixi doncs,
les TAGH acides estan involucrades, en un major o me-
hor grau, en la degradacid endogena de lipids, potser
especialment al fetge i ronydé que sén els llocs on
es produeixen els maxims aclmuls de lipids a la malal-
tia de Wolman (Fredrickson i Ferrans, 1978). Sén les
responsables de la degradacid dels TAG i ésters de coles-
terol dee les lipoproteines de baixa densitat interna-
litzades després del seu reconeixement pels receptors
especifics de membrana (per revisidé veure Brown i
Goldstein, 1984). Especificament al cor, podrien estar

involucrades en la degradacid de la sarcolemma com a
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conseqiiéncia de malalties isquémiques (Beckman i col.,
1982).

Lipoproteina Lipasa

Des de 1955 en que Korn (Korn, 1955a i b) caracte-
ritza per primer cop la lipoproteina lipasa (LPL) i
proposa el seu paper clau en la degradacid dels lipids
plasmatics, molt treball ha estat fet amb aquest enzim
donant peu a una molt extensa bibliografia recollida
en un elevat nombre de revisions de les que, entre les
més recents, destaquen les de Nilsson-Ehle, Garfinkel
i Schotz (1980), Cryer (1981), Posner (1982), Kinnunen
Virtanen i Vainio (1983), Olivecrona i Bengtsson (1984)
i Smith i Pownall (1984).

S'ha demostrat la preseéencia deLPL en multitud
de teixits i tipus cel.lulars. D'entre ells, el cor és
un dels que te l'activitat especifica més elevada. Només
és superior al teixit adipds d'animals alimentats i a
la glandula mamaria (i llet) de femelles durant l'alle-
tament (veure Cryer, 1981). A partir d'aquestés fonts
i d'altres s'ha purificat parcialment o fins a homo-
geneitat electroforética (veure Smith i Pownall, 1984).
Amb aquestes preparacions purificades han estat estudia-
des les seves propietats moleculars, caracteristiques
cinétiques i la seva accid sobre les lipoprotelnes de
molt baixa densitat i quilomicrons, els seus substrats

fisiologics.

Concretament del cor ha estat purificada del de
rata (Twu i col., 1975; Chung i Scanu, 1977), del de
porc (Ehnholm i col., 1975), i del d'humans (Twu i1 col.,
1976). Totes elles fins a un grau molt elevat de pure-
sa aparent ( 85%). Com pot veure's a la taula 1.1, les
activitats especifiques i1 pesos moleculars aparents
obtinguts per electroforesi en gel de poliacrilamida

en preséncia de SDS no sdn concordants.
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Taula 1.1 ACTIVITATS ESPECIFIQUES I PESOS MOLECULARS
APARENTS DE LA LPL PURIFICADA DE COR

Procedencia Activitat Pes molecular Referencia
especifica aparent
(umol/h/mg p) (kDa)
Rata 30.8 60 Twu i col.,1975
646 34 Chung i Scanu, 197
Porc 2400 73 Ehnholm icol.,197
Humans 35.3 60 Twu i col., 1976

El pH Optim per l'enzim purificat es de 8.0-8.5
i és a aquest pH al que normalment es valora la seva
-activitat. De totes formes, depenent de les condicions
d'assaig, poden obtenir-se també diferents valors de
pH Optim; més neutres (Hiilsman i col., 1982) o, com ha
estat demostrat amb la LPL purificada de la llet bovi-

na, més basics (Bengtsson i Olivecrona, 1982).

A l'igual que per l'enzim purificat a partir de
qualsevol altre teixit, la LPL de cor presenta una gran
dependéncia de la preséncia de sérum o Apo C-II per a
la seva activitat. L'Apo C-I i 1'Apo C-III inhibeixen
en major o menor grau, l'activitat estimulada per Apo
C-II (Twu i col., 1975, 1976; Chung i Scanu, 1977). El
significat d'aquestes inhibicions és obscur, doncs si
bé s'observa també amb LPL purificada de llet bovina
(Holdsworth i col., 1985), en cors perfundits amb qui-
lomicrons que contenien guantitats creixents d'Apo C—1113
o Apo C-I, no s'observa cap efecte inhibidor d'aquestes
Apos (Lukens i Borensztajn, 1978; Kotlar i Borensztajn,
1979).

Altre de les propietats més caracteristigues de
la LPL és la inhibicid per elevades concentracions de
NaCl (Korn, 1955a; i molts altres després). Els quatre

treballs esmentats referents a la caracteritzacid de
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laLPL de cor també troben una gran sensibilitat al
NaCl, produlnt-se inhibicid6 a partir de 0.15 M, i arri-
bant a ésser maxima entre 0.5-1.0M (Twu i col., 1975,
1976) .E1 mecanisme pel que aquesta inhibicid es produ-
eix no esta totalemnt elucidat. Primer es proposa que,
en base a que el NaCl inhibia preferentment 1l'activitat
mesurada en preséncia d'Apo C-II, l'elevada forga io-
nica interferia amb la interaccidé LPL- Apo C-II
(fielding i Fielding, 1976). Més recentment, en no
observar cap efecte del NaCl sobre la dependéncia del
sérum o l'apo C-II, Posner i Morrison (1979) i Bengtsson
i Olivecrona (1983) postularen que el principal efec-
te del NaCl, al meny el els seus sistemes, fora el de
interferir amb el lligam de l'enzim a la interfase
lipid-aigua o bé afectaria directament al centre actiu
de la molécula, en qualsevol cas, degut a canvis con-

formacionals.

Per la LPL purificada de cors humans i de rata,
Twu i collaboradors (1975, 1976) trobarn que la prota-
mina sulfat inhibia l'activitat. Aquesta inhibicid
també ha estat emprada per la caracteritzacidé de la LPL
a d'altres teixits (Greten i col., 1968; Bensadoun i
col., 1974; Lithell i Boberg, 1978; Llobera i col.,
1979). De totes maneres, també s'ha descrit qué el que
es dongui aquesta inhibicid depen de les condicions
particulars de l'assaig i de com hagi estat preparada
la mostra. Aixi, Stam i Hilsman (1983) trobaren que,
en sobrenadants postnuclears d'homogenats de cors de ra-
ta, la LPL era lleugerament estimulada per la presén-
cia de protamina sulfat a l'assig; en canvi, la LPL
vascular alliberada per perfusidé amb heparina bé te-
nia un comportament bifadsic (primer estimulacid i des-
prés inhibicid) bé era inhibida, segons es fes una pre-

incubacid de l'enzim amb la protamina o no.

Una de les propietats més interessants de la LPL
és la seva interaccid amb l'heparina. Ja al 1956 D.S.
Robinson descrigué que la injeccid intavenosaa d'hepa-

rina produla 1l'aparicidé al plasma d'una activitat
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lipolitica. Part d'aquesta activitat era la que E.D.
Korn havia descrit i caracteritzat com la LPL (Korn,
1955 a i b). Laa interaccid directa entre 1l'heparina

i la LPL fou demostrada per Olivecrona i col.laboradors
(1971) immobilitzant heparina a gels de sefasora 4B.
L'us de gels de sefarosa amb heparina covalentment 11li-
gada ha estat la técnica que posteriorment s'ha emprat
més ampliament per a la purificacidé de la LPL (per re-
visidé recent veure Smith i Pownall, 1984). A part de
l'afinitat entre ambdues molécules, 1l'heparina també

ha estat descrit que pot afectar l'activitat de la LPL.
Aixi, per la LPL purificada de cor, s'ha descrit un
lleuger augment de l'activitat en incrementar la concen-
tacidé d'heparina al sistema de valoracid (Twu i col.,
1975, 1976). Altres autors troben perd, una estimulacid
considerable (chung i Scanu, 1977). Diversos estudis
fets amb LPL purificada de llet bovina indiquen que
l'heparina no tindria cap efecte per si mateixa sobre
l'activitat de la LPL, 1 que les activacions o inhibi-
cions que s'observen foren degudes a d'altres causes
com ara l'estabilitzacid de l'enzim (Olivecrona i

Bengtsson, 1984).

En el cor pot detectar-se activitat LPL a dife-
rents compartiments. Varies sb6n les evidéncies de que
es localitza funcionalment als endotelis capil.lars.
Potser la més directa i elegant son els estudis de
Pedersen i col.laboradors (1983) on, indirectament,
visualitza la preséncia de LPL al llum capil.lar dels
endotelis. En el mateix treball demostren que la per-
fusid prévia amb heparina eliminava la LPL del 11lit vas-
cular. Era jaconeguda que la perfusidé amb heparina pro-
duia la molt rdpida (menys de 10 segons) aparicid d'ac-
tivitat LPL al medi de perfusidé (Pedersen i col.,
1981). La funcionalitat d'aquesta LPL vascular havia
estat ja apuntada al 1976 guan Enser i col.laboradors
demostraren que la perfusid amb heparina redula la
taxa d'utilitzacid de quilomicrons pel cor a la mitat.

Per altre banda, s'ha observat que en un dejuni de 48
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hores 1l'activitat total de la LPL al cor esta augmen-
tada (Hollerberg, 1960; Borensztajn i col., 1970), es-
pecialment ho esta la fraccidé alliberable amb hepa-
rina (Hollenberg, 1960; Borensztajn i Robinson, 1970).
Paral.lelament esta incrementada la utilitzacid de qui-
lomicrons pels cors perfundits de rates dejunades de

48 hores (Borensztajn i Robinson, 1970). Contrariament
al dejuni, una intubacid amb carbohidrats redueix ra-
pidament l'activitat LPL alliberable amb heparina,
produint-se una reduccid paral.lela de la utilitzacid
de triacilglicerols de quilomicrons pels cors per-
fundits d'aquests animals (Pedersen i Schotz, 1980).
Igualment la perfusid amb anticossos anti-LPL inhibeix
la captacid de triacilglicerols de quilomicrons pel cor
de rata perfundit (Schotz i col., 1977). Tots aquests

i d'altres treballs sbén els que han portat a considerar
actualment que la LPL exerceix la seva funcid de hidro-
lisi dels TAG de les lipoproteines riques en TAG, al
llum capil.lar dels endotelis.

De totes formes, fins i tot perfusions prolon-
gades amb heparina no alliberen tota l'activitat LPL
present al teixit. Es més, en animals alimentats, la
major part de l'activitat total (60-70%) no és allibe-
rable per heparina (Hollenberg, 1960; Borensztajn 1
Robinson, 1970; Pedersen i Schotz, 1980). Aquesta
activitat residual es localitza parcialment a l'espai
intersticial (Jensen i col., 1980; Hilmann i col.,
1982) i també a l'interior de les cél.lules parenquimals
(miocits) ( Bagby oi col., 1977; Chohan i Cryer, 1978;
Vahouny i col., 1980; Palmer i Kane, 1983b). En cors
de rates nounates ha estat demostrada la preséncia de
LPL tant a cél.lules musculars com mesenguimals
(Henson i col., 1977; Chajek i col., 1977).

La LPL de cardiomidcits de rates adultes presen-
ta propietat ssimilars a la LPL alliberable amb hepa-
rina. Es estimulada per sérum (Bagby i col., 1977;
Chohan i Cryer, 1978; Vahouny i col., 1980), inhibida
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inhibida per NaCl i protamina sulfat (Bagby i col.,
1977) i per anticossos anti- LPL de cor (Vahouny i col.,
1980). De la LPL de cél.lules mesenquimals de cors
neonatals s'ha descrit activacidé per 1'Apo C-II i
inhibicidé per Apo C-I i C-III, aixi com lligam als

gels d'heparina-sefarosa (Henson i col., 1977). A 1'in-
terior dels cardiomidcits la LPL presenta activitat es-
pecifica relativa maxima en la fraccid microsomal
(Chohan io Cryer, 1979). En cor sencer pero, existeix
certa discrepancia sobre la localitzacid subcel.lular
de la LPL residual, doncs alguns troben que és majo-
ritariament soluble (Ben-Zeev i col., 198la; Severson

i col., 1981), mentre gie d'altres la troben també

majoritariament microsomal (Wang i col., 1977).

Aquesta LPL es creu que no és funcional, al menys
en el mateix sentit que la vascular, doncs cardiomio-
cits aillats incubats amb VLDL sén incapagos d'utilit-
zar-les (Tamboli i col., 1983; Rajaram i col., 1980).
Generalment es considera que tant la LPL vascular com
la intersticial tenen el seu origen, als cors de rates
adultes, en l'interior de les cél.lules miocardiques
(Nilsson-Ehle i col., 1980). Aquesta idea s'origina a
partir dels experiments realitzats pel grup dels Stein
a Jerusalem (Chajek i col., 1975a i b) i pel de
Borensztajn a Chicago (Borensztajn i col., 1975) de
forma simultdnia i independent. Ambdds grups, treba-
llant amb l'inhibidor de la formacidé microtubular, colt-
xicina, observaren que en cors perfunditss d'animals
préviament injectats amb la droga, i en augmentar el
temps transcorregut des de 1l'administracidé sd'aquesta,
es produia un augment de la LPL residual i un descens
paral.lel de la LPL vascular, alliberable amb heparina.
Aixi doncs, el sentit fisiologic de la LPL intracel.lular
fora el de precursor de l'activitat vascular. Concordant
amb aquesta idea esta el fet de que la LPL residual té
menor afinitat que la LPL vascular pels triacilglice-
rols tant d'emulsions artificials, com de quilomicrons

(Ben-Zeev i col., 198la i b).
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Donada la importancia d'aquest enzim en el metabo-
lisme de les lipoproteines plasmatiques, la seva re-
gulacidé ha estat ampliament estudiada. Especialment
al teixit adipds, pero també al cor. Hem comentat ja
gque l'activitat de la LPL al corr total augmenta amb un
dejuni de 48 hores, augment atribuit especialment a la
fraccid alliberable amb heparina (Hollenberg, 1960); tam-
bé haviem comentat que a l'administracid intragastrica
d'una solucid de carbohidrats 1li seguia una rapida
disminucid dels nivells totals d'activitat LPL, espe-
cialment de l'alliberable amb heparina (Pedersen i Schotz,
1980). Contrariament, l'administracid intragdstrica de
greixos (oli de girasol, d'oliva i mantega) produeix
un augment d'activitat de 10-12 vegades, de la LPL
alliberable amb heparina (Pedersen i col., 1981). Aquest
efecte de la dieta greixosa pot venir mitjangat pels
glucocorticoides, doncs la hidrocortisona mimetitza~
l'efecte i 1'adrenalectomia prévia preven l'efecte de
l'administracidé dels greixos (Pedersen i col., 1981).
Tant la disminucidé produlda per las glucosa de l'activi-
tat alliberable per heparina, com 1l'augment indult
pels greixos, sn conseqiéncia d'alteracions en la
quantitat total d'enzim present als capil.lars (Kron-
quist i col., 1980).

A part d'aquestes alteracions en l'activitat de
la LPL vascular com a fruit de canvis d'estat alimen-
tari, en animals dejunats s'observen variacions circa-
diaries de l'activitat total dee l'enzim (Kotlar i
Borensztajn, 1977). Si bé no hi han proves directes
que ho relacioni, és interessant el paral.lelismen
d'aquestes variacions amb els ritmes dels nivells
plasmatics de glucocorticolides (Bellinger i col.,
1975).

Altres hormones també afecten l'activitat de la
LPL cardiaca. Aixi, Borensztajn i col.laboradors (1973)
mostren que la injeccié de glucagd 3 hores abans del

sacrifici dels animals, provocava un augment de l'ac-
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tivitat total al maGscul cardiac. Igualment Stam i
Hiilsmann (1984) observen en cors perfundits que des-
prés de 2-4 hores de perfusid amb glucagd, l'activitat
de la LPL alliberable amb heparina augmentava. Aqguesta
activacidé perd, no es produeix a mb temps de perfusid
inferiora a una hora (Stam i Hiilsmann,1983), la qual
cosa suggereix que l'accido deu exercir-se a nivell de
la sintesi de l'enzim.

Tant l'administracidé "in vivo" d'insulina, com
la perfusidé d'aquesta hormona per temps llargs no
provoquen cap efecte ni sobre l'activitat total ni
sobre l'alliberable amb heparina (Borensztajn i col.,
1972; Stam i Hiilsmann, 1984). Ara bé, en cél.lules
mesenquimals en cultiu de cors nounats s'ha observat
el requeriment de la preséncia continuada d'insulina
pel manteniment de l'activitat LPL (Friedman i col.,
1978). També en rates amb diabetes dolga induida per
estreptozotocina s'observa una disminucid de l'activi-
tat total al cor (O'Looney i col., 1983; Nakai i col.,
1984; Nomura i col., 1984), que es produeix de forma pa-
ral.lela en la fraccid alliberable per heparina i en
la residual (O'Looney i col:, 1983). Altres autors pero,
no troben que l'activitat residual estigui disminuilda
(Murthy i col., 1983) i altres, fins i tot, la troben
augmentada (Stam i col., 1984). Sigui com sigui, la me-
tabolitzacid de quilomicrons (Kreisberg, 1966b) i VLDL
(O'Looney i col., 1983) esta disminuida a la mitat als
cors de rate sdiabétiques. Aquestes alteracions poden
ésser revertides amb insulina, i sembla que de forma

depenent de la sintesi proteica (O'Looney i col., 1983).

També les catecolamines afecten a l'activitat de
la LPL de forma semblant a com ho fa el glucagd. Aixi,
Alousi i Mallow (1964) observaren que amb l'administra-
cidé cronica d'epinefrina (durant 3-4 setmanes), l'acti-
vitat LPL cardiaca augmentava dues vegades respecte
als controls, pero quan una dosi simple era injectada,

no s'obsevava cap efecte. En el mateix sentit, amb cors
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perfundits de rata Stam i Hiilsmann (1983,1984) observen
que només a temps superiors a 1 hora la norepinefrina
augmenta l'activitat alliberable amb heparina. Aquest
efecte era bloquejat per propranolol, la qual cosa
suggereix que l'accid de les catecolamines podria ésser

via receptors -adrenérgics.

L'efecte del glucagd i les catecolamines suggereix
gque 1'AMPc podria estar involucrat en 1l'accid d'auges-
tes hormones. En aguest sentit, Friedman i col.labora-
dors (1983) observen gue 1l'addicid de dibutiril-AMPc,
de 3-isobutil-l-metilxantina o de toxina colérica (tots
tres agents provoquen augment dels nivells intracel.lu-
lars d'AMPc) ocasionava un increment d'activitat LPL
en cél.lules mesenquimals en cultiu de cors nounats.

El mateix grup, injectant toxina colérica a l'animal
sencer, observen un augment de l'activitat allibera-

ble amb heparina de la LPL de cor (Knobler i col., 1984).
De totes formes, els efectes que observen es produ-
eixen a temps molt més llargs dels requerits pels

efectes de lesc catecolamines i el glucagb.

Triacilglicerol hidrolasa neutre

Des de que aparegueren els primers treballs on
es caracteritza la lipasa sensible a les hormones (LSH)
del teixit adipds (Vaughan i col., 1964), i de forma
paral.lela a l'estudi de la regulacid d'aquest enzim,
s'ha estat intentant demostrar la preséncia d'una acti-
vitat similar al cor. El problema sempre ha residit
en que mai ha estat suficientment avaluada la parti-
cipacidé de la LPL o d'altres lipases (especialment
less MAG hidrolases) en l'activitatt mesurada. Ell
primer treball fou el realitzat per Bjdrntorp i
Furman (1962) gue observaren la preséncia d'una acti-
vitat lipolitica al cor de rata, resistent al NaCl
i a la protamina sulfat, amb pH optim de 7.0 - 7.4 i
insensible a la preséncia de sérum. Aquests treball

pero, fou realitzat utilitzant Ediol com a substrat



31

(emulsidé lipidica comercial amb un elevat grau de mono-
acilglicerols). Treballs posteriors demostraren gque en
realitat aquelles propietats corresponien a una ac-
tivitat monoacilglicerol hidrolasa (Yamamoto i Drummond,
1967), independent de la lipoproteina lipasa, pero inac-
tiva sobre triacilglicerols. Altres investigadors

també suggeriren que els mono- i diacilglicerols eren
hidrolitzats per entitats moleculars diferents als
corsd de rata (Biale i col., 1968;Buchet i col., 1974).

L'us d'emulsions de triacilglicerols, generalment
trioleilglicerol, com a substrat minimitza la partici-
pacidé d'altres lipases en l'activitat mesurada. Amb
aquestes condicions es descrigué la preséncia al cor de
rata d'una activitat TAGH neutre (pH optim 7 - 7.5)
lleugerament estimulada per protamina sulfat i només
molt lleugerament estimulada per sérqm (Hamid i col.,
1973). E1 mateix grup, aprofondint en l'estudi de les
poliamines i el seu efecte activador d'aquesta acti-
vitat, obsrvaren que aquesta era principalment parti-
culada (precipitable a 10°x g) 1 que podia ésser solu-
bilitzada amb Lubrol. Aquesta activitat era estimulada
tant en forma particulada com solubilitzada, per pro-
tamina sulfat (5 i 11 vegades respectivament) i per
sérum (10 i 20 vegades), l'efecte del sérum i de la
protaminas sulfat era additiu (estimulacidé de 18 i 38
vegades respectivament) (Jesmok i col., 1976). Amb els
seus resultats, aquests autorn nno poden concloure en
quin grau l'activitat que mesuren en abséncia de sé-

rum és deguda a l'activitat residual de la LPL.

Basat en la seva observacid de que l'activitat
lipasica mesurada a pH 8.5 en preséncia de sérum era
exlusivament soluble, Severson (1979b) caracteritza
una activitat TAGH neutre (pHo 7.5) en les fraccions
particulades i soluble obtingudes per centrifugacid
diferencial d'homogenats de cor de rata. Observa que ’
a totes elles l'activitat TAGH neutra era estimulada

per M@CJf i CaCJz, i tenia wn canportanent bifasic amb
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el NaCl i la cloroquina. No observa cap efecte consis-
tent de la incubacid prévia de la mostra amb ATP—Mg2+,
AMPc i proteina gquinasa. En aquest treball es conclou
que aquesta activitat pertany a una entitat molecular
diferent de la LPL en base a les seves propietats i dis-
tribucid subcel.lular. Ara bé, no es determinas si
l'activitat particulada i mesurada a pH 7.5 era o no
estimulada per sérum, i per altre banda, altres autors
han trobat una distribucid subcel.lular similar de les
activitats mesurades a pH 7.5 (+) sérum (Wang i col.,
1977). En un treball posterior el mateix autor reforga
la seva conclusid en observar que la perfusidé de cors
amb heparina redula l'activitat mesurada a pH 8.5 en
preséncia de sérum, sense que s'alterés la valorada a

pPH 7.5 1 en abséncia de sérum (Severson i col., 1981).

Contrariament a tots els treballs comentats ante-
riorment on, de forma insuficient, es conclou l'existdn-
cia d'una activitat TAGH neutra diferenciada de la LPL,
Stam i1 Hiilsmann a Rotterdam, treballant amb sobrena-
dants postnuclears (SPN) de cors de rata préviament
perfundits amb heparina per alliberar la LPL vascular,
han presentat en els darrers anys (Hlilsmann i col.,
1982; Stam i HiUlsmann, 1983) evidéncies de que en el
rang de pH neutre-basic, no existeix al cor de rata
altre activitat TAGH diferent de la LPL. La seva
conclusid es basa principalment en que (i) el pHo de
l'activitat TAGH del SPN, en abséncia de sérum O ApoO
C-II, pot augmentar fins a 8 - 8.5 guan s'utilitza In-
tralipid com a substrat (emulsid comercial de fosfati-
dilcolina i triacilglicerols), (ii) aquesta activitat
és estimulada per sérum o Apo C-II i inhibida per NacCl
1.0 M, (iii) immunoglobulines G botingudes contra LPL
vascular de cor de rata, inhibeixen en un 94% l'acti-
vitat TAGH del SPN mesurada en abséncia de sérum o Apo
C-II, i (iv) un 90% de l'activitat TAGH del SPN es 1lli-
ga a gels d'heparina-sefarosa i s'elueix amb 1.5 M
NaCl. Des del nosre punt de vista, dos aspectes enter-

boleixen la seva conclusido (i) tot i produir-se una ele-
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vada inhibicidé de l'activitat TAGH-SPN (- sérum) per
les IgG anti-LPL, aquella activitat és menyss sensible
als anticosso que la mesurada en preséncia de sérum, i
(ii) en emprar cor sencer, encara que perfundits amb
hepoarina, podria donar-se un emmascarament d'altres
activitats intracel.lulars per part de la LPL intersti-
cial (HUlsmann i col., 1982), que no eliminen de les
seves preparacions.

l1.6.- CONTRIBUCIO DE LES DIFERENTS ACTIVITATS TRIACIL-
GLICEROL HIDROLASES A LA LIPOLISI ENDOGENA

Si encara no esta establerta la identitat de les
TAG hidrolases al cor, molt meys és conegut el paper
de cadascuna de les activitats ni en la lipolisi endo-
gena basal, ni en l'estimulada pels diferents agents.
De fet existeixen actuament diferents grups d'investi-
gacid (el de Hiilsmann i Stam a Rotterdam, el de Severson
a Calgary i el de Oscai i Palmer a Chicago, principal-
ment) gque dediquen un considerable esforg a aquest

tema. Cada grup pero, defensa idees contraposades.

Aixi, el grup de Hiilsmann fou el primer en abordar
el tema (Hilsmann i Stam, 1978), tot i emprant el co-
negut inhibidor lisosomal cloroguina (DeDuve i col.,
1974). Observaren que, en cors perfundits amb 0.05 mM
cloroquina, s'abolia totalment tant la lipolisi
basal com l'estimulada per catecolamines. Contrariament,
en cors enriquits en TAG per prévia alimentacid del
animals amb adcid euricic, observaren una inhibicid
només parcial de la lipdlisi basal. Les catecolamines
continuaven estimulant la 1lipdlisi. En un treball
posterior utilitzant altre inhibidor lisoscomal (metil-
amina), observen un comportament similar pero menysd
drastic tant de la 1lipdlisi basal com de l'estimu-
lada per glucagd (Hiilsmann i col., 1981).Basats en
aquests resultats, conclouen que en cors normals la
lisa acida lisosomal és fila rsponsable tant de la lipo-

lisi basal com de l'estimulada per catecolamines o
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glucagdé. Com per altra banda, defensen que no existeix
altre lipase gue no sigui aquesta i la LPL, la qual no
tindria cap paper en la lipolisi enddgena, postulen que
a diferéncia del que és conegut al teixit adipbés i tal
com ha estat proposat pel fetge (DeBeer i col.,1982),
foren els lisosomes i les seves hidrolases acides les
responsables de la mobilitzacid6 dels TAG endogens. En
cors enriquits en TGA, pero, el panorame fora diferent.
Troben que 1'inhibidor de la "lipasa neutre" dietil-p-
nitrofenilfosfat bloguejava totalment l'alliberament de
glicerol per aquests cors perfundits (Hilsmann i col.,
1981), i que perfusions de cors amb Intralipid provoca-
ven un augment de 10 vegades de l'activitat TAGH-SPN
sense que s'alteri l'activitat de la TAGH acida i 1l'ac-
tivitat LPL vascular augmentava lleugerament (Stam i
Hilsmann, 1982). Basats en aquestes observacions con-
clouen gue només quan es produeix un augment conside-
rable del contingut de TAG al teixit cardiac, la induc-
cid de l'aparicid d'una activitat lipdsica neutre (qui-
na identitat o no amb la LPL no ha estat encara estudia-
da) feria que, a més de la TAGH acida, aquesta nova ac-
tivitat TAGH neutre perticipés en la mobilitzacid endo-
gena dels TAG acumulats. Segons aquest grup el mecanis-
me pel que es regularia la lipolisi fora la taxa d'oxi-
dacid dels acids grassos alliberats (Hilsmann i col.,
1984). Es basen en que no han pogut observar cap efecte
de les catecolamines o del glucagd sobre cap de les ac-
tivitats lipasiques (Stam i Hiilsmann, 1983), i en que
és conegut l'efecte inhibidor del producte format, o
els seus derivats, sobre totes les activitats lipasiques
cardiaques (Severson i Hurley, 1982). Ara bé, en con-
tra de la seva hipotesi esta el fet de que no s'ha ob-
servat cap efecte de les catecolamines sobre l'oxidacid
d'acids grassos (Creisberg, 1966a; Severson, 1985 obser-
vacidé no publicada).

La conclusidé de que la TAGH acida és la responsable
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de la lipdlisi enddgena es basa en els efectes dels
agents lisosomotropics. En aquest sentit els resultats
obtinguts pel grup de Hlilsmann i Stam no han estat
corroborats quan han estat intentats reproduir. Aixi,
Severson i col.laboradors (1980) no observen que la
pre-perfusid amb cloroquina afecti ni a la lipdlisi
basal ni a la estimulada per epinefrina. Per altra
banda, molt recenment en el mateix laboratori Kryski
(1985) ha observat que ni la metilamina ni d'altres
inhibidors lisosomals afecten ni a la lipdlisi basal ni
a l'estimulada per isoproterenol en midocits aillats de
cor de rata. Aquest grup, basat en els seus resultats,
descarta que la TAGH acida pugui estar involucrada en
el procés lipolitic endogen.

Paral.lelament el desenvolupament de la contro-
vérsia sobre el paper de la TAGH acida en la mobilit-
zacido dels TAG endogens, Oscai i Palmer han presentat
una série de resultats, alguns d'ells molt controver-
tits, que els hi serveixen per concloure gque fdéra 1l'ac-
tivitat LPL residual (intracel.lular) la responsable
d'aquesta lipolisi enddogena. Aixi, observen una variacid
contraposada dels nivells de TAG tissulars i de l'acti-
vitat LPL residual en homogenat de cor de rates tracta-
des amb diferents dosis de glucagd (Oscai, 1979) o de
cors perfundits amb adrenalina o tres-isobutil-l-metil-
xantina o dibutiril AMPc (Palmer i col., 1981). En tots
els casos, en base els elevadissims coeficients de co-
rrelacid, infereixen una relacido causal. En el sentit
de que seria l'augment d'activitat LPL residual la que
causaria de disminucid dels nivells endogens de TAG.
Curiosament la resposta és bifdasica, observant a baixes
dosis de glucagd o a baixes concentracions d'adrenalina
(5 nM) un efecte inhibidor de la lipdlisi (elevats ni-
vells de TAG) i de l'activitat LPL, mentre que elevades
concentracions d'hormona provoquen una estimulacid de

la LPL i disminucié dels nivells de TAG. Igualment ob-

serven que l'addicidé de diferents concentracions d'AMPc
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resposta bifasica. Sorprenentment, 1l'addicid de la sub-
unitat catalitica de la protelna quinasa depenent d'AMPc
(tot i no posar ATP-MgZ+ en el sistema) provoca també
una estimulacié de l'activitat LPL (Palmer i col.,1981).
Posteriorment els mateixos autors observaren que si l'ac-
tivitat es mesurava en polses acetdOniques, la resposta
a diferents contracions d'adrenalina en el medi de per-
fusidé no era ja bifasica sind que sempre obtenien esti-
mulacié de l'activitat LPL (Palmer i Kane, 1983a). Tot
i no existir doncs aquesta correlacid continuen defen-
sant la seva hipotesi en els seus darrers treballs.
Aixil, treballant amb midocits aillats, troben que in-
cubant-los 5 nM observen ara, i a diferéncia del que
obtenien els cors perfundits tant estimulacid de la
lipolisi enddgena com de l'activitat LPL, conjuntament
amb un augment dels nivells d'AMPc (Palmer i Kane,
1983b). Posteriorment han continuat presentant corre-
lacions altement significatives, entre variacions
d'activitat LPL residual en homogenat de teixit i
contingut tissular de TAG en diferents situacins
experimentals (Miller i col., 1984; Miller i Oscai,
1985) . '

En base a aquests resultats postulen que la LPL
residual (que anomenen lipasa sensible a les hormones
tipus L) és la responsable de les variacions en els
nivells intracel.lulars de TAG, tant per mecanismes
de fosforilacid-defosforilacid depenents d'AMPc, com
independents d'ell (han observat variacions en les que

els nivells d'AMPc no s'alteraven, Miller i col., 1984).

Com comentavem al principi d'aquest apartat, el
coneixement dels mecanismes pels que es produeix i
regula la mobilitzacid de les reserves lipidiques
enddgenes al cor és un tema on abunden més les incon-
gruéncies i contradiccions que l'acord sobre resultats

aportats pels diferents laboratoris.
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1.7.- OBJECTIUS

L'estudi de la regulacid i mecanismes de la
mobilitzacid dels triacilglicerols endogens ha estat
sempre complicat en cors perfundits. Per una banda,
molts agents que alteren aqueste mobilitzacid també
afecten a la funcid cardiaca i,per tant, a tot el
metabolisme, no havent estat possible el determinar
si els efectes eren directes o secundaris a canvis en
la contractilitat. Tampoc ha pogut determinar-se inequi-
vocament, els mecanismes que mitjangaven aquesta esti-
mulacid. Per altre banda, en ésser un organ heterogeni
en la seva composicid cel.lular, quedava per resoldre
si realment era un procés localitzat en les cél.lu-
les musculars, com havia estat suposat. Igualment,
l'existéncia d'aquesta heterogeneitat i d'un espai
intersticial on hi és present la LPL, ha dificultat la
caracteritzacid definitiva de les lipases intracel.lu-

lars dels cardiomiocits.

