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ABREVIA TURAS 

ABCA 1: Transportador de membrana dependiente de A TP. 

Apo: Apolipoproteína. 

CE: Colesterol esterificado. 

CETP: Proteína de transferencia de ésteres de colesterol. 

OS: Desviación estándar. 

EAC: Enfermedad arterial coronaria . 

EDTA: Ácido etilendiaminotetracético. 

FCR: Tasa de catabolismo fracciona! 

FSR: Tasa de síntesis fracciona!. 

HDL: Lipoproteína de alta densidad. 

Htx: Hipotiroidismo. 

IDL: Lipoproteínas de densidad intermedia. 

kD: Kilo Dalton. 

LCAT: Lecitina:Colesterol Aciltransferasa. 

LDL: Lipoproteína de baja densidad. 

LDL- ox: LDL oxidada. 

LH: Lipasa hepática. 

Lp: Lipoproteína. 

LPL: Lipasa lipoprotéica. 

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 

PL TP: Proteína de transferencia de fosfolípidos. 

PON 1: Paraoxonasa 1. 

PPAR: Receptor activado por proliferador de peroxisomas. 

PPRE: Elemento de respuesta a la proliferación de peroxisomas. 

PR: Tasa de producción . 

Qm: Quilomicrón. 

RT: Tiempo de residencia . 

RXR: Receptor 9-cis del ácido retinoico. 

SR-81 : Receptor barrendero clase B tipo l. 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

TRC: Transporte reverso de colesterol. 

TBE: Tris-ácido bórico. 

VLDL: Lipoproteínas de muy baja densidad. 
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RESUMEN 

Las concentraciones de colesterol de las lipoproteínas de alta densidad (C-HDL) tienen una 
correlación inversa con el riesgo de desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC). Las 
HDL son una población heterogénea de partículas que se pueden agrupar en diferentes 
subclases. En este contexto, estudios recientes han postulado que la función antiaterosclerosa 
de las HDL depende del tipo de partícula, independientemente de la concentración plasmática 
de C-HDL. Las subclases de HDL son el resultado de un delicado equilibrio dinámico entre las 
actividades enzimáticas y de proteínas de transporte intravascular, de receptores celulares, así 
como de la velocidad con la que sintetizan y se catabolizan estas lipoproteínas. Sin embargo, se 
conoce poco acerca de los diferentes factores metabólicos que dan origen a las diferentes 
subpoblaciones HDL. Por lo anterior, postulamos que existe una relación entre metabolismo de 
las HDL con su potencial antiaterogénico, relación que tendría por intermediario la estructura de 
las partículas lipoproteicas. 

Seleccionamos dos modelos de estudio que se caracterizan por presentar alteraciones 
estructurales de las HDL, entendiéndose por estructura al tamaño, contenido de lípidos y 
apoproteínas, con el objetivo de aportar nuevos conocimiento que permitan interpretar la 
compleja relación en metabolismo, estructura y función de estas lipoproteínas. 

En primer lugar, estudiamos el metabolismo de las HDL en un modelo murino de hipotiroidismo 
(Htx). Este modelo se caracterizó por tener partículas HDL significativamente más grandes, 
enriquecidas en fosfolípidos y apo E en comparación con los controles. Realizamos estudios 
cinético-metabólicos de la apo Al marcada de manera exógena con 1251, reincorporándola tanto 
en HDL aisladas de ratas normales (HDL-n) como de ratas Htx (HDL-Htx). Nuestros resultados 
demuestran que las HDL-Htx se depuran lentamente en comparación con las HDL-n, sugiriendo 
que la estructura de la partícula es un factor determinante en la velocidad de eliminación de las 
HDL. A pesar de los cambios estructurales de las HDL-Htx, su capacidad de captar colesterol de 
la membrana de las células en cultivo no se vió afectada. 

En segundo lugar, analizamos el metabolismo de las HDL en sujetos hipertrigliceridémicos, en 
condiciones basales y después de disminuir el nivel de triacilgliceroles plasmáticos por medio de 
ciprofibrato. El tratamiento con el fármaco, produjo una disminución significativa en el contenido 
de triacilgliceroles de las HDL y desplazó el patrón de distribución de tamaños hacia las 
partículas más pequeñas, HDL3c. Los estudios cinético-metabólicos en estos pacientes se 
realizarán por infusión constante [5,5,5-tri-2H] leucina que permite el marcaje endógeno de todas 
las proteínas en curso de síntesis. La cinética de incorporación del marcador isotópico a la apo 
Al de las HDL se determinó por espectrometría de masas. Nuestros resultados demuestran que 
el catabolismo de la apo A-1 se incrementa un 50% en promedio, asociado a un incremento de 
la actividad de la proteína de transferencia de fosfolípidos. Las modificaciones en el 
metabolismo y estructura de las HDL inducidas por el ciprofibrato, resultan en un aumento en la 
capacidad de captar colesterol de células en cultivo. 

Este trabajo de investigación permite postular que existe una relación inversa entre el tamaño 
de la partícula HDL y su catabolismo. Además, las modificaciones en el metabolismo de las HDL 
que se manifiestan por una disminución en tamaño de las partículas, favorece su función 
fundamental de promover el eflujo de colesterol. Por lo tanto, intervenciones farmacológicas, o 
de otra naturaleza, que aumenten el catabolismo de las HDL, pueden contribuir a mejorar su 
función en el transporte reverso del colesterol. La confirmación de esta propuesta, así como la 
relación entre la ·estructura de las HDL con otras funciones antiaterosclerosas de estas 
lipoproteínas, tendrá que ser evaluado en estudios futuros. 
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ANTECEDENTES 

l. LIPOPROTEINAS Y SU METABOLISMO 

Las lipoprotefnas (Lp) son macromoléculas seudomicelares (Figura 1 ), constituidas 

principalmente por lípidos antipáticos (fosfolfpidos y colesterol libre). lfpidos no polares 

(triacilgliceroles y ésteres de colesterol) y por proteínas llamadas apolipoproteínas (apo) 

(Tabla 1). Los lfpidos no polares se sitúan en el interior de las lipoprotefnas. Los lfpidos 

antipáticos se organizan en una monocapa en la superficie del complejo, presentando sus 

grupos polares hacia el medio acuoso. Las apolipoproteínas estabilizan la monocapa de 

fosfolípidos, modulan la actividad de ciertas enzimas y la relación de estas últimas con sus 

receptores. De esta manera el transporte de los lípidos en plasma está garantizado. 

l Triacilgliceroles 

Colesterol 
e> libre 

ff Fosfolípidos 

o Colesterol. 
esterificado 

o Apolipoproteína 

FIGURA 1. Representación esquemática de una lipoprotefna. 

1.1. CLASIFICACIÓN 

Las lipoprotef nas se han clasificado de acuerdo a su. migración en la electroforesis y 

también con base a su densidad o contenido de apolipoprotef nas (taba 1 ) 

a) Clasificación según migración electroforética. 

Con este método se reconocen las lipoprotefnas como a, ~ y pre-~. 
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TABLA l. Características de las principales apolipoproteínas 1
. 

Apo PM. Locali- Función Sitio de P.I 
(kD) zación síntesis 

A-1 29,016 HDL, Qm Principal proteína 
componente de las 
HDL, cofactor de 
LCAT 

Intestino 5.9-5.4 
Hígado 

A-11 14,414 HDL lnhibidor de LH y de la 
LCAT 

Intestino 5.0 
Hígado 

A-IV 44,465 HDL, Qm Activador de LCAT, Intestino 
modulador de LPL y 
estimulador de eflujo 
de colesterol 

B-100 512,723 VLDL, LDL Ligando para receptor Hígado 
de LDL 

B-48 240,800 Qm Proteína estructural 
deQM 

Intestino 

5.5 

6.8 

Conc. 
plasmática 

(mQ/dL) 
121± 24 

37± 9 

15 

98± 20 

• 

CI 6,630 HDL, Activador de LCAT, Hígado 7.5 7±2 
VLDL, Qm inhibición de la 

captación hepática de 
triacilgliceroles 

C-11 8,900 HDL, Cofactor de LPL, Hígado 4.9 3.7± 1.8 
VLDL, Qm inhibición de la 

captación hepática de 
lipoproteínas ricas en 
triacilgliceroles 

C-lllo.1.2 8,800 HDL, lnhibidor de la LPL Hígado 4.5-5.0 13± 2 
VLDL, Qm 

E2,3,,4 34, 145 VLDL, HDL Ligando de receptor Hígado 6.0-5.7 4±1 
de LDL 

Apo: apolipoproteína, PM: Peso molecular, kD: kilodalton, PI: punto isoeléctrico, HDL: lipoproteína 
de alta densidad, Qm: Quilimicrón, LCAT: Lecitina:Colesterol .Aciltransferasa, LH: Lipasa Hepática, 
LPL: Lipoproteína Lipasa. 

b) Según la densidad, se distinguen cinco clases: 

1) Quilomicrones (Qm), son las lipoproteínas más grandes y menos densas (d<0.94). 

2) VLDL (Very Low-Density Lipoproteins), lipoproteínas de muy baja densidad 

(0.94<d<1 .006). 

3) IDL (lntermediate-Density Lipoproteins), lipoproteínas de densidad intermedia 

(1.006<d<1.019). 

4) LDL (Low-Density Lipoproteins), lipoproteínas de baja densidad (1 .019<d<1 .063). 

5) HDL (High-Density Lipoproteins), lipoproteínas de alta densidad (1.063<d<1.21 O). 

Las HDL, a su vez, pueden ser separadas en dos subclases: 

);> HDL2: 1.063<d<1 .120. 

);> HDL3: 1.120<d<1.210. 
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Tabla 11. Características de las lipoproteínas separadas en función de su densidad2
. 

Lipo- Patrón Diámetro Contenido Contenido Contenido Contenido 
proteína de (nm) de de de de 

distribución 0 Proteína Fosfolípidos Triacilgli- Colesterol 
electrofo- (%) (%) ceroles (%) 

rético (%) 
Qm Origen >70 1-2 3-6 90-95 1-3 

VLDL Pre-13 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8 

IDL 13 lenta 20-30 20 30 35 38 

LDL 13 18-25 18-22 18-24 4-8 50 

HDL a 5-12 45-55 26-32 2-7 22 

Qm: Quil imicrón, VLDL: lipoproteína de muy baja densidad, IDL: lipoproteína de densidad 
intermedia, LDL: lipoproteína de baja densidad, HDL: lipoproteína de alta densidad. 

c) Por su contenido de apolipoproteínas, se dividen en dos tipos. 

1. Las lipoproteínas que contienen apo A-1 : Lp A-1 y Lp A-1 : A-11. En esta clasificación se 

incluyen las HDL. 

2. Las lipoproteínas que contienen apo B: Lp B; Lp B: E; Lp B: C-111 y Lp B: C-111 : E. En 

esta clasificación se incluyen las VLDL, IDL y LDL. 

Otras poblaciones pueden ser clasificadas por su contenido de apo A-IV o de apo E. 

1.2. METABOLISMO DE LIPOPROTEÍNAS 

1.2.1. Lipoproteínas que contienen apo B (Lp B). 

Dos órganos están implicados en la biosíntesis y secreción de las Lp B: el intestino que 

sintetiza los Qm y el hígado que sintetiza las VLDL. 

Los Qm se sintetizan en el enterocito a partir de los lípidos digeridos y absorbidos 

provenientes de la dieta. Contienen apo B-48, A-1, A-11 y A-IV. Los triacilgliceroles 

contenidos en los Qm pueden seguir dos rutas metabólicas. En la primera, los Qm 

intercambian triacilgliceroles por ésteres de colesterol, con las HDL; este intercambio es 

facilitado por la Proteína de Transferencia de Ésteres de Colesterol (CETP). En la segunda, 

la Lipasa Lipoprotéica (LPL) hidroliza los triacilgliceroles dando lugar a la formación de 

remanentes de Qm. 

En el plasma, los Qm transfieren a las HDL componentes de superficie que incluyen las 

apo C-11 , C-111 y E y reciben de esas lipoproteínas fosfolípidos y apo A-1. De esta manera, 

los remanentes de Qm se enriquecen proporcionalmente en apo E, hecho que favorece su 

captación por el hígado a través del receptor apo B/E. 
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Las VLDL son sintetizadas por el hígado a partir de ' triacilgliceroles obtenidos de otras 

lipoproteínas o sintetizados de novo. Las VLDL contienen apos B-100, C-11 y E. Una vez en 

el torrente sanguíneo interactúan con la LPL del endotelio, que utiliza la apo C-11 como 

cofactor para hidrolizar los triacilgliceroles contenidos en las VLDL. Además, las VLDL 

ceden triacilgliceroles, fosfolípidos, y apo c ·s y E a las HDL, recibiendo de éstas ésteres de 

colesterol. Se forman entonces partículas IDL, más pequeñas, con un menor contenido de 

triacilgliceroles y enriquecidas con ésteres de colesterol. Estas lipoproteínas pueden ser 

captadas en el hepatocito a través del receptor apo B/E, o seguir disminuyendo su tamaño 

por la hidrólisis de sus triacilgliceroles hasta convertirse en LDL. Las partículas de LDL 

pueden ser eliminadas de la circulación por el receptor LDL del hígado, o pueden ser 

usadas por otros tejidos que requieran colesterol para formar membranas celulares durante 

la proliferación, o ser aprovechadas por tejidos esteroidogénicos para síntesis de 

hormonas. 

El organismo es incapaz de eliminar el colesterol excedente llevado por las LDL y se 

requiere de su transporte hacia el hígado. Este proceso lo llevan a cabo las HDL, mediante 

el mecanismo denominado transporte reverso de colesterol (TRC). 

1.2.2. Lipoproteínas de alta densidad (HDL) 

Las HDL representan un grupo heterogéneo de partículas, con diámetro que varia entre 

7.4-12 nm 3
. El metabolismo de las HDL es un mecanismo cíclico conocido como TRC y 

está esquematizado en la figura 2. 

Las HDL son sintetizadas por el hígado y el intestino en forma de partículas discoidales pre 

¡3-1 , con una masa de 67 kD y una densidad >1.21g/mL 4
. Las HDL pre ¡3-1 contienen 

únicamente apo A-1 y pequeñas cantidades de fosfolípidos, y son las partículas con la 

mayor capacidad para aceptar el colesterol proveniente de los tejidos periféricos 5
'
6

. La 

primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol de las células. Este paso se realiza a 

través de un mecanismo regulado por un transportador de membrana dependiente de A TP, 

llamado ABCA 1. El ABCA 1 funciona como molécula de translocación, facilitando la 

exposición de los lípidos en la superficie de la célula. Cuando las HDL se enriquecen con 

colesterol , las partículas pre~-1 se transforman en partículas más grandes, constituidas de 

fosfolípidos y una pequeña cantidad de colesterol libre denominadas HDL pre-~-2 . Estas 

partículas son excelente sustrato para la Lecitina:Colesterol Aciltransferasa (LCAT) 3
·
7

·
8

. Por 

acción de esta enzima se generan ésteres de colesterol y lisofosfatidilcolina; los primeros 

permanecen asociados a las HDL y migran hacia el núcleo de la partícula. Este proceso 

convierte a las HDL discoidales de migración pre-~ en pequeñas partículas esféricas de 

migración a con un diámetro aproximado de 7.7 nm 9
. 
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CL 
Célula ApoB 

ApoB 

FIGURA 2. Esquema del transporte reverso de colesterol, se identifican las tres 
diferentes vías utilizadas por las Lipoprotef nas de alta densidad (HDL) para 
transportar el colesterol de los tejidos periféricos hacia el hígado. ABCAl : transportador 
dependiente de A TP, CL: colesterol libre, CE: colesterol esterificado, Tg: triacilgliceroles, apo B: 
Iipoproteínas ricas en apo B, LCAT: Lecitina:colesterol aciltransferasa, LH: Lipasa hepática, CETP: 
Proteína de transferencia de ésteres de colesterol, PL TP: Proteína de transferencia de fosfolípidos, SR­
B 1: Receptor barrendero clase B tipo l. 

En la figura 2 se muestra como los ésteres de colesterol de las HDL pueden ser llevados al 

hígado por tres mecanismos diferentes. Primero: intercambio por triacilgliceroles 

provenientes de los Qm o VLDL, facilitado por la CETP. La Lipasa Hepática (LH) hidroliza 

los triacilgliceroles adquiridos y, en asociación con la Proteina de Transferencia de 

Fosfolípidos (PL TP), se reduce el tamaflo de las HDL, dando lugar a partículas densas y 

pequeñas (HDL3) capaces de reiniciar el ciclo de captación de colesterol. Segundo, si la 

actividad de la CETP es baja, las HDL que contienen apo E pueden ser depuradas 

directamente por el receptor hepático apo B/E 1º·11
. Tercero, los ésteres de colesterol 

pueden ser selectivamente removidos de las HDL por ei" receptor SR-81 12 localizado eh el 

hepatocito, generando así partículas HDL de menor tamaño que pueden repetir el ciclo. 

La partícula completa de HDL también puede ser depurada por un mecanismo que 

involucra a la cubilina. Esta proteína de membrana ha sido identificada como un sitio de 

unión para la apo A-1 de las HDL en células epiteliales del tubo proximal de los riñones. Así, 

pequeñas partículas HDL con tamaño < 8 nm son filtradas por el glomérulo y alcanzan sus 

sitios catabólicos en el túbulo renal 13
. 

9 



11. HDL Y ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA (EAC). 

La enfermedad arterial coronaria (EAC), es la primera causa de mortalidad en los países 

desarrollados y comienza a serlo en los países emergentes. Datos de la Secretaria de 

Salud en México señalan que este padecimiento es la segunda causa de morbilidad y 

mortalidad 14
. 

La aterogénesis comienza como una respuesta a un daño, desencadenando una serie de 

eventos inflamatorios, de proliferación de células y de apoptosis 15
•
16

. La participación activa 

de las LDL es bien conocida en la génesis de la enfermedad. Por otra parte, el papel 

protector de las HDL ha sido demostrado consistentemente por los estudios 

epidemiológicos. De hecho, en los estudios prospectivos, el C-HDL es comúnmente el 

factor de riesgo lipídico que mejor correlaciona con el riesgo de aterosclerosis coronaria23
. 

La hipoalfalipoproteinemia (HA, niveles de C-HDL < 40 mg/dL 17
) es la dislipoproteinemia 

más frecuente en pacientes con infarto al miocardio prematuro 18 y es la de mayor 

incidencia en la población mexicana 19
. Varios estudios han demostrado la transmisión 

genética de la hipoalfalipoproteinemia, pero no han sido determinadas la o las proteínas 

directamente involucradas. La hipoalfalipoproteinemia no es una dislipidemia unigénica, ya 

que varios son los loci que están involucrados en su desarrollo. Algunas deficiencias 

genéticas y metabólicas de las HDL y su relación con la incidencia de aterosclerosis se 

describen en la tabla 111. 

La relación inversa entre los niveles de colesterol HDL y el riesgo de EAC es 

frecuentemente explicado por el TRC (capitulo 1) 20
-
24

. El concepto del TRC como 

mecanismo cardioprotector es apoyado por varios estudios in vivo e in vitro 25
·
26

. Sin 

embargo, en los últimos años se han descrito una serie de propiedades antiinflamatorias, 

antioxidantes, antitromboticas y profibrinolíticas de las HDL que podrían contribuir a 

explicar la relación inversa entre la EAC y estas lipoproteínas. La figura 3 resume los 

diversos mecanismos que sostienen el papel antiaterogénico de las HDL y a continuación 

se detallan algunos de ellos. 
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Tabla 111 , Proteínas involucradas en la concentraciones de HDL 26
. 

GEN/PROT 

APO A-1 

APO A-11 

ApoA-IV 

Apo C-1 

Apo C-11 

Apo D 

Apo E 

Apo F 
LPL 

LH 

LCAT 

CETP 

PLTP 

CROMO­
SOMA 

11 

11 

19 

19 

3 

19 

12 
8 

15 

16 

16 

20 

FUNCION EN EL 
TRC 

Principal proteína componente de 
HDL, activación de LCAT, 
estimulación del eflujo de 
colesterol, ligando de HDL para 
unión ( SR-81. A8C1) 
Proteína componente de HDL, 
ligando de HDL para unión, 
inhibidor de LH. 
Activación de LCAT, modulador 
de LPL y estimulador de eflujo de 
colesterol. 
Activación de LCAT, inhibición de 
la captación hepática de 
triacilgliceroles 
Activación LPL, inhibición de la 
captación hepática de 
lipoproteínas ricas en 
triacilgliceroles 
Formación de pre- f33-Lp A-1 

Ligando del receptor apo E, 
movilización de colesterol celular 
en macrófagos y eflujo de 
colesterol 

Inhibición de CETP 
Hidrólisis de triacilgliceroles , 
generación de precursores de 
HDL 

Hidrólisis de triacilgliceroles y 
fosfol ípidos en HDL, cofactor de 
SR-81 en captación selectiva, 
generación de apo A-1 libre de 
lípidos 
Esterificación de colesterol, 
maduración de HDL 

Intercambio de ésteres de 
colesterol y triacilgliceroles entre 
HDL y Lp8, conversión de HDL, 
generación de apo A-1 libre de 
lípidos 
Transferencia de fosfolípidos de 
lípoproteínas ricas en 
triacilgliceroles a HDL, fusión de 
HDL pequeñas, generación de 
apo A-1 libre de lípidos 

11.1.ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS HDL 

REGULACION 

POSITIVA 

E2, 
E3,glucocorti­
coides, IL-6, 
retinoides, 
fibratos 
Retinoides, 
fibratos 

Ácidos grasos 
insaturados, 
ácidos biliares 

? 

? 

Testosterona, 
glucocorticoide 
Colesterol, E2 

? 
Vitamina 03, 
AMPc, insulina, 
glucosa, AR-a,, 
AR- f33, FFAs, 
fibratos, 
tiazolidinedionas 
Testosterona 

IL6, 
dexametasona 
FFAs, 
corticotropina 
Colesterol, 
oxisterol, 
retinoides 

Fibratos, ácidos 
biliares, hipoxia 

NEGATIVA 

Testosterona, 
TGF-f3, ácido 
cólico 

Hormona 
tiroidea 
TNF-a 
Leptina 

? 

? 

Estradiol 

Citocinas 

? 
Endotelina-1, 
IL-1 , IL-11 , 
TNF-a, IFN-y, 
LPS, PTH, 
PGE2 

E2. hormona 
de 
crecimiento, 
dexametasona 
fibratos 
TGF-13 

Recientemente el papel antiaterogénico de las HDL se ha centrado en su capacidad 

antioxidante. Varios de sus elementos participan en esta propiedad, entre ellos sus 

apolipoproteínas y particularmente la paraoxonasa (PON1) 27
. Esta enzima se localiza en la 
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subfracción de las HDL que contiene apo A-1 y clusterina (apo J) 28
•
29

. La PON1 fue descrita 

inicialmente corno una enzima de desintoxicación que hidroliza el paraoxón, un potente 

inhibidor de las colinesterasas y de donde deriva su nombre. Se ha demostrado que la 

PON1, metaboliza lípidos peroxidados y previene su acumulación en las LDL y en las 

propias HDL 30
. La oxidación de las HDL reduce sustancialmente su capacidad como 

aceptor en el eflujo de colesterol del TRC 31
. 

RELACIÓN HDL Y PON 

La PON 1 se sintetiza en los hepatocitos y queda anclada a su membrana. Para que la 

PON1 abandone la membrana del hepatocito hacia su destino final, el plasma, requiere de 

un aceptor que posea una tensión superficial adecuada. In vivo, este aceptar son las HDL, 

particularmente la subfracción HDL3 (estudios recientes de nuestro laboratorio, no 

publicados). Como consecuencia la paraoxonasa es transportada en el plasma por las HDL 

además de ser vectorizada por las mismas a los espacios subendoteliales donde llevará a 

cabo su función antioxidante. 

El papel protector de la PON1 en el desarrollo de aterosclerosis se ha reforzado por 

estudios en animales, observando que HDLs aisladas de ratones que no expresan el gen 

PON1, carecen de la capacidad de evitar la oxidación de las LDL 32
-
34

. Este efecto biológico 

se relaciona con la habilidad de la PON 1 de hidrolizar los peróxidos asociados a 

lipoproteínas 34
·
35

, dando lugar a derivados inactivos desde el punto de vista de la 

peroxidación 36
. Así, la cascada oxidativa de los lípidos de las LDL puede ser interrumpida 

por la acción de la paraoxonasa 37
. Otros estudios in vitro, han demostrado la disminución 

de la activación de monocitos por LDL oxidadas en presencia de PON1 . 

11.2. ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA 

Las HDL inhiben la interacción de monocitos con las células endoteliales y con células de 

músculo liso, además de la adhesión de monocitos a las células endoteliales inducidas por 

LDL oxidadas (LDL-ox) 38
. Estudios recientes han mostrado que la expresión de VCAM-1 , 

ICAM 1 y selectina E, son inhibidas por las HDL 39
·
40

. La mejor inhibición de la expresión de 

estas proteínas fue observada a concentraciones fisiológicas de HDL. Además, las HDL 

previenen la liberación del factor de necrosis tumoral (TNF) inducida por lipopolisacáridos y 

endotoxinas bacterianos, debido a que se unen a ellos y los neutralizan. Al limitar la 

liberación de TNF, la activación del complemento se inhibe y se reduce también la 

inducción de moléculas de adhesión en macrófagos de conejos y ratones 41
.4

2
. 
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11.3. PREVENCIÓN DE LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL. 

La disfunción endotelial es uno de las primeras manifestaciones en la patogénesis de la 

aterosclerosis. Estudio in vitro e in vivo han puesto de manifiesto un efecto de conservación 

de la función endotelial por parte de las HDL. En este sentido, se ha observado que sujetos 

con concentraciones abatidas de C-HDL, entre otras anormalidades lipídicas, presentan 

disfunción endotelial. Recientemente se ha reportado que el C-HDL es un factor 

independiente de predicción de la vasodilatación inducida por flujo, en pacientes con 

EAC 43,44 . 

