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Hace casi cuarenta afos, Hahn (28) obser-
vo gue la inyeccion de sangre heparinizada
aceleraba la depuracion plasmatica de quilo-
micrones. Tal efecto podia ser reproducido
por la inyeccidn de heparina, pero ésta era
inactiva in vitro. Estos hallazgos fueron pron-
to confirmados por Weld (54), quien intentd
localizar el 6rgano u organos reponsables por
medio de experimentos de perfusion regional,
concluyendo que la depuracidon de quilomi-
crones tenia lugar en varios tejidos. Tales ha-
llazgos atrajeron la atencion de multiples
investigadores, y desde entonces es mucho lo
que se ha escrito sobre el tema. Se dispone de
excelentes trabajos de revision, que nos exi-
men de una consideracion detallada del mis-
mo (50, 29, 40, 51, 6, 38, 21).

La inyeccion de heparina induce la apari-
cién en los fluidos circulantes de por o menos
cuatro enzimas gue ocupan un lugar central
en el metabolismo de las lipoproternas que
transportan triglicéridos, es decir los quilo-
micrones y las lipoproteinas de muy baja
densidad (VI.DL).

Tales enzimas son la lipoprotein lipasa
(LPL), una lipasa de origen hepdatico (LOH),
una fosfolipasa A1y una hidrolasa de mono-
glicéridos.

La LLPL se encuentra en numerosos tejidos,
siendo cuantitativamente mas importante en
tejido adiposo y musculos. Tanto ella como la
LOH hidrolizan los triglicéridos de los quilo-
micrones y de las VLDL, liberando glicerol y
4cidos grasos para su ulterior depdsito u oxi-
dacion. Monoglicéridos vy fosfolipidos son
también hidrolizados después de la inyeccion

de heparina (25, 53, 57, 33, 20). Achaval y
colaboradores (1) observaron que los triglicé-
ridos de las lipoproternas de elevada densidad
(HDL) son afectados in vivo por la actividad
lipolitica post heparinica en igual medida que
los triglicéridos de otras lipoproteinas.

La lipoprotein lipasa (LPL) y la lipasa de
origen hepatico (LOH) se encuentran locali-
zadas en los endotelios vasculares y en las
membranas de las células hepaticas respecti-
vamente (5), siendo liberadas de dichos lu-
gares por la heparina. En el plasma obtenido,
después de inyectar dicho compuesto (PPH),
se puede, por lo tanto, estudiar actividades
lipoliticas (ALPH) por diversas técnicas. La
mayor parte de los autores ha estudiado la
ALPH in vitro, utilizando substratos natura-
les o artificiales. En las investigaciones ini-
ciales se estudioé la actividad lipolitica total,
pero recientes desarrollos técnicos han permi-
tido evaluar por separado la actividad de la
LPL, de la LOH y de la fosfolipasa Aq (19).
Sin embargo, a pesar de tales refinamientos
técnicos, no es facil establecer correlaciones
claras entre los cambios en la actividad de
dichas enzimas y el metabolismo de las lipo-
proteinas. Tal dificultad puede ser parcial-
mente debida a que la estimacién in vitro de
las actividades enzimaticas es, en el mejor de
los casos, s6lo una medida indirecta de su
actividad in vivo, a nivel tisular, y sobre sus
substratos naturales (24, 56). Por ejemplo,
se ha observado que en ciertos casos de hiper-
lipoproteinemia primaria tipo |, clasicamen-
te atribuida a una deficiencia de LPL, puede
coincidir una significativa hiperquilomicrone-
mia con niveles normales de ALPH (13).
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Se puede postular que una actividad
enziméatica normal in vitro podria coinci-
dir con una actividad anormal in vivo a cau-
sa de: A) Substratos resistentes (49, 18). B)
La presencia de inhibidores de la reaccion:
Las estimaciones de la actividad enzimatica
in vitro han sido disefiadas para obtener una
lipdlisis 6ptima; por lo tanto es concebible
que inhibidores de la reaccién, activos in vi-
vo, puedan no ser detectados in vitro. Se
han encontrado inhibidores en casos de insu-
ficiencia renal (41), pancreatitis alcohodlica
(32) y en cirrosis hepatica (16). C) Anorma-
lidades en la interaccion de las enzimas con
sus substratos enddgenos, como ha sido de-
mostrado en ciertos casos de diabetes des-
compensada (12, 48). D) Reduccién en las
propiedades activadoras de las lipoprotei-
nas por perturbaciones de su estructura pro-
teica, como ocurre en el sindrome nefrotico
(31), en la hipertrigliceridemia enddgena (14,
36), y particularmente en quienes padecen
una deficiencia congénita de apolipoprotei-
naC Il (10, 55, 15).

En un intento de encontrar respuesta a
tales interrogantes se ha recurrido al estudio
de las enzimas en biopsias de tejidos (17, 44,
52, 45, 46, 39, 47, 27, 22). Tales investiga-
ciones han arrojado mucha luz sobre la fi-
siologia y sobre la.fisiopatologia del meta-
bolismo intermedio de las lipoproteinas, pero,
por utilizar estimaciones in vitro de las ac-
tividades enzimaticas tisulares, comparten
ciertas limitaciones con el estudio in vitro de
las enzimas liberadas a los fluidos circulantes
por la heparina. Por otra parte, el requerir
biopsias de tejidos hace muy dificil su intro-
duccion en la practica diaria.