. Lo
.-

En els darrers deu anys ha estat introduida la
utilitzacid de cardiomidcits aillats, tolerants al Ca2+
i quiescents tant en estudis electrofisioldgics com
metabolics o farmacologics. Aquest model presenta
importants avantatges per a l'estudi de la 1lipolisi
endogena. Aixi pot establir-se la seva localitzacid o
no en aquest tipus cel.lular sense interferéncies
d'adipocits o d'altres tipus cel.lulars. A més,en
ésser quiescents, les respostes als diferents agents
no han de veure's emmascarades per alteracions en la
contractilitat, que en aquest model no es produeix
sense un estimul eléctric. Finalment, pot abordar-se
l'estudi de les activitat TAG hidrolases intracel.lu-
lars amb garantia de no interferéncia pel medi inters-
ticial.

Amb aguest model ha pogut demostrar-se al nostre
laboratori que, efectivament, els miocits de cor uti-

litzen les seves reserves lipidiques i que aquesta via
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és sensible ala modulacid per hormones. Concretament,
les catecolamines l'afecten directament i, presumi-
blement, a través de 1'AMPc. Com a pas previ a 1l'apro-
fundiment en els mecanismes moleculars d'aquest pro-
cés, ens plantejarem el caracteritzar les activitats
Triacilglicerol Hidrolases en els cardiomidcits aillats,
especificament ens hem centrat en determinar si exis-
teix o no, en el marge de pH neutre-basic, alguna acti-
vitat diferenciada de la LPL.

Primerament hem caracteritzat les activitats en
homogenats cel.lulars en referéncia a l'efecte de di-
ferents activadors o inhibidors, aixi com la distri-
bucid subcel.lular i l'alliberabilitat amb heparina.
Tot seguint el ventalld de caracteristigques conegudes
de la LPL hem pretés obtenir una primera aproximacid

sobre la identitat de l'activitat TAGH neutra indepen-

dent de sérum.

Per tal Q'obtenir una @emostracié més directa de
l'existénéié o no de la hipotética TAGH neutra, varem
purificar parcialment la LPL 1 caracteritzarem les
seves propietats, determinades en preséncia i abséncia
de sérum, aixl com les de les activitats no co-puri-
ficades amb ella. Els resultats obtiguts els agrupem

i constitueixen la segona part d'aquesta Tesi.

Finalment hem determinat 1l'efecte de les cate-
colamines i la diabetes sobre les activitats caractw-
ritzades. Una i altra sén situacions on la lipolisi es-
tda estimulada i preteniem establir si es produla una
variacid paral.lela d'alguna de les activitats TAG
hidrolases, com a primera aproximacié en l'estudi dels
mecanismes pels gue es regula la via lipolitica als
cardiomiocits alllats de rata.



2-MATERIALS I METODES
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2.1.- MATERIALS

2.1.1.- Reactius i productes quimics

Tri- (l-Cl4]oleilglicerol (activitat especifica
48-56 mCi/mmocl), tri(9,lO-(n)—H3)oleilglicerol (1.8
Ci/m mol) i liquid d'escintil.lacidé aquosa ACS-II els
obtinguérem d'Amersham Canada (Oakville, Ont.). Tri-
-(1—Cl4loleilglicerol (109 mCi/m mol) 1l'obtinguérem
també de New England Nuclear Canada (Lachine, Quebec).

Els segilients productes els obtinguérem de Sigma
Chemicals Co. (St. Louis, MO): albimina sérica bovina
(A-9647), albimina sérica bovina lliure d4'acids grassos
(A-6003), d,l-carnitina, acid N-2-hidroxi-etilpipera-
zina-N'-"-etanosulfonic (HEPES), acid piperazina-N,N'-
-bis(2-etanosulfonic) (PIPES), Tris(hidroximetil)amino-
meta (TRIS), N-Tris(hidroximetil)metil-glicina (Trici-
na), ditiotreitol (DTT), polioxietilen lauril éter
(Brij 35), o-ftaldialdeéhid (OPA), immunoglobulina G
(IgG) de cabra, IgG-(anti-IgG de cabra) de conill amb
peroxidasa de raba conjugada, IgG-(anti-IgG de conill)
de cabra amb peroxidasa conjugada,blau de Tripa, gli-
cina, imidazol (grau III, baixa fluorescéncia), -ni-
cotinamida adenina dinucleotid (NAD), -nicotinamida
adenina dinucleotid fosfat (NADP), adenosina 5'-mo-
nofosfat (AMP, tipus III de mascul de cavall), glicogen
(tipus X, lliure de nucledtids), (+/-)-isoproterenol,
solucid estandard de glucosa, kit per la determinacid
de glucosa, acid oléic, mono-, di- i tri-olellglicerol,

fosfatidilcolina i 2-mercaptoetanol.

Biorad Laboratories (richmond, CA) ens proporcio-
nd els reactius per l'electroforesi: dodecil sulfat
sodic (sDS), acrilamida, bis-acrilamida, persulfat
amdénic, N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamida (TEMED),
glicina, 2-mercaptoetanol, blau de bromofenol, blau
de Coomassie R-250 i els marcadors d'alt i baix pes.

molecular. Boheringer-Mannheim Canada (Dorval, Quebec)
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ens suministrd: glucosa-l-fosfat, glicerol deshidro-

genasa (Enterobacter aerogenes), fosfoglucomutasa

(mGscul de conill), glucosa-6-fosfst deshidrogenasa
(llevat), 4-metiumbel.liferil i 4-metilumbel.liferil-
2-acetamida-2-desoxi- -D-glucopirandsid. Les bombones
de N, i OZ/CO

2 2
Carbide Canada Inc. (Medigas, Calgary, Alberta), la

(95%/5%) les obtinguérem de Union

col.lagenasa Worthington tipus II (125-203 unitats/mg)
de Flow Laboratories (Mississauga, Ont.), el lMedi-Minim-
Essencial Jokilk de GIBCO Canada (burlington, Ont.),
l'heparina-sefarosa CL-6B Pharmacia PL Biochemicals
(dorval, Quebec), protamina sulfat i estreptozotocina

els aconseguirem de Calbiochem-Behring (La Jolla, CA).

L'aigua utilitzada fou sempre purificada i
desionitzada pel sistema de filtracid Millipore. Les
apolipoproteines C-II i C—III2 foren gentilment do-
nades pel Dr. M.W. Huff (University of Western Ontario,
Londcn, Ontario). Les IGG anti-LPL (de cor) obtingudes
en cabra foren gentilment cdonades pel Dr. M.C. Schotz
(Veterans Admiﬁistration Hospital Wadsworth Center,

Los Angeles, CA). Tots els altres reactius i productes
quimics foren de la maxima puresa i proporcionats per

Fisher Scientific Co. (Calgary, Alberta).

2.1.2.- AEarells

Per la seva preparacid, tots el reactius es pe-
saren en unes balances de precissid Metler models ACS88
6 PN1210. El pH s'ajusta amb un pHmetre Accumet-420
(Fisher Sci. Co.). Per l'aillament dels midcits s'uti-
litza wuna boba Minipuls-2 de Gilson i tot el sistema
de canules (GIBCO Canada) es muntd en una cambra de
perfusid (The Apparatus Shop, Vanderbilt University).
Per la centrifugacidé de les cél.lules durant l'ailla-
ment, s'utilitza una centrifuga de taula Fisher Centri-
fic amb un rotor tipus 215. Les cél.lules s'incubaren
en un bany d'aigua termostatitzada amb rotacid orbital

(Lab-Line Instruments Co.). Les cél.lules es comptaren
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en un microscopi Leitz-Wetzlar SM-Lux a l00augments.
Quan es feren incubacions de les cél.lules un cop
aillades, es feu servir el mateix bany amb rotacid orbi-
tal que per l'aillament. Un cop fet l'experiment les
cél.lules es centrifugaren en la mateixa centrifuca de
taula de baixa velocitat Fisher Centrific, o bé amb

una microcentrifuga Eppendorff 3200 (Brickman Instru-

ments).

Les mostres que es congelaren a -80°C es guardaren
en un cogelador d'ultra baixes temperatures Revco.
Tant les cél.lules com el substrat per la determina-
cid de les activitats TAG hidrolases, es sonicaren
amb un sonicador Braun-Sonic 1510. Per la preparacio
de les pols acetoniques es feu servir una centrifuga
Beckman TJ-6 amb unitat de refrigeracidé TJ-R. Les
incubacions per les diferents valoracions on calgué
control de temperatura, es feren en un bany d'incubacid
Dubnoff. Les centrifugacions requerides a les diferents
valoracions es_ﬁeren en una centrifuga de taula Sorvali
GLC-1, sensé control de temperatura. La radioactivitat
es mesura en un comptador d'escintil.lacid liguida
Mark III (Searle Analytic Inc.). Per la preparacid de
les fraccions subcel.lulars s'empra una centrifuga pre-
parativa J2-21 de Beckman amb rotor d'angle fix JA-20
i una ultracentrifuga L5-55 també de Beckman amb rotor

d"alumini tipus 40, també d'angle fix.

Les cromatografies en capa prima per la
quantificacidé de la puresa del triolellglicerol radioac-
tiu abans i després de la purificacid, s'empraren
plaques de silica gel 60-—F254 de 0.2 mm de gruix amb
soport d'alumini (E. Merck, Terochem Labs., Edmonton,
Alberta). Per les cromatografies d'afinitat en heparina-
sefarosa CL-6B s'utilitzaren columnes Econo-Column
(Biorad Laboratories), col.lctor de fraccions LKB
model Ultrorac 2070 i una bomba peristaltica P-1 de
Pharmacia PL Biochenicals. La concentracidé per ulta-

filtracid a pressid es feu en eu aparell Amicon 8MC
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amb membranes de 25 mm @ YM-10 (Amicon Canada Ltd.,
Oakville, Ont.).

Les electroforesis es feren en una cubeta
Protean 16 de Biorad amb una font d'alimentacio
Buchler 3-1500. Les mostres s'aplicaren amb una micro-
xeringa de volum variable Pedersen. Els gels s'asseca-
ren en un assecador de plaques model 483 de Biorad.
La transferéncia electroforética a filtres de nitro-
cel.lulosa (Schleicher & Schuell) es feu en una cél.lu-

la de Trans-Blot Biorad amb una font 160/1.6 de Biorad.

Les lectures de fluorescéncia per les determina-
cions de protelnes, glicerol i activitat glicogen fos-
forilasa es feren en un espectrofotometre de fluores-
céncia Perkin-Elmer 650-10M. Les densitats optiques
per la valoracidé de glucoses es llegiren en un espec-

trofotometre Beckman DU-8B.
2.1.3.- Animals

Al llarg del treball han estat emprades rates
mascles adultes (230 - 280 g) de la raga Sprague-
Dawley, obtingudes de Charles River Canada Inc.

(St. - Constant, Quebec) i mantingudes a l'animalari
de la Facultat per un periode d'al menys, una setmana
amb lliure accés a l'aigua i el menjar. L'animalari
manté un cicle diari de 12 h 1lum/12 h foscor i

condicions de temperatura i humitat controlades.
2.2.- METODES

2.2.1.- Aillament de midcits de cor de rata

Es feu servir el métode inicialment descrit per
Frangakis i col.laboradors (1980), modificat poste-
riorment per Montini i col.laboradors (1981) i posat: a
punt al nostre laboratori per Kryski (1985). Un esquema

del métode es sumaritza a la figura 2.1.
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ESQUEMA DE L'AILLAMENT DE MIOCITS DE COR DE RATA

Perfusidé retrograda del cor per

l'aorta amb la solucid A (lliure de Ca2+)

durant 5 minuts

|

Perfusid amb la solucid B (amb col.lagenasa)
durant 20 minuts a 6 ml/min

Recollir el teixit ventricular i

incubacidé 10 min amb 15 ml solucid C

(amb ca®t 1.5 mM) a 37°C

l

Aspiracid sobrenedant. Incubacid

teixit amb 10 solucid B durant 15 minuts

l

- Recollir cél.lules disgregades.

2 rentats del teixit amb 10 ml solucid C

— Teixit no disgregat Cél.lules disgregades

l

Precipitacid a 45xg
durant 90 segons.

Rentat amb 10 ml solucid (¢
recentrifugacid a 45xg
Resuspensi6 amb 10 ml
solucid C
/

Combinacidé de totes les cél.lules

a 37°C sota constant oxigenacid.

Filtracido a través malla 0.2 mm @.

Precipitacidé a 1lxg durant 15 minuts
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Una hora abans del sacrifici dels animals per
decapitacid, s'injectava i.p. heparina sodica (2.0
Unitats U.S.P./g animal). Després del sacrifici es treia
el cor rapidament de la carcassa i es canulava l'aorta
iniciant-se immediatament la perfusid retrdgrada
amb las solucid A (Joklik-MEM, lliure de Ca2+ i suple-
mentat amb 1.2 mM MgSO4 i 1.0 mM d,1-carnitina, gassi-
ficada amb 02/C02 (95%:5%) a pH 7.4) a un flux de
8 ml/min durant 4-5 minuts. Durant aquest temps, i.-en
dependéncia de l'experiment concret, es canulaven fins
a 4 cors per processar-los simultdniament. Aquesta
primera perfusidé tenia com a objectiu netejar el cor
de restes de sang. A continuacid els cors eren per-
fundits durant 20 minuts de forma no-recirculant amb la
solucid B (solucid A contenint 200 Unitats/ml de
col.lagenasa i 1.0 mg/ml albimina lliure d'¢ids grassos)
també gassificada i mantinguda a 40°C, a un flux de
6 ml/min. En aquest temps els cors canviavena a un

color molt més clar, s'inlaven 1 es tornaven flacids.

Acabada la perfusido s'agafava el teixit ventricu-
lar, s'obrien les dues cavitats amb tisores primes i
s'incubaven 10 minuts a 37°C en erlenmeyers de plas-
tic de 25 ml amb la solucid C (solucid A suplementada
amb 1.5 mM CaCl2 i 10 mg/ml d'albGmina lliure d'acids
grassos) sota constant oxigenacidé i agitacid orbital
de 110 cicles/min. Aquesta incubacid provocava las
rapida mort de les cél.lules intolerants al calci que
eren eliminades per aspiracid de la solucid C. La
restaa del teixit tolerant al calci era llavors
incubat per 15 minuts a 37°C sota les mateixes condicions

d'agitacid i oxigenacidé amb 15 ml de la solucid B.

Les cél.lules disgregades eren recollides per de-
cantacid en tubs de plastic conics de 50 ml de cabuda
amb tap de rosca. La resta del teixit era rentat dues
vegades amb 10 ml de la solucidé C per tal de, per

agitacid mecanica, disgragar més cél.lules. La sus-
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pensid cel.lular obtinguda era llavors centrifugada
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45 x g durant 90 segons a temperatura ambient i amb
frenat lent. El precipitat cel.lular es rentava amb
l¢ ml de la solucid C i es recentrifugava sota les
mateixes condicions. El nou precipitat era resuspes
i les cél.lules mantingudes en erlemmeyer de 100 ml
amb 10 ml de la solucid C. Mentre es feia aquest
procés, la resta de teixit que no havia estat dis-
grgat era reincubat amb altres 15 ml de la solucid B
per altres 15 minuts, transcorreguts els quals es
repetia el procés de decantacid , rentat del teixit
residual i centrifugacions; aixi fins a la total di-
gestid del teixit ventricular. Normalment no calgueren
més de dues incubacions amb la solucidé B per aconse-
guir-ho. Totes les cél.lules disgregades als diferents
pasos eren combinades i filtrades a través d'una malla
de seda de 0.2 mm de diametre de porus. Els midcits
viables eren purificats per sedimentacid a 1lxg durant

15 minuts.

Determinaci® del nombre de cél.lules i viabilitat

Els midcits aillats varen ésser resuspesos en
10 ml de solucid C, 0.05 ml d'agquesta suspensid s'afe-
giren a 0.05 ml de blau de tripd 0.4% en sali-fosfats
PH 7.4. El nombre de cél.lules es determina microsco-
picament comptant les cél.lules en un hemocitoOmetre.
Una cél.lula es considera viable si, sota observacio
microscopica, exclolia el colorant i era de morfologia

allargada.

A la figura 2.2 es mostra l'aspecte gue oferien
aguestes cél.lules sota el microscopi Optic. Aquestes
fotografies han estat generosament cedides pel Dr.

A.J. Kryski del nostre laboratori.

A la taula 2.1 es mostren algunes de lesd carac-
teristiques de les cél.lules obtingudes. Aquestes
cél.lules calci-tolerants eren majoritariament quiescents
(€<10% contreien), i les que ho feien ho feren a un

ritme baix (¢ 30contraccions/min) i en cap cas les
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FIGURA 2.2

FOTOGRAFIES AL MICROSCOPI OPTIC DE MIOCITS AILLATS
DE COR DE RATA. (300 augments).

Fotografies gentilment cedides pel Dr. A.J. Kryski
del Cell Regulation Reseach Group, Heath Sciences Center,
The University of Calgary, Calgary, Alberta, Canada.
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TAULA 2.1

CARACTERISTIQUES DELS MIOCITS AILLATS DE COR DE RATA

nombre de cél.lules/cor 11.8+0.5 (53)
(x10%)

viabilitat (%) 7141 (53)

pes sec (mg/10%cel.) 10.7%0.6 (26)

proteines (mg/loscel.) 5.1%0.3 (23)
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catecolamines provocaven augment delc nobre de cél.lu-
les que es contrelen, o el ritme de les que ho feien
(Kryski, 1985).

2.2.2.- Processament de les mostres

Un cop obtingudes les ceél.lules eren centrifu-
gades i1 guardades a -80°C fins el moment de la seva

utilitzacid, sempre en menys d'una setmana.

El precipitat cél.lular fou resuspés en un volum
no superior a 5.0 ml de medi Ib (HEPES 10 mM, EDTA 1.0
mM, DTT 1.0 mM, sacarosa 0.25 M pH 7.5) i sonicat 3-4
vegades per 30 segons a 200W a 4°C. Per observacid
microscopica més d'un 97% de les cél.lules quedaven
trencades amb aquest tractament. Finalment es portava
fins a la dilucid apropiada amb Ib (generalment 5 mgprot/
ml). L'homogenat es podia guardar a -80°C fins, al
menys, un mes sense pérdua apreciable d'activitats TAG
hidrolases. Per la preparacid de la pols acetdnica es
sequi el métode de Garfinkel i Schotz (1972), afegint
3 volums d'acetona freda (-20°C) a un volum d'homogenat
cel.lular. El precipitat es renta un cop amb acetona
freda i dos cops amb éter etilic fred. La pols s'asseca
sota corrent de N, i es guarda a -80°C fins el moment
del seu us, en el que es resuspengué en 1.0 ml Ib i es

sonica breumenta 125 W.

2.2.3.- Valoracidé de les activitats Triacilglicerol hidrolases

Tant el triolellglicerol procedent d'Amersham
com el de New England Nuclear tenien un grau de puresa
95%, especialment el tritiat gquina puresa era 90%.
Aix0 ens obligd a repurificar-ho per tal de disminuir

la quantitat d'oleat contaminat (inicialment, 3%).

Purificarem el TOG radioactiu segqguint el métode
de Carroll (1961) de cromatografia en Florosil. Aquest
fou activat per escalfament a 240°C per 48 h. amb pos-
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terior afegiment de 1.4 ml d'A.D. a 10 g de Florosil,
i assecat a 60°C. Un cop activat, el Florosil es
manté estable per anys.

Per la purificacidé del TOG s'empaqueta el Florosil
en una columna feta amb una pipeta Pasteur. El Florosil
es renta amb hexa . S'aplicaren 0.25-0.5 mCi TOG--C14
1.0-2.0 mCi TOG-H3, en un volum de 0.5 ml hexa, a la

columna i s'eluil amb 80 ml d'éter etilic anhidre lliure

o bé

de peroxids 7.5% en hexda. L'eluit es recolli i s'asse-
ca sota corrent de Nz, resuspenent-se en 2.5-5.0 ml

de tolué . Es compta 1.0 ul per quatriplicat i es com-
prova la puresa per cromatografia en capa prima, apli-
cant 1.0 ul a una placa de silics gel (7 x 2.5 cm) de
0.2 mm de gruix, conjuntament amb 1.0 ul d'una solucid
estandard (trioleilglicerol, dioleilglicerol, mono-
oleilglicerol i acid oéic en tolué). La placa es co-
rregué amb hexa- éter etilic anhidre- acétic glacial
(73:25:2) com a fase mobil. Les taques es visualitzaren
per breu exposicidé a vapors de iode. A la figura 2.3

es mostra la posicidé de les diferents bandes un cop
visualitzades. Posteriorment es retallaren les bandes

i es posaren amb 3.5 ml de liquid d'escintil.lacid a

minivials de plastic on es compta la radioactivitat.

El TOG purificat es guarda a =-20°C sota atmdsfera

de nitrogen.

Proves prévies

El TOG es el substrat més communment emprat per
la determinacid de les activitats triacilglicerol
hidrolases . En ésser aquest insoluble s'han descrit
molts métodes per preparar emulsions reconeixibles
pels enzims. Entre d'elles els més ampliament difun-
dits sé6n l'emulsid en preséncia de fosfolipids i gli-
cerol (Nilsson-Ehle i col., 1976), l'emulsié en medi
aqlios emprant goma arabiba com emulsionant (Ehnholm i

col., 1975). També han estat utilitzats al nostre labo-
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FIGURA 2.3

POSICIO DEL TRIOLEILGLICEROL I ELS SEUS CONTAMINANTS
DESPRES DE LA SEPARACIO PER CROMATOGRAFIA EN CAPA PRIMA

Front

€© ... | -- Trioleilglicerol
®----|-.. Acid oléic
'\....... 1,2-Diolellglicerol
®....]-.. 1,3-Dioleilglicerol

origen —@® ———| -. Mono-oleillglicerol
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ratori la dispersid directa en glicerol o etanol

(severson i col., 1981b).

Inicialment compararem tres d'aquests substrats:
l.- TOG dispers en glicerol
2.- TOG dispers en etanol

3.- TOG + fosfatidilcolina dispers en glicerol

Per fer-ho els prepardarem tal com s'indica als
treballs originals on es posa a punt cadascun. El subs-
trat (1) i (2), segons Severson i col.laboradors (1981b),

i (3) segons Nilsson-Ehle i col.laboradors (1976).

Seguint els protocols descrits per cada métode,
estudidrem la linealitat en funcid de la gquantitat de
mostra valorada, prenent aquest parametre com a indi-
cador de la bondat del métode. Com pot veure'a a la
figura 2.4, cap d'ells dona resultats satisfactoris.
Amb el substrat (1) no obtinguérem linealitat ni quan
es determina en preséncia de sérum, ni quan es determi-
na en la Seﬁa abséncia. Amb el substrat (3) obtingué-
rem una certa linealitat en preséncia de sérum, perod
no en la seva abséncia. Amb el substrat (2) obtingué-
rem millor linealitat, pero molt poca reproduibilitat

i molta dispersid dels duplicats .

Després de varies proves amb les que preteniem
millorar cadascun dels sistemes, totes elles amb re-
sultat negatius, decidirem de desenvolupar un nou
sistema de preparacid del substrat que, en les nostres
mostres, donés elevades linealitats, fos reproduible
i també dones elevades activitats. Finalment obtin-
guérem resultats satisfactoris emprant una modifica-
cid del substrat(2) en la elimindrem l'etanol, utilit-

zant la sonicacid com a métode d'obtencid d'una emulsiod.

Valoracid de l'activitat TAGH acida

Es feu seguint una modificacid del métode descrit
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per Severson (1979) per la determinacid de l'activi-

tat TAGH acida en homogenats de cor sencer de rata.

Un mil.lilitre de substrat es prepara de la
segiient manera: en un tub de vidre es posaren 0.857
u mol de TOG i 0.857 uCi TOG—C14 (o bé 1.714 ucCi TOG-HSJ.
s'asseca sota corrent de nitrogen i s'afegiren 0.143 ml
de tampo acetat 0.2 M, albimina lliure d'c¢ids grassos
4 mg/ml, pH 5.0 i 0.867 ml d'A.D.. Es sonica 3 vegades
durant 15 segons a 200 W a 4°C i es mantingué a 4°C
fins el moment del seu us (no més de poques hores
després).

Quan calgué preparar volums superiors a 5.0 ml,
es posa el volum adequat del tampd i fins a 5.0 ml «
:amb A.D., essonica i, un cop emulsionat, es porta
amb A.D. fins el volum total requerit. Finalment s'a-

gita amb vortex per espai d'un minut.

Si bé prepararem cada dia un nou substrat, compro-
varem que es podia guardar gongelat a =-20°C per varies

setmanes, calguent només resonicar-ho en descongelar.

La reaccid comenca en afegir 0.05 ml de mostra a
0.35 ml de substrat, i es feu en un bany termostatit-
zat a 30°C amb agitacid constant de 60 cicles/minut.
Als 30 minuts s'atura la reaccidé afegint 3.0 ml de
metanol/cloroform/hepta (1.45:1.21:1), acid oléico 0.1 mM.
S'afegi 0.1 ml de NaOH 1 M, l'oleat format es recolli
en la fase hidrosoluble. 1.0 ml d'aquesta es compta
amb 4.5 ml de liquid d'escintil.lacid. Les mostres es
valoraren sempre per duplicat. Els blancs es feren

afegint 0.05 ml de medi Ib en lloc de mostra.

Quan es tracta de testar l'efecte de diferents
agents sobre l'activitat, aquests s'afegiren en un
volum de 0.05-0.1 ml al tub de reaccid. Per tal de
mantenir el volum final fix a 0.4 ml, s'ajusta el volum

d'aigua en la preparacidé del substrat de forma que
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les concentracions dels components no quedés alterada.
A la taula 2.2 es mostra la concentracid dels diferents

components en el medi 4'incubacid final.

Aquest métode dona resultats lineals fins a 60
minuts d'incubacidé i 125 ug de proteina (figura 2.5).

Valoracid de les activitats TAGH neutres

El métode seguit é€s també una modificacid de
l'originalment descrit per Severson (1979) per la
determinacié de l'activitat TAGH neutra en homogenats

de cor sencer de rata.

Un mil.lilitre de substrat el prepararem de la
seglient forma: en un tub de vidre posarem 0.857 uCi
TOG-C14 (o bé TOG-HB) i 0.857 u mols de TOG, els asse-
carem sota corrent de nitrogen i afegirem 0.143 ml de
tampd PIPES 0.2 M, albuimina lliure d'acids grassos
4 mg/ml, pH 7.5 i 0.78 ml 4'A.D.. Els sonicarem 3 ve-
gades durant 15 segons a 200 W a 4°C. Posteriorment
posarem 0.043 ml de MgCl2 1.33 M i 0.034 ml de sérum
pre-escalfat 1lh a 50°C, o el mateix volum 4'A.D., se-
gons es valorés l'activitat TAGH neutra (+) o (-) sérum.
Un cop afegits tots els components s'agita intensament

amb vortex i es guarda a 4°C fins el moment del seu us.

De la mateixa manera que per l'activitat TAGHA,
quan calgué preparar més de 5.0, el volum d'A.D. en
excés es posa després de la sonicacid. Igualment, el
substrat podia guardar-se per varies setmanes a -20°C
mantenint les seves propietats. Només calia resonicar
en descongelar-ho. Totoi aixo, nosaltres el prepara-

rem sempre fresc.

El procés d'incubacid i quantificacié del pro-
ducte format fou idéntic al descrit per l'activitat
TAGH acida. Comprovarem que, sota les nostres condi-
cions, recuperavem més d'un 97% de 1l'oleat produilt.

A l'igual que per l'activitat TAGH acida, quan s'afe-
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TAULA 2.2

CONCENTRACIONS DELS DIFERENTS COMPONENTS EN EL SISTEMA
DE VALORACIO DE LES ACTIVITATS TRIACILGLICEROL HIDROLASES

Substrat 1 2 3
Trioleilglicerol 0.6 mM 0.6 mM 0.6 mM
Tog-ct4 0.24 pCci  0.24 pCi  0.24 pcCi
(TOG-H1) (0.48Ci) (0.96uCi) (0.24 pCi)
A.E. (puCi/pmol® 1.0 (2.0P 1.0 (4.0) 1.0 (1.0)
PIPES CE L 25 mM 25 mM
Acetat 25 mM i -
AlbGmina 7.6 pM 7.6 uM 7.6 pM
MgCl2 - 50 mM 50 mM
Sérum ———— - 3.0%

pH 5.0 7.5 7.5

a: A.E.= activitat especifica

b: corresponent a l'un de TOG-H3

Substrat 1l: per la determinacid de l'activitat TAGHA
Substrat 2: per l'activitat TAGH neutre (-) sérum

Substrat 3: per l'activitat TAGH neutre (+) sérum
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giren altres components al sistema de valoraciod,
s'ajusta el volum d'A.D. en la preparacid del substrat
de forma que les concentracion finals dels compo-
nents no es veiés afectada. Les concentracions finals

dels components es mostren a la taula 2.2.

En alguns experiments s'ha modificat lleugerament
la composicid del sistema de valoracid en el sentit que
ja s'indica en la presentacid dels resultats correspo-
nents. Es tracte dels primers assaigs on no teniem
encara definida la concentracid oOptima dels diferents

constituents.

Aquest métode dona resultats reproduilbles i
lineals fins, al menys, 90 minuts i 250 ug proteilna
(figura 2.6). Els resultats de totes lesa activitats
TAG hidrolases s'expressa normalment com a nanomol
de producte format (oleat) per hora d'incubacid i

per milid de cél.lules (nmol/h/lO6 cel.).

Modificacions introduldes a l'utilitzar TOG—H3

Quan férem els primers experiments amb anticossos
anti-LPL, i per tal de disposar d'un marge de DPM
suficientment ampli per poder observar inhibicions,
incrementdrem l'activitat especifica del substrat (TOG).
Donat que aquests experiments els comengarem als labo-
ratoris del Dr. M.C. Schotz on utilitzen TOG—H3 en lloc
de 1'isotop amb C14, i a que la forma tritiada és
considerablement més barata, des de llavors emprarem

sempre 1l'isotop tritiat.

Aixil per la preparacid dels substrat 1 (per la
determinacidé de la TAGHA) utilitzarem una activitat
especifica de 2.0 mCi/mmol. Pel substrat 2 (per la
determinacidé de la TAGHN(-) sérum) 4.0 mCi/mmol i
no es canvia la del substrat 3 (per la TAGHN (+)
sérum) .
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Qualsevol altre canvi de l'activitat especifica
dels substrat per algun dels experiments que realit-
zarem es fara constar a l'apartat corresponent d'aques-

ta seccid de Materials i Métodes.

2.2.4.- Fraccionament subcel.lular

Un cop aillades, les cél.lules es rentaren dues
vegades amb el medi isotodonic Ib (HEPES 10 mM, EDTA
1.0 mM, DTT 1.0 mM,sacarosa 0.25 M, pH 7.5) i es guar-
daren precipitades a -80°C fins el moment de la seva

utilitzacid, o bé es processaren immediatament.

El fraccionament subcel.lular el férem per
centrifugacid diferencial seguint el métode de Wang
i col.laboradors (1977), originalment sdescrit pel frac-
cionament d'homogenatsd de cor sencere i posteriorment
aplicat per altres (Chohan i Cryer, 1979) als homoge-
nats cel.lulars de cardiomidocits. Un esquema del

procediment pot veure's a la figura 2.7.

Les cél.lules varen ésser sonicades 2 x 30 segons
a 75 W a 4°C i centrifugades a 4°c per 10 minuts a
700xg. El precipitat (P.7) es resonica en un volum
idéntic a l'original (3-10 ml). El sobrenadant (S.7)
es centrifuga primer 10 minuts a 8000xg, després a
13000xg durant 15 minuts i finalment a 100 000xg durant
60 minuts, totes elles a 4°C. Obtenirem, respectivament
els P8, P13,i P100, que es resuspengueren en 1-2 ml
de medi Ib. Les diferents fraccions (P.7, P8, P13,
P100, S100) es guardaren a -80°C fins el moment de

la seva valoraciod.

2.2.5.- Incubacions amb heparina

Per estudiar 1'efecte de l'heparina sobre 1l'alli-
berament de les diferents activitats TAG hidrolases
des de les cél.lules cap el medi d'incubacid, incuba-

rem en erlemmeyers de plastic de 25 ml, ?x106 cél.lules
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FIGURA 2.7

ESQUEMA DEL PROTOCOL DE CENTRIFUGACIONS DIFERENCIALS
PER L'OBTENCIO DE FRACCIONS SUBCEL.LULARS

Homogenacid en medi Ib
(HEPES 10 mM, EDTA 1.0 mM,
DTT 1.0 mM, sacarosa 0.25M

pH 7.5)
|
10' 700xg
P.7 S.7
|
10*' 8000xg

15" 13000xg

P13 S13

60' 100 000xg

P100 [s100]

\




63

en 2.5 ml de solucid C (Joklik-MEM suplementat amb

1.2 mM MgSO4, 1.0 mM d,1-carnitina, 1.5 mM CaCl2 i

10 mg/ml albimina lliure d'acids grassos, pH 7.4), als
que afegirem 0.025 ml d'heparina (1000 Unitats/ml) o
0.025 ml de solucid C als controls. La concentracio
final d'heparina fou de 10 Unitats/ml. Less cél.lules
les incubdrem per 2minuts a 37°C amb agitacid orbital
de 110 cicles/minut i sota constant oxigenacid.(95% 02/
5% Coz). Passat el temps, el contingut dels vials es
decanta en tubs de plastic de 15 ml i es centrifuga

90 segona a 45xg a temperatura ambient. Es recolll

el sobrenadant i es guarda a -80°C fins el moment de
la determinacid de les activitats TAGH. El precipitat

fou processat com s'indica a l'apartat 2.2.2.

