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ABREVIATURAS

W

 ABCA-L: Transportador de membrana dependiente de ATP
Apo: Apolipoproteinas |

CETP:  Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
C-HDL: Colesterol de HDL

C-LDL: Colesterol de LDL

CT: Colesterol total

EAC: Enfermedad aterosclerosa coronaria

FCR: Tasa de catabolismo fraccional

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia

LCAT:  Lecitina colesterol acilo transferasa

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LH: Lipasa hepatica

Lp: Lipoproteinas

LPL: Lipoproteina lipasa

PAGE: Electroforesis en gradiente de poliacrilamida
PLTP:  Proteina de transferencia de fosfolipidos

PON:  Paraoxonasa

PPAR: Receptor activado por proliferador de peroxisomas

PPRE: FElemento de respuesta a proliferadotes de peroxisomas

PR: Tasa de produccién

SR-BI:  Receptor scavenger clase B tipo I
Tg: Triacilgliceroles

TRC: Transporte reverso del colesterol

VLDL: Proteinas de muy baja densidad



RESUMEN

En las dltimas décadas, la enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC), es una de las principales causas

de morbilidad y mortalidad en México.
Estudios epidemiolégicos han demostrado una correlacién inversa entre las concentraciones de
colesterol de HDL (C-HDL) y la incidencia de desarrollar EAC. Esta relacion inversa se ha tratado

de explicar por el papel que juegan las HDL en el transporte reverso del colesterol (IRC) y sus
propiedades antiaterogénicas que se le han atribuido. Sin embargo, los mecanismos moleculares ain

no han sido bien establecidos.

La pioglitazona un sensibilizador de la insulina y agonista de los receptores activados por
proliferadotes de peroxisomas (PPARY), es capaz de elevar el C-HDL, sugiriendo que existe un
efecto sobre la sintesis y catabolismo de estas lipoproteinas. Sin embargo, tal efecto no ha sido ain
demostrado. Para determinar si la pioglitazona tiene un impacto directo sobre el metabolismo,
composicion y estructura de las HDL. El firmaco se administré via oral a dosis de 0.6, 1.75 6 2.6
mg/Kg durante 6 semanas a conejos macho (3.5-4.0 kg), de raza Nueva Zelanda. Los resultados
muestran que el tratamiento con pioglitazona incrementa los niveles plasmiticos del C-HDL hasta en
un 26.8% (17.0£4.8 »s 13.4£6.0 mg/dL; p<0.05) en comparacién con el grupo control. Se realizd
una cinética metabélica de A-I de HDL, utilizando un marcaje exdgeno con yodo (**I). Este estudio
mostr6 que el tratamiento con pioglitazona incrementa la tasa de catabolismo fraccional (FCR) en un
119% (0.025%0.005 25 0.049£0.010 h™; p<0.01) y la tasa de produccién (PR) en un 126% (0.5310.17
vs 1.14£0.40 mg/kg*h, p<0.001) en comparacién con el grupo control. La separacién por tamafios
de HDL a través de electroforesis en gradiente de poliacrilamida 3-30% (PAGE), mostr6 un
aumento hasta del 170% (4.9£2.0 5 14.2£2.7, p<0.001) en la proporcién de particulas pequefias
HDL,, en comparacién con el grupo control. La proporcién de HDL,. correlacioné con la FCR,
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sugiriendo que el tamafio de las HDL es un factor determinante en la velocidad de catabolismo de la
apo A-I de las HDL. Estos resultados, se asocia a un enriquecimiento en el contenido de apo E y
colesterol esterificado, asi como a una disminucién en el contenido de triacilgliceroles de las HDL.
La pioglitazona también modifica las enzimas y proteinas involucradas en el TCR; incrementa la
actividad de proteina de transferencia de ésteres de colestefol (CETP), actividad de proteina de
transferencia de fosfolipidos (PLTP) y disminuye la actividad de la lecitina colesterol acilo transferasa
(LCAT). En resumen, el tratamiento con pioglitazona modifica el tamafio y composiciéon de las
HDL, e incrementa la tasa de catabolismo y produccion de la apo Al, generando una mayor
proporcién de particulas pequefias. Estas modificaciones en el metabolismo sugieren que las
propiedades antiaterogénicas de estas lipoproteinas se pueden modificar y que existen otros factores

que determinan la estructura y funcionalidad de las HDL. Esto da lugar a estudios posteriores.



ANTECEDENTES

I. LIPOPROTEINAS

Los lipidos son moléculas relativamente insolubles en agua. En consecuencia, estas moléculas para
ser transportadas en la sangre, desde su lugar de sintesis hasta su destino final, tienen que formar
complejos macromoleculares y seudomicelares con proteinas. A estos complejos se les llama
lipoproteinas (Lp).

Las lipoproteinas (Fig.1) bdsicamente estin constituidas de un nicleo de lipidos no polares
(triacilgliceroles y ésteres de colesterol), rodeadas de una mezcla de lipidos anfipéticos, (fosfolipidos y

colesterol lhbre) y por proteinas llamadas apolipoproteinas que estabilizan al complejo

macromolecular.

‘ Fosfolipidos
pt
{ Colesterol Libre

m—'. Esteres de colesterol
7 Triacilgliceroles
. Apolipoproteinas

Fig. 1. Esquema general de la composicion de las lipoproteinas. Se muestran los lipidos hidrofébicos del
micleo, en su superficie los lipidos antipaticos y las apolipoproteinas que estabilizan a la lipoproteina.



1.1 COMPONENTES DE LAS LIPOPROTEINAS

A. LIPIDOS

Los lipidos son moléculas que estin conformadas por una regidén hidrofilica y una porcién
hidrocarbonada apolar, que presentan gran diversidad de estructuras y funciones, forman parte de las
lipoproteinas plasmaticas y de las membranas. Estos pueden participar como cofactores enzimaticos,
agentes emulsionantes, como fuente de energia y formar parte de la estructura de hormonas y de

mensajeros intracelulares. Los principales lipidos en el plasma humano son el colesterol, fosfolipidos,

triacilgliceroles y acidos grasos.

B. APOLIPOPROTEINAS

Las apolipoproteinas, son unidades proteicas que se unen por interacciones hidrofébicas a los lipidos
y por atracciones electrostiticas a los fosfolipidos de las lipoproteinas, estabilizando a la
pseudomicela lipidica. Estos polipéptidos son de peso molecular variable y sus funciones son
estructurales, actian como ligandos de receptores y como cofactores de enzimas del metabolismo de

los lipidos. Las diferentes apolipoproteinas y sus principales caracteristicas se resumen en el Cuadro

i
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Cuadro 1. CARACTERISTICAS DE LAS APOLIPOPROTEINAS '

Sitio d Conc.
Apo PM P.I. | Localizacién s;nt(::si: plasmatica Funcién
(mg/dL)
Principal componente de las
Intestino HDL, activador de LCAT,
A-l 29,016 |59-54| HDL,Qm Figeiko 100-150 siomils o elujo  del
colesterol.
I : Principal proteina componente
A-II 14414 | 50 HDL I“{‘f*“‘dno 30-50 |de HDL, inhibidor de LH y de
e la LCAT.
Activador de LCAT,
ATV 44,465 5.5 HDL, Qm Intestino 15 modulador de LPL y estimula
el eflujo de colesterol.
B-100 512,723 - VLDL,LDL | Higado 80-100 Ligando para receptor de LDL
B-48 | 240,800 | 638 Qm Intestino - gr‘:e‘“a b icn e s
HDL, VLDL Activador de LCAT, inhibe la
-1 : - _ i o M W
i o > Qm FRED * captacion hepitica de Tg.
Activador LPL, inhibicion de
cn o f geon | as | FPLVIPL | pheade 35 |t capmritn hepisica de Lp-
Qm
apo B-100.
C-o,,2 8,800 |4.5-5.0 HDL(’Q?;LDL’ Higado 12-14 Inhibidor de la LPL
Ligando de receptor de LDL y
Eo3a 34,145 |6.0-5.7| VLDL, HDL Higado 3.5 de residuos de Qm, estimula el
eflujo de colesterol.

Lp: Lipoproteina, Tg: Tracilgliceroles, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Qm: Quilomicrones, LDL:
Lipoproteinas de baja densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LCAT: Lecitina: colesterol
aciltransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa hepdtica.