Las dificultades técnicas inherentes a las
estimaciones in vitro de las actividades enzi-
maticas han conspirado en contra de su apli-
cacién rutinaria. La falta de correlacion
—ya citada— entre los datos de las activi-
dades enzimaticas in vitro y otros pardmetros
del metabolismo de las lipoproteinas, han li-
mitado su utilidad en el diagnéstico y en la
evaluaciéon de diferentes modalidades tera-
péuticas. Por tales motivos decidimos inves-
tigar la utilidad de una técnica sencilla,
utilizable en la préactica diaria, orientada a la
estimacion de la ALPH in vivo en sujetos
normales y portadores de hiperlipoprotei-
nemias primarias y secundarias. Los hallaz-
gos correpondientes a las primeras han si-
do recientemente publicados (2). Presenta-.
remos a continuacidon los resultados del es-
tudio de pacientes portadores de formas
secundarias de tales aberraciones metabdlicas.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 68 personas normales y 43
portadores de hiperlipoproteinemias secunda-
rias. Cada uno de ellos fue sometido a un exa-
men clinico completo por uno de nosotros
(A. A.), que incluyé ECG, radiografia de t6-
rax, test de tolerancia a la glucosa, y los anadli-
sis considerados de rutina. Las mujeres fueron
referidas a un especialista para examen gineco-
l6gico y test de Papanicolau. Se llevaron a ca-
bo ademas las investigaciones complemen-
tarias requeridas para el diagnostico de las
enfermedades concurrentes que fueron detec-
tadas, y para la clasificacidon de las hiperlipo-
proteinemias, de acuerdo con los criterios de
la Organizacion Mundial de la Salud (7).

En los dos grupos fueron incluidos sujetos
portadores de anormalidades menores, sin
influencia alguna sobre el metabolismo inter-
medio, tales como insuficiencia venosa, ce-
faleas por tensidon, cidtica, artrosis, etc. En
los portadores de hiperlipoproteinemias se-
cundarias se excluydé la presencia de otras
enfermedades con influencia posible sobre
el metabolismo intermedio. Se requirid6 que
ninguno de los sujetos estuviera convalescien-
do de una enfermedad aguda, y que todos es-
tuvieran activos, plenamente dedicados a sus
tareas habituales.

Durante el mes previo al estudio siguieron
una dieta libre isocaldrica, con excepcion de
los diabéticos, a quienes se recomendd abs-
tenerse de ingerir sacarosa, y reducir a un
minimo los carbohidratos complejos.

Se autorizé la ingestiéon de 25 gramos de
alcohol por dia, con excepcién de los alcoho-
listas, quienes prosiguieron con su ingesta
habitual de alcohol, que oscilaba entre 120 y
180 gramos diarios.

Se excluy6é a quienes debian ingerir medi-
camentos regularmente, con excepcion de los
diabéticos, a quienes se siguidé tratando con
las dosis de sulfonilureas o de insulina que es-
taban recibiendo al concurrir a la consulta. No
se intenté mejorar el grado de control de la
diabetes antes de llevar a cabo el estudio. Du-
rante el mes anterior al test los diabéticos no
mostraron cetonuria y su glucemia oscil6 en-
tre 110y 210 mg./dlI.

El diagnéstico de normalidad metabdlica
y de hiperlipoproteinemia se establecid sobre
la base de por lo menos dos determinaciones
independientes de las concentraciones de co-
lesterol y triglicéridos y una electroforesis de
lipoproteinas sobre papel, utilizando buffer
con albimina; estos analisis se llevaron a cabo
después de por lo menos dos semanas de inge-
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TABLAI
SUJETOS NORMALES
TRIGLICERIDOS
(mg./dl.)
EDAD PESO TALLA A B A-B A-B x 100
{Kg.) {em.) (1) (2) A

HOMBRES (N=34)
Promedio 43,6 75.6 1709 120.0 59.1 60.9 50.8
E.S. 2.2 2.2 09 45 3.2 3.2 1.9
MUJERES (N=34)
Promedio 421 67.1 159.3 854 48.1 37.2 44.7
E.S. 26 23 1.0 6.2 44 3.3 2.1
p menor que N.S. .0005 .0005 .0005 .025 .0005 .025

(1) Muestra obtenida en condiciones basales.

(2) Muestra obtenida 10 minutos después de inyectar heparina (10u./kg.).

rir una dieta libre isocalorica y por lo menos
cuatro semanas después de suspender medica-
mentos con efecto sobre el metabolismo de
las lipoproteinas.

El estudio se lievo a cabo después de por lo
menos cuatro semanas de ingerir una dieta li-
bre isocalérica. Las mujeres que todavia
menstruaban fueron estudiadas durante los
diez primeros dias de su ciclo, Después de un
ayuno de doce horas, se tomo una muestra de
sangre y se inyectd 10 unidades de heparina
por kilogramo de peso, tomandose una se-
gunda muestra diez minutos mas tarde. En la
primera se analiz6 la concentracién de coles-
terol, de triglicéridos (A) y el patrén electro-
forético; cuando los resultados no fueron
concordantes con los de los analisis iniciales,
el caso fue excluido. En la sequnda muestra
se determind solamente la concentracion de
triglicéridos (B). Al analizar los resultados se
tuvo en cuenta la diferencia entre ambas en
términos absolutos (A-B) y esta diferencia ex-
presada como porciento de la concentracion
inicial (A-B/A x 100).

El significado de las diferencias entre pro-
medios y entre porcentajes fue determinado
por medio del test de Student. Se considerd
que una diferencia con un valor *“p" entre
0,05 y 0,02 era de significado dudoso, siendo
su significado cierto cuando la “p'* era menor
de 0,02. El mismo criterio se aplicd a los va-
lores de *p" utilizados para evaluar la pre-
cision de los coeficientes de correlacion (r).

RESULTADOS

1) Sujetos Normales:

Los resultados estan resumidos en la
Tabla |. Se puede observar en la misma la
edad, el peso y la talla de 34 hombres y

34 mujeres. Se dan los valores del promedio,
del error standard (E. S.) y de “p" para la
comparacidn entre los dos grupos.

Hombres y mujeres no diferian en edad,
pero los hombres eran mas altos y pesados,
como era de esperar. Las concentraciones
iniciales de triglicéridos (A), las finales (B),
la diferencia entre ambas expresadas en
términos absolutos (A-B), y relativos (A-B/A
x 100), fueron inferiores en las mujeres.

