
_ 3 ..... _

... J..a- . •

------ _ ~ .
FACULTAD DE QUIMléA~ . . '- -

- -. .... .,. . ...,

.. 0,. J)fh4 ~~ .. ~ , ".-: ' ,...," "

UNIVERSIDAD NACIONAú~¡AG:tO ,{) '
i:'~ :~ , ~ .•'!}'"' f: ' ..~ -

DE MEXICO .1t e

ESTUDIO SOBRE LA ASOClACION DE LA PARAOXONASA

1 CON LAS L1POPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD EN

SUJETOSTRATADOS CON C IPRO FIBRATO .

T E s I s
QUE PARA OBTENER EL TI TU L O DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A

MARIA CRISTINA MENDOZA MONTES

MEXICO, D.F. 2005

E){.tí, :·/_· . . ,.~ ~:"c:~~, ~ (j(tt/\LEt1

,-.... ..v . DE; L,-~~-/.~ -J/\



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Jurado asignado:

Presidente Prof. Laura Peniche Villalpando

Vocal Prof. Graciela Nava Díaz

Secretario Prof. ÓscarArmando Pérez Méndez

ler. Suplente Prof. Martha Leticia Jiménez Pardo

2°. Suplente Prof. Marco Antonio Cerbón Cervantes

Departamento de Fisiología Área de Investigación

Instituto Nacional de cardiología "Ignacio Chávez"

María



ÍNDICE

1. Generalidades

A. Lipoproteínas

B. Lipoproteínas de alta densidad

C. Aterosclerosis y HDL

1

4

6

1. Metabolismo de lasHDL y el transporte reverso de

colesterol. 9

2. Otros efectos anti-aterosclerosos de las HDL 11

3. Actividad antioxidante de las HDL: Paraoxonasa 1

(PON 1) 12

D. Fibratos 15

E. Hipótesis 20

F. Objetivo 21

II. Metodología 22

III. Resultados 25

A. Discusión 32

IV. Bibliografía 36

v. Apéndices 41



1. Generalidades

A. Lipoproteínas

Las lipoproteínas son macromoléculas seudomicelares (Fig. 1) formadas por:

,.. lípidos anfipáticos (fosfolípidos y colesterol libre) que se organizan en una monocapa

en la superficie del complejo, y presentan sus grupos polares hacia el medio acuoso

,.. lípidos no polares (triacilgliceroles y ésteres de colesterol) se sitúan en el interior de las

lipoproteínas

,. proteínas, llamadas apolipoproteínas (apo), las cuales estabilizan la monocapa de

fosfolípidos.

Con esta estructura se garantiza el transporte de colesterol y triacilgliceroles en la

sangre.

Las Iipoproteínasse clasifican de acuerdo a sus características fisicoquímicas:

1) Por su densidad:

a) Qm: Quilomicrones p< 0.94 g/mL

b) VLDL (Very Low Density Upoproteins): Lipoproteínas de muy baja densidad 0.94

g/mL<p<1.006 g/mL

c) IDL (Intermediate Density Lipoproteins): Lipoproteínas de densidad intermedia

1.006 g/mL< p < 1.019 g/mL

d) LDL (Low Density Lipoproteins): Lipoproteínas de baja densidad 1.019 g/mL< p <

1.063 g/mL

e) HDL (High Density Upoproteins). Upoproteínas de alta densidad , que son

separadas en 2 subclases:

i) HDL 2 1.063 g/mL< p <1.120 g/mL

ii) HDL3 1.120 g/mL< p < 1.21 g/mL

2) Por su movilidad electroforética:

a) Lipoproteínascon movilidad a.

b) Lipoproteínas con movilidad P
e) Lipoproteínas con movilidad pre p



3) Por contenido de apoliproteínas:

a) Las que contienen apo A-I: L.p A-I Y Lp A-H. Aquí se localizan las HDL.

b) Las que contienen apo B: Lp B, Lp B:E, Lp B:CIII y Lp B:CIII:E. Incluye VLDL, IDL

y LDL.

También se pueden dasificar segúnsu contenido de apo A-IV o de apo E. En el cuadro

1 se presentan las caracteristicasde las lipoproteínas agrupadas según su densidad.

Las apolipoproteínas (apo) son unidades proteicas unidas por interacciones

hidrofóbicas y por atracciones electrostáticasa los fosfolípidos de las Iipoproteínas. Estas

apolipoproteínas son de peso molecular variable, sus funciones son primordialmente

estructurales, también fungen como ligandos de receptores y cofactores de enzimas del

metabolismo de lípidos.
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Patrón de
'"p de Princ ipa les '" pro- '" testo- '" triac ilgli-

upo- Migración Diámetro coles-
flotación Apolipopro- teína Lípidos ceroles

proteína Electroforé- (nm) terol
(g{mL) teínas (%) (%) (% )

tíca (%)

Qm 0.94 Origen A-1 > 70 1-2 3-6 90-95 1-3

A-IV

848

c-r
e-II

e-III

VLDL 1.006 Pre p 8-100 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8

c-r
e-II

e-III

E

IDL 1.019 Plenta 8-100 20-30 20 30 35 38

E

LDL 1.063 P 8-100 18-25 18-22 18-24 4-8 50

E

HDL2 1.120 a A-1 8-12

A-II

A-IV

c-r 45-55 26-32 2-7 22
HDL3 1.210 Pre p 5-8

e-II

e-III

E

Cuadro 1. Upoproteínas agrupadas de acuerdo a densidad de flotación.

...calculado con respecto a la masa seca expresada en mg. Qm: Quilomicrones. VLDL:

Upoproteínas de muy baja densidad. IDL: Upoproteínas de densidad intermedia . LDL:

Lipoproteínas de baja densidad. HDL: Upoproteínas de alta densidad.
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B. Upoproteínas de alta densidad CHDLl

Las HDL, al igual que las demás Iipoproteínas, son complejos macromoJeculares

seudomiceJares constituidas por lípiclos antipáticos (fosfoIípiclos V colesterol libre), (ípidas

no polares (triaólgliceroles V ésteres de coIestero/) V por apolipoproteínas. (Ag. 1)

Las HDL son las Iipoproteínas que contienen una mayor proporción proteica (45­

55% de su masa seca) ves la apoA-I su apo/ipoproteína másabundante.

La apo A-I además de su función estructural en las HOl, es indispensable en el

efIujo de roIesteroI, que es la primera etapa en el transporte reverso de c01esteroi (TRC).

También desempeña la función de coenzima de la Iecitina:ooIesteroI adlo transferasa

(leAn, enzima clave en el metabolismo de las HOl., como sedescribe másadelante.

HDL
Apo A-I

ApoC's

tsteft!Sde
mlesterol

.---- ApO E

Fosfolípidos

r---- Apo A-n

Fig. 1. Representación de la est:ruc:tura de las HDL En el núdeo se encuentran los

lípiclos hidrofóbicos. En la superfiáe están los Iípidosantipáticos y las apolipoproteínas.

Las apoIipoproteínas se unen por interacciones hidrofóbicas a los Iípidosmásexternos Y

por atracdolles eledJostát:icas con los fostbIípidos para estabilizar la seudomicela Iipídica.
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En fundón de su densidad, las HDL se pueden subdividir en HDLz (1.063<p<1.12

g/mL) y HDL3(1.12 <p<1.21 g/mL). Al separarse por tamaños, mediante electroforesis en

gradiente de poliacrilamida, las dos clases de HDL (HDLz Y 3) se subdividen en: HDLzb Y

HDLza, con diámetros de 8.8-9.7 nm y 9.7-12 nm respectivamente y en HDL3Cde 7.2-7.8

nm, HDL3b 7.8-8.2 nm y HDLJa 8.2-8.8 nrn.' Las HDL migran en su mayoria dentro de la

fracción a del plasma, por lo quealgunos autoreslas identifican como a-lipoproteínas. Por

su movilidad electroforética en combinación con su tamaño, se han descrito otras

subfracciones de HDL entre lasque destacan las partículas pre-Bí . Dichas partículas están

compuestas esencialmente de fosfolípidos y apo A-I, y tienen una masa molecular de

alrededor de 60 1<0. Estas HDL desempeñan un papel muy importante en la captadónde

colesterol de lascélulas periféricas.

