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I. Generalidades

A. Lipoproteinas

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

lipidos anfipaticos (fosfolipidos y colesterol libre) que se organizan en una monocapa

v

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

Y

lipidos no polares (triacilgliceroles y ésteres de colesterol) se sittiar en el interior de las
lipoproteinas
» proteinas, llamadas apolipoproteinas (apo), las cuales estabilizan la monocapa de
fosfolipidos.
Con esta estructura se garantiza el transporte de colesterol y triacilgliceroles en la
sangre.
Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas:
1) Por su densidad:
a) Qm: Quilomicrones p< 0.94 g/mL
b) VLDL (Very Low Density Lipoproteins): Lipoproteinas de muy baja densidad 0.94
g/mL<p<1.006 g/mL
¢) IDL (Intermediate Density Lipoproteins): Lipoproteinas de densidad intermedia
1.006 g/mL< p < 1.019 g/mL
d) LDL (Low Density Lipoproteins): Lipoproteinas de baja densidad 1.019 g/miL< p <
1.063 g/mL
e) HDL (High Density Lipoproteins). Lipoproteinas de alta densidad , que son
separadas en 2 subclases:
i) HDL,1.063 g/mL< p <1.120 g/mL
ii) HDL31.120 g/mL< p < 1.21 g/mL
2) Por su movilidad electroforética:
a) Lipoproteinas con movilidad o
b) Lipoproteinas con movilidad B
¢) Lipoproteinas con movilidad pre B



3) Por contenido de apoliproteinas:
a) Las que contienen apo A-I: Lp A-1 y Lp A-II. Aqui 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 clasificar segiin su contenido de apo A-1V o de apo E. En el cuadro
1 se presentan las caracteristicas de las lipoproteinas agrupadas segun su densidad.

Las apolipoproteinas (apo) son unidades proteicas unidas por interacciones
hidrofdbicas y por atracciones electrostaticas a los fosfolipidos de las lipoproteinas. Estas
apolipoproteinas son de peso molecular variable, sus funciones son primordialmente
estructurales, también fungen como ligandos de receptores y cofactores de enzimas del

metabolismo de lipidos.



Lipo-

proteina

p de
flotacion
(g/mL)

Patron de

Migracion

Electroforé-

tica

Principales

Apolipopro-

teinas

Diametro

(nm)

& pro-
teina
(%)

T =T

& fosfo-
Lipidos
(%)

& triacilgli-
ceroles
(%)

coles-
terol
(%)

Qm

0.94

Origen

A-l
A-1v
B 48
C-I
C-I
C-III

> 70

1-2

3-6

90-95

1-3

VLDL

1.006

Pre 8

B- 100
C1
C-I
C-III

E

30-70

6-10

15-20

45-65

4-8

IDL

1.019

B lenta

B-100
E

20-30

20

30

35

38

oL

1.063

B-100
E

18-25

18-22

18-24

4-8

50

HDL 2

1.120

HDL 3

1.210

Pre

A-l
A-II
A-lV
C-I
C-1I
C-1I

8-12

5-8

45-55

26-32

22

Cuadro 1. Lipoproteinas agrupadas de acuerdo a densidad de flotacion.

acalculado con respecto a la masa seca expresada en mg. Qm: Quilomicrones. VLDL:
Lipoproteinas de muy baja densidad. IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia. LDL:
Lipoproteinas de baja densidad. HDL: Lipoproteinas de alta densidad.




Las HDL, al igual que las demas lipoproteinas, son compiejos macromoleculares
seudomicelares constituidas por lipidos anfipéticos (fosfolipidos y colesterot fibre), lipidos
no polares (triacilgliceroles y ésteres de colesterol) y por apolipoproteinas. (Fig. 1)

Las HDL son las lipoproteinas que contienen una mayor propordon proteica (45-
55% de su masa seca) y es la apo A-1 su apolipoproteina mas abundante.