1

A) Diabetes: Los datos han sido resumi-
dos en la Tabla Il. Se estudiaron 12 pacientes,
de los que 9 presentaban un fenotipo IV (pre-
sencia de cantidades anormales de pre-beta
lipoproternas) y 3 un fenotipo V (presencia
de cantidades anormales de pre-beta lipopro-
teinas y de quilomicrones). Con excepcion
de un caso de fenotipo IV que recibia insu-
lina, los demas estaban controlados por me-
dio de dieta, con o sin el afiadido de sulfoni-
fureas. Los datos del diabético insulino de-
pendiente son presentados por separado. Para
facilitar la comparacion, al pie de la Tabla
se incluyen los datos de los hombres norma-
les.

1) Diabéticos de fenotipo IV controlados

sin insulina: si bien los promedios de
edad y peso eran superiores en los pacientes,
las diferencias no llegaron a ser significativas.
Las concentraciones de triglicéridos en las
dos muestras, asi como el descenso expresa-
do en términos absolutos, eran mayores que
en los sujetos normales. Cuando el descenso
inducido por heparina fue expresado en tér-
minos relativos, se observé que era francamen-
te inferior al de los controles.

2) Diabético de fenotipo |V que requeria

Hiperlipoproteinemias secundarias:



12 * EXPERIENCIA MEDICA

ANO { - No. 1 - Noviembre 1983

insulina: Este sujeto, moderadamente
excedido de peso, presentaba un gran exceso
de triglicéridos, exceso contenido, por defini-
cion, exclusivamente en sus pre-beta lipopro-
teinas (VLDL). Después de dar heparina el
descenso que tuvo lugar en la concentracidn
de triglicéridos fue espectacular, ya que ex-
cedié6 ampliamente los observados en todos
los otros pacientes descriptos hasta ahora.
Expresado en términos relativos, el descenso
estuvo por encima del rango normal.

3) Diabéticos de fenotipo V: Ninguno de
los tres requeria insulina. Por definicion,

en ellos el exceso de triglicéridos estaba con-
tenido tanto en quilomicrones como en pre-
beta lipoproteinas (VLDL), aunque en el
momento de la prueba la concentracién ba-
sal de triglicéridos no haya estado demasia-
do elevada en dos de ellos. El descenso de
su concentracion que tuvo lugar después de

absolutos en dos de ellos y subnormal en el
restante. Cuando fue expresado como frac-
cion del valor basal, estuvo siempre por de-
bajo del rango normal.

B) Disfuncion hepatica no alcohdlica:
En la Tabla IlIl se consignan algunos datos
de interés acerca de estos cinco pacientes,
tal como los resultados de la retencion de
bromofenolftaleina, el test de tolerancia
a la glucosa, los resultados del estudio his-
toloégico cuando fue llevado a cabo, y la
posible etiologia de la disfuncién hepatica.
Las transaminasas, la protrombina y el protei-
nograma por electroforesis fueron normales
en todos los casos. La bilirrubina también
era normal con excepcién del caso de Dubin-
Johnson. Interesa notar que el test de tole-
rancia a la glucosa fue anormal en cuatro
de los cinco casos. Todos ellos exhibran
un fenotipo IV (exceso de pre-beta lipopro-

recibir heparina, fue normal en términos teinas o VLDL),
TABLA 1|
HIPERLIPOPROTEINEMIAS SECUNDARIAS (1)
DIABETES
TRIGLICERIDOS
{mg./dl.)
Edad Peso Talla AN B (2) A-B AB 100
(Kg.} {em.) A

DIABETICOS DE
FENOTIPO IV (N=8) (3)
Promedio 50.0 844 1703 315.0 2286 86.4 304
E.S. a4 39 24 48.8 450 9.0 4.3
p menor que (4) N. S. N. S. N.S. .01 .01 .02 .01
UN DIABETICO TIPQ
IV INSULINO - 34 76 166 1590 880 710 44.7
DEPENDIENTE
DIABETICOS DE
FENOTIPO V (3)
D.T.V, 47 a1 169 211 197 14 6.6
D.T.V, 45 85 173 1.060 1.020 40 3.8
D.T.V, 46 102 175 262 189 73 27.9
HOMBRES NORMALES (N=34)
Promedio 43.6 75.6 1709 120.0 59.1 60.9 50.8
E.S. 2.2 22 09 45 3.2 3.2 19
Promedio * 3 E.S. 37.0- 69.0- 169.1- 106.5- 49.5- 51.3- 45.1-

50.1 82.2 1727 1335 68.7 70.5 56.5

{1) Muestra obtenida en condiciones basales.

(2) Muestra obtenida 10 minutos después de inyectar heparina,
(3) Controlados con dieta con o sin el agregado de sulfonilureas
{4) Comparacién con hombres normales.
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TABLA I
PACIENTES CON DISFUNCION HEPATICA

RETENCION T.T.G. HISTOLOGIA POSIBLE ETIOLOGIA

DE B.S. F. (1)
D.H.1 90/o0 Anormal - Ex-alcoholista, Obesidad. Diabe-

tes latente,

D.H.2 10 o/o Anormal - Obesidad. Diabetes latente.
D.H.3 14 o/o Anormal Degeneracion grasa ‘Obesidad. Diabetes latente
D.H. 4 18 ofc Normal Degeneracidn grasa éInhalacion de solventes?
D.H.5 7 o/o Anormal Dubin-Johnson Diabetes latente

{1) Normal: Menor que 5 0/0 a

los 45 minutos.

TABLA IV
HIPERLIPOPROTEINEMIAS SECUNDARIAS (11}
DISFUNCION HEPATICA (FENOTIPO IV)

TRIGLICERIDOS

(mg./dl.)
EDAD PESO TALLA A1) B (2) AB AB 4100
(Kg.) {cm.,) A

DH 1 47 81 169 255 155 100 39.2
DH 2 39 93 168 405 164 241 59.5
DH 3 56 N 174 197 91 106 53.8
DH 4 34 81 172 710 475 235 33.0
Premedio 440 86.5 170.8 391.8 221.3 170.5 46.4
E.S. 4.8 16 16 114.8 86.1 39.0 6.2
p menor que (3) N. S. .01 N. S. .02 N.S. .01 N. S.
DH 5 (4) 32 76 171
(5) 1.136 1.000 136 12.0
6) 1.128 1.000 128 114
{7) 600 472 128 21.3
HOMBRES NORMALES
(N =34)
Promedio 43.6 75.6 170.9 1200 59.1 60.9 50.8
E.S. 2.2 2.2 0.9 4.5 3.2 3.2 1.9
Promedio +3 E. S. 37.0- 69.0- 169.1- 106.5- 49.5- 51.3- 45.1-

= 50.1 82.2 172.7 133.5 68.7 70.5 56.5

{1) Muestra obtenida en condiciones basales.