La concentradón plasmática de las HDL se estima generalmente por la medición

del colesterol contenido en ellas (C-HDL). Este método no garantiza una medición exacta

de la cantidad de partículas HDL ya que pueden existir pocas partículas HDL en

circulación, peroenriqueddas en ésteres de colesterol, con lo que se puedesobrestimar su

concentración. En estas drnmstandas, un paciente con concentración plasmática de C­

HDL "normal", no por el número de partículas HDL, sino por tener mucho colesterol en

cada una, presenta un factor de riesgo a desarrollar aterosderosis por la alteradón en la

composidón de sus HDL (HDL no funcionales), como ocurre en la defidencia de la

proteína de transferenda deésteres de colesterol (CETP)Z,3 o en el blpottroídísmo."
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c. Aterosclerosis y HDL

La enfermedad aterosclerosa coronaria, es la segunda causa de muerte en la

población adulta de nuestro país y la primera causa de mortalidad en la mayoría de los

países desarrollados.5 La OMS predice que las enfermedades cardiovasculares

representarán la principal causa de morbilidad y mortalidad mundial antes del 2010.6

La aterosclerosis es el resultado de una respuesta inflamatoria de la pared

vascular, que posee carácter crónico degenerativo, con formación de lesiones focales o

placas, que en fasesavanzadas puedenocluir la luz de los vasos.7

La oxidación de las LDL es un factor fundamental en la etiopatogenia de la lesión

aterosclerótica. Las LDL oxidadas participan en procesos clave durante la formadón de la

placa ateromatosa: pueden lesionar directamente el endotelio, alteran el tono vascular,

aumentan la síntesis de moléculasde adhesión para monocitos en el endotelio, inducen la

proliferación de las CMLV (células de músculo liso vascular) y la síntesis de factores

quimiotácticos. Por efecto de estos factores quimiotácticos, los monodtos atraviesan el

endotelio, y se diferencian a macrófagos. Los macrófagos captan masivamente a las LDL

oxidadas gracias a un receptor scavenger y con ello se transforman en células

espumosas, su acumulo origina la formadón de la estría grasa.

. En el proceso de aterogénesis intervienen múltiples factores de crecimiento,

citocinas y otras sustancias produddas por las células endoteliales, las CMLV, los

macrófagos y los linfocitos T. Al interaccionar estos factores, producen una respuesta

fibroproliferativa y la estría grasa evoluciona hasta una placa aterosclerótica más compleja

(Fig.2).
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Monodo

Cilocinas
.. Factores de

crec:imlerto
Macrófago Cékllaespurrosa

-
Ag. 2. Esquema de las primeras en la fonnaci6n de la placa

ateromatosa. Enmnas donde existedisfunción endoteIiaI se faCIlita la lnfiItraci6n de

LDl al espacio subendolelial, donde sufren procesos de modificación, generando LDI..

oxidadas (lDl.ox). Los monocitos se adhieren al endOO!Iio activado que sobIeexp¡esa

moléculas de adhesión. Losmonocitcs drculantes,atraídos, penetran en la pared Yson
diferenciados a macróragos, proceso en él que también int:eMenen las L.DLax. Los

macrófagos captan l.Dlox Y se transfonnan en células espumosas. Las células

musculares rISaS (CMLV) de la media, activadas por citDdnas y factores de aecimiento

liberados en las lesiones, migran a la íntima y proIll'eran contribuyendo a la evdución

de las lesiones.

Los estudios epidemiológloos han demostrado que los niveles bajos de C-HDL

(hipoalfalipoproteinemia) son un factor de riesgo independiente de enfermedad

aterosderosa ooronaria. De hecho el C-HDl escanúnmenteel factor de riesgo lipídico que

mejor oorreIaciona con el riesgo de ateroscIerosis coronaria.H

la hipoalfalipoproteinemia se define oomo aquella alteración donde las

concentradones plasmáticas de C-HDL están por debajo de 40 mg{d~ según el último

panel de expertos para el tratamiento de adultos (AlPllI) del Programa Nacional de

Educ:ac::ión sobre el Colesterol (NCEP), de los Estados Unidos.ll)oU

IndMduos que poseen bajos niveles de C-HDL se han beneficiado en gran manera

al ser tratados con fármacos hipolipemiantes cano estatinas o fibratos. Varios estudIos
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revelan que hay una asociación significativa entre los cambios inducidos por los fármacos

(fibrato o estatina) en el C-HDL y una reducción en la inddencia a EAC. 1 Por lo anterior, se

puede afirmar que las HDL desempeñan un papel directo en la protección contra el

proceso ateroscleroso.

Las bajas concentraciones de HDL pueden ser el resultado de una biosíntesis

anormal de apo A-I, como en la deficiencia de hormona tiroidea, padecimiento que se

asocia a un riesgo de aterosclerosis muy elevado. En este sentido, estudios de nuestro

laboratorio han demostrado que en esa situación fisiopatológica las HDL se sintetizan más

lentamente." Este patrón metabólico se acompaña de la presencia de partículas HDL de

mayor tamaño, de tipo HDL2a Y HDL2b4, respecto a los controles, afectando el transporte

reverso de colesterol 13 descrito más adelante. Estasanomalías metabólicas contribuyen a

explicar el alto riesgo de EAC asociado al hipotiroidismo.4

Los niveles bajos de C-HDL no necesariamente son un factor de riesgo

cardiovascular, ya que en casos aislados de hipoalfalipoproteínemias, éstas no se asocian

a un riesgo elevado de enfermedad arterial coronaria (EAC).14-15 En estos sujetos, se ha

determinado que el catabolismo de las HDL es muy elevado y se asocia con la generadón

de HDL tipo 3c, lo que sugiere una fundón acelerada o una eficiencia mayor de las HDL

pequeñas como antiaterosclerosas. En este sentido, Kontush y coís." investigaron si las

distintas subclases de HDL se podían diferenciar en base a su capacidad de proteger

contra la oxidación de LDL. Demostraron que en sujetos normolipidémicos, las

subespecies de HDL más pequeñas y densas presentan una mayor capacidad para

proteger a las LDL de la oxidación in vitro. La protecdón contra la oxidación de LDL

incrementa en reladón inversa con el tamaño de las HDL.15

En otras palabras, la cantidad de HDL es importante, pero la eficacia de sus

fundones lo es aún más. No obstante, se requieren otros estudios para poder discriminar

entre una hipoalfalipoproteinemia proaterogénica de una que no lo es.
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1. Metabolismo de las HDL y el transporte reverso de colesterol

(TRC).

Uno de los mecanismos por medio del cual las HDL evitarían la formación de la

placa ateromatosa (Fig. 3), es el TRC que se define como el regreso de colesterol

proveniente de las células periféricas hacia el hígado para su excreción o reciclaje.16

La primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol de las células por la subfracción

pre-pt de las HDL. El eflujo de colesterol de las células hacia las HDL se lleva a cabo

principalmente por una proteína de membrana denominada ABe-Al (ATP-bíndíng cassette

A1), que utiliza ATP para bombear colesterol y fosfolípidos hacia el exterior de la célula."

Las alteraciones en la estructura de esta proteína de membrana son causa de

hipoalfalipoproteinemia aguda conocida como enfermedad de Tánger. Esta enfermedad,

en su forma homocigota, se manifiesta por una concentración muy baja de C-HDL, a veces

indetectable, hipertriacilgliceridemia moderada y baja concentración plasmática de C-LDL.

Estas anomalíasse acompañan de hipertrofia de las amígdalas y hepatoesplenomegalia.

Después del eflujo, el colesterol captado por las partículas pre-pt es esterificado

por la LCAT. Esta esterificadón provoca que el colesterol pierda su condidón anfipática,

por lo que abandona la superficie de la Iipoproteína y se sitúa en el interior de la partícula,

aumentándola de tamaño. El colesterol esterificado puede ser intercambiado por

triacilgliceroles provenientes de Iipoproteínas que contienen apo B, prindpalmente VLDL e

IDL. El intercambio de Iípidos hidrofóbicos está facilitado por la CETP. Los triacilgliceroles

de las HDL2 son entonces hidrolizados por la lipasa hepática (LH). Esta hidrólisis, en

asociación con la actividad de la proteína de transporte de fosfolípidos (PLTP), disminuye

el tamaño de las HDL2 transformándolas en HDL3 y en partículas pre-Bt que pueden iniciar

nuevamente el ciclo de captación de colesterol.
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1)

Fig. 3. Transporte reverso de colesterol (TRC). Los cu:ptDt1l!S primarios

(partículas ~1 o HOL3 en menor proporción) captan el c.oIesteiol ibre (0.)

excedente de las ceulas pesií'éicas por: A) contacto simple COO la membrana celular.