La apo A-1 ademds de su funcién estructural en las HDL, es indispensable en el
eflujo de colesterol, que es la primera etapa en el transporte reverso de colesterol (TRC).
También desempefia la funddén de coenzima de la lecitina:colesterol acilo transferasa
(LCAT), enzima clave en el metabolismo de las HDL, como se describe mas adelante.

HDL
Apo A-1

Fig. 1. Representacién de 1a estructura de fas HDL En el nucleo se encuentran los
lipidos hidrofébicos. En la superficie estdn los lipidos anfipaticos y las apolipoproteinas.
Las apolipoproteinas se unen por interacciones hidrofdbicas a los lipidos mds externos y
por atracciones electrostaticas con los fosfolipidos para estabilizar ka seudomicela hipidica.



En funcién de su densidad, las HDL se pueden subdividir en HDL, (1.063<p<1.12
g/mL) y HDL; (1.12 <p<1.21 g/mL). Al separarse por tamanos, mediante electroforesis en
gradiente de poliacrilamida, las dos clases de HDL (HDL; y 3) se subdividen en: HDLz, ¥
HDL,,, con didmetros de 8.8-9.7 nm y 9.7-12 nm respectivamente y en HDL;, de 7.2-7.8
nm, HDL3, 7.8-8.2 nm y HDLs, 8.2-8.8 nm." Las HDL migran en su mayoria dentro de Ia
fraccion o del plasma, por lo que algunos autores las identifican como a-lipoproteinas. Por
su movilidad electroforética en combinacion con su tamafo, se han descrito otras
subfracciones de HDL entre las que destacan las particulas pre-B1. Dichas particulas estan
compuestas esencialmente de fosfolipidos y apo A-I, y tienen una masa molecular de
alrededor de 60 KD. Estas HDL desempefian un papel muy importante en la captacién de
colesterol de las células periféricas.

La concentracién plasmdtica de las HDL se estima generalmente por la medicién
del colesterol contenido en ellas (C-HDL). Este método no garantiza una medicién exacta
de la cantidad de particulas HDL ya que pueden existir pocas particulas HDL en
circulacion, pero enriquecidas en ésteres de colesterol, con lo que se puede sobrestimar su
concentracion. En estas circunstancias, un paciente con concentracion plasmatica de C-
HDL “normal”, no por el niimero de particulas HDL, sino por tener mucho colesterol en
cada una, presenta un factor de riesgo a desarrollar aterosderosis por la alteracion en la
composicién de sus HOL (HDL no funcionales), como ocurre en la deficiencia de la
proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP)?? o en el hipotiroidismo.*



C. Aterosclerosis y HDL

La enfermedad aterosclerosa coronaria, es la segunda causa de muerte en la
poblacion adulta de nuestro pais y la primera causa de mortalidad en la mayoria de los
paises desarrollados.® La OMS predice que las enfermedades cardiovasculares
representaran la principal causa de morbilidad y mortalidad mundial antes del 2010.°

La aterosclerosis es el resultado de una respuesta inflamatoria de la pared
vascular, que posee caracter crénico degenerativo, con formacidn de lesiones focales o
placas, que en fases avanzadas pueden ocluir la luz de los vasos.”

La oxidacion de las LDL es un factor fundamental en la etiopatogenia de la lesién
aterosclerdtica. Las LDL oxidadas participan en procesos clave durante la formacion de la
placa ateromatosa: pueden lesionar directamente el endotelio, alteran el tono vascular,
aumentan la sintesis de moléculas de adhesién para monocitos en el endotelio, inducen la
proliferacion de las CMLV (células de musculo liso vascular) y la sintesis de factores
quimiotacticos. Por efecto de estos factores quimiotacticos, los monocitos atraviesan el
endotelio, y se diferencian a macréfagos. Los macréfagos captan masivamente a las LDL
oxidadas gracias a un receptor scavenger y con ello se transforman en células
espumosas, su acumulo origina fa formacidon de la estria grasa.