{2) Muestra obtenida 10 minutos después de inyectar heparina.
(3) Comparacidn con los sujetos normales.

(4) Enfermedad de Dubin-Johnson.

{5) Estudio llevado a cabo en las condiciones habituales.

(6) Después de 2 semanas de ingerir una dieta rica en grasas.

{7) Después de 2 semanas de ingerir una dieta pobre en carbohidratos mas clofibrato (2g. por dia).

En la Tabla IV se presentan los datos agru-
pados de los primeros cuatro pacientes; se
desglos6 el caso diagnosticado como Dubin-
Johnson que se presenta por separado por
haber sido estudiado en tres ocasiones dife-
rentes. Para facilitar la comparacion, al pie
de la pdgina se incluyen los datos de los
hombres normales.

En los primeros cuatro pacientes el peso
era superior al normal. La concentracion
basal de triglicéridos y el descenso inducido
por heparina expresado en términos absolu-

tos fueron mayores que en los sujetos nor-
males; en términos relativos el descenso
estuvo dentro del rango normal. El paciente
portador de una enfermedad de Dubin-
Johnson fue estudiado en tres oportunidades
diferentes: a) Bajo las condiciones generales
descriptas mas arriba. b) Después de dos se-
manas de ingerir una dieta rica en grasas.
c) Después de 2 semanas de sequir una dieta
pobre en carbohidratos, con el anadido de
2 gr. de clofibrato por dia.

Los resultados de las dos primeras son
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practicamente idénticos, con valores basa-
les muy elevados y descensos absolutos su-
periores a los normales, pero relativamente
bajos. En la tercera,la concentracién de tri-
glicéridos se habia reducido casi a la mitad,
pero el descenso inducido por heparina fue
practicamente idéntico al observado en los
tests anteriores; porcentualmente fue mayor,
pero estuvo aln asi por debajo del rango
normal.

C) Alcoholistas: Se resume en la Tabla V
los datos de 30 estudios llevados a cabo en
26 sujetos. En dos de ellos el fenotipo era
iIb (exceso de beta y de pre-beta lipopro-
tefnas), en uno era Tipo V y en los demas
era Tipo V. Aungue la dispersion de los va-
lores es grande, se puede observar que la con-
centracion basal de triglicéridos y el descen-
so absoluto eran francamente superiores a
los del grupo control, mientras que el descen-
so relativo era inferior.

En la misma tabla se pueden ver los datos
correspondientes a cinco sujetos que se abstu-
vieron por completo de beber alcohol y fue-
ron estudiados nuevamente un mes mas tarde.
Se los seleccion6d entre muchos que afirma-
ron no haber bebido alcohol durante el mismo
pericdo, por tenerse la razonable certidumbre
de que decian la verdad. Antes del periodo de
abstinencia la concentracién basal de trigli-
céridos estaba elevada como en los demas,
pero a diferencia de ellos el descenso abso-
luto causado por heparina era normal; el
descenso relativo era muy bajo.

Cuando fueron estudiados nuevamente
después del periodo de abstinencia, se pudo
observar que la concentracion basal de tri-
glicéridos habra descendido pero no al rango
normal. EI descenso absoluto se incrementd
a mas del doble, con lo que el descenso rela-
tivo fue claramente normal.

En la Tabla V se pueden ver también los
valores de “p" correspondientes a la compara-

TABLA V
HIPERLIPOPROTEINEMIAS SECUNDARIAS
ALCOHOLISTAS

TRIGLICERIDOS

{mg./dl.)
EDAD PESO TALLA A (1) B (2) A-B A-B x 100
(Kg.) {em.) A

ALCOHOLISTAS
(N =26, 30 tests)
Promedio 419 844 170.2 514.2 321.7 100.9 28.6
E.S. 1.3 20 1.8 105.2 499 13.0 34
p menor que (3) N.S. .005 N. S. .0005 .0005 .0025 .0005
ALCOHOLISTAS ABSTINENTES
(N =56)
Antes de la abstinencia
Promedio 41.0 81.0 162.0 534 471 64 13.8
E.S. 0.9 3.0 5.0 213 198 17 23
Después de la abstinencia
Promedio Sin variaciones 324 183 141 475
E.S. significativas 70 60 26 9.5
p menor que (3) .0005 .0005 .0005 N.S.
p menor que (4) N. S. N. S. .05 .01
HOMBRES NORMALES
(N =34)
Promedio 43.6 75.6 170.9 120.0 59.1 60.9 50.8
E.S. 2.2 2.2 09 4.5 3.2 3.2 1.9
Promedio +3 E. S. 37.0- 69.0- 169.1- 106.5- 49.5- 51.3- 45.1-

- 50.1 822 172.7 133.5 68.7 70.5 56.5

(1) Muestra obtenida en condiciones basales.

{2) Muestra obtenida 10 minutos despusés de inyectar heparina (10u./kg.).

(3) Comparacién con el grupo de sujetos normales.

(4) Comparacion de los tests llevados a cabo antes y después del periodo.
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cién de los tests llevados a cabo en los mismos
sujetos antes y después de la abstinencia-de
alcohol: La diferencia entre los descensos ab-
solutos inducidos por la heparina es de gran
magnitud pero de significado dudoso por el
escaso numero de casos. Los descensos rela-
tivos son claramente mas elevados después
del periodo de abstinencia.