1.2. CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se han clasificado de acuerdo a su densidad de flotacién, a su movilidad

electroforética y a su contenido en apolipoproteinas.
La clasificacién es por orden creciente de densidad y decreciente de tamafio. (Cuadro 2)
a) Clasificaciéon de acuerdo a su densidad, se conocen cinco clases:
¢ Quilomicrones (Qm): Son particulas de mayor tamafio y las menos densas; d<0.94 g/mL,
con respecto al resto de las otras lipoproteinas. Tienen un alto contenido en triacilgliceroles y
sus apolipoproteinas son B-48, A-I, A-11, A-1V, C-1, C-11, C-III y E.
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e Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, Very Low Density Lipoproteins);
0.94<d<1.006 g/mL. Contienen principalmente triacilgliceroles, apo B-100, C-I, C-Ii, C-1I1 y
E.

e Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermedie Density Lipoproteins);
1.006<d<1.019 g/mL. Estas particulas contienen colesterol y triacilgliceroles, apo B-100, C-1,
C-II, C-II y E.

e Lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoproteins); 1.019<d<1.063 g/mL.
Tienen un alto contenido en colesterol y apo B-100.

e Lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoproteins), 1.063<d<1.210 g/mL.
Estas particulas tienen un alto contenido en proteinas y fosfolipidos, contienen colesterol. Su
apolipoproteina principal es A-I, ademas contiene A-II, A-IV, C-1, C-1I, C-IIl y E. Las HDL,
a su vez, pueden ser separadas en 2 subpoblaciones:

- HDL,: 1.063<d<1.120 g/mL.

- HDL,: 1.120<d<1.210 g/mL.

b) Clasificacién de acuerdo a su migracién electroforética, tenemos tres tipos:

Las lipoproteinas se pueden clasificar en a, B y pre-.

c) Clasificacién de acuerdo a su contenido en apolipoproteinas, se conocen dos poblaciones:
¢ Las lipoproteinas que contienen apo A-I: Lp A-1 y Lp A-II: En esta clasificacién podemos
encontrar a las HDL.
¢ Las lipoproteinas que contienen apo B: Lp B; Lp B: E; Lp B: C-III y Lp B: C-III: E. En esta

clasificacién podemos encontrar a las VLDL, IDI, LDL y los Qm.



Cuadro 2. PROPIEDADES DE LAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS 2

Mov. T = Cont. de Cont. de Pl Cont. de Col.
Lp Electro- i Prot. Pip Tg (%) Libre Esterificado
fonkiica L) %) (%) g% (%)
Qm Origen Lo 1-2 3.6 90-95 1-3 2.4
VLDL Pie-beta 30-70 6-10 15-20 45-65 48 5
DL P‘;‘z:m 20-30 20 30 35 35
LDL Beta 18-30 18-22 18-24 48 6-8 45-50
HDL Alfa =12 45-55 26-32 27 3.5 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia,
LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Plp: fosfolipidos,

Tracilgliceroles, Prot: proteina, Col: colesterol.

1.3. METABOLISMO DE LIPOROTEINAS

La composicion de las lipoproteinas plasmaticas se modifica continuamente, como resultado del

intercambio dindmico y la transferencia de lipidos que existen entre ellas durante su metabolismo

intravascular. Una gran variedad de enzimas, proteinas y algunos receptores de membrana como el

receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI), el transportador de membrana dependiente de ATP

(ABCA-1), CD36, receptor para apolipoproteinas B/E (re-apoB/E) estin involucrados en este

metabolismo; éstas influyen en la concentracién de los lipidos favoreciendo el transporte (proteinas

de transferencia), o la hidrélisis de los mismos (enzimas hidroliticas). En el Cuadro 3 se presentan

algunas caracteristicas destacables de las enzimas y proteinas de transporte que interviene en el

metabolismo de las lipoproteinas.
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Cuadro 3. ENZIMAS Y PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE

LAS LIPOPROTEINAS **
NOMBRE FUNCION ORIGEN
Cataliza la transferencia de un acido graso proveniente de la lecitina
LEAT o fosfatidilcolina, al colesterol libre que se encuentra presente en las | Hepatico
HDL y en las LDL. Contribuye a la maduracién de HDL.
Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos de HDL, IDL y LDL.
LH Es cofactor de SR-BI para una captacién selectiva, asi como la | Hepitico
generacion de apo A-I libre de lipidos.
Tejido adiposo v
LPL Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilizando C-II como | muscular,
cofactor. Favorece la generacién de precursores de HDL. Pared endotelial,
Pulmoén.
1 Al e 1 Tejido adiposo,
CETP ntercambia ésteres de colesterol por triacilgliceroles entre las HDL,

y las lipoproteinas que contienen apo B

Hepitico,
Intestino delgado

RECEPTORES Y PROTEINAS DE MEMBRANA

Receptor para las HDL para intercambiar colesterol entre los

eflujo de colesterol via los hepatocitos.

SR-BI hepatocitos y las células Hepafoato,
macrégafos
Modulacién del eflujo de colesterol y fosfolipidos. Favorece a la|Higado, macrofagos
ABCA-1 ‘3 : . :
maduracién de HDL. e intestino
APO B/E-R Receptor para lipoproteinas que contienen apo B y E. Incrementa el

Higado

LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa; LH: Lipasa hepatica; LPL: Lipasa lipoprotéica; CETP: Proteina de
transferencia de ésteres de colesterol. PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos, SR-BI: Receptor
scavenger BI, ABCA-1: Transportador de membrana dependiente de ATP, Qm: Quilomicrones, VLDL:

Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia, VLDL: Lipoproteinas de
baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

Los principales lipidos que favorecen la remodelacién de las lipoproteinas son el colesterol,

triacilgliceroles y fosfolipidos. Existen al menos tres mecanismos por los que se modula el trafico

intracelular de estos lipidos: La via exdgena, a partir de los lipidos aportados por la dieta, en donde

intervienen los quilomicrones. La via enddgena, a partir de la sintesis hepitica de VLDL. El

transporte reverso del colesterol, donde participan las HDL.
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1.3.1 VIA EXOGENA.

La incorporacién de los lipidos exdgenos se efectia en tres fases: digestion, absorcion y transporte.
Las grasas contenidas en los alimentos no pueden ser absorbidas por el intestino, por lo que al llegar
al duodeno son catabolizadas. La vesicula biliar libera al intestino acidos biliares conjugados, lecitina
y colesterol formando asi micelas mas pequefias. El pancreas produce tres enzimas hidroliticas que
son: la enzima colesterol esterasa, la lipasa pancredtica y fosfolipasa A,. La lipasa actia sobre los
triacilgliceroles para liberar dcidos grasos monoglicéridos, diglicéridos y glicerol. La colesterol esterasa
rompe enlaces éster y genera acidos grasos y colesterol libre; la fosfolipasa A, hidroliza los
fosfolipidos exdgenos. En la etapa de absorcion el mecanismo de transporte de lipidos depende del
tipo de molécula que se transporta. Por ejemplo, los 4cidos grasos pasan a los enterocitos del
intestino delgado donde son esterificados con glicerol formando triacilgliceroles, los cuales se
ensamblan con pequefias cantidades de colesterol junto con apolipoproteinas B-48, A-I, A-IV y
fosfolipidos para formar los quilomicrones que son liberados a la linfa mesentérica y finalmente a la
circulacion. En el plasma, los quilomicrones intercambian componentes de superficie como
fosfolipidos y apo A-I por apo C-II, apo A-IV, apo-E y ésteres de colesterol con las HDL. La
lipoproteina-lipasa hidroliza los triacilgliceroles de los quilomicrones dando lugar a remanentes de
éstos. Estas particulas, en las que la apo C ha sido reemplazada por la apo E, son ripidamente
capturadas por el higado a través del receptor apo-B/E. Los remanentes de quilomicrones son
enriquecidos, por la accién de la CETP, con ésteres de colesterol que provienen de las HDL, éstos

son captados por los receptores hepaticos y una fraccién convertida dentro del higado en icidos

biliares. ** (Fig. 2)



AG

L R e —— CE I
1 Tg
i { AT

HDL

Fig. 2 Via Ex6gena. Via por la cual el colesterol de la dieta es llevado al higado y tejidos periféricos. AG:
acidos grasos. CE: colesterol esterificado, Tg: Tracilgliceroles, LPL: Lipoproteina lipasa, Qm: quilomicrones,
tQm: remanentes de quilomicrén. Lipoproteinas de alta densidad (HDL: High Density Lipoproteins). CETP:
Proteina transportadora de ésteres de colesterol.

L.3.2. VIA ENDOGENA.

Las VLDL son sintetizadas en el aparato de golgi de los hepatocitos a partir del ensamblaje de acidos
grasos, glicerol, y una baja cantidad de colesterol, proveniente de la lipolisis del tejido adiposo. Estas
son liberadas hacia la circulacién, donde maduran al captar ésteres de colesterol, apo B-100, C-II, C-
Iy E, cedidas estas dltimas por las HDL. Las particulas VLDL posteriormente interactian con la
lipoproteina-lipasa del endotelio, que utiliza apo C-1I como cofactor para hidrolizar esta lipoproteina,
liberando asi dcidos grasos a partir de triacilgliceroles y a su vez se transfiere apo C y apo E a las
HDL, para transformarse en IDL. Estas pueden seguir tres caminos: a) pueden ser captadas por el
higado a través del receptor apo-B/E; b) pueden seguir disminuyendo su tamafio, ya que sufren
hidrélisis de sus triacilgliceroles restantes hasta convertirse en LDL pequefias y densas y ¢) pueden

ser fagocitadas por macrofagos y monocitos.** (Fig. 3)
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Fig. 3 Via Endégena. Via por la cual el colesterol es removido del higado hacia los tejidos periféricos y
regresar al mismo higado. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL: Very Low Density Lipoproteins),
Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL: Intermedie Density Lipoproteins), Lipoproteinas de baja
densidad (LDL: Low Density Lipoproteins), Lipoproteinas de alta densidad (HDL: High Density
Lipoproteins). LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa hepitica, CE: Colesterol esterificado, CL: Colesterol libre,
Tg: Triacilgliceroles, CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol, AG. Acidos grasos.