Se ha postulado que los mecanismos responsables de la preservación de la función 

endotelial mediada por las HDL, están relacionados con la capacidad de ésta últimas de 

inactivar los efectos nocivos de las LDL-ox a nivel de producción de NO. Las HDL inactivan 

a las LDL-ox, no solo a través de la paraoxonasa como se ha discutido previamente, sino 

también por medio de la apo Al , de sus fosfolípidos, y de la captación de 

lisofosfatidilcolina, uno de los productos derivados del proceso oxidativo de las LDL. 

A pesar de las propiedades antiaterosclerosas que poseen las HDL, algunos casos 

aislados de hipoalfalipoproteinemia severa no se asocian con riesgo elevado de EAC 4
5-4

7
. 

En ese tipo de pacientes, se ha determinado que el catabolismo de las HDL es muy 

elevado, lo que sugiere una función acelerada. En otras palabras, la cantidad de HDL es 

importante, pero la velocidad con la que realizan sus funciones lo es aún más. Se requieren 

otros estudios que proporcionen más información para poder discriminar entre una 

hipoalfalipoproteinemia proaterogénica de una que no lo es. 

13 



Monocito 

16.(-). 

~ 

FIGURA 3. Efectos anti-aterogénicos de las HDL. 1) Inhibición de la Quimiotaxis 
promovida por LDL oxidadas. 2) Regulación de la síntesis de adhesinas en el endotelio vascular. 3) 
Inhibición de la oxidación de las LDL. 4) Inhibición de la disfunción endotelial inducida por LDL-ox 
y apoptosis. 5) Estimulación del eflujo de colesterol en el macrófago. 6) Inhibición de la activación de 
plaquetas. 
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111. FIBRATOS Y HDL. 

Los fibratos son derivados del ácido fíbrico. Los más utilizados en la clínica son el 

clofibrato, gembrozil, fenofibrato, bezafibrato y ciprofibrato. Estudios de prevención primaria 

y secundaria han mostrado que los fibratos disminuyen la incidencia de complicaciones de 

EAC, al regular las concentraciones de lípidos y lipoproteínas 48 .49
. Los beneficios 

observados en estos estudios están relacionados con el incremento en el colesterol-HDL. 

Sin embargo, los conocimientos acerca de las modificaciones en el metabolismo de las 

HDL por el tratamiento con fibratos son escasos. 

111.1 MECANISMO DE ACCIÓN DE LOS FIBRATOS. 

Los fibratos son ligandos sintéticos de factores de transcripción llamados receptores 

activados por proliferador de peroxisomas (PPARs). Los PPARs son miembros de la 

superfamilia de receptores de hormonas nucleares y han sido identificados tres genes 

diferentes: a , 8 (p) y y. Los fibratos actúan principalmente por activación de la isoforma a , 

que tiene como ligandos naturales a los ácidos grasos y sus derivados, leucotrieno 84 y el 

ácido 8S-hidroxiecosateranoico (8S-HETE). Los PPARa se expresan predominantemente 

en los tejidos que exhiben una alta taza metabólica de ácidos grasos, tales como hígado y 

músculo. 

En el núcleo de las célula, los PPARs activados por su ligando, se heterodimerizan con el 

receptor 9-cis del ácido retinoico (RXR) (Figura 4). El complejo PPARa/RXR se une a una 

secuencia específica del DNA, llamado elemento de respuesta a la proliferación de 

peroxisomas (PPRE). El PPRE está constituido por secuencias hexaméricas AGGTCA, 

espaciadas por uno o dos nucleótidos (N 1.2 ) que actúan como secuencias de regulación de 

la expresión genética, en particular de proteínas implicadas en el metabolismo de las 

lipoproteínas. 

111.2 EFECTO DE LOS FIBRATOS SOBRE LOS GENES QUE REGULAN EL 
METABOLISMO DE LAS HDL. 

Los PPARa participan en la regulación de genes que codifican para proteínas estructurales 

de las HDL, tales como la apo A-1 y apo A-11 , así como proteínas que participan de manera 

directa o indirecta en el metabolismo y remodelación de las HDL. El gen de la apo A-1 

humana presenta una secuencia PPRE en el sitio de activación del promotor 50
. La unión 

de este PPRE y de un PPARa activado por el fibrato aumenta la expresión del gen de la 

apo A-1 y su síntesis proteica 51
. 
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CITOPLASMA 

NÚCLEO 

LIGANDO 
NATURAL O SINTÉTICO 

(Ácidos grasos, Fibratos) 

PPAR.a 
rGEN 

AGGTCA ( N)1,2 AGGTCA 
PPRE .. 

FIGURA 4. Activación y modo de acción de los receptores activados por 
proliferador de peroxisomas a (PPAR-a) RXR: receptor del ácido retinoico, PPREs 
elementos de respuesta a la proliferación de peroxisomas. 

El gen de la apo Ali humana presenta un PPRE localizado en su sitio promotor y por lo 

tanto su transcripción aumenta por efecto de los fibratos, según se ha demostrado con 

cultivos de hepatocitos humanos y de células HepG2 52
. El incremento en la transcripción 

del gen apo Ali se manifiesta por aumentos en las concentraciones plasmáticas de la 

proteína en sujetos con enfermedad coronaria tratados con fibratos 52
. 

Los fibratos regulan la expresión de ciertos receptores de la HDL, en particular el SR-81 

(scavenger receptor 81) y ABCA1 53
•
54

• Los incrementos en la expresión de estos 

receptores por el tratamiento con fibratos, puede ser la base de las elevaciones del C-HDL 

que se observa en los pacientes tratados con fibratos. Sin embargo, se desconoce la 

contribución real de esas proteínas en la elevación del C-HDL. 

En lo que concierne a las proteínas de transporte .Y enzimas que contribuyen a la 

remodelación de las HDL, existen algunos indicios acerca de la regulación del gen de la 

PL TP y la LH por parte de los fibratos. En ratones transgénicos que expresan apo A-1 

humana, los fibratos incrementan el RNAm de la PL TP manifestándose por un aumento de 

su actividad en el plasma 55
• Sin embargo, este efecto no ha sido reportado en humanos 

que reciben fibratos. Por otro lado, en ratones el tratamiento con fibratos provocó una 

disminución de la expresión del gen de la LH que fue paralela a la reducción de la actividad 

de la enzima 56
• 
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Los fibratos también regulan la expresión de proteínas que participan de manera indirecta 

en el metabolismo de las HDL; estimulan la expresión hepática del gen de la LPL y 

reprimen la del gen de la apo C-111, proteína que inhibe la acción de la LPL. De esta 

manera, al incrementar la actividad de la LPL y disminuir la concentración plasmática de su 

inhibidor, se incrementa la lipólisis 57
. Este efecto contribuye a la disminución de la 

concentración plasmática de los triacilgliceroles por el tratamiento con fibratos. 

Por último, pese a que los fibratos no regulan la expresión del gen de la CETP, se ha 

reportado que reducen la tasa de intercambio de lípidos neutros (ésteres de colesterol y 

triacilgliceroles) entre las VLDL y HDL 58
. Tal reducción es el resultado de la disminución de 

triacilgliceroles plasmáticos; en consecuencia, los ésteres de colesterol se acumulan en las 

HDL, lo que contribuye a elevar los niveles de C-HDL en plasma. 
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IV. METABOLISMO DE LAS HDL EN EL HIPOTIROIDISMO. 

El hipotiroidismo se asocia con incremento en riesgo de desarrollar EAC: La asociación 

entre ambas entidades fisiopatológicas, se ha explicado por la prevalencia de 

hipercolesterolemia en la disfunción tiroidea. Las hormonas tiroideas regulan los niveles de 

colesterol-LDL (C-LDL), al estimular la expresión de los receptores hepáticos apo B/E. En 

consecuencia, en el estado hipotiroideo, estos receptores se encuentran disminuidos, 

alterando la depuración de las LDL e incrementando así los niveles de colesterol 

plasmático 59
. 

Debido al papel preponderante de las LDL en la formación de la placa ateromatosa, se ha 

dado poca importancia al estudio del papel antiateroscleroso de las HDL en el estado 

hipotiroideo. La razón principal de esta omisión, radica en hecho de que durante el 

hipotiroidismo, el C-HDL se ha encontrado sin cambios 60 o incluso elevado 61
·
62

. Por lo 

tanto, de manera general se ha asumido que no existen alteraciones en las lipoproteínas 

de alta densidad asociadas a la deficiencia de hormonas tiroideas. Sin embargo, algunos 

estudios han mostrado que en pacientes hipotiroideos los triacilgliceroles se acumulan en 

las HDL por deficiencia de la actividad la LH y de la LPL 63
. También se ha puesto de 

manifiesto que la actividad CETP disminuye en el hipotiroidismo 64
·
65 y es sabido que 

actividades bajas de esta proteína resultan en acumulación de ésteres de colesterol en las 

lipoproteínas de alta densid~d 66
·
67

. Por lo tanto, una de las manifestaciones bioquímicas de 

la deficiencia CETP es un aumento en la concentración de C-HDL. Lo anterior explica los 

hallazgos comúnmente observados en el paciente hipotiroideo en lo que concierne al C­

HDL. Por otra parte, las hormonas tiroideas modifican la biosíntesis de la apo A-1 , 

aumentan la expresión de su RNAm en hígado y en intestino de rata, aumentando de esta 

manera la síntesis de apo A-1 in vivo 68
. 

Este breve resumen de algunas de las anormalidades descritas en el metabolismo de las 

HDL durante el hipotiroidismo, pone de manifiesto la necesidad de profundizar en la posible 

relación de una deficiencia de HDL y el desarrollo de la EAC en el hipotiroidismo. 
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V. ESTUDIOS CINÉTICO METABÓLICOS DE LAS LIPOPROTEÍNAS. 

Las concentraciones de los lípidos en el plasma dependen de la secreción y del 

catabolismo de las lipoproteínas. El aumento en la cantidad de lipoproteínas puede ser el 

resultado de un aumento relativo en su síntesis, de una disminución en su catabolismo o de 

ambos simultáneamente. Este fenómeno dinámico puede ser medido por los estudios 

cinéticos de los constituyentes de las lipoproteínas. La evaluación de ciertos parámetros 

tales como la tasa de síntesis (FSR, fractional synthetic rate) y de catabolismo (FCR, 

fractional catabolic rate) de las apolipoproteínas, que reflejan el metabolismo de las 

lipoproteínas completas. Estos estudios son posibles por el marcaje de las 

apolipoproteínas. 

El marcaje de las apolipoproteínas puede efectuarse de manera exógena y endógena. En 

el primer caso, se utilizan isótopos radiactivos de yodo {1 31 12 o 12512), que se fija a las 

tirosinas de las proteínas. Una vez marcada, la apolipoproteína se reincorpora a la 

circulación sanguínea y se cuenta la radiactividad plasmática a diferentes tiempos. Se 

construye una curva de decaimiento de la radiactividad en plasma que se analiza por 

medio de un modelo compartimental que permite calcular la FCR de la apolipoproteína en 

estudio. 

Este método con isótopos radioactivos presenta algunos inconvenientes: 

• El uso de radiotrazadores en humanos está estrictamente regulado por 

consideraciones de seguridad radiactiva y excluye un número de sujetos para 

estudio, como niños y mujeres embarazadas. 

• El estudio no se puede hacer reiteradamente en el mismo sujeto, por razones de 

bioseguridad y por el remanente de radiactividad que permanece en el organismo 

después de cada estudio 69
. 

Estas inconvenientes han limitado el uso de radiotrazadores en modelos animales. Para el 

estudio de las cinéticas-metabólicas de proteínas en humanos, se han desarrollado 

métodos que permiten el marcaje endógeno. En este método se utilizan aminoácidos 

portando un isótopo estable como trazador, que se incorporan a la proteína durante su 

biosíntesis. Los isótopos estables son detectados utilizando espectrometría de masas 

(SM), en virtud de su masa diferente. 

La administración del trazador, puede ser llevada a cabo como un único bolo intravenoso o 

como una infusión intravenosa constante en el que se administra un pequeño bolo al inicio. 

El método de la infusión constante, permite un marcaje estable de la apolipoproteína 

durante el estudio. La extracción de plasma a diferentes tiempos durante la incorporación 

continua del trazador, permite determinar el enriquecimiento isotópico in vivo de la 
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apolipoproteína. De esa manera, es posible calcular su síntesis y catabolismo como se 

describe más adelante. 

V.1. ELECCIÓN DEL TRAZADOR 

La elección de los aminoácidos marcados depende de sus metabolitos, de su abundancia 

en la proteína de estudio, de su disponibilidad, de su precio y de . la técnica de 

espectrometrla de masas. Varios aminoácidos marcados con isótopos estables son 

utilizados: [15N] glicina, [5,5,5-tri-2H] leucina, [4,4,4,-tri-2H] valina o [6,6-di-2H-1,2-di-13C] 

lisina. 

H '-,_ yH3 

~ C-CH-CH2-GH-COOH 

H NH2 

LEUCINA 
MM= 131g /mol 

D CH3 

""' 1 D C-CH-CH2-CH-COOH 
/ 1 

D NH2 

LEUCINA DEUTERADA 
MM= 134g /mol 

FIGURA 5.Estructura de la leucina natural y la leucina deuterada. 

La utilización de la leucina tres veces deuterada en el carbono 5 (leucina deuterada o 

leucina- 03, figura 5) en los estudios cinéticos presenta muchas ventajas: 

);>- Su pureza es superior al 99%. 

);>- Es muy abundante en las proteínas, especialmente en la apo B-100 y la apo A-1, 

representando en moles de aminoácido 11.6% y 13% respectivamente, de los 

aminoácidos totales. 

);>- Su triple marcaje y un número relativamente bajo de átomos de carbono minimiza el 

ruido de fondo de la abundancia natural del isótopo estable (que es de 0.015% + 

0.015% + 0.015% = 0.045%) 69
• El marcaje triple de la leucina aumenta la 
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sensibilidad de su detección. La masa molecular 'de la leucina deuterada es de 134 

contra 131 de la leucina natural. 

~ Se cataboliza rápidamente por los tejidos extra hepáticos (Figura 6). 

»- Se transforma rápidamente en ácido ceto-isocaproico (KIC) por el hígado (Figura 6), 

de tal manera que la determinación del enriquecimiento isotópico de éste 

representa el de la poza precursora 70
. Esta determinación es útil en los sujetos 

hipertrigliceridémicos en los que la meseta del enriquecimiento isotópico de la apo 

B-100 de las VLDL no se alcanza durante el tiempo de la perfusión. 

Tejido 1 

lsovaleril- CoA + C02 
t 
KIC 

¡¡ 
Proteína ~eucina 

Aporte exógeno 
plasmático 

... Leucina plasmática 
·~ 

Tejido 2 • 

Proteína ~ Leucina 

ti 
K.Ic 

i 
lsovaleril- CoA + C02 

FIGURA 6. Metabolismo de la leucina. 

V.2. PARÁMETROS METABÓLICOS. 

• KIC 

En el caso de los estudios con marcaje endógeno, la tasa de síntesis fracciona! (FSR: 

Fractional Synthetic Rate) se define como el aumento de la proporción de aminoácido 

marcado con respecto al total del mismo, contenido a una apolipoproteína, con respecto al 
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tiempo. Considerando la masa de la apo Al en el total del plasma circulante como una 

unidad, el FSR se expresa como el número de unidades que se incorporan al plasma de 

novo en un intervalo de tiempo determinado. Sus unidades se representan en h-1 o días - 1
. 

La tasa de catabolismo fracciona! (FCR: Fractional Catabolic Rate) es un indicativo de la 

degradación del aminoácido marcado con respecto al tiempo. Refleja la velocidad de 

desaparición de esta apolipoproteína de la circulación sanguínea. Como el FSR, el FCR es 

expresado por unidad de tiempo. En condiciones metabólicas estables el FSR es igual al 

FCR. 

La tasa de producción (PR: Production rate) es la cantidad de apolipoproteína producida en 

miligramos por kilogramo de peso del sujeto, por unidad de tiempo. Se calcula de acuerdo 

a la siguiente relación : 

PR= FSR x Concentración plasmática de la apo x Volumen plasmático total 

Peso del sujeto 

El volumen de plasma se estima como 0.04 litros por kilogramo de peso del sujeto 71
. 

El tiempo de residencia (RT: Residence time), es el tiempo que permanece la 

apolipoproteína en la circulación sanguínea después de su secreción hasta que 

desaparece y es equivalente a la inversa del FCR. 

El tiempo de retardo ('t), es el intervalo de tiempo entre la síntesis de una apolipoproteína y 

su aparición en el plasma. Este parámetro puede ser determinado por un método 

matemático o por la cinética con una perfusión constante. 

V.3. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS CINÉTICOS 

La meseta isotópica de la apo B-100 de las VLDL es una estimación del enriquecimiento 

intracelular de las apolipoproteínas producidas por el hígado, tales como apo B-100, apo A­

l y apo A-11. En el caso de la apo B-100 de las VLDL, que es una proteína de renovación 

rápida, el equilibrio isotópico con el precursor es generalmente alcanzado en 5 o 6 horas de 

la perfusión del trazador. 

En estudios metabólicos donde se determinaron simultáneamente el FCR y el FSR de la 

apo A-1 y apo A-11, utilizando marcaje exógeno (1 3112, 
12512 para la determinación del FCR) y 

marcaje endógeno (deuterio para la determinación FSR, utilizando la meseta de la apo B-

100 como el enriquecimiento inicial del precursor, los resultados mostraron similitud en las 

diferentes metodologías 72
. 

La utilización de la meseta de la apo B-100 de las VLDL presenta ventajas: 

~ El 98 % de la apo B-100 de las VLDL es de origen hepático. 
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~ Es una proteina de tamaño grande ligada a la lipoproteína que excluye el 

intercambio extravascular. 

~ Es una proteina de metabolismo rápido, así el equilibrio isotópico es rápidamente 

alcanzado en sujetos normolipidemicos. 

Las curvas de enriquecimiento isotópico de la apo B-100 de las VLDL, además de la apo A­

l y apo A-11 de las HDL, son trazadas utilizando el programa SMM30 (SMM lnstitute; 

University of Washington, Seattle) 73. Las funciones utilizadas son definidas por la 

ecuación: z(t)= ZA 1-e -l<Ct-<> (Figura 7). 

Z(t) -

~t- ---- - - -

' ' T 
5 !O 

Horas 

Figura 7. Curva de enriquecimiento isotópico. 

15 

Zt= Enriquecimiento isotópico al tiempo "t" (puntos experimentales) 
ZA= Enriquecimiento isotópico del precursor al tiempo "f' (relación trazador/trazado 

del pool preecursor de la proteína) 
• = tiempo de retardo. 
k = tasa de síntesis fracciona! (FSR). 
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JUSTIFICACIÓN. 

Los estudios epidemiológicos han demostrado consistentemente que los niveles bajos de 

C-HDL son un factor de riesgo independiente de enfermedad arterial coronaria (EAC), 

incluso después de ajustar por otros factores de riesgo. De hecho, en los estudios 

prospectivos, el C-HDL es el factor de riesgo lipídico que mejor correlaciona con el riesgo 

de aterosclerosis coronaria. La correlación inversa entre el C-HDL y el riesgo de desarrollar 

EAC presupone una asociación causal. Las HDL desempeñan, sin duda, un papel directo 

en la protección contra el proceso ateroscleroso. Sin embargo, su actividad protectora no 

explica la totalidad del gran poder predictivo que tienen las HDL en los estudios 

epidemiológicos; los niveles bajos de C-HDL suelen correlacionar con hipertrigliceridemia y 

se asocian con la presencia de partículas LDL pequeñas y densas que son altamente 

aterogénicas. Además, la hipoalfalipoproteinemia puede ser consecuencia de resistencia a 

la insulina y por lo tanto se considera marcador del síndrome metabólico que es 

proaterogénico per se. Otros factores de riesgo de aterosclerosis como el sobrepeso, 

ingesta elevada de carbohidratos, el tabaquismo y el sedentarismo, también generan 

hipoalfalipoproteinemia, de tal manera que los bajos niveles de C-HDL son el resultado de 

varios factores proaterogénicos, que no siempre se han evaluado en los estudios 

epidemiológicos. Por lo tanto, el C-HDL no es un factor de riesgo tan independiente como 

los suelen demostrar los análisis estadísticos multivariados. Debido a que bajos niveles de 

C-HDL pueden ser simultáneamente causa de aterosclerosis y marcador de otros factores 

de riesgo, existe la posibilidad de que una intervención terapéutica para elevar el C-HDL no 

contribuya a reducir tanto el riesgo de aterosclerosis coronaria, como podría esperarse con 

base en los resultados de los estudios epidemiológicos. 

Por otra parte, algunos casos aislados de hipoalfalipoproteinemia severa no se asocian a 

EAC, mientras que algunas hiperalfalipoproteinemias son factor de riesgo. La explicación 

que se ha dado a esta aparente paradoja, es que las HDL poseen otras características 

antiaterogénicas, que no dependen exclusivamente de su concentración, sino de su 

estructura. Sin embargo, se conoce poco acerca de los factores metabólicos que dan 

origen a las diferentes subpoblaciones de HDL y cuáles de éstas poseen propiedades 

antiaterogénicas. Existen reportes de alteraciones estructurales de las HDL asociadas a 

diferentes entidades fisiopatológicas, como la hipertrigliceridemia y el hipotiroidismo. Estos 

padecimientos se pueden utilizar como modelos para profundizar en el conocimiento de la 

relación que existe entre metabolismo y estructura de las HDL. Cuando se establezca con 

precisión dicha relación, se podrá hacer más puntual la evaluación del riesgo coronario 
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asociado a la hipoalfalipoproteinemia, más allá de la simple determinación del C-HDL. Es 

en este ámbito que surge y se justifica el presente trabajo de investigación. 
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OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general de este trabajo es aportar nuevos conceptos que permitan interpretar la 

relación que existe entre el metabolismo de las HDL, su estructura y su función . 
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MODELO 1. RATAS HIPOTIROIDEAS 

HIPÓTESIS 

• El estado hipotiroideo podría estar caracterizado por partículas HDL con un 

contenido de lípidos y proteínas anormal, debido a alteraciones en las actividades 

de las proteínas involucradas en la remodelación de las HDL. 

• Si existen anormalidades en el contenido de lípidos y proteínas de las HDL, 

entonces se manifestarán en alteraciones en el tamaño de la partícula que tendrán 

un impacto en la cinética metabólica de la apo A-1 y contribuirán a disminuir su 

capacidad de captación de colesterol in vitro. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Establecer un modelo experimental de hipotiroidismo para caracterizar el 

tamaño y el contenido de lípidos y proteínas de las HDL. 

2. Identificar en el modelo de hipotiroidismo los factores plasmáticos 

relacionados con las modificaciones en el tamaño, contenido de lípidos y 

proteínas de las HDL. 

3. Establecer la relación que existe entre el tamaño de las HDL, su contenido 

de lípidos y de proteínas, con el metabolismo y la capacidad de captar el 

colesterol de estas lipoproteínas. 
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METODOLOGÍA 

Animales: El modelo experimental de hipotiroidismo, se realizó con la colaboración de la 

Dra. Martha Franco Guevara. Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso comprendido 

entre 250 y 300 g. Bajo anestesia general con éter etílico se expuso la tráquea, y con el 

microscopio estereoscópico las glándulas paratiroides fueron disecadas de la glándula 

tiroides y reimplantadas en los músculos del cuello 74
. La glándula tiroides fue disecada 

cuidadosamente para evitar la lesión de los nervios recurrentes laríngeos y extirpada 

completamente. A las ratas control se les simuló la misma cirugía. 

Muestra de sangre. Se obtuvo sangre arterial de las ratas hipotiroideas (ratas Htx) y 

controles, después de 12 h de ayuno por punción de la aorta abdominal , y se colectó en 

tubos con ácido etilendiaminotetracético (EDTA) (1 mg/mL). Inmediatamente se separó el 

plasma por centrifugación a 3500 r.p.m durante 15 minutos a 4°C. Las HDL se separaron a 

partir de 2 mL del plasma fresco dentro de las dos horas siguientes de haber sido 

separado. Al resto del plasma, se le adicionó benzamidina 2 mM, aprotinina100 UI y azida 

de sodio 0.01 %. Cuatro alícuotas de 500 µL se guardaron a -70ºC para la determinación 

del perfil de lípidos, el análisis de apolipoproteínas y el ensayo de eflujo de colesterol. 

Para la determinación de las actividades de la LH y la LPL se utilizó plasma 

postheparinizado; se inyectaron 100 UI/kg de peso de heparina por vía intravenosa. 

Después de 15 minutos, se tomó una muestra de sangre en tubos con heparina, e 

inmediatamente se separó el plasma por centrifugación a 3500 r.p.m durante 15 minutos a 

4°C y se guardo a -70°C hasta su uso. 

Métodos de análisis: El colesterol total, colesterol libre, triacilgliceroles y fosfolípidos se 

determinaron por métodos enzimáticos colorimétricos comerciales (Boehringer-Mannheim, 

Alemania; Menary, Italia). La apo A-1 y apo A-11 se cuantificaron por inmunonefelometría 

usando anticuerpos monoclonales. Las proteínas totales se determinaran por el método de 

Lowry 75 (Apéndice 1 ). Los ésteres de colesterol fueron calculados como la diferencia entre 

el colesterol total y el colesterol libre multiplicado por un factor de 1.68 76
. 