D) Los resultados de las investigaciones
practicadas a todos los pacientes son resumi-
dos en la Tabla VI.

11} Correlacion entre la concentracion
basal de triglicéridos y su descenso
absoluto:

La observacién de los resultados permitiod
sospechar que existia una relacion directa
entre la concentracion basal de triglicéridos y
su descenso inducido por la heparina, expresa-
do en términos absolutos (A-B).

Con el fin de explorar esta hipdtesis se
calculd los coeficientes de correlacion (r)
entre ambos valores para cada una de las
categorias que contd con un namero suficien-
te de pacientes y los valores de '‘p’’ corres-
pondientes a los mismos (Tabla VIil). Para
facilitar las comparaciones se incluyen datos
correspondientes a pacientes portadores de hi-
perlipoproteinemias primarias (2).

Los valores de *‘“p' fueron menores de
0,02 con excepcién de los correspondientes
a “Diabéticos tipo IV" y a “Disfuncion he-
patica” que fueron menores de 0,05; la di-
ferencia puede explicarse por el escaso nu-
mero de pacientes incluidos en las citadas
categorias (8 y 4 respectivamente). Los
valores de “r" oscilaron entre 0,69 y 0,90
en todas las categorras con excepcion de los

alcoholistas en los que *‘r’* fue 0,58.

COMENTARIOS

En Jla introduccion se resumieron las ra-
zones que nos indujeron a investigar la utili-
dad de un test que permitiera evaluar de una
manera sencilla y reproducible el efecto de las
enzimas activadas por la heparina sobre sus
substratos naturales en la intimidad de los te-
jidos. En esta Seccion se analizara, a la luz de
la experiencia de otros autores, la metodolo-
gia empleada y los resultados obtenidos.

A) Metodologra:

Conviene evaluar primero la metodologia
empleada, en particular la dosis kje heparina
administrada, el tiempo seleccionado para

extraer la segunda muestra y las determina-
ciones analiticas efectuadas sobre esta Gltima.

I) Dosis de heparina: Las dosis utilizadas
por diversos autores han variado mucho. La
mayor parte de las investigaciones iniciales
utilizaron dosis bajas, en el orden de las 10
unidades de heparina por kilogramo de peso,
tal como se hizo en este trabajo. A pesar de
saber que dosis mayores resultaban en una
mayor actividad enzimatica, decidimos utili-
zar la citada por: 1) Su escasa actividad anti-
coagulante. 2) La experiencia adquirida en un
trabajo previo (1), en el que observamos
significativas alteraciones en la composicion
quimica de las lipoproteinas después de in-
yectar 10 wu./kg. La liberacidn maxima,
tanto de LPL como de LOH, parece reque-
rir en el hombre 100 u./kg. (33) y en la
rata 500 u./kg. (35). No esta establecida la
dosis que garantice la adquisicién de un
méaximo de informacién con un minimo de
riesgo, lo que requerira estudios compara-
tivos. No se debe olvidar que la dosis de he-
parina utilizada como anticoagulante es pre-
cisamente 100 u./Kg., lo que limitaria signi-
ficativamente su utilizaciéon en un test diag-
nostico como el propuesto.

1) Tiempo de extraccién de la segunda
muestra: Achdval y colaboradores demostra-
ron que, después de inyectar 10 u./kg., la
actividad lipolitica plasmatica decrece en
forma exponencial, con una vida media de
18,2 minutos en los sujetos normales y de
16,6 minutos en heterozigotas del tipo Ila.
Cuando se extrajeron muestras de sangre
10,30 y 60 minutos después de la inyec-
cién, el maximo efecto se observé en la pri-
mera, con un gradual retorno hacia los va-
lores basales (1). Con la misma dosis Boberg
encontro que tanto la LPL como la LOH
permanecen constantes en un maximo entre
10 y 20 minutos, para declinar después
rapidamente (8). Por lo tanto, nos pareci6
adecuado obtener la segunda muestra 10
minutos después de la primera.

I11) Determinaciones analiticas efectuadas
sobre la segunda muestra: En la Tabla VIl
se han resumido los resultados de una inves-
tigacion anterior (1), en la que los Iipidos
de las lipoproteinas fueron separados en es-
tado de pureza por medio de cromatogra-
fia sobre capa delgada de gel siliceo. Por
medio de esta técnica se demostré por pri-
mera vez que los triglicéridos de los tres
grupos de lipoproteinas son igualmente afec-
tados por la ALPH. Ademas se observd un
descenso en los fosfolipidos de las VLDL,
pero no en los fosfolipidos de las HDL
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TABLA Vi
REDUCCION EN LA CONCENTRACION DE TRIGLICERIDOS

Absoluta (mg./dl.) Relativa {(o/o de A)

1) Controles normales
(N =68)
11} H, L. P.secundarias
A) Diabéticos estables
(N=12)
1) Tipo IV
a) Tratados con dieta con o sin sulfonilureas
(N =8}
b) Tratados con insulina
(N=1)
2) TipoV
(N=3)
B) Disfuncion hepatica leve {Tipo V)
1) Hombres
(N =4)
2) Dubin-Johnson (3 tests en 1 paciente)
C) Aicohdlicos
A1) (N=26)

A2) (N =5)

A3)

A1) Bebian entre 120 y 180 gramos de alcohol por dia.
A2) Después de 30 dias de abstinencia.

A

Mayor en hombres que
en muijeres{p £ .0005)

Mayor en hombres gque
en mujeres(p £ .025)

Grande Pequefia
p £.02 p £ .01
Muy grande Normal
Pequefia (2) Pequefia
o normal (1) p £ .001
Grande Normal
p £ .01

Grande Pequefa
Grande Pequeia
p £.0025 p £ .0005
Grande Normal
p £.0005

Grande Grande
p £ .05 p £.01

3) Comparacion de los valores obtenidos antes y después de 30 dias de abstinencia en cinco pacientes.