~ En el proceso de aterogénesis intervienen multiples factores de crecimiento,
citocinas y otras sustancias producidas por las células endoteliales, las CMLV, los
macréfagos y los linfocitos T. Al interaccionar estos factores, producen una respuesta
fibroproliferativa y la estria grasa evoluciona hasta una placa aterosclerdtica mas compleja

(Fig. 2).



Fig. 2. Esquema de las primeras etapas en la formacién de la placa
ateromatosa. En 20nas donde existe disfuncion endotelial se fadita i infiltracidn de
LDL al espacio subendotelial, donde sufren procesos de modificacién, generando LDL
oxidadas (LDLox). Los monocitos se adhieren al endotelio activado que sobresxpresa
moléculas de adhesion. Los monoditos circutantes, atraidos, penetran en la pared y son
diferenciados a macrdfagos, proceso en el que también intervienen las LDLox. Los
macrdfagos captan LDlox y se transforman en células espumosas. Las células
musculares fisas (CMLV) de 2 media, activadas por citocinas y factores de crecimiento
liberados en Ias lesiones, migran a ta intima y proliferan contribuyendo a k2 evolucién
de 1as lesiones.

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que los niveles bajos de C-HDL
(hipoalfalipoproteinemia) son un factor de riesgo independiente de enfermedad
aterosderosa coronaria. De hecho el C-HDL es cominmente el factor de riesgo lipidico que
mejor correlaciona con e riesgo de aterosclerosis coronaria.*?

la hipoalfalipoproteinemia se define como aquella alteracién donde las
concentraciones plasmaticas de C-HDL estén por debajo de 40 mg/dL, segin el (@timo
panel de expertos para e tratamiento de adultos (ATPIII) del Programa Nadonal de
Educacién sobre el Colesterol (NCEP), de los Estados Unidos. "™ ™

Individuos que poseen bajos niveles de C-HDL se han beneficiado en gran manera
al ser tratados con férmacos hipolipemiantes como estatinas o fibratos. Varlgs estudios
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revelan que hay una asociacion significativa entre los cambios inducidos por los farmacos
(fibrato o estatina) en el C-HDL y una reduccion en la incidencia a EAC.! Por lo anterior, se
puede afirmar que las HDL desempefian un papel directo en la proteccién contra el
proceso ateroscleroso.

Las bajas concentraciones de HDL pueden ser el resultado de una biosintesis
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 situacion fisiopatologica las HDL se sintetizan mas
lentamente.* Este patrén metabdlico se acompana de la presencia de particulas HDL de
mayor tamario, de tipo HDL,, y HDL»"*, respecto a los controles, afectando el transporte

| * descrito mas adelante. Estas anomalias metabdlicas contribuyen a

reverso de colesterol
explicar el alto riesgo de EAC asociado al hipotiroidismo.*

Los niveles bajos de C-HDL no necesariamente son un factor de riesgo
cardiovascular, ya que en casos aislados de hipoalfalipoproteinemias, éstas no se asocian
a un riesgo elevado de enfermedad arterial coronaria (EAC).**** En estos sujetos, se ha
determinado que el catabolismo de las HDL es muy elevado y se asocia con la generacién
de HDL tipo 3c, lo que sugiere una funcén acelerada o una eficiencia mayor de las HDL
pequefias como antiaterosclerosas. En este sentido, Kontush y cols.'® investigaron si las
distintas subclases de HDL se podian diferenciar en base a su capacidad de proteger
contra la oxidacién de LDL. Demostraron que en sujetos normolipidémicos, las
subespecies de HDL mas pequefas y densas presentan una mayor capacidad para
proteger a las LDL de la oxidacidon /n vitro. La proteccion contra la oxidacién de LDL
incrementa en relacién inversa con el tamafio de las HDL.*®

En otras palabras, la cantidad de HDL es importante, pero la eficacia de sus
funciones lo es alin mas. No obstante, se requieren otros estudios para poder discriminar

entre una hipoalfalipoproteinemia proaterogénica de una que no lo es.