1.3.3. TRANSPORTE REVERSO DEL COLESTEROL (TRC): METABOLISMO DE LAS
HDL

Las HDL han sido catalogadas como particulas antiaterogénicas, ya que evitan la formacién de placa
ateroma tosa, a través de varios mecanismos entre los que se encuentra el TRC, que se define como
el regreso de colesterol proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecién o
reciclaje.’

La primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol a través de diversos mecanismos de las células
hacia las HDL pequefias, tipo pre-f o HDL,. Una vez en las HDL, el colesterol se esterifica por la
enzima plasmatica lecitina: colesterol O-aciltransferasa (LCAT), dando origen 2 HDL de mayor
tamafio y menos densas, tipo HDL,. A partir de ahi, este colesterol ya esterificado puede tomar dos

caminos: 1) Puede ser eliminado directamente de la lipoproteina por un mecanismo en el cual
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interviene el receptor hepatico SR-B1, generando asi particulas pequefias, HDL,, capaces de reiniciar
el ciclo de captacion de colesterol y 2) por medio de diversas reacciones de transferencia, en las que
intervienen la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) el colesterol de las HDL, es
intercambiado por los triacilgliceroles con lipoproteinas ricas en apo B como VLDL e IDL, por una
parte y por la otra, la apo-C y E pasan a los quilomicrones y VLDL. La lipasa hepatica (LH) hidroliza
los triacilgliceroles de las HDL, y en asociacién con la actividad de la proteina de transferencia de
fosfolipidos (PLTP) remodelan los remanentes de HDL en particulas pre-B y HDL,, ambas con la

capacidad de iniciar el ciclo. Es asi como el colesterol de los tejidos periféricos llega al higado para

ser reciclado y excretado a través de las vias biliares.” (Fig. 4)

{ “}' _ g " ;J'
b 3 3 LCAT 2 \ ABCA.—l
i) HDL2 s
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: "'-.,"h A Célula periférica
Lp-B j
v CETP
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P i
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Fig. 4. Trasporte Reverso del Colesterol. Mecanismo por el cual las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
transportan el colesterol excedente de las células periféricas al higado. Lp- B: Lipoproteinas ricas en apo B
(VLDL; lipoproteinas de muy baja densidad, LDL; lipoproteinas de baja densidad y Qm; Quilomicrones).
LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa; LH: Lipasa hepatica; CETP: Proteina de transferencia de ésteres de

colesterol. PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos, SR-BI: Receptor scavenger BI, ABCA-1:
Transportador de membrana dependiente de ATP.
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II. ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIAY HDL
La enfermedad arterial coronaria (EAC), es una enfermedad de la capa intima de las arterias de

mediano y gran calibre, caracterizada por proliferacién de células de musculo liso vascular (CMLYV) y

depbsito de lipidos que conforman la placa.’

La EAC puede iniciar con la infiltracién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) al espacio
subendotelial en donde encuentran un ambiente de estrés oxidativo, dando lugar a la peroxidacién
de sus lipidos y modificaciones estructurales. Las LDL oxidadas (LDLox) son factores
quimioticticos para monocitos circulantes, que atraviesan el endotelio vascular y se transforman en
macréfagos, capaces de fagocitar a las LDLox. La falta de maquinaria enzimatica suficiente para
degradar los lipidos y lipoper6xidos, tiene como consecuencia un cimulo de éstos en el citoplasma
del macréfago, al cual se le denomina célula espumosa. Antes de morir, las células espumosas liberan
una gran cantidad de citocinas que estimulan al endotelio vascular para que sintetice mas adhesinas,
exacerbando asi el proceso inflamatorio. Se ha observado que la evolucién de las placas hacia

procesos tromboticos depende mas de la composiciéon de la placa (tipo de placa) que del grado de

estenosis (tamafio de la placa).’

Existen varios factores de riesgo asociados al desarrollo de EAC, entre los que encontramos edad,
sexo, factores genéticos, hipertensién, obesidad, dislipidemias, resistencia a la insulina y diabetes".
Entre las dislipidemias que se asocian a esta enfermedad encontramos a la hipoalfalipoproteinemia
(C-HDL<40 mg/dL); de acuerdo con los estudios epidemiolégicos existe una relacién inversa entre
los niveles plasmaticos de C-HDL vy el riesgo de desarrollar EAC."™' Lo anterior se puede atribuir a
que las HDL, y su apolipoproteina principal, la apo A-I, presentan caracteristicas antiaterogénicas;
son anti-inflamatorias, anti-oxidantes, anti-trombéticas, pro-fibrinoliticas, ademas de participar en el
TRC.” Sin embargo, modificaciones en las concentraciones de colesterol de HDL (C-HDL) no

siempre se asocian a cambios inversos sobre el desarrollo de aterosclerosis. Una explicacion para ello
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es que las HDL sufren una remodelacién por las diferentes enzimas y proteinas que participan en el
TRC. Estos factores remodelan continuamente a las HDL generando una gran heterogeneidad de
particulas que difieren en tamafio, densidad y composicién y muy probablemente en funcionalidad.
Como se menciond, se conocen diversos métodos para subclasificar a la poblaciéon de HDL, entre las
que destacan inmunoafinidad, electroforesis bidimensional y la ultracentrifugacién secuencial en
combinacion con electroforesis en gradiente de poliacrilamida (PAGE). A partir de la combinacion
de estos dos métodos las HDL, se dividen en dos subclases HDL,, HDL,, y las HDL; en tres
subclases; HDL,,,, HDL, y HDL,,." "

El papel cardioprotector de las subclases de HDL es controvertido. Lamarche ez. /" sugieren que las
HDL, tienen un efecto cardioprotector, ya que ellos demuestran que cuando las HDL,, disminuyen
con relacién a las HDL, y HDL,, se incrementa el riesgo de desarrollar EAC. Sin embargo, otros
estudios cinético-metabdlicos en sujetos con hipoalfalipoproteinemia, sugieren que cuando hay

hipercatabolismo se generan particulas pequefias, pero no se asocia a un aumento en el riego de

desarrollar EAC.'%"

II1. TIAZOLIDINEDIONAS
Las Tiazolidinedionas (TZD), son antidiabéticos orales que actian disminuyendo la resistencia a la
insulina y baja los niveles de 4cidos grasos por un incremento en la B-oxidacién y un incremento en

la captacion en el higado. En estudios epidemioldgicos se ha reportado que las TZD inducen
incrementos en los niveles plasmdticos de C-HDL, sugiriendo que estos firmacos afectan el

metabolismo de las HDL.'*!?

Las mds utilizadas en la clinica son pioglitazona y rosiglitazona.
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I11.1. MECANISMO DE ACCION DE LAS TIAZOLIDINEDIONAS

Las tiazolidinedionas son ligandos sintéticos de una subclase de receptores nucleares activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs), los PPARy. Los PPAR son factores de transcripcion
dependientes de ligando. Se han determinado tres genes diferentes a, B/5, y. Las tiazolidinedionas
actian activando a la isoformay que ademis, tiene ligandos naturales como los dcidos grasos
poliinsaturados y sus derivados, asi como las prostaglandinas D2 y sus derivados (15-deoxi-A-"**-
prostaglandinas J,:15d-PG]J,), 9 y 13(S)-4cido hidroxioctadecadinoico (9 y 13-HODE).**

Los PPARy se expresan principalmente en tejido adiposo, hepatocitos, células endotelales,
macrofagos y CMLV.

En el nicleo de la célula (Fig. 5), los PPARs activados por su ligando forman un heterodimero con el
receptor del acido retinéico (RXR). Una vez formado, el heterodimero (PPAR: RXR), se une a
elementos de respuesta especificos (secuencias de DNA), llamados elementos de respuesta a la
proliferacién de peroxisomas (PPER). Los elementos de respuesta estan constituidos por uno o dos

2 i = . ., r . 21
nucleotidos que actian como secuencias de regulacion de la expresion de ciertos genes.
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Fig.5. Mecanismo de accidon de los PPARy. TZD: Tiazolidinedionas, PPAR: Receptor activado por
proliferador de peroxisomas; RXR: Receptor del 9-cis icido retindico.