B) por el receptor SR-BI. La incorporación de mlesteroI en los acepIcIes primarios de

coIesteiol Y la esteifJcadón del mismo por la LCAT, originan aumentosprogresivos en

el tamañode la Iipopioléna (Lp), y generan sucesiVamente HDl.ay~. B ooIesteroI

esteñficado (CE) puede seguirdos rutas: 1) eiminarse díredallleslte de la Iipoproteína

por un mecanismo en el que interviene el SR-BI hepático, generalldo así HOL de menor

tamaño capaces de reiniciarel ciclo Y 2) por acción de la CETP, se inten:ambia por

triacilgliceroles (Tg) prtM!flientes de las Lp que contienen apo a, principalme.llte Vl..DL

e IDL. llegan así al hígado para su recidamiento o excreción, gracias al receptDr

hepático apo B/E. 2.1) La l.H hidroliza los Tg de las HDL captadc6 por la ruta 1). Esta

hidrólisis en asodadón con la actividad PLTP, regenera los aceploies primarios de

colesterol. 2.2) La partjcuJa oompIeta puede ser intemaIizada al hepatDcitD a través del

receptor hepático para HOL congelll!1acíÓfl de ADP.

8 TRC concilia la mayor parte de los hallazgosen lo que atañe al metabolismo de

Iípidos Y los resultados epidemioIc5gims pero no alcanza a explicar por qué algunos

sujetos oon niveles extremadamente bajos de HOl, cerno los desoitDs~, no

padecen de unaat:erosderasis prematura.
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2. Otros efed:Ds antiatelosderpsos de las "OL

En los últimosañosse han .nvestigado Jos procesos mediante Joscuales las HOl..

Inhiben la aterosderosis (Ag. 4). sehan sugerido direaltes mecanismos, entre los que se

incluye su participación en el TRC Y la capaddad de proteger oontra la peroxldadón de

lípidas. Más recientemente, se ha descrito su faWtad de inhitlr la exp¡esíótl de maécuIas

de adhesiál en las células endoteIiaIes,1B.19 así cano actividad profribrinolítica Y

ant:ltrombótíca.

Las maéculas de adhesión están Implicadas en el redutamiento de ITlOIIOCitos

hada la íntima arterial, paso dave en la inidaClálde la ateosdelosis; la capacidad de las

HDl.. para inhibir la ecpreslén de estas moléculas, tiene claras Impllcacia leS en oontra el

desarrollo de EAC.

Estudios epldemloIógIcos demuestran que las pertu¡bac:iOIleS del balanceentre los

pnx:esos de ooaguIación Y fibrinollsis promuevenel desarroUo de ateosdesosis. También

se ha sugerido que ambos procesos sonafectados por las HOl, pranoviendo la fitJinolisis

e inhibiendo la maglllaáÓrl.211

HOL HDL

Fig. 4. EfedDs antiateIOgénIms de HDL 1) Inhibidón de qu mIotaxis

promovida por las l..Ol.ax 2) Regulación en la síntesis de adheslnas en et endotelio

vascular 3) Inhibición de la oxidación de LDl.4) Inhibición de la dlsfundónendotl!Iial

inducida por LDLox Y~ll§ls 5) EstimuIadón del efIujo de wlesteiol enetmaoófayo

6) Inhibición de la activación de plaquetas
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3. Actividad antioxidante de las HDLi Paraoxonasa 1 (poN 1)

Como se explicó, el inido y la progresión de la placa aterornatosa en la pared

arterial dependen de la oxidación de las lDL mediada por radicales libres, mientrasque las

HDLprotegen a las lDL de la oxidación.7

Existen diversos elementos que partidpan en el papel antioxidante de las HDL,

como la apo A-I y principalmente una enzima, la paraoxonasa (PON 1).(Fig. 5). La PON 1

pertenece a una familia de genes famada por tres miembros, PON 1, PON2 Y PON3. Esta

familiase localiza en el brazo largo del aomosoma 7 entre q21.3 Yq22.1.21 La PON 1 es la

más estudiada y conocida, a la aJaI se le atribuye la capacidad de hidrolizarxenobiótic:os

en el suerohumano.

.
W2SO

o
C2S4-SH

•­oo
o

.0
0

."--•• OS2•• o • .­-o
- coo-

• ••••• _•• Q191 !R:.. -.
HI33 - U .-.

- 0 -.- H248•o•­•o
HU4
••­••---•­•
15.t (M) ~-.•••

-.. (f"
R "60 •••~-" SOS

~+N ••••~•••~

Fig. 5. Esquema ele la esttuc:tUIa primaria ele la PON 1 humana. La secuencia de

aminoácidos incluye 2 sitios polimórficos, marcados con :;::::t . Se indican además, el

puente disulfuro, el residuo sulfhidrilo libre, así como el sitio de unión de la PON 1 a las

HDL
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La paraoxonasa está unida fisicamente a las HDL22 a través de interacciones

hidrofóbicas, y tiene la capacidad de hidrolizar compuestos organofosforados. Su nombre

deriva de la capacidad que tiene para catalizar la hidrólisis del paraoxón, un potente

inhibidor de las coIinesterasas, empleado como insecticida.

Ademásde catalizar la hidrólisis de compuestos organofosforados, la PON 1 elimina

los peróxidos lipídicos, y protege así contra la acumulación de LDL oxidadas (Rg. 4) . Al

catalizar la eliminadón de los peróxidos asociadosa Iipoproteínas, la PON 1 da lugar a los

alcoholes correspondientes, inactivos desde el punto de vista de la peroxidadón, de la

quimiotaxis y del proceso inflamatorio en general. La actividad paraoxonasa explicá así, la

relación inversa entre la paraoxonasay la aterosclerosis, como lo han demostrado diversos

estudios epidemiológicos.23-26

La PON 1 tiene 2 sitios de unión para caldo, uno de los cuales es necesario para su

actividad hidrolítica. La queladón de caldo inactiva a la PON 1 Y disminuye su estabilidad,

pero no interfiere con la capaddad de inhibir la oxidación de LDL27

La actividad paraoxonasa y el riesgo de EAC, varía en la población debido a

factores genéticos o fisiopatológicos; en el humano, la PON 1 presenta dos polimorfismos

(Fig. 4), uno en la posidón 54 (metionina/leudna; MIL) y la otra en la posidón

191(arginina/glutamina; R/Q).21 Estudios recientes sugieren que el polimorfismo de PON 1

influenda el riesgo de padecer EAC. Ratonescarentes de PON 1 son más susceptibles a la

aterosderosis." Cuando hay una defidenda de PON 1 combinada con defidencia de

apolipoproteína E (apo E), se observó un incremento en el desarrollo de aterosderosís."

Por otro lado, la sobreexpresión de PON 1 redujo significativamente la lesión aterosclerosa

de 2 a 4 veces en los ratones silvestres y en los deficientes de apo E.30

Existe una correlación positiva entre la concentración de apo A-I y la actividad

paraoxonasa." La cantidad de partículas HDL determina el número de moléculas de la

enzima presente en plasma. Siendo la apo A-I un marcador excelente de la cantidad de

partículas HDL, la correladón entre apo A-I plasmática y la actividad Paraoxonasa es de

esperarse. Además, se ha observado que la cantidad de paraoxonasa presente en las HDL

depende inversamente de la apo A-II, segunda proteína en abundanda de las HDL.

Ratones transgénicos para apo A-II humana, expresan un tipo de HDL proinflamatorias y

carecen de capaddad para inhibir la oxidación de las LDL debido a un bajo contenido de

paraoxonasa."
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La capacidad de las HDL para reclutar a la paraoxonasa de la membrana del

hepatocito depende también del contenido de colesterol libre y fosfolípidos presentes en la

ltpoprotema", indicando que la tensión de superficie y la fluidez de la capa de fosfolípidos

de las HDLson fundamentales para su asociación con la enzima. Estos resultados sugieren

que no cualquier tipo de partícula HDL es capaz de transportar PON en plasma y

conducirla al espacio subendotelial en donde desempeña su papel antiateroscleroso.
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p, Flbratos

A pesar de las evidendas experimentales que apoyan las diferentes funciones

antiaterogénicas de las HDL, no existe aún suficiente informadón para tratar

farmacológicamente a la hipoalfalipoproteinemia en prevendón primaria. En la prevención

secundaria, la intervendón farmacológica es recomendada, sobre todo si existen

dislipidemias mixtas en el paciente. En esos casos, los fibratos son el tratamiento de

elección.