TABLA VI
CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION BASAL DE TRIGLICERIDOS Y SU DESCENSO ABSOLUTO INDUCIDO
POR LA INYECCION DE HEPARINA (A-B)

CATEGORIA HOMBRES MUJERES
r p menor que r p menor que
1) Normales 0.70 0.01 0.69 0.01
2) H. L.P.primarias
a) ila 0.87 0.01 0.88 0.01
b} iib 0.81 0.01 0.78 0.02
c) 1V 0.76 0.01 0.78 0.01
3) H. L.P.secundarias
a) Diabéticos Tipo IV 0.90 0.05 - -
b) Lsfuncién hepatica 0.81 0.05 - -
c) Alcoholistas 0.58 0.01 - -

ni de las LDL. Consideramos que, trabajan-
do sin fraccionamiento de lipoproteinas las
alteraciones de los fosfolipidos de las VLDL
se verian enmascarados por la estabilidad
de los mismos en las otras dos lipoprotei-
nas; por lo tanto restringimos nuestra inves-
tigacion a los triglicéridos de la segunda mues-
tra.

Cuando el descenso en la concentracion
de ftriglicéridos inducido por la heparina fue

expresado como porciento de la concentra-

cibn basal —(A-B/A)} x 100— se observaron
valores muy similares en los tres grupos de
lipoproteinas y en el plasma, tanto en los
sujetos normales como en los pacientes
afectados de hiperlipoproteinemia tipo lla
(1). Tales datos no pueden ser extrapolados
a otros trastornos metabdlicos, pero permi-
ten presumir que las fluctuaciones en la con-
centracion de triglicéridos totales, observa-
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da después de la inyeccion de heparina,
son representativas uc 10 que ocurre con los
triglicéridos de zada una de las lipoproteinas.

Lo ocurrido con los triglicéridos de las
lipoproteinas plasmaticas es el resultado de
la accion de por lo menos tres enzimas,
la LPL del tejido adiposo, la LPL del tejido
muscular y la LOH localizada en el higado.
Las actividades de tales enzimas estan some-
tidas a un complejo mecanismo de control,
imperfectamente conocido; no fluctdan de
manera paralela, y a veces lo hacen en senti-
do opuesto (17, 44, 52, 45, 46, 39, 47, 27,
22). Es concebible que fluctuaciones en la
actividad de una de ellas sean obscurecidas
o canceladas por fluctuaciones de otras en
sentido inverso. Tales inconvenientes son
inevitables en un disefo experimental como
el aqui utilizado. Se intenté reducir su tras-
cendencia prestando una meticulosa atencién
a la seleccion de los pacientes, estudiandolos
clinicamente con detenimiento y uniforman-
do dentro de lo posible las condiciones que
rodearon la ejecucidén de los tests.

B) Resultados:
I} Consideramos primero ciertos aspectos
relacionados con edad y sexo.
1) Edad: Krauss y colaboradores (33)
observaron que la actividad de la LPL
era mayor en adultos varones que en nifios
y adolescentes del mismo sexo; lo opuesto se
observé para la actividad de la lipasa de origen
hepatico (LOH). En las mujeres la actividad
de la LPL exhibié correlacién positiva con la
edad, lo que no se observd en la actividad
de la LOH. En nuestro material la edad de
los controles y de los pacientes era similar,
con excepcion de los hombres y mujeres
poiwuGies de hiperlipoproteinemia de tipo

TABLA Viji
EFECTO DE LA INYECCION DE HEPARINA SOBRE
LOS LIPIDOS DE LAS LIPOPROTEINAS
PLASMATICAS (x)

LIPOPROTEINAS

ELEVADA BAJA MUY BAJA
DENSIDAD DENSIDAD DENSIDAD

LIPIDO

COLESTEROL

Libre No varié No varié No vario
Esterificado No varié No vari6 No varjb
TRIGLICERIDOS Descendi6  Descendié  Descendié
FOSFOLIPIDOS No varié No varié Descendid

(x) Achaval A., Ellefson R. D., Juergens J. L., Tauxe W. N.:
Circulation (Suppl. I11) 1, 1966.

IIb (2). Para los hombres la diferencia era
de significado dudoso, pero fue mas eviden-
te en las mujeres, cuyo promedio de edad
era 12,2 afios superior al del grupo control.
Para todos los grupos fue evidente una abso-
luta falta de correlacion entre la edad y el
descenso en la concentracion de triglicéridos,
expresada tanto en valores absolutos como
relativos.

2) Sexo: La actividad de la LPL en tejido

adiposo y en plasma obtenido después
de la inyeccién de heparina es mayor en las
mujeres que en los hombres, mientras que no
hay diferencias en la LPL del tejido muscular
(44, 46, 30). En nuestro grupo de sujetos
normales, el descenso en la concentracidon
de triglicéridos, expresado en términos
tanto absolutos como relativos, fue superior
en los hombres. En los portadores de hiper-
lipoproteinemias primarias no se observd
diferencias entre sexos (2). Tales discrepan-
cias pueden explicarse por la dosis utili-
zada ya que las diferencias entre sexos pue-
den no hacerse evidentes cuando se utilizan
dosis bajas de heparina (30).

Teniendo en cuenta la diferencia observa-
da entre los hombres y mujeres de nuestro
grupo control, los sexos fueron tratados por
separado en todos los casos.

