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EFECTE DE DINSULINA SOBRE L'UTILITZACIO
DE LIPOPROTEINES DE MOLT BAIXA DENSITAT (VLDL)
PER TEIXITS EXTRA-HEPATICS A LA RATA «IN VivOn

J. M. Arcriuts, E. HerrerA

INTRODUCCIO GENERAL AL METABOLISME DE LES VLDL. — Els lipids sén
transportats per la sang associats a proteines en forma de lipoproteines.
Aquestes particules es separen tradicionalment en diferenst families caracte-
ritzables per métodes fisics, quimics i immunoquimics. Als darrers anys s'ha
pogut demostrar que totes les lipoprotc'fncs del plasma estan relacionades
metabdlicament, Aix{, per exemple, tant en la rata'-? com en humans
s’ha observat que I’axpopmmm C. principal component proteic de les lipo-
protcines de molt baixa densitat {VLDL), representa un grup comd d'apo-
proteines que poden transferir-se d’'unes lipoproteines a unes altres per dues
vies diferents: a) per un fenomen d'intercanvi inespecific 2 o b) per una
transferéncia a les lipoproteines d'elevada densitat (HDL) durant la degra-
dacié especifica de les lipoproteines riques en triglicérids® De forma con-
traria, a la sintesi de les VLDL hi ha una transferéncia d’apo C a partir
de les HDL. Tanmateix, es concgut que Papropoteina B de les VLDL és el
principal precursor plasmatic de Fapoproteina majoritaria de les lipoproteines
de baixa densitat (LDL),

Aixf dones, tant en la sintesi com en el catabolisme de les VLDL es veuen
implicades la major part de les lipoproteines del plasma. Aquestes VI.DL
constitueixen ¢ls principals transportadors de triglicirids procedents de sin-
tesi endogena. La formacié de VLDL ¢s un procés majoritatiament hepitic,
yue augmenta cn casos d'obesitat, de dietes hipercaloriques’ d'embaris €7 §
d'ingestié d'alcohol ¥ El seu. catabolisme es realitza als teixits extrahepitics
amb la participacié de diferents enzims, com la lecitin-colesterol-acil-trans-
ferasa (LCATY § Ia lipoproteinadipasa (LPL). Per l'accid d’aquest enzim,
les VLDL experimenten una perdua suceessiva de triglicerids (fig. 1) dismi-
nuint de tamany. Al mateix temps hi ha un enriquiment proporcional d'\po
B, originant-se unes lipoproteines de major densitar o lxpoprotc&xzes de densi-
tat intermédia («IDL-remnants») (fig, 1) D'aquestay formy, el teixit penfcr'c
en qliestié pot captar eols acids grassos Hiures (FFA) p ”"Qents dels trigli-
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corids hidrolitzats, ja sigul per la seva reesterificacié, acumulant aixi greixos
(teixit adipds), ja sigui per la seva beta-oxidacié, obtenint aixi energia per
les seves celules (muscul esquelétic, mdscul cardiac, pulmé, ctc.). El desti
principal de les «IDL-remnants» de les VLDL és, en l'heme, la seva con-
versié posterior a LDL, lipoproteines majoritiries en els humans, per succes-
siva perdua de triglicerids i apo C (fig. 1) i enriquiment en 2po Bf mentre
que en la rata les IDL sén majoritariament catabolitzades en ¢l fetget el
que explica els baixes nivells de LDL en aquesta espécie.
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Cal destacar. entre els clements més importants daquest esquema depra-
Jatiu de les VLDL, els components peptidies de les H‘DL, especialment
'apo A-T. activador de la LCAT 1 i Papo C-TIL potent acti rador (.jc la L,Hf'
Recents experiments d'1SHIKAWA i Fioer,'? en els quals consegueixen LTI.”.m,'
nar aquestes apoproteines de les HDL, mitjangant el tractament amb I'mn
\WR 133y, portant a la conclusié que perqué es produeixi ¢l catabolisme
cxtrahcp;‘aticA de les VLDL, és quasi imprescindible la presencia d'HDL
intactes. ' )

Walgrat que, com hem vist, el procés degradatiu dual de les VLDL esta

hen establert, la seva regulacid hormonal 1 la natura de les lipoprateines
formades per interconversid, sdén poc coneguts.

Fic. 1

Rabad



LMY L LIPOCROTETNGS

Indubtablement, tanmateix, aquests sén factors clau per comprendre el
paper fisioldgic i/o patoldgic dels canvis en els nivells de les distintes lipo-
proteines circulants.