1. Metabolismo de las HDL y el transporte reverso de colesterol
TRC).

Uno de los mecanismos por medio del cual las HDL evitarian la formacion de la
placa ateromatosa (Fig. 3), es el TRC que se define como el regreso de colesterol
proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecién o reciclaje.®

La primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol de las células por la subfraccion
pre-B1 de las HDL. Ei eflujo de colesterol de las células hacia las HDL se lleva a cabo
principalmente por una proteina de membrana denominada ABC-Al (A7TP-binding cassette
AI), que utiliza ATP para bombear colesterol y fosfolipidos hacia el exterior de la célula.”’
Las alteraciones en la estructura de esta proteina de membrana son causa de
hipoalfalipoproteinemia aguda conocida como enfermedad de Tanger. Esta enfermedad,
en su forma homocigota, se manifiesta por una concentracién muy baja de C-HDL, a veces
indetectable, hipertriacilgliceridemia moderada y baja concentracion plasmatica de C-LDL.
Estas anomalias se acompanan de hipertrofia de las amigdalas y hepatoesplenomegalia.

Después del eflujo, el colesterol captado por las particulas pre-p1 es esterificado
por la LCAT. Esta esterificacion provoca que el colesterol pierda su condicién anfipatica,
por lo que abandona la superficie de la lipoproteina y se sitGa en el interior de la particula,
aumentdndola de tamano. El colesterol esterificado puede ser intercambiado por
triacilgliceroles provenientes de lipoproteinas que contienen apo B, principalmente VLDL e
IDL. El intercambio de lipidos hidrofdbicos esta facilitado por la CETP. Los triacilgliceroles
de las HDL, son entonces hidrolizados por la lipasa hepatica (LH). Esta hidrdlisis, en
asociacion con la actividad de la proteina de transporte de fosfolipidos (PLTP), disminuye
el tamario de las HDL, transformandolas en HDL; y en particulas pre-B1 gue pueden iniciar

nuevamente el ciclo de captacién de colesterol.



Fig. 3. Transporte reverso de colesterol (TRC). Los acepiores primarios
(particulas prefl 0 HDL; en menor proporcon) captan e colesteral libre (CL)
excedente de Bs células periféricas por: A) contacto simpie con la membrana celudar,
B) por el receptor SR-BI. La incorporacion de colesterol en los aceptores primarios de
colestero! y 13 esterificacion del mismo por la LCAT, originan aumentos progresivos en
&l tamafio de la kpoprobteina (Lp), y generan sucesivamente HDL; y HDL,. B colesterol
estesificado (CE) puede seguir dos nitas: 1) eminarse directamente de la lipoproteina
por un mecanismo en e gue interviene el SR-BI hepético, generando asi HDL de menor
tamaiio capaces de reiniciar el ciclo y 2) por accion de fa CETP, se intercambia por
triadiigliceroles (Tg) provenientes de [as Lp que contienen apo B, principalmente VIDL
e IDL, Hegan asi a higado para su recidamiento o excrecion, gracias al receptor
hepético apo B/E. 2.1) La LH hidroliza los Tg de las HDL captados por la ruta 1). Esta
hidr6lisis en asociacion con la actividad PLTP, regenera los aceplores primarios de
colesterol. 2.2) La particula compieta puede ser intemalizada al hepatodito a través del
receptor hepatico para HDL con generacién de ADP.

El TRC condilia Ia mayor parte de los hallazgos en lo que atafie al metabolismo de
lipidos y los resultados epidemioldgicos, pero no akanza a explicar por qué algunos
sujetos con niveles extremadamente bajos de HDL, como los desaitos previamente, no
padecen de una aterosclerosis prematura.
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En los (itimos afios se han investigado fos procesos mediante kos cuales las HDL
inhiben la aterosclerosis (Fig. 4). Se han sugerido diferentes mecanismos, entre los que se
induye su partidpadon en e TRC vy la capadidad de proteger contra la peroxidacion de
lipidos. Mas redentemente, se ha destrito su facuitad de inhibir la expresidn de moléculas
de adhesién en las odlulas endoteligles,™ asi como actividad profribrinolitica y