2.2.6.- Inactivacid térmica

S'estudia l'efecte de la preincubacid de 1l'ho-
mogenat cel.lular a diferents temperatures sobre les
activitats TAGH, mesurades posteriorment. tal efecte,
en tubs de vidre amb tap de rosca es posaren 5.0 ml de
mostra (homogenat cel.lular, fraccid no lligada a gels
d'heparina-sefarosa i concentrada per ultrafiltracio,
fraccidé eluida amb 1.2 M NaCl dels gels d'heparina-se-
farosa),i i s'incubaren en bany termostatitzat a 40°C
o 50°C per un periode de dues hores.

Als 0, 5, 10, 15, 30, 60 i 120 minuts s'extra-
gueren aliquotes de 0.6 ml que es refredaren rapida-
ment a 4°C i es portaren a -80°C fins el moment del
seu us per la determinacié de les activitats enzima-
tiques, sempre poques hores després. En alguns experi-
ments les mostres es valoraren immediatament després
de la incubacid sense gque el resultat diferis de 1l'ob-
tingut en aquells experiments en els que les mostres
es congelaren a -80°C.

Paral.lelament a la preincubacid a 40°C & 50°C,

es mantingué una mostra a 4°C que servi de control.
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Per tal de tenir un marge més ampli de DPM
en el que observar les pérdues d'activitat, en
aquells experiments en els que determinarem les activi-
tats amb TOG——C14

dels substrats per la determinacid de la TAGHA i la

, augmentarem l'activitat especifica

TAGHN (-) sérum al dobler i al triple respectivament
(veure taula 2.2).

Obtencid de la constant d'inactivacid

A partir de les corbes d'inactivacid térmica
obtingudes en aquests experiments, es calcula la cons-
tant d'inactivacid per cadascuna de les activitats
mesurades i per a cada temperatura estudiada (veure

Segel, 1975). Agquesta constant l'obtinguérem a partir
de la formula:

Log (R)= -kt + ¢

essent, R: activitat residual (%) al temps 't'
k: CONSTANT D'INACTIVACIO
t: temps de preincubacid (minuts)
c: constant (=2.0)
Essent aquesta una relacidlienal fins, al menys, els
30 minuts de preincubacid. La constant d'inactivacid 'k

és, per tant, el pendent de la recta.

2.2.7.- Experiments amb Immunoglobulines G anti-LPL

Aquests experiments varen ésser en col.laboracid
amb el Dr. M.C. Schotz del Research Service de la
Veterans Administration Hospital Wadsworth Center, Los
Angeles, Califdrnia, qui ens facilita les seves instala-
cions per desenvolupar-los en part i ens dona les IgG
anti-LPL.

Les IgG anti-LPL havien estat obtigudes a partir
de sérum de cabra injectada amb LPL purificada de cor
de rata (Schotz i col., 1977). Les IgG controls, de

cabres no tractades, les obtinguérem parcialment del



65

mateix laboratori i parcialment comercials.

Préviament a la utilitzacid tant de les IgG anti-
LPL, com de les IgG-Pi (controls, no especifiques),
aquestes es dialitzaren extensivament contra 4 1
de tampé fosfats 5 mM, NaCl 15 mM, pH 7.5 a 4°C durant
24 h amb canvi de tampd a les 12 h. Un cop dialitzades
es determina la concentracidé de proteines, després de
centrifugar per eliminar material insoluble, i es
guardaren aliquotes a -80°C fins el moment del seu us,

préviament al que es recentrifugaren 2 minuts a 15000xg

a temperatura ambient.

Establiment de les condicions d'incubacid

Com a prova préviade l'establiment d'unes con-
estandaritzades d'incubacido del les IgG amb les mostres,
compararem diferents possibilitats. Incubarem en un
volum final de 0.1 ml, 0.05 ml d'homogenat cel.lular
(0.25 mg prot.) amb 0.05 ml (2.36 mg prot./ml) d'IgG
anti-LPL o de tampd fosfats 5 mM, NaCl 15 mM, pH 7.5;
bé durant:lh a 0°C (condicions normalmet emprades al
laboratori del Dr. Schotz), bé 0, 5 © 10 minuts a 30°C
amb agitacid constant de 60 cicles/min. Transcorregut
el temps exacte, afegirem 0.3 ml del substrat per la
determinacido de l'activitat TAGHN (+) sérum, 1 es
continua la valoracid immediatament a 30°C. Com es
despren dels resultats obtinguts, mostrats a la taula
2.3, l'efecte inhibidor de l'anticos fou el mateix
incubant 10' a 30°C que l'observat incubant 60' a 0°C.
En tots dos casos hi hagué una inhibicid substancial
de l'activitat, indicant la validesa d'aquestes IgG

pel seu us al experiments que preteniem dur a terme.

Corbes d'inhibicidé amb IgG anti-LPL

S'incubaren 0.05 ml de mostra amb diferents vo-
lums d'IgG anti-LPL o quantitata equivalesnts en pro-
teina d'IgG-Pi, en un volum final de 0.1 ml, durant

10 minuts a 30°C amb agitacid constat de 60 cicles/min.
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EFECTE DE DIFERENTS CONDICIONS D'INCUBACIO DE LES
IMMUNOGLOBULINES ANTI-LPL AMB L'HOMOGENAT CEL.LULAR
SOBRE LA INHIBICIO DE L'ACTIVITAT LPL

QecC 30°C

60" 0! 51 10"
Control 802.0 1086.2 1148.1 1238.7
IgG anti-LPL 225.0 566.3 35556 314.1
Activitat
Residual (%) 28 52 31 25

activitat en nmol/h/loﬁcel.
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Transcorregut aquest temps s'afegiren 0.3 ml de subs-
trat per la determinacid, bé de la TAGHN (-) sérum,
bé de la TAGHN (+) sérum, continuant la incubacid per
altres 30 minuts a 30°C. Posteriorment es continua

tal com s'indica a l'apartat 2.2.3.

En el primer experiment on comprovarem la vali-
desa de la nostre hipotesi de treball en la que fona-
mentavem aquest grup d'experiments, utilitzarem com
a mostra la LPL alliberada amb heparina perfundida
durant 30 segona a cors de rates dejunades de 48h
(Ben-Zeev i col., 1981), mostre gentilment donades

per J. Nikazy del laboratori del Dr. Schotz.

Dels diferents lots d'anticossos dels que disposa-
ven , inicialment utilitzarem aquell gue tenien un
titol més elevat amb les nostres mostres (lot que
anomemarem Abl). En exhaurir aquest lot, haguérem de
continuar els experiments amb altre (gue anomenarem
Abz) amb titol més baix. Mentre que d'Ab1 calgueren
4.0+0.8 ug IgG/n molh_lLPL (n=4) per tenir un grau d'inhibi-
cid a partir del que 1'addicid de més IgG no augmenta
la inhibicid (el que anomenem "quantitat saturant d'IgG-
anti-LPL"), calguren 35.8 f 1.2 ug IgG/n molh™! LpL
(n=2) d'Ab2 per assolir el mateix grau de "saturacid".
Malgrat aquesta diferéncia de titol, els dos lots d'an-
ticossos mostraren el mateix patrd de comportament i
graus d'inhibicid maxima de les activitats TAGH neutres.
Tot i aixd, a l'hora dels resultats, indiquem quins
experiments han estat fets amb un lot i quins amb 1l'al-
tre.

2.2.8.- Solubilitzacido de les activitats TAGH

Les mostres que havien d'éser passades a tra-
vés de les columnes dels gels d'heparina-sefarosa
foren préviament solubilitzades seguint el protocol
que es decriu a la figura 2.8.
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FIGURA 2.8

ESQUEMA DEL PROTOCOL DE SOLUBILITZACIO DE LES ACTIVITATS
TRIACILGLICEROL HIDROLASES

Homogenacidé en medi Ib

+ NaDOC 3.0 mg/ml

45' a 4°C

v
Centrifugacio
60' a 105xg

=N

Sobrenedant Precipitat

4

Homogenacid en Ib/NaDOC

45' a 4°C

v

60' a losxgl

= |

- Sobrenedant Precipitat

r
Mostra solubilitzada
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Sonicarem les ceélules (6x1060el./ml), 4 x 30 se-
gons a 200W a 4°C en el medi Ib suplementat amb deoxi-
colat sodic 3.0 mg/ml (7.2 mM). Un cop sonicada la
mostra es guarda a 4°C durant 45 minuts, temps en el
gque passa d'un color térbol a un altre més transparent.
Es centrifuga llavors a 105xg durant 60 minuts a 4°C
i el sobrenant es guarda a 4°C. El precipitat es reso-
nica en un volum 1/2 de 1l'inicial amb el mateix mwdi
Ib-NaDOC 3 mg/ml. Igualment fou incubat 45 minuts a
4°C, transcorregutsd esl quals es torna a centrifugar
a 105xg durant 60 minuts a 4°C; finalment es combi-

naren els sobrenadants.

2.2.9.- Cromatografia d'afinitat en heparina-sefarosa

Es ben coneguda l'afinitat de la LPL per 1l'he-
parina (Olivecrona i col., 1977). Aguesta propietat
és la que porta a Egelrud i Olivecrona (1972) a utilit-
zar columnes d'heparina-sefarosa com a pas principal
en el procés de purificacidi de la LPL. Nosaltres hem

emprat agquesta técnica per resoldre la identitat de les

activitats TAGH neutres.

Ferem servir dos protocols lleugerament difernts

aplicata a columnesd de dues mides distintes.

Columnes de 1.4 x 7.5 cm

Es rentaren 10 ml de gel d'heparina-sefarosa CL-6B
amb 100 ml de tampd barbital 5 mM, NaCl 0.15 M, glice-
rol 30% (vol/vol), pH 7.5, i s'empaquetaren en una co-
lumna de 1.4x7.5 cm, procés que realitzarem a 4°C, aixi
com també es feu a 4°C tota l'utilitzacid posterior de
les columnes.

En el moment de la utilitzacid de les columnes,
i abans d'aplicar la mostra, es torna rentat amb 50 ml
de tampd barbital 5 mM, NaCl 0.15 M, glicerol 30%,
PH 7.5. Per aquestes columnes es passa normalment de
20 a 40 ml de mostra solubilitzada, que préviament

portarem a 0.15 M NaCl, que corresponia a una mostra
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original de 40-60x106 cél.lules. La mostra s'plica a
un flux de 15 ml/h. Un cop entrat tot el volum de la
mostra a la columna, es renta amb 100 ml de barbital 5
mM, NaCl 0.15 M, glicerol 30%,pH 7.5 al mateix flux
de 15 ml/h, per tal d'eluir la proteina no lligada al
gel.

Per l1'elucidé de la proteina lligada especificament,
s'incrementa la concentracid de NaCl en el tampd for-
mant un gradient discontinu, En alguns casos, com el
perfil d'elucid mostrat a la figura 3.18, es feu molt
progressivament. Un cop perd, coneixiem on sortien
les activitats, eluirem amb dues Gniques passes. Una
primera amb NaCl 0.75 M en el mateix tampd barbital-
glicerol. Passarem un volum de 100 ml a un flux de
15 ml/h. El1 darrer eluit el férem amb altres 100 ml
de tampd barbital-glicerol amb NaCl 1.2 M, correguts
al mateix flux.

Als primers experiments es recolliren fraccions
des de 1'inici de l'aplicacid de la mostra. Poste-
riorment perd, no es comengad fins a 1l'inici de 1l'elucid
amb NaCl 0.75 M, recollint-se en una unica fraccid tot
l'eluit a 0.15 M NaCl. Les fraccions que es recolli-

ren en el col.lector foren de 5.0 ml de volum.

Tot i tenint glicerol 30% en els tampons d'elucid
com a estabilitzador de l'activitat LPL (Twu icol., 1976)
processarem les mostres en intervals no superiors a
les dues hores. Es destinaren 2 ml per a la determi-
nacioé de proteines 1 als 3 ml restants sel's afegi
0.03 ml d"albimina 100 mg/ml, donant una concentracid
final de proteina de =z 1.0 mg/ml. Immediatament es
guardaren a -80°C fins a la seva utilitzacid. La pre-
séncia d'albimina 1 mg/ml i glicerol 30% estabilitza
l'activitat eluida de la columna de forma que la
congelacid a -80°c no provoca cap pérdua d'activitat,
conservant-se més d'un 90% d'aquesta durant un temps

de, al menys, un mes a aquestes baixes temperatures.
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Fins i tot una mateixa aliquota podia ésser congelada
i descongelada varies vegades (3-5) sense que tampoc

es perdés més d'un 15% d'activitat.

Quan es recolli en una Gnica fraccidé la proteilna
no lligada a la columna, aquesta fraccid es concentra
a 1/4 del volum per filtracid a pressio.

Un cop utilitzada la columna, es re-equilibra pa-
ssant 100 ml de tampd barbital 5 mM, NaCl 0.15 M, glice-
rol 30%, pH 7.5. La mateixa columna la utilitzarem
unes 15 vegades , regenerant-la cada 5 vegades passant
alternativament 100 ml d'acetat 5 mM 0.5 M NaCl, pH
4. 5 i de TRIS- HCl 5 mM, 0.15 M NaCl, pH 8.5.

Columnes de 0.7 X 2.5 cm

En alguns experiments, especialment aquells des-
crits al principi de la part III de la seccid de
Resultats i Discussid, emprarem columnes més petites
per tal de poder obtenir mostres parcialment purifica-
des més rapidament. S'empaqueta 1.0 ml de gel en una
columnas de 0.7 x 2.5 cm i s'equilibra amb el mateix

tampo barbital 5 mM, NaCl 0.15 M, glicerol 30%,pH 7.5.

Per aquestes columnes es passa un volum de mos-
tra de 1.0-1.5 ml. Les rentarem, després de passades
les mostres, amb 5 ml de barbital-glicerol NaCl 0.15 M,
que recollirem en una Unica fraccid. Posteriorment s'e-
lui directament amb altres 5 ml de barbital-glicerol
contenint ara 1.2 M NaCl, que també recollirem en una
Gnica fraccidé a la que afegirem 0.05 ml d'albimina
190 mg/ml i que guardarem congelada a -80°C. La prime-
ra fraccid, la que contenia tota la proteina no retin-
guda pel gel, la concentrarem fins a un volum de 2.0
ml per ultrafiltracidé a pressi6é. La columna la corre-
guérem au un flux de 10 ml/h, de forma que tot el pfo-
cés no dura més de lh 30 minuts. ‘
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2.2.10.- Electroforesi en gels de poliacrilamida

Seguirem el métode de Laemmli (1970) per fer les
electroforesis en gradients de gels de poliacrilamida
(7.5-20%) (en plaques de 12x14x0.15 cm), en preséncia
de dodecil-sulfat-sodic i 2-mercaptoetanol.

Per la formacid del gradient prepardarem una solu-
cidé al 7.5% d'acrilamida i altre al 20%. La solucid
al 7.5%la férem afegint, per aquest ordre, 4.0 ml de
TRIS-HC1l 1.5 M, SDS 4 mg/ml pH 8.8, 4.0 ml d'una solu-
cid d'acrilamida 30%, bis-acrilamida 0.8%, 0.22 ml
de glicerol pur, 7.7 ml 4d'A.D., 0.08 ml de persulfat
amonic 3.3% i 0.007 ml de TEMED. La solucidé al 20% d'a-
crilamida la prepararem afegint, també per aquest ordre,
4 ml del mateix tampd TRIS-HC1l, 10.65 ml de la solucid
d'acrilamida/bis-acrilamida, 0.42 ml de glicerol, 0.85
ml 4'A.D. i, finalment, els mateixos volums de per-
sulfat amonic i de TEMED que par la solucid anterior.
Després d'agitar les dues solucions vigorosament, les
posarem al formador de gradients, el qual aplicarem,
a un flux de 100 ml/h, a l'espai contingut entre les
dues plaques de vidre i els dos separadors de plastic
(de 0.15 cm de gruix), montats sobre 1l'aparell sopor-
tador del gel. Un cop format el gradient posarem una
capa d'isobutanol entre el gel i l1l'aire per tal d'obte-
nir una linea totalment recta en la part superior del
gel.

Un cop polimeritzat el gel separador, rentarem
1l'isobutanol i aplicarem el gel concentrador (5% d'a-
crilamida). Aquest el prepararem afegint a 2.5 ml de
TRIS-HC1 0.5 M, SDS 4 mg/ml pH 6.8, 1.5 ml de la
solucid d'acrilamida/bis-acrilamida que ja haviem emprat
anteriorment, 6 ml d'A.D. , 0.03 ml de persulfat amo-
nic 10% i 0.01 ml de TEMED. Immediatament posarem
la pinta formadora de pous (sempre emprarem la de 10
pous), i deixarem polimeritzar. Els gels els férem

servir immediatament després de preparats.
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Un cop preparat, posdrem ¢l gel de forma vertical
a l'interior de la cubeta inferior, on préviament ha-i
viem posat 4.0 1 del tampd TRIS 25 mM, glicina 192
mM, SDS 1.0 mg/ml, pH 8.6. A la cubeta superior hi po-
sarem 1.0 1 del mateix tampd. Quan la cubeta fou mun-

tada, aplicarem les mostres amb mcroxerina.

Correguérem mostres d'homogenats cel.lulars, de
solubilitzats amb NaDOC, de la fraccid no retinguda
pels gels d'heparina-sefarosa i de la fraccid eluida
amb 1.2 M NaCl. Per tal d'eliminar les sals d'aquesta
darrera fraccid, dialitzarem 30 ml contra 4 1 de NH4HCO3
10 mM pH 7.4 durant 48 h amb canvi de tampd a les
24h. Posteriorment els lifilitzarem i resuspenguérem
en en volum de 0.1 ml de medi Ib. Aixi obtinguérem una
concentracié final de proteina de 2 mg/ml (emprarem una
mostra a la que no haviem afegit albGmina doncs no ens
calia determinar l'activitat que es perderia en el
procés de didlisi i liofilitzacid, per altre banda).
També 1'homogenat, el solubilitzat i la fraccid no
lligada al gel d'heparina-sefarosa els portarem fins
a una concentracido de proteines de 2 mg/ml amb medi Ib.
Abans d'ésser aplicades al gel, les mostres foren bu-1-
llides durant 2 minuts a 100°C amb un volum igual de
TRIS-HCl 50 mM, SDS 10 mg/ml, blau de bromofenol 0.1
mg/ml, glicerol 30%,2-mercaptoetanol 1%, pH 6.8.

El gel el corregqguérem a temperatura ambient i a
intensitat constant de 36 mA/del de 1.5mm gruix. L'e-
lectroforesi la donarem per acabada quan el blau de
bromofenol arriba al limit de la placa, aproximadament
3 hores deprés de comengada. Tenyirem llavors el gel
amb 250 ml d'una solucidé de metanol 45%, acid acétic 10%,
blau de Coomassie R-250 0.6 mg/ml, durant 4-6 hores a
temperatura ambient i sota constant agitacid. La de-
coloracidé la férem amb acid acétic 10% durant 12 hores.
Un cop fotografiat, i per la seva consevacid, assecarem
el gel a 80°C i al buit.
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Per la determinacid del pes molecular de les
bandes observades correguérem semprea cada gel les se-
glients proteines de pes molecular conegut:

PROTEINA PES MOLECULAR
(kDa)
Miosina 205
-Galactosidasa 116

Glicogen fosforilasa b 97.4

Albumina sérica bovina 66
Albimina 4d'ou 45
Anhidrasa carbonica 29

El pes molecular aparent de les bandes que ens
interessaren el calcularem a partir de la relacid 1li-
neal existent entre els Rf de cada banda i el pes

molecular (figura 2.9).

2.2.11.~- Transferéncia electroforética a filtrs de

nitrocel.lulosa. Reconeixement immunologic
de la LPL ("Immunoblotting")

Per a la identificacidé de les bandes correspo-
nents a la LPL en els gels férem un "immunoblotting"
adaptant una modificacid (Ngai i col., 1985) de la
técina descrita per Burnett (1981) d'adaptacid als gels
correguts en preséncia de SDS del métode de transfe-
réncia de proteines a filtres de nitrocel.lulosa pré-

viament descrit per Towdin i col.laboradors (1979).

Després de correguts els gels i sense tenyir-los,
els embeguérem amb 100 ml de tampd de transferéncia
(TRIS 25 mM, glicina 192 mM, SDS 1.0 mg/ml, metanol
20% pH 8.3) durant 1lh. Paral.lelament, filtres de ni-
trocel.lulosa (15x15 cm) varen ésser embeguts durant
30 minuts amb A.D. i altres 30 minuts amb el tampd de
transferencia. Tot sequit es montad la cél.lula de trans-
feréncia. Col.locdrem el gel sobre el filtre de nitro-

cel.lulosa i la unitat gel-filtre la posarem, entre dos
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FIGURA 2.9

PATRO PER LA DETERMINACIO DEL PES MOLECULAR DE LES BANDES
DELS GELS DE POLIACRILAMIDA
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papers de filtre Whatmann-1 (15x15 cm) embeguts en el
tampd de transferéncia, dintre de la cél.lula, i orien-
tat el filtre cap a 1'anode i el gel ca el catode. Po-
sdrem la cél.lula dintre de la cubeta on col.licarem

uns 3.5 1 del tampd de transferéncia. Aquesta es realit-

za durant 16h a 4°C i a corrent constat de 40V.

Un cop transferides les proteines del gel al
filtre de nitrocel.lulosa, els espais buids d'aquests
foren ocupats incubant-el amb 40 ml d'albGmina 30mg/ml
en tampd TRIS-salili (TRIS-HCl1 10 mM, NaCl 0.154 M, pH
7.4) durant lh a 40°C amb agitacid ocassional. L'al-
bimina no adsorbida es renta a temperatura ambient amb
tres incubacions,de 5 minuts cada una, amb 40 ml de
TRIS-sali.

A continuacid incubarem el filtre de nitrocel.lu-
losa amb l'anticos primari en 40 ml de TRIS-sali als que
afegirem una guantitat suficient de IgG anti-LPL o
IgG-Pi per tenir una concentracié de 50 ug/ml. La in-
cubacidé la férem a 40°C durant 2h amb agitacid ocassio-
nal. L'excés d'IgG el rentarem, a temperatura ambient,

5 vegades amb 50 ml cada una de TRIS-sali durant 5 minuts.

La visualitzacidé de les bandes on s'havia lligat
l1'anticos primari la férem emprant un segon i un ter-
cer anticos, ambdds amb peroxidasa de raba conjugada.

La utilitzacid del tercer anticds calgué per una millor
visualitzacid de les bandes, de forma que pogessin

ésser fotografiades. Incubarem 40 ml de TRIS-sali conte-
nint 0.08 ml de la solucidé d'anticos secundari (IgG an-
ti-IgG de cabra, obtingudes en conill) durant 2h a 40°C
amb agitacid ocassional. L'excés del segon anticos el
rentarem de la mateixa forma de com ho haviem fet per
rentat 1l'excés d'anticos primari. Finalment incubarem
amb altres 40 ml de TRIS-sali contenint ara 0.06 ml de
l'anticos terciari (IgG anti-IgG de conill, obtingudes
en cabra). Aquesta darrera incubacidé la férem durant 16h

a temperatura ambient i amb agitacidé constat. Després
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de rentar l'excés d'anticoOs terciari, segunt el mateix
protocol.que pel primari i secundari, visualitzarem les
bandes incubant el filtre amb 50 ml de H202 0.015% (v/v),
4-clor-l-naftol 0.5 mg/ml, metanol 16.7%; produlnt-se

la precipitacid del clor-naftol oxidat (producte colorat)
sobre el complex Antigen-Abé—Ab"—Ab"' (p=peroxidasa).

P P
Reaccid que es dona instantaniament.

2.2.12.- Incubacinons de les cél.lules amb Isoproterenol

Per estudiar l'efecte de 1l'isoproterenol (ISO)
sobre les activitats TAG hidrolases, les cél.lules, un
cop alllades, es rentaren tres vegades amb tampd
Krebs-Henseleit bicarbonat albimina (KHBA, NaCl 118 mM,
KCl 4.7 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM I‘iIaHCD3 25 mM,
CaC12 1.5 mM, glucosa 10 mM, alblGmina lliure d'acids
, 95%/CO, 5% pH 7.4), i

. oo 6 -
s'ajustaren a una concentracio de 10 cel./ml. Posarem

grassos 10 mg/ml, gassificat O

aliquotes de 4 ml en erlenmeyers de plastic de 25 ml

i la incubacid comenga en afegir 0.04 ml 4'ISO 1.0 mM
(concentracid final 0.0l mM) o de KHBA. Un cop transco-
rreguts els 20 minuts a 37°C i sota constant oxigena-
cidé de la incubacid, les mostres es processaren segons

convingués a l'experiment concret que es fes.

Quan s'estudia l'efecte de 1'heparina sobre 1l'a-
lliberament d'activitats TAG hidrolases al medi, po-
sarem en erlenmeyers aliquotes de 2.0 ml de cél.lules
i 0.02 ml d'heparina 1000 Unitats/ml (concentracidé fi-
nal 10 Unitats /ml) o de KHBA, i/o 0.02 ml 4'ISO 1.0 mM
O KHBA. També els incubdrem durant 20 minuts a 23°C &

a 37°C sota constant oxigenacid i agitacié.

Per a la determinacid de la produccid de gli-
cerol, 3 ml de la suspensid cel.lular es posa amb 0.3

ml de HClO4 70%, donant una concentracid final d'acid

de 6.4%. Es refreda i centrifuga 5 minuts a 1000xg.

El sobrenadant el neutralitzdrem amb K2CO3 5 N. Després

de centrifugar uns 20 minuts a 1000xg, el sobrenadant
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el guardarem a -80°C fins que determinarem el contingut
de glicerol.

Immediatament després d'agafar una aliquota per
a la determinacidé delglicerol, dues aliquotes de 0.5 ml
cadascuna les centrifugarem durant 10 segons a 15000xg
en microcentrifuga quin rotor haviem refredat prévia-
ment al congelador de -80°C. Tant el sobrenadant com el
precipitat els congelarem rapidament amb N, liquid. Des
de que agafavem l'aliquota fins que introdulem els vials
en el N, liguid no passa mai més de 25-30 segons. Poste-
riormentguardarem totes les mostres a -80°C fins el mo-
ment del seu processament bé per la determinacid de
l'activitat glicogen fosforilasa, bé ce les activitats
TAGH .

En alguns experiments tot el contingut dels erlen-
meyers el centrigugarem durant 90 segons a 45xg a tempe-
ratura ambient i el precipitat el congeldrem amb N,
liquid, guardant-el posteriorment a -80°C fins el
moment del seu processament. Aquestes mostres les utilit-
zarem per la determinacidé de la proporcid de l'acti-
vitat soluble i particulada. Per aixd resuspenguérem el
precipitat en el medi isotdnic Ib i el sonicdrem 2 x 30
segons a 75 Watt a 4°C. L'homogenat el centrifugarem
directamenta a 105xg durant lh a 4°C. El precipitat el
resuspenguérem en un volum igual a l'inicial i, junta-
ment amb el sobrenadant, els congelarem a -80°C fins
el moment de la seva utilitzacid per la determinacid

de les activitats TAG hidrolases.

Els precipitats que serviren per la determinacid
de les activitats TAGH els resuspenguérem en medi Ib
just abans de la seva determinacidé, 1 els sonicarem

2 copss a 200W durant uns 30 segons cada mostra.

2.2.13.- Experiments amb rates diabétiques

Per estudiar l'efecte de la diabetes aguda sobre
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les activitats TAGH, a rates normals d'uns 270 g de

pes corporal sc'ls administrd de torma intravenosa

100 mg/Kg p.c. d'estreptozotocina en un volum de 0.2-0.6
ml de citrat 50 mM, NaCl 0.154 M, pH 4.5. Els animals
que serviren de controls foren injectats amb un

volum idéntic del tampd citrat-sali. De 3 a 4 dies
després els animals foren sacrificarts per ddecapitacid.
Del coll es recolli en tubs freds heparinitzats i del
cor s'alillaren els midcits pel métode descrit a 1l'a-
partat 2.2.1 amb la modificacidé introduida per Kenno i
Severson (1585) per l'alllament de cardiomiocits de ra-
tes diabétiques. Es basa en que, per raons desconegudes,
els midcits de cors de rates diabétiques sOn meys
tolerants al calci.De forma que per obtenir viabilitata
semblants a les d'animals controls cal reduir la concen-
tracio de Ca2+ als tampons tant dee l'aillament com

als de les incubacions posteriors. Com Kenno i Severson

(1985), nosaltres la baixdrem de 1.5 mM a 0.75 mM.

Un cop aillades les cél.luless, aquestes es
processaren, es fraccionaren i les activitats TAGH
es determinaren tal com s'ha indicat als apartats

2.2.2, 2.2.4 1 2.2.3 respectivament.

Igualment, aliquotes de 2.0 ml de cel.lules
(lﬁscel./ml) les incubarem a 23°C en preséncia o
abséncia d'heparina 10 Unitats/ml durant 20 minuts
sota constant oxigenacid i agitacidé. E1 sobrenadant
i precipitat cel.lular (90 segons a 45xg) els guarda-
rem a -80°C fins el moment de la seva utilitzacid, mo-
ment en el que el precipitat es resuspengué amb medi Ib
i el sonicarem 2 x 30 segons a 200 W a 4°C.

2.2.14.- Altres métocdes

Proteines

El contingut en proteines de les diferents mostres
el determindrem pel métode de Robrish i col.laboradors
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(1978) basat en la procduccid de compostos aliament
fluorescentks, derivats del O-ftaldialdeéhid, en reaccio-
nar aquest amb amines primaries en preséncia de 2-mer-

captoetanol.

A un volum de fins 1.0 ml de mostra o estandard
(fins a 50 ug d'albimuna sérica bovina), s'afegiren
3.0 ml de reactiu (O-ftaldialdeéhid 0.8 mg/ml en K3BO3
0.14 M, Brij-35 0.1% (p/v), 2-mercaptoetanol 0.2% (v/v)
pH 9.7). S'incuba durant,al menys, 30 minuts a temera-
tura ambient i es llegi fluorescéncia a una exitacid
de 340 nm i una emissidé de 455 nm a un rang de 0.l1l. Les
mostres i patrons es feren per duplicat. La relacid
entre proteina i fluorescéncia fou lineal en el marge
de concentracions estudiat (figura 2.10) i sufientment

sensible com per determinar valors de 1.0 ug/ml.

N-acetil-A-glucosaminidasa

Es determina l'activitat N-acetil- -glucosaminidasa
a les diferents fraccions subcel.lulars seguint el méto-

de de Brecher i col.laboradors (1977).

A 0.02 ml de mostra s'afegiren 0.02 ml de tampd
citrat 0.1 M,fosfat disadic 0.2 M pH 4.0 i s'inicia
al reaccid afegint 0.1 ml de substrat (4-metil-umbel.li-
feril-2-acetamida-2-desoxi- -D-glucopirandsid 0.5 M).
La incubacid dura 30 minuts a 37°C i l'aturdrem amb 2.86
ml de glicina 2 M pH 10.5. Els blancs els férem afegint

l'enzim després de la glicina.

L'estandard la prepararem afegint quantitats
creixents de 4-metil-umbel.liferil en lloc de mostra.
Es quantifica la fluorescéncia a una exitacid de 325 nm
i a una emissid de 430 nm, a un rang de 0.1. A la fi-
gura 2.11 es mostra la relacid entre quantitat de
4-metil-umbel.liferil i1 fluorescéncia. en el marge
estudiat la relacid fouu perfectament lineal. Tant

less mostres com les estandards les valorarem per
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FIGURA 2.10

PATRO PER LA QUANTIFICACIO DE PROTEINES
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FIGURA 2.11

PATRO PER LA DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT N-ACETIL7§-
GLUCOSAMINIDASA
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duplicat.
Glicerol

El contingut de glicerol als sobrenedants neutra-
litzats del desproteinitzat amb HClO4 es quantifica f1l

fluorimétricament pel métode de Davison i Karjala (1970).

A 1.0 ml de mostra o estandard afegirem 2.0 ml
de NAD 4.52 mM en KZCO3 0.1 M pH 10.0 1 1.0 ml de
glicerol deshidrogenasa (0.1 Unitat/ml en fosfats 1.25
mM pH 7.5). Als 90 minuts exactes llegirem la fluores-
céncia a una exitacid de 350 nm i una emissid de 460
nm, a un rang de 3. L'estandard la prepararem afegint
quantitats creixents de glicerol (0-50 n mol) d'una
solucid mare 10 mM. El volum l'ajustdrem amb KHBA
desproteinitzat amb HC10, i neutralitzat amb K2C03.

A la figura 2.12 es mostra la relacid entre el
contingut en glicerol i unitats de fluorescéncia. Tant

l"estandard com les mostres les valordrem per duplicat.