Los fibratos son fármacos hipolipemiantes, considerados como antiaterosderosos.

Reducen la concentración de triacilgliceroles al aumentar su e1iminadón y disminuir la

producdón de algunas de las Iipoproteínas que los transportan. se asocian . con una .

elevadón en la concentradón de C-HDL y una disminución en los niveles de C-LDL

Aunque la propordón en el cambio depende de la estructura química del fibrato, de las

concentradones ínídales de las Iipoproteínas y de la etiología de la dislipidemia.35

Los fibratos son agonistas de los PPAR a (receptor activado por proliferadores de

los peroxisomas a), el cual pertenece a la superfamilia de receptores nudeares de

hormonas. Estos factores de transcripción, modulan la expresión de genes, y sus Iigandos

naturales son diversos ácidos grasos y eicosanoides.

. El mecanismo de activadón de los PPAR a (Fig . 6) se da en 2 fases

transcripcionales. Durante el primer estado, los agonistas activan a los PPAR a. El PPAR a

activado por SU ligando forma un heterodímero con otro receptor nudear, el receptor del

áddo 9-ds retinolco (RXR), activado por su ligando.

En la segunda fase de activación, el complejo PPARa-RXR reconoce un elemento

de respuesta para PPARs (PPRE), situado en los promotores de varios genes (en

hepatocitos pueden ser hasta 80 diferentes). El complejo de PPARa-RXR se une a PPRE

vía un domino de dedo de cinc de la proteína. Al unirse a esta secuencia de DNA (PPRE),

que siempre es la misma (AGGTCAnAGGTCA), activa la transcripción de diferentes genes,

como el de la apo A-J, A-II, C-III y LPL.
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PGGTCA N PG:ifCA

PPRE

Fig. 6. Mecanismo molecular de los fibr'ataS: 8 fibrato activa a las PPARa, el

PPARa activado por su ligandoforma un heterodímerocon otro receptor nuclear, el 9­

ds'-del receptor de ácido retinoim (RXR), activado por su ligando. 8 complejo PPARa­

RXR reconoce al PPRE, situado en los promotores de distintos genes. Al unirse a esta

secuencia de DNA (PPRE), AGGTCAnAGGTCA, activa la transcripción de diferentes

genes .

8 mecanismo de acción de los fibratos (Rg. 7) incluye 6 acx:iones diferentes:

1) Inducen la lip61isis de Iipoproteinas ricasenbiadlgliceroles.

Estos fármacos aumentan la e1iminadÓrl de los quilomiaones y sus remanentes, de las

VLDL y de las IDL, los cuales transportan la mayoría de los biadlgliceroles en el plasma.

Esta acción la realizan al estimular la síntesis y el transporte a la superficieexterna de las

células endoteIiales de la Iipasa Iipoproteica (LPL), enzima encargada de degradar los

biadlglicerolescontenidos en estas Iipoproteínas. Los PPARa promueven la disminudónde

la produa:iÓrl de apo e-m, proteína inhibidora de la actividad LPL, que se asocia con el
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riesgo a padecer EAC. Además, promueven la síntesis y secreción de apo C-II, lo que se

traduce en la reducción de su concentración en la superficie de las VLDL y facilita la acción

de la LPL sobre las lipoproteínas ricas en triacilgliceroles.

2) Inducen la captación de ácidos grasos por el hígado.

En roedores, aumentan la captación de ácidos grasos por el hígado y su

transformación en acil Co-A. La activación de ácidos grasos en derivados Co-A es la etapa

iniciadora de la oxidación de ácidos grasos por los peroxisomas en los roedores, y por las

mitocondrias, en humanos.

3) Reducción de la síntesis hepática de triacilgliceroles.

Al estimular la j3-oxidación de los ácidos grasos hay una disminución en la

biodisponibilidadde ácidos grasos para la síntesis de triacilgliceroles.

4) Estimulación en la producción de HDL.

Como ya hemos mencionado, las apolipoproteínas A-I y A-II son estructurales de las

HDL. Los fibratos aumentan la producción hepática de estas dos apolipoproteínas, por lo

que se genera un aumento en las concentraciones de C-HDL circulante .

El tratamiento con ciprofibrato incrementa la actividad de la LPL, con lo que se libera la

apo A-I y apo C's de los quilomicrones y VLDL, favoreciendo la formadón de HDL.

5) Reducción del intercambio de lípidos neutros (CEy Tg) entre las VLDLy HDL.

En el plasma los triadlgliceroles y los ésteres de colesterol sufren intercambios entre

las Iipoproteínas ricas en triacilgliceroles (VLDL) y las proteínas ricas en colesterol (HDL).

Este intercambio se fadlita por la CETP. La disminución de los triacilgliceroles circulantes

se acompaña de una disminución proporcional en el intercambio de ésteres de colesterol

entre estas Iipoproteínas. Así los ésteres de colesterol se acumulan en las HDL, que

aunado al incremento en las apolipoproteínas A-I y AII, elevan los niveles de HDL

circulantes.

6) Mejoran la depuración de LDL

La hipertriacilglicerolemia se acompaña de una alteración en la estructura de LDL,

donde éstas son pequeñas y densas." Los fibratos fadlitan la eliminación de las

Iipoproteínas LDL debido a cambios en su conformación, hacia LDL de mayor tamaño y

menor densidad, que favorece su unión al receptor-LDL
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Estudios recientes en nuestro laboratDrio, demuestran que el tratamiento con fibratDs

induceun incremento en el númerode partículas HDL,principalmente, una elevación en la

proporción de HDLde menor tameño."

.¡. Apocm

TriacIlgllceroles
!fr'
~

Fig. 7. Efectos anti-dislipidémicos de los libraros. Inducen la lipólisis de lipoproteínas

ricas en triacilgliceroles. Es timulan la síntesis y el transporte a la superficie externa de las

células endoteliales de la lipasa lipoproteica (LPL). Los PPARa promueven la disminución

en la producción de apo C-li. Promueven la síntesis y secreción de apo C-lI . Inducen la

captación de ácidos gtasos por el hígado. Reducen de la síntesis hepática de

triacilgliceroles, al estimular la J}-oxidación de los ácidos grasos. Estimulan la producción

de HDL por in incremento en la producción hepática de apo A-I Yapo A-H. Reducción

del intercambio de lípidos neutros (CE y Tg) entre las VLDL y HDL. Así los ésteres de

colesterol se acumulan en las HDL, queaunado al incremento en las apolipoproteÚ1as A-I

y AH, elevan los niveles de HDL circulantes. Mejoran la depuración de !.DI-
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En conclusión, las HDL poseen diferentes propiedades que confieren protección

contra la aterosclerosis, entre las que destaca su actividad antioxidante. Las propiedades

antioxidantes de las HDL dependen en gran medida de la PON 1 asooada a ellas y la

asociación entre PON 1 Y HDL depende a su vez. de la tensión de superficie de estas

lipoproteínas. De esta manera, las HDL pequeñas tipo 3c son las que tienen mayor

capacidad de asociación con la PON 1. Por otra parte, los fibratos promueven la síntesis de

HDL y ademásdesplazan la distribución de tamaños hacia la formadón de HDL3c•

Todo lo anterior sugiere fuertemente que al existir un incremento de la cantidad de

HDL totales y de la proporción de HDL3c, la actividad paraoxonasa se verá incrementada

en un tratamiento con fibratos, y este efecto es potencialmente antiateroscleroso.
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F. HiPÓteSis:

El incremento de las HDL circulantes, en particular de las HDL de menor tamaño,

inducido por el ciprofibrato, provocará un aumento de la actividad PON 1 en suero de los

pacientes.
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f. Objetivo:

Establecer si existen cambios en la actividad PON 1, en el suero de pacientes

tratados con ciprofibrato.
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II.Metodología

se reclutaron 8 voluntar ios, 6 mujeres y 2 hombres, con una edad promedio de 46

años.