Cuantificación de la actividad de enzimas. La actividad de la lipasa se determinó in vitro por 

titulación ácido-base en medio no acuoso, cuantificando la formación de ácidos orgánicos 

producidos por la hidrólisis de una emulsión de triacilgliceroles 77
. Brevemente, aceite de 

oliva fue mezclado con fosfatidilcolina y glicerol. La mezcla fue sonicada durante 5 minutos 

a 20 watts para emulsificar los triacilgliceroles en el glicerol. La actividad de las lipasas 

totales fue determinada usando 100 µL de plasma postheparina en un amortiguador de Tris 

150 mM, NaCI 150 mM, pH 8.5 conteniendo 50 mU de heparina, albúmina humana al 
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3. 75%, suero de rata inactivado por calor al 5% como fuente de apo C-11 y la emulsión de 

triacilgliceroles. La mezcla de reacción fue incubada 1 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, 

los ácidos grasos producidos fueron extraídos y titulados manualmente con NaOH 1.25 mM 

en etanol absoluto y azul de timol como indicador de punto final. Para determinar la 

cantidad de ácidos grasos, se realizó una curva estándar de ácido palmítico entre 2 y 8 

mM. La actividad de la lipasa hepática (LH) fue determinada de la misma manera que la 

actividad de la lipasas totales, pero añadiendo NaCI a una concentración final de 1 M y 

omitiendo el suero de rata inactiva do; de esta manera . se inhibió a la lipasa lipoprotéica 

(LPL). La actividad LPL fue calculada restando la actividad LH de la actividad de las lipasas 

totales. Las actividades se expresan como Unidades de actividad especifica (1 unidad se 

define como 1 mM de ácido graso producido/minuto/mL de plasma). El coeficiente de 

variación (CV) intraensayo fue 3.23% e interensayo fue 4.5%. 

La actividad LCA T se determinó in vitro por el método descrito por Chen y Albers 78 

(Apéndice 4 ). Brevemente, los proteoliposomas conteniendo apo A-l/fosfatidilcolina/[3H]­

Colesterol se incubaron con plasma de ratas control o Htx a 37°C durante 1 h. Los lípidos 

fueron extraídos con una mezcla cloroformo-metanol (2:1) y separados por cromatografía 

en capa fina (TLC). La radiactividad de cada banda correspondiente al colesterol libre y al 

colesterol esterificado fue medida utilizando líquido de centelleo en un contador de 

radiación beta. La actividad de la LCA T se expresó como los nanomoles de colesterol 

esterificado por mL de plasma por hora. Todas las muestras se determinaron por 

duplicado. El CV intraensayo e interensayo fue menor de 7%. 

Aislamiento y análisis de las HDL. Las HDL fueron separadas del plasma por 

ultracentrifugación secuencial, utilizando una ultracentrífuga Beckman optima TLX a 11 O 

000 r.p.m. en tubos de policarbonato de 3.2 ml. Las lipoproteínas que contienen apo B 

(densidad <1 .063 g /mL) se separaron a 110 000 r.p.m durante 2.10 h. Posteriormente las 

HDL (1 .063<densidad<1 .21 g/mL) se separaron después de centrifugar a 11 O 000 r.p.m. 

durante 2.5 h. Las HDL así aisladas fueron dializadas durante 3-4 días, contra un 

amortiguador de bicarbonato de amonio 5 mM/L, pH 7.5 o contra una amortiguador de Tris 

0.09 M-ácido bórico 0.08M-EDTA 3mM, pH 8.35 (TBE). 

La homogeneidad y el diámetro de las HDL se estimó por medio de una electroforesis en 

gel de poliacrilamida (PAGE) en condiciones nativas (no desnaturalizantes), en gradiente 

del 4-30% (Apéndice 2) utilizando como referencia marcadores de diámetros conocidos 

(estuche de estándares de proteínas de alto peso molecular, Pharmacia, Uppsala, Suecia, 

tiroglobulina 17 nm, ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.1 nm, 

albúmina sérica bovina 7.1 nm 79
. 
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A las HDL liofilizadas se les determinó su composición 'de apolipoproteínas por medio de 

PAGE en gradiente 4 -21 con dodecil sulfato de sodio (SOS), (Apéndice 3) utilizando como 

referencia marcadores de diámetros conocidos (estuche de estándares de proteínas de 

bajo peso molécular, Pharmacia, Uppsala, Suecia, a-lactoalbúmina 14.4 kD, lnhibidor de 

tripsina 20.1 kD, anhidrasa carbonica 30 kD, ovoalbúmina 45kD, albúmina 66 kD) Las 

proteínas se tiñeron con azul de Coomassie R250. La proporción de apolipoproteína fue 

determinada cuantificando el colorante fijado a cada proteína por medio de 

espectrofotometría, después de eluir con piridina 80
. 

Purificación de la apo A-1: Los lípidos de las HDL obtenidas por ultracentrifugación, fueron 

extraídos con etanol-éter 2: 1 (v/v) y la fracción proteica se disolvió en un amortiguador de 

Tris 30 mM/L y urea 6 mol/L, pH 8.0. La apo A-1 fue separada por cromatografía de 

intercambio aniónico utilizando una columna UNO Q1 (Bio Rad, Hercules CA) acoplada al 

sistema Bio-Rad Duo Flow. La elución de la proteína fue realizada por un gradiente lineal 

de la solución amortiguadora conteniendo NaCI 100 mM/l. Se colectaron fracciones de 250 

µL y cada fracción fue analizada mediante SDS-PAGE en gradiente de 4 -30 % (Apéndice 

1 O); las fracciones que contenían únicamente apo A-1 fueron reunidas y dializadas durante 

3-4 días contra un amortiguador de bicarbonato de amonio 5 mM/L, pH 7.5 Posteriormente, 

la concentración de apo A-1 fue estimada por espectrometría utilizando un coeficiente de 

extinción molar de 1.13 mUmg/cm a 270 nm de longitud de onda. 

Marcaje de las HOL: La apo A-1 se marcó mediante el método de monocloruro de yodo 81
. 

Un mg de apo A-1 se mezcló con 1 mCi Na 1251. La apo A-1 marcada, fue separada del yodo 

libre mediante una columna de Sephadex G-25 de 1.0x1 O cm. La apo A-1 marcada (1 251-apo 

A-1, fue reincorporada a las HDL obtenidas de ratas normales (HDL-n) o de ratas 

hipotiroideas (HDL-Htx) 82
. Las HDL marcadas con 1251 fueron dializadas en una solución de 

NaCI 0.15 M. La solución fue esterilizada usando filtros Millipore de 0.22 nm y almacenada 

a 4°C hasta su uso. 

Estudios metabólicos de las apo A-1: Los animales se mantuvieron en un ciclo de luz­

oscuridad de 12:12h y fueron alimentados con su dieta balanceada habitual. Se incluyeron 

cuatro grupos de ratas en el estudio, dos grupos de ratas con cirugía simulada (control) y 

dos grupos de ratas Htx. Un grupo de ratas Htx y un grupo control recibieron HDL 

provenientes de ratas normales (HDL-n) marcadas con 1251-apo A-1 mientras las otras dos 

recibieron HDL provenientes de ratas Htx (HDL-Htx). Las ratas fueron anestesiadas con 

pentobarbital (15 mg/Kg.) e inyectadas en la vena del pene con un bolo 10 mg de HDL-n o 

HDL-Htx conteniendo aproximadamente 4x107 c.p.m de 1251 en un volumen total de 0.3 ml. 
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Se obtuvieron muestras de sangre de 200 µL de la vena de la cola a diferentes tiempos: 5, 

15, 30 min. y posteriormente 1, 2, 5, 1 O, 15, 24, 32, 48 y 72 h. Una alícuota de 20 µL se 

analizó en un contador gamma durante 1 minuto. 

La curva de decaimiento de 1251 fue construida considerando como 100% la radiactividad en 

la muestra sérica correspondiente a los 5 min. Los datos experimentales de la cinética de 

decaimiento de la radiactividad se ajustaron a una función biexponencial usando el 

programa SMM 11 83
. Esta función permitió calcular el FCR. Asumiendo que los animales 

estaban en un estado metabólico estable, el FCR es igual a la tasa de síntesis fraccional 

(FSR). A partir de esta consideración la tasa de producción (PR) por 100 g de peso fue 

determinada utilizando la fórmula : 

PR= (FSR x concentración de apo A-1 en plasma x Vol. de plasma total) x 100/ peso) 

Ef/ujo de colesterol. Para evaluar la captación de colesterol por las células, se utilizó la 

línea celular de hepatoma de rata Fu5AH 84 (Apéndice 8). Brevemente, las células se 

marcaron con [3H]-colesterol y fueron incubadas con suero al 2.5% en medio de cultivo o 

50 µg/pozo de proteína HDL, provenientes de ratas control o Htx. Al término de la 

incubación, el medio se retiró y la monocapa de células se removió con NaOH. La 

radiactividad se midió tanto en el medio como en las células (radiactividad total por pozo). 

El porcentaje de radiactividad en el medio respecto a la radiactividad total corresponde al 

eflujo de colesterol. 
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RESULTADOS. 

El peso, las concentraciones plasmáticas de lípidos y apolipoproteínas en los grupos de 

ratas hipotiroideas y controles se presentan en la tabla IV. Las ratas Htx tuvieron una 

reducción en los triacilgliceroles de las VLDL (23.4±7.6 y 37.2±11.3 mg/dl para el grupo de 

ratas Htx y el grupo de ratas control, respectivamente, p<0.05), que se reflejó en una 

concentración plasmática de triacilgliceroles menor a la del grupo de ratas control. No se 

encontraron alteraciones en los triacilgliceroles de otras lipoproteínas. El colesterol LDL (C­

LDL) en promedio es tres veces mayor en el grupo de ratas Htx y la concentración de C­

HDL se encuentra disminuida en un 25% comparado con el grupo control (p<0.05). 

Asimismo, los niveles plasmáticos de apo A-1 en las ratas Htx se encuentran disminuidos 

en aproximadamente un 22 % con respecto a las controles. 

Tabla IV. Peso, lípidos y apolipoproteínas plasmáticos en los 
grupos de ratas. 

Peso (g) 
Triacilgliceroles plasmáticos (mg/dl) 
Colesterol plasmático 
Colesterol LDL 
Colesterol HDL 
Apo A-1 
Apo A-11 
Los valores se expresan como media± DE. 
t de Student no pareada 

0

p<O.OS vs control. 

Grupos de ratas 

Htx 
(n=12) 

421±28.6 
43.8 ± 8.2 
53.5 ± 14.3 
24.8 ± 8.9. 
22.9 ± 6.6 
27.1±2.6 
18.3 ± 3.9 

Control 
(n=12) 

508.5 ± 49.9 
53.9 ± 12.6 
47.9 ± 13.2 

8.3 ± 3.7 
30.9 ± 9.4 
35.0 ± 6.4 

23.0±11.0 

Para determinar los posibles cambios estructurales de las HDL asociadas al estado 

hipotiroideo, determinamos el diámetro de las HDL en ambos grupos. Encontramos que las 

HDL de las ratas control (HDL-n) tienen un tamaño promedio de 11 .06 ± 0.1 nm, mientras 

que las HDL de las ratas hipotiroideas (HDL-Htx) presentan un mayor tamaño, con un 

diámetro promedio de 11.4 nm ± 0.1 nm (p< 0.05) (Figura 8). 
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FIGURA 8. Gel de poliacrilamida (PAGE) de las HDL totales del 
grupo Control (A) y del grupo Htx (B). A la derecha se observa el 
análisis densitométrico del gel. 

El incremento en el diámetro de las HDL se asoció a un aumento significativo en la 

concentración de fosfolipidos en las HDL-Htx como se muestra en la tabla V. 

Tabla V. Composición química de las HDL. 

Colesterol libre 
Colesterol esterificado 
Triacilgliceroles 
Fosfolípidos 
Proternas 

Grupos de Ratas 
HDL-Htx HDL-n 
3.8±0.6 

34.3 ± 3.9 
1.5 ± 0.7 

26.1±1.8* 
34.3±4.6 

4.3 ± 1.7 
33.8 ± 7.8 
2.5 ± 1.2 

22.1±1.7 
33.8 ± 3.4 

La composición se expresa como el % de la masa seca de la lipoprotelna. 
Los valores se expresan como media± DE. 
t de Student no pareada *p<0.05 vs HDL-n. 

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida se caracterizaron las HDL, se determinó su 

contenido de apolipoprotefnas. Los resultados se muestran en la tabla VI. 
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Tabla VI. Contenido de apolipoproteínas en 'las HDL totales. 
Grupos de Ratas 

HDL-Htx HDL-n 
Apo A-1 58.4 ± 3.9 
Apo A-11 11 .5 ± 6.5 
Apo E 14.1 ± 3.9· 
ApoA-IV 7.o ± o.r 
Apo e 6.9 ± 2.9 

E l contenido se expresa como% de la masa proteica 
Los valores se expresan como media ± DE. 
t de Student no pareada 

0

p< 0.05 vs HDL-n. 

62.6 ± 4.1 
7.7 ± 2.9 
7.5 ± 2.5 

11 .6±4.4 

7.5 ± 2.0 

El contenido de apo A-1 de las HDL-Htx tiende a ser menor, pero esta diferencia no alcanzó 

significancia estadística. La cantidad de apo E en las HDL-Htx fue un 89% mayor que en 

las HDL-n. También se observó una reducción del 40% en la cantidad de apo A-IV en las 

HDL de las ratas hipotiroideas (p<0.05). 

Para determinar el posible origen de las alteraciones en la composición de las HDL, 

determinamos la actividad de las enzimas que están involucradas en su remodelación : 

LCAT, LH y LPL (Tabla VII) 

Observamos que la actividad de la LCA T en el grupo de ratas Htx fue 30% menor 

comparado con la actividad del grupo control. Las ratas no expresan CETP, así que las 

HDL son parcialmente remodeladas por la LH y llevadas hacia el hígado. Al determinar la 

actividad de esta enzima encontramos que su actividad en las ratas Htx estaba disminuida 

en un 30% comparada con la del grupo control (Tabla VII). 

Tabla VII. Actividad enzimática de la LCAT, LH y LPL. 
Grupos de Ratas 

Enzimas Htx Control 
(n=8) (n=8) 

LCAT 12.2 ± 3.0* 17.3 ± 5.3 
(% de esterificación/h/1 OOµL de plasma) 
LH (mU/mL plasma) 
LPL (mU/mL plasma) 

Los valores se expresan como media± DE. 
t de Student no pareada *p< 0.05 vs control. 

318.5±101 .8* 451 .1±23.8 
251 .8 ± 155.4 247.5 ± 80.1 

El análisis de la correlación de Pearson, entre la actividad LH y las concentraciones de 

lípidos tanto en plasma como en la partícula HDL, mostró que estos parámetros no se 

asocian entre sí. Para establecer si las modificaciones observadas en el tamaño, contenido 

de lípidos y proteínas de las HDL, tienen impacto en la captación de colesterol, se evaluó 

su capacidad para promover el eflujo de colesterol de la membrana de las células Fu5AH. 

Nuestros resultados demostraron que el suero de las ratas Htx y controles, promovieron 

eflujos de colesterol similares (7.92% ± 1.54 y 8.02% ± 1.54 para las ratas controles e Htx, 
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respectivamente p= NS). Resultados semejantes se obtuvieron al utilizar HDL aisladas por 

ultracentrifugación de ambos grupos de ratas; el eflujo de colesterol promovido por las 

HDL-Htx (9.9 ± 0.5%) fue comparable (p=NS) al de las HDL-n (10.4 ± 0.4%) (Figura 9). 
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Figura 9. Gráfica del eflujo de colesterol utilizando 
células Fu5AH, promovido por HDL de ratas control y Htx 
a una concentración final de 50 µg/ml en el medio de 
cultivo después de 4 h de incubación. Los valores expresan 
la media del porcentaje del eflujo de colesterol relativo ± DE. 

Para determinar si las alteraciones en el tamaño y contenido de lípidos y proteínas de las 

HDL influyen en su metabolismo, se realizarón estudios cinético-metabólicos en los que se 

incorporó 1251-apo A-1 a HDL-n. La radiactividad de la apo A-1 de las HDL-n incorporada en 

ratas Htx desaparece más lentamente en comparación con las incorporadas a las ratas 

control, indicando un retraso en el catabolismo de las apo A-1 (Figura 10). Al calcular el 

FCR de la 1251-apo A-1 incorporadas a HDL-n en el grupo Htx, se encontró una disminución 

promedio del 37% comparada con el grupo control (Tabla XI). 
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FIGURA 10. Curva de decaimiento de la radiactividad de apo 
A-1 marcada con 1251.. (A) 1251-apo A-1 incorporadas en HDL-n, (B) 
1251-apo A-1 incorporadas en HDL-Htx. Ratas control e Ratas Htx 

En una segunda serie de estudios cinéticos, la apo 1251-apo A-1 se reincorporó en HDL-Htx y 

éstas se inyectaron tanto en ratas normales como en hipotiroideas. Se observó que el 

decaimiento de la radiactividad de 1251-apo A-1 incorporada en HDL-Htx- en el grupo de 

ratas hipotiroideas es menor que en el grupo control (Figura 108). Al calcular la FCR de la 

apo A-1 en este grupo de ratas observamos que fue más baja que en las controles (Tabla 

VIII). La apo A-1 incorporada en HDL-Htx se cataboliza más lentamente que la incorporada 

en las HDL-n tanto en el grupo de ratas control como en las hipotiroideas, sugiriendo que el 

FCR de la apo A-1 fue dependiente del origen de las HDL; (Tabla VIII). 

La mayor diferencia en la FCR de apo A-1 (1 .9-veces menor) se observó con HDL 

homólogas, esto es, HDL-Htx en ratas hipotiroideas y HDL-n en el grupo control. Los 

resultados sugieren que los cambios en el tamaño y en contenido de lípidos y proteinas, 

de las HDL contribuyen a un catabolismo disminuido de la apo A-1. 
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Tabla VIII. Parámetros cinéticos de la 1251-apo A-1 incorporada a HDL-Htx 
o HDL-n. 

HDL-n 

Hipotiroideas (n=B; 0.097±0.009 

Control (n=8) 0.154±0.026 

1-apoA-I 

HDL-Htx 

0.082±0.006ª 

0.102±0.017b 

PR (mg-(100gF 1·á1
) 

0.106±0.015 

0.253±0.047 

Comparación entre 
los grupos Htx y p<0.005 p<0.05 p<0.005 
control. 

Prueba t de Student no pareada ª p<0.005, para la FCR de apo A-1 incorporada a 
HDL-Htx y HDL-n usando ratas Htx como receptoras ,b p<0.005, para el FCR de 
apo A-1 incorporada a HDL-Htx y HDL-n usando ratas normales como receptoras. 
La tasa de producción (PR) de los datos obtenidos con HDL autólogas. 

Al calcular la tasa de producción (PR) con los valores de la FCR de la apo A-1 de las HDL 

homólogas, encontramos que la PR de la apo A-1 de las ratas hipotiroideas fue 2.4-veces 

menor que en el grupo control, lo que da lugar a la hipoalfalipoproteinemia (Tabla VIII). 

Pese a que no hubo diferencia en la actividad de la LH en ambos grupos de ratas, se 

observaron alteraciones importantes en el contenido de lípidos y proteínas de las HDL de 

las ratas hipotiroideas. Dichos cambios generan alteraciones en el metabolismo de la apo 

A-1, reflejados en una disminución de la FCR y a un decremento mayor en la producción de 

las apolipoproteínas. 

Los artículos correspondientes a esta parte del trabajo se encuentran en los anexos 1y11. 
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DISCUSIÓN 

El propósito de este trabajo fue establecer un modelo experimental de hipotiroidismo, que 

nos permitiera caracterizar el tamaño, composición y las propiedades fisicoquímicas de las 

partículas de HDL, así como estudiar el metabolismo de la apo A-1 mediante marcaje 

exógeno y establecer su funcionalidad en cuanto a la capacidad de captación de colesterol. 

La efectividad de la tiroidectomia fue evaluada mediante las concentraciones T4, calcio y 

fósforo en 10 ratas control (C) y 10 ratas tiroidectomizadas. Observamos que después de 

16 semanas, los niveles de la hormona T 4 disminuyeron en las ratas a las que se les 

extirpó la glándula tiroides en comparación con las ratas control (Tabla IX), lo que nos 

indica que las ratas presentan un estado de hipotiroidismo (Htx). Se podría argumentar que 

la cirugía afecta también la función paratiroidea. Sin embargo, al determinar los niveles de 

de calcio y fósforo no se encontraron diferencias en los niveles plasmáticos (Tabla IX) 

demostrando que la función de la paratioides no presentó alteraciones al reimplantarla en 

los músculos del cuello. 

Tabla IX. Niveles de T4, calcio y fósforo, en los grupos de 
ratas tiroidectomizadas y control. 

T4 µg/ml 
Calcio mg/dl 
Fósforo mg/dl 

Grupos de 
Tiroidectomizadas 

(n=10) 

1.3 ± 0.2* 
9.7 ± 0.7 
6.5±1 .1 

Los valores expresan media± DE 
t de student *p<0.05 vs control. 

ratas 
Control 
(n=10) 

5.1±0.3 
10.1± 0.7 
6.9 ±0.4 

Los resultados de nuestro trabajo ponen de manifiesto que el hipotiroidismo crónico 

inducido en las ratas provocó cambios importantes en las concentraciones de lípidos y 

apolipoproteínas. Las ratas Htx tuvieron un aumento importante en las concentraciones del 

C-LDL plasmático. La hipercolesterolemia es una dislipidemia común en el hipotiroidismo; 

las hormonas tiroideas regulan la expresión del receptor de las LDL 85
·
86

, lo que hace que 

se acumule el C-LDL. También , hubo una disminución en las concentraciones de 

triacilgliceroles , debida principalmente a su disminución en las VLDL. Es común que el 

estado hipotiroideo provoque una reducción en la ingesta de alimento Por lo tanto, la 

disminución de la concentración de los triacilgliceroles de VLDL, puede deberse a una 

reducción en la ingesta de triacilgliceroles o de su síntesis hepática . Para descartar el 

efecto de la ingesta, las ratas se sacrificaron después de una noche de ayuno; de esta 

manera, los triacilgliceroles circulantes cuantificados fueron únicamente de origen 

endógeno. En consecuencia , la concentración encontrada de triacilgliceroles de VLDL fue 
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el resultado de una síntesis disminuida, como se ha reportado previamente en estudios de 

hipotiroidismo experimental en rata 87
·
88

. 

Las HDL comprenden una clase heterogénea de partículas lipoprotéicas que comprenden 

diferentes tamaños, con una alta densidad (>1.063g/mL) y un diámetro pequeño (5-12 

mm). Los diferentes tamaños de partícula se caracterizan por tener diferente composición 

de apolipoproteínas y movilidad electroforética. Con base en esto, caracterizamos el 

tamaño de las partículas de HDL en nuestro modelo de hipotiroidismo crónico. Se 

observaron cambios significativos en el tamaño y composición de la partícula de HDL de 

las ratas Htx. Las partículas de HDL de las ratas Htx fueron más grandes, como se ha 

encontrado en otros trabajos 68
·
89

. El aumento de tamaño de HDL en nuestro modelo se 

asoció con un incremento en la proporción relativa de apo E y una disminución de la apo A­

IV, además de un aumento en el contenido de fosfolípidos. El alto contenido de apo E 

debería de contribuir a aumentar la depuración de HDL, sin embargo, existe una 

disminución en la expresión del receptor apo 8/E, una vía de depuración de las HDL en las 

ratas. Esto disminuye el catabolismo de las HDL del grupo de ratas Htx, ocasionando un 

número mayor de partículas HDL grandes en circulación con acúmulo de apo E, estos 

resultados se apoyan por estudios previos que demuestran algo similar 87
•
90

. La proporción 

baja de apo A-IV encontrada, puede explicarse por el hecho de que su síntesis hepática 

esta regulada por las hormonas tiroideas. Trabajos previos han encontrado una 

disminución del 70-80% en la concentración de apo A-IV en ratas hipotiroideas 91
. Además, 

se determinó que tanto el RNAm como la proteína se incrementaron de 6 a 8 veces cuando 

las ratas hipotiroideas se hicieron hipertiroideas 91
. 

El tamaño de las HDL determina su capacidad de captar colesterol excedente de las 

células periféricas. A dicha captación se le denomina eflujo de colesterol de las células 

periféricas a las partículas HDL y es el primer paso del transporte reverso de colesterol. Se 

ha observado que las partículas de HDL pequeñas son las más eficientemente en 

promover el eflujo de colesterol de las células periféricas 92
. En este estudio, encontramos 

que las HDL de ratas Htx eran más grandes en comparación a las HDL de ratas control, 

por lo que esperábamos que fueran menos eficientes en cuanto al eflujo de colesterol. Sin 

embargo, la capacidad de captar colesterol de la membrana de las células FuSAH por las 

HDL-Htx fue similar a las HDL de las ratas control. Estos resultados sugieren que las 

alteraciones en el tamaño y contenido de lípidos y proteínas de las HDL-Htx en 

comparación a las HDL de las ratas control, no repercutieron en su capacidad de captar el 

colesterol vía el receptor SR-81 , presente en la línea celular utilizada para el eflujo de 

colesterol 93
. El eflujo de colesterol vía receptor SR-81 depende del contenido de 

fosfolípidos de las HDL 94
. Las HDL de las ratas Htx presentaron un aumento en el 
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contenido de fosfolípidos, compensando probableme'nte de esta manera el eflujo de 

colesterol. 

Las lipoproteínas son remodeladas continuamente durante su tránsito a través del plasma 

por acción de enzimas lipolíticas y proteínas de transferencia de lípidos, las actividades de 

estas proteínas son determinantes de la composición y tamaño de las HDL, y en 

consecuencia pueden estar involucradas de manera indirecta en la funcionalidad de estas 

lipoproteínas. El colesterol captado por las HDL es esterificado por la LCAT, como segundo 

paso del TRC. Al evaluar la actividad de esta enzima, nuestros resultados mostraron que la 

actividad de la LCAT esta disminuida en las ratas Htx. Ridgway 95 demostró que la 

disminución de la actividad de la LCA T en ratas hipotiroideas, se debe a una disminución 

de la secreción hepática de la enzima. Por otro lado, en un estudio realizado en sujetos con 

concentraciones elevadas de colesterol (hipercolesterolemia) se encontró una actividad 

LCAT baja 96
. Resultados similares observamos en nuestro modelo de hipotiroidismo; 

hipercolesterolemia asociada a una baja actividad LCA T. Las HDL en la rata son también 

remodeladas por la PL TP y la LH. Al determinar la actividad de la LH en ambos grupos de 

ratas, encontramos una disminución en la actividad de la LH en nuestro modelo de 

hipotiroidismo, como se ha encontrado en reportes previos 97
•
98

. En estos informes, la 

actividad de la LH correlaciona con los niveles de las hormonas tiroideas, sugiriendo que 

las hormonas tiroideas regulan la expresión y por lo tanto la actividad de esta enzima. 