Entre los genes que regulan las tiazolidinedionas via los PPARY, se encuentran los que controlan la
homeostasis de la glucosa; en particular, incrementando la expresion del receptor GLUT-4.*
Ademis, las TZD activan la expresion de genes relacionados con la inflamacién vascular; incrementa
la expresion del receptor CDD36, receptor para las LDLox; atenia la expresion del receptor CCR-2,
receptor para la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1), ademds de regular la expresion de
citocinas, tales como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-o) y las interleucinas 1-B y 6; la expresion
de la éxido nitrico sintetasa y las metaloproteinas de matriz-9 (MMP-9).%*** Como consecuencia, las
TZD regulan la expresion de moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM-1, E-Selectina).
También antagonizan la accién de otras clases de factores de transcripcion, tales como el activador
de proteina-1y el factor nuclear NF-xB.>*

Las TZD regulan la expresion de genes relacionados con el metabolismo de lipidos entre los que

encontramos al de la lipoproteina lipasa (LPL), estimula la expresién del receptor SR-BI, incrementa
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JUSTIFICACION

Las tazolidinedionas, son sensibilizadores de la insulina, han demostrado tener efectos
antiaterosclerosos en modelos experimentales. La pioglitazona, a diferencia de la rosiglitazona, induce
incrementos en las concentraciones plasmaticas de colesterol de HDL (C-HIDDL). Este efecto puede

explicar en parte la capacidad antiaterogénica de este firmaco. Sin embargo, el mecanismo por el cual

el C-HDL incrementa no se conoce con precision.

La sintesis y el catabolismo de las particulas HDL son factores importantes que puede determinar las
concentraciones plasmaticas del C-HDL, la capacidad antiaterogénica de estas particulas, y ser el
resultado de modificaciones en el tamafio y composicién. Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio con ratas hipotiroideas demuestran que las particulas grandes de tipo HDL,,, HDL,, se
catabolizan mds lento que las particulas pequefias de ipo HDL,.. Ademas, los fibratos, fairmacos que
han probado su efecto antiateroscleroso y que incrementan el C-HDL, producen un aumento en el
catabolismo de las HDL en asociacién con un aumento en la proporcién de particulas pequefias, tipo
HDL..

Por lo anterior, establecer el mecanismo metabdlico que da origen al incremento del C-HDL durante
el tratamiento con pioglitazona, contribuird a explicar la relacién que existe entre el metabolismo, la
composicién y tamafio de las particulas HDL. Estas modificaciones en el metabolismo de las HDL

se podrian volver un objetivo terapéutico para el desarrollo de nuevos tratamientos.
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HIPOTESIS

Considerando que la pioglitazona incrementa las concentraciones plasmaticas de C-HDL, tal
incremento serd el resultado de un aumento en la tasa de produccién de estas lipoproteinas,
disminucidén en su tasa de catabolismo o ambas situaciones simultineamente. Si se verifica que el

catabolismo disminuye entonces se generaran particulas HDL grandes.

25



OBJETIVO GENERAL

¢ Determinar el mecanismo cinético-metabdlico que da origen al aumento de C-HDL cuando

se administra pioglitazona.

OBJETIVOS PARTICULARES

® Caracterizar el perfil de lipidos en los modelos animales con y sin tratamiento con

pioglitazonas.

e Determinar el efecto de la pioglitazona sobre la cinética metabdlica (sintesis y catabolismo)

de la apo Al de las HDL, utilizando is6topos radiactivos como marcadores proteicos.

o FEstablecer las modificaciones en las enzimas y proteinas involucradas en el TRC al

administrar pioglitazona.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron conejos macho, raza Nueva Zelanda de 3.5-4,0 Kg de peso. Se formaron 4 grupos de
estudio, todos recibieron alimentacién ad Abitum diariamente (Lab rabbit diet, purina). El grupo
control (n=8) recibi6 1 mL de agua como vehiculo del farmaco. Los 3 grupos bajo tratamiento (n=8,
cada grupo) recibieron pioglitazona (Zactos, Eli Lilly de México) en suspension acuosa, en dosis de

0.6, 1.75 y 2.6 mg/Kg. El tratamiento se administr6 via oral, diariamente, durante 6 semanas.

Recolecciéon de muestras
Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de la vena marginal de las orejas, después de un
ayuno de 12 h, en tubos con heparina (Sol. Inyectable, 1000 UI/mL, PISA, 10 pL/mL). El plasma se

separé centrifugando a 2,500 rpm durante 15 min. Las muestras de plasma se almacenaron a —70°C

hasta su anlisis. Las HDL se separaron utilizando plasma fresco.

Andlisis de Iaboratorio

La concentracion de colesterol total, triacilgliceroles, fosfolipidos, colesterol libre, se determind
mediante métodos enziméticos-colorimétricos (Boehringer-Mannheim, Germany). El colesterol
HDL se determind en el sobrenadante, después de precipitar las apo B con una solucién de sulfato
de dextran/magnesio (Ciba-Coring Diagnostics, 100 uL/mL de plasma). La determinacién de

proteinas totales se realizé por el método de Lowry.”® La concentracién de ésteres de colesterol se

calculd con la siguiente formula.’

Colesterol esterificado (mg/dL) = (Colesterol total (mg/dL) — Colesterol libre (mg/dL)) x 1.68.
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La cuantificacion de la apo A-I se realiz6 por inmunonefelometria usando anticuerpos anti-apo A-1.
Una mezcla de sueros de conejos sanos se usé como referencia. Las concentraciones de insulina en
plasma fueron determinadas mediante radioinmunoandlisis (Coat—a-éount; Diagnostic Products, los
Angeles, CA)®.

El anilisis de estos pardmetros se realizd antes y después del tratamiento con pioglitazona.

Determinacion de las concentraciones plasmiticas de la pioglitazona

Las concentracién de pioglitazona en plasma se determin6é una hora después de administrar el
farmaco via oral a los grupos bajo tratamiento, en tres diferentes dosis (0.6, 1.75 y 2.6 mg/Kg), se
tomé una muestra sanguinea de la vena marginal de la oreja. El plasma se separd centrifugando a
2,500 rpm durante 15 min. La pioglitazona se extrajo del plasma a través de columnas de fase solida
C-18 mediante el método descrito por Zhong y Williams.”' La rosiglitazona se utilizé como estandar
interno a una concentracién final de 0.8 pug/mL en plasma. La separacion se realizd en una columna
de fase reversa (Lichrosorb RP18, 5 um, 250X4 mm, LKB, Bromma, Sweden) utilizando una fase
moévil de acetonitrilo: agua (40:60, v/v) con 3 mL de 4cido acético por litro ajustado a pH= 5.5 con
hidréxido de amonio. Se eluyd a un flujo isocratico de 1.2 mL/min (Beckman modelo 110A) y la
densidad optica se registr continuamente con un detector ultravioleta (Wilson, 112 254 nm
UV/VIS) a 254 nm. La concentracién de pioglitazona se determind a partir de una curva estindar de

0 2 3 pg/mL de plasma, el cual se extrajo de la misma manera que las muestras.
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Aislamiento y marcaje de apo A-I de conejo.

Las HDL de conejos se aislaron por centrifugacién secuencial, ajustando el plasma a una
densidad=1.21 g/mL con KBr sélido, posteriormente se dializaron con bicarbonato de amonio
(NH,HCO, 5 mM, 3 dias). Las HDL aisladas se deslipidaron con una mezcla etanol-éter (2:1, v/v).
Se extrajo la parte proteica y ésta se disolvid en una solucién amortiguadora de Tris-HCl 30 mM y
Urea 6 M a pH=8.0; esta mezcla se sometié a una cromatografia de intercambio aniénico, usando
una columna UNO™ Q1 (Bio-Rad) acoplada a un sistema de cromatografia Bio-Rad Duo Flow. La
elusion de proteinas se realiz6 con un gradiente lineal de NaCl 0.1 M en la misma solucién
amortiguadora. Se colectaron fracciones de 250 UL y se seleccionaron solo aquellas que contenian
apo A-I; posteriormente se dializaron con bicarbonato de amonio 5 mM. La presencia de apo A-I se
verifico realizando una electroforesis en gradiente de poliacrilamida 4-21% con SDS 10% y tifiendo
las bandas con azul de Coomasie. La pureza obtenida fue del 98%. La concentracién de apo A-I fue
estimada por espectrofotometria, usando un coeficiente de extincién molar de 1.13 mL*mg™*cm™.