Las moléculas de adhesion estdn implicadas en & redutamiento de monocitos
hada la intima arterial, paso dave en la inidadon de la aterosderosis; la capadidad de las
HDL para inhibir la expresion de estas moléculas, tiene daras implicadones en contra e
desarrolio de EAC. ’
procesos de coagulacion y fibrinolisis promueven el desarralio de aterosderosis. También
se ha sugerido que ambos procesos son afectados por las HDL, promoviendo la fibrinolisis
e inhibiendo ta coaguladén.

Fig. 4. Efectos antiaterogénicos de las HDL 1) Inhibicdén de quimiotaxis
promovida por {as LDLox 2) Regufac6n en fa sintesis de adhesinas en e endotetio
vascular 3) Inhibiddn de la oxadacidn de LDL 4) Inhibicidn de a disfuncidn endotefial
inducida por LDLox y apoptosis 5) Estimulacién ded eflujo de colesterol en el macrdfago
6) Inhibicion de fa activacion de plaquetas.
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Como se explicd, el inicio y la progresion de la placa ateromatosa en la pared
arterial dependen de la oxidacion de las LDL mediada por radicales libres, mientras que las
HDL protegen a las LDL de la oxidacion.”

Existen diversos elementos que partidpan en el papel antioddante de las HDL,
como la apo A-l y principalmente una enzima, la paraoxonasa (PON 1).(Fig. 5). La PON 1
pertenece a una familia de genes formada por tres miembros, PON 1, PON2 y PON3. Esta
familia se localiza en el brazo largo del comosoma 7 entre q21.3y g22.1.* LaPON 1 es la
mas estudiada y conodida, a la cual se le atribuye la capacidad de hidrolizar xenobidticos
en el suero humano.

Q191 ()
H133 U
] H248
H114
w280
C 284 —SH
LS4 (M) ==
s
Regién Y , €352
HN hidrofébica
HDL coo™

Fig. 5. Esquema de la estructura primaria de la PON 1 humana. La secuencia de
aminodcidos incluye 2 sitos polimorficos, marcados con == . Se indican ademis, el
puente disulfuro, el residuo sulthidrlo libre, asi como el sitio de unién de la PON 1 a las
HDL.
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La paraoxonasa estd unida fisicamente a las HDL* a través de interacciones
hidrofébicas, y tiene la capacidad de hidrolizar compuestos organofosforados. Su nombre
deriva de la capacidad que tiene para catalizar la hidrolisis del paréoxén, un potente
inhibidor de las colinesterasas, empleado como insecticida.

Ademas de catalizar la hidrdlisis de compuestos organofosforados, la PON 1 elimina
los peroxidos lipidicos, y protege asi contra la acumulacién de LDL oxidadas (Fig. 4). Al
catalizar la eliminacién de los perdxidos asociados a lipoproteinas, la PON 1 da lugar a los
alcoholes correspondientes, inactivos desde el punto de vista de la peroxidacién, de la
quimiotaxis y del proceso inflamatorio en general. La actividad paraoxonasa explica asi, la
relacién inversa entre la paraoxonasa y la aterosclerosis, como lo han demostrado diversos
estudios epidemioldgicos. =%

La PON 1 tiene 2 sitios de unidén para calcio, uno de los cuales es necesario para su
actividad hidrolitica. La quelacién de calcio inactiva a la PON 1 y disminuye su estabilidad,
pero no interfiere con la capacidad de inhibir la oxidacién de LDL.Z