Además, se ha observado que la lipasa hepática además de estar relacionada con los 

niveles plasmáticos de HDL, esta involucrada en la remodelación de las partículas de 

HDL99
. Así, la lipasa hepática juega un papel importante en la hidrólisis de los fosfolípidos y 

triacilgliceroles captados por las HDL 100
. En este estudio encontramos un aumento en la 

composición de fosfolípidos en las HDL de ratas Htx en comparación con las ratas control, 

lo cual se puede explicar por la disminución de la actividad de la LH. 

Ya que el estado hipotiroideo indujo cambios en el tamaño, contenido de lípidos y proteínas 

de las partículas de HDL, nos interesamos en saber si estos cambios influían en la cinética 

de la apo A-1. Por lo que reincorporamos apo A-1 en HDL aisladas de ratas Htx, la FCR fue 

baja en comparación con la FCR de la apo A-1 en ratas normales, poniendo de manifiesto 

que la apo A-1 en las HDL de ratas hipotiroideas se cataboliza más lentamente que en las 

HDL-n, lo que indica la posibilidad de una alteración de los sitios catabólicos de la apo A-1 

en las ratas hipotiroideas. En células aisladas de hígado de ratas hipotiroideas, se ha 

observado una reducción en la unión de las HDL con dichas células 90
, explicando así que 

el hipotiroidismo crónico afecta los sitios de catabolismo de la apo A-1, contribuyendo a la 

disminución de depuración de las partículas de HDL. Debido a que los bajos niveles de apo 

A-1 pueden deberse a una tasa de catabolismo aumentada o a una tasa de síntesis 
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disminuida, o a ambas. Al determinar la tasa de síntesis' de la apo A-1 , ésta fue menor en el 

grupo de ratas Htx en comparación al grupo de ratas control. Estos resultados confirman 

una tasa de síntesis baja y un aumento intracelular de RNAm de apo A-1 en ratas 

hipotiroideas 101
. De esta manera, el catabolismo bajo es compatible con los bajos niveles 

de apo A-1 cuando la síntesis de la proteína esta disminuida. Por otro lado, al realizar una 

segunda serie de estudios metabólicos usando HDL autóloga, encontramos una 

disminución de 1.9 veces en el catabolismo de las apo A-1 en las ratas Htx. Confirmando 

que los cambios en el tamaño y contenido de lípidos y apolipoproteínas inducidos por el 

estado hipotiroideo contribuyen a la disminución de la FCR de la apo A-1. Así, los bajos 

niveles de apo A-1 en las ratas Htx en nuestro trabajo, se deben a un desbalance entre la 

síntesis y el catabolismo, esto es, una tasa de producción baja de la apo A-1 que excede la 

FCR baja. En un estudio realizado en sujetos con hipercolesterolemia familiar heterocigota 

con concentraciones de C-HDL y apo A-1 disminuidos, había una síntesis y catabolismo alto 

de apo A-1, sugiriendo que el incremento en el catabolismo de la apo A-1 sobrepasó el 

incremento de la producción 1º2
. Algo similar observamos en nuestro trabajo, en las ratas 

Htx con hipercolesterolemia se presentó una disminución de las concentraciones de C-HDL 

y apo A-1, resultado de una tasa de síntesis baja que excede la disminución de la tasa de 

catabolismo. 

La actividad de la CETP tiene una correlación inversa con los niveles plasmátic.os de C­

HDL 103
. Por lo anterior, las bajas actividades de la CETP reportada en el hipotiroidismo 

humano 97
•
104 contribuyen a un incremento en el C-HDL, como lo indican algunos estudios. 

La ausencia de CETP en la rata nos permitió identificar bajos niveles de C-HDL en el Htx 

sin la interferencia de esta proteína. Por lo anterior, proponemos que en el hipotiroidismo 

humano hay un impacto directo de la carencia de las hormonas tiroideas sobre las HDL, 

que debería manifestarse en una hipoalfalipoproteinemia, pero no hay una manifestación 

bioquímica porque las bajas concentraciones de la CETP contrarrestan el primer efecto. 

Así, la falta de explicación bioquímica en el hipotiroidismo humano, como la 

hipoalfalipoproteinemia, no significaría ausencia de efectos del hipotiroidismo sobre las 

HDL, sino un enmascaramiento de los efectos de las bajas concentraciones de hormonas 

tiroideas por la CETP presente. 

En resumen, los factores que influyen en el tamaño y contenido de lípidos y proteínas de 

las HDL y en consecuencia en su tamaño tienen un efecto importante sobre la modulación 

del metabolismo de las HDL. Las partículas de HDL grandes en las ratas Htx se 

catabolizan más lentamente en comparación con las HDL de las ratas control que son más 

pequeñas y tienen un catabolismo acelerado. Además, nuestros resultados ponen de 
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manifiesto que el hipotiroidismo per se favorece un catabolismo más lento, debido a la 

alteración en el tamaño y contenido de lípidos y proteínas de la partícula de HDL. 
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MODELO 2. ESTUDIO DE PACIENTES TRATADOS CON CIPROFIBRATO.:. 

HIPÓTESIS. 

• El tratamiento con fibratos modificará las actividades de la LPL, LH, LCAT, CETP o 

PL TP, lo cual repercutirán en cambros de las concentraciones de C-HDL así como 

en su contenido de lípidos y proteínas. 

• Si los fibratos inducen modificaciones en el metabolismo de las HDL, éste se 

reflejará en alteraciones en síntesis, catabolismo o en ambas situaciones 

metabólicas. 

• Las alteraciones en el metabolismo de las HDL repercutirán en cambios su el 

tamaño y contenido de lípidos y proteínas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Caracterizar las modificaciones del perfil lipídico en pacientes con 

hipertrigliceridemia, después de un tratamiento con ciprofibrato. 

2. Determinar las alteraciones metabólicas relacionadas con las HDL que 

permitan conocer los mecanismos implicados en su concentración, después 

del tratamiento con ciprofibrato. 

3. Comparar la cinética metabólica de las apolipoproteínas de HDL, en los 

pacientes antes y después del tratamiento con fibratos, utilizando isótopos 

estables como marcadores proteicos. 
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METODOLOGÍA. 

Sujetos de estudio: Se reclutaron 8 sujetos que tuvieran una concentración de 

triacilgliceroles mayor a 220 mg/dL, sin ninguna enfermedad crónica. Hombres de 30-45 

años y mujeres posmenopáusicas ~ 60 años. Lo sujetos con diabetes mellitus, enfermedad 

renal hepática u otra enfermedad crónica, o que estuvieran bajo tratamiento hipolipemiante 

o cualquier otro tratamiento fueron excluidos del estudio. 

Un mes antes de los estudios cinéticos se les solicitó a los sujetos un registro alimentario 

de 3 días para estimar su consumo calórico promedio por día. Del total de calorías 

ingeridas, 50% debió de provenir de carbohidratos, 35% de lípidos y 15% de proteínas. Si 

el paciente no se ajustaba a este consumo porcentual, se le dio una dieta isocalórica 

durante 2 semanas antes del estudio. 

Muestras para las actividades enzimáticas. Dos semanas antes del estudio los pacientes 

asistieron para la toma de dos muestras de sangre. Una muestra fue para la obtención de 

plasma y suero, guardándose 4 alícuotas de plasma de 1 mL a -70ºC para la determinación 

posterior del perfil de lípidos, de la actividad LCAT, CETP, PLTP y una alícuota de suero de 

1 mL para la determinación de la actividad PON. 

Otra muestra fue para la determinación de la actividad de lipasas, para la cual se inyectó 

100 UI/kg de peso del paciente de heparina por vía intravenosa. Después de 15· minutos, 

se tomó una muestra de sangre en tubos con heparina, e inmediatamente se separó el 

plasma por centrifugación a 3500 r.p.m durante 15 minutos a 4°C y se guardo a -70°C hasta 

su uso. 

Protocolo de la cinética metabólica. El estudio metabólico se realizó antes y después del 

tratamiento con ciprofibrato. La incorporación al organismo del trazador leucina D3 y la 

extracción de plasma a diferentes tiempos durante la incorporación continua del trazador, 

permitió seguir el metabolismo de las apolipoproteínas de interés. En cada una de las 

extracciones fueron aisladas las apolipoproteínas que se deseaban estudiar, y la 

proporción de leucina marcada se determinó respecto a la leucina total (enriquecimiento 

isotópico) por cromatografía de gases, utilizando como detector espectrometría de masas 

(CG-SM). La determinación del enriquecimiento isotópico in vivo de la apolipoproteína 

permitió calcular su síntesis y catabolismo por medio de una modelización matemática. 

Después de 12h de ayuno, los sujetos fueron alimentados cada h por 12h. Tres horas 

antes de comenzar el estudio se dio un bolo de suplemento dietético (Ensure, Laboratorios 

Abbot, Ohio) equivalente a 3/15 de su consumo calórico promedio diario del sujeto. A partir 
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de este momento cada hora ingieren el suplemento dietético, administrado en proporciones 

idénticas equivalentes a 1 /15 de su consumo calórico diario. 

A los sujetos se les pusieron 2 líneas intravenosas, una para la perfusión y la segunda para 

la toma de muestras sanguíneas. Al t =O, se administró al sujeto un bolo inicial intravenoso 

de leucina-D3 equivalente a 8 µmol/kg, seguido de una perfusión constante de 1 O de 

µmol/kg/h del trazador por un periodo de 12 h. Durante el transcurso del estudio el paciente 

permaneció en reposo, y se le permitió ingerir agua Ad Libitum. Se tomaron muestras de 

sangre de 10 mL a diferentes tiempos: 30 min, 1, 1.30, 2, 3, 4, 6, 8, 1 O y 12 h. La sangre fue 

colectada con EDTA (a una concentración final de 0.1 %). Inmediatamente después de 

cada toma de sangre se obtuvo el plasma por centrifugación a 3500 r.p.m. durante 15 

minutos y se añadieron conservadores PSMF 0.5 mM, aprotinina 100 UI y azida de sodio al 

0.01 %. Las lipoproteínas se separaron dentro de las dos horas siguientes de haber sido 

aislado el plasma. 

Aislamiento de las lipoproteínas. Las lipoproteínas fueron separadas por ultracentrifugación 

secuencial en una ultracentrífuga Beckman optima TLX en tubos en tubos de policarbonato 

de 3.2 mL (Apéndice 9). 

Separación de las apolipoproteínas. Después de dializar a las lipoproteínas, las 

apolipoproteínas correspondientes fueron separadas. La apo B-100 fue aislada de las 

VLDL, mediante PAGE-SDS en gradiente de 3 -19 % y p-mercaptoetanol al 5%. La apo A-1 

y apo A-11 se aislaron de las HDL por PAGE-SDS en gradiente de 4 -21 %. Las proteínas 

se tiñeron con azul de Coomassie R250 y fueron identificadas por comparación con 

marcadores de diámetros conocidos. 

Preparación de los aminoácidos de las apolipoproteínas para la cromatografía de gases 

acoplada a la espectrometría de masas (CG-SM). Las bandas correspondientes a las 

apolipoproteínas en estudio se cortaron, liofilizaron e hidrolizaron con HCI 6 N a 110 ºC 

durante 24 h. Los hidrolizados proteicos fueron secados con nitrógeno a 60°C, y se 

recuperaron con la adición de 1 mL de ácido acético 1N Ultrex (J .T. BAKER, Phillipsburg , 

NJ, USA). Las soluciones ácidas se aplicaron a una resina de intercambio catiónico AG-

50W-X8, (BIORAD, Hercule, CA, USA) y eluidas con 3mL de NH40H 3M. Los eluidos que 

contienen los aminoácidos, se colectaron en tubos de 13X100 mm y se secaron en un 

secador rotativo al vacío. 

Los aminoácidos secos se esterificaron (Figura 11) por adición de 0.5 mL de una mezcla de 

cloruro de acetilo - propano! (1/5 v/v) durante 1 ha 100 ºC. Las muestras fueron enfriadas 

y secadas con nitrógeno. Posteriormente se añadió 1 OOµL de anhídrido heptafluorobutírico 

45 



(SUPELCO lnc, Bellefonte, PA, USA) a cada tubo, para volver a los aminoácidos volátiles, 

y fueron calentadas a 60°C durante 20 minutos. Los aminoácidos fueron solubilizados con 

30µL de acetato de etilo. 

CH3-CH:i-CH2GH + CH3COCI 

n-propanol + cloruro de acetilo 

CF:i-CF:i-CF:z-COOH 
HBFA 

NH:z-CH-COOH 

1 
fH2 
CH 

/\ 

Leucina natural 
PM=131 g/mol 

CHJ CHJ O 
ESTERIFICACIÓN 

11h a 11QoC) 

NH:z-CH-C~ 
1 ' CH

2 
O-CH:z-CH:z-CH3 

1 
CH E ·1· de le . / \ ster prop1 ico ucma 

CHJ CH3 

ESTERIFICACIÓN 
{20 min a 600C) 

~o Aº CF3-CF2-CF2-C -N-CH-C?" 

~ 1 'o-eH:z-CH:z-CHJ 

fH2 
CH 

/ \ 1 
CHJ CHJ 

Ester propilico de N-heptafiuorobuturil-leucina 

FIGURA 11. Reacciones de la modificación de los 
aminoácidos para el análisis por CG-SM. 

Medición del enriquecimiento isotópico. La separación de los aminoácidos se realizó por 

cromatograffa en fase gaseosa (CG), utilizando una columna capilar 081 de 30m x 0.25 

mm con una película de 0.25 µm de grosor. La fase móvil (helio) es de 1 mUmin y la 

temperatura aumenta progresivamente de 75°C a 280°C a razón de 1 OºC por minuto. La 

detección se realizó mediante un espectrómetro de masas (SM) 710 B (FINNIGAN-MAT, 

San José, USA) usando ionización quimica negativa con metano como gas reactivo para 
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cuantificar los picos correspondientes a los iones leucina-DO y leucina-03 (miz 349 y 352, 

respectivamente). El integrador del aparato proporciona los valores correspondientes a 

cada pico. 

Determinación de los parámetros cinéticos. Las curvas de enriquecimiento isotópico de la 

apo A-1 y apo A-11 de las HDL, fueron trazadas utilizando el programa SMM 11 89
. Las 

funciones utilizadas son definidas por la ecuación: Z <O =ZA (1-e-k<t-tl), donde Z<tl y ZA son 

respectivamente, el enriquecimiento isotópico al tiempo "t" y el enriquecimiento isotópico 

del precursor; "k" es la tasa de síntesis fracciona! (FSR) y la -r el tiempo de retardo. 

Métodos de análisis. El colesterol total , los triacilgliceroles, fosfolípidos y colesterol libre se 

determinaron por métodos enzimáticos calorimétricos comerciales (Boehinger-Mannheim, 

Alemania), utilizando un analizador Hitachi 705 en los primeros dos casos. El C-HDL fue 

medido en el sobrenadante después de haber precipitado a las lipoproteínas que contenían 

apo-B, por el método de precipitación con fosfotungstato-magnesio 105
. El colesterol LDL 

fue calculado con la formula de Friedewald. La apo A-1 y A-11 se cuantificaron por 

inmunonefelometría referidos en material y métodos del modelo de rata hipotiroidea. Los 

ésteres de colesterol fueron calculados como la diferencia entre el colesterol total y el 

colesterol libre multiplicado por un factor de 1.68 76
. 

Análisis de las HDL. Las subpoblaciones de las HDL se determinaron mediante PAGE en 

condiciones nativas (no desnaturalizantes) en gradiente del 4-30% (Apéndice 2), utilizando 

como referencia marcadores de diámetros conocidos (estuche de estándares de proteínas 

de alto peso molécular, Pharmacia, Uppsala Suecia, tiroglobulina 17 nm, ferritina 12.2 nm, 

catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.2 nm, y albúmina 7.1 nm) apéndice 2. Las 

proporciones relativas de las subpoblaciones de HDL se determinaron por densitometría 

óptica del gel teñido con azul de Coomasie R250. Los diámetros que se consideraron para 

caracterizar las diferentes subpoblaciones fueron : HDL 3c 7.9-8.45 nm, HDL 3b 8.45-8.98 

nm, HDL 33 8.98-9.94 nm, HDL 2a 9.94-10.58 nm y HDL 2b 10.58-12.36 nm. 

En las HDL también se determinó el contenido de apolipoproteínas por medio PAGE-SDS 

en gradiente 4 -21%, (Apéndice 3). Las proteínas se tiñeron con azul de Coomassie R250 

y La proporción de apolipoproteína fue determinada cuantificando el colorante fijado a cada 

proteína por medio de espectrofotometría, después de eluir con piridina 80
. 

Cuantificación de la actividad de enzimas. La determinación de la actividad de las lipasas y 

LCAT se refieren en material y métodos del modelo en rata . 
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La actividad CETP se determinó in vitro por una modificación del método de Tollefson y 

Albers 106
, (Apéndice 5). Brevemente, HDL3-

3H (lipoproteínas donadoras) más lipoproteínas 

que contienen apo B (lipoproteínas aceptaras) se incubaron con plasma a 37°C 16 h. 

Después de la incubación se tomó una alícuota de la mezcla, y al resto se le agregó 

reactivo de fosfotungstato de magnesio para precipitar las lipoproteína que contienen apo 

B. La radiactividad se contó en la mezcla antes y después de la precipitación, utilizando 

líquido de centelleo en un contador de radiaciones J3. La actividad de la CETP en este 

ensayo correlaciona con la masa CETP del plasma 107
• La actividad CETP se expresó 

como el porcentaje de ésteres de colesterol tritiado transferido a las lipoproteínas 

aceptaras. Todas las muestras se determinaron por duplicado. El CV intraensayo e 

interensayo fue <5%. 

La actividad PL TP se determinó in vitro 108 (Apéndice 6). Brevemente, liposomas 

conteniendo fosfatidilcolina-3H se incubaron con el plasma de los sujetos a 37°C durante 

1 h. Al término de la incubación, los liposomas fueron precipitados con una solución de 

heparina/MnC12. La radiactividad de una alícuota fue medida utilizando líquido de centelleo 

en un contador de radiación beta. La actividad PL TP se expresó como el porcentaje de 

fosfatidilcolina-3H transferida de los liposomas a las HDL del plasma. El CV intraensayo e 

interensayo fue <5%. 

La actividad PON1, se determinó utilizando paraoxón como substrato 109
, (Apéndice 7). 

Brevemente, a un amortiguador de Glicina/NaOH pH 10.5 conteniendo CaCl2 y 1.0 mM de 

paraoxón se le adicionó suero de los pacientes. La hidrólisis del paraoxón fue evaluada 

espectrofotométricamente a 412 nm mediante la cuantificación del p-nitrofenol liberado a 

25°C. 

Eflujo de colesterol. Para evaluar la captación de colesterol de las células, se utilizó la línea 

celular de hepatoma de rata Fu5AH 84
, según se describe en el modelo de las ratas 

hipotiroideas, (Apéndice 8). 
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RESULTADOS 

Los estudios cinéticos metabólicos en los sujetos se realizaron por medio del marcaje 

endógeno, utilizando leucina deuterada, según se describe en la sección de métodos. 

Posteriormente, los datos experimentales se ajustaron a un modelo monocompartimental 

que permite calcular el FCR y la PR. 

Se requerra que los sujetos se encontraran en un estado metabólico estable al comenzar y 

durante el tiempo del estudio. Para verificar esto, a tres voluntarios sanos se les administró 

el suplemento alimenticio según se describe en la sección de métodos y se determinaron 

las concentraciones plasmáticas de triacilgliceroles, apo 8100, C-total, C-HDL y apo A-1 a 

diferentes tiempos (Figura 12). 
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Figura 12. Variación de las lipoproteínas y 
apolipoproteínas en estado posprandial. 

Se puede observar no hubo variaciones en las concentraciones de las lipoproteínas y 

apolipoprotef nas, lo implica que a las tres horas de haber ingerido el suplemento 

alimenticio, los sujetos se encentraron en un estado metabólico estable, como lo requiere el 

modelo. 

Los resultados de las concentraciones de los lípidos en los sujetos de estudio, antes y 

después del tratamiento con ciprofibrato se muestran en la tabla X. 
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Tabla X. Lípidos y_ lipoeroteínas elasmáticos (n=8). 
Tratamiento Col. Total C-HDL Triacilgliceroles C-LDL 

mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl 
Antes 256 ± 36 36 ± 9.4 312 ± 133 158 ± 45 

Después 197 ± 39••• 46 ± 14* 153 ± 69*ª 120 ± 31 •• 

Los valores se expresan como media± DE. 
t de Student pareada *p<0.01), **p<0. 005, *** p<0.001 vs antes del 
tratamiento. "Valores transformados logarítmicamente para realizar prueba t. 

Después del tratamiento se observó un aumento en las concentraciones plasmáticas de C­

HDL, una disminución en el C-LDL, colesterol total y triacilgliceroles (27%, 24% y 23%, 

50% respectivamente). 

Para establecer las bases metabólicas vinculadas a los cambios del perfil de lípidos por 

efecto del ciprofibrato, se realizó el estudio cinético metabólico de la apo A-1 y apo A-11 , 

principales apolipoproteínas de las HDL. 

En la tabla XI se muestran los resultados de los parámetros metabólicos obtenidos antes y 

después del tratamiento con ciprofibrato. 

Tabla XI. Parámetros cinéticos de la apo A-1 , apo A-11 y apo 8-100. 
Antes del Después del Incremento 

tratamiento tratamiento porcentual 
PRApoA-11 14.8 ± 8.8 26.7 ± 13.4* 112 

PR Apo A-11 1 
3.7 ± 1.4 6.7 ± 3.1 • 65 

FCR Apo A-1 2 0.30 ± 0.11 0.43 ± 0.17. 51 

FCR Apo A-11 2 0.22 ± 0.06 0.24 ± 0.09 18 

FCR Apo B-10a2 4.30 ± 1.62 10.92 ± 5.96 156 

Apo A-13 109.7 ± 23.8 122.6 ±25.4* 12 

Apo All 3 37.3 ± 9.9 60.4 ± 18.8 . 62 

mg/día/Kg., - d. , mg/dL 
t de Student pareada *p<0.05 vs antes de l tratamiento. 

Se observa que tanto la FCR y la PR de la apo A-1 , aumentan, 51%. y 112% 

respectivamente. Un aumento similar se observó con la apo A-11 , FCR 18% y PR del 66%. 

El balance final de este comportamiento metabólico se manifestó por el incremento discreto 

del 12% en la concentración plasmática de apo A-1 y del 62% en apo A-11. Dichos 

incrementos contribuyen al aumento en la concentración de C-HDL que fue del 28%. 

También, observamos un aumento de 2.5 veces en la FCR de las apo 8-100 de las VLDL, 
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que se reflejó en la disminución del 50% en ta concentración de triacilgliceroles 

plasmáticos. 

Para determinar si la modificación en el metabolismo de las HDL se asocia a alteraciones 

en el tamaño de estas lipoproteínas, se determinaron las subpoblaciones de las HDL antes 

y después del tratamiento con el ciprofibrato. En la figura 13 observamos una disminución 

de 4 veces (8.5% ± 5.02 vs. 2.02% ± 2.11, antes y después del tratamiento, 

respectivamente) en la subpobtación de mayor tamano, HDL2b (diámetro 10.58-12.36 nm), 

y un incremento de 2.3 veces (9.25% ± 2.9 vs. 21.2%± 5.7, antes y después del 

tratamiento, respectivamente) en la subpoblación de menor tamaño HDL3c (diámetro 7.90-

8.45 nm). 
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Figura 13. Gráfica de la distribución de las 
subpoblaciones de HDL. Las barras corresponden a la media 
±DE. 
t de Student pareada *p= 0.01, • • p=0.001 vs antes del tratamiento. 

Para caracterizar el tamaño de las HDL, se determinó la composición qu1m1ca y de 

apolipoproteínas. En la tabla XII se presentan los porcentajes de colesterol libre, ésteres 

de colesterol, triacilgliceroles, fosfolípidos y protefnas de tas HDL. Observamos que la 

composición porcentual no se modifica sustancialmente después del tratamiento con 

ciprofibrato y sólo se presenta una disminución con significancia estadfstica en· el 

porcentaje de triacilgliceroles. 
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Tabla XII. Composición química de las HDL totales. 
Col Libre Ésteres de Triacilgliceroles 

Tratamiento 
Antes 
Después 

(%) Col(%) (%) 
3.8 ± 0.8 9.7 ± 2.4 3.9 ± 0.9 
2.7 ± 0.8 9.5 ± 2.9 2.8 ± 1.0* 

Fosfolípidos 
(%) 

24.6 ± 3.0 
27.4 ± 6.2 

La composición se expresa como el % del total de la masa seca de la lipoproteína. 
Los valores se expresan como media ± DE. 
t de Student pareada * p <0.05 vs antes del tratamiento. 

Proteínas 
(%) 

56.7 ± 4.6 
59.3 ± 7.8 

En cuanto a la composición de apolipoproteínas, no observamos modificaciones después 

del tratamiento al que se sometió a los pacientes (Tabla XIII). 

Tabla XIII. Contenido de apolipoproteínas en las HDL totales. 
Tratamiento 
Antes 

Después 

apo A-IV 
1.8 ± 0.8 

2.8±1 .5b 

Apo E 
2.5 ± 0.52 

3.3 ± 1.7 

Apo A-1 
73 ± 5.2 

72 ± 4.4 
El contenido se expresa como% de la masa proteica 
Los valores se expresan como media± DE. 

Apo e + apo A-11 
23.1 ± 5.4 

21 .4 ± 7.6 

Para poder determinar si las actividades de las enzimas y proteínas de transporte que 

intervienen en la remodelación de las HDL, dieron origen a las a los cambios en el 

contenido de lípidos y de proteínas de las HDL determinamos LCAT, CETP, LH y PLTP. 