El marcado de la apo A-I se llevd a cabo por el método de monoclorurc de yodo modificado por
Bilheimer ez 4/** que consisti en mezclar 1 mg de proteina con 1 mCi de Na'I (Amersham
Biosciences, IMS‘30: IMS300) e ICL La proteina marcada fue separada del yodo libre pasando la
mezcla a través de una columna de Sephadex G-25 1.0x10.0 cm (Pharmacia Fine Chemicals, 50-150
1

). La proteina marcada, “I-apo A-l, fue reincorporada a las HDL obtenidas de conejos normales,

incubando esta mezcla 1 h a 37°C. Para separar la "“I-apo A-1 que no se incorpord a las HDL, se
realiz6 una ultracentrifugacién ajustando la mezcla con KBr sélido a una densidad=1.25 g/mL.. Las
'"PI.HDL, se dializaron con una solucién de NaCl 0.15 M. La solucién se esterilizé usando filtros de

0.22 um (Millipore, Bedford, MA) y se almacend a 4°C hasta su uso.
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Cinética metabdlica de Ia apo A-I de las HDL

Los animales en estudio, tratados y no tratados, previo a la cinética se les mantuvo en ayuno de 12 h.
El estudio cinético se llevd a cabo después de seis semanas de tratamiento. Este consistié en
administrar en las venas marginales de la oreja, un bolo de I-HDL, conteniendo 1.75 mg de
proteina equivalente a 7x10" cpm de '*I, en un Qolumen total de 500 pL. A continuacion se
obtuvieron muestras de sangre de 3 mL de la vena marginal opuesta, a diferentes tiempos: a los 10
min, y posteriormente a 1, 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 h, después de la aplicacién de las 'B_HDL. De cada
una de estas muestras se separ6 una alicuota de 500 pL de plasma y se analizaron en un contador de
radiacién gamma durante 1 min. Las cuentas (cpm) fueron corregidas por el decaimiento de
radiactividad natural del yodo, basindose en la siguiente formula:

donde: N= Ny* e ™

N, = actividad inicial, para t=0

N = actividad al tiempo t

A = Constante de decaimiento (60 dias)

Las curvas de decaimiento, '®I, fueron construidas, considerando el 100% de radiactividad, a las
cuentas obtenidas en la muestra tomada a los 10 min. Los porcentajes de la cinética de radiactividad
fueron adaptados a una funcién biexponencial usando un programa de computadora SAAM II, de
donde se obtuvo la tasa de catabolismo fraccional (FCR, h™).* Para calcular la tasa de produccién
(PR, mg/Kg/h) se utiliza la siguiente formula: *

PR = FCR x Conc. Plasmitica de apo A-I1 x Vol. plasmatico total

Peso del animal
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Aislamiento y andlisis de subpoblaciones de HDL

Las HDL fueron separadas por ultracentrifugacién secuencial (Beckman Optima TLX) en tubos de
policarbonato. Se aislaron en primer lugar las lipoproteinas que contienen apo B a una
densidad<1.063 g/mL, ajustando con KBr sélido, a 110,000 rpm durante 2 h 16 min. posteriormente
se aislaron las HDL, ajustando con KBr sélido, a una densidad=1.25 g/mlL, a 110,000 rpm durante 2
h 30 min, en estas condiciones del 80% a 85% de la apo A-I del total del plasma se recupera en las
fracciones de las HDL. Estas HDL se dializaron en una solucién amortiguadora de TBE (Ttis-
Borato-EDTA, pH=8.4)

Para determinar la estructura, homogeneidad y didmetro de las HDL, se realiz6 una electroforesis en
condiciones nativas en gradiente de poliacrilamida 3-30%, utilizando como referencia marcadores de
proteinas de alto peso molecular (tiroglobulina, 17 nm; ferritina, 12.2 nm; catalasa, 10.4 nmj lactato
deshidrogenasa, 8.2 nm; y albiimina, 7.1 nm. Kit Pharmacia, Uppsala, Suecia).** Las bandas se tifieron
con azul de Coomasie y finalmente se analizaron por densitometria (Molecular Analyst Sorware
Versién 1.1, 1994 Bio-Rad) para determinar los didmetros de las HDL (HDL,, 10.58-12.36 nm,

HDL,, 9.94-10.58 nm, HDL,, 6.98-9.94 nm, HDL,, 8.45-8.98 nm, HDL,_ 7.90-8.45 nm).*

Determinacién de actividad de enzimas y proteinas

a) ACTIVIDAD L.CAT

La actividad de LCAT se deterrniné de acuerdo al método descrito por Chen y Alberts * con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Se formaron liposomas que contenian colesterol
marcado con tritio (*H), fosfatidilcolina y apo A-I, que se incubaron con el plasma durante 1 hora a
37°C. La reaccién se detiene y se extraen los lipidos mediante una mezcla de disolventes orginicos

(CHCl;-MeOH; 2:1). El colesterol libre se separ6 del esterificado mediante cromatografia de capa
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fina y se midi6 la radiactividad de las diferentes fracciones en un contador de radiacion beta. Los

resultados se expresan como porcentaje de colesterol esterificado.

b) ACTIVIDAD CETP

La actividad de CETP se determind de acuerdo a método descrito por Tollefson JHY con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. El colesterol esterificado, marcado con tritio CH),
se incorpord a particulas HDL. Las particulas HDL marcadas se mezclaron con LDL, esta mezcla se
incubo con el plasma en estudio (que contienen a la CETP) durante 16 h a 37°C; posteriormente se
separaron las HDL de las LDL por precipitacién, en la fraccion sobrenadante se midi6 la
radiactividad en un contador de radiaciéon beta. Los resultados se expresan en porcentaje de

transferencia de colesterol esterificado.

¢) ACTIVIDAD PLTP

La actividad de PLTP se determiné por el método descrito por Lagrost ez a.> con modificaciones
realizadas en nuestro laboratorio. Se utilizaron liposomas que contenian fosfatidilcolina marcados
con tritio (H), se incubaron con el plasma en estudio (PLTP), por precipitacién se obtienen las HDL

y se mide la cantidad de fosfatidilcolina marcada que se transfiri6. Los resultados son expresados en

porcentaje de fosfolipidos transferidos.

Andlisis estadistico

Los datos estin expresados como la mediatDE. Las diferencias significativas entre las medias se

evaluaron utilizando la prueba paramétrica t de Student no pareada. La comparacién entre los grupos
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con diferentes dosis se evalué con una prueba de ANOVA y LDS. La asociacién entre los diferentes
parametros se determind por un andlisis de correlacién de Pearson. Cada uno de los parimetros que
se estudiados fueron determinados antes y después del tratamiento con pioglitazona. Un valor de

p<0.05, se consider6 significativo.
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RESULTADOS

-

IV. Efecto de la pioglitazona sobre el perfil de lipidos y el control glucémico.

En el Cuadro 4 se presentan peso y concentraciones plasmiticas de C-Total, C-HDL y
triacilgliceroles de los 4 grupos en estudio, antes y después de 6 semanas de tratamiento con
pioglitazona. El tratamiento con pioglitazona en 1.75 y 2.6 mg/Kg, aument6 los niveles de C-HDL

71.8% y 45.3%, respectivamente (p<0.05).

Cuadro 4. Peso y concentraciones plasmiticas de lipidos de los grupos en estudio.

Control Pioglitazona
0.6 mg/Kg 1.75 mg/Kg 2.6 mg/Kg
antes después antes después después
n=23 n=28 n=8 n=8§
Peso (g) 3834.61340 38971621 38331714 38431387 39191476 41071608
Colesterol-Total
257£107 2861102 26.116.1 210185 28.1+12.1 23.316.8
(mg/dL)
C-HDL
11.7+4.8 124142 14.0+5.6 12.516.8 20.1£5.51 17.014.8*
(mg/dL) ~
Triacilgliceroles
45.817.7 45719.3 41.0+6.8 40.8111. 40.8112.6 50.149.7
(mg/dL)

ANOVA. Los valores estan expresados como Media £DE. Sin anilisis pre-tratamiento.

*p<0.05, T p<0.001 #s grupo control

Las modificaciones en el C-HDL sdlo se presentaron cuando se administrd pioglitazona a dosis de
1.75 y 2.6 mg/Kg, sin observar un efecto dependiente de la dosis, por lo que se determinaron las
concentraciones plasmaticas de la pioglitazona. Los resultados muestran que no hay diferencias
significativas entre las dosis de 1.75 y 2.6 mg/Kg. Sin embargo, existe una diferencia de 2.3 y 2.7

veces mayor con respecto a la dosis de 0.6 mg/Kg, respectivamente. Los resultados se muestran en

el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Concentraciones plasmiticas de insulina y pioglitazona de los grupos en estudio.

Control Pioglitazona
° 0.6 mg/Kg 1.75 mg/Kg 2.6 mg/Kg

n=23 n=§ n=8§ n=38
Glucosa (mg/dL) 120.4+11.0 115.1%+15.4 _ 114.0+11.7 116.8+6.9
Insulina (uU/mL) 10.716.3 9.015.8 9.51+3.6 10.91£6.0
Pioglitazona

------ 0.8610.04 1.9810.04% 2.3910.39%
(hg/mL)

ANOVA. Los valores expresan Media +DE.

1 p<0.001 2 grupo de pioglitazona 0.6 mg/Kg

Las concentraciones de glucosa presentan un decremento del 10% en las tres dosis utilizadas, (NS)
con respecto al grupo control. El tratamiento con pioglitazona no modifica las concentraciones
plasmaticas de insulina (NS), pese a que las concentraciones plasmaticas de pioglitazona son

significativamente mayores cuando se administra 1.75 y 2.6 mg/Kg del firmaco por via oral.