Criterios de inclusión: concentración de Tg>150 mg/dL, C-HDL<40 mg/dL.

Criterios de exclusión: diabéticos, antecedentes de eventos coronarios previos, estar en

tratamiento con hipolipemiantes o algún fármaco Queafecte el metabolismo de lípidos. .

A los pacientesse les administró 100 mg de Ciprofibrato/dia durante 6 semanas.

Todos los pacientes aceptaron participar en el estudio y dieron su consentimiento

informado por escrito. 8 protocolo fue revisado y aceptado por el comité de Ética del

Instituto Nacional de cardiología Ignacio Chávez.

1) Toma de muestra

A los pacientes se les tomó una muestra de sangre venosa, después de un ayuno

mínimo de 12 h, con tubos Quecontienen activador de coágulo y con tubos Quecontienen

EDTA.

seseparó el plasma o suero por centrifugación a 3500 r.p.m. durante 15 minutos. se
hicieron alícuotas y se conservaron en refrigeración para la determinación del perfil de

lípidos o en congelación (-70"C) para las demás determinadones.

2) Determinación de lípidos.

Al plasmase le determinó el perfil de lípidos (colesterol total, C-HDL, triacilgliceroles) y

glucosa por métodos enzimáticos calorimétricos comerciales (Boehringer-Mannheim,

Alemania; Menary, Italia). La concentración de C-LDLse determinó mediante la fórmula de

Friedewald.

3) Aislamiento de lipoproteínas.

se aislaron las Iipoproteínas por ultracentrifugación secuencial a partir de un pool de

plasmas normolipémicos para la calibración de la columna de cromatografía: VLDL(1.006

g/mL) seguidas por las LDL(1.019 g/mL), HDLz(1.120 g/mL) y HDL3(1.21 g/mL). Una vez

separadas, las diferentes fracciones Iipoproteicas se dializaron contra una soludón

amortiguadora de fosfatos (PBS). La técnica se describe a detalle en el apéndice 1.
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4) Cromatograña líquida por exclusión de tamaño (CLET).

Primero se hizo la calibración de la columna con las diferentes lipOproteínas aisladas,

cada una de ellas se filtró a través de membranas MILUPORE(0.45 urn), y se inyectaron

por separado 300 ~L del filtrado, a una columna BioPrep SE 1000/17 (BIo-RAD) acoplada

a un sistema BioLogic Duo Flow (BIo-RAD) de alta presión. El cromatógrafo se maneja

mediante el software BioLogic Duo flow. Con las fracciones obtenidas se determinaron los

perfiles de elución de colesterol, actividad paraoxonasa y fosfolípidos de cada tipo de

Iipoproteina.

El suero fresco de los pacientes se filtró e inyectó en la columna como se hizo en la

calibración. se colectaron fracciones de 300 ~L Y se determinaron los perfiles de elución

ya mencionados (apéndice 11).

5) Determinadón de la actividad PON 1.

A cada una de las muestras y de las fracciones se les determinó la actividad PON 1,

usando dos diferentes sustratos, dietil p-nitrofenilfosfato (actividad paraoxonasa, PON) y

fenilacetato (actividad arilesterasa, ARE), por métodos colorimétricos, antes y durante del

tratamiento. La actividad PON 1 se reportó como urnol de p-nitrofenol formado/mín/m],

suero, en tanto que la actividad ARE se expresó en nmol de fenol formado/mm/m; suero

(apéndice I1I).

6) Perfil de elución de lípidos

A cada una de las fracciones separadas por CLET se le determinó la concentración de

colesterol libre y fosfatidilcolina por métodos enzimáticos-colorimétricos comerdales,

adaptados a placa de EUSA (96 pozos). La densidad óptica de las muestras se determinó

en un lector de placas antes y durante del tratamiento.

7) Eflujo de colesterol.

El ef1ujo de colesterol se determinó con células en cultivo de hepatoma de rata

(Fu5AH), según el procedimiento descrito por de la Uera Moya et al 36 (apéndice IV).

Brevemente, se incorporó por adsorción 3H-colesterol a la membrana citoplasmática de las

células, se eliminó el colesterol no adsorbido, y posteriormente el cultivo se incubó
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durante 4 horas con las muestras de suero de los pacientes. Al término de la incubación,

se determinó la radiactividad presente en el medio de cultivo yen las células. se reportó el

porcentaje de marca presente en el medio (eflujo de colesterot) con respecto a la

radiactividad total.

8) Análisisestadístico.

se realizó mediante prueba t de 5tudent, pareada. Consideramos estadísticamente

significativo una p-e 0.05. Los resultados se reportan como la media ± desviación estándar.

24



111. Resultados

Perfil de lípldos,

El perfil de lípidos se presenta en el cuadro 2. El tratamiento con ciprofibrato

produjo que las concentraciones de triadlgriceroles (Tg) disminuyeran en un 44.8% con

significado estadístico (p< 0.05), la concentración del colesterol total disminuyó en 11.5%

y el colesterol no-HDL (C-HDL) disminuyó en un 8.0%, éstos últimos con p> 0.05. sehizo

un estudio estadístico mediante la prueba de t de Student.

Cuadro 2. Perfil de lípldos y actividad PON antes y durante el tratamiento.

Los resultados se presentan comola media ± desviadón estándar. C= c:oIesterol. C no­

HOL= colesterol no HOl., p-NF= sustrato para-nitrofenol. Se realizó la prueba t de

Student, n=8, p<O.OS.

Parámetro Antes del tratamiento Durante el tratamiento

Promedio ±DE Promedio ± DE

C-total (mg/dL)

C no-HDL (mg,ldL)

Tg (mg/dL)

Actividad PON
(nmol p-NF/min/mL suero)

210.3 ±41.6

129.0±41.6

264.9 ± 97.9

182.1 ± 58.7
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La Ag. 7 leplesenta el comportamiento IndMdual del colesterol de HDL antes y

durante el tratamiento. Como puede observarse seis de los pacientes aumentaron su

roncentraeión de C-HDL, uno se mantuvo ron la misma concentradÓl1, mientras que uno

disminuyó. En promedio, el C-HDl.. presentó una tendencia a aumentar, en un 13.5 %, de

38.8 ± 5.4 rng/dL a 44 ± 11.3 mgjdL (p=O.055).

C-HDl1lrlbs , cl.nnbl el tratalrdlr1iID
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F'ag. 7 Detenninación de C-HDL antes y durante el tratamiento. Hubo una

tendencia al incremento en la concentración promedio de C-HDl.. duranteel tratamiento

con ciprofibrato (p>O.055).
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A nuestro COIlOCÍmiento, en este trabajo se empleó por primera vez una columna

BioPrepSE 1000/17(BIORAD), que consiste en una columna de aomatograffa Irquida por

exclusión de tamaño, para separar a las Iipop¡oteílla5. Por lo tanto en la primeraetapase

realizó la calibración de la columna para determinar en qué fracciones e1uyen las

Iipoproteínas. En la Ag. 8 se Plesentan los perfiles de e1Udón de las Jipop¡oteílla5 puras

(VlDL, LDL, HOL) asedada a los dife el ¡tes volúmenes de e1udón. semuestra en el eje de

las ordenadas la densidad óptica a la longitud máxima de absorción, y en el eje de las

absdsas se presentan las fraccjones expresadas comovolumen de e1uc1ón en mililitros.
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O

Ag. 8 calibiad6w1 Q.ET. Perfif de e1ución de las Iipoproteínas puras. Los volúmenes

de e1ución de las Iipoproteínas fueron: VlDL 3.6-4.8 mL. LDl4.4-6.0 mL y HDL 5.2-8.8

mL
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A las fracciones colectadas por Q.ET se les determinó la concentración de

colesterol y como se puede observar,durante el tratamiento (Ag. 9) hay una disminución

del 7.3 % en el promediodel colesterol de los 8 padentes (3.2 ± 3.5 vs 2.9 ± 2.9 p= 0.3).

se nota una distribución diferente de este colesterol a lo largo de las distintas fracdones

Iipoproteic:as, durante el tratamiento la cantidadde colesterol unido a las fracdones VLDL­

LDL disminuyó, mientras que el colesterol unido a las fraaiones correspondientes a las

HDl seincrementó, como sehabía determinado enel perfil de Ifpidos.
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F/g. 9 Perfil de elución de colesterol promedio de los 8 pacientes antes y

durante el tratamiento. 8 colesterol promedio disminuyó durante el tratamiento,

pero la disbibución es cflferente en las dlstint:ls fracciones Iipoprotéicas. Durante el

batamientD se obselva una disrrinuci6n del e no-HOl mientras que el colesterol que

e1uye en la fracción HDl tiendea aumentar.
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Posteriormente se realizó la determinación de la ooncentraeión de fosfoIípidos a lo

largo de las diferentes fiacciones. Antes del tratamiento hay una mayor ooncentradórl de

fosfoIípidos en las fraaiones VLDL-LDL Durante el tratamiento, la cooc:entraeión de

fosfoIípidos secflSbibuye en las fi"acciones VLDL-lDL(Rg. 10).
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Fig. 1 Perfil de eIud6n de fosfoIipkIos. Distrtbudón de l'osfolfpldos, promediO de

los 8 pacientes. Hubo un Incremento en la proporciÓn de fosfoIípidos unida a las HDl..

durante el tratamientoron dprofibratn.