EFECTES DE LINSULINA, — L’insulina, hormona antilipolitica i lipogeng-
tica, té algun paper en la regulacié del metabolisme de les lipoproteines i,
conseqiientment, de lHurs nivells en ¢l plasma.

Cualt | col.® observaren en incubacions /7 vitro de fibroblastos de pell
humana amb VLDL marcades amb 1'% qgue 'insulina poténcia la degradacié
de les mateixes. Sembla que Pinsulina actuaria induint canvis en l'unié de
les lipoproteines amb els receprors de cillules perifériques tals com  les
cellules de la pell o les del mdscul arterial llis. De tal manera linsulina
podria facilitar la catabolitzacié cxtrahepitica de les VLDL de dues formes:
@) activant la LPL i facilitant aix{ la formacidé dels productes de hidrolisi
de lHurs triglictrids per a poder ser captats, o b) facilitant la captacié de
VLDL senceres per fagocitosi per celiules extrahepitiques.

Un altre tipus d’evidéncia de linfludncia de 'insulina sobre el catabo-
lisme de les VLDL, el tenim en el cas dels diabetics insulinodeficients, els
quals presenten grans acumulacions plasmatiques de VLDL.M4.5

BorENszZTAIN i col.'® observaren que a ['injectar intraperitonealment insu-
lina a rates dejunades augmentava considerablement Pactivitat LP-lipasica
del teixit adipds.

FrieDMAN i col. estudiaren l'efecte de Uinsulina i els glucocorticoids
sobre I'activitar LP-lipasica de cultius de cellules mesenquimatiques de cor
de rata, concluint que els glucocorticoids controlaven la LPL del cor perd
que era precisa la preséncia de l'insulina per obtenir un efecte dptim.

PLANTEJAMENT EXPERIMENTAL. — En el present treball ens hem proposat
determinar el paper de la insulina en la regulacié 7 vivo de la degradacié
de les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) en la rata hepatectomit-
zada. :

El catabolisme de les VLDL ha estat ja estudiat al nostre laboratori.!®
En aquests cstudis es va veure que, després de I'administracié intravenosa
de VLDL-UYC, el fetge era el teixit que acumulava majoritariament radioac-
tivitat (quasi ¢l 80%). Es per aixd que mereix especial interés estu-
diar la metabolitzacié d'aquestes lipoproteines a la rata hepatectomitzada
per a determinar la participacié dels restants teixits a la metabolitzacié
d'aquestes lipoproteines. Aixd ens permetrd d'estudiar. al mateix temps, el
desti periferic de les 1DL o lipoproteines de densitat intermédia resultants
de la degradacié de les VLDL, al no poder ésser metabolitzades pel fetge.
Tanmateix, era particularment interessant determinar el posible efecte regu-
lador de l'insulina sobre la degradacié de les VLDL-YC, el qual no ha
estat estudiat directament in vivo.
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METODOLOGIA. == ) Amimals: Es varen utilitzar rates femella de raga
Wistar, de pesos compresos entre 150 i 180 g.

4y Sories experimentals: S'cfectuaren quatre series d’experiments amb:

_ Rates amb hepatectomia simulada, tractades i no tractades amb in-

sulina.

. Rates hepatectomitzades tractades i no tractades amb insulina.
o) Hepatectomia: Eis animals foren anestesiats amb nembutal (40 mg/
o1 Es va utilitzar ¢l metode d’hepatectomia «funcional» descrit per Rus-
s¥LL” el qual consisti en tallar la circulacié sanguinia dels vasos que ali-
menten al fetge: trone celfac 1 vena porta. ‘També s'aplica al ferge aillat in
sitze la téenica de Higgins i Anderson ® que consisteix en lligar dos 10buls
del fetge (el mig i el lateral esquerra). D'aquesta forma s'aconsegueix una
hepatectomia «parcial» com 2 mecanisme de scguretat cn Ia evisceracié.
S'uillaren també cls dos ronyons de la circulacid, aconseguint aix{ una
nefrectomia.

K.

[ls animals amb operacié simulada cs manteniren amb 'incisié abdo-
minal i peritoneal, el mateix temps quc durd l'operacié dels de Ialure grup,
manejant el scu fetge i ronyons de forma semblant als eviscerats, perd
sense efectuar cap ligadura, L'insulina s'injectd per la vena cava inferior una
vegada realitzada la darrera lligadura, en una dosi de 1 U/Kg. Passats 5 min,,
s'injectaren les VLDL-"C per la vena femoral, la qual havia estat canulada
amb anterioritat a la operacio propiament dita.