V. Cinética metabdlica de la apo A-I de las HDL

El aumento de las HDL en -el plasma puede ser el resultado de un aumento relativo en su sintesis o
una disminucién en su catabolismo. A través de estudios cinéticos, podemos evaluar parimetros
como el catabolismo, FCR (fractional catabolic rate, h™), asi como la tasa de produccién absoluta, PR
(production rate, mg*Kg™*h™), que refleja el metabolismo de las lipoproteinas. En la Fig.6 se

presentan las graficas de decaimiento radiactivo de la apo A-I de las HDL, el andlisis matematico de

esta curva permite calcular la FCR de la apo A-I.
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Fig. 6 Curva de % de radiactividad de la 15I-apo A-I de las HDL. A. Grupo tratado con pioglitazona
(0.6mg/Kg) us el grupo control. (n=8, por grupo). B. Grupo tratado con pioglitazona (1.75 mg/Kg) #s el
grupo control. (n=8, por grupo). C. Grupo tratado con pioglitazona (2.6 mg/Kg) # el grupo control. (n=8,

por grupo). Los datos se expresan como la mediatDE. La radiactvidad fue normalizada en funcién del
resultado al tiempo de 10 min.
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En el Cuadro 6 se muestra que el tratamiento con pioglitazona a dosis de 1.75 y 2.6 mg/Kg
incrementd 88% y 119% la tasa de catabolismo, respectivamente, comparado con el control. La tasa

de produccién también se incrementa 107% y 126%, respectivamente, al compararlo con el control.

Cuadro 6. FCR y PR de *I-apo A-I de las HDL de los grupos en estudio.

Control Pioglitazona
0.6 mg/kg 1.75 mg/kg 2.6 mg/kg
(n=12) (n=8) (n=8) (0=7)
FCR (h 1) 0.02510.005 0.024%+0.007 0.057£0.014%t 0.049%0.010%*
PR (mg/kg/h) 0.53%+0.17 0.47%0.08 1.24+0.621 1.1410.40%
apo A-I (mg/dL) 63.8+13.8 63.0x15.7 63.4%18.2 71.9%20.8

FCR = Tasa de catabolismo; PR= Tasa.de produccién.

ANOVA. Los valotes estin expresados como MediatDE.

*p<0.05, T p<0.001 2 grupo control.

VI. Efecto de la pioglitazona sobre las subclases de las HDL

Los cambios estructurales y de composicion en las particulas HDL podrian explicar los cambios que
se presentan en el catabolismo de estas particulas. Por lo tanto es importante determinar en este
estudio los posibles cambios estructurales y de composicion.

En el Cuadro 7 se muestra que el tratamiento con 1.76 y 2.6 mg/Kg de pioglitazona favorece la
distribucién hacia particulas pequefias de tipo HDL,. en un 171% y 162%, respectivamente y como
consecuencia una disminucién en la distribucion de particulas grandes de ﬁpo HDL,,. Sin embargo, a

dosis bajas el desplazamiento no es tan grande, pero se genera un aumento en la distribucién de

particulas de tamafio intermedio de tipo HDL,,.
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Cuadro 7. Distribucién relativa de las subclases de HDL (% de proteina de HDL total) de
los grupos en estudio.

HDL2b
HDL2a
HDL3a
HDL3b
HDL3c

Control Pioglitazona

0.6 mg/kg 1.75 mg/kg 2.6 mg/kg
(n=12) (n=8) (n=8) (n=7)
434184 35.7£9.0% 35.0£3.1% 36.0+4.9%
22.4%6.7 13.2+4.2% 12.3+14% 17.5£3.7%
223142 33.31£7.8t 27.71£3.4 % 23.41£3.3
6.8£3.7 9.3£2.8 129+24% 8717
49120 8.21£2 4% 12.0+1.9t 14.2+2.7t

ANOVA. Los valores estin expresados como Media $DE.
*p<0.05, T p<0.001 2 grupo control

En la Fig. 7 se muestran el andlisis de densitometria de los geles nativos de las HDL. Las HDL del

grupo control muestran una distribucién de tipo Gaussiana, con un pico maximo a 9.81+0.14nm el

cual se fue desplazando hacia 9.4910.12, 9.2610.13 y 8.67£0.22 nm cuando se administra la

pioglitazona en dosis de 0.6, 1.75 y 2.6 mg/Kg respectivamente (.p<0.05 25 controles).

En la Fig. 8 se muestra la correlacién positiva que existe entre los parimetros cinéticos (tasa de

produccién y catabolismo) y la presencia de particulas pequefias tipo HDL,.
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La composicién quimica de las HDL es un factor importante para su metabolismo y muy

probablemente para su funcionalidad de estas particulas, por lo que se determiné la composicién de

lipidos y apolipoproteinas porcentual. Los resultados se presentan en el Cuadro 8. El tratamiento con

pioglitazona enriquece de colesterol esterificado, asi como disminuye el contenido de triacilgliceroles

de las HDL. Con respecto a la composicion de apolipoproteinas, encontramos que incrementa la

proporcion de apo E y apo AIV.

Cuadro 8, Composicién porcentual en lipidos y apolipoproteinas del total de las particulas

HDL de los grupos en estudio. .
Control Pioglitazona
=12 0.6 mg/kg 1.75 mg/kg 2.6 mg/kg
n=8 n=8 n=7
Colesterol libre (%) 1.2%1.0 0.7£0.5 4.68%£1.7T 0.5%0.3
Colesterol esterificado (%) 149138 24.715.1% 22514.9% 33.718.8T
Triacilgliceroles (%) 9.9%55 7.0%3.1 4.612.7* 6.613.4
Fosfolipidos (%) 17.3%3.7 13.6%5.4 17.9%4.7 17.4%59
Proteina (%) 58.1+7.1 53.7+7.2 50.1+5.6% 41.6+8.2%
*A- IV (%) 12.5+6.5 15.245.9 18.743.2% 22.9+7.9%
*E ) 13.917.1 16.1+4.2 20.313.8% 26.7£11.0%
=*A-1/A-I1 (%) 634%129 57.7£11.9 534+4.9% 41.5+13.8%
*Cs (%) 10.547.4 122428 7.6£2.1t 8.3+4.0t

ANOVA. Los valores estin expresados como Media +DE.

*p<0.05, T p<0.001 os grupo control.

= Representa el % de la proteina total de las HDL.
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VIL. Efecto de 1a pioglitazona sobre las enzimas y proteinas que intervienen en el TRC.

La composicion de las HDL se modifica continuamente, como resultado del intercambio dinamico y
la transferencia de lipidos que existe entre ellas, este intercambio se lleva a cabo por enzimas,
proteinas involucradas en el TRC, por lo que fue importante su determinacion. En el cuadro 9 se

muestran algunas de las enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo intravascular de las

HDL.

Cuadro 9. Enzimas y proteinas involucradas en la remodelacién de las HDL de los grupos
en estudio.

Control Pioglitazona
0.6 mg/kg 1.75 mg/kg 2.6 mg/kg
n=12 n=8 n=8 n=7
LCAT (%) 48+14 5.8%1.5 4.6%2.1 3.3+1.5%
CETP (%) 20.0+4.7 23.3%6.8% 249%4.6% 24.011.6%
PLTP (%) 28+14 27%1.6 3.3+1.3% 4.1+1.9%

LCAT= Lecitina colesterol acilo transferasa, CETP= Proteina de transferencia de ésteres de colesterol,
PLTP= Proteina de transferencia de fosfolipidos.

ANOVA. Los valores estin expresados como Media +DE.

*p<0.05, t p<0.001 vs grupo control.

El tratamiento de pioglitazona modific las actividades de la enzima LCAT, la proteina CETP y
PLTP. La actividad LCAT disminuyo en un 31% con la dosis 2.6 mg/Kg, (p<0.05). La actividad de
CETP se incrementd con el tratamiento en un 16.5%, 24.5% y 20.0% con 0.6 mg/Kg, 1.75 mg/Kg 'y

2.6 mg/Kg, respectivamente (p<0.05). La actividad PLTP también se increment6 un 17% y 46% con

1.75 mg/Kg y 2.6 mg/Kg, respectivamente (p<0.05).
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DISCUSION

e R e R sy

Existe controversia en los efectos que tienen las tiazolidinedionas sobre los efectos en las
concentraciones plasmiticas de lipidos®™ ¥, pero se ha puesto de manifiesto que la pioglitazona
produce incrementos del C-HDL."™ *** Los resultados del presente trabajo de investigacion
contribuyen a comprender en parte los efectos de la pioglitazona sobre el metabolismo y estructura
de las HDL. Demostramos que la pioglitazona a dosis de 2.6 mg/Kg y de 1.75 mg/Kg incrementa
las concentraciones plasmaticas del C-HDL, produce un aumento en la tasa de catabolismo
fraccional (FCR) y en la tasa de produccién (PR) de la apo A-I de las HDL, en un modelo animal.
Estas modificaciones se observaron con dosis de pioglitazona equivalentes a 4 y 6 veces la posologia
habitual en el humano. Con las tres dosis utilizadas, la pioglitazona también provocé incremento en
la proporcion de particulas pequefias de tipo HDL,, generd particulas ricas en colesterol esterificado
y con un menor contenido de triacilgliceroles, modificé las actividades de LCAT, CETP y PLTP.
Todos estos efectos en los parimetros cinéticos, no tienen una respuesta dependiente de la dosis.
Esto se podria explicar por las concentraciones plasmiticas alcanzadas de pioglitazona; con la dosis
oral de 2.6 mg/Kg tan solo es del 20% mis que con la dosis de 1.75 mg/Kg y no del 50%, como se
esperaba.