Después del tratamiento no se observó diferencia en la actividad LCAT y CETP. En cuanto 

a la actividad de las lipasas, después del tratamiento no observamos alteración en la 

actividad de la LH, mientras que la actividad de la LPL presentó un aumento importante del 

72% (Tabla XIV). La PL TP es otra proteína de transferencia que desempeña un papel 

central en la remodelación de las HDL, modificando su tamaño. Cuando determinamos la 

actividad PLTP (Tabla XIV) observamos un aumento del 45% en la actividad de la enzima, 

después del tratamiento con el fármaco. 

Tabla XIV. Actividades de las enzimas y proteínas de transporte involucradas en el 
metabolismo de las HDL. 

LCAT CETP LH LPL PL TP 
Tratamiento 

Antes 
Después 

% esterificación 

28.7±4.7 
27.6 ± 3.4b 

% transferencia µm/min/ml 

21 .8 ± 6.2 45.4 ± 24.4 
22.1 ± 4.4 46.9 ± 25.3 

Los valores se expresan como media ± DE 
t de Student pareada *p=0.01 vs antes del tratam iento. 

µm/min/ml 
66.8 ± 40.7 
99.3 ± 46.4* 

% transferencia 
18.8 ± 6.0 
22.9 ± 5.9* 

Para establecer si las modificaciones en el tamaño y composición química de las HDL 

tienen algún impacto en su capacidad para remover colesterol, se evaluó la capacidad de 

las HDL para captar el colesterol proveniente de la membrana de las células FuSAH. 
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Nuestros resultados demuestran que los sueros de los sujetos después del tratamiento, 

promovieron más el eflujo de colesterol en comparación con el basal (Figura 14). 
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Figura 14. Gráfica del eflujo de colesterol utilizando 
células Fu5AH. Valores expresados como la media del porcentaje 
del eflujo de colesterol relativo ± OS. 

Estudios recientes han demostrado que la PON in vitro, tiene más afinidad por HDL 

reconstituidas de mayor tamano (11 O). Debido a que el tratamiento con ciprofibrato 

aumenta la proporción relativa de HDL3 y disminuye las HDL2, nos interesamos en estudiar 

si esta modificación inducida por el ciprofibrato tenía una repercusión negativa en cuanto a 

la cantidad de paraoxonasa circulante. No hubo diferencias en la actividad de la enzima 

después del tratamiento (129 ± 36 nmol p-nitrofenol/min/ml suero vs 119 ± 18 nmol p­

nitrofenol/min/mL suero, antes y después del tratamiento respectivamente). 
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DISCUSIÓN 

El propósito de este trabajo fue determinar los efectos del ciprofibrato sobre la cinética 

metabólica de la apo A-1 y apo A-11 , así como sobre la distribución de las subclases de HDL 

y su composición en sujetos con hipertrigliceridemia. 

Después del tratamiento por seis semanas, el ciprofibrato indujo una notable mejoría en el 

perfil lipídico de nuestro grupo de estudio. La modificación más importante se produjo en 

los triacilgliceroles plasmáticos cuya concentración está determinada en gran medida por 

su síntesis hepática , que a su vez depende de los ácidos grasos disponibles 111
. En vista 

que los fibratos disminuyen la biodisponibilidad de los ácidos grasos por estimular la 13-
oxidación, la síntesis hepática de triacilgliceroles también se disminuye. De esta manera se 

puede explicar el efecto observado del ciprofibrato sobre los triacilgliceroles. Además, 

nuestros resultados demuestran que existe un incremento del catabolismo de la apo B 100 

de las VLDL, sugiriendo que estas lipoproteínas son remodeladas a IDL y LDL más 

rápidamente. Esta propuesta se apoya en el incremento observado en la actividad de la 

LPL, cuyo gen posee un PPRE y en consecuencia aumenta su expresión por efecto del 

fibrato 112
. Por lo tanto , el incremento en el catabolismo de la VLDL por efecto de la LPL, 

puede estar contribuyendo igualmente al decremento de las concentraciones de 

triacilgliceroles en plasma. 

El segundo efecto del ciprofibrato en el perfil lipídico fue la disminución importante del C­

LDL, que es un efecto secundario a la reducción de los triacilgliceroles plasmáticos. La 

hipertrigliceridemia se acompaña de alteraciones en la estructura de las LDL 113
, haciendo 

que la interacción de estas lipoproteínas con su receptor celular disminuya. Al disminuir las 

concentraciones de triacilgliceroles con el ciprofibrato, se restablece la afinidad de las LDL 

por sus receptores celulares, acelerando así su tasa de captación hepática, que resulta en 

el decremento de las concentraciones del C-LDL observado. 

El tercer efecto del ciprofibrato en el perfil lipídico, y el aumento en el C-HDL. Es 

ampliamente conocido el efecto de los fibratos sobre el C-HDL. El colesterol de las HDL 

puede incrementarse en dos situaciones que tienen un significado fisiológico muy diferente: 

1) sin modificar el número de partículas, las HDL se enriquecen en colesterol, y 2) un 

incremento del número de partículas HDL. Con base en la capacidad que tienen los fibratos 

de estimular la trascripción del gen de la apo A-1 114
, se ha aceptado que estos fármacos 

incrementan los niveles de C-HDL porque, los fibratos aumentan el número de partículas 

HDL circulantes. Nuestros resultados demuestran que la concentración plasmática de apo 

A-1 aumenta, sugiriendo que efectivamente el número de partículas circulantes también 

podría incrementarse por el tratamiento con ciprofibrato. No obstante, el aumento promedio 
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en el C-HDL (28%) es más del doble respecto al de la apo A-1 (12%) en nuestro grupo de 

estudio, indican que las HDL aumentaron en cantidad, Los fibratos producen un aumento 

en el C-HDL por dos mecanismos; favorece que sea mayor el número de partículas y un 

enriquecimiento de éstas con colesterol. La propuesta de que las HDL se enriquecen en 

colesterol, es compatible con la disminución de los niveles de triacilgliceroles plasmáticos 

inducida por los fibratos. Esto implica una disminución proporcional de intercambio de 

ésteres de colesterol entre apolipoproteínas ricas en triacilgliceroles y las HDL 115
, que 

tienen como consecuencia una acumulación de los ésteres de colesterol en las HDL. 

Si las partículas HDL se enriquecen en colesterol, se esperaría que este efecto se 

manifestara en la composición química de estas lipoproteínas. Sin embargo, los resultados 

demuestran que las HDL solo se modifican muy discretamente en el contenido de 

triacilgliceroles, pero no se observa ningún cambio en la proporción de los otros 

componentes, en particular de colesterol. Debe considerarse que esta composición química 

se determinó en HDL totales, y esto corresponde al conjunto de todas las subclases de 

HDL. Además, el método que utilizamos para determinar la proporción relativa de las 

subclases de HDL, se basa en la cantidad de proteínas de cada una e ignora su contenido 

de colesterol. Por lo tanto, esta aparente paradoja tiene una posible respuesta en el tipo de 

HDL que se beneficia por efecto del fibrato; la fracción más favorecida es HOL3c, que 

corresponde a una categoría de lipoproteínas pequeñas, densas, pobres en colesterol y 

que se estructuran con dos unidades de apo A-1 7
. Mientras que el resto de las subclases 

HDL (a excepción de las HDL2b), que son ricas en colesterol, requieren de 3 o 4 unidades 

de apo A-1 para estabilizarse 116 y se mantiene prácticamente en la misma proporción 

después del tratamiento. Esto explicaría, al menos parcialmente, el aumento 

proporcionalmente diferente en las concentraciones de C-HDL y de apo A-1 por el 

tratamiento con ciprofibrato. 

El incremento en la proporción de las partículas HDL3c pequeñas en detrimento de las 

HDL2b de mayor tamaño implica cambios en los factores metabólicos que intervienen en la 

remodelación de estas partículas. Por esta razón, determinamos las actividades de las 

diferentes proteínas de transporte y enzimas plasmáticas que participan en el metabolismo 

de las HDL. Nuestros resultados demuestran que solo la LPL y la PL TP se incrementan por 

la acción del ciprofibrato ; es conocido que el gen de la LPL tiene en su secuencia el 

elemento de respuesta para PPARa 112 y el incremento de su actividad es compatible con 

la disminución de triacilgliceroles plasmáticos. Sin embargo, la LPL no tiene un efecto 

directo sobre las HDL y es poco probable que las modificaciones de su estructura estén 

relacionadas con el incremento de esta enzima. 
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Por su parte, la PL TP participa directamente en la remodelación de las HDL y el incremento 

observado de la actividad de esta proteína podría efectivamente participar en los cambios 

estructurales de las HDL. Los incrementos de la actividad PL TP observados, concuerdan 

con observaciones hechas previamente en murinos, sugiriendo que el gen de la PL TP 

también está regulado por PPARa 117
. Evidencias in vitro sugieren que la PL TP facilita la 

transferencia de fosfolípidos entre HDL y lipoproteínas que contienen apo-B 118
•
119 y entre 

partículas HDL 3
• 

4
. La conversión de las HDL mediada por la PLTP in vitro, da lugar a la 

formación de partículas pequeñas pobres en lípidos y conteniendo apo A-1 120
. De esta 

manera, la PL TP tiene la capacidad de reducir el tamaño de las partículas de HDL, 

sugiriendo que la modificación en la distribución de tamaños de las HDL encontrada 

después del tratamiento farmacológico, está influenciada por el aumento de la actividad de 

la PLTP. 

Otro factor de remodelación de las HDL cuyo gen contiene en la secuencia promotora el 

PPRE, es el receptor SR-BI. La interacción de las HDL con el SR-BI, resulta en la 

formación de partículas HDL pequeñas y densas, tipo HDLJc, según se ha demostrado en 

ratones transgénicos SR-BI que sobre expresan la proteína 121
. Además, bajos niveles de 

expresión hepática del SR-BI también en ratones, correlaciona con partículas HDL de gran 

tamaño 122
. Asumiendo que el ciprofibrato efectivamente sobrestimula la expresión del gen 

del SR-BI, éste puede ser entonces otro factor que está involucrado en el increme.nto de la 

proporción relativa de las HDL3c y la disminución de las HDL2b. 

En este trabajo, por el efecto de la PL TP y del SR-BI, el ciprofibrato da lugar a una mayor 

proporción de partículas HDL pequeñas que se catabolizan rápidamente. Las HDL 

pequeñas se asocian frecuentemente con FCR elevados 47
· 

123
• 

124
· 

125
. Además, como se ha 

demostrado en este mismo trabajo de tesis, las HDL grandes se catabolizan lentamente 126
. 

Esto sugiere que las partículas pequeñas tienen mayor afinidad por los sitios catabólicos, 

situados en el riñón, en particular en las células tubulares 13
· 

127
. Para llegar a ellas, la 

partícula HDL debe ser previamente filtrada en la membrana glomerular, de tal manera que 

entre más pequeña es la partícula, más probabilidad tendrá de atravesar hacia el espacio 

de Bowman y en consecuencia a la luz tubular alcanzando así su sitio catabólico. El 

ciprofibrato, al favorecer la formación de HDL pequeñas (HDL3c), facilita indirectamente que 

las partículas alcancen su sitio catabólico, explicando así el incremento en el FCR de la 

apo A-1 . 

Para determinar la cinética metabólica de la apo A-1 utilizamos el enriquecimiento de la apo 

B-100 de las VLDL como una estimación del enriquecimiento isotópico del pool precursor 

de leucina de la apo A-1, asumiendo que la apo A-1 fue principalmente sintetizada en el 

hígado 71
, al igual que la apo B-100. Así , encontramos que tanto la tasa de catabolismo 
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fracciona! (FCR, fractional catabolic rate) como la tasa' de producción (PR) de la apo A-1 , 

aumentan casi al doble. El balance final, es solo un incremento discreto de los niveles 

plasmáticos de apo A-1, como se ha discutido previamente. 

Se ha sugerido que el potencial antiaterogénico de las HDL no está relacionado con los 

niveles plasmáticos de C-HDL, sino con la cantidad de ciertas subclases de HDL presentes 

en plasma 128·129
. En este sentido, las HDL pequeñas que aumenta con el ciprofibrato, 

según demuestran nuestros resultados, puede ser un factor de protección adicional contra 

la formación del ateroma. En efecto, sujetos con hipoalfalipoproteinemia muy importante, 

que se caracterizan por poseer HDL pequeñas y un catabolismo acelerado de la partícula, 

no desarrollan EAC 47
·
125

. El poder antiaterogénico de las HDL pequeñas se puede explicar 

por ser las mejores aceptoras del colesterol excedente de las células periféricas 129·130. Los 

resultados de este trabajo apoyan esta noción, debido a que demostramos que la 

capacidad de captar colesterol de la membrana de las células en cultivo por las HDL fue 

mayor después del tratamiento con el ciprofibrato. 

Además, las HDL pequeñas poseen otras características que las colocan como las 

partículas más antiaterogénicas; estudios recientes 129 demuestran que el potencial 

antioxidante de las HDL está relacionada de manera inversa con el tamaño de la partícula, 

de tal manera que las HDL3c son las que poseen el mayor potencial antioxidante. El mayor 

poder antioxidante de las HDL3c, se debe en parte, a que estas partículas son los pCeptores 

primarios de paraoxonasa (PON1 ), según lo demuestran estudios recientes de nuestro 

laboratorio (datos no publicados). Esta selectividad se basa en el hecho de las PON1 se 

sintetiza en hígado y permanece anclada en la membrana del hepatocito 131 . Para poder 

ser liberada de ella, se necesita una partícula con una alta tensión superficial (HDL3c) que 

favorezcan las interacciones con la membrana citoplasmática y con la región hidrofóbica de 

la enzima 132
. 

No obstante, de acuerdo a los resultados de este trabajo y a estudios previos 133
, los 

niveles plasmáticos de PON1 no aumentan después del tratamiento con ciprofibrato. En 

trabajos de nuestro laboratorio (datos no publicados), se ha determinado que la actividad 

paraoxonasa medida en plasma correlaciona pobremente con la actividad paraoxonasa 

asociada a las HDL, lo que nos sugiere que existe una fracción que se encuentra libre o 

ligada a otras lipoproteínas. De tal manera, que la determinación de la actividad PON 

plasmática no refleja la cantidad real de la enzima asociada a las HDL 
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DISCUSIÓN GENERAL 

Estudios previos han demostrado que sujetos con niveles de apo A-1 y de colesterol-HDL 

inferiores al 50% y 20% de los valores normales respectivamente, no presentan alto riesgo 

de enfermedad coronaria 47
• 

134
· 

135
. La etiología de la hipoalfalipoproteinemia en estos 

sujetos es diversa; sin embargo, la característica común en ellos es que poseen un 

catabolismo acelerado, asociado a partículas HDL pequeñas 47
• 

125
. Estos resultados 

permitieron postular que catabolismo acelerado de las HDL es factor protector contra la 

aterosclerosis, independientemente de las concentraciones de C-HDL y que este 

catabolismo acelerado genera partículas pequeñas. Sin embargo, esos resultados se 

podían explicar también desde la perspectiva opuesta: las partículas pequeñas son más 

antiaterogénicas y se catabolizan más rápidamente. Surge entonces la incógnita de cuál de 

las dos posibilidades es la explicación correcta. La respuesta a tal incógnita tendrá 

repercusiones muy importantes a nivel de la evaluación del riesgo coronario. Contribuir a 

responder esta incógnita fue parte del motivo que dió origen al presente trabajo de 

investigación. 

Con nuestro modelo de hipotiroidismo, demostramos que la diferencia en el tamaño y 

composición de las partículas HDL con respecto a las HDL-n, son suficientes para retardar 

la depuración de las partículas HDL. Esto apoya la idea de que la velocidad de dépuración 

de las HDL guarda una relación inversa con el tamaño de la partícula. A pesar de que las 

partículas grandes se eliminan más lentamente de la circulación, su función en cuanto a la 

captación de colesterol de las células periféricas no se ve alterada, como lo demuestran 

nuestros estudios de eflujo de colesterol realizados con células en cultivo. 

Por otra parte, estudios de prevención primaria y secundaria han mostrado que los fibratos 

disminuyen significativamente la incidencia eventos coronarios a través del incremento en 

el colesterol-HDL plasmático 48
·
49

. Los fibratos regulan una serie de genes que codifican 

para componentes estructurales (apo A-1 y A-11) 51
•
52 y para proteínas que participan en el 

metabolismo de las HDL, como el SRB1 53
, ABCA1 54 y PLTP 55 En consecuencia , 

postulamos al inicio de este trabajo que los fibratos modifican el metabolismo y la 

estructura de las HDL y que tales cambios pueden contribuir a explicar papel 

antiaterogénico de estos fármacos, independientemente del aumento de los niveles 

plasmáticos del colesterol de las HDL. Para demostrar nuestra hipótesis de trabajo , 

seleccionamos sujetos hipertrigliceridémicos, candidatos a recibir ciprofibrato para tratar su 

dislipidemia. Este modelo de estudio nos permitió demostrar que el ciprofibrato disminuye 

el tamaño de las HDL. además de inducir cambios discretos en su composición y un 

aumento significativo en su catabolismo. Al analizar los genes involucrados en el 
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metabolismo de las HDL, cuya expresión se regula a través de los PPAR alfa activados por 

fibratos, el aumento de catabolismo no parece tener explicación en un efecto directo del 

ciprofibrato. Por lo tanto, el catabolismo acelerado de la apo A-1 en los sujetos tratados con 

ciprofibrato se explica por la disminución en el tamaño de las partículas HDL que se generó 

por acción del fármaco. El ciprofibrato, al favorecer la formación de HDL pequeñas (HDL3c). 

permite que la partícula sea fácilmente filtrada en la membrana glomerular y alcance 

rápidamente su sitio catabólico en el túbulo renal, explicando así el incremento en el FCR 

de la apo A-1. Estos resultados apoyan la relación inversa del tamaño de las HDL con su 

catabolismo. 

Se puede argumentar que el tamaño no es el único cambio registrado en los dos modelos 

de estudio empleados en este trabajo. En efecto, el contenido de lípidos se modifica, pero 

tal modificación es muy discreta y no existe además un patrón que permita asociar la 

composición con el catabolismo. Estudios recientes de nuestro laboratorio, demuestran que 

los PPARó activados por pioglitazona generan HDL pequeñas, con importantes 

modificaciones en el contenido de lípidos (datos no publicados). Sin embargo, se observa 

un hipercatabolismo de la apo A-1 de las HDL que correlaciona con el tamaño y tiene poca 

relación con la composición de la partícula. Este es un argumento adicional par postular 

que la composición de las HDL no tiene un impacto importante sobre su catabolismo. 

Nuestros resultados permiten afirmar que existe una relación entre estr.uctura y 

metabolismo de las HDL. La otra parte del objetivo de este estudio, radica en aportar 

conceptos para establecer la relación entre estructura y función de las HDL. Con base en 

nuestros resultados podemos postular que, si bien las HDL grandes (modelo Htx) no 

pierden capacidad de promover el eflujo de colesterol, las HDL pequeñas son más 

eficientes en esta función (modelo ciprofibrato). A pesar de disminuir el tamaño de las 

partículas HDL por el tratamiento con ciprofibrato, su capacidad de transportar PON1 no se 

altera, sugiriendo que la capacidad antioxidante asociada a la actividad de esta enzima no 

disminuye. Además, estudios recientes apoyan la idea de que las HDL pequeñas son más 

efectivas en evitar la oxidación de las LDL 129
. Por lo tanto, postulamos que las 

modificaciones en el metabolismo de las HDL que originan partículas pequeñas, tienen 

efecto antiateroscleroso al incrementar su capacidad de promover el eflujo de colesterol y 

actuar como antioxidantes. 

Estudios dirigidos a evaluar la mejoría en otras funciones antiaterosclerosas, como las 

actividades antiplaquetaria, antiinflamatoria y profibirnolítica, de las HDL, cuando disminuye 
' 

el tamaño de la partícula, surgen como perspectivas del presente trabajo de investigación. 
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CONCLUSIÓN 

Los resultados de este trabajo demuestran que en condiciones potencialmente 

aterogénicas (Htx e hipertrigliceridemia), los factores que modifican la composición y el 

tamaño de las partículas de HDL tienen un efecto importante sobre la modulación de su 

metabolismo. Es decir, partículas de HDL grandes se asocian a un catabolismo lento en 

comparación con las partículas de HDL en condiciones no aterogénicas (perfil de lípidos 

normal) en las que existe una proporción mayor de HDL pequeñas con un catabolismo 

acelerado. 

Esto puede ser de utilidad para poder realizar un diagnóstico más preciso y temprano en 

aquellos sujetos que por sus condiciones familiares y ambientales, pudieran estar en riesgo 

de desarrollar EAC. Este diagnóstico se fundamentaría con la determinación del tamaño de 

las partículas de HDL, sin tener que realizar la cinética metabólica de la partícula, lo cual 

requiere de un tiempo mayor. 
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PERSPECTIVAS 

Los resultados de este trabajo de investigación han provocado varias interrogantes entre 

las que destacan: 

)> ¿Otros fármacos con actividad antiaterogénica comprobada, como estatinas, 

tiazolidindionas, ácido nicotínico, inducen un patrón metabólico que favorezca la 

formación de HDL pequeñas y aumenten su catabolismo?. La respuesta afirmativa 

a esta pregunta permitiría generalizar los conceptos que estamos aportando. 

)> ¿Las HDL pequeñas son mas eficientes en las otras funciones antiaterogénicas de 

estas lipoproteínas? 

)> Con base en nuestros datos hemos propuesto que el contenido de lípidos en las 

HDL no son un factor importante en su función antiaterosclerosa. Esta propuesta 

deberá ser confirmada en estudios posteriores. 

)> Trabajos realizados en nuestro laboratorio, sugieren que existe una fracción de la 

paraoxonasa que se encuentra libre o ligada a otras lipoproteínas. Debido a esto la 

determinación de la actividad PON plasmática no refleja la cantidad real de la 

enzima asociada a las HDL. Por lo tanto, es posible que el potencial antioxidante de 

las HDL sea mayor por el tratamiento con el fibrato, pero esto no se manifiestó por 

la actividad PON1 en plasma. La veracidad de esta aseveración debe ser 

investigada con mayor profundidad en estudios ulteriores. 
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APÉNDICES 

APÉNDICE 1 

DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 
METODO DE LOWRY 75

• 

SOLUCIONES 
• -Solución de Na2C03: 
• -Solución de tartrato de Na y K: 
• -Solución de NaOH 0.8N: 
• -Solución de SOS al 10% 
• -Solución patrón de albúmina: 

• -Solución A. Preparar al momento 

20% en H20 
1 g + CuS04:0.5g 
16g en 500 ml H20 

1 mg/ml 

1 volumen de tartrato de Na y K 
1 volumen de Na2C03 
2 volúmenes de NaOH 

TECNICA 

CURVA PATRÓN 

2 volúmenes de SOS 
2 volúmenes de H20 

TUBO 
MUESTRA(µL) 
ST (µL) 
H20 (µL) 

Solución A (ml) 

1 
o 
o 
100 

2 
o 
10 
90 
M 
1 
1 

3 4 
o o 
20 40 
80 60 

E z c 
1 1 

N c u B 

L 

A 

5 6 muestra 
o o 20 . 
80 100 o 
20 o 80 
A R 
1 1 1 
R 10 MINUTOS 

EN OBSCURIDAD, A TEMP. AMBIENTE 

React. Folin 1/6(µ1) 500 500 500 500 500 500 500 
1 N C U B A R 30 MINUTOS 
EN OBSCURIDAD, A TEMP. AMBIENTE 

LECTURA 

Leer a una longitud de onda de 750 nm 

DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Trazar una gráfica de concentración contra absorbencia con los datos de la curva patrón. Interpolar 
la absorbencia de las muestras en la gráfica para determinar la concentración correspondiente. 
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APÉNDICE 2 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE) 
EN CONDICIONES NATIVAS 

SOLUCIONES 

Solución amortiguadora de muestra 
Sacarosa 50% +Azul de bromofenol al 0.05% c.b.p. 20 ml 

A= Tris 0.09 M + Ac. Borico 0.08M + EDTA 3mM pH 8.35 
B= 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 1 OOmL 
C= persulfato de amoriio 10% 

4% 30% 
5ml 5 MI 

Sol A 0.5ml 0.5 MI 
Sol. B 400 µL 3MI 
H202 d 4.1 ml 750 µL 

GLICEROL 750 µL 

TEMED 4 µL 4 µL 
SOL. C 20 µL 20 µL 

Depositar 20µg de proteína/ 1 µL de buffer de muestra. 
1) Utilizar estándares de proteínas de alto peso molecular 
2) Migrar 15 mina 20 V(para concentrar las muestras) 
3) Migrar 15 min a 70 V (para que entren las muestras al gel) 
4) Migrar a 18 ha 120 V 
5) Teñir el gel con azul de Coomasie 
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APÉNDICE 3 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
(PAGE-SDS) 

SOLUCIONES 

HDL 

, 

A= 36.3g Tris-HCI c.b.p. 100mL pH 8.9 
B= 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100ml 
C= SOS 10% 
D= persulfato de amonio 10% 
E= 39.4g Tris+ 2g SOS c.b.p. 100ml pH 6.8 

3% 19% 
4ml 4 ml 

Sol A 1.0 ml 1.0 ml 
SolB 240 µL 1.6 ml 

H202 d 2.76 ml 400 µL 
GLICEROL 1 ml 

SolC 40 µL 40 µL 
Sol. E 

TEMED 5 µL 5 µL 
SolD 25 µL 25 µL 

St 
3.5 ml 

300 µL 
1.5ml 

2ml 

6 µL 
40 µL 

Depositar 200µg de proteína/ 150µL de buffer de muestra + 13-mercaptoetanol 5% 

1) Utilizar estándares de proteínas de bajo peso molécular 
2) Migrar 30 min a 40 V (para que entren las muestas al gel concentrador) 
3) Migrar 2.30h a 90 V (hasta que salga el frente de corrida del gel) 
4) Teñir el gel con azul de Coomasie 

4% 21% St 
4ml 4ml 3.5ml 

Sol A 1.0 ml 1.0 ml 
SolB 320 µL 1.77 ml 300 µL 

H202 d 2.68 ml 230 µL 1.5 ml 
GLICEROL 1 ml 

SolC 40 µL 40 µL 
Sol E 2 ml 

TEMED 5 µL 5 µL 6 µL 
SolD 25 µL 25 µL 40 µL 

Depositar 200µg de proteína/ 150µL de buffer de muestra + 5% de 13-mercaptoetanol. 
1) Utilizar estándares de proteínas de bajo peso molécular 
2) Migrar 30 min a 40 V (para que entren las muestras al gel) 
3) Migrar 2h a 90 V 
4) Teñir el gel con azul de Coomasie. 
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APÉNDICE4 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD LCAT 78
. 