Glicogen fosforilasa

L'activitat de la glicogen fosforilasa (¥ AMP)
en homogenats cel.lulars, la determinarem en la direccid
fisioldgica de degradacid de glicogen, seguint una
lleugera modificacié del meétode de Hardman i col.la-
boradors (1965). Segons aquest, la glucosa-l-fosfat
alliberada per accid de la glicogen fosforilasa, es
quantificada fluorimétricament per acoblament de la re-
accid de la fosfoglucomutasa i la glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa.

El precipitat cel.lular destinat a aquesta valo-
racid fou resuspés en un volum apropiat per donar una
concentracidé final de U.leoscel./ml, amb tampd glicerol-
2-fosfat 40 mM, 2-mercaptoetanol 40 mM, NaF 10 mM, al-
bimina 1.0 mg/ml pH 6.8. Fou llavors sonicat a 200 W
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FIGURA 2.12

PATRO PER LA DETERMINACIO DE GLICEROL
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durant 2 x 30 segons a 4°C.

A 0.005 ml de mostra (uns 12.5 ug de protelna)
s'afegiren 0.05 ml de substrat (glicogen 10 mg/ml en
tampd fosfat potdssic 50 mM, albimina 1.0 mg/ml pH
6.8 en preséncia o abséncia de AMP 2.0 mM) i s'incuba
10 minuts a 30°C. Aquesta primera reaccid s'atura afe-
gint 0.005 ml de HC1l 0.7 M. Els blancs els férem afegint
la mostra després del HCl.

Després de, al menys, 2 minuts a 30°c, s'afegiren 0.25
ml del reactiu de quantificacidé de la glucosa-l-fosfat
alliberada (Imidazol 100 mM, acetat magnésic 2.0 mM,
NADP 0.25 mM, pH 7.4, contenint 20 unitats de fosfo-
glucomutasa i 35 unitats de glucosa-6-fosfat deshidroge-
nasa). Deixarem reaccionar durant 10 minuts a 30°C i
afegirem 2.0 ml de tampd carbonat/bicarbonat sédic

20 mM, EDTA-Na, 1.0 mM pH 10.0. Immediatament llegirem
fluorescéncia a una exitacid de 365 nm i a una emissid

de 440 nm a un rang de 3.

Per la quantificacidé de la glucosa-l-fosfat es
feu una estandard amb quantitats creixents de glu-
cosa-1l-fosfat (0-10 nmols), que posarem en un volum de
0.005 ml i als que afegirem els 0.05 ml del substrat
perr la reaccid de la glicogen fosforilasa i que incuba-
rem de forma paral.lela a les mostres. Igualment els hi
afegirem el reactiu per la quantificacidé de la glucosa-
l-fosfat i llegirem la fluorescéncia. Tant la patrd

com les mostres les valorarem per duplicat.

Sota les nostres condicions, la relacid entre
glucosa-l-fosfat i fluorescéncia fou lineal (figura
2.13). Agquesta reaccid de transformacidéo fins a 6-fos-
fogluconat fou molt rapida donc comprovarem que ja als
2 minuts 30 segons d'afegit el reactiu la reaccid havia
arribat a l'equilibri per qualsevol concentracid _
inicial de glucosa-l-fosfat (resultats no mostrats).

Igualment comprovarem que la preséncia de AMP 2.0 mM
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FIGURA 2.13

PATRO PER LA QUANTIFICACIO DE GLUCOSA-1-FOSFAT
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en el primer substrat no afectava la fluorescéncia
produida, de forma que no calgue preparar dues estan-
dards diferents (amb i sense AMP).

Un cop demostrada la linealitat de la quantifica-
cid del producte, comprovarem que la reaccid de la gli-
cogen fosforilasa, sota les nostres condicions, fos 1li-
neal amb el temps d'incubacid i la quatitat de protei-
na (figures 2.14 i 2.15). Les condicionsd que després
emprarem (10 minuts i 12.5 ug prot.) entraren dintre
dels marges de linealitat, tant per l'activitat (-) AMP
com (+)AMP.

Glucosa plasmatica

La sang recollida als tubs heparinitzats en el
moment de 1 sacrifici dols animals diabétics i els
deus controls, la centrifugarem 30 minuts a 1000xg a 4°C.
El plasma obtingut el desproteinitzarem pel métode de
Somogyi (1945), afegint 1.4 ml d'A.D.freda a 0.2ml de
plasma i, tot seguit, el mateix volum de ZnSO4 0.11 M
i de Ba(OH)2 saturat. El1 sobrenedant desproteinitzat,
després de centrifugar a 1000xg a 4°C durant 15 minuts,

el guardarem a -20°C fins el moment de la seva utilit-
zacid.

La concentracid de glucosa al sobrenedant des-
proteinitzat la determinaremc pel métode de Hugget i
Nixon (1957), acoblant les reaccions de la glucosa
oxidasa i la peroxidasa, amb el dihidroclorur d'o--
dianisidina com a acceptor d'oxigen. Compost qué, un
cop oxidat, presenta color groc en medi acid i pot
ésser quantificat espectrofotométricament per absorcid
a 415 nm.

A 0.1 ml de tampd fosfat potassic 0.2 M pH 7.4,
afegirem 0.025 ml de mostra o de diferents volums d'es-
tandard (fins a 20 ug de glucosa), portant tots els
tubs fins a un volum final de 0.2 ml amb A.D.. Afegi-
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rem 1.0 ml de reactiu (glucosa oxidasa 1.25 Unitats/ml,
peroxidasa 0.25 Unitats/ml, dihidroclorur d'o-dianisi-
dina 0.025 mg/ml en tampd fosfats 6.0 mM. pH 7.4)i incu-
barem 30 minuts a temperatura ambient. La reaccid l'atu-
rarem per acidificacidé amb 0.1 ml de HCl 3 N. Després

de 15 minuts llegirem l'absorcidé de llum a 415 nm.

Tant les mostres com les estandards les valorarem per
duplicat. En el marge de concentracions de 1l'estandard
emprades, la relacid entre concentracidé i A fou

415
lineal (figura 2.16).

2.2.15.- Estadistica

D'alguns experiments es mostra només el resultat
d'un de representatiu, tot i que sempre els repetirem,
al menys una vegada més. Quan el nombre de dades és
suficient, es representa la mitjana t l'error estandard
de la mitjana, indicant-se el nombre de dades.

Quan interessa comparar dos grups de dades per
tal de conéixer en quin grau les diferéncies eren sig-
nificatives estadisticament, s'aplica el test de la
t-Student de dades aparellades, o, quan aquest no fou
aplicable (comparacions entre controls i diabétiques),

el de la t-Student de dades independents.



FIGURA 2.16

PATRO PER LA QUANTIFICACIO DE LA GLUCOSA

0.6 O
Aq1s
0.4 L
0.2
0 L L e i A ]
0 5 10 15 20

GLUCOSA  (ug)

r 0.9997

91



53-RESULTATS I DISCUSSIO



93

3.1.- CARACTERITZACIO DE LES ACTIVITATS TRIACILGLICEROL
HIDROLASES EN HOMOGENAT CEL, LULAR

Com a primera aproximacid a la identificacid de
les activitats triacilglicerol ester hidrolases (TAGH)
presents als cardiomiocits de rata, estudiarem les
propietats d'aquestes activitats als homogenats cel.lu-

lars obtinguts per sonicacid (veure apartat 2.2.2).

Anteriorment a nosaltres s'havia descrit clara-
ment la preséncia d'activitat TAGH acida i lipoproteina
lipasa (LPL), tant a cor sencer com a cardiomidcits
alllats, existint controvérsia sobre l'existéncia o no
d'altre activitat neutra independent dee la LPL (veure
apartat 1.5).

3.1.1.- Efecte de les modificacions en la composicid

del sistema de valoracid

Efecte del pH i del sérum

El primer experiment que férem fou determinar la
variacidé de l'activitat TAGH en funcid del pH del medi.
Per pHs entre 4.0 i 6.0 utilitzarem el tampd acétic/
acetat sodic i per pHs entre 6.0 i 8.5 el tampo PIPES,
sempre a concentracié de 25 mM. Per aquests experiments
s'escolll com a concentracid de substrat (troleilglice-
rol)la de 0.125 mM, emprada normalment al nostre labora-
tori per la determinacid d'activitats lipasiques tant
neutres com acides a diferents teixits i, d'entre ells,
el cor sencer (Severson 1979b; Secerson i col., 1981b).
Com a Gnic altre component del medi dee valoracid es
posa albimina lliure d'acids grassos 7.6 uM. La resta
de condicions d'incubacid son les descrites a l'apartat
2.2.3,

Quan es valora en abséncia de sérum obtinguérem
dos pics d'activitat en funcibé del pH: un a 5.0 i 1'al-

tre a 7.5 (figura 3.1 A). Quan al medi de valoracid
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s'afegi sérum 3% pre-escalfat s'observa només un pic

a pH 7.5. A l'experiment mostrat a la figura 3.1 A la
relacid d'activitats +/- sérum fou de 2.7 a pH 7.5. Es
realitzaren un total de 5 experiments, i aquesta relacid
oscil.la entre 2.4-2.9. Aquest resultat és practicament
idéntic al descrit per Stam i Hiilsmann (1983) en sobre--
nadantss postnuclears de cors de rata perfundits pré-
viament amb heparina. Dos pics a 5.0 i 7.5 també havien
estat descrits rn homogenats de cor valorats sense

sérum (Severson, 1979b). Als seglients experiments empra-
rem aquests dos pH (5.0 i 7.5) per la determinacid de

less activitats TAGH acida i neutra respectivament.

Esta ben descrita la preséncia d'activitat LPL
als cardiomiocits de rata (veure apartat 1.5). Ara bé,
nosaltres no observem cap activitat amb pH optim 8.0-
8.5. Com mostraren Hiilsmann i col.laboradors (1982),
aixd es deu, probablement, a les condicions d'assaig.
Als treballs on es descriu un pH Optim per la LPL més
alcali que el que nosaltres trobem per l'activitat
TAGH neutra (+) sérum, acostumen a introduir-se fosfo-
lipids com a emulsionants (Twu i col., 1975, 1976;
Nilsson-Ehle i col., 1976). En resultats que no mostrem,
nosaltres hem observat que 1l'addicid tant de fosfatidil-
colina, com fosfatidiletenolamina, o fosfatidilserina,
o fosfatidilinositol provoquen un desplagament del pH
optim de l'activitat mesurada en preséncia de sérum

fins a valors de 8.0-8.5.

Les variacions de les activitats TAGH a pH 5.0
i 7.5 en funcid de la concentracid de sérum, varen ésser
determinades sota les mateixes condicions descrites a
1l'apartat anterior. L'activitat TAGH acida és ja inhi-
bida més d'un 95% a concentracions de sérum tant baixes
com el 0.5% (figura 3.1 B). L'activitat TAGH neutra
€s, pel contrari, estimulada 2.1 vegades, essent aquesta
estimulacidé mdxima a la concentracidé de sérum del 3%. -
Els resultats mostrats corresponen a un experiment re-

presentatiu dels guatre que realitzarem.
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Només ha estat publicat un treball on s'estudia
l'efecte del sérum sobre l'activitat TAGH acida; i no
ha estat fet a cor, sindé als fibroblasts de la linea
L929 (Gorin i col., 1982). En les seves condicions,
calgué una concentracid de sérum superior al 10% per
que es produis una inhibicidé del 90% o més de l'acti-
vitat. Aprofundint sobre la naturalesa del factor inhi-
bidor, augests autors observaren que era termolabil,
no-dialitzable i destruit per prévia incubacid amb trip-
sina. Per totes aquestes caracteristiques conclogueren
que era de naturalesa proteica 1 amb un pes molecular
aparent, obtingut després d'una purificacid parcial
per filtracid en gel, de 50 kDa. Nosaltres no hem apro-
fondit sobre el factor responsable d'aquesta inhibicid
i no ens atrevim a establir paral.lelismes puix man-
quen treballs realitzats amb altres condicions d'assaig
i procedéncia de la mostra que permetin de sustentar
la generalitzacid.

Si bé normalment s'utilitza una concentracid de
sérum del 6-10% per activar la LPL (Nilsson-Ehle i col.,
1976; Stam i Hiilsmann, 1983; etc.), nosaltres trobem,
que, sota les nostres condicions, concentracions molt
inferiors ja produeixen una estimulacid maxima de 1'ac-
tivitat dependent de sérum. També Reina (1984) troba
que per la LPL tnant del teixit adip6s com del fetge
de nounats alimentats 8 hores i, posteriorment, deju-
nats 16 hores, una concentracid del 3% era ja suficient
per obtenir una maxima estimulacidé. A partir del nostre
resultat utilitzarem en tots els experiments segiients

la concentracidé del 3% de sérum com l'Optima.

Efecte de les sals (forga idnica)

Una de les proves més classiques per la caracterit-
zacid de la LPL és la seva sensibilitat a concentracions
elevades de NaCl. Es per aixo qgue nosaltres hem determi-
nat l'efecte del NaCl, aixli com d'altres sals, de les

que mostrem els resultats del MgClz, sobre les diferents
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activitats TAG hidrolases als homogenats cel.lulars.

Els experiments els férem afegint directament al medi
d'incubacid, aliquotes de 0.1 ml de solucions bé de

NaCl bé de MgCl, de diferents concentracions. En aquests
experiments la concentracid de substrat també fou de
0.125 mM.

A la figura 3.2A es mostren els resultats obtin-
guts en augmentar la concentracidé de NaCl des de 0 a
1.0 M (forces iodoniques 0-1.0 M).Com ja havia estat des-
crit per Severson (1979b) en preparacions de cor sencer,
concentracions creixents de NaCl provoquen una inhibicid
de l'activitat TAGH acida. Un 50% d'inhibicid es pro-
dueix a concentracions de NaCl de 75 mM (I=0.075).
Igualment el MgCl2 (figura 3.2B) inhibeix l'activitat
TAGH acida, essent més sensible a aquesta sal que al
NaCl, doncs un 50% d'inhibicid es produiex a concentra-
cions de 6-7 mM (I=0.02 M). Tots aquests resultats con-
corden plenament amb els descrits a cor sencer (Severson,
1979b).

Tant la LPL purificada de cor de rata (Twu i col.,
1975), com 1l'alliberable per heparina en cors perfundits
també de rata (Stam i Hilsmann, 1983), s'inhibeixen per
concentracions de NaCl superiors a 0.2 M. També la LPL
d'altres procedéncies té el mateix comportament (del
teixit adipdés blanc per exemple, Ehnholm i col., 1974).
L'activitat que nosaltres mesurem a pH neutre en pre-
séncia de sérum és primerament estimulada per concen-
traicions creixents de NaCl o MgClzfins a forces io-
niques I=0.15-0.2 M (fig. 3.2A i 3.2B). Concentracions
superiors provoquen una progressiva inhibicidé. La con-
centracidé de NaCl que dona una estimulacid maxima fou
la de 0.2 M; mentre que generalment, malgrat el que
pot observar-se a la figura 3.2B, pel MgCl2 fou de
50 mM (I=0.15 M). Igualment s'observa que,de forma con-
sistent, l'estimulacid provocada pel MgC12 50 mM era
superior a la que provocava el NaCL 0.2 M (352.6+54.5
vs 251.9+34.0 nmols/h/loﬁcel., n=6, p 0.05). També el
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grau d'inhibicid que s'obté amb forces idniges de I=1.0 M
és superior amb MgCl, que amb NaCl (95.7+0.6 vs 83.4+
2.7% d'inhibicid respecte de la maxima activitat a I=
0.15-0.2 M, n=6, p 0.01; figuraa 3.3).

L'activitat TAGH neutre (-) sérum €s molt meny
sensible a l'efecte del NaCl (figura 3.2A). Aixi, con-
centracions fins a 0.2 M provocaren només un increment
de 1.5 vegades el l'activitat (en preséncia de sérum
l1'augment era de 3.6 vegades) i tampoc concentracions
fins a 1.0 M in hibiren gaire l'activitat. Una compara-
cid entre l'efecte inhibidor de l'elevada forga idni-
ca (I=1.0 M) respecte de l'activitat maxima (a 0.2 M
NaCl pel cas d'aquesta sal) es representa a la figura
3.3. Mentre que en abséncia de sérum , 1.0 M NaCl no-
més provoca una inhibicid del 35%, en preséncia de
sérum 3% la inhibicid és considerablement superior (83%).
Aquest resultat discrepa d'altres publicats préviament
i referents a cors sencers perfundits o no amb prévia-
ment amb heparina. Aixi, Severson (1979b) observa també
un efecte activador (1.5 vegades) del NaCl 0.2 M sobre
l"activitat mesurada en abséncia de sérum i a pH 7.5.
Contrariament, a concentracions superiors observa una
molt considerable inhibicidé. Stam i Hilsmann (1983),
si bé no observen cap efecte fina a 0.2 M NaCl, també
troben que concentracions superiors inhibeixen l'acti-
vitat mesurada en abséncia de sérum. Una possible expli-
cacid per aquesta discrepancia no ens era aparent en
aquest punt de la nostra investigacidé. No seria fins
més d'un any després, quan realitzarem els experiments
finals del la segona part d'aquesta Tesi, que entreveiérem

una possible explicacid, que seras discutida llavors.

El MgCl2 també estimula lleugerament l'activi-
tat TAGH neutre (-) sérum fins a concentracions de
25-50 mM (I=0.075-0.15) (figura 3.2B). Contrariament al
NaCl, concentracions superiors si que inhibiren con-
siderablement l'activitat. Aixi, 333 mM MgC12 (I=1.0 M)

provocaren una inhibicid del 68% (fig. 3.3) que, si bé
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FIGURA 3.3

EFECTE INHIBIDOR DE LES ELEVADES FORCES IONIQUES SOBRE

LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES NEUTRE EN HOMOGENATS

CEL.LULARS
_ p 0.01 p 0.01
100 — —
*J
J——
=
<
e )
80 L
< i |
HH
=
B T
. 1
[5a]
3
9 60 |
0y
wn
[
[+
o
|
(&)
~
A
) 40
: T
a 1
3]
O]
>
=
8 20 F
24
&
Y
0L
NaCl MgC12 NaCl MgC12
L J L .}
SERUM (3% - +
L J
p<0.01




101

és superior a la que provoca el NaCl, també és inferior

a la ques es produeix en preséncia de sérum.

A partir d'aquests resultats introduilrem MgCl,
50 mM en el sistema de valoracid de les activitats TAGH
neutres (+) sérum (veure apartat 2.2.3). Comprovarem
que ni el pH ni la concentracidé de sérum oOptimes quede-
ssin afectats per la introduccié d'aquests component

(resultats no presentats}.

Efecte de la concentracid de substrat (parametres cinétics)

Si bé haviem comengat aquest estudi amb una concen-
tracio de substrat que era ampliament utilitzada al nos-
tre laboratori per la determinacid6 d'activitats TAG
hidrolases, intuiem que probablement, al menys per
l'activitat TAGH neutre (+) sérum, treballdvem per
sota de les concentracions Optimes; ja que, normal-
ment, s'utilitzen per la valoracidé de la LPL concentra-
cions de substrat de 3-6 mM. Per altre banda, s'ha
descrit que la LPL residual després de perfundir cors
amb heparina té una Km aparent de 2-4 mM (Ben-Zeev i
col.,198]1 a i b; Stam i Hilsmann, 1984).

Per aix0 estudidrem l'efecte de concentracions
creixents de substrat (0.012-1.2 mM) sobre les activitats
TAGH. Les diferents concentracions les prepararem per
difilucid d'un stock de maxima concentracidé. Mantingué-
rem fixa doncs, l'activitat especifica . Preferirem
fer-ho aixi doncs el fet d'ajustar la concentracid
final variant només la quantitat de substrat no radioac-
tiu ens obligava a realitzar multiples sonicacions per
emulsionar els substrats de concentracions i activi-
tats especifiques variables. Aquesta hagués estat una
important font de variabilitat en no poder controlar

exactament el tipus d'emulsidé resultant en cada cas.

A la figura 3.4 es mostra un experiment repre-

sentatiu on es determina l'activitat a pH 7.5 en pre-
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FIGURA 3.4 EFECTE DE LA CONCENTRACIO DE SUBSTRAT SOBRE

LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES NEUTRES EN HOMOGENTS CEL.LULARS
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séncia o abséncia de sérum 1 de MgCl,. Les activitats
seguiren una cinética classica Michaelis-Menten. A

la taula 3.1 es sumaritzen els resultats d'aquests
experiments. Els valors aparents de Km i Vmax han es-
tat obtinguts després de linealitzacions pel matode de
Eadie-Hofstee. L'activitat TEGH acida ens dona una Km
aparent de 0.08 mM en l'Gnica determinacid que d'agquest
parametre férem d'aquesta activitat. Amb un métode

de valoracid sensiblement diferent pel que fa al sis-
tema d'emulsid del substrat, Knauer i col.laboradors
(1983) obtingueren una Km aparent de 0.13 mM per la
mateixa activitat TAGH acida de cardiomiocits aillats
de gat. Valor que considerem relativament semblant al
nostre. Amb l'activitat mesuradaa a pH 7.5 obtinguérem
una Km aparent de 0.15 mM que no fou afectada pel sérum
o pel sérum i el MgClz. Els efectes activadors del sérum
i del sérum+MgC12 es centren sobre la velocitat maxima.
El sérum la incrementa 3 vegades i el sérum+MgCl2 unes
10.

Sota les nostres condicions obtenim uns valors de
Km aparent per l'activitat TAGH neutre (+) sérum més
d'un ordre de magnitud inferior a l'obtingut per altres
laboratoris (Ben-Zeev 1 col., 198la; Stam i1 Hiulsmann,
1983) per l'activitat corresponent a la LPL residual
de cor. De totes formes, elsa resultats no poden ésser
comparats doncs els sistemes de valoracid sén forga
diferents i, en ésser les lipases enzims que actuen a
la interfase 1lipid-aigqgua, la composicid exacta d'aques-
ta és fonamental, no tant sols condicionant l'activitat
maxima, sind també l'afinitat aparent pel substrat
(Brockman, 1984).

A partir d'aquests experiments establirem les
condicions generals d'assaig descrites a l'apartat 2.2.3
de Materials i Métodes: s'utilitza com a concentracid
de substrat la de 0.6 mM tant per l'activitat mesurada
a pH 5.0 com a 7.5. Aquesta darrera es valora tant

amb com sense sérum 3%, incloent-hi MgCl2 50 mM, fet que
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ja no indicarem més, excepte que no sigui aixi.

Efecte de les apolipoproteines C-II i C-III

2

Una de les caracteristiques fonamentals i exlusi-
ves de la LPL és la seva estimulacid per apolipopro-
teina C-II (apo C-II) (Havel i col., 1970; La Rosa i
col., 1970). Es la preséncia d'aquesta apoproteina,tant
al plasma com al sérum, la responsable de l'activacid
de la LPL per un i latre. Nosaltres hem testat l'efecte
d'aquesta apoproteina, aixi com de la C-III,, procedents
de VLDL de plasma d'humans i1 generosament donades pel
Dr. M.W. Huff de la University of Western Ontario
(Ontario, Canada).

Estudiarem l'efecte de quantitats creixents d'apo
C-II sobre l'activitat TAGH neutre (valorada en abséncia
de sérum). A la figura 3.5A es mostra el resultat d'un
experiment on arribarem fins a concentracions de 10 ug/ml.
Concentracions superiors (fins a 30 ug/ml) no provocaren
més activacid que la ja observada amb 10 ug/ml (resul-
tats no presentats). L'activitat mesurada en preséncia
d'apo C-II fou, a 1'igual que ho era la mesurada
en preséncia de sérum, maxima a concentracions de MgCl

2
de 50 mM (resultats no presentats).

Tots els treballs realitzats amb LPL purificada
de cor descriuen també l'activacid per l'apo C-II, obte-
nint tots ells activacions maximes a concentracions de
10-20 ug/ml (Twu i col., 1975 i 1976; Ehnholm i col.,
1975; Chung i Scanu, 1977). També amb LPL alliberada en
perfundir cors amb heparina, s'ha descrit activacid per
l'apo C-II, essent maxima a concentracions de 20 ug/ml
(Stam i Hiilsmann, 1983). Al mateix treball es mostra que
concentracions tant baixes com 2 ug/ml ja produeixen una
maxima activacidé de la LPL residual. aquests autors no.
poden explicar clarament les raons d'aquesta diferéncia.

Es generalment acceptat que l'apo C-III inhibeix
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en major o menor grau l'activitat LPL de diferents pro-
cedéncies (Twu i col., 1975, 1976; Lukens i Borensztajn,
1978; Holdworth i col., 1985). Nosaltres hem observat
que concentracions creixents d'apo C-III, (fins a 100
ug/ml) tenen un lleuger efecte inhibidor sobre l'acti-
vitat mesurada en abséncia de sérum o apo C-II (fig.
3.5B). Chung i Scanu (1977) observaren un efecte inhibi-
dor molt superior de l'activitat LPL mesurada en absén-
cia de cofactor (80% d'inhibicid a 100 ug/ml) comparat
amb el nostre (25% d'inhibicid a la mateixa concentra-
cid). Si la diferéncia es deu a que nosaltres treballem
amb un dels subtipus de l'apo C-III (el C—IIIz), mentre
que ells no les subfraccionaren, als diferents tipus

d'emulsions, o a algun altre factor, ho desconeixem.

Quan al medi d'incubacidé sbn presents sérum 3% o
apo C-II 10 ug/ml, concentracions creixents d'apo C—III2
provoquen una inhibicid paral.lela d'ambdues activitats,
essent a 100 ug/ml d'apo C-III2 del mateix ordre que la
determinada en abséncia de cofactor o de sérum (figura
3.5B). Resultats semblant varen ésser descrits per
Lukens i Borensztajn (1978) utilitzant LPL alliberada

amb heparina i substrats naturals (quilomicrons).

Efecte de 1l'heparina, la protamina sulfat i 1l'albumina

Si bé estd ben demostrada la interaccid entre la
LPL i l'heparina (Olivecrona i col., 1977 per revisid),
no semba clar que aquesta interaccid afecti a l'acti-
vitat de l'enzim. De fet s'han publicat tant activacions
com inhibicions i, fins i tot, activacions a baixes con-
centracions perdo inhibicions a concentracions superiors
(per revisid veure Olivecrona i Bengtsson, 1984). Fin
on nosaltres coneixem no ha estat publicat treball al-
gun on s'estudiés l'efecte de l'heparina sobre l'activi-
tat TAGH acida. Nosaltres no trobem cap efecte consistent
de l'heparina sobre les activitats TAGH neutres (+)se-
rum (n=3) (figura 3.6). Ara bé, si que observem un potent
efecte inhibidor de l'activitat TAGH acida (95% d'inhi-
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FIGURA 3.6

EFECTE DE L'HEPARINA SOBRE LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES

EN HOMOGENATS CEL.LULARS
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bicidé amb 10 unitats/ml).

Els efectes tant de la protamina sulfat com de
l'albimina els estudidrem només sobre les activitats
TAGH neutres (+) sérum, principalment buscant dife-
réncies de comportament entre elles. Mentre que qualse-
vol de les concentracions de protamina sulfat empra-
des inhibiren vora un 50% de l'activitat mesurada en
presénciasde sérum (n=2) (figura 3.7A), en la seva
abséncia fou, fins i tot, lleugerament incrementada.

De fet, com passava amb l'heparina, s'ha descrit gqualse-
vol tipus d'efecte amb la protamina sulfat. Aixi, amb

la LPL purificada de cor tant de rates com d'humans,

Twu i col.laboradors (1975, 1976) observaren una inhi-
bicid de l'activitat que ells mesuraven en preséncia de
sérum. Stam 1 Hulsmann (1983), contrariament, observaren
una activacidé de la LPL residual quan era valorada en
preséncia de sérum, al sobrenadant postnuclear de cors
de rata perfundits amb heparina. L'activitat independent
de sérum no fou afectada per la protamina sulfat, sota
les seves condicions. Curiosament, la LPL alliberada

amb heparina els hi respongué de forma diferent en de-
pendéncia de si la protamina sulfat s'afegia directament
al sistema de valoracid o es realitzava una pre-incu-
bacié amb la mostra. Una activacid amb protamina sulfat
d'una activitat determinada en preséncia de sérum fou
descrita també per Jesmok i col.laboradors (1976) en la
fraccid particulada solubilitzada amb lubrol d'homo-

genats de cor de rata.

Tots aquests resultats, al menys aparentment, con-
tradictoris han estat obtinguts amb diferents tipus de
mostres (purificada de cor total, alliberadaa amb he-
parina, sobrenadants postnuclears, solubilitzats de pre-
cipitats particulats), i amb diferents tipus d'emulsions
de substrats. Probablement tots aquestsd factors con-
dicionin, de forma desconeguda encara, l'efecte de la
protamina sulfat. De fet, amb teixit adipds blanc de

porc, Bensadoun i col.laboradors (1974) observaren di-
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ferents resultats amb la ptotamina sulfat en funcid
de l'estadi de purificacid dse la mosrta i la forma
en que la pols acetonica s'extrela del teixit (pri-

mer pas del seu procés de purificacid}.

El sistema de valoracid conté albimina com a
acceptor dels acids grassos alliberats. Ara bé, en al-
guns sistemes s'ha demostrat que la LPL pot ésser in-
hibida per concentracions elevades d'albumina (Posner
i Morrison, 1979; Olivecrona i Bengtsson, 1984). Amb
el nostre métode de valoracid, concentracions creixents
d'albuimina provocaren una progressiva inhibicid de
1' activitat TAGH neutre tant quan determinada en pre-
séncia com en abséncia de sérum (figura 3.7B). A con-
centracions de 10 mg/ml d'albimina (la concentracid
normal és de 0.5 mg/ml, 7.6 uM) es produla un 43% d'in-
hibicid i un 64% d'inhibicid de les activitats TAGH
neutre (-) i (+) sérum respectivament (n=2). S'ha
postulat que al inhibicid que s'observa, en alguns
sistemes, a elevades concentracions d'albumina es deu
a la capacitat d'aquesta proteina de lligar-se a la
interfase aigua-lipid, interferint amb el lligam de
la lipasa a aquesta inerfase (Posner i Morrison, 1979).
Amb un sistema relativament simple constitult per LPL
de llet bovina purificada fins a homogeneitat i emulsid
de trioleilglicerol amb goma arabiga, s'ha observat
que l'addicid de 1l'apo C-II reverteix la inhibicid
produida per l'albGmina (Olivecrona i Bengtsson, 1984).
El que en el nostre sistema no sigui aixi pot deure's
a la preséncia d moltes altres proteines, presents bé
a la mostra bé al sérum, gque evitin la reversid de la
inhibicid.

Efecte del Tritd X-100 i del desoxicolat sodic

Els detergents afecten profundament a totes les
activitats lipadsiques. Per una banda, en ésser subs-
tdncies tensioactives es lliguen a la interfase lipid-

aigua alterant-la. Aixi, jades de fa temps es conegut
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que el Tritd WR-1339 altera les propietats de les
lipoproteines plasmatiques (Scanu i Oriente, 1961).
També ha estat utilitzat el Tritd X-100 per la pre-
paracidé d'emulsions de substrats (Krauss i col., 1973).
Igualment, els detergents poden afectar al propi enzim.
Concretament per la LPL s'ha demostrat que el desoxico-
lat sodic (NaDOC) es lliga directament a la molécula

de la LPL estabilitzant-la, solubilitzant-la i desad-
sorbint-la de 1la interfase lipid-aigua (Bengtsson i
Olivecrona, 1979). Nosaltres estudiarem, en aquesta
primwera part, l'efecte de concentracions creixents tant
de Tritd X-100 com de NaDOC, afegides directament al
sistema de valoracid, sobre les diferents activitats

TAG hidrolases als homogenats cel.lulars (figura 3.8).
Concentracions d'uns 0.2 mM de Tritd X-100 provocarén
una inhibicid completa de totes les activitats mesurades.
Altres autors han descrit activacid per Tritd X-100 de
l'activitat TAGH dcida de cardiomiocits (Knauer i col.,
1983), ara bé, només ho determinaren a concentracions
molt inferiors a les emprades per nosaltres. També ha
estat descrita una inhibicid de la LPL de 1llet bovina
per Tritd X-100 utilitzant com a substratVLDL marcades
radioactivament (Eisenberg i col., 1981). L'efecte del
NaDOC fou menys pronunciat. Aixj] l'activitat TAGH acida
no fou afectada per concentracions fins a 0.2 mM,

mentre que l'activitat TAGH neutre (-) sérum fou pri-
mer lleugerament estimulada, i després inhibida. La

TAGH neutre (+) sérum fou també primerament lleugerament
estimulada i després més fortament inhibida (figura 3.8B).
A concentracions de 0.5 mM totes les activitats foren

completament inhibides (resultats no presentats).

Se'ns fa impossible explicar les causes dels efec-
tes dels detergents observats en aquests experiments.
Tampoc era la nostre intencid, en realitzar-los, l'a-
profondir sobre aquests efectes. Realment no varen ésser
fets cronoldgicament en el moment segiiencial en el
que es mostren ara, sind al principi de la segona part

d'aquesta Tesi. Ara bé, en haver estat fets amb homo-
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genat cel.lular i presentat certes diferéncies entre
les activitats TAGH neutres (+) sérum, especialment
pel cas del NaDOC, hem cregut oportd 1l'incloure'ls
ara. Una discussid més extensa sobre els efectes dels
detergents la realitzarem a l'inici de la segona part
del treball.