La actividad paraoxonasa y el riesgo de EAC, varia en la pobiacién debido a
factores genéticos o fisiopatoldgicos; en el humano, la PON 1 presenta dos polimorfismos
(Fig. 4), uno en la posidén 54 (metionina/leucina; M/L) y la otra en la posicion
191(arginina/glutamina; R/Q).* Estudios recientes sugieren que el polimorfismo de PON 1
influencia el riesgo de padecer EAC. Ratones carentes de PON 1 son més susceptibles a la
aterosclerosis.? Cuando hay una deficencia de PON 1 combinada con deficiencia de
apolipoproteina E (apo E), se observd un incremento en el desarrollo de aterosderosis.”
Por otro lado, la sobreexpresién de PON 1 redujo significativamente la lesién aterosclerosa
de 2 a 4 veces en los ratones silvestres y en los deficientes de apo E.*

Existe una correlacidn positiva entre la concentracién de apo A-I y la actividad
paraoxonasa.® La cantidad de particulas HDL determina e nimero de moléculas de la
enzima presente en plasma. Siendo la apo A-I un marcador excelente de la cantidad de
particutas HDL, la correladén entre apo A-1 plasmatica y la actividad Paraoxonasa es de
esperarse. Ademas, se ha observado que la cantidad de paraoxonasa presente en las HDL
depende inversamente de la apo A-lI, segunda proteina en abundanca de las HDL.
Ratones transgénicos para apo A-II humana, expresan un tipo de HDL proinflamatorias y
carecen de capacidad para inhibir la oxidacion 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 fosfolipidos presentes en la
lipoproteina®, indicando que la tensién de superficie y la fluidez de la capa de fosfolipidos
de las HDL son fundamentales para su asociacién con la enzima. Estos resultados sugieren
que no cualquier tipo de particula HDL es capaz de transportar PON en plasma y
conducirla al espacio subendotelial en donde desempefa su papel antiateroscleroso.

14



D, Fibratos

A pesar de las evidencias experimentales que apoyan las diferentes funciones
antiaterogénicas de las HDL, no existe adn suficiente informacién para tratar
farmacoldgicamente a la hipoalfalipoproteinemia en prevencién primaria. En la prevencion
secundaria, la intervencion farmacolégica es recomendada, sobre todo si existen
dislipidemias mixtas en e paciente. En esos casos, los fibratos son el tratamiento de
eleccion. '

Los fibratos son farmacos hipolipemiantes, considerados como antiaterosclercsos.
Reducen la concentracién de triacilgliceroles al aumentar su eliminaddn y disminuir la
produccién de algunas de las lipoproteinas que los transportan. Se asocian. con una
elevacién en la concentracién de C-HDL y una disminucién en los niveles de C-LDL.
Aunque la proporcién en & cambio depende de la estructura quimica del fibrato, de las
concentraciones iniciales de las lipoproteinas y de la etiologia de la dislipidemia.**

Los fibratos son agonistas de los PPAR a (receptor activado por proliferadores de
los peroxisomas «), el cual pertenece a la superfamilia de receptores nucleares de
hormonas. Estos factores de transcripcién, modulan la expresiéon de genes, y sus ligandos
naturales son diversos acidos grasos y eicosanoides.

" El mecanismo de activacion de los PPAR o (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 heterodimero con otro receptor nuclear, el receptor del
acido 9-d's retinoico (RXR), activado por su ligando.

En la segunda fase de activacién, & 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). E complejo de PPARa-RXR se une a PPRE
via un domino de dedo de cinc de la proteina. Al unirse a esta secuencia de DNA (PPRE),
que siempre es la misma (AGGTCANAGGTCA), activa la transcripcidn de diferentes genes,
como el de la apo A-1, A-II, C-III y LPL.
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Fig. 6. Mecanismo molecular de los fibratos. El fibrato activa a los PPARa, el
PPARc. activado por su ligando forma un heterodimero con otro receptor nuclear, el 9-
cis-del receptor de dcido retinoico (RXR), activado por su ligando. El complejo PPARx-
RXR reconoce al PPRE, situado en los promotores de distintos genes. Al unirse a esta
secuencia de DNA (PPRE), AGGTCANAGGTCA, activa la transcripcion de diferentes
genes.

El mecanismo de accidon de los fibratos (Fig. 7) incluye 6 acciones diferentes:

1) Inducen la lipdlisis de lipoproteinas ricas en triadigliceroles.