Proporcionalmente el incremento de fosfoIipidos en la fraajón HDl.. es más

Importanteque lo observado oon el colesterol, por lo que se dec:kf1Ó realizar el efIujo de

colesterol. En el efIujo de colesterol ron las céfulas FuSAH en QJItivo, se observó un

lnaemento durante el tratamiento oon dprofibratD aunque no es significativo. Antes del

tratamiento hubo un 14.7± 4.9 % de transferencia Ydurante el tratamiento 15.6 ± 5.5 %.
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A continuación, determinamos la actividad enzimática. En el suero total antes del

tratamiento la actividad ARE presentó una tenclencia a disminuir. Antes del tratamiento

hubo una actividad ARE de 125.2 ± 46.8 !JlI101 fenoll mini mL suero contra 95.4 ± 34.4

!JlI101 fenal mini mL suero durante el tratamiento.

S suero de cada paciente fue separado por Q.ET Y se le determinó la actividad

ARE a las ftaa:iones colectadas. seobservó una distribución irregular de la actividad a lo

largo de las distintas fraaiones Iipoprotéicas, antes del tratamiento (Rg. 11).

Perfil de ekJcián de fldividad ARE iI'1Ia del lratimlentD ·

20

lB no-HDL HDl

- lMo!gou
-RT~s

ItGonz ..1tz
oH....

- GHomMdo.
--a .".,.
- RV_

ls.lndluM

4

2

4 10 11 12

VOl. ekJdán (ml)

Ag. 11 Perfil de e1ud6n de actividad ARE antes del tratamiento. Laactividad

se enOJeIlba distribuida de manera Irregular a lo largo de las fracciones

correspondientes a VLDL. LDLYHDL
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Durante el tratamiento se observa (Rg. 12) que existe una mayor asociaáón de la

Paraoxonasa a las fracciones correspondientes a las HDl de menor tamaño. La

distribución de la PON 1 se asocia únicamente a las fracciones CDI'TeSPOIldientes a lasHDL..
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Fig. 12 Perfil de eIuci6n de la actividad ARE durante el tratamiento.

Distribución de la actividad duranteel tratamiento con dprofibratD, la actividad PON 1

seasocia de manera homogénea a las fracciones HDL de menortamaño.
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A. Discusión

En el presente trabajo pusimos de manifiesto que el dprofibrato induce una

asociación preferencial de la enzima PON 1 a las HDL de menor tamaño, a pesar de que

la actividad en suero de la enzima no se modifica por el tratamiento.

En la hipótesis del trabajo se propuso que el incremento que induce el

ciprofibrato en la concentración de C-HDL4 tendría como consecuencia, un aumento en

la actividad sérica de PON 1. Esta idea, se fundamentó en la capacidad que tienen las

HDL de reclutar a la PON 1 de la membrana de los hepatodtos", la PON 1 se sintetiza

en los hepatocitos y queda andada a la membrana celular por medio interacdones

hídrotóblcas" y es entonces captada específicamente por las HDL.22 por lo tanto,

esperábamos que al aumentar la concentración de partículas HDL por efecto del

ciprofibrato, la PON 1 anclada a los hepatocitos sería captada en mayor proporción.

Como consecuencia de un mayor reclutamiento de la enzima, aumentarían de manera

significativa sus concentradones plasmáticas.

Nuestros resultados indican que existe una tendenda a incrementar los niveles

de C-HDL durante el tratamiento con ciprofibrato. A pesar de esta tendencia y de todas

las evidencias antes descritas, el tratamiento no incrementó la actividad de la PON 1

cirCulante determinada con fenilacetato (actividad ARE) como substrato y por el

contrario, tuvo una tendencia a incrementar cuando se determinó por paraoxón

(actividad PON). sabiendo que la actividad de la PON 1 determinada con fenilacetato

como substrato es mejor indicador de la masa activa de la enzima que cuando se

determina con paraoxón", asumimos a partir de nuestros resultados que el ciprofibrato

tiende a disminuir la cantidad de PON 1 en circulación. Para tratar de explicar este

resultado, planteamos tres posibles razones:

1) El aumento de C-HDL no se debe a un aumento en el número de partículas, sólo al

contenido de colesterol en ellas durante el tratamiento. Al no haber un incremento en

el número de partículas aceptaras, no habrá un mayor reclutamiento de la enzima .

A partir de resultados de nuestro laboratorio que indican que el ciprofibrato aumenta el

número de partículas HDL, podemos descartar esta posibilidad; el aumento de C-HDL

se asocia a un incremento en la concentradón de la apo A-I plasmática, pero además

modifica la estructura de la partícula. Tales modificadones se manifiestan por el
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desplazamiento de la distribudón de tamaños de las HDL hada las partículas de menor

tamaño, tipo 3c, en detrimento de las HDL2b. sabiendo que las HDL pequeñas se

estructuran con 2 unidades de apo A-¡3s mientras que las partículas grandes se

estructuran con al menos 4 unidades, se deduce que el ciprofibrato aumenta el número

de partículasHDL.

2) Los hepatocitos no tienen una reserva de la enzima en su membrana ni sintetizan

una mayor cantidad de PON 134
• No existen datos acerca de que el gen PON 1 tenga en

su secuencia reguladora elementos de respuesta para PPARa. Por lo tanto, no existen

argumentos para pensar que hay un incremento o disminución en la síntesis de la PON

1 por efecto directo del ciprofibrato.

Por lo tanto, si la reserva de PON 1 no existe, y además, no aumenta su síntesis con el

ciprofibrato, entoncesesto explicaría que no exista un incremento en la actividad PON 1

sérica durante el tratamiento.

Esta explicación sólo se puede rechazar a la luz de los estudios dnético-metabólicos

que se discuten a continuación.

3) la PON 1 se recluta del hepatocito a mayor velocidad pero se incrementa su

catabolismo.

Como ya mendonamos, el dprofibrato aumenta la cantidad de partículas HDL,

resultado del incremento de las apolipoproteínas A-I y A-I1.39 Por lo tanto, es posible

pensar que hay un mayor reclutamiento de la PON 1 hepática, lo que correspondería a

un aumento en el nivel de PON 1 circulante. Sin embargo, el ciprofibrato también

incrementa el catabolismo de las HDL39 Y muy probablemente de la PON 1. Esta

propuesta se fundamenta en las evidendas de que la PON 1 se asocia físicamente a las

HDLy que las HDLse pueden catabolizar por intemalización de la partícula completa al

hepatocito 40 incluyendo la PON 1.

Es así que el hipercatabolismo de las HDL limitaría el incremento de la PON 1

circulante, que debería notarse, en el aumento de la síntesis de partículas HDL

pequeñas durante el tratamiento con dprofibrato. Esta propuesta es congruente con la

tendencia que tiene la actividad PON 1 a disminuir con el fármaco, tanto en nuestro

estudio como en reportes previos." Para comprobar la hipótesis de que existe un

hipercatabolismo de la PON 1 durante el tratamiento con ciprofibrato, se pueden

realizar los estudios cinético-metabólicos de la enzima.
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Con base en nuestros resultados, podría argumentarse que el ciprofibrato no

tiene efecto, o ejerce un efecto negativo en el poder antioxidante de las HDL por la

tendencia a disminuir la actividad PON 1. Sin embargo, el hecho de que la PON 1 tenga

una mayor tasa de recambio durante el tratamiento con el fibrato puede ser benéfico; a

mayor tasa de recambio, menor es el tiempo de residenda de la PC>f\.I 1 en plasma, y

esto puede favorecer a la estabilidad de la enzima. Por su parte, la estabilidad de la

enzima es un factor primordial en sus propiedades ateroprotectoras", yen ese sentido

el dprofibrato tendría efectos favorables. Estudios de estabilidad de la enzima a lo largo

del tiempo demostrarían la veraddad de esta propuesta.