3.1.2.~ Efecte de la manipulacid de la mostra

Amb el primer bloc d'experiments quedava clara-
ment indicada la preséncia d'una activitat TAGH &acida
(pH optim 5.0, inhibida per sérum, sals, heparina i
Tritd X-100), i de l'activitat LPL caracteritzada pel
seu pH optimneutre (pero basic en preséncia de fosfoli-
pids), la seca activacidé per sérum i apo C-II (ambdues
activacions revertides per 1l'apo C—IIIz)inhibida per
elevades forces idniques 1 protamina sulfat. Ambdues
activitats eren ja ben conegudes i descrites als car-
diomiocits (Bagby i col., 1977; Knauer i col., 1983),
si bé la TAGH acida havia estat descrita las cardio-

midcitsd de gat, no de rata (Knauer i col., 1983).

Tot i que entre l'activitaty mesurada en presén-
cia i la mesurada en abséncia de sérum existeixen certes
diferencies respecte del seu comportament devant de
les sals i la protamina sulfat, especialment, res ens
permet ni tant sols suggerir si l'activitat neutre
mesurada en abséncia de sérum correspon totalment
o no, a l'activitat residual de laa LPL que, com s'ha
demostrat per d'altres sistemes,no és totalment depen-
dent de la preséncia de sérum (Egelrud i Olivecrona,
1973). Aix0 és aixi doncs no coneixem encara la forma
exacta per la que l'apo C-II activa a la LPL, ni tampoc
quin efecte tenen aguests agents (protamina sulfat,
NaCl, detergents, etc.) sobre l'apo C-II, sobre la
interaccidé LPL-apo C-1I o sobre la interaccid apo C-II-
substrat. Podriem especular per tant dient (pel cas
del NaCl per exemple) que, en base a la hipotesi de

Fielding i Fielding (1976) per la que la unidé apo C-II-
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LPL es afectada pel NaCl, les activitats + sérum cor-
responen a la mateixa entitat molecular, i que les di-
feréncies observades s6n el fruit d'un efecte sobre
l'activacidé de l'enzim per l'apo C-II més que sobre el
centre catalitic. Essent aixi s'explicaria que l'activi-
tat mesurada en preséncia de sérum fos més sensible a
les inhibicions per NacCl, MgCl,, i per extensid les
inhibicions per protamina sulfat i detergents. Aquesta
interpretacid estaria d'acord amb els treballs de
Hiilsmann i col:laboradors (1982) i Stam i Hiilsmann
(1983).

El mateix resultat de l'efecte diferencial del
NaCl el podriem utilitzar per concloure justament el
contrari. Ara, basant-nos en les més recents hipotesis
de Posner i Morrison (1979) i Bengtsson i Olivecrona
(1983) segons les que el NaCl no afectaria a la interac-
cid LPL-apo C-II, sind al lligam de l'enzim a la inter-
fase aigua-1lipid,podriem dir que les diferéncies der
comportament reflectirien l'existéncia d'una eltre acti-
vitat hidrolasa neutre, bé independent de sérum bé inhi-
bida per aquest, resistent, o fins i tot estimulada,
per elevades forces idoniques. En el mateix sentit
s"interpretaria l'efecte de la protamina sulfat i dels
detergents.

En definitiva, dificilment per aquestaa via po-
dria arribar-se a cap conclusi6 determinativa sobre 1l'ex-
isténcia po no d'una activitat neutre independent de
la LPL. Els segilients experiments varen ésser fets no
ja incidint sobre el sistema de valoracid, sind mani-
pulant la mostrra (1l'homogenat cel.lular) esperant
obtenir algun tipus de resultat que indiqués més clara-
ment la naturalesa de l'activitat TAGH neutre (-) sérum.
En aquest segon bloc d'experiments estudiarem primer
la localitzacid subcel.lular de les diferents activitats.



115

Praccionament subcel.lular

Les fraccions subcel.lulars les obtinguérem per
centrifugacidé diferencial seguint el protocol descrit
a l'apartat 2.2.4 i esquematitzat a la figura 2.7. A
les tsaules 3.2 i1 3.3 es mostra la distribucid de les
proteines i de l'activitat N-acetil- -glucosaminidasa.
respectivament. A diferéncia dellgue altres ha trobat
tant en cor sencer (Wang i col., 1977) com a miocits
aillats (Chohan i Cryer, 1979), nosaltres trobem que 1
la major part de la proteina precipita a 700xg. Proba-
blement és un reflex del diferent sistemadd'homogenacid
del teixit. Per tal de no provocar un exessiu trencament
de les estructures vesiculars intracel.lulars, només
sonicarem breument la mostra destinada al fracciona=
ment subcel.lular. A diferéncia dels altres autors,
nosaltres no realitzarem centrifugacions pévies a 120xg
per tal de precipitar cél.lules no trencades, de forma
que el nostre precipitat a 700xg inclou tant cél.lules
no trencades com precipitat nuclear i membranes plas-
matiques. La major part de la protelna postnuclear és
soluble (59% al S100), un 22% precipita a lﬂsxg (P100),
un 11% a 8000xg (P8) i un 8% a 13000xg (P1l3). Aquesta
distribucid ccncorda forga amg la ja descrita a cor
sencer (Wang i col., 1977) i a midocits a Illats (Chohan
i Cryer, 1979).

En el treball original, Wang i col.laboradors
(1977) caracteritzen les diferents fraccions valorant
l"activitat de diferents marcadors subcel.lulars. Aixi,
tot i detectar contaminacions de les diferents fraccions
entre si, conclouen gue el P.7 correspon a unaa fraccid
enriquida en nuclis, el P8 en mitocondries, el P13 en
lisosomes, el P100 en "microsomes"” i el S100 correspo-
nia al citosol. Seguint un protocol semblant, Chohan i
Cryer (1979) identifiques tant a cor sencer com a mid-
cits aillats les mateixes fraccions subcel.lulars,

potser ells amb menors contaminacions creuades.
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TAULA 3.2

DISTRIBUCIO DE LES PROTEINES ENTRE LES DIFERENTS
FRACCIONS SUBCEL.LULARS

Fraccid ProtelIna (%)
P.7 59.0%3.1

P8 4.6%+0.7
P13 3.1+0.3
P100 9.0%0.9
S100 24.3%2.1
(n=10)

TAULA 3.3

DISTRIBUCIO SUBCEL.LULAR DE LA N-ACETIL7G-GLUCOSAMINIDASA

H P.7 ‘P8 P13 P100 S100
nmol/h/mg prot. 46.4 42.8 83.6 91.4 82.2 30.9
Distribucid (%) 100 69.7 3.3 4.2 13.1 9.8
Activitat espe-
cifica relativa 1.0 0.9 1.8 2.0 1.8 0.7

mitjana de dos experiments
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No era el nostre objectiu el realitzar un estudi
molt acurat de distribucid subcel.lular. Per aixo hagués
calgut una ampli estudi amb marcadors de les diferents
fraccions i una optimitzacid del protocol de centri-
fugacid , aixi com la introduccidé de centrifugacions
amb gradients de densitat per l'eliminacid de les impu-
reses contaminats. Essent el nostre objectiuu principal
el determinar especificament si les activitats TAGH
neutres (+) sérum coprecipitaven en les mateixes frac-
cions o no, només determindrem la distribucidé d'un mar-
cador lisosomal, la N-acetil- =-glucosaminidasa. La frac-
cid que tingué una més elevada activitat especifica
fou la P13, si bé també fou elevada a les P8 i P100
(taula 3.3), indicant que tant una com l'altre conte-
nen lisosomes contaminants. També és la fraccid P13 1la
gue presentava una més elevada activitat especifica re-
lativa (definida com el cocient entre el % de l'activi-
tat i el % de proteina per cada fraccido). Tot i ésser
la fraccid P13 la més enriguida en l'activitat N-acetil-

-glucosaminidasa, només contenia el 4.2% del total-
d'activitat present al homogenat inicial. Wang i col.la-
boradors tampoc recuperen una proporcid important d'ac-
tivitat en aquesta fraccid (9.5%). Si corregim per la
deferéncia de recuperacid al precipitat nuclear, do-
nant un valor més comparable de distribucid entre les
fraccion postnuclears, nosaltres oobtenim un 12% a la
fraccidé P13 iWang i col.laboradors (1977) un 14%. Tam-
bé Severson (1979b) obté en cor sencer, un 17% en une fraccid
P17 que correspon al conjunt cde motocondriess i liso-
somes en no interposar cap altre centrifugacid entre
aques ta i la que realitzaren a 1000xg per preci-
pitar nuclis i restes de teixits. Mentre Wang i col.la-
boradors (1977) obteniren una major recuperacid a la
fraccid P8 (42% de l'activitat al S.7), nosaltres 1l'ob-
tenim a la P100 (43% de l'activitat al S.7). Pro-
bablement indicant que, mentre ells contaminaven princi-
palment la fracciom mitocondrial, nosaltres ho férem '
amb la "microsomal". Tant nosaltres com ells obtenim una

proporcid significativa d'activitat a la fraccidé solu-
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ble (=30% de l'activitat al S.7). Aquest aactivitat
presumiblement correspon a lisosomes trencats en el

pocés d'homogenacid.

La distribucidé de l'activitat TAGH acida és pa-
ral.lela a la de la N-acetil- -glucosaminidasa. Aix1
la fraccid P13 és la gue té una més elevada activitat
especifica (taula 3.4) i una més elevada activitat
especifica relativa, recuperant-se perd només un 12.6%
de l'activitatt total, que corresponen a un 25% de
la present al sobrenedant postnuclear. Tal com passa-
va amb l'ac:ivitat N-acetil- -glucosaminidasa, laa
major part de l'activitat la recuperarem al P100 (23%
del total, 46% del S.7). Resultats similars va obtenir
Severson (1979b) amb homogenat de cor sencer i Stam i
col.laboradors (1980) també amb homogenats de cor sencer

d'animals alimentats amb dieta rica en acid euricic.

L'activitat TAGH neutre (-) sérum es distribueix
de forma diferent a l'acida. Aixi, tant l'activitat es-
pecifica com l'activitat especifica relativa sén maxi-
mes a la fraccid P100, com també ho és el percentatge
d"activitat recuperada (taula 3.5). Contrariament a
1'acida on la fraccid S100 contenia molt poca activitat
(5% del total), la TAGH neutre (-) sérum a la fracciéd
S100 té una activitat especifica similar a la de 1l'ho-
mogenat cel.lular. Resultats similars obtingueren Wang
i col.laboradors (1977).

A l1l'igual que per l'activitat TAGH neutre (-) sé-
rum, la determinada en la preséncia de sérum presenta
l'acticitat especifica més elevada a la fraccid P100,
aixi com també el percentatge d'activitat recuperada
en acuesta fraccid és forga elevat i representa el 54%
de 1l'activitat del sobrenadant postnuclears(taula 3.6).
També es recupera una proporcid considerable d'activitat
a la fraccid soluble (29% de l'activitat del S.7). En
midcits aillats ha estat descrita una distribucid de

LPL similar en termes d'activitat especifica relativa
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maxima a la fraccidé "microsomal" (Chohan i Cryer,

1979). Ara bé, ells obtingueren una més elevada recupe-
racid a la fraccié soluble (46% de 1l'activitat al S.7)
que a la microsomal (16%). En el mateix treball descriuen
una distribucidé similar de la LPL als homogenats de cor

sencer.

Una comparacid grafica de les tres activitats
TAGH es mostra a la figura 3.9, on es presenta la re-
presentacidé de De Duve (1975) en la que en abcisses
figura el % de proteina per fraccid i en ordenades
l'activitat especifica relativa (% d'activitat/$ de pro-
teina). L'aventatge d'aquest arepresentacidé és la de
que rapidament pot visualitzar-se les fraccions més
enriquides amb les activitats i la quantitat d'acti-
vitat recuperada en cada fraccid (proporcional a 1'area
del rectangle). Clarament s'observa que l'activitat
TAGH acida es distribueix de forma diferent a la TAGH
neutre (+) sérum. En aquesta figura no s'observen
clarament les diferencies entre l'activitat neutre de-
terminada en abséncia de sérum i la determinada en la
seva preséncia. Es per aixo que introduim la figura 3.10,
on directament es compara la distribucidé d'ambdues acti-
vitats . Donat que el percentatge d'activitat recupera-
da al sobrenadant postnuclear difereix (62% -sérum, 54%
+sérum), la comparacidé del repartiment de les activi-
tats entre les diferents fraccions postnuclears ha de
corregir-se per aquesta diferéncia. Al panel A de la
figura 3.10 es comparen la distribucidé entre les dife-
rents fraccions postnuclears. En la fraccidé soluble (S100)
es recupera un 10% més d'activitat (+) sérum que (-)
sérum (29.3+42.3% vs 19.811.4%, p 0.01).Paral.lelament,
la recuperacid en les diferents fraccions particulades
€s menor per l'activitat (+) sérum que per la (-) sé-
rum. En el mateix sentit, en cor sencer es troba que es
recuperava en la fraccid soluble un 34% de l'activitat
postnuclear neutre mesurada en preséncia de sérum i
noméssun 19% de la mesurada en abséncia de sérum (Wang

i col., 1977). Com es comentava anteriorment, Chohan i
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FIGURA 3.9 "DE DUVE PLOT" DE LA DISTRIBUCIO SUBCEL.LULAR
DE LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES

TAGH ACIDA P8 \d
4.0F 4

1.0F ' S$100

5.0r
4.0

TAGH NEUTRE (-) SERUM

2.0
1.0

5.0
4.0+

TAGH NEUTRE (+) SERUM

2.0}

1.0 _1'
0 1 1 1

0 25 50 75 100

PROTETINA (%)



124

001S 00Td £1d gd
+ - + - + - + -
" &
-+
T
X
T
1
T
1
R [ A Ll | A
G0°0>d 10°0>d T00°0>d 100" 0>d

SHYMINAN SASVYIONAIH SVI SIVIIAILOV SdT dd ¥VINT-Id3DENS OIDNLEIYLSIA ¥T dd OIDVIVIWOO

VAILYVTIY ¥YOIJIDHdSH IVILIAILOVY

00TS 00Td £1d 8d
+ = + - + - + - (%€) wWNnYdIsS
IO G
—
— W
== = - -
e H
T o
+ &
- H
4. GZ o
- oo
n -
M
Z 0
(=l
Ehs
406 M-
- > 3
- T HW
L 7]
oo
- B
wn
4G6L O
o
2o
=
&
—l | I | e [T W
T0°0>d SN T0"0>d T00°0>d =
y dJoot 7

0T "€ YdNOId



125

Cryer (1979) recuperaren un 46% d'activitat LPL post-
nuclear a la fraccid soluble, tant a cor sencer com a
midcits alllats. L'activitat especifica relativa de

les activitats (+) sérum a les diferents fraccions post-
nuclearsa es comparen al panel B de la figura 3.10.

Com passava amb el percentatge de distribucid, a les
fraccions particulades l'activitat especifica relativa
de la TAGH nuetre (-) sérum és més elevada gque la de
l'activitat TAGH neutre (+) sérum i, contrariament, a

la fraccid soluble la de l'activitat mesurada en presén-
cia de sérum és superior a la de l'activitat mesurada

en abséncia de sérum.

En resum, existeixen clares diferéncies qualitati-
ves entre la distribucid de l'activitat TAGH acida i
la distribucid de les activitats TAGH (+) sérum, essent
l1'3acida lisosomal (com ha estat descrit per aquesta
activitat a d'altres tipus cel.lulars i teixits) 1
les neutres "microsomals" majoritdriament. Existeixe a
més, diferéncies quantitatives entre la distribucid
de l'activitat (+) sérum respecte de la (-) sérum. A~
questes diferéncies s6n les que provoques que la re-
lacid d2activitats +/- sérum sigui vora del doble a
la fraccid soluble respecte de les particulades (figu-
ra 3.11).

Alliberament amb heparina

Es ben conegut que la preséncia d'heparina estimu-
la 1'alliberament de LPL al medi d'incubacid tant a
cél.lules mesenquimals en cultiu de cor de rata (Chajek
i col., 1978), com a midcits aillats de cors de rata
adulta (Chohan i Cryer, 1980). Aixi doncs, nosaltres
estudidrem l'efecte d'una incubacid amb heparina durant
un temps curt (2 minuts) a 37°C, amb 10 unitats/ml d'he-
parina sobre l'aparicid d'activitats TAG hidrolases al
medi d'incubacié. En condicions basals, al medi d'incu-
baci pot detectar-se certa gquantitat d'activitat TAGH

neutre (+) sérum que correspon a un 6% de l'activitat
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total (figura 3.12). Els nivells d'activitat TAGH acida
o neutre (-) sérum eren molt en el limit de sensibili-
tat del métode de valoracid. L'activitat TAGH acida del
medi, ni la de les cél.lules, nieen conseqgiiéncia la to-
tal, foren afectades per la incubacid de les cél.lules
amb l'heparina ( la disminucid dels ja molt baixos
nivells d'activitat TAGH acida al medi, sens dubte poden
ésser atribults a la preséncia d'heparina a concentra-
cid de 1.2 unitats/ml a l'assaig final de l'activitat).
La incubacidé amb heparina provoca un important augment
d'ambdues activitats neutres al medi d'incubacidé. Donat
gque no s'afectd de forma important l'activitat a les
cél.lules, l'activitat total (medi+cél.lules) augmenta.
Aguest augment d'activitat total s'ha produit en un temps
extraordinariament curt, en el gue creiem gue no pot
considerar-se un augment de la sintesi de nou enzim. En
aquesttsentit s'ha trobat que la inhibicidé de la sin-
tesi proteica mab cicloheximida no afectada a temps

curts l'alliberament, per cel.lules mesenquimals en
cultiu de cor de rata, de LPL al medi en preséncia d'he-
parina , pero si que interferi amb l'alliberament a
temps més llargs (més de 15 minuts) (Chajek i col.,
1978).

En no ésser la LPL totalment dependent de la
prséncia de sérum, no és estrany que també hagi augmen-
tat l'activitat al medi mesurada en abséncia de sérum.
Es de destacar perdo, que la relacid d'activitats +/-
sérum en el medi d'incubacid de l'erlenmeyer on haviem
posat heparina, fou aproximadament el doble que la re-
lacid +/- sérum a l'intrerior de les cél.lules del

mateix erlenmeyer.

Tant aquests experimentsd d'alliberament amb hepa-
rina com els anteriors de distribucid subcel.lular ens
mostren dues situacions on esta alterada la relacid d'ac-
tivitats‘+/- sérum de la TAGH neutre. Podiem interpre-
tar ambdds experiments com a indicadors de 1l'existén-

cia d'una entitat molecular diferenciada de la LPL. A-
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gquesta activitat hauria d'ésser bé insensible, bé inhi-
bida, per sérum. Podria, si bé no necessariament, ésser
resistent o fins i tot estimulada per NaCl i prota-
mina sulfat. la seva localitzacid preferentment parti-
culada i la seva no alliberabilitat per heparina justi-
ficarien els resultats obtinguts en els dos darrers ex-
periments.

En front d'aquesta interpretacid pot encara ar-
gliir-se que l'observat tant a la distribucid subcel.lu-
lar com a l'alliberament amb heparina, no sén més que
diferéncies reals en la dependéncia del sérum per part
de la LPL provocades per artefactes experimentals. Cal
tenir present que aquelles mostres on la relacid +/-
sérum és més elevada (o dit d'altre manera, la depen-
déncia del sérum és major) sén en les que l'enzim és
soluble i també la quantitat de fosfolipids presents a
la mostra és menor. En les fraccions particulades la LPL
es troba lligada a les membranes, doncs no la solubilit-
zen ni la sonicacid, ni el xoc hiper- o hipo-osmotic,ni
l'heparina; només ho fa la incubacidé amb detergents
(resultats no presentats). Molt probablement, la confor-
macid que tingui la LPL quan lligada a les membranes
sigui diferent de la que tingui en estat soluble i és
possible, al menys tedricament, que la diferent confor-
macid comporti una major o menor dependéncia del sérum.
Independentment d'aquesta possibilitat, és ben cert que
a l'homogenat cel.lular i a les fraccions particulades
la preséncia de fosfolipids és elevada. No podem ara
calcular la concentracidoexacta d'aquests a les diferents
fraccions subcel.lulars, perd si que podem aproximar un
calcul perr l'homogenat cel.lular. Els cardiomidcits
alillats contenen uns 130 nmol/loﬁcel. de fosfolipids
(Kryski i col., 1985b). A partir d'aquest valor podem
calcular una concentracid aproximada de 0.02 mM al tub
d'assaig on valorarem les activitats pel cas de 1'ho-
mogenat cel.lular. En canvi, si la mostra és el medi
d'incubacid, la concentracid de fosfolipids és nul.la.

No sabem fins a guin punt aquests, en el cas de 1l'homo-
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genat, s'associaran amb el substrat alterant-lo, i no
podem calcular quina sera la relacid molar fosfolipids/
trioleilglicerol a la interfase lipid-aigua. Segur pero,
sera diferent en el cas de que la mostra sigui el nedi
d'incubacidé, on aquesta relacidé val zero. Per altre
banda, ha estat demostrat que la dependéncia per 1l'apo
C-II de la LPL purificada de llet bovina, depen de la
relacid molar fosfolipids/trioleilglicerol a la inter-
fase on l'enzim actua (Vainio i col., 1983). Aixi, si
bé no podem arribar a quantificar acuradament aquest
possible artefacte, si que ens justifica un dubte raona-
ble sobre qualsevol interpretacid dels experiments de
distribucidé subcel.lular i d'alliberament amb heparina.

Pols acetoniques d'homogenats cel.lulars

El mateix tipus d'argumentacid pot aplicar-se al
darrer experiment d'aquest segon bloc. Prepardarem pols
acetoniques d'homogenats cel.lulars i determinarem en
elles les diferents activitats TAG hidrolases. Mentre
gue tant l'activitat TAGH &cida com neutre (=) sérum
no resistiren el tractament (85% i 42% de disminucid
d'activitat respectivament, figura 3.13), la TAGH neutre
(+) sérum augmenta l'activitat un 78%. Com a consegiién-
cia, la relacid d'activitats +/- sérum passa d'ésse 7.8
a l'homogenat a ésser 23.8 a la pols acetdnica. Altres
autors han observat també una més elevada activitat LPL
en pols acetoniques que als homogenats cel.lulars
(Chohan i Cryer, 1978; Vahouny i col., 1980). Consi-
derant que la major part és microsomal, Chohan i Cryer
(1979) concloguéren gque l'augment d'activitat es devia
a que el tractament amb els dissolvents organics, en
desferr les estructures membranoses, feia assequible
una proporcid d'enzim que, en estar a l'interior de les
vesicules microsomals, en un homogenat no eren accessi-
bles al substrat.
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FIGURA 3.13

ACTIVITATS TAG HIDROLASES EN HOMOGENATS CEL.LULARS I

POLS ACETONIQUES
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3.1.3.- Inactivacid térmica 1 efecte d'anticossos anti-LPL

Inactivacid térmica

Si bé anavem acumulant resultats que podien sugge-
rir l'existéncia d'una activitat diferenciada de la
LPL, no era possible en aquest moment concloure res de-
finitivament. Com a darrer bloc d'aquesta primera part
ens plantejarem realitzar dos experiments diferents on
no alterarem les condicions d'assaig ja establertes, ni
tampoc manipularem les mostres de forma que els resul-

tats no fossin tant directament comparables.

Primerament estucdiarem la sensibilitat a la inac-
tivacid térmica. Per aixd, seguint ellprotocol descrit
a l'apartat 2.2.6, determinarem les variacions de les
diferents activitats TAGH (mesurades a 30°C) en funcid
del temps d'incubacidé prévia a 40°C o a 50°C. Al panel
superior de la figura 3.14 es mostren el resultats d'un
experiment representatiu dels dos que férem a 40°C, ial
pane inferior els resultats de la preincubacid a 50°C
d'altre aliquota de la mateixa mostra emprada pel ex-
periment del panel superior. A 50°C férem cinc experi-
ments diferents. A 40°C es produeix una rapida inacti-
vacid de la TAGH neitre (+) sérum, de forma que a les
dues hores s'ha perdut ja un 84% de l'activitat inicial.
Contrariament, l'activitat TAGH neutre (=) sérum perd
només un 44% de l'activitat inicial en el mateix periode
de temps. La TAGH acida és també relativament estable.
A 50°C totes les activitats TAG hodrolases s'inactiva-
ren molt més rapidament, de forma que ja als 30 minuts
s'havia perdut més del 80% de l'activitat inicial a
totes elles. De totes formes, també fou més sensible
l"activitat (+) sérum que la (-) sérum. Aliquotes de les
mateixes mostres mantingudes a 0°C pel mateix periode
de temps no perderen gens d'activitat (resultat no mos-
trat), de forma que les variacions observades sén real-
ment atribuibles al tempsd de preincubacid a les eleva-
des temperatures.
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FIGURA 3.14

INACTIVACIO TERMICA DE LES ACTIVITAT TAGH D'HOMOGENATS
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A partir d'aquestes corbes i de la seva linealit-
zacid, calculdrem les constants d'inactivacid per a
cada temperatura i activitat valorades, Els valors d'a-
questes constants es representen a la taula 3.7. L'acti-
vitat TAGH acida i la neutre (-) sérum tenen constants
d'inactivacidé molt semblants tant a 40°C com a 50°C,
essent les de 50°C unes 5-6 vegades superiors. L'acti-
vitat TAGH neutre (+) sérum té una constant d'inacti-v
vacid tant a40°C com a 50°C unes 2.0-2.5 vegades superior
al de la TAGH neutre (-) sérum, mostrant clarament la
més elevada sensibilitat térmica d'aquella activitat.

No coneixem dades a la bibliografia referents a
constant d'inactivacid térmica per les activitats mesu-
rades, llevat d'un UGnic treball realitzat amb diferents
soques de ratoli on s'estudid la inactivacid de la LPL
de cor i de teixit adipds blanc a 52°C i a 54°C respec-
tivament (Ben-Zeev i col., 1983). Existeixen nombroses
diferéncies entre aquest treball i el nostre. Per una
banda aquests autors utilitzen cor sencer de ratolil
homogenat en un tampd diferents del nostre (barbital
5 mM, glicerol 20% (v/v), pH 7.2), si bé la concentra-
cid de proteina final és semblant a lanostre (uns 5
mg/ml). Per altre banda, no realitzen una coba sencera
sind que determinen l'activitat residual després de 40-
60 minuts. Finalment utilitzen per cada teixit una
temperatura diferent i superior a la nostra. Malgrat
tot, el valor que obtenen per la LPL de cor, promig de
les diferents soques, és de 31.2x10-3 min_l gue, sorpre-
nentment, é&s molt similar al nostre de 50°C per l'acti-
vitat TAGH neutre (+) sérum (34.8x10—3 min 1). si aquesta
similitud és fruit de la casualitat o, pel contrari,
reflecteix algun tipus d'identitat entre les seves mos-

tres i les nostres ens és impossible de judicar.

Efecte dels anticossos anti-LPL

Potser, l'indici més s0lid de tots els presentats

en aquesta primera part sobre l'existéncia d'una acti-
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TAULA 3.7

CONSTANTS D'INACTIVACIO TERMICA A 40°C I 50°C DE LES
ACTIVITATS TAG HIDROLASES EN HOMOGENATS CEL.LULARS

Activitat Temperatura k (min_lj n
1 40°C 3.0+0.5x10 > 2
1 50°C 18.6+5.3x10 > 4
2 40°C 3.5+0.1x10 > 2
2 50°C 17.5+7.9x10 3 5
3 40°C 8.7+2.4x10 3 ]* 2
3 50°C 34.8+8.8x10 > 5

*: diferéncies significatives (p«g0.01)

Activitat 1: TAGH acida
Activitat 2: TAGH neutre (-) sérum
Activitat 3: TAGEH neutre (+) sérum
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vitat TAGH neutre diferenciada de la LPL, l'obtingué-
rem utilitzant IgG especifiques contra LPL purificada

de cor. Aquestes IgG foren obtingudes en cabra immunit-
zada amb LPL purificada de cor de rata (Schotz i col.,
1977). Amb aquestes IgG es demostra préviament que
inhibien tant la LPL d'extractes de cor de rata, com de
reixit adipds o de glandula mamaria del mateix animal,
eren inefectives pero contra l'anomenada lipasa hepa-
tica (alliberable amb heparina) (Schotz i col., 1977).
Com auquests experiments havien estat fets deternimant
l'activitat en preséncia de sérum, calia comprovar que
el que fessin les IgG no fés el bloquejar el lloc d'unid
a l'apo C-II. Per tal de comprovar-ho utilitzarem LPL
alliberada en perfundir cors de rata amb heparina. Com
es mostra a la figura 3.15, quantitats creixents 4d'IgG
anti-LPL inhibiren en un mateix grau l'activitat mesura-
da en preséncia i en abséncia de sérum. Aquest resultat
demostra que les IgG no estan dirigides, al menys prin-
cipalment, contra el lloc d'unid de l'apo C-II. Fet que
concorda amb el trobat per altres grups d'investigadors
treballant també amb anticossos policlonals, si bé obtin-
guts en conills contra LPL de llet bovina (Shirai i col.,
1982; Olivecrona i Bengtsson, 1983). Ambdés grups

troben que els seus anticossos estan dirigits princi-
palment contra el lloc d'unid al substrat lipidic. Re-
centment perd, han estat obtinguts anticossos monoclo-
nals contra el lloc d'unid de 1l'apo C-II a la LPL

de la llet bovina (Voyta i col.,1985). Ara bé, al menys
pel que dels nostres resultats preliminars es despren,
els anticossos que nosaltres emprarem no sembaven diri-

gits especificamentcontra ell 1lloc d'unid de l'apo C-II.

En base a aquest supdsit realitzarem els darrers
experiments d'aquesta primera part. Incubarem homo-
genats cel.lulars amb quantitats creixents d'anticossos
anti-LPL i determindrem les variacions de les activi-
tats valorades en preséncia i en abséncia de sérum. Al
panel A de la figura 3.16 es mostra el resultat d'un

experiment tipic. Mentre que les IgG no especifiques
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FIGURA 3.15

EFECTE DE LES IMMUNOGLOBULINES G ANTI-LPL SOBRE L'ACTIVITAT
LPL ALLIBERADA AMB HEPARINA DE CORS DE RATA PERFUNDITS
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no afectaren ni a l'activitat TAGHE neutre (+) sérum ni
a la mesurada en abséncia de sérum, ambdues foren pro-
grssivament inhibides en incrementat la quantitat de
IgG anti-LPL afegides. A partir de 60 ug IgG no augmen-
td el grau d'inhibicid. Aquest experiment representatiu
fou realitzat amb l'anticds de titol més elevat, el que
anomenarem Abl. En principi aquest resultat és simi-

lar a l'obtingut per Stam i Hiilsmann (1983).

Si bé ambdues activitats s'inhibeixen, la sensi-
bilitat de l'activitat (-) sérum és molt inferior a la
l'activitat (+) sérum. Aixd es veu clarament a la repre-
sentacid de les variacions de les activitats normalitza-
des a 100 com a activitat inicial (fig. 3.16A, represen-
tacidodinserta). Clarament l'activitat (-) sérum s'inhi-
beix menys que la (+) sérum. al panel B de la mateixa
figura 3.16 presentem el resum de sis experiments in-
dependents (quatre realitzats amb Abl i dos amb l'Abz)
on es representa l'activitat residual percentual obtin-
guda amb una quantitat d'anticos "saturant" (veure a-
partat 2.2.7). Mentre que l'activitat (+) sérum s'inhi-
beix en un 75%, l'activitat (-) sérum només en un 45%,
essent les diferencies altament significatives (p 0.001).
Aquesta diferéncia de sensibilitat, clarament observada
a les nostres mostres, també pot observar-se en els re-
sultats de Stam i Hiilsmann (1983). Ara bé, rn base a
que arriben a inhibir quasi completament ambdues activi-
tats, ells no consideren les diferéncies de sensibilitat
com un fet remarcable, especialment donat gue ambdues
activitats se'ls hi lliguen a columnes d'heparina-sefa-
rosa d'on s6n eluides amb elevades concentracions de

NaCl, com és caracteristic de la LPL.

Tot i que també aquest darrer experiment podria
ésser criticat en la seva conclusid pel fet de que haviem
comprovat la hipotesi inicial en un tipus de mostra
(perfundit amb heparina) amb caracteristiques diferen-
ciades clarament d'aquella (homogenat cel.lular) amb la

que després extreiem conclusions, nosaltres arribarem



140

al final d'aquesta part amb la sospita, créiem que fun-
dada, de l'existéncia d'una TAG hidrolasa activa a pH
neutre i distinta de la LPL. Pensavem gue agquesta acti-
vitat, conjuntament amb aquella activitat de la LPL

que s'expressa en abséncia de sérum o d'apo C-II, era
el que observavem en valorar a pH 7.5, en preséncia dee

MgCl,, albimina 7.6 uM i en abséncia de sérum.

3.2.- RESOLUCIO DE LES DIFERENTS ACTIVITATS TRIACILGLICEROL
HIDROLASES PER CROMATOGRAFIA D'AFINITAT EN HEPARINA-
SEFAROSA

Les diferents vies d'aproximaci6 emprades fins el
moment no havien permés d'obtenir una conclusid defini-
tiva sobre l'existéncia d'una TAGH neutre diferenciada
de la LPL. Només una separacid fisica 4'ambduessactivi-
tats podria demostrar la seva existéncia. Per aixo,
utilitzarem la técnica de cromatografia d'afinitat
emprant gels d'heparina-sefarosa, dons és ben conegut
que la LPL es lliga a aquests gels 1 s'elueix només amb
elevades concentracions de NaCl, essent aquest el pas
més important en el procés de purificacid d'aquests en-

zim.