La pioglitazona, via la activacion de los PPARY, regula la expresion de genes que controlan la
homeostasis de la glucosa; aumentando la sensibilidad celular a la insulina."® Por lo tanto, los efectos
de la pioglitazona sobre el perfil de lipidos pueden ser secundarios a las variaciones de concentracidon
plasmatica de insulina. Sin embargo, las dosis utilizadas en este estudio, 0.6, 1.75 y 2.6 mg/Kg, no
modificaron las concentraciones plasmiticas de insulina. Esto sugiere que todos los efectos

observados por el tratamiento con pioglitazona se deben solo al efecto del fiarmaco sobre el
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metabolismo de las HDL y no a modificaciones en el metabolismo de las lipoproteinas por un
aumento de la sensibilidad a la insulina.

Las modificaciones en las concentraciones plasmaticas de C-HDL, en el metabolismo y estructura de
las HDL debidas al tratamiento con pioglitazona a dosis de 1.75 y 2.6 mg/Kg podria tener su origen
en un aumento del nimero de particulas HDL, en un incremento del contenido de colesterol por
particula HDL o en ambas. Las tiazolidinedionas regulan la expresion de genes que estin
involucrados en el metabolismo y estructura de las HDL, como la proteina de membrana ABCA-1
(ATP binding cassette type 1).” Por lo anterior, el incremento del C-HDL, podria explicarse, por un
aumento en la expresion del ABCA-1; esta proteina de membrana lleva a cabo el eflujo de colesterol
de las células hacia las HDL, utilizando ATP para bombear colesterol y fosfolipidos de manera activa
hacia el exterior de la célula. Las mutaciones en el gen de esta proteina de membrana son causa de
hipoalfalipoproteinemia, conocida como enfermedad de T4nger.*>* Los sujetos heterocigotos para la
mutacion del ABCA-1 presentan en promedio concentraciones de C-HDL y de apo A-I alrededor de
29 y de 92 mg/dL respectivamente, lo que equivale a un 60% de los niveles observados en familiares
no afectados por la mutacion. Por lo tanto, si en nuestro estudio la pioglitazona indujo un
incremento de la expresion del gen ABCA-1, el flujo de colesterol hacia las HDL incrementaria y,
daria como resultado un aumento en la cantidad de colesterol contenida en las HDL. Nuestros
resultados demuestran que la proporcién relativa de colesterol en las HDL aumenta
significattvamente con la pioglitazona. Por lo anterior, el efecto de la pioglitazona sobre el C-HDL
plasmatico, puede explicarse por un enriquecimiento de las particulas HDL con colesterol, resultado
de una mayor expresiér; del gen ABCA-1. Esta explicacién debe demostrarse por médio de la

determinacién de la masa de ABCA-1 expresada en las células de este modelo animal.
Con respecto a la expfesién del gen de la apo A-l, éste es regulado por los PPARa, pero la

pioglitazona también lo puede estimular por una reaccién cruzada de baja afinidad con los PPARa..*
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Esto explicaria porque sélo se incrementa la tasa de produccion de la apo A-I en las HDL en las
dosts de 1.75 y 2.6 mg/Kg y no en la de 0.6 mg/Kg. A pesar de la posible estimulacién del promotor
del gen apo A-I por la pioglitazona, el aumento de la tasa de sintesis de la apo Al no explica el
aumento de C-HDL, porque la tasa de catabolismo aumenta en una.proporcién similar. Esto
demuestra un equilibrio entre ambos parimetros cinéticos que dan como resultado que las
concentraciones plasmaticas de apo A-I se mantengan similares a los valores basales, sugiriendo que
el nimero de particulas HDL circulantes se mantiene constante después del tratamiento con
pioglitazona, |

Ademais del aumento del C-HDL, el incremento en la tasa de catabolismo de la apo A-I de las HDL
inducido por la pioglitazona puede también estar relacionado con las propiedades antiaterogénicas
del firmaco; algunos pacientes con niveles de C-HDL por debajo de 10 mg/dL y que no tienen
historia familiar ni personal de EAC, se caracterizan por catabolizar ripidamente la apo Al de las
HDL." ® Asi mismo, los fibratos, firmacos agonistas de los PPARa cuyas propiedades
antiaterogénicas han sido demostradas**¥’, inducen un aumento del catabolismo de la apo Al de las
HDL.® La piéglitazona, como lo demuestran nuestros resultados, tiene este mismo efecto.

El fundamento metabdlico del por qué el hipercatabolismo de las HDL es potencialmente
cardioprotector, no ha sido bien elucidado pero puede estar relacionado con el tamafio de la
particula; los andlisis de correlacion muestran que el FCR de la apo A-I de las HDL se asocia
directamente con la proporcion relativa de particulas pequefias, HDL,.. Por otra parte, estudios
previos realizados en nuestro laboratorio con ratas hipotiroideas demuestran que las particulas
grandes de tipo HDL,,, HDL,, se catabolizan mas lento, que las particulas pequeﬁas de tipo HDL,.."*
Con base en estas observaciones, postulamos que el hipercatabolismo de la apo A-I de las HDL es el
resultado de una reduccién del tamafio de estas lipoproteinas. Nuestro postulado se basa en que el
sitio catabdlico para las HDL/apo A-I se ubica en las células epiteliales del tubo proximal de los
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rifiones.” As, las particulas HDL pequeiias, con tamafio <8 nm son mis facilmente filtrables en el
glomérulo y alcanzan en consecuencia con mayor facilidad sus sitios catabdlicos.

A su vez, las particulas HDL pequefias pueden tener su origen en el aumento de la sintesis de la apo
A-T; la tasa de produccion de la apo A-I de las HDL correlaciond con el incremento en la proporcién
de particulas pequefias (HDL,;). Las HDL se sintetizan como particulas pequefias de forma discoidal,
pobres en lipidos que son capaces de llevar a cabo el eflujo de colesterol.” Esto es consistente con los
analisis de correlacion entre la PR de la apo A-I de las HDL y la proporcion relativa de las HDL,.
Otra explicacién al aumento de la proporcién relativa de HDL,. podria darse por el SR-BI, que es
otro factor que esta regulado por las tiazolidinedionas e interviene en el metabolismo de las HDL.
Estudios realizados en ratones transgénicos para SR-BI, han demostrado que la estimulacién de este
receptor se asocia a la produccién de particulas pequefias y densas, mientras que el tamafio de
particula incrementa cuando disminuye la expresién del SR-BL* El colesterol contenido en la
particula. HDL después de ser esterificado por la accién de la LCAT puede ser removido
selectivamente por el receptor SR-BI localizado en el higado, lo que resulta en la formacién de
particulas pequefias.”® En nuestro estudio la pioglitazona incrementé la proporcién de particulas
pequeiias HDL,. probablemente a través de la sobrexpresion del SR-BI y del aumento de la PR de la
apo A-I. En consecuencia, estas particulas podrian ser filtradas mas facil y alcanzar asi mis
rapidamente su sitio catabdlico, dando como resultado un incrementando en el FCR.

Autores como Ovalle F ez a/* y Freed MI ez a/> han reportado el incremento del colesterol en la
fraccion HDL, con troglitazona mientras que la rosiglitazona incrementa tanto la concentracion
plasmatica de las HDL, como de las HDL, en sujetos diabéticos. A diferencia de estos estudios, en
nuestro modelo animal, el aumento de la proporcién de particulas HDL,. es independiente del nivel
de sensibilidad a la insui'ma. Ademas, nuestro método para estimar la proporcién de las subclases
HDL consiste en dete\rminar la proporcién de proteina-HDL relativa a la proteina-HDL total,
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mientras que el método VAP-II” determina la concentracién absoluta en plasma del colesterol en
las subfracciones HDL, y HDL,. En este sentido, cuando se calcula la proporcion relativa de
colesterol en las diferentes subclases, respecto al C-HDL en el estudio de Ovalle, practicamente no
hay cambios por efecto de las TZD utilizadas (77.7% us 79.3% HDL,; rosiglitazona & control). Por
ultimo, los efectos de las TZD (rosiglitazona, troglitazona y pioglitazona) sobre el perfil de lipidos no
son iguales entre si* a pesar de que éstas moléculas pertenecen a la misma familia de firmacos. Por
lo tanto, el efecto que tiene la rosiglitazona sobre el tamafio de las HDL no se puede extrapolar a los
efectos de la pioglitazona y ser comparados con los reportados en estudios previos.