Estos fdrmacos aumentan la eliminaddn de los quilomicrones y sus remanentes, de las
VLDL v de las IDL, los cuales transportan la mayoria de los triadlgliceroles en el plasma.
Esta acdién la realizan al estimular la sintesis y el transporte a la superficie externa de las
células endoteliales de la lipasa lipoproteica (LPL), enzima encargada de degradar los
triacilgliceroles contenidos en estas lipoproteinas. Los PPARa promueven la disminucion de
la produccion de apo C-III, proteina inhibidora de la actividad LPL, que se asocia con el
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riesgo a padecer EAC. Ademas, promueven la sintesis y secrecion de apo C-1I, io que se
traduce en la reduccion de su concentracion en la superficie de las VLDL y facilita la accion
de la LPL sobre las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles. '

2) Inducen la captacion de acidos grasos por el higado.

En roedores, aumentan la captacion de acidos grasos por el higado y su
transformacion en acil Co-A. La activacion de acidos grasos en derivados Co-A es la etapa
iniciadora de la oxidacién de acidos grasos por los peroxisomas en los roedores, y por las
mitocondrias, en humanoas. '

3) Reduccion de la sintesis hepética de triacilgliceroles.

Al estimular la p-oxidacién de los acidos grasos hay una disminuciéon en la
biodisponibilidad de acidos grasos para la sintesis de triacilgliceroles.

4) Estimulacién en la produccién de HDL.

Como ya hemos mencionado, las apolipoproteinas A-1 y A-II son estructurales de las
HDL. Los fibratos aumentan la produccién hepatica de estas dos apolipoproteinas, 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-1 y apo C’s de los quilomicrones y VLDL, favoreciendo la formacién de HDL.

5) Reduccién del intercambio de lipidos neutros (CE y Tg) entre las VLDL y HDL.

En el plasma los triacilgliceroles y los ésteres de colesterol sufren intercambios entre
las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles (VLDL) y las proteinas ricas en colesterol (HDL).
Este intercambio se facilita por la CETP. La disminucién de los triacilgliceroles circulantes
se acompana de una disminucién proporcional en el intercambio de ésteres de colesterol
entre estas lipoproteinas. Asi los ésteres de colesterol se acumulan en las HDL, que
aunado al incremento en las apolipoproteinas A-I y All, elevan los niveles de HDL
circulantes.

6) Mejoran la depuracién de LDL

La hipertriacilglicerolemia se acompaiia de una alteracion en la estructura de iDL,
donde éstas son pequefias y densas.’® Los fibratos facilitan la eliminacién de las
lipoproteinas LDL debido a cambios en su conformacion, hacia LDL de mayor tamaino y
menor densidad, que favorece su unién al receptor-LDL
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Estudios recientes en nuestro laboratorio, demuestran que el tratamiento con fibratos
induce un incremento en e nimero de particulas HDL, principaimente, una elevacién en la
proporcién de HDL de menor tamafio.*

4 ApociIn
: ALPL
VDL LDL
“x\‘\
p R Y sintesis
+ captacién . AcitCo-A ____ B-Oxidacién
Addos grasos
//
Triacligticeroles i r
& & /
I Apo Al
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Fig. 7. Efectos anti-dislipidémicos de los fibratos. Inducen la lip6lisis de lipoproteinas
ricas en macilgliceroles. Esomulan la sintesis y e} transporte a la superficie extemna de las
células endoteliales de la lipasa lipoproteica (LPL). Los PPARa promueven la disminucién
en la producciéa de apo C-1II. Promueven la sintesis y secrecién de apo C-1L. Inducen la
captacién de 4cidos grasos por el higado. Reducen de la sintesis hepitica de
triacilgliceroles, al estimular la B-oxidacién de los dcidos grasos. Estimulan la produccién
de HDL por in mncremento en la produccion hepitica de apo A-I y apo A-11. Reduccion
del intercambio de lipidos neutros (CE y Tg) entre las VLDL y HDL. Asi los ésteres de
colesterol se acummlan en las HDL, que aunado al incremento en las apolipoproteinas A-I
y AlL elevan los niveles de HDL circulantes. Mejoran la depuracién de LDL.
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En conclusion, las HDL poseen diferentes propiedades que confieren proteccion
contra la aterosclerosis, entre las que destaca su actividad antioxidante. Las propiedades
antioxidantes de las HDL dependen en gran medida de fa PON 1 asociada a ellas y la
asociacion entre PON 1 y HDL depende a su vez de la tension de superficie de estas
lipoproteinas. De esta manera, las HDL pequenas tipo 3c son las que tienen mayor
capacidad de asociacion con la PON 1. Por otra parte, los fibratos promueven la sintesis de
HDL y ademas desplazan la distribucion de tamanios hacia la formacion de HDLs..