3.2.1.- Solubilitzacido de les activitats TAG hidrolases

Donat que totes les activitats TAG hidrolases
(1'acida i les neutres) eren majoritariament particu-
lades (taules 3.4 a 3.6), calgué primerament solubilit-
zar-les.Dels diferents métodes estudiats, el que dona
millors resultats fou la utilitzacid de detergents.
Mostrem els resultats obtinguts amb el deoxicolat so-

dic (NaDOC) que fou el que posteriorment utilitzdrem.

A la figura 3.17 es mostra el resultat d'un ex-
periment representatiu en el que s'utilitza NaDOC 7.2
mM. Totes tres activitats foren solubilitzades quasi’
completament amb aquest tractament (90-93% de l'acti-

vitat total fou solubilitzada). També augmenta , si
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bé no tant dramdaticament la proporcid de proteina recu-
perada en la fraccid solubilitzada (60% vs 27% als con-
trols). Curiosament, tant a la TAGH (~) sérum com a la
(+) sérum, l'activitat total augmentd considerablement
després de la incubacid de 1'homogenat amb el NaDOC.
Aixi, l'activitat especifica de les TAGH (-) i (+) sé-
rum a l'homogenat augmenta 2.1 i 2.7 vegades respecti-
vament (taula 3.8). Es també interessant constatar que
l'augment en la proporcid d'activitat soluble, s'associa
amb un augment de les activitats especifiques a aquestes
fraccions. Aixi, a la fraccid soluble de les mostres
tractades ambNaDOC, les activitats especifiques de les
TAGH (-) i (+) sérum foren 2.4 i 1.5 vegades superiors

a les de l'homogenat incubat amb el detergent. Contraria-
ment, a la fraccid soluble de la mostra no tractada

amb el NaDOC, les activitats especifiques fore, fins

i tot, inferiors a les de 1l'homogenat original (taula
3.8). A l'activitat TAGh acida, l'homogenat i la fraccid
soluble de la mostra tractada amb NaDOC tenen la mateixa
activitat especifica, ara bé, quan no s'incub3d amb el
detergent, la fraccid soluble la tenia unes 2.2 vegades
inferior. Aixi doncs, la utilitzacid de NaDOC (segons

el protocol descrit a la figura 2.8) provoca una
solubilitzacid eficient de totes les activitats TAG hi-
drolases. Especialment considerant que la preséncia de
NaDOC, quina concentracid final al medi de valoracid era
de 0.15 mM, podia estar inhibint sensiblement l'acti-
vitat TAGH neutre |[+) sérum (figura 3.8) i per tant,
provocant una subestimacid de la recupéracid real d'a-
questa activitat.

Aquest efecte del NaDOc sobre l'activitat LPL
havia estat descrit préviament per Chohan oi Cryer (1979).
Ells observaren que la incubacid de microsomes alllats
d'homogenats de cor amb NaDOC 3.5 mg/ml durant 10 minuts
a 30°C augmenta tant l'activitat total (2.6 vegades) com
la proporcid soluble (61% vs 31%). Aquest efecte proba-
blement &s equivalent al del tractament amb acetona/

éter, en el sentit de que desfaria les estructures mem-
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TAULA 3.8

ACTIVITATS ESPECIFIQUES DE LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES
SOLUBILITZADES AMB DEOXICOLAT SODIC

Activitat Activitat especifica (nmol/h/mg prot)
(=) NaDboC (+) NaDOC
Homogenat Soluble Homogenat Soluble

TAGH acida 15.0 6.8 116.0 11.4
TAGH neutre (-) 8.4 7.3 17.6 43.1
TAGH neutre (+) 40.5 30.6 111.0 160.7

mitjana de dos experiments
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branoses i, en fer-ho, alliberaria quantitats d'enzim
gue no eren assequibles al substrat. Aix0 explicaria
1l'augment d'activitat tant total com especifica a 1'ho-
mogenat cel.lular.

3.2.2.- Perfil d'elucid de les activitats TAG hidrolases
de les columnes d'heparina-sefarosa

A la figura 3.18 es mostra un perfil d'elucid ob-
tingut en aplicar 35 ml de mostra solubilitzada (6.9mg
proteina/ml) a una columna de gel d'heparina-sefarosa
de 1.4 x 7.5 cm. La mostra fou aplicada a 0.15 M NacCl
i eluida la columna amb concentracions creixents de
la sal, tal com d'indica al marge superior de la fi-
gura . E1 70% de la proteina aplicada es recupera amb
la fraccid no retinguda per la columna (taula 3.9).
Amb cada canvi de tampd s'elul un pic de proteina cada
cop menor. Si bée en aquest cas particular la recupe-
racid global de proteinasfou molt baixa, 75%, per
terme mig oscil.la al voltant del 90-95% (n=5).

L'activitat TAGH 3cida no es 1lligd a la columna
i s'elui completament amb el primer rentat (figura 3.18,
taula 3.9). Tot i gue valorarem l'activitat a totes les
fraccions, només es representen a la figura 3.18 les
corresponents al primer eluit per tal de simplificar
la representacio.

Précticaﬁent tota l'activitat TAGH neutre (+)
sérum es 1lliga a la columna. Només un 3% de l'activitat
inicial sorti amb la fraccid no retingudaspel gel (taula
3.9). Donada la preséncia de NaCl a les diferents frac-
cions, modificdrem lleugeramentla composicid del sis-
tema de valoracidé . En lloc de MgCl2 50 mM, s'ajusta
la concentracidéide NaCl a 0.15 M bé diluinttles frac-
cions, bé afegint-hi a aquelles on la concentracid era
baixa..Ni a 0.5 M ni a 0.75 M s'elui cap activitat TAGH
neutre (+) sérum. A 0.9 Mcomenga a eluir-se activitat,

si bé no arribd mai a formar un pic definit. A d'altres
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corregudes on eluirem amb un volum superior, tampoc a-
rriba a diferenciar-se del proper pic (resultat no pre-
sentat). Fou amb 1.1 M NaCl on s'elul la Qran major
part de l'activitat . A concentracions més elevades

ja no s'elui més activitat. L'activitat recuperada en
tot el pic fou d'un 156% respecte de la inicialment
aplicada. Aquesta elevada recuperacidé no ha d'estranyar,
doncs a la mostra original la preséncia deeNaDOC, molt
probablement, interferiasamb la determinacid de 1l'acti-
vitat en aquesta mostra, de forma que obteniem una
subestimacidé de l'activitat inicialment aplicada al gel.
Es per aixd que, segurament, el factor de purificacid
de 2000 per aquesta activitat estigui dobrevalorat.
Siguli com sigui, l'activitat especifica de la fraccid
amb maxima activitat (n2 70) fou de 74.3 umol/h/mg prot.
Valors entre 50-80 umol/h/mg els obtinguérem normalment
a les diferents purificacions realitzades. Aquest va-
lor, si bé duplica els obtinguts per Twu i col.labora-
dors (1975, 1976)en cors humans i de rates, son un ordre
de magnitud inferiors als descrits perEhnholm i col.la-
boradors al cor de porc (1975) i per Chung i Scanu (1977)
pel cor de rata.

Part de l'activitat TAGH neutre (-) sérum no es
lliga a les columnes d'heparina-sefarosa, representant
una proporcid significativa de l'activitat inicial (29%)
(taula 3.9). A 1l'igual que passava amb l'activitat (+)

2 50 mM

i ajustant la concentraci6 de NaCl al tub de valoracid

sérum, la (-) sérum fou determinada sense MgCl

a 0.15 M. Es de destacar que l'activitat welulida amb

el gros de la proteina no fou estimulada per la presén-
cia de sérum al sistema de valoracidé (figura 3.18, taula
3.9). La resta de 1l'activitat (-) sérum fou eluida
conjuntament amb la (+) sérum a 0.9-1.1 M NaCl. Al llarg
de tot aquest pic la relacid d'activitats +/- sérum

fou molt constat (9.5 de promig).

Després d'aquests primers experiments on no

observarem l'elucid de cap activitat fins a concentra-
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cions de NaCl elevades, modificarem el protocol d'elu-
cid en el sentit descrit a l'apartat 2.2.9 de Materi-
als i Métodes. Després de passar la mostra i rentar a
0.15 M, eluirem amb 0:75 M per eliminar proteines no
especifiques i després amb 1.2 M NaCl on sorti l'activi-
tat lligada. D'aquest amanera obtinguérem dues fraccions
amb activitat TAG hidrolasa. Una primera que s'elula

amb el gros de la proteina a 0.15 M NaCl i altre que
s'alliberava a elevades concentracions de NaCl. A totes
dues podia detectar-se activitat TAGH neutre. Mentre que
la primera fraccidé no semblava que el sérum 1l'afectés
(si bé res podiem dir encara doncs els nivells baixos
d"activitat detectada no suposava mai més 20-50 DPM per
sobre dels blancs), a la segona la dependéncia del

sérum era consederable.

En treballs recents, Stam i Hiilsmann (1983, 1984)
també descriuem el lligam de l'activitat TAGH neutre
(+) sérum del sobrenadant postnuclear, a l'heparina-
sefarosa. Mai pero fan referéncia al 10-15% d'activitat
que es lliga a les seves columnes. Contrariament a no-
saltres, ells observen que, en aplicar els sobrena-
dants postnuclears a columnes d'heparina-sefarosa,
elueixen dos pics d'activitat LPL, un a 1.2 M i altre
a l.6 M NaCl (Stam i Hiilsmann, 1984). En alguns expe-
riments nosaltres hem eluit fins amb 2.0 M NaCl sense
obtenir cap segon pic d'activitat. En tenir ells l'en-
zim tant soluble com particulat, si la preséncia dels
dos pics correspon a aquestes dues formes de la LPL

© no ho desconeixem.

En els dos darrers blocs d'experiments d'aquesta
segona part pretendriem caracteritzar les dues fraccions
amb activitat TAG hidrolases, tot comparant les pro-
pietats amb les que haviem observat a 1l'homogenat cel
cel.lular.

Préviament perdo, i com a darrer experiment d'a-

quest primer bloc, voliem coneixer el grau de puresa de
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l'activitat eluida a elevades concentracions de NaCl.
A la figura 3.19 A es mostra el resultat representa-
tiu d'una electroforesi correguda en gradient de gel
de poliacrilamida (7.5-20%) en preséncia de SDS i 2-
mercaptoetanol (condicions desnaturalitzants i reduc-
tores). Aplicarem mostres de 1'homogenat cel.lular (HC),
del solubilitzat amb NaDOC (S100-NaDOC), de la fraccid
no lligada a l'heparina-sefarosa (E-0.15) i de l'eluida
amb 1.2 M NaCl (E-1.2), aquesta darrera l'obtinguérem
després d'un eluit a 0.75 M NaCl. Tant a aquest experi-
ment, com a d'altres similars que realitzarem, corre-
guérem sempre dues gquantitats de protelna per cada
mostra. Es interessant d'observar que el patrd de
bandes del solubilitzat és similar al de 1l'homogenat,
excepte per la manca d'algunes de les bandes majori-
taries, especialment la de 205 kDa corresponent a la
cadena pesada de la miosina. El patrd de bandes de la
fraccid no lligada a la columna era practicament idén-
tic al del solubilitzat, excepte per la preséncia d'una
intensissima banda de 66 kDa, que correspon al BSA a-
fegit a aquesta mostra per estabilitzar-la. La fraccid
eluida amb 1.2 M NaCl (corresponent al "pool" de totoel
pic i no només a la fraccid de maxima activitat) presen-
ta un patrd de bandes ben diferenciat. Apareguéren
quatre bandes majoritaries de baix pes molecular aparent
11.6, 13.2 14.0 1 14.5 kDa (mitjana de dues quanti-
ficacions), i unes 8-10 bandes, segons el gel, minori-
taries de pesos moleculars aparents de 45-80 kDa. Per
la identificacidé de gqguina d'aquestes bandes correspo-
nia a la LPL realitzarem un "immunoblotting" (trans-
feréncia de les bandes del gel a filtres de nitrocel.lu-
losa sota corrent eléctica amb posterior identificacid
de bandes especifiques immunoldgicament). A la figura
3.19 B es mostra un gel tenyit amb blau de coomassie
R-250 després de la transféréncia de les bades al filtre
de nitrcel.lulosa. Com pot observar-se, només una pe-
tita part de les proteines més pesades no foren transfe-
rides.
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Incubaren filtres tant amb IgG no especifiques
(controls) com especifiques anti-LPL (del lot de mo-
nor titol Abz). Després de les incubacions amb els an-
ticossos secundarisdi terciaris i del revelat, observa-
rem que les bandes majoritaries de la fraccid eluida
de l'heparina-sefarosa amb 1.2 M NaCl, lligaven tant
les IgG no especifiques com les especifiques anti-LPL
(mostres 7 1 8 de la figura 3.20 A i B). Ara bé,aparei-
xia un doblet de bandes de pesos molecularsa aparents
de 60 i 57 kDa wue eren reconegudes especificament per
les IgG anti-LPL. Aquestes bandes no s'observen a la
fraccidé no lligada al gel d'heparina-sefarosa (E-0.15,
mostres 5 i 6,,figura 3.20 B). la banda de 60 kDa s'ob-
serva també, molt feblement, tant a 1l'homogenat cel.lu-
lar (HC, mostres 1 i 2, fig. 3.20 B), com al solubilit-
zat (S100-NaDOC, mostres 3 i 4, fig. 3.20 B). Aquestes
bandes no s'observen als filtres incubats amb IgG no
especifiques en cap de les mostres (figura 3.20 A).
També s'observen varies bandes, especialment a 1l'ho-
mogenat, que lliguen tant IgG especifiques com no espe-
cifiques.

Aixi doncs, el doblet de bandes que s'observa a
la fraccid eluida amb 1.2 M NaCL((Gnic parell de bandes
especificament reconegudes per les IgG anti-LPL), cor-
responen a la LPL parcialment purificada. Donat que
només s'observa la banda de 60 kDa a l'homogenat i no
la de 57 kDa, ens atreviriem a suggerir que el pes
molecular de la LPL intracel.lular és d'uns 60 kDa,
mentre que la banda de 57 kDa probablement correspon
a algun fragment proteolitzat , doncs no afegirem al
medi d'homogenacidé inhibidors de les proteases. En
ésser aquestes bandes una proporcidé minoritariadel total
de proteIna en aquesta fraccid, no és d'estranyar que
l'activitat especifica que obtenim sigui unes 103 ve-
gadesinferior a la maxima descrita per la LPL puri-
ficada d'altres fonts (Iverius i Ostlund-Lindqvist,
1976).
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El pes molecular obtingut per nosaltres concorda
amb el descrit per Twu i col.laboradors (1975, 1976)
per la LPL purificada del cor de rataa i d'humans, aixi
com els descrits per la LPL del teixit adipds blanc de
porc (Bensadoun oi col., 1974) i d'aorta bovina (Wisner
i col., 1980). Ara bé, als mateixos teixits,i d'altres,
han estat descrits pesos moleculars aparents que os-
cil.len entre els 34 kDa al cor de rata (Chung i Scanu,
1977) i els 77 kDa a plasma postheparinic huma (Betch
i col., 1980) (una llista complerta pot trobar-se a
la revisid recent de Smith i Pownall, 1984).

3.2.3.- Caracteritzacid de les activitats TAGH eluides

amb 1.2 M NaCl de les columnes d'heparina-sefarosa

Estavem convenguts de que l'activitat mesurada en
abséncia de sérum, aixi com la valorada en la seva pre-
séncia, a la fraccid eluida amb 1.2 M de NaCl de les
columnes d'heparina-sefarosa corresponien a una mateixa
entitat molecular: la LPL intracel.lular. Aquest con-
venciment es basava en el fet de que l'activitat TAGH
neutre (+) sérum que nosaltres detectavem als homogenats
cel.lulars complia tots els requisits per poder ésser
considerada com una LPL: (i) el pH oOptim era neutre-
basic, (ii)era activada per apo C-II o sérum, (iii) era
inhibida per NaCl 1.0 M i per anticossos anti-LPL i (iv)
s'eluia de les columnes d'heparina-sefarosa amb concen-
tracions de NaCl superiors a 1.0 M. per altre banda,
en ésser a la fraccid eluida amb 1.2 M NaCl la depen-
déncia del sérum tant elevada (en general la relacid
d"activitats +/- sérum era entre 10-15), pensavem que
l'activitatt que mesurdvem en abséncia de sérum en aques-
ta fraccid no ers més que l'activitat residual de la LPL
que pot expressar-se en abséncia de l'apo C-II. Final-
ment, no s'ha descrit cap altre activitat TAG hidrolasa
que s'elueixi a concentracions superiors a 1.0 M NaCl.
De fet, a més de la LPL, només es coneix una altre
activitat TAG hidrolasa amb afinitat per l'heparina.

Aquesta correspon a l'anomenada lipasa hepatica (alli-
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berable amb heparina) que és elulda dels gels amb 0.75
M NaCl (Assmann i col., 1973). Si bé no es coneix si
presenta activitat TAG hidrolasa, també ha estat descri-
ta recentment la purificacidé parcialdd'una activitat
diacilglicerol hidrolasa de cervell bovi amb gels d'he-
parina-sefarosa (Faroogqui i col., 1984). Aquesta acti-
vitat s'elueix amb 0.5 M NaCl de la columna. Espe-
cificament es coneix que ni la lipasa sensible a les
hormones ni la monoacilglicerol hidrolasa del teixit
adipds blanc de pollastre es lliguen a 1l'heparina-se-
farosa (Khoo i col., 1976).

Aixi, l'estudi de les caracteristiques de l'acti-
vitat eluida amb 1.2 M NaCl no havia sindé de confir-

mar la nostra suposiciod.

Tant guan mesurada en preséncia de sérum, com guan
en abséncia, el pH optim es desplaga lleugerament cap
a valors més alcalins. A la figura 3.21 es mostra un
experiment on obtinguérem un maxim d'activitat a pH
7.5-8.0. Realitzarem dos experiments més amb resultats
similars, un pH Optim al voltant de 8.0. Per aquestes
proves emprarem tampd acetat per pH entre 4.0-6.0,
tampo fosfats per pH entre 6.0-8.5 iltampé Tricina
entre 8.5-9.5, tots ells a 25 mM. Les raos del despla-
cament del pH Optim cap a valors més basics les des-
coneixem. Ara bé, en treballs fets amb LPL purificada
de la llet bovina, Bengtsson i Olivecrona (1982) de-
mostraren que no é&s tant l'estat d'ionitzacid del
centre actiu com l'estabilitat de l'enzim, qui condi-
cina l'activitat a cada pH donat. Desconeixem perd, si
la LPL en tampd barbital 5 mM amb glicerol i BSA és
més estable que en el medi d'homogenacid emprat per
nosaltres, a pH elevats. En tot cas, tot i el lleuger
desplagament del pH Optim, continudarem emprant el pH
de 7.5 a les seglientssvaloracions per tal de que els
resultats fossin més comparables amb els obtinguts a
1"homogenat cel.lular.

A la mateixa figura 3.21 pot observar-se la gran
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FIGURA 3.21

EFECTE DEL pH SOBRE L'ACTIVITAT TAG HIDROLASA ALUIDA AMB

1.2 M NaCl DE LES COLUMNES D'HEPARINA-SEFAROSA
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dependéncia del sérum d'aquesta activitat. A 1l'igual
que per l'activitat al homohenat, obtinguérem una es-
timulacid maxima amb concentracions de sérum del 3%

(resultat no presentat).

També l'efecte de la preséncia de diferents con-
centracions de NaCl (figura 3.22) fou semblant a 1'ob-
tingut amb 1l'homogenat cel.lular. Concentracions infe-
riors a 150 mM les obtinguérem per dilucions de la
mostra i concentracions superiors afegint NaCl al sis-
tema de valoracidé. La diferent quantitat de ptoteina
no afectd al resultat doncs es treballd dintre dels
marges de linealitat (fins a 0.5 ug de proteina i fins
a 60 minuts d'incubacid, resultats no mostrats). Tal com
passava amb l'activitat TAGH neutre (+) sérum de 1'ho-
genat cel.lular, l'activitat mesurada en preséncia de
sérum fou maxima a una concentracid de NaCl de 0.2 M,
concentracions superiors la inhibiren (84% d'inhibicid
amb NaCl 1.0 M respecte de l'activitat maxima a 0.2 M).
Contrariament al que s'esdevenia a 1'homogenat cel.lular,
on l'activitat TAGH neutre (-) sérum era relativament
insensible a l'efecte inhibidor de les elevades concen-
tracions de NaCl (35% d'inhibicidé, figura 3.3), l'acti-
vitat mesurada en en abséncia de sérum - en aquesta frac-
cid eluida amb 1.2 M NaCl de les columnes d'heparina-
sefarosa - és inhibida per concentracions elevades de
NaCl (50% d'inhibicid per NaCl 1.0 M).

Tot i1 aixo, continua produint-se una més elevada
inhibicid quan es valora en preséncia de sérum. Suposant
que en aquesta fraccid només tenim LPL, aguests resul-
tats podrien indicar-no que l'efecte de l'elevada for-
ga ionica sobre la LPL és doble. Per una banda, com
postulen Posner i Morrison (1979) i Benbtsson i 0li-
vecrona (1983), afectaria bé al centre actiu, bé a al
regid de lligam a la interfase aigua-1lipid, provocant
en qualsevol dels casos una disminucid de l'activitat
mesurada en preséncia i en abséncia de sérum. En el

nostre cas perd, també afectaria al lloc d'unid a
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FIGURA 3.22

EFECTE DEL NaCl SOBRE L'ACTIVITAT TAG HIDROLASA ELUIDA AMB

1.2 M NaCl DE LES COLUMNES D'HEPARINA-SEFAROSA
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l'apo C-II tal com suggerien Fielding i Fielding (1976),
doncs també observem una disminucid de la relaci6 d'ac-
tivitats +/- sérum a elevades forces idniques. Pro-

bablement l'elevada forga idnica pot afectar tant en

un sentit com en l'altre, perd la seva manifestacid po-
dria dependre de les condicions precise d'assaig i dels
factors limitants de l'activitat en cadscuna d'aguestes

condicions.

L'efecte de la protamina sulfat fou més drstic
en aquestaafraccidé parcialment purificada (figura 3.23 A)
del gue ho era a l'homogenat cel.lular (figura 3.7 A).
Aixi, tant l'activitat mesurada en preséncia com en
abséncia de sérum foren inhibides (80% i60% respecti-
vament) per 10 mg/ml de protamina sulfat. També 1l'efec-
te de concentracions elevades d'albimina difereix de
l'obtingut a l'homogenat cel.lular. Mentre gue en aguest
tant 1'activitat TAGH (+) com (-) sérum s'inhibiren (64%
i 43% respectivament, figura 3.7 B) per concentracions
de 10 mg/ml, en la fraccid eluida amb 1.2 M NaCl l'ac-
ticitat determinada en abséncia de sérum s'inhibi fins
a un 70% amb BSA 10 mg/ml, perd practicament no s'a-
fecta l'activitat determinada en preséncia de sérum
(figura 3.23 B). De fet, només concentracions superiors
a 7.5 mg/ml provocaren una certas inhibicié. Si bé
aquests difereixenntotalment dels obtinguts amb 1'ho-
mogenat, concorda amb el descrit per Olivecrona i
Bengtsson (1984) per la LPL de llet bovina, en el sen-
tit de que la preséncia d'apo C-II - en el nostre cas
sérum - prevent la inhibicid de l'activitat LPL per
elevades concentracions de BSA. Com la preséncia de
la resta de components de 1'homogenat bloqueja l'efecte
protector de l'apo C-II, ens és totalment desconegut.

També 1'estudi de la sensibilitat térmica de
les activitats (+) sérum d'aquesta fraccid eluida amb
1.2 M de NaCl de les columnes d'heparina-sefarosa, mos-
tra diferéncies amb els resultats que haviem obtingut
a l'homogenat cel.lular. Tant a 40°C (figura 3.24 A) com
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a 50°C (figura 3.24 B), l'activitat (-) sérum s'inhibi
en el mateix grau que l'activitat (+) sérum. Fet que
podria indicar que la pérdua d'activitat de la LPL,

com a efecte de la desnaturalitzacid térmica, es deu
principalment a una pérdua de capacitat de lligam al
substrat o de capacitat d'hidrolisi més que a una dis-
minucidode la capacitat d'unid a 1l'apo C-II, que
igualment podria estar afectada, perd no ésser el
factor limitant de l'activitat. No és sorprenent gue

la sensibilitat térmica d'aquesta LPL parcialment pu-
rificada sigui molt superior a la sensibilitat que pre-
sentava a 1l'homogenat, doncs és conegut que factorss
com la forga idnica , el tipus de pampd, la concentracid
de proteines, etc. afecten a l'estabilitst de les
proteines :(Dixon i Webb, 1979). Aixi ara, a 40°C, la

constant d'inactivacido (k) és de 24.1x10_3min-l (lla-
vors era de 8.7x10 > min Y) i a 50°C de 185x10 >min 1
(a 1'homogenat era de 34.8x10_3min_1).

Finalment estudiarem l'efecte de les IgG especifi-
ques contra LPL. Per aguesttexperiment emprarem el lot
d"IgG amb més elevat titol (Abl). Com pot veure's a
la figura 3.25, mentre que les IgG inespecifiques no
afectaren l'activitat mesurada en preséncia de sérum o
en la seva abséncia, l'addicid de quantitats creixents
d'IgG anti-LPL inhibil progressivament l'activitat valo-
rada en preséncia de sérum. La determinada en la seva
abséncia fou inhibida en el mateix grau que aguella.
Aquest resultattés perfectament comparable amb el gue
haviem obtingut amb la LPL alliberada amb heparina dels
endotelis capil.lars (veure figura 3.15), en el sentit
de gue les activitats (+) sérum s'inhibiren en ambdés
casos de forma paral.lela. Aquest resultat reforga pode-
rosament la nostra suposicid inicial de gus cap altre
activitat TAGH gue la )PL és present a la fraccid elui-

da amb 1.2 M NaCl de les columnes d'heparina-sefarosa.

Hi ha perd un fet que, potser, é&s interessant de

discutir en relacid a la comparacid de les corbes d'in-
p
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FIGURA 3.25

EFECTE DE LES IgG ANTI-LPL SOBRE L'ACTIVITAT ELUIDA AMB
1.2 M NaCl DE LES COLUMNES D'HEPARINA-SEFAROSA
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hibicid per les IgG de la LPL alliberada amb heparina

i la parcialment purificada del'interior dels miocits.
Aquest fet é&s la gran diferéncia de sensibilitat d'amb-
dues mostres. Mentre que incubarem unes 134 munitat
(nmol/h) de LPL vascular amb les diferents quantitats

de l'anticos, només posarem unes 24 munitats de la LPL
purificada. tot i aixd, calgueren uns 50 ug d'IgG anti-
LPL per inhibir un 50% d'aquesta LPL intracel.lular par-
cialment purificada, i només uns 17 ug d'IgG anti-LPL
per inhibir la LPL vascular. Evidentment, ambdds ex-
periments varen ésser realitzats amb el mateix lot
d'anticossos. Inicialment pensarem que aquesta molt me-
nor sensibilitat de la LPL intracel.lular podia reflec-
tir la preséncia de LPL inactiva a la mostra, pero

que tambéllligués anticos. Ens fonamentavem en que es
creu que existeix a l'interior de les cél.lules sintetit-
zadores de LPL (cardiomidcits, adipocits) una quan-
titat, encara no determinada, de LPL inactiva (per
revisid veure Nilsson-Ehle i col., 1980). L'activacid
d'aquesta féra la que explicaria que, tot i inhibint la
sintesi proteica, en incubar les cél.lules amb heparina,
l"activitat total augmentés (Stewart i Schotz, 1971,
1974; Chajek i col., 1978). Ara bé, resultats previs
(figura 3.20) ens mostraven que les IgG de cabra també
es lliguen a d'altres proteines inespecificament, concre-
tament les proteines majoritaries de la fraccid eluida
amb 1.2 M NaCl de les columnes d'heparina-sefarosa 1lli-
guen aquestes IgG. AixI, en quin grau un "segrestament"
d'IgG per part dels contaminants de la LPL expliquen

la diferéncia de sensibilitat no ho podem establir.

Amb tots aquests experiments confirmavem que que
1l"activitat eluida amb 1.2 M de NaCl de les columnes d'he-
parina-sefarosa, tant la determinada en preséncia com
en abséncia de sérum, corresponia a la LPL, i gue les
seves propietats coincideixen amb les determinades a
1'homogenat cel.lular per l'activitat TAGH neutre (+)
sérum. Moltes més diferéncies perd observarem entre

l'activitat LPL determinada en abséncia de sérum, 1 les
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propietats de l'activitat TAGH neutre (-) sérum de
1'homogenat cel.lular. Especialment la sensibilitat al
NaCl, la protamina sulfat, la inactivacid térmica i

la sensibilitatta les IgG anti-LPL. La major resisten-
cia de l'activitat TAGH neutre (-) sérum a tots aquests
agents ens reforgava en la conclusidé que ja apunta-

vem al final de la primera part d'aquesta Tesi.

3.2.4.- Caracteritzacid de les activitats TAGH no retingudes

per les columnes d'heparina-sefarosa

Si bé la caracteritzacid d'aquestes activitats
cronologicament les realitzarem de forma simultania a
la deela LPL eluida a 1.2 M NaCl, pensem que, per motius
de claredat, és millor no presentartels resultats conjun-
tament.

Per poder abordar la caracteritzacid de les acti-
vitats no retingudes pels gels d'heparina-sefarosa ca-
lia resoldre iun problema previ. La preséncia de deoxi-
colat sddic limitava el volum de l'aliquota que podiem
valorar, mantenint les condicions de linealitat, a no
més de 0.01 ml. Donat que, especialment, l'activitat
neutre era baixa i, a més, estava diluida, als comptat-
ges de la valoracid no obteniem més d'unes 50-150 DPM
netes. Observarem que després d'una ultrafiltracid a
pressid, amb la que concentravem la mostra unes 2-4 ve-
gades en un temps inferior a les 3 hores, recureravem
més del 80% de les activitats inicials (tant 1l'acida
com les neutres (+) sérum) i manteniem el limit d'uns
0.01-0.015 ml de mostra fins rls que les activitats
eren lineals. Paral.lelament augmentarem l'activitat
especifica del substrat per a la determinacid de l'acti-
vitat neutre. Aixi, en lloc dels 4 mCi/mmol utilitzarem
entre 7 i 10 mCi/mmol, segons fos l'activitat de la mos-
tra. L'activitat especifica per a la determinacid de
la TAGH acida la mantinguérem a 2 mCi/mmol. Sota agques-
tes condicions podiem treballar sempre amb unes 1500-
2000 DPM netes.
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Primerament reavaluarem la recuperacid de les di-
ferents activitats a la fraccid no retinguda després
d"ésser concentrada, respecte de l'aplicada inicialment
a lescolumnes. Els resultats es mostren a la taula 3.10.
Es recupera la totalitat de l'activitat TAGH acida, més
d'un 30% de l'activitat TAGH neutre (-) sérum i només
vora el 3% de l'activitat (+) sérum. A diferéncia del
gque férem en estudiar el perfil d'elucid de les co-
lumnes, ara determinarem l'activitat neutre en preséncia
de MgCl, 50 mM. Es interessant de constatar que la pre-
séncia de sérum no tant sols no estimula l'activitat

nertre, sind que clarament la inhibi.

L'activitat TAGH acida mostra una maxima activi-
tat a pH 5.0 (figura 3.26), tal com ho feu a 1'homo-
genat cel.lular (figura 3.1). -Fou inhibida per NaCl i
MgC12 (figura 3.27) de forma similar a com ho fou a
l1'homogenat (figura 3.2). La preséncia de sérum també
inhibi l'activitat TAGH acida (figura 3.26), si bé en
menor grau de com ho feia a 1l'homogenat cel:lular (fi-
2 50 mM i
sérum 3% anul.ld quasi completament l'activitat TAGH

gura 3.1 B). La preséncia conjunta de MgCl

acida (figura 3.26). Tal com passava amb la LPL par-
cialment purificada, també l'activitat TAGH acida a la
fraccid no retinguda per l'heparina-sefarosa fou més
sensible que la de 1'homogenat, a la inactivacid térmi-

ca (figures 3.14 i 3.30). Rixi, a £40°C obtinguérem una

constant d'inactivacid de ll.le(}_B'min-—l (a 1'homogenat
era de 3.0x10 Smin~ Y, taula 3.7) i a 50°C de 59.7x10 °
min_l (a 1'homogenat era de 18.6x10_3min-1, taula 3.7).,

valors logicament més elevat gque el de 40°C. L'estar

la ptroteina solubilitzada probablement és la causa

de la més gran sensibilitat a la inactivacid térmica
d'agquesta activitat en aquesta fraccid que a 1l'homogenat
(Dixon i Webb, 1979). En general, l'activitat TAGH

dcida presenta les mateixes propietats que mostrava

a 1l'homogenat cel.lular.