No podemos descartar a otros factores como LCAT, CETP y PLTP que participan en el
metabolismo de las HDL, como el origen de las modificaciones estructurales y de los parametros
cinéticos. Estas proteinas plasmaticas también pueden modificar el tamafio y composicion de las
HDL sintetizadas por el higado. La LCAT es una enzima que esterifica el colesterol libre derivado de
la superficie de las células, de donde es captado por las HDL. Esta enzima contribuye de una manera
importante a determinar la estructura y composicién de las HDL y se ha considerado como la etapa
importante en el TRC.*® Estudios previos reportan que la deficiencia de LCAT resulta en una
disminucién en las concentraciones plasmaticas de C-HDL, pero sin incrementar el tiesgo de EAC.”
En sujetos deficientes de esta enzima, las HDL se mantienen de forma discoidal, lo que sugiere, que
la LCAT es indispensable en la remodelacién de estas particulas. Con base en la disminucién o el
aumento de la LCAT producido por la pioglitazona, es posible que estos cambios contribuyan a la
generacion de particulas HDL pequefias.

El colesterol después de ser esterificado por la LCAT puede ser removido por accidn de ia proteina
de transporte de ésteres de colesterol (CETP), que promueve la transferencia de lipidos del centro
entre HDL y lipoproteiﬁas ricas en triacilgliceroles (Quilomicrones y VLDL), reduciendo los ésteres

de colesterol de las HDL vy enriqueciéndolas con tracilgliceroles.” Sin embargo, la pioglitazona
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estimula la expresion de la LPL' y en consecuencia, las VLDL en el plasma son transformadas mas
rapidamente a las lipoproteinas de densidad intermedia, IDL (remanentes de VLDL), que pueden ser
captadas por el higado para ser degradadas, o seguir siendo hidrolizadas por la lipasa hepitica para
dar como resultado lipoproteinas de baja densidad (LDL). Al incrementar la expresion de la LPL,
aumenta el catabolismo de las VLDL, por lo que la disponibilidad de intercambiar triacilgliceroles
por colesterol esterificado con las HDL via la CETP disminuye.”* Lo anterior podtia contribuir a
explicar en parte el efecto observado en el C-HDL asociado a2 un aumento en el contenido de
colesterol esterificado de las particulas HDL.

Por otra parte, nuestros resultados demuestran un incremento de la actividad CETP después del
tratamiento. El aumento en la actividad CETP, favorece una mayor proporcion de particulas grandes
de tipo HDL,* No obstante, nuestros resultados muestran que el incremento en la actividad CETP
se asocia a la presencia de particulas pequefias. No debemos descartar que el tratamiento con
pioglitazona estimule la expresion de otros receptores como se menciond anteriormente el ABCA-1
y el SR-BI, que también contribuyen a la remodelacién de las HDL, generando particulas pequefias
que son catabolizadas mds ripidamente. Esto sugiere que podria existir un equilibrio entre los
factores intravasculares que participan en el TRC y las proteinas de membrana, para remodelar a las
particulas HDL. Por lo tanto, el aumento de la actividad CETP por efecto de la pioglitazona no es
incompatible con la presencia de particulas HDL pequefias.

Las particulas HDL después de ser enriquecidas en triacilgliceroles por accién de la CETP, son
remodeladas por la accién de la PLTP. Las evidencias ## o sugieren que la PLTP facilita la
transferencia de fosfolipidos entre las HDL y lipoproteinas que contienen apo B. La con%/ersién de
las HDL mediada por la PLTP iz viro da lugar a la formacion de particulas pequefias pobres en
lipidos y un alto contenido en apo A-, sugiriendo que la PLTP tiene un papel antiaterogénico.” Sin

embargo, otros estudios reportan que la deficiencia de la PLTP reduce el riesgo de desarrollar
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enfermedad arterial coronaria.’ En nuestro estudio, la pioglitazona indujo un incremento en la
actividad PLTP y esto puede contribuir a explicar la presencia de uné mayor proporcion de HDL,. y
en incremento del FCR de la apo A-I. Sin embargo, estos resultados no aportan argumentos que
apoyen el papel pro- o anti-aterogénico de la PLTP. Se requieren estudios especificos que permitan
confirmar el papel de la PLTP en la cinética metabdlica de las HDL y en la génesis del ateroma,

El tamafio de la particula HDL no es el Gnico factor a tener en cuenta para explicar el aumento del
catabolismo de la apo A-I. El contenido de lipidos y lipoproteinas, composiciéon quimica, de las HDL
es otro factor que puede ser importante para modificar los pardmetros cinéticos de estas
lipoproteinas; como mencionamos anteriormente, particulas pequefias, pobres en triacilgliceroles se
catabolizan mas rapido que las particulas de mayor tamafio.” En nuestro estudio, las HDL fueron
enriquecidas con ésteres de colesterol, apo E y su contenido en triacilgliceroles es menor después del
tratamiento con pioglitazona, teniendo una relacién directa con la tasa de catabolismo de la HDL. Lo
anterior puede explicarse ya que la via del receptor apoB/E se ve favorecida. Es decir, las particulas
HDL por esta via son depletadas de colesterol, modifican su estructura y generan particulas de
menor tamafio que pueden ser capaces de captar el colesterol excedente de las células o bien ser
catabolizadas mas rapidamente.

En resumen, el tratamiento con pioglitazona da origen a un hipercatabolismo de la apo A-I de las
HDL, asociado a una mayor proporcion de HDL pequefias, enriquecidas en ésteres de colesterol y
pobres en tracilgliceroles. La trascendencia de estos hallazgos se ubica en la capacidad
antiaterogénica de las HDL generadas durante el tratamiento con pioglitazona; se ha sugerido que el
potencial antiaterogénico de las HDL no esti relacionado con los niveles plasmaticos d;e C-HDL,
sino con la cantidad y capacidad de ciertas subclases de HDL presentes en plasma. Argmann e a/*
propone que las particulas pequefias como las HDL,, son particulas que pueden funcionar como

buenos aceptores del colesterol excedente de las células y trasportarlo hacia el higado donde va a ser
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excretado o reciclado, optimizan el TRC.*> Ademis, estudios recientes han demostrado que las HDL
pequefas poseen un potencial antioxidante superior al resto de las subclases de HDL, y esto se asocia
a una disminucién en la oxidacién de las LDL* Estudios en nuestro laboratorio (datos no
publicados) demuestran que la subclases de de HDL,. posee un mayor potencial antioxidante, que se
puedve explicar en parte porque estas particulas son aceptores primarios de paroxonasa (PON1). Esta
selectividad se basa en el hecho de que la PONT1 se sintetiza en el higado y permanece anclada en la
membrana del hepatocito, que para ser liberada de ella, se necesita una particula con alta tensién

superficial (HDL,o) que favorezca las interacciones con la membrana citoplasmatica y con la region

hidrofdbica de la enzima.®

Sin pretender extrapolar estos resultados al humano, nuestro modelo experimental nos permiti6
explicar y determinar las acciones de pioglitazona sobre el metabolismo de las HDL. Estos efectos se
lograron con dosis relativamente bajas (0.6, 1.75, 2.6 mg/Kg) que equivalen a 1, 2.6 y 4 veces la dosis

de 30 mg/Kg en humanos, respectivamente. Estos resultados sugieren que con dosis terapéuticas in

uivo podriamos tener resultados importantes en este sentido.
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CONCLUSIONES

El tratamiento con pioglitazona modifica el metabolismo, tamafio y composicién de las HDL. Estas
modificaciones demuestran que existe una relacién entre el metabolismo y tamafio de las particulas
HDL. Es decir, las particulas de pequefias, tipo HDL,, se asocian a un catabolismo rapido

Este estudio fortalece la idea de que la sintesis y el catabolismo de estas particulas son factores
importantes que determinan las concentraciones plasmaticas del C-HDL. Ademas este estudio nos
permite postular que las propiedades antiaterogénicas de las HDL no sélo dependen de las
concentraciones plasmaticas del C-HDL si no de las diferentes subclases de HDL. El posible
incremento en el potencial antiaterogénico de las HDL generadas durante el tratamiento con

pioglitazona, deberi ser analizado en estudios posteriores.



PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo han dado lugar a nuevas preguntas de investigacidn, entre las que

destacan:

¢ cLas HDL pequefias generadas por el tratamiento, como las HDL,. tienen mejores

propiedades antiaterogénicas que el resto de las subclases de HDL?

¢ La composicién de lipidos y lipoproteinas de las HDL serd otro factor importante para

determinar la funcién antiaterosclerosa de estas particulas?

¢ (El equilibrio entre factores intravasculares, receptores y proteinas de membrana determinan

son determinantes para la estructura y funcionalidad de las HDL?
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