MUESTRA 

Plasma fresco o conservado a -70°C 

REACTIVOS 
Solución amortiguadora de ensayo 

Tris-HCI 10mM 
Na CJ 140mM 
EDTA Na2 1mM 

Lecitina 1 O mg/ml en CHCl3 - MeOH (9: 1 v/v) 
Colesterol 1 mg/ml en hexano redestilado. 
[
3H] Colesterol: 55 µCi/µmol, 100 55 µCi/µmol. 

Apo A-1 humana 1 mg/ml en buffer de ensayo. 
Colato de sodio : 0.725M en buffer de ensayo 
Albúmina sérica humana : 2% (w/v) en buffer de ensayo 
Mercaptoetanol O. 1 M 
CHCl3 - MeOH (2:1 v/v) . 

PREPARACIÓN DEL SUSTRATO DE PROTEOLISOSOMA MARCADO 

1. Pipetear en un tubo de ensayo 
870µL de lecitina 
250µL de colesterol 
20 µL de colesterol marcado 

Evaporar el disolvente con N2 , manteniendo en agitación en vortex 

2. En otro tubo de ensayo pipetear 
1. 7 ml de buffer de ensayo 

1 ml de apo A-1 
340 µL de solución de colato. 

Mezclar 1 minuto en vortex a temperatura ambiente (verificar que se disuelva Ja apo A-1) 
3. . Adicionar el segundo tubo al primer, sin dejar de mezclar por un minuto 

4. . Dializar, cambiando 4 veces al día ( 1 litro por cada cambio) de buffer de ensayo, durante 
3-4 días a 4 ºC , asegurando remover completamente el colato. 

5. Ajustar el volumen del dializado a 4.5 ml con buffer de ensayo. 
El sustrato puede ser usado inmediatamente o almacenado en alícuotas de 0.1 ml a 

- 20°C por 3 semanas.* 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD LCAT. 

• En un tubo con tapón de rosca pipetear 
235 µL de buffer de ensayo 
125 µL de HSA al 2% en buffer de ensayo 
100 µL del proteolisosoma *. 

• Preincubar a 37°C, 20 min. 
• Añadir 25µL de mercaptoetanol 0.1 M 

15µL de plasma problema (o buffer de ensayo para blanco) 

• Mezclar e incubar a 37°C exactamente 1 h. 
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• Parar la reacción con 3.75 mL de CHCITMeOH (211 v/v) ,' 
• Adicionar 15 µL de la mezcla de Estándares ( col libre 1 mg/mL y esterificado1 mg/mL) 
• Añadir 1.25 mL de CHCl3 y 1.25 mL de H20. 
• Centrifugar los tubos 15 mina 3000 r.p.m 
• Separar la fase superior y las proteínas desnaturalizadas desde la interfase por aspiración. 
• Transferir la fase de cloroformo (de abajo) a un tubo de vidrio de 50 x 12 mm, que contenga 

unas gotas de 
MeOH (asegurando una fase del solvente) 

• Evaporar el solvente casi a sequedad bajo N2. 

SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA (TLC) Y CUANTIFICACIÓN DECOLESTEROL LIBRE Y 
ESTERIFICADO 

1. Preparar la cámara de separación, 1 hr antes de usarlo, forrándolo con papel Whatman 3MM y 
añadiendo 100 mL del solvente de corrida (éter de petróleo/ éter etílico/ ácido acético 90:10:5 
por volumen), humedeciendo el papel en el proceso, cerrar el tanque fuertemente poniendo algo 
pesado en la tapa. 

2. Dividir una placa de silica gel 
3. Usando una microjeringa tomar cada muestra y aplicarla, aproximadamente 1.5 cm. de ancho y 

2 cm. Sobre el botón de cada aplicación. Después de aplicar cada muestra lavar la jeringa 
varias veces con cloroformo-metanol (2: 1 v/v). 

4. Colocar una o dos placas en el tanque, cerrar y dejar desarrollar, a 1 cm de la superficie. 
5. Remover cada placa, secar por 5 min y colocar en un tanque de vidrio que contenga algunos 

cristales de '2. Los lípidos separados son teñidos de amarillo/café. 
6. Marcando la posición de 1 colesterol (UC) y del colesterol esterificado (CE) por comparación con 

el ST. (Los Rf son aprox. 0.5 y 0.8 respectivamente) hay que permitir que el 12 se evapore 
7. Cortar cada banda con tijeras, transferir a un vial y añadir 10 mL de un líquido de centelleo 

basado en tolueno. 
8. Mezclar y contar la radiactividad en cada vial , usando un método apropiado usado para 

isótopos. 

DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Después de contar la actividad del UC y del CE, el porcentaje de CE incorporado es calculado. 

Y se reportan los resultados como: nmol de colesterol esterificado/ ml plasma 
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APENDICE 5 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD CETP 106
. 

MUESTRA 

Plasma fresco o conservado a -70°C 

REACTIVOS 

Solución amortiguadora de ensayo 
Tris-HCI 1 OmM 
Na CI 140mM 

[3H] Colesterol: 
EDTA Na2 1mM 

Reactivo precipitante 

PREPARACIÓN DEL SUSTRATO 

1. El plasma obtenido se ajusta a una 8=1.060 y se centrifuga 2.10h a 110 .000 r.p.m. 
2. Separa la fase superior (top) y dializar contra la solución amortiguadora de ensayo 
3. Guardar el infranadante (bottom) que se utilizara posteriormente para obtener el donador. 
4. Cuantificar proteínas al top dializado 

PREPARACIÓN DEL DONADOR Cr3HJ Colesterol-HDL3} 

1. .Ajustar el bottom a 8= 1.11 (HDL2) y centrifugar 2.35h a 110 .000 r.p.m. 
2

· Separa el sobrenadante y desecharlo 
3· El bottom (HDL3 y plasma) se dializa contra la solución amortiguadora de ensayo. 
4

· 50µCi de [3H] Colesterol se evaporan con N2 y se redisuelve con 500µL de etanol. 
s. A las HDL3 obtenidas se les agrega la mezcla etanol- [3H] Colesterol, gota a gota y con una 

agitación suave. 
6. 

7. 

8. 

9. 

Se incuba 18 ha 37oC para la esterificación. 
Ajustar la mezcla a una 8=1 .25 y centrifugar 2.35h a 110 .000 r.p.m. 
Separa el top, HDL3 y dializar contra la solución amortiguadora de ensayo. 
Cuantificar proteínas. 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

1. En un tubo eppendorf pipetear lo equivalente a 120 µg de proteína del donador (3HColesterol-
HDL3). 

2. Agregar 240 µg de proteína del sustrato 
3. Agregar 10 µL de plasma 
4. Agregar 500 µL de solución amortiguadora. 
5. Incubar 16-18h a 37ºC 
6. Separar 100 µL de la muestra de reacción, transferir a un vial y añadir líquido de centelleo 
7. Mezclar y contar la radiactividad en cada vial. 
8. Al resto de la mezcla de reacción agregar 50 µL de reactivo precipitante. dejar reposar lo min y 

centrifugar 10 mina 2500 r.p.m. 
9. Separar 100 µL del sobrenadante transferir a un vial y añadir líquido de centelleo 
1 O. Mezclar y contar la radiactividad en cada vial. 

DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS 

etas pps= etas totales - etas sobrenadante - etas 100 ml iniciales. 
% transferencia= (etas pps/ctas totales)*100 
%transferencia=%trans mtras-%trans bco 
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APENDICE 6 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD PLTP 108
• 

MUESTRA 

Plasma fresco o conservado a -70°C 

REACTIVOS 

L a-Fosfatidilcolina (Sigma ref;Tipo XVI-E P-3556, 100mg) 
L a-Fosfatidilcolina- marcada 
Acido iodoacetico (Sigma ref: 1-4386 1 Og) 
BHT (Sigma ref: B-1378) 
TRIS 
NaCL 
EDTA 
NaN3 

Solución amortiguadora de ensayo 

Tris 
NaCL 
EDTA 
NaN3 

10mM 
150 mM 

1 mM 
0.2g/L 

0.1221g } 
0.87 g 
0.03724g 
0.02g 

pH 7.4 

Reactivo precipitante: Heparina de manganeso (445U/ml) 
NaCI 1.562g 
MnCl2•4H20 (PM 197) 3.592g 
Heparina (1000 U/ml) 8.6ml 
c.b.p. 50 ml 

PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS. 

Mezclar 73.5 µL 
20 µL 
100 µL 

Fosfatidilcolina (10 µmol) 
Fosfatidilcolina marcada ( 1 O nmol-100 mCi/mmol) 
BTH (1 nmol/µL) 

PONER TUBOS EN HIELO 

Evaporar la mezcla con nitrógeno durante 10 minutos 
Agregar 0.5 ml de TBS y mezclar en vortex 
Agregar 0.5 ml de TBS y mezclar en vortex 
Transvasar el contenido a un tubo cónico 
Sonicar la mezcla (35 pulsos. 5 minutos) 
Esperar 1 minuto 
Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) 
Esperar 1 minuto 
Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) 
Transvasar el contenido a un tubo eppendorff de 1.5 ml 
Centrifugar 1 O minutos a 15.000 r.p.m 
Separar el sobrenadante (-1 ml) conteniendo los liposomas marcados. 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD PL TP 

Manipular en hielo 

TOTAL 

Mezclar 1 O µL de liposomas marcados 
690 µL de TBS 

Medir la radiactividad en 500 µL de la mezcla. 

MUESTRAS. 
Mezclar 1 O µL de liposomas marcados 

30 µL de muestra (plasma) 
40 µL de ácido iodoacético 

Agitar e incubar 30 min a 37°C 

Para parar la reacción agregar 300 µL de heparina de manganeso (445U/ml) 
320 µL de TBS 

Agitar en Vortex 1 O minutos. 
Centrifugar 10 minutos a 13 000 r.p.m. 
Meter los tubos en hielo y medir la radiactividad en 500 µL de la mezcla. 

BLANCO DE MUESTRA. 
Mezclar 1 O µL de liposomas marcados 

30 µL de muestra (plasma) 
40 µL de ácido iodoacético 

Agitar e incubar 30 mina 4°C 

Para parar la reacción agregar 300 µL de heparina de manganeso (445U/ml) 
320 µL de TBS 

Agitar en Vortex 1 O minutos .. 
Centrifugar 1 O minutos a 13 000 r.p.m. 
Meter los tubos en hielo y medir la radiactividad en 500 µL de la mezcla. 

DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS. 
A partir de las cuentas efectuadas en 500 µL, determinar el % de transferencia de los liposomas 
marcados a las HDL. 

% Transferencia= D.p.m muestras - D.p.m blanco X 100 
D.p.m total 

EXPRESIÓN DE LA ACTIVIDAD PL TP 

Calcular en % de transferencia I hl ml de plasma 
O en nmol de fosfolípidos transferidos/h/ ml de plasma 

100 nmol X (D.p.m muestra-D.p.m Blanco) x 100 
D.p.m Total x 30 
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APENDICE 7 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD PARAOXONASA 109
. 

MUESTRA 

Suero fresco o conservado a -70°C 

SOLUCIONES 

Solución amortiguadora. 

1. PON 

Glicina-NaOH 50 mM 
CaCl2 1.0 mM 
pH = 10 

PREPARACIÓN DEL SUSTRATO (Prepararse al momento de realizar la determinación) 

1) Sustrato basal de paraoxonasa 
Agregar 1.0 mM de paraoxón a 10 ml de buffer PON 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

Actividad de paraoxonasa basal 
Diluir a la Y:z las muestras en eserina 10-5 M 

1. Diluir 20µL de la muestra en 1 ml de sustrato PON 
2. Mezclar y esperar 1 minuto 
3. Seguir la cinética c/30 seg. por 3 minutos a 412 nM 

DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS 

1) Actividad paraoxonasa (nmol p-nitrofenol/min/ml suero) 
E paraoxón = 18 290 M-1cm·1 

Actividad = (il DO fa) X 106 X 50 X dilución 
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APÉNDICE 8 

MUESTRAS 

Suero o plasma diluido 2.5 % 
HDL3 (100 µg/ml) 

REACTIVOS 

HEPES o PBS 
Tripsina 
Azul de Tripano 
1ª,2ª(n)-3H colesterol 
Etanol 
NaOH 0.1 M 
Medio completo 

MEM 95% 

EFLUJO DE COLESTEROL 84 

Suero bovino fetal 7.5% 
Glutamina 2 mM 
Penicilina 100 U/ml 
Streptomicina 100 µg/ml 
Bicarbonato 2 g/L 

Línea celular FU5AH 

MANTENIMIENTO DE LAS CÉLULAS Fu5AH 
A partir de un frasco de mantenimiento a confluencia 
Resembrar según la necesidad: 
25 000 células /ml con 1 ml de medio por pozo para las botellas de 24 pozos de 10mm de diámetro 
(la confluencia es obtenida 3 días después 
-Es necesario saber que en general una botella de mantenimiento tiene 20 000 000 de células. 

MARCAJE DE LAS CÉLULAS 
Utilizamos (1ª2ª(n) 3H) Colesterol que tenga una actividad específica de 40-60 Cilmmol en tubos de 
1mCi. 
Y, µCi/pozo para las cajas de 24 pozos 

X µCi de 3H Colesterol son evaporados con N2 en tubos de vidrio estériles 
Añadir 1 ml de etanol en la campana y cerrar con tapón estéril 
Poner 45 a 60 min en baño María 60 ºC 
Evaporar con N2 
Añadir 50µL de etanol en la campana 
Poner 15 a 30 min en baño maría a 60 ºC 
Preparar el volumen necesario de SVN necesario para una concentración final de 5% en el 
medio marcado y diluirlo a la mitad con MEM(1 ml caja 24 pozos) 
Añadir el SVN al 50% en el tubo conteniendo los 50 µL de etanol y el 3H colesterol. 
Agitar, y dejar 30 min en baño María a 37°C 
Aforar enseguida con MEM para alcanzar el volumen final deseado 
Distribuir el medio radiactivo sobre las células a razón de 2mUpozo 
Dejar el medio marcado por 3 días. 

PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS PARA EL EFLUJO. 
24h antes del eflujo quitar el medio radiactivo y lavar 3 veces las células con 1 ml de HEPES, poner 
MEM+ BSA a 0.5% (1 ml por pozo) 
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EFLUJO 

Quitar el MEM+ BSA a 0.5%. 
Para suero o plasma la muestra se diluye a 2.5% 
Lavar las células con HEPES (1 mUpozo) 
Incubar las muestras diluidas a razón de 500µUpozo para las cajas de 24 pozos y 1 
mUpozo para las cajas de 12 pozos. 
Se trabaja un testigo negativo (MEM) 

Un testigo positivo (con HDL3 100µg de proteína/mL) 
un testigo interno (un pool de plasma humano normolipidemico) 
un testigo de carga o tiempo O. 

Se incuba 4 horas 
Se recupera el medio 
Se lavan 3 veces las células con HEPES (1 mUpozo) 
Se recuperan las células con NAOH 0.1 M 
500µL para los frascos de 24 pozos 

1 mL para los frascos de 6 pozos 
La mitad de los volúmenes (250µL) de medio y 250µL de células son puestos en frascos y se les 
pone líquido de centelleo. 

DETERMINACIÓN DE LOS RESULTADOS 
El % de eflujo de colesterol es calculado. 

D.p.m en el medio X 100 
D.p.m (medio + células) 
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APÉNDICE 9 
SEPARACIÓN DE LAS LIPOPROTEÍNAS DEL PLASMA. 

MUESTRA 

Plasma fresco. 

REACTIVOS 

KBr sólido 

Soluciones ó= 1.006, ó= 1.063, ó= 1.21 

Amortiguador de bicarbonato de amonio 5 mM/L, pH 7.5 

a. VLDL 

Las VLDL se aislaron a partir de 3 mL de plasma ajustada con 0.8 mL de solución de densidad (ó) 

1.006. Se centrifugó a 11 O 000 r.p.m. a 10°C durante 1.45h. Las VLDL que flotan en la superficie 

(aprox. 0.7 mL)se recuperaron por aspiración. 

Se transfirieron a un tubo nuevo, se añadieron 2 ml de la solución ó= 1.006, y se centrifugaron en 

las condiciones descritas anteriormente (lavado). Las VLDL se recuperaron por aspiración y se 

dializaron contra un amortiguador de bicarbonato de amonio 5 mM/L, pH 7.5 durante 2-3 días, 

cambiando la solución 3-4 veces al día. 

b. IDL y LDL 

El infranadante del paso a, densidad 1.006, se transfirió a un tubo nuevo y se ajustó la densidad a 

1.063 con KBr y se añadió una solución de la misma densidad, ó= 1.063, hasta completar 3.2 ml. 

Se centrifugó a 110 000 r.p.m. a 10°C durante 2.15h. Se recuperó por aspiración el sobrenadante 

(IDL con LDL) y se desecho. 

d. HDL 

La solución restante de densidad 1.063, se transfirió a un tubo nuevo y se ajustó a la densidad de 

1.21 con KBr y se añadió una solución de la misma densidad, ó= 1.21 , a completar 3.2 ml. Se 

ultracentrifugó a 110 000 r.p.m. a 10°C durante 2.45h. Se recuperaron por aspiración las HDL, se 

lavaron y se dializaron contra un amortiguador de bicarbonato de amonio 5 mM/L, pH 7.5 durante 2-

3 días, cambiando la solución 3-4 veces al día. 
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APÉNDICE 10 

PURIFICACIÓN DE LA APO A-1 POR CROMATOGRAFiA 
DE INTERCAMBIO IONICO 

MUESTRA 
HDL sin llpidos 

• Sistema de cromatografia Duo Flow de Bio-Rad. 

• Columna UNO Q1 

• Buffer A:. Tris-HCI 30mM + 6M Urea, pH= 8. 

• Buffer B: buffer A+ NaCI 100mM 

• Gradiente: 50% de Buffer B 

• Flujo: 2 mUmin por 15 ml 

Cromatograma de la separación de la apo A-1. 
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Las fracciones correspondientes a los picos 3,4, son las que contenian únicamente apo A-1. 
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ANEXO 1 

Chronic Hypothyroidism Induces Abnormal Structure of High-Density 
Lipoproteins and lmpaired Kinetics of Apolipoprotein A-1 in the Rat 

Claudia Huesca-Gómez, Martha Franco, Gérald Luc, Luis F. Montaño, Felipe Massó. Carlos Posadas-Romero, 
and Osear Pérez-Méndez 

Abnormal levels of plasma high-density lipoproteins (HDL) commonly reflect altered metabolism of the major HDL-apoli­
poprotein A-1 (apo A-1). lt is well known that thyroid hormones are involved in the regulation of lipoprotein metabolism, 
inducing significant changes in the concentration, size, and composition of plasma HDL The purpose of this study was to 
evaluate the mechanisms responsible of the decreased HDL-apo A-1 in chronic thyroidectomized rats (Htx) and to assess the 
role of HDL structure in apo A-1 tumover. Htx rats were found to have a 3-fold lncrease in low-density lipoprotein-cholesterol 
(LDL-C), whereas HDL-C and apo A-1 showed a 25.9% and 22.6"" decrease ceimpared to controls (P < .05), thus suggesting a 
defect in HDL metabolism. Tumover studies of apo A-1 inc:of'porated into normal HDL. using exogenous "'''l-radiolabeling, 
confirmed an altered fractional catabolic rate (FCR) in Htx rats (0.097 ± 0.009 d-1 v 0.154 ± 0.026 d"1 for Htx and control rats, 
respectively, P < .005). Apo A-1 production rates calculated with autologous HDL data showed that apo A-1 synthesis was 
decreased to a higher extent than the already reduced apo A-1 catabolism, thus explaining the low apo A-1 plasma levels in 
Htx rats. Composition analysis of HDL-Htx revealed increased phospholipid and apo E content, whereas apo A-IV was 
diminished. Such structural changes contribute to the reduced apo A-1 catabolism as demonstrated with further kinetic 
tumover studies In normal rats treated with ""'1-radiolabeled apo A-1 reincorporated into HDL isolated from pasma of Htx rats 
(FCR, 0.102 ± 0.017 v 0.154 ± 0 .026 d-1, for Htx and normal rats, respectively, P < .005). In summary, chronic hypothyroidism 
in rat a species that lacks cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity is characterized by low HDL-C and apo A-1 pasma 
levels as a result of a low apo A-1 production rate that exceeds a decreased FCR. Both structural abnormalities of HDL and 
changes induced in the animal that affect HDL catabolism contribute to the low FCR of apo A-1 in the hypothyroid state. 
Copyright 2002, Elsevier Science (USA}. Al/ rights reserved. 

H IGH-DENSTIY lipoproo:in CHDL) and ilS major protein, 
apolipoproteio (apo) A-I play an imponant role in re­

verse cholesterol transpon (RCT)1 thal explains their negative 
correlation with the incidence of atherosclerotic heart dis­

ease. 2.3 Considerable heterogeneity in both size and composi­
tion has been observed widún HDL, sorne as the resulc of 
changes in lipid compositioo mediated by lipid-modifying en­
zymes and exchange proteins., others due to the variable com­
position of apolipoproi:ein disuibution. TI1e lauer has a func­

tional meaoiog; ie, small apo A-1- or apo E-containing HDL 
particles ha ve been described as che ioitial cholesterol acceprors 
in the RCT to the liver.4 .5 

Low plasma levels of HDL may be che result of an abnonoal 
biosynthesis of apo A-1.6 In this context, it has been demon­
strated that thyroid hormones upregulate apo A-I biosynthesis 
in vitro7·10; animals treated with L-rriiodolhyronine or thyro­
mimetic compounds incrcase apo A-I expressioo.11 .12. In con­
tras!, tbyroid hormooe defü .. ieocy lowers inlracellular apo A-I 
mRNA in rats, 13 and decreases HDL binding capacity in iso­
lated rat liver cells, which may comribute to the reduced HDL 
clearance in hypothyroid animats_ 14 

Despite of the role of lhyroid honnones in lhe upregulation 
of the apo A-I gene, HDL-cholesterol (HDL-C} plasma levels 
are normal 15- 17 or even increased, 1X· 19 io human hypothyroid­
ism. In addilion, thyroxine <T.J therapy does not seem to 
increase serum HDL-C.w Low cholesteryl ester cransfer prot:eio 
(CETP} activities present in human hypothyroidism21·22 pro­
vide an explanation to lhese paradoxical results. Low CETP 
activities inducecholesterol accumulation in HDL particles that 
results in high HDL-C plasma levels.21.24 The latter probably 
counterbalance the decreased synthesis of apo A-1 induced by 
hypothyroid status, as it has been demonstrated in vitro, to. 13 

and consequenlly HDL-C plasma levels become nonnal or 
increased in hypothyroid patients. 1s - i 9 This suggests that HDL 
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metabolism is altered in hypolhyroid patienlS, even if HDL-C 
plasma levels are normal. 

HDL-C plasma levels are affected by a delayed HDL-apo­
lipoprotein catabolisrn., 25 leading to an impaired RCT associ­
ated with ao increased risk of coronary hean disease.24 Li­
poprotein structure is one factor affecting HDL-apolipoprotein 
cacabolism. 2<>-29 Since scructural changes in HDL subfractions 
have been described in hypothyroid stams, 10·22 ao altered 
HDL-apo A-1 tumover could be e~ted in hypothyroid pa­
licnts; 

Because liule is known aboul the apo A-I kioetic behavior in 
the hypothyroid status, the aim of this study was to evaluate che 

mechanisms responsible of the decrea.sed HDL-apo A-1 in 
chronic hyJÍothyroidism, and to assess the role of HDL struc­
rure in apo A-1 tumova. To avoid the secondary effeclS of low 
CETP activities oo HDL metabolism on hypothyroid status, we 
selected the rat for our studies because this species does not 
express CEfP,30 ami thus the direct effects of hypothyroidism 
on lipid profile and HDL metabolism could be detennioed. Our 
results demonstrated lhat chronic hypolhyroidism is associated 
with an impai.red HDL metabolism expressed by low HDL-C 

Fmm Ihe Phy.<iology. Nephrology. Ct!llular Biology, and Endocri-
110/ogy Deparlmenu, lnstituJo Nacional de Cardiología ··1gnaciJJ 
Chávez., " Mhim D.F .. Mé.ric.o; an.d Ihe Departmenl of Athero.<clerosis 
a11d lNSERM UR545, /nstiluJ Pasteur de Lille, Lille. France. 

Suhmiued April Jl. 2001: accepted Ocwber 15. 2001. 
S1qJported by CONACYT Grant No. J28942M. 
Addre.<s reprinJ requests to Osear Pérez-Méndez. PhD, Physiology 

Departmenl. fn.<Iillllo Nacional de Cardiología '"Ignacio Chávez 'º Juan 
Badia110 l . Sección XVI. 14080 México D.F. México. 

Copyright 2002. Elsel'ier Science ( USA.l. MI righL< re.<erl'ed. 
0026-049510215104-0008$35.00/0 
doi: I0.!053/meta.2002.31323 

443 



444 

and apo A-1 plasma levels, and that the modificatioos in the 
chernical compositioo of HDL induced by chronic hypochy­
roidism are associared to apo A-1 catabolic rates . 