L'activitat mesurada en preséncia de MgCl, 50 mM

2
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ACTIVITATS TRIACILGLICEROL HIDROLASES NO LLIGADES ALS

GELS D'HEPARINA-SEFAROSA

Activitat Recuperacid n
a
(nmol/h/ml) (%)
TAGH acida 41.0%12.6 107.0%7.8 4
TAGH neutre (=) S 23.4%7.1 32.6%6.0
TAGH neutre (+) S 8.7%t2.8 2.8+1.2 5

a: Després de concentrar 4-6 vegades

b: Respecte de la inicialment aplicada a les columnes



(nmol/h/ml)
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FIGURA 3.26

EFECTE DEL pH SOBRE LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES NO
LLIGADES A L'HEPARINA-SEFAROSA

100

0 L. L S | | | 1 1 | | 1 _I
40 45 50 55 60 65 7.0 7.5 8.0 8.5
pH
oe sense MgCl, orn Sense sérum
Om MgCl, 50 mM Oem Sérum 3%

(mitjana de dos experiments)
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presenta la maxima aactivitat a pH 7.0 (figura 3.26).
Ara bé, entre un pH de 6.0 1 8.5 no s'observa una dismi-
nucié de l'activitat, respecte de la maxima, superior

al 25%. Indicant clarament la no excessiva dependéncia
del pH d'aquest aactivitat. En abséncia de MgCl, i/o

en preséncia de sérum 3%, l'activitat fou molt inferior

i no s'observa cap pH Optim entre 6.5 i 8.5 (figura 3.26).

Agquesta activitat neutra semblava presentat un c
comportament estrany davant el sérum. Aixi, quan la va-
loravem en abséncia de sals o en preséncia de NaCl 0.15
M (veure taula 3.9) no observavem cap efecte de la pre-
séncia de sérum 3% en el sistema d'incubacid. Ara bé,
guan determinaven l'activitat amb MgCl, 50 mM el sérum
inhibia fortament l'activitat. Per tal d'obtenir més
informacid® que pogués ajudar a explicar el fenomen,
aixi com per poder comparar amb eel gque ja coneixiem de
las LPL purificada i de les activitats neutres a 1l'ho-
mogenat cel.lular, estudidarem l'efecte de concentracions
creixents de NaCl i MgCl2 sogre aquestas activitat neu-
tre nooretinguda per l'heparina-sefarosa (figures 3.27
i 3.28).

La preséncia de NaCl provoca un augment ede l'ac-
tivitat, tant de la mesurada en preséncia com de lavalo-
rada en abséncia de sérum, de forma dosi-depenent (figu-
ra 3.27 A), una estimulacid maxima 1l'obtinguérem ja amb
0.2 M NaCl. Es de destacar que concentracions de 1.0 M
no provocaren cap inhibicid. De fet, obtinguérem un in-
crement de 2.5 vegades en l'activitat mesurada en pre-
séncia de 1.0 M NaCl respecte de la determinada en
abséncia de sal. (figura 3.28). Es també remarcable que
la preséncia de sérum no afecta significativament a
l'activitat mesurada ni en abséncia ni a 1.0 K NaCl
(figura 3.28).

El MgCl2 produi un efecte forga diferent. Fins a
una concentracid de 66 mM (I=0.2 M), l'activitat mesura-
da en abséncia de sérum augmentd, mentre que concen-
tracions superiors provocaren una dramatica inhibicid

(figura 3.27 B). Una concentracidé de 50 mM provoca una
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estimulacidé de més de 5 vegades (figura 3.28). En pre-
séncia de sérum el MgClz, fins a una concentracid de

66 mM, no provoca cap variacid de l'activitat; con-
centracions superiors perO provocaren - la mateixa dras-
tica inhibicid que es produla en abséncia de sérum
(figura 3.27 B). Aix1 doncs, es sérum sembla actuar pre-
venint l'activacid que promou el MgClz, i ho fa espe-
cificament sobre aquesta sal doncs no afecta a l'efecte
del NaCl. Ni els mecanismes pels que el MgC12 estimula
especificament l'activitat, ni aguells pels que el sé-
rum, també especificament, blogqueja aguesta estimulacid
els coneixem. Siguli com sigui, aquestes propietats sodn
radicalment diferents de les de la LPL.

De fet totes les propietats que estudiarem diferei-
xen d'alld que haviem obtingut amb la LPL. Aixi, aques-
ta activitat mesurada en abséncia de sérum i tant en
preséncia de MgClZ. com de NaCl 1.0 M, com en abséncia
de sals, no fou afectada ni per la protamina sulfat,
fins a una concentracié de 1.0 mg/ml (figura 3.29 A),
ni per l'albimina, fins a 10 mg/ml (figura 3.29 B). Més
encara, la preincubacid a 40°C fins a dues hores de la
fraccid no retinguda per les columnes d'heparina-sefa-
rosa, no provoca cap peérdua de l'activitat neutre (fi-
gura 3.30 A). Fins i tot resisti la preincubacid a 50°C
durant 30 minuts amb una pérdua d'activitat de només un
10% (figura 3.30 B). Després de 2h no s'havia inhibit
més del 70% de l'activitat inicial. Com era ja de pre-
veure després de tots aquests resultats, les IgG anti-
LPL (del lot amb menor titol, l'anomenat Abz) no afec-
taren en absolut l'activitat neutre, mesurada en presén-
cia de MgCl, 50 m¥ i en abséncia de sérum, de la frac-
cidé no retinguda als gels d'heparina-sefarosa (figura
3.31). En el mateix experiment determindrem, com a
controls, l'efecte de 0.18 mg d'IgG anti-LPL (del ma-
teix lot Abz) sobre les activitats TAGH neutres (+)
sérum d'aliquotes de 1'homogenat a partir del que

s'havia obtingut aqguella fraccid no retinguda. Tant

-



171

FIGURA 3.28

EFECTE DEL SERUM SOBRE L'ACTIVITAT TAG HIDROLASA NEUTRE
NO RETINGUDA PER L'HEPARINA-SEFAROSA
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FIGURA 3.31

EFECTE DE LES IMMUNOGLOBULINES G ANTI-LPL SOBRE L'ACTIVITAT
TAG HIDROLASA NEUTRE NO RETINGUDA PER L'HEPARINA-SEFAROSA
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d'agquesta com de 1l'homogenat original, incubarem la

mateixa quatitat de proteina (0.13 mg). L'activitat
TAGH neutre (+) sérum de 1'homogenat s'inhibi un 63%
i la TAGH neutre (-) sérum un 43%.

Per totes aquestes propietats ( insensibilitat
al sérum, alnNaCl 1.0 M, a la protamina sulfat, no
afinitat per 1l'heparina, no inhibicid per 1IgG anti-LPL),
ens atrevim aconcloure que als cardiomidocits de rata
existeix, a més de les jacconegudes lipoproteina li-
pasa i TAGH acida, una tercera activitat gque hidro-
litza els enllagos ester dels triacilglicerols allibe-
rant acids ggrassos. Pel seu pH Optim de 7.0 i la seva
independéncia del sérum anomenarem aquesta activitat,

TAG hidrolasa neutre independent de sérum (TAGHNIS).

Des dels primers temps en els gque comengca a detec-
tar-se una activacid de la lipodlisi enddgena per les
catecolamines als cors perfundits, s'intenta demostrar
la preséncia d'una activitat TAG hidrolasa-sensible a
les hormones equivalent a la del teixit adipds. Fins
ara no ha pogut demostrar-se l'existéncia d'aquesta
activitat. La comunment anomenada lipasa-sensible a
les hormones (LSH) del teixit adipds es caracteritza per
tenir un pH Optim de 6.8, ésser resistent al NaCl 1.0
M i protaminassulfat 0.8 mg/ml, ésser insensible al
sérum, inhibir-se per NaF 10 mM, i ésser activada per
la proteina quinasa depenent d'AMPc en preséncia de
ATP-Mg?t i AMPc (Huttunen i col., 1970a i b). Aquesta
lipasa no es lliga als gels d'heparina-sefarosa (Khoo
i col., 1976). Ha estat purificada fins a un 50% de
puresa i es determina un pes molecular aparent de 84 kDa
(Fredrickson i col., 198l). Es forca ben coneguda la
seva requlacid per fosforilacid-defosforilacid, fins
i tot a nivell molecular ( per molt recent revisid
veure Belfrage i col., 1984). La LSH pot hidrolitzar
també esters de colesterol a una velocitat un 50% su?
perior a la de degradacid dels TAG (Fredrickson i col.,

1981). L'activitat colesterol esterasa de la LSH és
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també incrementada per la proteina quinasa depenent
d'AMPc en preséncia d'ATP—Mg2+ i AMPc (Severson i col.,
1981b). També s'ha demostrat que aquesta LSH del tei-
xit adipdés és la mateixa proteina amb activitat coles-
terol esterasa neutre de l'escorga adrenal (Cook i col.,
1982; Trzeciak i col., 1984) i del cos luti (Cook i col.,
1983). Molt recentment Goldberg i Khoo (1985) han obser-
vat una activitat colesterol esterasa activable per
preincubacidé amb proteina quinasa al cor de ratoli. Més
encara, observen que, eliminant la LPL per heparina-
sefarosa , un 30% deel'activitat TAG hidrolasa neutre
determinada en abséncia de sérum no és retinguda pels
gels. Aquesta activitat té propietats similars a les

que nosaltres describim. A les seves mans, aguestaa

TAG hidrolasa neutre, quan separada de la LPL, s'acti-
2+ i AMPc; la

dependéncia d'aquesta activacidé de la protelna quinasa

va un 40% per prévia incubacid amb ATP-Mg

la conclouen a partir de la inhibicid de l'activacid
que provoca l'addicidé de l'inhibidor de la proteina gui-
nasa (Goldberg i Khoo, 1985).

Algunes de les propietats gque nosaltre observem
per la TAGHNIS concorden amb les descrites per ls LSH.
Aixi, ambdues tenen un pH optim vora 7.0, sbn resistents
al sérum, el NaCl 1.0 M i la protamina sulfat i no
tenen afinitat per l'heparina. Tot i que els molt
recents resultats de Goldberg i Khoo (1985) reforcen
el paral.lelisme entre ambdues activitats, a partir
dels nostres resultats no podem concloure res de de-
finitiu sobre la identificacidé de la TAGHNIS que no-

saltres describim amb la LSH del teixit adipéds.

Sigui quina sigui la identitat de l'activitat
TAGHNIS, el que si gque creiem és en la seva inequivoca
existéncia com a entitat molecular diferenciada de la
LPL. Se'ns planteja doncs, el tractar de trobar les ra-
ons per les que el grup de Hans Stam i Willem C. Hilsmann
a Rotterdam arriben a una conclusid diametralment aposa-

da a la nostra.
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Vist des de la perspectiva actual, és clar que
aquesta activitat es manifestava ja quan caracterit-
zarem l'activitat TAGH neutre (-) sérum a l'homogenat
cel.lular. Per una banda la relativa insensibilitat al
NaCl i la inhibicid per protamina sulfat gue observavem
llavors (figures 3.2 1 3.7) reflecteixen la seva pre-
séncia en l'activitat que valoravem, conjuntament amb
l"activitattresidual de la LPL (gque és sensible a la
inhibicid per NaCl i protamina sulfat fins i tot quan
deterrmminada en abséncia de sérum, figures 3.22 i 3.23).
També la menor sensibilitat a la inactivacidé térmica i
a la inhibicidé per IgG anti~-LPL a l'homogenat cel.lular
(figures 3.14 i 3.16), aixli com també la no retencid
d'una proporcid significativa d'activitat pels gels d
d'heparina-sefarosa (taula 3.9), s6n reflex de la co-
participacido de la TAGHNIS i la LPL en l'activitat
mesurada a 1l'homogenat cel.lular a pH 7.5, en presén-
cia de MgCl, 50 mM i abséncia de sérum (comparar figura
3.14 amb 3.24 i 3.30, i figura 3.16 amb 3.25 i 3.31).
Es més, basant-nos en els nostres resultats d'inhibicid
per anticossos (figura 3.16) i d'inactivacid térmica
(figura 3.14) a l'homogenat cel.lular, aixi com en els
d'elucid i caracteritzacid de les activitats després
de l'heparina-sefarosa (especialment la taula 3.10),
enssatrevi:iem a dir que entre el 35% i el 60% de 1l'ac-
tivitat,mesurada a l'homogenat en abséncia de sérum,
correspon a la TAGHNIS. La resta correspondria a l'ac-
tivitat resilual de la LPL.

Contrariament, Stam i Hlilsmann no troben gque, al
sobrenadant postnuclear d'homogenats de cors de rata
dels que la LPL vascular ha estat eliminada per prévia
perfusid amb heparina, l'activitat gue mesuren a pH
7.4 en abséncia de sérum presenti caractyeristiques
diferents de les determihades en preséncia de sérum.
Aixi, ambdues activitats so6n, en el seu cas, fortament
inhibides per 1.0 M NaCl (Stam i Hiilsmann, 1983). L'ac-
tivitat que mesuren en abséncia de sérum se'ls inhibeix

un 95% amb anticossos policlonals contra LPL vascular
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(Hilsmann i col., 1982), si bé també observen una menor
sensibilitat als anticossos per part de l'activitatt

que determinen en abséncia de sérum gue la que valoren
en lasseva preséncia (Stam i Hilsmann, 1983). Aquesta
gran inhibicid, conjuntament amb que troben que més del
85% de l'activitat neutre (-) sérums'elueix de les co-
lumnes d'heparina-sefarosa a 1.5 M NaCl (Stam i Hiilsmann,
1984), son el fonament de la seva conclusid negativa
sobre l'existéncia d'una activitat neutre diferenciada
de la LPL. Si bé la diferent sensibilitat als anticossos
i la no caracteritzacidé de l'activitat no retinguda a
l'heparina-sefarosa sén un handicap, sembla que a par-
tir de les seves dades la conclusidé a la que arriben no
és desencertada.

Unas diferéncia, potser important, entre els seus
treballs i el nnostre és el tipus de mostra emprada.
Ells utilitzen sobrenedants postnuclears d'homogenats
de cor total. Tot i que hagin eliminat la LPL vascular,
i potser arrossegat part de la intersticial (Jansen i
col., 1980), encara tenen unaa quantitat important de
LPL intersticial que només s'allibera amb una perfusiod

lliure de Ca2+

(Hilsmann i col., 1982). Aixi doncs,

a més de l'activitat intracel.lular, les seves mostres
contenen LPL extracel.lular que, segurament, estara

incrementant la participacidé d'agquest enzim en l'acti-
vitat total determinada en abséncia de sérum, fent més
dificil la identificacid d'altre activitat. Nosaltres,
en emprar miocits aillats, obviem la participacid hi-

potética del medi extracel.lular.

Altre diferéncia que també podria é€sser impo-
tant, és la composicid del medi d'homogenacidé. Mentre
ells utilitzen tampd fosfats 1.0 mM pH 7.4, nosaltres
emprem un medi molt més complex format per HEPES 10 mM,
EDTA 1.0 mM, DTT 1.0 mM, sacarcsa 0.25 M, pH 7.5. Creiem
que la preséncia de sacarosa i EDTA pot ésser de gran
transcendéncia. Es ben conegut que només en preséncia

d'aquests dos components s'obté una bona dissociacid



179

de la lipasa-sensible a les hormones de les gotes
lipidiques sense que aquest enzim s'inactivi rapida-

ment (Huttunen i col., 1970a). Si la nostra TAGHNIS

és la mateixa LSH, 1l'abséncia tant de sacarosa com de
d'EDTA del medi d'homogenacidé emprat per Stam i Hiilsmann
explicaria molt bé la seva conclusié negativa, sobre

tot donat que estan potencian la participacidé de la

LPL en l'activitat gue determinen en abséncia de sé-

rum. Nosaltres no hem comprovat la importancia que cadas-
cun d'aquests factors pogui tenir per 1l'obtencid del
resultat negatiu del grup de Stam i Hiilsmann. Ara bé,
pensem que aquests comentats, i potser algun altre gque
se'ns escapa, sb6n els responsables de la discrepancia

entre el grup de Rotterdam i nosaltres.

3.3.- EFECTE DE LES CATECOLAMINES I LA BIABETES EXPERIMENTAL
SOBRE LES ACTIVITATS TRIACILGLICEROL HIDROLASES ALS
CARDIOMIOCITA AILLATS

Un cop caracteritzarem les activitats TAGH pre-
sents als cardiomiocits alllats de rata, ens interessa-
va determinar les seves variacions en aquelles situa-
cions on s'havia observat una augmentada lipolisi. En
coccret, i dintre de la linea general que porta el nos-
tre laboratori, ens centrérem en l'efecte de de la in-
cubacid de les cél.lules aillades amb 1l'agoniste -adre-
nérgic isoproterenol (ISO), i en l'efecte de la diabetes

mellitus experimentalment induida.

No teniem perd, un métode apropiat amb el que
determinar l'activitat TAGH neutre independent de sérum
(TAGHNIS). Aixi doncs, préviament calia posar-ne a
punt un sistema per valorar l'activitat TAGHNIS sense
interferéncia de 1l'activitat residual de la LPL

3.3.1.- Determinacid i caracteritzacid de l'activitat

TAG hidrolasa neutre independent de sérum en

homogenats cel.lulars sense interferéncia de la LPL
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Sabem que la LPL pot inhibir-se facilment amb
NaCl (fig. 3.22), protamina sulfat o albimina (fig. 3.23),
i aquests productes no afecten a l'activitat TAGHNIS
(figs.3.27 i 3.29). El grau d'inhibicid de la LPL
pero, no supera el 70% quan fou mesurada en abseéncia
de sérum. Amb LPL parcialment purificada estubiarem
les condicions per la seva inhibicidé total. Donat que
ja a partir de 0.25 mg/ml de protamina sulfat (PSO,)
i de 5.0 mg/ml d'albGmina (BSA) obtenirem inhibicions
maximes (fig. 3.23) quan era determinada l'activitat
LPL en abséncia de sérum, estudiarem l'efecte de la com-
binacid d'ambdds factors (PSO4+BSA} tant a baixa com
a elevada forcga idnica. Comparada amb l'activitat me-
surada en preséncia de sérum 3% i NaCl 0.15 M (429 nmol/h/ml),
l'activitat mesurada en preséncia de PSO, 0.25 mg/ml
i BSA 5.0 mg/ml, i en abséncia de sérum, fou practicament
indetectable; tant si la concentracid de NaCl era 0.15M
(1.5 nmol/h/ml) com 1.0 M (1.7 nmol/h/ml), representant
només un 0.3% i un 0.4% respectivament de l'activitat
maxima (figura 3.32 A). L'activitat no retinguda a l'he-
parina-sefarosa , mesurada a pH 7.0 i en preséncia de
MgC12 50 mM practicament no fou afectada per per la
preséncia conjunta de PSO, i BSA (fgura 3. 32 B). A d'al-
tres proves haviem observat que tampoc la preséncia de
PSO4 i BSA conjuntament, afectaven a l'activitat neutre
no retinguda als gels quan es mesurava enpreséncia

de NaCl 1.0 M enlloc de MgC12 (resultat no presentat).

En homogenats cel.lulars, l'activitat mesurada
4 0.25 mg/ml
i BSA 5.0 mg/ml, é€s només un 43% de la mesurada a pH
7.5 en preséncia de MgC12 50 mM (taula 3.11). Pensem
Ggue aquests 17.8 nmol/h/106Cel. representen l'activitat
TAGHNIS un cop s'inhibeix la LPL residual. Es interssant

50 mM, s'utilitzava

a pH 7.0 en preséncia de MgCl, 50 mM, de PSO

constatar que si en lloc de MgC12

NaCl 1.0 M en el sistema de valoracid, l'activitat dis-
minuia a 8.9 nmol/h/10%cel. (taula 3.11), resultat que
concorda amb els obtinguts amb l'activitat neutre no

retinguda per l'heparina-sefarosa (figura 3.28). Per
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TAULA 3.11

ACTIVITATS TRIACILGLICEROL HIDROLASES EN HOMOGENATS
CEL.LULARS, DETERMINADES EN DIFERENTS CONDICIONS

Condicid Activitat
(nmol/h/loscel.)

PH 5.0 199.718.5
PH 7.0, NaCl 1M, (PSO,+BSA) 8.9%0.9 ] 5
PH 7.0, MgCl, 50mM, (PSO,+BSA) 1?.810.9]
PH 7.5, MgCl, 50mM 41.5%2.2

PH 7.5, MgCl, 50mM, sérum 3% 384.0%14.7

(PSO4+BSA): Protamina sulfat 0.25 mg/ml + AlbGmina
5.0 mg/ml (quan no indicat: albimina 0.5 mg/ml)
a: diferéncies significatives (p«¢ 0.01)
b: diferéncies significatives (p «£0.001)
(n=4)
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altre banda, la proporcidé del 43% d'activitat TAGHNIS
respecte de la total valorada a pH 7.5 i en preséncia
només de MgCl, 50 mM s'ajusta molt bé a la que ja haviem
estimat nosaltres teodoricament al final de 1'apartat
3.2.4 basant-nos en els resultats prévis presentats a

les figures 3.14 i 3.16 i en la taula 3.10 especialment.

Les IgG anti-LPL no inhibiren ni l'activitat me-
surada a l'homogenat en preséncia de MgCl, 50 mM (figura
3.33 B), ni la mesurada en preséncia de NaCl 1.0 M (fi-
gura 3.33 A), ambdues a pH 7.0 i contenint el medi de
4 0.25 mg/ml i BSA 5.0 mg/ml. En ambdéls
experiments les activitats mesurades a pH 7.5 en presén-
cia de MgCl, 50 mM (+) sérum 3% s'inhibiren entre 43-50%
en abséncia de sérum i entre 65-75% en preséncia de

valoracid PSO

sérum (experiments tots ells fets amb les IgG del lot
Asz. Aquest resultat ens reforga en la suposicid de que
la preséncia conjunta de PSO4 i BSA eliminava la inter-
feréncia de la LPL. Si aixd era aixi, en la fraccid que
s'elueix amb 0.15 M NaCl de les columnes d'heparina-
sefarosa haviem de recuperar tota l'activitat aplicada
inicialment. De fet no fou aixi. Després de dos experi-
ments, recuperarem a la fraccidé no retinguda un 31.5%

2 50 mM, P504
0.25 mg/ml i BSA 5.0 mg/ml aplicada inicialment (taula

de l'activitat mesurada a pH 7.0 amb MgCl

3.12). A 1'eluit amb 1.2 M NaCl només recuperarem un 3%
donant una recuperacid total del 34.5%. Si calculem perd

la proporcid de l'activitattrecuperada en el rentat ini-
cial respecte del total d'activitat recuperada, llavor
obtenim que del total d'activitat recuperada, un 92%

ho fou al rentat inicial. Un resultat molt similar 1l'obtin-
guérem per l'activitat mesurada a pH 7.0 amb PSO, i BSA

i amb NaCl 1.0 M en lloc de MgC12 50 mM.

L'activitat que no recuperem en aquestes dues frac-
cions no s'elueix a cap concentracidé de NaCl fins a 2.0
M. Aquest 65% correspon, probablement, & inactivacié gde
1'enzim, potser per protedlisi. Mai perd comprovarem

si la preséncia d'inhibidors delles proteases millora-
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TAULA 3.12

LLIGAM DE L'ACTIVITAT TAGH NEUTRE INDEPENDENT DE SERUM
A COLUMNES D'HEPARINA-SEFAROSA

NaCl 1.0 M MgCl, 50 mM
Activitat Recuperacid Activitat Recuperacid
(nmol/h) (%) (nmol/h) (%)
Aplicat 66.9 84.0
No lligat 22.6 375 26.7 31.5
Eluit amb 1.2 M 5.2 8.0 2+5 3.0

(mitjana de dos experiments)

En tots dos casos l'activitat fou mesurada a pH 7.0 en

preséncia de protamina sulfat 0.25 mg/ml i albGmina 5.0 mg/ml
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ven la recuperacid. En aquest sentit podria ésser inte-
ressant recordar qgue en el procés de purificacid de la
lipasa-sensible a les hormones del teixit adipds, la
inclusid de d'inhibidors de les proteases és especial-
ment important a les primeres etapes del procés per

tal d'obtenir una bona recuperacidé (Fredrickson i col.,
1981).

En base a aquests darres resultats concloguérem
gque en preséncia de MgCl2 50 mM (o NaCl 1.0 M), pro-
tamina sulfat 0.25 mg/ml, albGmina 5.0 mg/ml, l'acti-
vitat mesurada a pH 7.0 correspon totalment a la quee
anomenem TAGHNIS, sense interferéncies de la LPL re-

sidual. Preferirem la utilitzacidé de MgCl, a la de NaCl

2
doncs obteniem activitats més elevades.

L'activitat determinada a 1'homogenat cel.lular
sota aquestes condicions (PIPES 25 mM pH T.U,MgCl2 50 mM,
protamina sulfat 0.25 mg/ml, albGmina 5.0 mg/ml, tri-
(9,10-(n)-H>)oleilglicerol 0.6 mM, 7.0 mCi/mmol en un
volum final de 0.4 ml) era lineal fins uns 0.265 mg
proteina i 60 minuts d'incubacid (figura 3.34). En tots
els experiments posteriors incubarem 0.125 mg proteina
cel.lular durant un temps de 60 minuts per la determi-
nacidé de l'activitat TAGHNIS.

Tot i que a la fraccidé no retinguda per 1l'hepa-
rina-sefarosa no s'observava cap estimulacid per sérum,
ans al contrari, de l'activitat neutre (figqgura 3.28), a
1"homogenat, la preséncia de sérum 3% al medi de valora-
cid augmentd 4 vegades l'activitat mesurada sota les
condicions anteriorment indicades (taula 3.13). A les
mateixes mostres, l'activitat mesurada a pH 7.5 amb
MgCl, 50 mM fou estimulada 7.5 vvegades. La interpreta-
cid és complicada, perdo creiem que ens la porta els re-
sultats de l'experiment segient en el que estudidrem
l'efecte de PSO4+BSA sobre l'activitat LPL parcialment
purificada i determinada (+) i (-) sérum a 0.2 M NaCl

(taula 3.14). Mentre que l'activitat mesurada en ab-
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TAULA 3.13

EFECTE DEL SERUM SOBRE L'ACTIVITAT TAGH NEUTRE DETERMINADA
EN PRESENCIA DE PROTAMINA SULFAT I ALBUMINA EN HOMOGENATS
CEL.LULARS

Condicid Activitat (nmol/h/loscel.) Relacid +/- sérum
(=) sérum (+) sérum
1 36.3%+3.4 263.7+4.0 75507
(p<0.01)
2 24.9+2.0 98.5+4.6 4.040.3

Condicid 1l: pH 7.5, MgCl2 50 mM
Condicidé 2: pH 7.0, MgCl, 50 mM, PSO, 0.25 mg/ml, BSA 5 mg/ml
(n=5)

TAULA 3.14

EFECTE DE LA PROTAMINA SULFAT I L'ALBUMINA SOBRE L'ACTIVITAT
LPL PARCIALMENT PURIFICADA I VALORADA (+) O (-) SERUM

Condicid Activitat (nmol/h/ml)
(=) sérum (+) sérum

Control (NaCl 0.2 M) 42.8%+1.8 474.6%14.6
+ PSO4 0.25 mg/ml 16.11+1.8 320.2%13.5

+ BSA 5.0 mg/ml 10.1+1.4 408.4%+12.4

+ PSO4 + BSA 1.4%0.3 278.8%+12.4

(n=2)
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séncia de sérum i en preséncia de PSO, i BSA fou un

0.3% de l'activitat maxima (com ja coneixiem pel re-
sultat de la figura 3.32), la determinada en presénciade
sérum no fou inhibida més que un 41% per la preséncia
conjunta de PSO, iBBSA. Basant-nos en aquest resultat,
creiem que quan a l'homogenat cel.lular determinem l'ac-
tivitat a pH 7.0 amb MgClZ, PSO4 i BSA i1 en ppréncia de
sérum, a més de l'activitat TAGHNIS (que podria estar
inhibida), es quantifica una proporcid significativa
d"activitat LPL. Fet que no s'esdevé, com hem demostrat
anteriorment, quan es valora en abséncia de sérum. En
aquest sentit, quan determinarem l'efecte del sérum
sobre l'activitat de 1'homogenat cel.lular determinada

a pH 7.0 amb NaCl 1.0 M, PSO4 0.25 mg/ml i BSA 5.0 mg/ml,
observarem un augment d'activitat de dues vegades només
(de 4.9+0.6 a 9.8+40.9 nmol/h/loecel., n=3). Paral.lela-
ment, l'activitat LPL parcialment purificada s'inhibi

un 88% quan la determindrem en preséncia de sérum 3%,
NaCl 1.0 M, PSO4'O.25 mG/ml i ESA E.Q mg/ml, respecte de
l'activitat mdxima (sérum 3%, NaCl 0.2M) (24.4+42.1 vs
19749 nmol/h/ml, n=4). Aixi, en augmentar la inhibicid
de la LPL mesurada en preséncia de sérum, disminueix 1
l'estimulacidé per sérum de l'activitat mesurada a pH 7.0

en preséncia de PSO4 i BSA a 1'homogenat.

Estudiarem també la resisténcia a la pols aceto-
nica i la distribucidé subcel.lular de l'activitat TAGHNIS.
Observarem que aquestaaactivitat era molt sensible al
tractament amb acetona/éter, a l'igual que ho era la
TAGH dcida i contrariament a la LPL (taula 3.15). L'acti-
vitat esprcifica maxima es localitza a la fraccidé P100
(taula 3.16), disminuint progressivament a les fraccions
P13 i P8, essent a P.7 1 S100 inferior a la de 1l'homoge-
nat. Com a les altres activitats (taules 3.4 i 3.6), es
recuperad una proporcid considerable de l'activitat
TAGHNIS al precipitat a 700xg (34%). Entre les fraccions
postnuclears, es recupera una major proporcid d'activitat
(48% vs S§.7) a la fraccido P100 (taula 3.16). On es re-
cuperd la menor part de l'activitat fou a la fraccid
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TAULA 3.15

COMPARACIO DE LES ACTIVITATS TRIACILGLICEROL HIDROLASES
EN HOMOGENATS CEL.LULARS I POLS ACETONIQUES

Homogenat Pols Acetodnica
(nmol/h/loﬁcel.) (nmol/h/loﬁcel.]

pH 5.0 133.0%5.9 20.4%¥6.8 (p<0.001)
pPH 7.0,MgC1250nM
PSO40.25mg/ml

BSA 5.0 mg/ml 22.910.9 4.8%0.6 (p <0.01)
pPH 7.5, MgCl, 50 mM 48.9%0.9 28.4%2.3 (p«0.01)
PH 7.5, MgCl, 50 mM,

Sérum 3% 380.1%+21.9 676.2%71.3 (p<0.001)

(n=5)
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soluble, on també fou menor l'activitat especifica re-
lativa (taula 3.16, figura 3.35). Aixi doncs, l'activitat
TAGHNIS és majoritdriament "microsomal" (figura 3.35).

De fet, el resultat era previsible a partir dels que ja
coneixiem per les taules 3.5 i 3.6 on s'observava gque

es recuperava una més gran proporcid d'activitat so-
luble a la TAGH neutre (+) sérum que a la TAGH neutre

(-) sérum.

3.3.2.- Efecte de la incubacid de les cél.lules amb

isoproterenol sobre les activitats TAG hidrolases

Un cop obtingut un ssistema per determinar especi-
ficament l'activitat TAGHNIS, podiem abordar 1l'estudi
de les variacions de les diferents activitats TAGH

en les situacions en les que la lipolisi endogena esta

estimulada.

Comprovarem primerament, que les cél.lules res-
ponien a l'agonista -especific isoproterenol (ISO).
Aix1 observarem gque tant l'alliberament de glicerol al
medi d'incubacid (index de lipdlisi), com la relacid
d"activitats -/+ AMP de la glicogen fosforilasa estaven
incrementades després de la incubacid durant 20 minuts
amb ISO 0.01 mM (figura 3.36). L'alliberament de gli-
cerol augmentd vora el doble, si bé tant el valor basal
com l'estimulat foren sensiblement més alts que els ob-
tinguts préviamentaal nostre laboratori (Kryski, 1985;
Kryski i col., 1985a i b; Kenno i Severson, 1985). La re-
lacidé d'activitats -/+ AMP de la glicogenfosforilasa
augmentd un 63%, fet gue es deu exlusivament a un augment
de l'activitat independent d'AMP (figura 3.36), i també
ara el valor basl (0.24) és més elevat gue el descrit
per altres en cors perfundits (Ingrebetsen i col., 1981;
Werth i col., 1983), perd similar a la descrita en cél.lu-
les aillades o en cultiu (Hayes i col., 1982; Buxton 1
Brunton, 1983). La diferéncia podria deure's a que, als
cors perfundits, les mostres es congelen rapidissimament

"in situ" (freeze-clamping), mentre que nosaltres, prévia-
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FIGURA 3.35

"DE DUVE PLOT" DE LA DISTRIBUCIO SUBCEL.LULAR DE L'ACTIVITAT TAGH
NEUTRE INDEPENDENT DE SERUM
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ment a la congelacid amb N, liquid, haviem de centri-

fugar les cél.lules. Es coneix que l'activitat glicogen-
fosforilasa al cor és molt sensible a l'andxia (Cornblath
i col., 1963). Aixi doncs, el curt periode andxic al

que sotmetiem les cél.lules abans de la congelacid
podria ésser el responsable de 1'augmentdde la relacid
+/- AMP en condicions basals. De fet, Kryski (1985)
observa que aturant la incubacid de lesccél.lules amb
1'ISO mitjangant 1l'us d'acetona freda (-80°C), obtenia
unes relacions +/- AMP, en condicions basals, de 0.05
que augmentava 3-4 vegades després de la incubacid de
les cél.lules amb SISO. Observd rambé&, que seguint un p
protocol idéntic al descrit a l'apartat 2.2.12, obtenia

unes relacions +/- AMP semblants a les nostres.