I1Y Hiperlipoproteinemias secundarias.
1) Diabetes mellitus: (Tabla I1) desde cierto
punto de vista nuestro grupo de pacien-
tes es heterogéneo, ya que algunos exhibian
un fenotipo IV y otros un fenotipo V; algu-
nos estaban controlados con dieta, otros
recibian sulfonilureas y uno se inyectaba
insulina. Para compensar parcialmente tal
heterogeneidad se separé los pacientes de
acuerdo con su fenotipo y se desglosd del
fenotipo 1V al que recibia insulina. Desde
otro punto de vista, nuestros pacientes com-
partian muchas caracteristicas de importan-
cia: eran del mismo sexo y aproximadamente
de la misma edad; ninguno habra tenido e-
pisodios de acidosis; durante el mes ante-
rior al estudio la orina recogida en ayunas
no contuvo glucosa ni cuerpos cetdnicos y
la glucemia oscilo entre 110 y 210 mag./dl.
Se los podria catalogar por lo tanto, como
diabéticos estables imperfectamente trata-
dos y modestamente descompensados. Por
lo tanto, no incluiremos aqui referencias
a trabajos llevados a cabo en animales o seres
humanos insulinoprivos, situacion metabé-
licamente muy diferente.
En diabéticos la LPL de origen muscular
y la lipasa de origen hepatico son normales,
mientras que fa LPL del tejido adiposo
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es deficiente y no se incrementa después
de una comida como normalmente ocurre
(47, 43). En la mayor parte de los diabéti-
cos imperfectamente compensados, la ac-
tividad lipolitica postheparinica del plasma
(ALPH) es normal después de inyectar una
dosis pequefia de heparina, pero se hace
subnormal después de una infusién prolon-
gada. Las anormalidades citadas no estédn
presentes en pacientes perfectamente com-
pensados.

Una evaluacion detenida de nuestros pa-
cientes permite reconocer una Unica dife-
rencia importante entre los portadores de
hiperlipoproteinemia primaria tipo IV vy los
diabéticos con hiperlipoproteinemia secun-
daria y fenotipo IV: hiperglucemia en ayu-
nas (2). Conviene recordar ademas, que mu-
chos de los primeros tenrfan tests de tole-
rancia a la glucosa anormales. No sorprende
por lo tanto, el similar comportamiento
de ambos grupos después de recibir hepari-
na. Creemos que comentarios referentes a
portadores de un tipo IV primario pueden
aplicarse también a los portadores de un ti-
po IV secundario a la diabetes.

Persson (46) y Larsson {37) demostraron
una deficiencia en la actividad de la LPL
por unidad de peso del tejido adiposo en
pacientes de tipo V. Boberg (9) y Huttunen
y colaboradores (30) encontraron que la
LPL plasmaética era también menor. Sin em-
bargo, no todos los datos sugieren deficien-
cia de las enzimas en sujetos portadores de
un fenotipo IV primario: Algunos de los
pacientes de Huttunen (30) tenian valores
normales de LPL en plasma y todos ellos
exhibian una actividad de la lipasa hepatica
normal o aumentada. Goldberg y colabora-
dores (23) investigaron la LPL en tejido
adiposo en ayunas y después de una comi-
da, encontrando valores normales, tanto en
el tipo IV como en otras hipertrigliceride-
mias genéticamente determinadas. La situa-
cién se complica ain mas si se tiene en cuenta
que ciertos autores postulan un defecto en las
apolipoproteinas de sujetos portadores de un
fenotipo 1V, que las harra resistentes a la ac-
cion de fa LPL, aunque ésta tuviera una acti-
vidad normal (14, 36).

Recordando la dependencia de la LPL
del tejido adiposo con respecto al estimulo
insulinico (51) no sorprende la espectacular
respuesta a la heparina del diabético tratado
con dicha hormona. En términos absolutos
el descenso fue mas de diez veces superior al
promedio normal y tres veces superior al del

sujeto que mas se le aproximoé desde este
punto de vista.

Los diabéticos de fenotipo V se distinguian
de los de fenotipo IV solamente por la quilo-
micronemia en ayunas Sin embargo, después
de recibir heparina, el descenso en la con-
centracién de triglicéridos fue inferior al nor-
mal en dos de ellos y normal en el restante.
Esto los distingue claramente de los diabé-
ticos de fenotipo IV y de los portadores -
de hiperlipoproteinemia® primaria tipo V,
en quienes el descenso de la concentracion
de triglicéridos inducido por la heparina fue
claramente superior al normal. Son varias
las posibles causas del reducido clearence
de triglicéridos en estos pacientes y nuestros
datos no nos permiten discriminar entre ellas.

2) Disfuncion hepdtica: (Tablas [Il y V).
Estos pacientes fueron separados de
los demds de fenotipo IV por la anormali-
dad de la retencion de bromofenolftaleina.
Esta investigacion no fue indicada rutinaria-
mente; se la solicitdé cuando algun dato de
la historia clinica o del examen fisico su-
girieron la existencia de una hepatopatia.
Por lo tanto, es posible que dentro de los
demas grupos hayan quedado incluidos
pacientes portadores de disfunciéon hepa-
tica —segun nuestra definicion— que no fue
reconocida.

lLLa normalidad de las demas investigacio-
nes —con excepcion de la bilirrubina en el
caso de Dubin-Johnson— indica que la fun-
cion hepatica estaba modestamente compro-
metida. En los casos 3 y 4 el estudio histolo-
gico mostré degeneracidén grasa, y es muy
probable que éste haya sido el substrato
anatémico en los casos 1 y 2. Conviene
recordar que en cuatro de los cinco casos
el test de tolerancia a la glucosa fue anor-
mal,

En la cirrosis hepatica se ha descripto la
presencia de inhibidores de la actividad
lipolitica plasmatica activada por la heparina
(ALPH) (16) pero ninguno de nuestros pa-
cientes cae en esta categoria. La actividad
de la lipasa de origen hepatico (LOH) esta
disminuida en la uremia (4), durante la ad-
ministracién de estrégenos (3), en el hipoti-
roidismo (34) y en la hiperlipoproteinemia
tipo ila (42). No disponemos de informa-
cidbn con respecto a su comportamiento en
hepatopatias leves.

- En nuestros pacientes, excluyendo el caso
de Dubin-Johnson, el descenso en la con-
centracion de triglicéridos estuvo por encima
de lo normal en todos los casos; cuando el
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descenso fue expresado como porciento del
valor basal, dos pacientes estuvieron por de-
bajo del rango normal y dos dentro de éste.
El comportamiento de este grupo no difie-
re mucho de los hombres portadores de fe-
notipo IV primario (2).