Otros resultados importantes de este trabajo son los que demuestran una mejor

asodadón de la PON 1 con las HDL de menor tamaño. Las determinaciones que se

realizaron mediante ClET, nos permiten observar el comportamiento de la actividad

PON 1; antes del tratamiento se distlibuye de manera irregular, mientras que durante

la administradón del dprofibrato, la actividad PON 1 se asocia de forma homogénea a

las fracciones HDL de menor tamaño. Estos resultados son congruentes con reportes

previos acerca del potencial antioxidante de las HDL; a menor tamaño, mayor la

capacidad de evitar la oxidadón de las LDL in vitra, reforzando de esta manera, la

hipótesis de que las HDL pequeñas son las que tienen mayor poder aotíaterosderoso."

En cuanto a los fosfolípldos, proporcionalmente el Incremento en la fracdón HDl

es más importante que lo observado con el colesterol, sugiriendo que las partículas se

enriquecen en fosofolípidos después del tratamiento. En este sentido, Jian et al 43 han

demostrado que los fosfolípidos-HDL aumentan la capaddad de la Iipoproteína de

captar el colesterol excedente de las células. Por lo anterior, decidimos realizar este

ensayo.

Se ha desoito que las partículas HDL pequeñas son las fracdones que

promueven mejor el eflujo de colesterol. En vista del incremento en la proporción

relativa de HD4c reportado por nuestro laboratorio durante el tratamiento con

ciprofibrato y de su enriquecimiento con fosfoIípidos, esperábamos un incremento en el

porcentaje de eflujo de colesterol de células en cultivo. Sin embargo, nuestros

resultados demuestran que durante el tratamiento hay un ligero incremento del 6% en

el eflujo de colesterol de células Fu5AH, aunque éste, no tiene significado estadístico.

En contraste, Guerin et al 37 encontraron un incremento significativo del 13 % en el
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eñuíode colesterol durante el tratamiento con cíproñbrato, Las poblaciones incluidas en

nuestro estudio y en el de Guerin son comparables a nivel de perfil de lípidos y

porcentajes de cambios en el mismo durante el clproñbrato. Existen algunas

diferendas, como el género y la edad promedio de los pacientes. No obstante, estos

parámetros no son suficientes para explicar la falta de significado estadístico en

nuestros de estudios de eflujo. Dentro de nuestro grupo de pacientes, dos de ellos no

respondieron al tratamiento, manteniendo sus niveles basales e incluso en uno de ellos

disminuyó el C-HDL, mientras que en el grupo de inclusión de Guerin et al, no se

conoce si existe este fenómeno porque sólo reportan los promedios grupales

En resumen, en el presente trabajo demostramos que a pesar del incremento

del C-HDLque induce el ciprofibrato, la actividad PON 1 tiende a disminuir durante el

tratamiento. Este efecto se acompaña de una asociación más homogénea de la enzima

a las HDL de menor tamaño. Los efectos pro- o anti-aterosclerosos de comportamiento

de la PON 1 durante el tratamiento con ciprofibrato, deben ser explorados en estudios

posteriores.
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V. Apéndices

Apéndice 1

Aislamiento de liooproteínas mediante ultracentrifugación secuencial.

Plasma fresco, que se obtuvo después de un ayuno de al menos 12 horas, en tubos con

K2EDTA de 7.2 mg. (BD Vacutainer) con capacidad para 4 mL.

Equipo y material:

• Ultracentrífuga Beckman optíma'" TLX 120 000 r.p.m.

• Rotor para ultracentrifuga BeckmanTIA 110, 110 K r.p.m.

• Tubos para centrífuga de policarbonato Beckman 13X 56 mm, con capacidad para

3.2 mL.

Reactivos:

• KBr en cristales (Técnica Química).

• Soludones de KBr de diferentes densidades, 5= 1.006, 5= 1.019, 5= 1.063, 5=

1.21, 5= 1.25 g/mL.

• Amortiguador de fosfatos (PBS).

Procedimiento:

1. El plasma fresco obtenido del tubo correspondiente se ajusta con KBr sólido a las

diferentes densidades, según la Iipoproteína que se desee aislar.

2. se colocan aproximadamente 2.3 mL de plasma ajustado a la densidad requerida, en

los tubos de policarbonato y se lleva a volumen con la solución de densidad

correspondiente a la Iipoproteína a aislar.

3. se centrifuga a 110 000 r.p.m. a lO"C, el tiempo es de acuerdo a la Iipoproteína que se

vaya a aislar.

4. Las lipoproteínas aisladas flotan y se recuperan por aspiración.

5. se lavan con la soIudón de densidad indicada, según la lipoproteína. Y se centrifugan.

6. Una vez. lavadas, se recuperan y se transfieren a una membrana de diálisis (Spectra/Por

®).
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9. Las lipoproteínas se dializan contra amortiguador PBS, durante 3 días (cambiar la

solución cada 8 h aproximadamente).

Iipoproteína o• flotación oSin. KBr osin. KBr de lavado t 9 centrifugación

VlDl 0.94<0<1.006 1.006 1.006 105

lDl 1.006<0<1.019 1.019 1.019 105

IDl 1.019<0< 1.063 1.063 1.063 130

HDl 2 1.063<0<1.120 1.12 1.21 155

HDl 3 1.120<0<1.210 1.21 1.25 155

91*La densidad se expresa en g/mL. Eltiempo se expresa en minutos.

Preparación de soluciones y amortiguadores:

• Amortiguador de fosfatos 10 mM, pH=7.4

NaH2P04- 0.287 g

NaHP04= 1.122 g

NaCl 8.76 g

H20 cbp 100 ml

• Soluciones de KBr de diferentes densidades, pH=7.4

Todas contienen 0.1 gIL EDTA, Y se disuelven en 1 l de H20 (desionizada)

solución g KBr cristal

1.006 9.0 * oeNaCI

1.019 27.86

1.063 94.26

1.12 184.46

1.21 337.36

1.25 409.84

Para pasar un plasma de 01 a una 02, se le añade KBr sólido, según los gramos que se

calculen mediante la fórmula . Nota: la condición es que 51<52.

g KBr= Volumen inicial(02-01)
1- (02 X 0.312)
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Para pasar de un plasma de una 01 a una 02, el volumen de solución diluyente se calcula

con la fórmula . Nota: la condición es que 82>81, siendo 81 la densidad del plasma o solución y 82

la densidaddel plasma o solución deseada.

Vol. sol. diluyente = Volumen inicial(02-0l)
ssol, Diluyente - 0 2

la soludón diluyente, es una soludón de NaO de 0=1.006 g/mL.

43



Apéndice II

calibración de la columna de cromatografía líQuida oor exclusiÓn de tamaño (Q.ET).

La muestraessuero fresco y filtrado.

Equipoy material:

• FiltrosSwinnex-13 de MIWPORE

• Membranas tipo HV para filtro MIWPORE de 0.45 1JITl.

• Sistema de cromatografía Bio Logic Duo Flow de BID RAD (Fig. 13).

o Columna Bi~Prep 5Elooo/17, Pmax430 P.S.L/30 Bar

Reactivos y amortiguadores:

• AmortriguadorARE para Q.ET

Procedimiento:

1. se inyectan 300 J1l.la muestraen la válvula de entrada del CLET.

2. La muestra pasa por la columna y luegoal colector que la dispensa fraccionada.

3. Las fracc:iones secolectan en tubos Eppendorffpara su tratamiento.

Preparación del amortiguadorARE

Conc. (mM) Masa (g)

ITris 10 0.303

caOZ " 2 0.074

NaO 1000 14.63

H2Ü cbp 250 mL

Ajustar el pH con Ha, hasta tener un pH=8.

Fig. 13 Diagrama de CLET.