Les VLDL-HC havien estat purificades per ultracentrifugacié i posterior
dialisi, del plasma de rates a les que previament s'havia injectat intraveno-
sament acid palmitic-1-HC { Amersham), el qual s'incorpora 4 les molecules
de VLDL en forma d'acids grassos esterificats. '

‘s animals varen ¢ésser sacrificats a diferents temps després de Vadmi-
nistracio de les lipoproteines marcades 15 % extreient-se la seva sany
per incisio practicada a la vena cava inferior i recollintse en tubs amb
EDTA (1 mg/mb). Bl plasma fou scparat per centrifugacié a 3000 rpm
durant 30 min.

A continuacié es va prendre una aliguota per Pavaluacié de la radioacti-
virat total i associada a lipids, previ fraccionament dels mateixos *' 1 una
altra per realitzar una ultracentrifugacié sequencial del plasma a diferents
densitats # en un rotor 40.3 d'una ultracentrifuga Beckman 1.5-75, obtenint-
s les segtients fraccions: VLDL (d < 1.006), IDL (1.006 <7 d <7 1.019),
CBOTTOM» (d > 1.019), La fraccid BOTTOM>» contenia LDL, HDL i
icids prassos llures lligats a albtmina. Després del seu {raccionament ¢s
va comptar la radioactivitat dels 1ipids associats a VLDL, IDL i «3OTTOM>».

RisurtaTs 1 piscusstd. — Els animals amb hepatectomia simulada trac-
tats amb insulina presentaren, tant als 5 com als 15 min. després de I"admi-
nistracié de VLDL-#C, nivells de radicactivitat en plasma associada 2 1i-
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pids de VLDL i «BOTTOM» per sota dels valots dels basals no tractats
amb insulina (fig. 2). D'ulrra banda, la radioactivitat asociada a lipids de
IDL no canvia als 5 min. i experimentd un fort augment als 15 min. en ¢l
grup tractat amb insulina.

Els animals hepatectomitzats tractats amb insulina presenten, de forma
analoga als no operats, nivells baixos de radioactivitat associada a lipids del
plasma, VLDL i «BOTTOM>» als 15 min. del tracador. En aquest mateix
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F16, 2. — Efecte de insulina sobre la radioactivitat de lipoprotcines plasmitiques, després
de l'administracié de VLDL-1C 3 fa rata, Les dades s’expressen en % de la radioactivitat
amb relacié amb els basals (no tractats amb insulina),
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temps la radioactivitat associada a lipids d'IDL és sensiblement major que
en c¢ls basals com passava també en ¢l cas dels animals amb hepatectomia
simulada (fig. 2). Aquests canvis sén menys evidents als 5 min. del tragador
on les variacions sén també inferiors a les observades a les rates amb hepa-
rectomia simulada,

Aguests resultats s’han de discutir en base a que el metode d’hepatec-
romia utilitzat & valid per Pestudi del metabolisme extrahepatic de les
lipoproteines marcades. Realment, aquest mateix metode ha estat . prévia-
nient urilitzat al nostre laboratori per a determinar 'utilitzacié extrahepatica
d'altres substractes com el glicerol o el palmitat.’®

En el present treball hem observat que linsulina provoca un augment
en la degradacid de les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL). Aquest
efecte s'observa tant a les rates hepatectomitzades com a les controls, per
lo que cs pot concleure que és el resultat d'un efecte extrahepitic de Thor-
mer.. Aquest cfecte es manifesta per la pérdua de radioactivitat associada
a Upids det grup de lipoproteines marcades injectades. La pérdua de H-
pids—"C de les VLDL va associada a un augment de radioactivitat en els
lipids d'IDL, lo qual ens permet suggerir que linsulina estimuia la trans-
formacié de VLDL en IDL (fig. 3). Per les dades de la literatura, era logic
pensar que 'insulina estimulés la metabolitzacié de les VLDL, ja que activa
a ia LPL ' permetent aixf Palliberament de FFA per a ésser captats pels
reixits extrahepitics. In el present estudi hem vist que Tinsulina no sola-
ment activa la desaparicié dels lipids de VLDL, sino que estimula la forma-
ci¢ de lipids associats a partir d’aquelies. Aixd suposa que hormona activa
ambdds pasos (fig. 3): Uhidrdlisi de glicerids de les VLDL, permetent la
formacio d'IDL 1 la captacid dels productes d'aquesta hidrolisi - pels
teixits. Bl fet de que hi bagi un acimul temporal de lipids IDL radicactius
després de 'administracié d'insulina a les rates injectades amb VLDL-MC
permet suggerir que el primer procés és parcial (sols s’hidrolitza una part
dels acids grassos radioactius esterificats de les VLDL), i més rapid que
el segon.
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