Tot i produir-se estimulacidé de la lipodlisi,
no observarem variacions consistents i significatives
de cap de les tres activitats TAG hidrolases (1l'acida,
la neutre independent de sérum i la LPL) com a resultat
de la icubacid de les cél.lules amb 0.01 mM ISO durant
20 minuts (figura 3.37). Aquests resultats concorden
amb els obtinguts per Stam i Hiilsmann (1983), qui tampoc
observen, en cors perfundits amb glucagd o norepinefrina,
cap efectedd'aquestes hormones ni sobre la LPL allibera-
ble amb heparina ni sobre la LPL residual. Tampoc Alousi
i Mallow (1964) cap efecte de l'administracidé aguda d'e-
pinefrina sobre l'activitat LPL en cor total. Contraria-
ment, Jesmok i col.laboradors (1977) observaren un augment
de LPL al cor total després de perfundir amb epinefrina.
També el grup de Palmer i Oscai a Chicago troben un aug-
ment d'activitat LPL no-alliberable amb heparina després
de perfusions amb glucagd o catecolamines, aixi com
d'incubacions de cél.lules aillades amb catecolamines.
Aquest grup, basat en l'elevada correlacidé entre les
variacions d'activitat LPL residual que observen i els
nivells tissulars de TAG, conclouen que la LPL intra-
cel.lular és la "lipasa-sensible a les hormones " al cor
(0Oscai, 1979; Palmer i col., 1981; Oscai i col., 1982;:
Palmer i Kane, 1983a i b; Miller i col., 1984; Miller
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EFECTE DE LA INCUBACIO DELS CARDIOMIOCITS AILLATS AMB
ISOPROTERENOL SOEBRE LES ACTIVITATS TAGH EN HOMOGENATS
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iOscai, 1984). Es dificil establir les causes de les
diferéncies entre els seus resultats i els nostres.

Per una banda, suposant com ells suposen gue l'activa-
cid es deu a fosforilacidé de 1l'enzim, en preparar la
mostra per la determinacid de les activitats, en les
nostres condicions, podria produir-se una defosforila-
cidé de l'enzim amb la consegiient desactivacid. L'acti-
vacié de la LPL ha estat trobada tant en homogenats

con en pols acetoniques del cors, aixi com en extractes
fets amb lubrol dels homogenats de teixit (Jesmok i
col., 1977). Per tal d'eliminar una possible rapida de-
sactivacidé en les nostres condicions, férem uns experi-
ments en els que la incubacid amb 1'ISO 1l'aturarem en
prendre una aliquota de la suspensid cel.lular i posar-
la amb acetona a -80°C i prepararem unes pols aceto-—
nigues. Tampoc aixi obtinguérem resultats positius
(413+61 nmol/h/106cel (+) ISO vs 357+62 nmol/h/loscel.
(=) IS0, n=9, diferéncies no significatives). Ni l'ac-
tivitat acida, ni la neutre independent de sérum les
determindrem en aquests experiments al no resistir el
tractament amb acetona/éter. Altre possibilitat podria
ésser que el nostre substrat fos inadequat per poder
quantificar les activacions que en realitat es produissin.
Aixi, podria donar-se que l'activacid, tot i ésser
present a les nostres mostres, pogués observar-se no-
més amb substrats naturals o molt semblants a aquests.
En aquest sentit Okuda i col.laboradors (1983) obser-
varen gue només podien detectar activacid de la lipasa-
sensible a les hormones del teixit adipds com a resposta
a la incubacid amb epinefrina, quan utilitzaven subs-
trats enddgens per a la quantificacid de l'activitat;
si bé altres autors si trobaren activacid de la LSH tot
i treballant amb emulsions artificials (veure Belfrage
i col., 1984 per revisid). En tot cas, la composicid
exacta del substrat segurament é&s important tant pel
valor d'activitat basal com, potser, per l'observacid
d'activacions de la LSH per proteina quinasa. Aixi,
Severson i Hurley (1985) demostren recentment que quan

el substrat es prepara en preséncia de fosfatidiletano-
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lamina, l'activitat basal de la LSH del teixit adipos
de coloms augmenta, perd no pot observar-se cap efecte
estimulador de la preincubacidé de la mostra amb proteina
guinasa depenent d'AMPc. Activacid que si es produeix
doncs si la mateixa mostra preincubada es valora amb
substrat preparat sense el fosfolipid, l'activacid s'ob-
serva normalment. Si aixd és extrapolable a la LPL dec
cor o no, ho desconeixem. Ara bé, el grup de Palmer i
Oscai utilitzen, per la determinacid® de l'activitat LPL,
emulsions artificials de trioleilglicerol amb fosfa-
tidilcolina com a emulsionant. Jesmok i col.laboradors,
gue també observaven activacid de la LPL, empaven

lubrol PX per les emulsions. Nosaltres emprem albimina,
probablement en estat desnaturalitzat, Stam i Hilsmann
(1983) utilitzen goma arabiga. No sabem si aquestes
diferéncies son critiques per l'observacid de laspossi-
ble activacidé de la LPL. En tot cas, nosaltres hem pro-
vat diferents substrats preparats afegint-hi fosfati-
diletanolamina o fosfatidilcolina, i tampoc hem obser-
vat diferéncies entre l'activitat LPL de cél.lules en
preséncia o abséncia d4'ISO 0.0l mM (resultats no pre-
sentats). Sigui com sigui, els nostres resultats no

ens permeten donar suport, si bé tampoc ens atrevim

a rebutjar, les teories segons les que la LPL intra-
cel.lular féra l'enzim involucrat en la regulacid de

la 1lip6lisi enddgena al cor.

En els darrers anys ha estat demostrada la im-
portancia de la translocacid subcel.lular en la requla-
cibéo de l'activitat d'alguns enzims. Inicialment es
descrigué per la CTP:fosfocolina citidiltransferasa
a hepatdcits en cultiu (per revisid veure Vance i
Pelech, 1984), i més recentment per la fosfatidat fosfo-
hidrolasa igualment amb hepatdcits en cultiu (Cascales
i col., 1984). També ha estat descrita la translocacid
de la lipasa-sensible a les hormones, en adipdcits dife-
renciats en cultiu de la linea 3T3-L1l, com a resposta
a laaincubacidé de les cél.lules amb isoproterenol (Hirsch

i Rosen, 1984). Aquests autors observaren que, tant la
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incubacid de les cél.lules amb ISO 1.0 uM com amb ana-
legs de 1'AMPc, produlen un augment de la proporciod

de l'activitat precipitable a 4x104xg (del 42% al 89%),
produint-se una disminucid paral.lela de l'activitat
soluble, suggerint que la interaccid de l'enzim amb el
substrat 1 membranes associades podria ésser un nou
punt de regulacid de l'activitat de la LSH del teixit
adipds blanc. En vista d'aquests resultats realitzarem
una série d'experiments per tal d'aclarir la possibi-
litat de canvis en la distribucid subcel.lular com a
forma de regulacidé d'alguna de les activitatssper accid
de 1'ISO. Forma de regulacid que no hauris de comportar,
necessariament, alteracions de l'activitat total. Com
pot observar-se a la figura 3.38, no detectarem cap va-
riacid consistent i significativa en la proporcid d'ac-
tivitat soluble (S100) ni per la TAGH acida , ni per

la neutre independent de sérum ,ni per la LPL com a
resposta a la incubacid amb isoproterenol. Paral.lelament,
tampoc observarem diferéncies en la proporcidé d'activi-
tat particulada (P100), obtinguda sense cap altre frac-
cionament previ (veure apartat 2.2.12) (resultat no pre-
sentat).

Aix]1 doncs, nosaltres no hem obtingut cap evidén-
cia en favor de que sigui l'activitat d'alguna de les
TAG hidrolases el punt on es reguli, bé per increment
de l'activitat bé per translocacié subcel.lular,la mobi-
litzacid dels triacilglicerols endogens. Existeixen
altres possibilitats. Aixi, es coneix que els nivells
d'acil-CoA i acil-carnitina afecten tant a l'activitat
TAGH acida com a la neutre de cors de rata (Severson i
Hurley, 1982). Una modulacido per part de les cateco-
lamines de la taxa d'oxidacid d'aquests metabolits
podria, indirectament, modular la via lipolitica. Ara
bé, ni en cors perfundits (Kreisberg, 1966a) ni en
midcits aillats (Severson, observacid no puclicada) ha
estat observat cap efecte de les catecolamines sobre
l'oxidacidé d'acids grassos. En tot cas, a partir dels

nostres resultats, només podem afirmar que cal un més
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FIGURA 3.38

EFECTE DE LA INCUBACIO DE LES CEL.LULES AMB ISOPROTERENOL
SOBRE EL PERCENTATGE D'ACTIVITAT SOLUBLE DE LES DIFERENTS
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gran esforg experimental per tal de definir els meca-
nismens moleculars pels que les catecolamines estimu-
len la mobilitzacid de les reserves grasses del cor.

De forma colateral varem estudiar l'efecte de
l'isoproterenol sobre l'alliberament de LPL al medi
d'incubacid. Es coneix que la perfusid de cors aillats
duranr cinc minuts amb epinefrina o glucagd 0.2 uM no
afecta la quantitat de LPL alliberable amb heparina (Stam
i Hilsmann, 1983), pero perfusions de 2 & 4 hores amb
aquesteshormones si que provoguen un augment de la
LPL alliberable amb heparina (Stam i Hiilsmann, 1984).
Aquests estudis, tant els de temps curts de perfusid
com els de llarga durada, foren fets en cors amb bate-
gar controlat i fixat a 300 batecs/minut. A estudis
anteriors havia estat un molt rapid (1-2 minuts) i
transitori efecte de les catecolamines sobre l'allibera-
ment de LPL en cors pre-perfundits amb heparina (simpson,
1979). L'efecte perd, no s'observa si els cors no havien
estat pre-perfundits amb l'heparina. En coincidir 1'aug-
ment d'activitat LPL alliberada amb un increment del
ritme i del flux cardiac, no pot assegurar-se si l'efec-
te era, o no, secundari a un augment de la irrigacio

del teixit ventricular.

Nosaltre observarem que, en abséncia d'heparina
al medi, la incubacid amb ISO 10 uM durant 20 minuts a
37°C, provocad un lleuger augment de l'activitat LPL
present al medi i un lleuger descens de l'activitat a
les cél.lules, ambdues variacions, perd, no foren signi-
ficatives si bé si que foren consistents (figura 3.39).
Ara bé, expressant el resultat com a proporcidé d'acti-
vitat present al medi respecte de la total (panel dret)
si que s'observen diferéncies significatives: 1'ISO
provoca un augment de 1.7 vegades en la proporcid
d'activitat alliberada (11.7% als controls, 20.4% amb
ISO). En preséncia d'heparina, l'activitat present al
medi fou molt superior a l'obtinguda en abséncia d'he-

parina. També augmentd l'activitat a les cél.lules i,
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per tant, la total. Tot i aixd,també augmenta la pro-
porcidé d'activitat alliberada al medi, gue fou unes

tres vegades superior a la gue haviem obtingut en
condicions basals. En preséencia d'heparina, 1'ISO no
afecta, consistentment i significativament, ni a l'ac-
tivitat alliberada al medi, ni a la present a les cel.lu-

les . Tampoc alterd la ja elevada proporcid d"activitat
alliberada al medi (figura 3.39).

En experiments (n=2) fets a 23°C en lloc de a 37°C,
obtinguérem un resultat similar: en abséncia d'heparina,
la preséncia 4'ISO 10 uM augmentd l'activitat al medi

(de 27.8 a 40.4 nmol/h/loscel.) i redul la present a les

cél.lules (de 442.8 a 329.8 nmol/h/loscel.), com a con-
seqliéncia augmenta 2 vegades el percentatge d'activitat
alliberada (de 5.6% a 10.9%) . En preséncia d'heparina
l'activitat al medi (278.8 nmol/h/10%cel.) i les cél.lu-
les (854.0 nmol/h/loscel.) foren superiors a les detec-
tades en abséncia d'heparina; essent tot i aixo, el
percentatge d'activitat alliberada també més elevat
(24.9%). A 1l'igual que a 37°C, a 23°C 1'ISO no afecta
l'alliberament de LPL al medi en preséncia d'heparina
(279.8 nmol/h/loecel. al medi, 877.8 nmol/h/lOGCel. a
les cél.lules, 24.0% d'activitat alliberada). Es intere-
ssant constatar que, tal com ja havia estat descrit an-
teriorment (Chajek i col., 1978), l'alliberamnt d'acti-
vitat al medi és més elevada a 37°C gu a 23°C. A totes

dues temperatures pero, l'efecte de 1'ISO fou el mateix.

En un Gnic experiment en el que determinarem la
variacidé d'activitat LPL en funcid del temps d'incubacid
a 37°C, observarem que mentre als controls no essprodula
cap variacid apreciable en el percentatge d'activitat
alliberada (11.4% als 5 minuts i 11.8% als 20 minuts),
en preséncia d'ISO 10 uM, als 5 minuts l'activitat al
medi era ja el 17.3%, als 10 minuts el 19.4%, als 15
minuts el 19.7% i als 20 minuts el 19.4%; indicant que
l'efecte es produeix forga rapidament. Aquesta foéra, la

rapidesa de l'efecte,l'lnic punt en que el nostre re-
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sultat concorda amb el de Simpson (1979), doncs mentre
ell no observava cap efecte de 1'isoproterenol quan era
perfundit a cors pre-perfundits sense heparina i si, en
canvi, als cors previament perfundits amb heparina, no-
saltres observem tot el contrari. Pensem que Simpson

no podia en el seu treball detectar un efecte de

petita magnitud, com el que nosaltres observem quan in-
cubem en abséncia d'heparina, quan ell perfundia en
abséncia d'heparina. Doncs, per alguna rad, els nivells
d'activitat que detecta en perfundir sense heparina

sdn extremadament baixos ( 0.5 umol/h/g x min-ll. Altres
perd, s que quantifiquen un alliberament d'activitat
LPL en condicions basals ( 2.0 umol/h/g x min-l), do-
nant-1i un sentit fisioldgic en el procés de recanvi
d'aquest enzim (Bagby, 1983).

El gque nosaltres no observem cap efecte de 1'ISO
guan incubem en preséncia d'heparina podria deure's a
que aquesta, per si mateixa, podria produir ja una esti-
mulacidé maxima del mecanismes d'alliberament de LPL. En
aquest sentit, als nostres experiments, emprem una
concentracidé d'heparina forga elevada (10 unitats/ml).
si 1'ISO actuéssen el mateix sentit d'activacid dels
mecanismens de l'alliberament, s'explicaria la manca
d'efecte a l'estar activat ja l'alliberament per efecte
d'un estimulador més potent, com féra l'heparina. Per
explicar el resultat de Simpson (1979) en el que s'ob-
serva efecte de 1'ISO en cors perfundits amb heparina,
creiem que existeixen diverses possibilitats. Potser
per la que més ens inclinem es basa en que, en el seu
model, l'administracid de la catecolamina ve acompa-
nyada d'un augment del flux idel ritme cardiac, amb
la qual cosa l'efecte sobre l'alliberament de LPL
podria no ésser real, siné conseqgiiéncia d'un augment

d'irrigaci6 dels cors.

Finalment, en relacid a l'efecte de 1l'isoprote-
renol, no podem descartar totalment que els nostreés re-

sultats no siguin més que un artefacte. Aixi, si la
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incubacidé amb ISO provoqués una major fragilitat de la
sarcolemma, elsresultats obtinguts podrien ésser sim-
plement conseqiiéncia d'un trencament cel.lular més
elevat en els erlenmeyers on hi afegirem ISO. Tanmateix,
no es produl l'aparicidé de cap altre activitat TAG hi-
drolasa al medi d'incubacid (resultats no presentats)
que si bé no sén majoritariament citosdliques, si que
haurien d'haver-se detectat en cas de trencament cel.lu-
lar. En tot cas, ens hauria calgut determinar 1'alli-
berament d'activitats citosdliques, com la lactat des-
hidrogenasa que és ampliament utilitzada com indicadora
de trencament cel.lular, per poder eliminar definiti-
vament aquesta possibilitat.

Es interessant discutir un darrer aspecte d'a-
questes incubacions amb heparina. Si comparem l'efecte
d'una incubacidé de 2 minuts a 37°Camb 10 unitats/ml d'he-
parina (figura 3.12), amb els d'una incubacid de 20 mi-
nuts també a 37°C i amb 10 unitats/ml d'heparina (figu-
ra 3.39), observem algunes diferéncies. Si bé ja amb 2
minuts s'alliberava al medi un34: de l'activitat total,
aquesta no varid més que en un 25% d'increment. Després
de 20 minuts també hi ha un 34% de l'activitat total
al medi. Perd en aquest cas l'activitat total augmenta
un 378%. Aixi, després de 20 minuts, no només augmenta
l"activitat al medi, sind també l'activitat que que-
da a l'interior de les cél.lules. Aquests resultats dis-
crepen dels descrits per Chohan i Cryer (1980). Ells,
estudiant l'efecte de l'heparina sobre l'alliberament
de LPL pels cardiomidocits aillats, observaren que l'ac-
tivitat al medi augmentava linealment en un periode de
4 hores, mentre que la present a les cél.lules no s'al-
terava. E1 fet de que aquests autors empraren una cob-
centracié d'heparina deu vegades inferior a la nostre,
podria explicar parcialment la diferéncia. De fet,
després d'una hora d'incubacid a 25°C, només recu-
peraren al medi un 15% de l'activitat total. Nosaltres,
després de 20 minuts a 23°C ja recuperem vora del 25%.

Tampoc la nostre observacid és similar a la que des-
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criuen Chajek i col.laboradors (1978). Ells observen

que, incubant cél.lules mesenquimals en cultiu amb 5.0
unitats/ml d'heparina tant a 23°C com a 37°C, l'acti-
vitat a l'interior de les cél.lules disminueix amb el
temps d'incubacid, mentre que la del medi i la total
augmenten. Si bé també observen un més gran efecte a 37°C
gqu a 23°C, la proporcid d'activitat que recuperen al
medi és molt superior a la nostre. Les diferéncies
podrien deure's a que aquests autors treballen amb cél.lu-
les precursores i no amb cél.lules diferenciades, com
fem nosaltres. A partir d'experiments que ells realit-
zen amb cicloheximida (Chajek i col., 1978) arriben a
concloure que existeixen dues fases en l'efecte de 1'he-
parina. Una primera, independent de la sintesi pro-
teica i que dura els primers minuts, en la que s'alli-
bera una certa gquantitat d'enzim intracel.lular al medi,
i una segona en la que el continuat alliberament de LPL
al medi es produeix només quan la sintesi proteica no
estd interferida. Es en aquesta fase en la que comenga

a produir-se un gran augment de l'activitat total. Pen-
sem que els nostres resultats s'ajusten a aquest esquema:
uns primers minuts on l'heparina provoca l'allibera-
ment al medi d'un "pool" intracel.lular de LPL i en

els que no es produeix un canvi considerable de 1l'ac-
tivitat total, i una segona fase en la que es produeix
un augment considerable de l'activitat total. Potser,

i és pura especulacid, l'estimulacidé dels mecanismes
d'alliberament al medi per part de l'heparina estigui
desreprimint tant l'activacidé com la sintesi de nou en-

zim.

3.3.3.- Efecte de la diabetes experimental sobre les

activitats TAG hidrolases als cardiomidcits aillats

Finalment, estudidrem l'efecte de la diabetes
experimentalment induida per l'administracid intrave-
nosa de 100mg/Kg p.c. d'estreptozotocina, sobre les
activitats TAGH dels cardiomiocits alIllats.
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Es conegut que la diabetes provoca al cor, entre
d'altres alteracions, un important actimul de triacilgli-
cerols (Denton i Randle, 1967). Aquest acimul es déu
probablement tant a una augmentada sintesi com a una
disminuida degradacid d'aquestes TAG (Muethy i Shipp,
1980; Paulson i Crass, 1982). Ara bé, la capacitat 1li-
politica és molt superior als animals diabétics que als
normals doncs tant en cors perfundits (Garland i Randle,
1963), com en midcits aillats (Kenno i Severson, 1985),
quan l'assequibilitat de substrats exdgens estda dism-
nuida, la mobilitzacid dels TAG endogens es produeix

a una taxa mot elevada.

No hem realitzat una molt amplia caracteritzacid
ni dels animals diabétics ni dels midcits alillats dels
cors d'aquests animals, doncs al mateix laboratori, i
simultaniament als nostres experiments, ho feu el Dr.
K. Kenno, qui es dedica intensament a l'estudi de la
regulacid de la lipdlisi als cardiomidcits d'animals
diabétics (veure Kenno i Severson, 1985). Només pren-
guérem com a control de l'estat diabétic dels animals,
la variacid del pes corporal i els nivells plasmatics
de glucosa. En els 3-4 dies transcorreguts des de 1l'ad-
ministracido de l'estreptozotocina, ela animals tractats
perderen 27 g de pes corporal (un 10% del pes inicial).
En aquest mateix periode els controls guanyaren 18 g
(figura 3.40). Aixi, si bé a l'inici del tractament no
existien diferéncies significatives entre els pesos
corporals dels dos grups d'animals, en el moment del
sacrifici els animals diabétics pesaven un 16% menys
que els seus controls. Igualment la glucosa plasmatica
indica clarament l'estat diabétic dels animals tractats
amb la droga. Mentre als controls el valor fou de 9.1 mM,
als diabétics fou 2.6 vegades superior (figura 3.40).
Contrariament al descrit per Kenno i Severson (1985),
les diferéncies que nosaltres hem obtingut en el nombre
de cél.lules per cor no és significativament inferior
als animals diabétics. Ara bé, sl obtenim un valor sen-

siblement inferior (figura 3.40). Potser amb un nombre
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més elevat d'animals per grup les diferéncies haurien
arribat a ésser significatives. La viabilitat cel.lular
perd fou totalment comparable entre ambdds grups (figu-
ra 3.40). El contingut de proteines als midcits d'ani-
mals diabétics (5.7+0.4 mg/lDﬁcel., n=7) no fou signi-
ficativament inferior al dels animals controls (6.1+0.6
mg/loscel., n=5). Tampoc hagueren diferéncies en la
distribucid de proteines entre les diferents fraccions
subcel.lulars (taula 3.17).

Contrariament al descrit inicialment per R&sen
i col.laboradors (1981) i més recentment per Stam i
col.laboradors (1984) en homogenats de cor, nosaltres
no observem cap efecte de la diabetes sobre l'activitat
de la TAGh acida en homogenats cel.lulars (figura 3.41),
ni tampoc en la seva distribucidé subcel.lular (taula
3.18). En canvi, l'activitat TAGH neutre independent de
sérum fou un 58% més elevada als cardiomidcits d'animals
diabétics que als dels controls, tant expressada per
106cel. (figura 3.41) com per mg proteina (taula 3.19).
Aquest augment d'activitat especifica de la TAGHNIS es
manifesta també a les diferents fraccions subcel.lulars
dels cardiomidcits dels animals diabétics, especialment
a la fraccid P1l00 on les diferéncies foren significati-
ves (taula 3.19). Tanmateix no hi hagqueren diferéncies
en la distribucid percentual entre les difernents frac-
cions dels animals controls i diabétics. L'activitat
LPL disminui un 47% a les cél.lules d'animals diabétics
(figura 3.41). Igualment l'activitat especifica fou
inferior a totes les fraccions subcel.lulars, llevat
de la S100 (taula 3.20). Aquests canvis s'associaren
amb alteracions en la distribucid subcel.lular. Es recu-
perd un 47: de l'activitat al sobrenedant postnucle-
ar de les cél.lules d'animals controls i un 64% al
de les diabétiques (taula 3.20). Entre les diferents
fraccions postnuclears, el més remarcable fou 1l'augmet
d'activitat percentual al S100 i la disminucid a la
P100.
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TAULA 3.17

EFECTE DE LA DIABETES SOBRE LA DISTRIBUCIO DE PROTEINES
ENTRE LES DIFERENTS FRACCIONS SUBCEL.LULARS

Fraccid Controls Diabétiques
P.7 61.2+3.2% 61.7+1.4 (NS)
P8 4.4+0.6 5.1+0.3 (NS)
P13 2.3+0.2 2.6+0.2 (NS)
P100 6.5t1.1  6.5+1.0 (NS)
S100 25.2+3.0 24.0+0.9 (NS)

a: Percentatge de distribucid
(NS): diferéncies no significatives
Controls: n=10, Diabétiques: n=11



FIGURA 3.41

EFECTE DE LA DIABETES SOBRE LES ACTIVITATS TAG HIDROLASES
EN HOMOGENATS CEL.LULARS DE CARDIOMIOCITS AILLATS
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Els nostres resultats d'activitat LPL als cardio-
midcits ens permeten de qlestionar el paper d'aquest
enzim en la mobilitzacid de les reserves de TAG. La
base en que principalment es fonamenta la hipdtesi
d'Oscai i Palmer és l'elevada correlacid negativa que
observen entre variacions d'activitat LPL residual
(no alliberable amb heparina) a cor i el contingut de
TAG al teixit, no només com a resposta tant a les cate-
colamines com el glucagd, sin% t mhé en diferents situa-
cions fisioldgiques (Oscai, 1979; Palmer i col., 1981;
Oscai i col., 1982; Palmer i Kane, 1983a i b; Miller
i col., 1984; Miller i Oscai, 1984). Si bé observem una
disminucidé de l'activitat LPL de vora del 50% (figura
3.41) i els nivells de TAG cel.lulars estan augmetats
vora 4 .vegades (Kenno i Severson, 1985), la capacitat
lipolitica d'agquestes cél.lules és unes 6 vegades su-
perior a la de les cél.lules controls (Kenno i Severson,
1985). Aixi doncs, no sembla existir correlacid entre
activitat LPL 1 capacitat lipolitica, al menys, en la

situacid patoldgica de la diabetes experimental.

Només 1'augmentada activitat TAGHNIS permetria
d'explicar parcialment l'elevada capacitat lipolitica
de les cél.lules del miscul cardiac dels animals diabe-
tics. No sembla perd, que pogui ésser aquesta l'Gnica
causa, doncs estda més augmentada laacapacitat per
mobilitzar els TAG endogens que l'activitat TAGHNIS.
Altre possible causa podria ésser els elevats nivells
de TAG intracel.lulars, com ja havia estat suggerit an-
teriorment (R&sen i col., 1981; Kenno i Severson, 1985).
Aixi, una més elevada assequibilitat de substrat i acti-
vitat TAGHNIS podrien, conjuntament, ésser les causes
de l'elevada capacitat dels cors de rates diabétiques
per mobilitzar les seves reserves lipidiques. En con-
dicions fisioldgiques perd, els elevats nivells tant de
cossos cetdnics com d'acids grassos circulants foren la
causa d'un aclmul d'acil-CoA i acil-carnitina que man-

tindrien inhibida la lipdlisi.
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Finalmet, donades les alteracions tant de l'acti-
vitat total com de la distribucid subcel.lular de la
LPL a les cél.lules dels animals diabétics, volguérem
conéixer si la capacitat d'alliberament ede LPL al
medi estava efectada també. Observarem que després de
la incubacidé a 23°C, en preséncia d'heparina, l'acti-
vitat alliberada al medi per cél.lules d'animals diabé-
tics fou un 64% inferior (figura 3.42). L'activitat
a l'interior de les cél.lules fou també un 57% menor
a les cél.lules dels animals diabétics. La proporcid
d'activitat alliberada al medi perd, no fou significati-
vament inferior (figura 3.42), la qual cosa indica
probablement que els mecanismes d'alliberamentde LPL
al medi no estan afectats per ala diabetes, al meys en
aquests 3-4 primers dies.

Els resultats gque hem obtingut d'activitat LPL als
midcits de cors de rates diabétiques concorden amb els
descrits per O'Looney i col.laboradors (1983), qui detec-
ten una menor LPL alliberable amb heparina i també una
menor LPL no-alliberable amb heparina als cors de rates
diabétiques. Altres perd, no han observat cap variacid
de l'activitat no-alliberable amb heparina (Murthy i
col., 1983) o, fins i tot, 1l'ha trobada augmentada
(Stam i col., 1984).

En base als nostres resultats, ens atreviriem a
suggerir que la disminulda activitat de la LPL a 1l'in-
terior dels midcits, tot i no estar alterats els mecanis-
mes d'alliberament al medi, féra la responsable de la
menor activitat LPL alliberable amb heparina als cors
perfundits que observen O'Looney i col.laboradors (1983).
'Aquesta menor activitat LPL vascular explicaria la dis-
minucid d'un 50% en la captacid de TAG tant de quilo-
microns (Kreisberg, 1966b) com de VLDL (O'Looney i col.,
1983). En humans també ha estat descrita una disminui-
da activitat LPL tant de miscul esquelétic com de
teixit adipds blanc en pacients diabétics (Taskinen i

Nikkild, 1979). Aquesta perd, no féra l'lGnica causa
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dels elevats nivells de TAG circulants freqgiientment
observats tant a pacients amb diabetes tipus I o II
(New i col., 1963, i molts altres), doncs també& ha
estat descrita alteracions en la composicid de les
diferents classes de lipoproteines (Taskinen i col.,
1982; Patel i col., 1984; O'Looney i col., 1985). Aixi,
cors d'animals controls perfundits amb VLDL d'animals
diabétics, hidrolitzen un 36% menys VLDL-TAg que gquan
s6n perfundits amb VLDL d'animals controls (O'Looney

i col., 1985). Quan aquests autors perfundiren "VLDL
normals" a cors d'animals diabétics, aquesta hidrolit-
zaren un 47% menys VLDL-TAG del que ho feien els controls.
Finalment, quan perfundiren VLDL de rates diabétiques

a cors també diabetics, la hidrolisi fou un 77% inferior
a la que observaren amb VLDL i cors d'animals normals.
Experiments aquests, que clarament reflecteixen el

gue anteriorment comentdvem: tant la disminuida acti-
vitat LPL vascular (conseqgiiéncia d'una menor activitat
intracel.lular) com les alteracions en la composicid

de les VLDL, s6n les causes de la menor utilitzacid de
lipoproteines riques en TAG per part de cors d'animals
diabétics.



H-CONCLUSIONS I PERSPECTIVES
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CONCLUSIONS

1o~ La principal conclusidé a la que arribem a partir
dels nostres resultats és que, a més d'una acti-
vitat TAG hidrolasa acida i de la lipoproteina
lipasa, els miocits aillats de cor de rata contenen
una activitat TAG hidrolasa neutre independent
de sérum ben diferenciada da la LPL. Les propie-
tats que hem observat per cadascuna d'aquestes

activitats lipolitiques es resumeixen a la taula
4.1.

2:- Els nostres resultats d'incubacions amb isopro-
terenol i de cél.lules de rates diabétiques, no
ens permeten donar soport, i fins i tot ens porten
a qgliestionar, la hipotesi inicialment presentada
per Lawrance B. Oscai (1979) segons la qual la
LPL intracel.lular féra la "lipasa-sensible a les
hormones" al cor. Contrariament, ens indiquen que
l'activitat TAG hidrolasa neutre independent de
sérum podria estat involucrada en l'elevada capa-

citat lipolitica dels cors de rates diabétiques.

3= La més baixa activitat LPL present al 1llit vascu-
lar dels cors de rates diabétiques (O'Looney i
col., 1983) pot deure's, al menys parcialment, a
una interferéncia amb la sintesi i/o activacid
de la LPL a l'interior dels midocits més que a
una deficiéncia en el mecanisme d'alliberament a

l'exterior i transport als capil.lars.
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PERSPECTIVES

Basant-nos en les propietats de l'activitat
TAGHNIS i en els resultats molt recentment publicats
per Goldberg i Khoo (1985) en els que troben als cors
de ratoli una activitat TAG hodrolasa amb propietats
similars a les que nosaltres describim per la TAGHNIS
i que, a les seves mans, és activable per la protelna
quinasa depenent d'AMPc, pensem que aquesta activitat
descrita per ells i per nosaltres podria correspondre
a la mateixa lipasa-sensible a les hormones/colesterol
esterasa del teixit adipds, adrenals i c6s luti. En
aquest sentit, futures investigacions hauran de deter-
minar si l'activitat TAGHNIS és activable per la pro-
telina quinasa depenent d'AMPc bé a extractes cel.lulars
bé en preparacions parcialment purificades. Per altre
banda, la purificacié d'aquesta activitat haura de per-
metre establir definitivament la seva identificacid amb

la lipasa-sensible a les hormones.

Sigui quina sigui la identitat de l'activitat
TAGHNIS, queda per resoldre la participacié de cadascu-
na de les diferents activitats lipasiques en el recanvi
normal i la mobilitzacid dels TAG endogens al cor. Pen-
sem que 1l'obtencid d'anticossos monoclonals contra ca-
dascuna de les activitats TAG hidrolases permetria dur
a terme una série d'experiments que, al menys potencial

ment, podrien generar resultats altament clarificadors.
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