El caso de Dubin-Johnson, fue de gran
interés para nosotros por la severa hipertri-
gliceridemia que se acompafiaba de crisis
recurrentes de dolor abdominal. Fue estucia-
do en tres oportunidades diferentes, tal como
esta resumido en la tabla IV. Su respuesta
a la heparina es muy similar a la de los sujetos
identificados como DH1 y DH4, con reduc-
ciones absolutas de la concentracién de tri-
glicéridos superiores a lo normal, y reduccio-
nes relativas inferiores a lo normal, por el
elevado valor basal. En el caso que nos ocupa
interesa destacar la sorprendente similitud
en los valores de (A-B), a pesar de haberse
llevado a cabo los tests en condiciones di-
ferentes y con diversas concentraciones basa-
les de triglicéridos. La combinacion de dieta
pobre en carbohidratos con la administraciéon
de clofibrato durante dos semanas redujo a
la mitad la concentracién basal de triglicé-
ridos, sin afectar para nada la magnitud
del descenso inducido por la heparina. Este
no es argumento que sirva para negar el de-
mostrado efecto del clofibrato sobre la ac-
tividad de la LPL, ya que puede manifestarse
recién a las cuatro semanas (26).

3) Alcoholistas: (Tabla V). Estos pacientes
fueron separados de los demas, teniendo

en cuenta el efecto inhibidor del alcohol
sobre la actividad lipolitica del plasma induci-
da por heparina (ALPH) (29, 40). La gran
mayoria (23 de 26 pacientes) presentaba un
fenotipo 1V, vy la respuesta del grupo a la
inyeccion de heparina fue indistinguible de
la de los hombres con tipo |V primario (2).
De esta observacion podria emerger la idea
de que el alcohol, en la cantidad ingerida por
estos sujetos (120 a 180 ml. de alcohol
puro por dia) no tiene un efecto percepti-
ble sobre la actividad enzimatica inducida
por heparina. Sin embargo, cuando se estu-
di6 de nuevo un. pequefio grupo después
de un mes de abstinencia se observo que el
descenso absoluto de la concentracion de
triglicéridos inducido por heparina fue mas
del doble y el descenso relativo se triplico.
Se podria concluir que el grupo de pacientes
gue ingeria cantidades excesivas de alcohol
adquirid de esta manera un trastorno me-
tabdlico en cierta medida similar al padeci-
do por los portadores de un fenotipo IV

primario, trastorno que demostré ser par-

cialmente reversible con s6lo un mes de
abstinencia.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se investigaron las consecuencias de la
activacion de enzimas lipoliticas por la
heparina exotgena, determinando los cam-
bios en la concentracion de su substrato
natural, los triglicéridos de las lipoprotei-
nas plasmaticas. Los limites de la respuesta
normal fueron establecidos por medio del
estudio de 34 hombres y 34 mujeres. Los
sujetos del experimento fueron 43 porta-
dores de hiperlipoproteinemias secundarias.
En cada caso se llevd a cabo un examen
clinico completo que permitié excluir en-
fermedades concurrentes y clasificar con
precision las HLP. La concentracion de los
triglicéridos plasmaticos fue determinada
antes (A) y 10 minutos después (B) de la
inyeccion de 10u. de heparina por kilogra-
mo de peso. La diferencia entre A y B fue
expresada en mg./dl. (reduccidbn absoluta)
y como porciento de A (reduccién relativa).

Se puede concluir que: 1) Por medio de
la técnica propuesta es facil estimar la activi-
dad de las enzimas lipoliticas que son acti-
vadas por la heparina, mientras actian sobre
sus substratos naturales en la intimidad de
los tejidos. 2) Una obvia limitacion, inheren-
te a la naturaleza del diseiio experimental,
es la imposibilidad de distinguir entre los
efectos de la lipasa de origen hepatico, la
lipoprotein-lipasa originada en el tejido
muscular, y la originada en el tejido adipo-
so. 3) La técnica propuesta podria quizas
proporcionar mas informacién incrementan-
do la dosis de heparina y determinando la
concentracién de triglicéridos en cada una
de las lipoproteinas, en vez de hacerlo en
plasma. 4) Creemos que nuestra técnica
puede ser Gtil tanto en el laboratorio de
rutina, como en el de investigaciones meta-
bolicas: En el primero, porque es la Unica
que puede llevarse a cabo facil y econémi-
camente en grandes grupos de pacientes.
En el segundo, porgue no comparte con
tos métodos in vitro muchas de sus limita-
ciones; si se llevaran a cabo simultaneamen-
te es posible que una nueva luz iluminara
hechos conocidos pero de dificil interpre-
tacion.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

We investigated the consequences of the
activation of lipolytic enzymes by means of
exogenous heparin, determining the changes
in concentration of their natural substrates,
the triglycerides of the circulating lipoproteins.
The normal ranges were established through
the study of 34 males and 34 females. Subjects
of the experiment were 43 patients with
secondary hyperlipoproteinemias. A complete
clinical examination was performed in each
case, that allowed the exclusion of associated
diseases, and the accurate classification of
the hyperlipoproteinemias. The concentration
of serum triglycerides was determined before
(A) and 10 minutes after (B) the injection of
10u. of heparin per kilogram of body weight.
The difference between A and B was expressed
in mg./dl. (absolute decrease), and as a
percentage of A (relative decrease).

It can be concluded that: 1) By means of
the proposed technique it is easy to estimate
in vivo the activity of the lipolytic enzymes
that are stimulated by heparin as they attack
their natural substrates. 2) An obvious
inherent limitation of this approach is its
inhability to distinguish between the effect of
the hepatic triglyceride lipase, the adipose
tissue lipoprotein lipase and the muscular
tissue lipoprotein lipase. 3) The proposed
technique could perhaps provide more
information increasing the dose of heparin
and performing the triglyceride assays in each
of the different plasma lipoproteins. 4) We
believe that our approach to the investigation
of heparin activated lipases could be useful
both in the routine and in the research
laboratories. In the former because it is the
only technique that can be easily performed
in large numbers of patients. In the latter
because it overcomes many of the known
limitations of the in vitro assays of the
enzymes. Performed together, new light could
perhaps be shed on known facts.
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