MATERIALS ANO METHOOS 

lnduction of H)pothyroidism 

Male Wistar ralS weighing 250 to 300 g uodcrwent surgical thyroid­
ectomy with parathyroid reimplant. as previously described.3• Briefly. 
under ether anestbesia. the tracbea was exposed. and the parathyroid 
gl.ands were visualized, dis=red from the thyroid gland, and reim­
planted into the snrronnding oeck muscles. The tbyroid gland was then 
carefully dissected, to avoid injury to the laryngeal nerves, aod com­
pletely excised. Tbe effectiveoess of this proredure was asscssed by 
evaluatioo of serum calcinm, phosphale. aod T 4 concentrations in 10 
sham rats (Ctrl) and 10 tbyroidectomized (Htx) rats using standard 
techniqu.es (calciwn. 10.1 :!: 0.7 Ctrl v 9.1 :!: 0.7 mg/dL Htx. P = oot 

significan! [NS); phospbate, 6.9 :!:0.4 Ctrl v 65 :!: U mg/dL Htx. P = 

NS; T,. 5. l :!: 03 Clrl v 13 :!: 0.2 µ.g/mL Htx. P < .05; Diagnostic 
Products Corporatioo (Los Angeles, CA) radioimmun0$53y [RIA]). 
The animals were used for furtber studies performed 16 weeks añer 
tbyroidectomy. 

Búx>d Sampks 

Unless Olherwise iodicated, arterial blood from Htx and Ctrl mate 
Wislar rats was obtained after a 12-bour fast by abdominal aortic 
puncrure unde.r peotobarbital anesthesja (30 mg/kg) and collected into 
EDT A tubes (1 mg/mL). Plamia was immediately separak:d by cen­
trifugation at 4"C and conserved witb 05 mmolJL phenylmetbylsulfo­
nyl fluc.-ide (PMSF), 2 mmol/L benzanüdine, 100 UI aprotinin. and 
0 .01 % NaN3 . Lipoprotein fraaionation was started within 2 bours of 
isolation. 

Analytical Methods 

Plasma cholestrrol. triglycelides, pbospholipids, and free cholesterol 
were determined by commercially available procedures (Menarini, 
Firenze, ltaly; Boebringer-Mannbeim. Mannheim, Germany). Llpopro­
leins choleslerol and triglycerides were assessed by sequential ultra­
centrifugation. R.at apo A-l and apo A-ll were quantified by laser 
irnmunonepheJometry using moooclooal antibodies. Total lipoprotein 
protein was estimaled by a modification of the Lowry procedure_J2 
Cholesteryl esters were calcnlated as the difference between total and 
free choleslerol mnltiplied by a factor of 1.68." 

lso/aJion wu1 Analysis of RaJ HDL 

HDL were separated by ullracentrifugation in a Beckman Optima 
TI.X table centrifuge at 110,000 :rpm in 3.2-mL polycarbooale tnbes. 
Total apo B-containing lipoproleins (density < J.063 g/dL) were 
obtained after 2.16 bours, wbereas total HDL (l.063 < density < 1.21 
g/mL) took 25 bours. Unda- lbese cooditions, 80% to 85% of total 
plasma apo A-l was recovered in the HDL fraction wilhout apo B 
contunination. Unless otbelwise indicated, HDL were dialyzed against 
5 mmolJL ammoniwn bicarbonate buffer, pH 7 5. 

HDL composition analysis was perfonned using albumio-free iso­
lated lipoprote.ins in 0.09 mol/L Tris, 0 .08 mol/L boric acid, 3 mmolJL 
EOTA buffer, pH 8.4. The homogeneity and hydrodynamic diameter of 
HDL was estimated by noodeoalllring 5% to 30% gradienl polyacryl­
amide gel electropboresis using reference globular proteins (thyroglob­
ulin, l 7 nm; ferritin, 12.2 nm; catalase 10.4 nm; lactate dehydrogeoase, 
8.2 nm; and albu.min, 7.1 nm; high molecuÍar weight calibration kit, 

Pharmacia. Uppsala. Sweden).34 Choleslerol and triglycerides in iso­
lated HDL particles were determined as described in the analytical 
methods section. 

Apolipoprotcin composition of lyophilized HDL was analyzed by 
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sodium dodecyl sulfate (SOS) 4% to 21 % polyacrylamide gel electro­
phoresis (PAGE) according to the procedure used by Laemmli.35 Sim­
ilar amounts of total protein were loaded in the wells. Protein bands 
were visualized by sllÜning in 0.1:»5% Coomasie B.lue R250. Tbe 
relative amount of each apolipoprotein was estimated by quantifying 
Coomassie Blue R250 extracted from stained bands with pyridine as 
described previously.,. 

RaJ apo A-l Purification wu1 HDL lludinlabeling 

Lyophilized HDL were delipXlated with et.banol-etber 2:1 (vol:vol) 
aod the HDL protein moiety was dissolved in 30 mmol/L Tris, 6 molJL 
nrea buffer, pH 8.0. Apo A-1 was purified by aniotH:xcbange cbroma­
tography using an UNO Q l column (BioRad, Hercules, CA) coupled to 
a Bio-Rad Duo Flow chromatograpby system. Protein elution was 
accomplished by a linear gradient of the same buffer containing 100 
mmolJL NaCl. Fmctions aC 250 µL were collected aod ~ cootaining 
only apo A-L assessed by SOS PAGE. were pooled, dialyzed against 5 
mmolJL ammonium bicacbooate and lyophili:red. Apo A-l ~tra­
tion was estimated by spectropbotomctry assuming a molar extinction 
coeflicient of 1.13 mL • mg·' ·cm-•. Purity was assessed to be at leas! 
98% by sean Coomasic Blue-&tained 4% to 21% PAGE. 

Apo A-1 radiolabeHng was pelfonned by tbe iocline mooochloride 
method as modilied by Bilbcimer et: aL36 Briefty, l mg of ral apo A-l 
was mixed witb 1 mCi of carriec-free Na'"I and ICI 10 a final 
ICl:protcin ratio of 25: L Labeled apo A-1 was separated from free 
iodine by passing the mixture over a LO X JO cm Sephadex G-25 
column. Labeled ml-apo A-1 was reincorpc.-atcd into HDL obtained 
from normal, euthyroid rats (HDL-il) or from hypothyroid rats (HOL­
Htx) as described elsewhere.n Briefly. '"1-labeled apo A-1 was com­
bined with HDL (35 mg protein) and iocnbated for lb al 37°C. The 

densily of the mixture was adjusted to l.25 with KBr and ultra=ltri­
fuged 10 separare lhe HDL from free apo A-1. By Ibis metbod, about 
0.35% of total HDL protein was '"l-apo AL Labeled HOL were 
dialyzed against sterile O. 15 molJL NaCI solution. Virtually all of tbe 
count< in tbis fractioo were precipitable witb 10% tricbloroacetic acid. 
The solutioo was sterile-fihrared using 0.22-¡.un fihers (Millipore. 
Bedfotd, MA) and kept al 4"C until use. 

Apo A-l Turrwver Stuáies 

Aoimals were mamlained oo a 12:12-bour light-dad cycle aod fed 
Purina (St Louis. MO) rat chow througbout the study. All Ctrl animals 
were sham-<>peraled_ Four rat. gronps were iocluded, 2 we.re Htx and 2 
were Ctrl; 1 Htx and l Ctrl group received 1"1-apo A-1-labeled 
HDL-n, wbereas the otber 2 rereived 12.S[-apo A-l-labeled HDL-Htx. 

Ten animals were ligbtly restra.ined witb peotobarbital (15 mg/kg) and 
then LO mg of HDL-n or HOL-Hlx containing approximately 4 X 107 

cpm of 1251 in a total volnmeof0.3 mL was injected as a bolus into tbe 
penis ve.in. Blood samples of 200 pL we.re obtained from a lail vein 5 
minutes after injection and lhen at 15 minutes, 30 minutes, and l, 2, 5, 
JO, 15, 24, 32. 48, and 72 bours. 1lree 20-µL m¡-apo A-l-labeJed 
aliquots of serum were counled in a gamma counter for l minute. 
Measured gamma counts were correcled for natural radioactivity decay. 
'"'I decay curves were coostrucled by considering as 100%, tbe radio­
activity in the 5-minute serum sample. 

Percentages of initial radioactivity kineticll were fitted to biexponen­
tial functions using the computer program SAAM30.3" The time lengtb 
of the mdiotracer IUmOver study allowed tbe use of tbis matbematical 
functioo in the kinetic analysis of the data. Resideoce times were 
obtained from the arca uoder the curve aod tbe fractional catabolic rate 
(FCR) is tbe reci¡rocal of the resideoce time. We assnmed tbat animals 
were under steady-state as variaoces in the plasma levels of apo A-I are 
quite small in this type of study." On tbe basis of tbis a.<Sumption. FCR 
equals the fracti<mal synthetic Tale (FSR). Next. apo A-1 production ratc 
(PR) by 100 g of weight was determine<! using the formula, PR = 
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(FSR X plasma apo A-[ cooce111ratioo X lota! plasma volume) X 
100/(body weight). Plasma volume was assumed to be 0.04 rnLJg body 

weighl for both groups since bematocrit aod total blood volume ex­
pressed as perce.otage of body weighl io Htx are similar to Ctrl rats, as 
previously reported. :w.<0 

St.atistical Analysis 

Data are expressed as lbe mean :!: SO. Comparisons of experimelllal 
versus control groups were made usiog Student's t test. Associations 
between different paramelers were determioed by Pearson correlation 
analysis. Differences wcre considcred significant at P < .05. 

RESULTS 

Effect of Chro11ic Hypothyroidism 011 Plasma Upid and 
Upoprotein Parameters 

Weight, Jipids, and apolipoproteins plasma Jevels in hypo­
thyroid and control rat groups are reponed in Table l. The 
hypothyroid group had severa! lipid aod lipoprotein alterarions 
compared to the control group; total plasma triglycerides were 
slightly but significantly reduced, mainly due to a reductioo of 
about 37% in very-low-density lipoprocein (VLDL)-triglycer­
ides (23.4 :±: 7 .6 v 37 .2 :±: l L.3 mg/dL for Htx and control 
groups, respectively, P < .05). No signilicanl alterations were 
observed in triglycerides of other lipoprotein fractions (results 
not shown). lo contrast with LDL-C, which was 3 times higher 
in the Hcx group, HDL-C levels were about 25% lower than 
those of control group (P < .05) Redistribution of cholesterol 
betwecn lipoproteins induced by che hypothyroid status re­
sulted in a total plasma cholesterol value that tended to be 
increased, but without reaching statistical significance. Apo A-1 
plasma levels in Htx decreased to a similar extent as HDL-C 
( ~22% lower chao controls). Although Htx rats were smaller 
compared to controls at 16 weeks of follow-up, there was no 
correlation between weight and WL-C (r = -0. 721, P = .NS for 
Htx; r = 0.421, P = NS for Ctrl). Similarly, weight did DOl 

correlate with any HDL parameter, ie,. HDL-C, apo A-1, aod 
apo A-II. 

HDL Structure Analysis 

To investigate the possible HDL structure changes associ­
ated to hypothyroidism, we first estimated the hydrodynarnic 
HDL diameter by electrophoresis in nalive polyacrylamide 
gradient. Densitometric profiles of the Coomassie Blue-stained 

Table 1. W9ight. Upids, and Apolipoplvtllin Plwna LAIY9ls in 
Hypothyroid and Control Rllt Groups 

Weíght (g) 
Plasma triglycerides (mg/dll 
Plasma cholesterol (mg/dll 
LDL-C (mg/dl) 
HDL-C (mg/dl) 
Apo A-1 (mg/dll 
Apo A-11 (mg/dll 

NOTE. Values are mean :':: SO. 

HypothyToid 

(n = 111 

421 :':: 28.6* 

43.8 :':: 8.2* 

53.5 :':: 14.3 

24.8 :':: 8.9* 

22.9 = 6.6* 

27.1 = 2.6* 

18.3 :':: 3.9 

*Significantly different from control (P < .05). 

Groop 

Control 
(n = 12) 

508.5 :':: 49.9 

53.9 :':: 12.6 

47.9 :':: 13.2 
8 .3 :':: 3.7 

30.9 :':: 9.4 

35.0 :': 6.4 

23.0 :':: 11 .0 

o o 

o 025 0.5 

Rf 

8.1 mn 

0.75 1.0 

Rg 1. Gradient gel electropt--as aMlysis al HDl lsc*ted by 
sequentilil ~ Total to. (1_063 < p < 1.121 wwe 
isohrted and mb¡ec:t9d to electrophoresis in polyacrylamide gradient 
(S'll. to 30%1 gek for 24 hours at 120 V. The gek --. then stained 
with Coomasie Blue and SC8IVMd using a Bio-Rad densitomets. The 

~· llllÍS ··-- arbitnlry units ol llbsorbm- llt 600 nm. Rf 
Vlllu. shown - die distancea trneled in die gel relatíve to lactllte 
deh~ and hunmn ......... The positions ol standard pro­
teins ol known 5'robs ~ aie lndicated. The prafiles pr• 
sentad - repwww1bdiwe iemlts from CAi .-mal, and 181 Htx 
groups. 

gels are presented in Fig l. 1be profile obtained from control 
animals (Fig lA) indicates a distribution of HDL particles with 
a mean Strokes diameter sire of l l.O :±: 0. l nm (Table 2). 1be 
profile obtained from hypothyroid animals (Fig lB) indicares a 
shift to larger sizes, witha mean Strokesdiameterof l 1.4 :±:O. l 
nrn (P < .05). 1be rise of HDL-Htx diameter was associated 
with a sJight but significant phospholipid enrichment (Table 2). 

Further characterization of hypodiyroid rat HDL involved 
the apolipoprotein compositioo. HD~apolipoproteins were 
separated by 4% to 21% SDS-PAGE aod stained with Coo­
massie Bloc. Apolipoprotein proportioo was assessed by spec­
trometry of pyridioe-eluted colorant for each protein band. The 
results obtained with HDL-n and HDL-Htx are illustrated in 
Fig 2. There was a decrease, although not significanl, in apo A-1 
contem in HDL-Htx.. 1be total amount of apo E in HDL-Htx 
was, on average, 89% higher than in control HDL as opposed 



446 

Table 2. Stróiles Diameter and Mass Composition of Rat HOL 

HOL-n HOL-Ht>c 

Strokes diameter (nml 11.0 :!: 0.1 11.4 !: 0.1• 
Free cholesterol (%1 4.3 !: 1.7 3.8 !: 0.6 
Cholesterol esters (%) 33.8 = 7.8 34.3 !: 4.0 
Triglycerides (%) 2.4 !: 1.2 1.5 !: 0.7 
Phospholipids (%1 22.1 !: 1.7 26.1 !: 1.9* 
Proteins (%1 31.3 !: 3.4 34.3 !: 4.6 

NOTE. HDL were isolated by sequential ultracentrifugation from 

control (HDL-n. n = 41 and chronic hypothyroid rats (HDL-Htx, n = 4), 

and analyzed separately. Composition is expressed as the percentage 

of the total dry mass. Results are expressed as mean !: SO. 

*Significantly different from control (P < .051. 

to a significant reduction (40%) in the amount of apo A-IV in 
HDL from hypothyrnid rats. 

Apo A-/ Tumover Studies 

Our first series of experiments was designed to determine the 
effect of chronic hypothyroidism on the in vivo metabolisrn of 
normal 1251-apo A-1 incorporated into HDL-n. R.adioactivity 
decay curves of the mean :t SO of each time poinl for both 
groups are shown in Fig 3A. In Htx rats (n = 8), the apo A-I 
radioactivity decay curve had a shallower slope and a higher 
final radioactivity than did the mean of 8 control rats, indicating 
a delayed apo A-I catabolis1D- 1ñe calculated FCR of labeled 

80 

70 

i:: 60 
·¡; -o ... so o.. 
o .e-
8. 40 
(<j 

«:! -o 30 -..... o 
"<f. 

20 

10 

o 
ApoA-1 ApoA-IV ApoE ApoA-11 ApoC's 

Rg 2. Percentage c:A apolipoprotein oomposition c:A plasma HDL-n 
!DI and HDL-Htx l•I isobrted by sequential ultracentrifugation. HDL 
apolipoproteins ~ separated by polyacrylamide graáient gel elec­
trophonlsis in ~ of soclium dodecyl sulfate. Proteins w.-e 
stained with Comassie Blue and the fixed colorant Wa& eluted in 
pyridine. The absorbance of the pyridffMH!lut.ed colorant at 605 nm 
was measured on f!!W«Y protein band. Protein percentage was calcu­
lated on the basis ot total prote;n absoft>ance. Bar.o are the pen:ent­
age means ±SO. •p < .05. 
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Rg 3. Plasma raciolldMty decay curves c:A '"'1-epo A~ in (A) 

HDl-f'I end (B) HDL.fftx. Data - given as - ± SO for normal (eJ 
end Htx rats (11). 

apo A-1 incorporated into HDL-n was marlcedly lowa for the 
Htx group (37%) than for the control gronp (Table 3). 

Since it has been repocted that hypothyroidisrn induces scruc­
tural changes in HDL, we decided to further investigaie 
whether these changes intlucoce the calabolisrn of apo A-I as 
well. Therefore, our second series of tumover slndies was 
perforrned with labeled apo A-1 incorporated into HDL from 

Table 3. Kinetic ...... ..,..... c:A '8Hpo A-1 lncorponrted lnto 
HDL-Htx or HDL-n 

Recipie nt HDL-o HOL-Htx 

Hypothyroid (n = 81 0.097 :!: 0.009* 0.082 :!: 0.006 0.106 !: 0.015 

Control (n = 81 0.154 :!: 0.026t 0.102 :!: 0.017 0.253 :!: 0.047 

P < .005 P < .05 P < .005 

NOTE. FCRs were calculated from radioactivity clecay curves as 

described in the Methods. Production retes from data obtained with 

autologous HOL. Values are given as the best estímate ::!:: SO. 
• P < .005 for FCR between HDL-Htx and HDl-n in Htx rats. 

t P < .005 for FCR between HDL-Htx and HDL-n in control rats. 
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hypoLhyroid ra!S. Our resulls show that during the 72 hours of 
the study, radioactivity decay of 1251-labeled apo A-1 in HDL­
Htx was lower in hypot:hyroid rats chao in control rats (Fig 3B ). 
Thus, the calculated apo A-I FCR for the hypothyroid group 
was about one fifth lower than that of the control group (Table 
3). Table 3 shows 1fuu the apo A-l FCRs were always, and 
independently from the recipiem, lower when HDL-Htx were 
used compared to the values obtaincd with HDL-n. The most 
striking differe.nce in apo A-I FCR (J.9-fold decrease) was 
observed when homologous HDL were used, ie, HDL-Htx in 
hypolhyroid rats and HDL-n in 1he control group. Since apo A-1 
FCR was dependenL of lhe source of HDL. and PR was calcu­
lated using lhe values of apo A-1 FCR obtained with homolo­
gous HDL, we detennined that the apo A-1 PR of hypothyroid 
rats was 2.4-fold lower than thal of the control group (Table 3). 

DISCUSSION 

Hypercholeslcrolemia is a common feature in hypothyroid­
ism since thyroid hormones upregulate LDL-receplor exprcs­
sion.41-43 High LDL-cholesterol levels were the most striking 
lipoprote in abnormality in our hypothyroid animal model. 
However, lolal choleslerol plasma levels remained similar to 
lhat of lhe control group because of the concomilllllt decrease in 
the HDL-C fraction. Thyroidectomized rats indeed had signif­
icantly lower HDL-C and apo A-1 plasma levels chao controls, 
reinforcing the effect of hypolhyroid status on HDL metabo­
lism. Neverlheless, low HDL-C is IJO{ a common finding in 
human hypothyroidism. One importan! difference between 
HDL melabolism in the ral and in primates is the absence in the 
fonner of CETP.'.lll As a resull, the ral <loes nol Lransfer the 
cholesterol ester-Laden <.,-ore of HDL to VLDL, thus providing 
a suitable model for the srudy of HDL merabolism without the 
inftuence of changes in lhe CETP acúvity; il is weU known that 
lhis acLivity has an inverse corrclation with HDL-C plasma 
levels,44 .45 and rhus low CETP activities contribure to the 
increase in HDL-C reponed in human hypothyroidism.21.22 In 
lhe present study using chronic HLX rats we have demonstrated 
an altered melabolism of HDL thal resulLS in low HDL-C and 
apo A-1 plasma levels. lr is possible that this altered HDL 
metaboli..mi might be present in human hypothyroidism, the 
difference being that there are low CETP activiúes21.22 that 
may mask the expecled low HDL plasma levels. This hypolh­
esis is supported by the stimulating effect of thyroid honnones 
on CETP plasma activiry thar decreases HDL-C plasma levels, 
recenlly demonstraled in vivo using transgenic human CETP 
mice.46 

Since it is weU known that the lack of lhyroid hormones 
limits growth,4 7 and the rats were thyroidecromized when they 
reached half of their maximaJ weighl, HLX animals grew less 
than rhe controls, as expecced. However, ic can be argued that 
Hrx rats were smaller than controls bccause of less food intake 
and lhat thjs may be the origin of the observed HDL alterations 
in the former. HypocaJoric diels frequenlly result in an increase 
of HDL-C and a decrcase o[ LDL-c.•• We observed an oppo­
site situarion in Htx ra1s, ie, low HDL-C and elevated LDL-C; 
therefore, we can conclude thal t11c origin of the lipid alter­
ations was 001 a low food intake. Moreovcr, staúslical anaJysis 
was noc able to show any correlatíon betwcen wcight and HDL 
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parametm;. Another environmenlal para.meter thal may aJLer 
the lipid profile is exercise. Even if Htx mts were more lerhar­
gic than sharn controls, the small area of the cage limiced 
physical activity in the latter. In addition, mild exercise during 
a period comparable to lhac of our experiments is not enough to 
modify the lipid profile.. 49 Thus, increased physical acrivity in 
sham rats compared to the Htx group as the origin of !he lipid 
abnormalities can be ruled ouL 

Significant changes occurred in the size and composition of 
plasma HDL particles in hypothyroid rats. In accordance wirh 
previous reports, 10..S0-5 • we found larger HDL particles in the 
plasma ofhypolhyroid raLS. Associated with this, the contenc of 
apo E was significantly increased as opposed to apo A-IV, 
which was decreased. HDL apo E enrichment has already been 
observed in HlX rats•-10 and might be secondary to the lack of 
thyroid hormones, since an enhanced degradaúon of mature 
apo E mRNA has been demonstrated in thyroid hormone­
treated HepG2 cells.52 Our results showed an increase in apo 
A-IV conteo!. In this regard, chronic administration of triiodo­
thyronine increases lhe amounl of apo A-IV mRNA in the 
cytoplasm of ral liver cellsn; therefore, it is possible that the 
lack of thyroid hormones mighr resulr in diminished apo A-IV 
synlhesislll and apo A-fV-poor HDL Another difference be­
tween HDL from Hrx rats and controls was lhe increased 
phospholipid contenr probably due toan impaired phospholipid 
transfer protein (PLTP) activity associated with low HDl..rCS"-'5; 

however, when PLTP acúvity was measured using an exlemal 
phospholipid donor, no diffcrence was observed between 
groups (data not shown). Thus, the slight HDL phospholipid 
enrichment in Hrx rats mighl be auributed lo the changes in 
apolipoprotein composiúon (apo E and apo A-fV). 

Turnover studies performed in HLX rats demonstrated a low 
catabolism of labeled apo A-I incorporated into HDL-n. Since 
low HDL-binding capacily has been demonstrated in isolated 
liver cells from HLX rats, 14 il is possible that chronic hypolhy­
roidism might affect the carabolic sites of apo A-l, contributing 
to the diminished clearance of ROL 

A high catabolic rate, a low syntheúc rate, or both may 
explain the low apo A-1 plasma levels in Hrx ralS. Turnover 
studies using autologous HDL, ie, HDL-Hrx in Hrx rats and 
HDL-n in a control group, revealed a l.9-fold decrease in the 
caLabolism of apo A-[ in HLX. This low catabolism is consistent 
with low apo A-1 plasma levels ooly when protein synthesis 
diminishes co levels below the catabolic rate. Thus, low apo A-I 
plasma levels in Hrx rats are based on an unbalance between 
synlhesis and catabolism, ie, a decreased apo A-[ producúon 
rate (2.4-fold decrease) that exceeds lhe low FCR (1.9-fold 
decrease) . Our resulrs are consisteot with a low synthesis and a 
low quanlily of intracellular apo A-I mRNA in hypolhyroid 
rats, 13 and with a decrease in ''C-leucine incorporaúon inlo apo 
A-1 afrer 2 hours of labeled arninoacid injcction in propylthio­
uracil (PTU) hypot:hyroidisrn-induced rats. 10 Furthermore, 
since lhyroid hormones increase lhe sLabilily of nuclear apo A-1 
mRNA precursors, n the lack of such hormones would result in 
a low apo A-l synthesis as observed in Hrx rats . 

Kinetic srudies perfonned in subjecrs without a history of 
coronary heart disease and very low levels of apo A- 129 -'6·-~7 

showed lhal low apo A-1 plasma levels are lhe consequence of 
hypercatabolism and unaffec ted synthesis . These paliencs do 
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DOl develop illherosclerosis probably because their RCT is 

enhanced, ie, less HDL particles transpon a normal amount of 
cholesterol to che liver because lhcy do it much {aster. In 
contrast, a decreased apo A-I catabolism could be associaled 
with lhe developmenl of corooary hean disease, as in CETP 
deficiency.24 Low catabolism and normal synchesis of apo A-1 

in CETP-deficient patients result in high levels of HDL-C. 
Despite the high HDL-C levels, cholesterol accumulates in 

coronary arteries, which may be indicative of impaired RCT. 
Our study demonstrates that che lacl of thyroid hormones has 

a prirnary effect on HDL metabolism, particularly decreased 
apo A-1 synthesis and catabolism. Such a kinetic unbalance 

may result in an impaired RCT, enhancing the atherosclerolic 
effect of lhe concomitant high LDL-C in lhe hypothyroid 
status. 