44



Apéndice III

Determinadón de actividad PON y ARE

La muestra es suero fresco o congelado a -70°C. A la muestra se le harán diludones

diferentes de acuerdo al tipo de sustrato.

Equipo y material:

• Espectrofotómetro UNlCAM

• celdas (po/icarbonato y cuarzo)

Soluciones y amortiguadores:

• Amortiguador PON

• Amortiguador PON-NaO

• Amortiguador ARE

• Dietil p-nitrofenil fosfato

• Fenilacetato

Procedimiento:

1. Preparar los sustratos.

2. Hacer la diludón correspondiente a las muestras:

Diluir la muestra 1:2 con eserina 1O-5M para actividad PON y PON NaO, excepto cuando la

muestra proviene de las fracciones de suero de la columna CLEf, la muestra se añade sin

diludón.

Diluir la muestra 1:4 en buffer ARE, excepto cuando son fracciones de la columna CLEf,

la muestra se diluye 1:2 con buffer ARE.

AcnVIDAD PON BASAL

Poner 251!Lde la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato PON

Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética.

5eguir la cinética e/3D seg. por 3 minutos a ;'=412 nm

AcnVIDAD PON-NaO

Poner 25¡.ll de la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato PON-NaO

Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética .

5eguir la cinética e/3Dseg. por 3 minutos a ;'=412 nm
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ACT1VIDAD ARE

Poner lOf.1L de la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato ARE

Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética.

5eguir la cinética e/3D seg. por 3 minutos a 1..=270 nm

*usar celda de quarzo

Preparac ión de amortiguadores y sustratos:

• Amortiguador PON

Glidna 50 mM 0.375 g

caeb 1 mM 0.011 g

H20 cbp 100 mL

Ajustar a pH=lO con NaOH

• Amortiguador PON-NaCl

Glidna 50 mM 0.375 g

caeb 1 mM 0.011 9

NaCl 1 M 5.844 9

H20 . cbp 100 mL

Ajustar a pH=10 con NaOH

• Amortiguador ARE

Tris 20 mM 0.315 9

caeb 0.9 mM 0.010 9

H2Ü cbp 100 mL

Ajustar a pH= 8 con Hel

Nota: Los sustratos se prepararán 15 mino antes de realizar la determinación. Mantener en

frío (004° C) Y proteger de la luz.

46



• Sustrato PON basal

Agregar 3~ de paraoxon en 10 mL de buffer PON

• Sustrato PON-NaO

Agregar 3~ de paraoxon en 10 mL de buffer PON-NaO

• Sustrato de ARE

Agregar 1.27 ul, de fenilacetato en 10 mL de buffer ARE

Cálculos de la actividad enzimática

Actividad PON Y PON-NaO ( nmol p-nitrofenol/min/mL suero)

s paraoxon= 18 290 M-1cm-1

Actividad = (4 .1 (A DO» X 107 X dilución muestra
s

Actividad ARE (!Jffiol fenoI/min/mL suero)

s fenilacetato=1310 M-1cm-1

Actividad = (1.01 (A DO» X 105 X dilución muestra
&

dilución muestra, es el inverso de la dilud6n tal que, si la muestra se diluyó 1:5, se

tomará como factor 5, y de la misma forma en las diferentes diludones.

Nota: La muestra cIeI suero se diluyó 1:2.
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Apéndice IV

EFLUJO DE COLESTEROL

La muestra puede ser suero o plasma diluido al 2.5 % vl» con MEM(Medio mínimo

esencial de Eagle).

Equipo y material :

• campana de flujo laminar (marca)

• Placaspara EllSA de 96 pozos

• Micropipetas

Reactivos:

• HDL3 (100 ~/mL)

• Buffer HEPES o PBS

• Tri psina

• Azul de Tripano

• 1a,2a(n)-3H colesterol con actividad específica de 40-60 Ctlmmol

• Etanol

• NaOH 0.1 M

• Medio completo

• Unea celular Fu5AH

• SBF(SUero Bovino Fetal)

Procedimiento:

1. Marcar las células Fu5AH.

Colocamos Y2 !la/pozo de 1a2a(n) 3H-COlesterol para las cajas de 24 pozos en tubos de

vidrio estériles

- El 3H Colesterol es evaporado con N2

- Añadir 1 mL de etanol en la campana y cerrar con tapón estéril

Poner 45 a 60 min en baño María 60 "C

Evaporar con Nz

- Añadir 50fll de etanol en la campana

Poner 15 a 30 mino en baño maria a 60 "C
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Preparar el volumen SBF necesario para una concentración final del 5% en el

medio marcado y diluirlo a la mitad con MEM (1 mL caja 24 pozos)

Añadir el SBF al 50% en el tubo conteniendo los 50 IlL de etanol y el 3H colesterol.

Agitar, y dejar 30 mino en baño María a 37°(

Aforar enseguida con MEMpara alcanzar el volumen final deseado

Distribuir el medio radiactivo sobre las células a razón de írnt/pozo

Dejar el medio marcado por 3 días.

2. Preparación de las células para el eñuío.

24h antes del eflujo quitar el medio radiactivo y lavar 3 veces las células con . í mt, de

HEPES, poner MEM+ ASB (albúm ina sérica bovina) a 0.5% (1 mL por pozo).

3. Eflujo

Quitar el MEM+ASB a 0.5%.

Lavar las células con HEPES (1 mt/pozo)

Incubar las muestras diluidas a razón de 1 mL.jpozo para las cajas de 24 pozos.

Colocar un testigo negativo (MEM)

Colocar un testigo positivo (con HDL3 100¡.lgde proteína/mL)

Colocar un testigo intemo (un pool de plasma humano normolipidemico)

Colocar un testigo de carga o tiempo O.

Incubar 4 horas

Recuperar el medio

Lavar 3 veces las células con HEPES (1 mL.jpozo)

Recuperar las células con 1mL de NAOH O.lM por pozo.

La mitad de los volúmenes (500IlL) de medio y 500llL de células son puestos en

frascos y se les agrega 3 mL de líquido de centelleo.

Cálculo del % de eflujo de colesterol.

cpm en el medio X 100
cpm (medio+células)

Donde c.p.rn. son las cuentas por minuto.
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Preparación del medio:

MEM 95%

SBF 7.5%

Glutamina 2 mM

Penidlina 100U/mL

Estreptomidna 100¡.tg/mL

Bicarbonato 2 gIL

Cultivoy mantenimientode lascélulas Fu5AH:

A partir de un frasco de mantenimiento a confluencia

Resembrar según la necesidad:

25 000 células /mL con lmL de medio por pozo para las botellas de 24 pozos de 10mm de

diámetro (la confluencia es obtenida 3 díasdespués).

-Es necesario saber que, en general, una botellade mantenimiento tiene 20 000 ()()() de

células.
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"El hombre encuentra a Dios detrás de

cada puerta que la ciencia logra abrir"

Albert Einstein

Gracias a Dios por permitirme dar este paso,

y también por dejarme descrubrirlo cada

día.

"No existe el amor, sino las pruebas de

amor, y la prueba de amor a aquel que

amamos es dejarlo vivir libremente"

Anónimo

A José, Mary y .Alba: gracias por darme

tantas pruebas de amor. Losamo.

"El amor es lo único que crece cuando

se reparte"

Antaine de Saínt-Exupery

A Conchis y Chanita, mis abuelas, por

repartir su amor con nosotros.

"La idiotez es una enfermedad

extraordinaria, no es el enfermo el que

sufre por ella, sino los demás"

Fran~ois M A Voltaire

Osear, Claus, y Ely, prindpalmente ustedes

que han sufrido por la enfermedad... y

además quiero agradecerles por brindarme

su amistad y compartir susconocimientos.

También gracias a todos los que de una u

otra forma participaron para realizar este

proyecto, compañeros, vecinos de

laboratorio, técnicosy gente de intendencia.

"Escribe en la arena las faltas de tu

arnlqo"

Pitágoras de Samas

A todos mis amigos, espero que si no es en

la arena, escriban mis faltas en el hielo... los

quiero, a pesar del tiempo. Y los que ya no

están en este mundo, seguirán en mi

corazón.

"La verdad es que amamos la vida, no

porque estemos acostumbrados a ella,

sino porque estamos acostumbrados al

amor"
Friedrich W. Nietzsche.

A toda mi familia, y a los que no siendo de

mi sangre, han sido como de mi familia.
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