Since hypothyroidism induced changes in lhe HDL structure, 

we were concemed whether chese slrUCrural variaúons influ­

enced the kinetic behavior of apo A-l. We therefore performcd 
a sccood series of kinetic studies reincorporating apo A-I into 
HDL isolated from Htx animals. In agreement with the first 
series of tumover studies where we usod HDL-n, apo A-1 FCR 
was decreased in Htx animals, thus reinforcing the possibility 
of altered catabolic sites for apo A-I. Funher analysis compar­

ing the apo A-1 FCR values obtained with control rats demoo­

straled that apo A-l in HDL-Htx was cacaboliz.ed ar lower caces 
than in HDL-n, which strongly suggests that both HDL struc­
rure and compositioo influence apo A-1 tumover. Similar re­

sults were obtained with the groups of Htx rats. Apo A-I in 
HDL-n was catabolized faster than in HDL-Htx, supporting the 
idea that changes in lhe strucwre of HDL induced by hypothy­
roid starus contnl>utes to the low apo A-I FCR. Changes in 
apolipoprotein size, composition, oc both might accounc for the 

low turnovec of HDL-Htx. lncreased apo A-I FCR has been 
demoostrated in severe hypoalphalipoproteinemic patients pos­

sessing small HDL particles.56.57 Moreover, large HDL de­
tected in human CETP deficiency are associated with delayed 
catabolism of apo A-l and apo A-Il.25 As a consequence, ooe 
would expect low cacabolism of lhe large HDL particles in Htx 
rats. 

Large HDL particles are not always associated with low apo 
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A-I cacabolic cates; Lewis et aJSS demonStra1ed, in rats, ao 

increased apo A-1 FCR using large HDL particles rich in 

rriglycerides. 11teSC results suggest that HDL apolipopro<ei.n 
composition plays ao importanl role oo apo A-1 catabolism; 

thus, structure may detennine the efficiency of HDL in the 
transpon of cholesterol to che liver. 1ñe main difference be­

tween Htx and HDL-n was the apolipoprotein distribution. Qur 
results showed that HDL-Htx were enriched in apo E. Never­

theless, despite the high content of apo E, which enhances HDL 
clearance,25.56-'9 che low catabolic cates of apo A-l in HDL-Htx 

seem to be the consequeoce of both low content of apo A-IV, 
which ha5 been associated with HDL hypercatabolism60 aod 

increased size of the particle. It has beeo suggesled that the 

HDL alterations associated with thyroid dysfunction are in part 
tbe resuJt of low CEfP activities.21 .22 Our results using rats, a 

species lackiog CETP activity, demonstraled that the changes 

in apolipoproc:eio composition and particle size conuibute to 

the abnormalities in apo A-1 turnover, which may impact RCT, 
thus enhancing the atherosclerotic process frequently associ­

aled with hypothyroidism. 
In sumrnary, this srudy dernonstrates that chronic hypothy­

roidism in the rat, an animal thac lacks CETP activity, is 
characlerized by low HDL-C and apo A-1 plasma level~ as a 

consequenc:e of the low apo A-1 synthesis cate that exceeds the 
low FCR. Moreover, slight sttuctural modificatioos of HDL 

and changes induced in the animals that affect HDL catabolism 
significantly coouibuted to the decrease in apo A-I cacabolism 
in the hypothyroid state. lbese results raise the possibility that 
an irnpaired HDL metabolism may exist in human hypothy­
roidism, cvcn in thc ahscncc of altcrcd HDL or apo A-1 plasma 

lcvels. Whclhcr Lhcsc changcs affccl cholcstcrol transpon from 
peripheral cells to che liver and conuibute to the atherosclerotic 

process frequently preseot in hypothyroid patients remains to 

be elucidated. 
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Abstract 

Chronic hypothyroidism is frequentJy associated with atherosclerosis dueto increased cholesterol plasma le veis; nevenheless, 
the contribution of impaired reverse cholesterol transport (RCT) in this process has not been completely elucidated. The aim 
of this study was to evaluate the effect of thyroidectomy (Htx) upon the main stages of RCT in rats. Plasma Iipid alterations 
induced by thyroidectomy showed a slight, but significant, reduction of total plasma triglycerides, a 300% increase of LDL­
cholesterol anda 25% decrease in HDL-cholesterol compared to control rats. We evaluated the frrst stage ofRCT determining 
3H-cholesterol effiux in Fu5AH cells. The capacity of HDL obtained from Htx rats to promote cholesterol effiux was similar 
to that of controls. Lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT) activity, the second stage and the driving force of RCT was 
30% lower in Htx animals compared to controls, as determined by reconstituted HDL used as an externa! substrate. Lipopro­
teins are remodeled by hepatic Ji pase; the mean activity of this enzyme in postheparin plasma of Htx animals was reduced by 
30% compared to controls, thus suggesting an impaired HDL remodeling by this enzyme in the hypothyroid status. In contrast, 
lipoprotein lipase activity in the Htx gronp was unchangeci In summai:y, this study demonstrates that chronic hypothyroidism 
in the rat induced an impaired RCT mainly at the cholesterol esterification, and HDL remodeling mediated by hepatic lipase. 
The !alter probably results in an abnormal HDL structure, i.e. phospholipid enrichment, which contributes to decrease HDL­
apo Al fractional cataholic rates. (Mol Cell Biochem 246: 51-56, 2003) 

Key words: reverse cholesterol transport, cholesterol effiux, high-density lipoproteins, lecithin:cholesterol acyltranferase, he­
patic lipase, hypothyroidism 

lntroduction 

Low plasma levels of high-density lipoproteins (HDL) cor­
relate with a high risk of atherosclerotic heart disease [ 1, 2]. 
Such a diminished concentration of HDL affect reverse cho­
lesterol transport (RCT) [3, 4j, which is the metabolic path­
way responsible for the movement of cholesterol excess from 
peripheral tissues to the liver for lipoprotein recycling or 

excretion. The RCT pathway could be defined as a p!'Ogres­
sion of closely interconnected events [3 j, among which four 
are considered as the most relevant: (a) the free cholesterol 
efflux from extrahepatic cells and its uptake by HDL [4]; 
(b) the free cholesterol esterification by lecithin :cholesterol 
acyltranferase (LCAT); (e) the transfer of cholesterol to 
other apolipoproteins by the cholesterol ester transfer pro­
tein (CETP) or directly to the liver by hepatic scavenger re-

Address for offprinls: O. Pérez-Méndez, Physiology Department. Instituto Nacional de Canliología, ' Ignacio Chávez' Juan Badiano l. Sección 
XVI, 14080 México (E-mail : opmendez@yahoo.com) 
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ceptor B type l(SR-BI) [5]; and(d)theremodellingofHDLby 
the phospholipid transfer protein and hepatic lipase to re­
initiate the cholesterol efflux from peripheral tissues (6, 7]. As 
a consequence, physiopathological conditions that could 
alter the HDL plasma levels, thc RCT pathway, or both, may 
contribute to atherosclerosis. 

Thyroid hormones secm to have a direct impact on HDL 
synthesis, since these hormones up-regulate the in vitro bio­
synthesis of apo A-1, [8] the major protein of HDL. Thyroid 
hormone deficiency lowers intracellular apo A-1 m-RNA in 
rats [9]. Despite of the role of thyroid hormones in the up­
regu lation of the apo A-1 gene, HDL-cholesterol (HDL-C) 
plasma levels are normal or even increased in human hy­
pothyroidism [ 10-12]. In addition, T 4 therapy does not sc:em 
to increase serum HDL-C f 13]. Low cholesteryl ester trans­
fer protein (CETP) activity present in human hypothyroidism 
[ 14, 15] provide an explanation for these paradoxical results. 
Low CETP activity induces cholesterol accumulation in HDL 
particles that resuJt in high HDL-C plasma levels [16, 17]. 
The latter probably counterbalance the decreased synthesis 
of apo A-1 induced by the hypothyroid status, as it has beco 
demonstrated in vitro (8, 9]; consequently, HDL-C plasma 
levels become normal or increased in hypothyroid patients 
(10-12]. As aconsequence, low HDL-C plasma levels could 
be expected in the absence of CETP activity. Using chronic 
hypothyroid rats, a species lacking CETP expression, we have 
recently demonstrated that low HDL-apo Al plasma levels, 
are the resuJt of a delayed synthcsis that outweighs the Jow 
catabolism observed in these animals [ 18]; su ch a metabolic 
behavior is in part the result of larger apo E-cnriched HDL. 
Because of the abnormal HDL structure, an impaired RCT 
pathway contributing to an increased risk of coronary heart 
disease frequently observed in hypothyroid patients could be 
expected. 

In order to elucidate whether the low plasma levels and 
structural changes of HDL affect RCT in hypothyroid rats, 
we evaluated the first two stages of the process, the HDL 
capacity to promote cholesterol efflux from cells, and LCAT 
activity. We further determined the activity of hepatic and 
lipoprotein lipases in order to establish their contribution to 
HDL structural abnormalities. 

Materials and methods 

lnduction of hypothyroidism 

Male Wistarrats weighing 250-300 g underwent surgical thy­
roidectomy with parathyroid reimplant, as previously de­
scribed f 19). Briefly, underether anesthesia, the trachea was 
exposed, and the parathyroid glands were dissected from the 
thyroid gland, and reimplanted into the neck muscles. The 
thyroid gland was then dissected and completely excised. The 

effectiveness of this procedure was assessed by evaluation 
of serum calcium, phosphate, and T4 concentrations in 10 
sham rats (Ctrl) and lO thyroidectomized (Htx) rats using 
standard techniques (Ca 10.1±0.7 Ctrl vs. 9.1±0.7 rng/dL 
Htx, p =NS; phosphate 6.9 ± 0.4 Orl vs. 6.5 ± 1.1 rng/dL Htx, 
p=NS;T45.l ±0.3Ctrl vs. l.3±0.2µg/mlHtx,p<0.05,Diag­
nostic Products Corporation RIA). Thc animals were used for 
further studies performed 16 weeks after thyroidectorny. Ani­
rnals were maintained in a 12:12-h light-dark cycle and fed 
Purina rat chow throughout the study. All control animals were 
sham operated. Ali the anirnals used in the experiments were 
treated according to our institutional guidelines for labora­
tory research. 

Blood samples 

Arterial blood from hypothyroid and oorma1 sham male Wi­
star rats was obtained after 12 h fast by abdominal aortic 
puncture under pentobarbital anaesthesia (30 rng/Kg) and 
collected in EDTA (1 rng/mL). Plasma was immediately sepa­
rated by centrifugation at 4 ºC. Lipoprotein fractionation was 
started within 2 h of isolation. To obtain samples for post­
heparin lipase activity determination, rats were anesthetized 
with sodium pentobarbital (30 mg/kg, i.p.); polyethylene 
tubing (PE-50) was u sed to catheterize the left carotid artery 
to take samples and to infuse heparin. Blood samples (2 rnL) 
were taken (preheparin sample) and the volume was replaced 
with blood from a normal or hypothyroid donor rat. Heparin 
(100 mU/g of body wt) diluted in a saline solution to a final 
volume of0.25 mL were infused by the catheter, and washed 
with 0.5 m1 of saline solution. A 5 mL post-heparin sample 
was taken 10 mio later and the rat was killed with an excess 
of pentobarbital. 

Analytical methods 

Plasma cholesterol, triglycerides, phospholipids and free 
cholesterol were determined by commercially available pro­
cedures (Menarini, Torino Italy and Boehringer-Mannheirn, 
Mannheim Germany). Total Iipoprotein protein was estirnated 
by a rnodification of the Lowry procedure (20]. 

/solation of Htx or nonnal rat HDL 

HDL were separated by ultracentrifugation in a Beckrnan 
optima TLX table centrifuge al 110,000 rpm at lOºC in 3.2 
mL polycarbonate tu bes as previously described f 18]. HDL 
were dialyzed against 10 mM phosphate buffer (PBS), pH 
7.5 . As we have already demonstrated HDL from the Htx 
group were larger and had a significant reduction in the 



amount of apo A-[Y, and were eariched in phospholipids and 
apo E [18). 

Cholesterol efflux 

Cellular cholesterol eftlux was determined using rat Fu5AH 
hepatoma cells following the procedure described by de la 
Llera Mora et al. [21]. Briefly, the cells were maintained in 
rninimal essential rnedium (MEM) containing 5% calf serom; 
20,000 Fu5AH cells/mL were plated on 2.4-cm multiwell 
plates using 2 mUwelL Two days after plating, membranes 
were Jabelled with 3H-cbolesterol (1 µCi/well) for 60-h. To 
allow equilibration of the radioactive label, cells were rinsed 
and incubated for 24 h in MEM containing 0.5% bovine se­
rum alburnin.. To determine cholesterol efflux, the cells were 
washed with PBS and incubated at 37ºC for 3 h with serum 
or HDL For this, the sern m of Htx or control rats was diluted 
into de culture medium (5% v/v). HDL were diluted to 50 µg/ 
mL (expressed as total HDL protein concéntration) into the 
culture mediurn. At the end of the efflux period, the medium 
was removed and ccntrifuged to discard cell debris. Thc cell 
monolayer was washed three times with iced PBS and har­
vested with 0.5 mL of 0 .1 mol/L NaOH. Finally, radioactiv­
ity was measured in both the medium and the cells by liquid 
scintillation in a Beckman LS 600C counter. Cholesterol ef­
flux was expressed as the percentage of total Jabcl released. 
Each sarnple was tcsted by triplicate. 

LCAT activity assays 

a-LCAT activity was measured by the method ofChen and 
Albcrs [22). Briefly: apoAYphosphatidilcholinc/14C-choles­
terol complexes (HDLr) were incubated with either Htx or 
control rat plasma in a shaking water bath for 1 h at 37ºC 
( esterification was linear during this time). The reaction was 
stopped, and lipids were extracted with chloroform-metha­
nol 2: 1. Esterified and unesterified cholesterol were sepa­
rated by thin-Jayer chromatography, and the radioactivity 
was counted. 

Upases activity 

Lipases activity was assessed using a glycerol stabilized phos­
pholipid-triglyceride emulsionas substrate [23] . Briefly, 
1.2 g of purified olí ve oil was mixed with 36 mg of phos­
phatidylcholine and 12.5 g of glycerol. The mixture was 
sonicated for 5 rnin at 20 watts. Total lipase acti vity was de­
terrnined using 100 µL of postheparine plasma in 900 µL of 
150 mM Tris, 150 mM NaCJ, pH 8.5 buffer containing 50 m U 
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Heparin, 3.75% human alburnin, 5% ofheat-inactivated rat 
serum as apo Cil source and 50 µL of the triglyccride emul­
sion. The reaction mixture was incubated l h at 37ºC and the 
reaction was stopped and the fatty acids produced by the 
lypolysis were cxtracted by thc method of Belfrage and 
Vaughan [24). The fatty acids in the organic phase were es­
timated by a manual titration method using 1.25 mM NaOH 
in absolute ethanol and thymol blue as final -point indicator. 
Quantitative results were obtained using a standard curve of 
palmitic acid between 2and 8 mM. Basal free fatty acids were 
deterrnined in preheparin plasmas and subtracted from lipases 
activities . Hepatic Iipase (HL) activity was determined as 
described for total lipase activities, but using a reaction buffer 
thatlacked apoCII source, andcontaining 1 M ofNaCL This 
buffer inhibits lipoprotein lipase (LPL). LPL activity was 
calculated by subtracting HL activity frorn total lipase activ­
ity. One unit of lipase activity is defined as l mmol of fatty 
acid produced per hour. 

Statistical analysis 

Data are expressed as the mean ± S.D. Comparison of experi­
mental vs. control groups was made using the Student' s t-test, 
and Pearson's correlation analysis. Differe.nces were consid­
ered significan! whcn p < 0.05. 

Results 

Lipid profile 

Plasma lipid alterations induced by thyroidectorny wcre char­
acterized t,y a slight but significant reduction of total plasma 
triglycerides (Table l ). We also observed a 300% increase in 
LDL-cholesterol and a 25% decrease in HDL-cholesterol 
cornpared to control group (Table 1 ). We corroborate our 
previous observation _that plasma cholesterol although modi­
fied, did not reach significant differenccs [18]. 

Table J . Lipids and apolipopnxdns pla.<ma profile (mg/dl..) in bypolhyroid 
and concrol raL< 

Group Hypothyroid (n = 10) Control (n = 10) 

Plasma triglycerides 42.8 ± 7.2• 52 4:<: 12.3 
Plasma cholesterol 54.0 ± 13.7 48.1 "' 11.2 
LDL-Cholesterol 25.3 ± 8.4* 8.5 "' 3.8 
HDL--0.olesterol 23.4 ± 6.1• 32.5 "' 8 .2 

Values are exprcssed as mean ± S.D. *Significantly different from control 
(p < 0.05). 
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Cho/esterol efjlux ami LCAT activity 

The first stage of RCT, that is, the removal of cholesterol 
from peripheral tissues, sbowed that the proportion of cel­
lular cholesterol released by serum ofHtx rats vs. control se­
rum was similar after 3 h of incubation (Fig. 1 ). Similarly, 
HDL from Htx rats promoted an average cholesterol efflux 
of 10%, comparable to the capacity of HDL-Ctrl to remove 
cholesterol from cell membranes ( 10.4%) under the same con­
ditions (Fig. 1). Positive controls ofhuman HDI; at 100 µg/ 
mL promoted 15. 7% of cholesterol efflux, comparable to the 
efflux promoted using rat HDL (data not shown). 

Activities of enzymes i11volved in RCT 

Once cholesterol is integrated to HDL surface, the next stage 
in RCT is cbolesterol esterification by LCAT. Enzyme activ­
ity was assessed using pbospholipids/apo Al/cholesterol-re­
constituted HDL as externa) substrate, which is indicative of 
the enzyme concentration [22]. Mean plasma LCAT activi­
ties of Htx rats determined by this method, were about 30% 
Iower compared to control group (Table 2). After cbolesterol 
esters are brought to the liver, HDL remodeling take place in 
part by the hepatic lipase. Using an external source of tri­
glycerides, mean HL activity in Htx group was reduced by 
30% compared to control group, meaning that chronic hy­
pothyroid status results in a decreased expression of the en­
zyme. HL activities did not show any significant correlation 
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Fig. 1. Bar graph showing che peccentage of relaáve efflux of chole.~terol 
± S.D. from Fu5AH cells iocubated wilh HDL (50 µg/mL final concencra­
tion in culrure mcdíum) ar serum (5% in culrure mcdíurn) of Htx (solid bars, 
n = 8) and conaul rae.~ (dashc:d bars, n = 8). Membrane cells were loaded 
wilh 3H-cliolcsterol and incubatcd for 3 h. as dcscribed in 1he 'Materials and 
methods' seclion. 

Table 2. Enzymc activÍly o{ lccilhin choleslerol a.cyltransferase (LCAT), 
hepalic lipase (LH), and lipoprotein lipase (LPL) in Htx and Conirol rais 

En zym e 

LCAT 
(% e.~terification/h/100µ1 plasma) 
LH 
(mU/mL plasma) 
LPL 
80. lO 
(mU/mL plasma) 

*p < 0.05 vs. Conaul. 

Group 
Htx (n = 8) Conaul (n = 8) 

12.2 ± 3.0• 17.3 ± 5.3 

318.57 ± JOJ.81. 451.16 ± 23.88 

251.85 ± 155.41 247 .50 ± 

with plasma lipids nor with HDL-lipid contents (data not 
shown). Since triglycerides in HDL have their origin mainly 
in passive exchange with chylomicrons and VLDL, LPL that 
catalyze the trigliceride contained in tbose lipoproteins may 
have an indirect effect on HDLstructure. In this study, Htx 
rats presented low triglyceride plasma Jevels, which suggest 
high LPL activities. However, the LPL activity in Htx animals 
was similar to those of controls (Table 2). These results indi­
cate that the enzyme has a minimal contribution to altered HDL 
structure found in chronic hypothyroidism in rats. 

Discussion 

Atherosclerosis is a common feature in chronic hypothy­
roidism usually attributed toan increase in cholesterol plasma 
levels since thyroid hormones up-regulate LDL-receptor ex­
pression [25, 26]. High LDL-cholesterol levels were in fact 
the most striking lipoprotein abnonnality in our hypothyroid 
animal model. Nevertheless, the role of an impaired RCT in 
this physiopathological condition has not been considered, 
because HDL plasma Jevels are frequently normal or even 
elevated [l0-12]. One important difference between HDL 
metaoohsm in che rat versus pnmates is the absence of CETP 
in the former [27]; as a result, the rat <loes not transfer the 
cholesterol ester-laden core of HDL to VLDL, thus provid­
ing a suitable model for the study of HDL metabolism with­
out the influence of variations in the CETP activity. Using 
the rat model, we have recently demonstrated that hypothy­
roidism results in significantly Jarger HDL, enriched in apo 
E and phospholipids, and poor in apo AIV content f L 8]. Such 
HDL abnormalities contribute to decrease HDL-apo Al ca­
tabolism suggesting an impaired RCT in chronic hypothyroid 
rats that may contribute to the development of atherosclero­
sis in the hypothyroid status. ln the present work., we analyzed 
sorne stages of RCT, in order to establish if there are other 
abnormalities in this pathway associated with chronic hy­
pothyroidism. 

The first RCT stage is the cholesterol efflux from periph­
eral cells to HDL particles. Since HDL size determines their 



capacity to accept cholesterol [4], i.e. small apo AI-contain­
ing HDL promote more cholesterol efflux and HDL are larger 
in Htx rats, it could be expected that cholesterol efflux would 
be impaired in these animals. However, tbe capacity of se­
rum of Htx rats as well as HDL from Htx rats to promote 
cholesterol efflux from culture cells is similar to that of con­
trol serum or HDL isolated from control rats. These results 
strongly suggest that structural modifications of HDL from 
Htx rats [18], do not alter tbe capacity to accept cholesterol 
from cells. SR-8I expression is abundant in Fu5AHceUs [28) 
suggesting that HDL from Htx rats interacted normally with 
the SR-81 efflux pathway. Such SR-81-mediated cholesterol 
efflux is strongly dependent on the content and composition 
of phospholipids in the HDL fraction [29). Since HDL from 
Htx animals were 18% enriched in phospholipids [18), the 
expected decrease in cholesterol efflux, promoted by large 
HDL from Fu5AH cells, might be counterbalanced by the 
high HDL-phospholipid content. 

Once cholesterol is incorporated into HDL, it is esterified 
by LCAT. Two different activities have been described for 
LCAT; a-LCAT activity corresponds to cholesterol esterifi­
cation in HDL, and ~LCAT indicates cholesterol esterification 
in VLDULDL[30]. Our results showed that a -LCAT activity 
was reduced in Htx rats using an externa! HDLr for choles­
terol esterification, which is indicative oflow LCAT concen­
tration [22) . As LCAT is generally considered the driving 
force of RCT, this abnormality can be added to the dysfunc­
tion of the whole rnetabolic pathway. It could be argued that 
LCAT mass does not always reflect in vivo esterification rates 
because they depend upon the nature and concentration 
of plasma lipoproteins. Nevertheless, high plasma levels 
of LDL particles and low concentration ofHDL from Htx rats 
are favorable for the f3-LCAT over the a -LCAT activity in vivo 
[31]. As a consequence, it can be stated that chronic hypothy­
roidism results in an impaired RCT at tbe HDL-cholesterol 
esterification stage. 

Concerning tbe general lipoprotein metabolism, low LCAT 
activities has been recently demonstrated in patients with high 
LDL-cholesterol levels [31]. Our animal model presents a 
similar feature, low LCAT activity/higb LDL-cholesterol, 
thus supporting the hypotbesis that low LCAT activity is a 
consequence ofhypercholesterolemia [31). Such hypothesis 
implies that high LDL-cholesterol plasma concentrations 

. contribute at two different levels to the development of 
atherosclerosis, firstly by cholesterol deposition into the sub­
endothelial space, and secondly, by decelerate RCT rate at 
the cholesterol esterification stage. Whether or not plasma 
cholesterol down-regulates LCAT expression remains to be 
elucidated. 

After cholesterol reaches the liver, HDL are remodeled 
particularly by tbe phospholipid transpon protein (PLTP) and 
by HL which also possess a phospholipase activity [32). Since 
HDL from Htx rats were significantly enriched in phospho-
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lipids [18], we expected an impaired HL or phospholipid 
transfer protein (PLTP) activity in Htx group. PLTP activity 
was measured, using an externa! phospholipid donor and no 
difference was observed between groups (data oot shown). 
On the other hand, HL activity, determined by an externa! 
substrate (reconstituted HDL) method that is indicative ofHL 
mass, was decreased in agreement with previous reports in 
hypothyroidisrn [15, 33] . In those reports, plasma levels of 
HDL subfractions correlated with HLactivities [15] and T4 
treatment resulted in a decrease of HDL¡-phospholipids in 
hypothyroid patients [33]. In oor animal model we found low 
HL activities and both high phospholipid content in HDL and 
low plasma levels of those lipoproteins. Together these re­
sults suggest that a low HL postheparine plasma leve) in 
hypothyroidism increases the phospholipid content of HDL; 
however, we failed to demonstrate a correlation between post­
heparin HL activities and phospholipids in HDL, probably 
because the HDL-phospholipids from Htx rats had only slight 
variations between individuals [18] and tbe variation in HL 
activities is wide in each group. Conversely, HL triglyceride 
lipase acti vity seems to ha ve a rninor effect in HDL structure 
since HDL-triglyceride content remains constant, as it has 
been observed in this work and in previous reports [15, 18, 
33]. 

In summary, this study demonstrates that chronic bypothy­
roidism in tbe rat, an animal that lacks CETP activity, induced 
an impaired RCT, mainly in cholesterol esterification and 
HDL remodeling by HL. The latter probably results in an 
abnormal HDL structure, i.e. phospholipidenrichment, which 
contributes to decreased HDL-apo Al fractional catabolic 
rates as it has been previously demonstrated [18). Whether 
such RCT irnpairment contributes to atberosclerosis devel­
opment in hypothyroid status rernains to be elucidatecl 
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