Todo lo anterior sugiere fuertemente que al existir un incremento de la cantidad de
HDL totales y de la proporcion de HDLs, la actividad paraoxonasa se vera incrementada
en un tratamiento con fibratos, y este efecto es potencialmente antiateroscleroso.
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F. Hipétesis:

El incremento de las HDL circulantes, en particular de las HDL de menor tamafiio,
inducido por el ciprofibrato, provocard 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.

21



1I.Metodologia

Se reclutaron 8 voluntarios, 6 mujeres y 2 hombres, con una edad promedio de 46

anos.
Criterios de inclusién: concentracion de Tg>150 mg/dL, C-HDL<40 mg/dL.
Criterios de exclusién: diabéticos, antecedentes de eventos coronarios previos, estar en
tratamiento con hipolipemiantes o algin farmaco que afecte el metabolismo de lipidos.
A los pacientes se les administré 100 mg de Ciprofibrato/dia durante 6 semanas.

Todos los pacientes aceptaron participar en el estudio y dieron su consentimiento
informado por escrito. El protocolo fue revisado y aceptado por el comité de Etica del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

1) Toma de muestra

A los pacientes se les tomé una muestra de sangre venosa, después de un ayuno
minimo de 12 h, con tubos que contienen activador de codgulo y con tubos que contienen
EDTA.

Se separd el plasma o suero por centrifugacién a 3500 r.p.m. durante 15 minutos. Se
hicieron alicuotas y se conservaron en refrigeracion para la determinacién del perfil de
lipidos o en congelacién (-70°C) para las demas determinaciones.

2) Determinacién de lipidos.

Al plasma se le determind el perfil de lipidos (colesterol total, C-HDL, triacilgliceroles) y
glucosa por métodos enzimaticos colorimétricos comerciales (Boehringer-Mannheim,
Alemania; Menary, Italia). La concentracion de C-LDL se determiné mediante la férmula de
Friedewald.

3) Aislamiento de lipoproteinas.

Se aislaron las lipoproteinas por ultracentrifugacién secuencial a partir de un poo/ de
plasmas normolipémicos para la calibracion de la columna de cromatografia: VLDL(1.006
g/mL) seguidas por las LDL(1.019 g/mL), HDLx(1.120 g/mL) y HDL5(1.21 g/mL). Una vez
separadas, las diferentes fracciones lipoproteicas se dializaron contra una solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS). La técnica se describe a detalle en el apéndice 1.
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4) Cromatografia liquida por exclusion de tamafio (CLET).

Primero se hizo la calibracién de la columna con las diferentes Iipbprotel’nas aisladas,
cada una de ellas se filtré a través de membranas MILLIPORE (0.45 um), y se inyectaron
por separado 300 uL del filtrado, a una columna BioPrep SE 1000/17 (BIO-RAD) acoplada
a un sistema BioLogic Duo Flow (BIO-RAD) de alta presion. El cromatégrafo se maneja
mediante el software BioLogic Duo flow. Con las fracciones obtenidas se determinaron los
perfiles de elucion de colesterol, actividad paraoxonasa y fosfolipidos de cada tipo de
lipoproteina. '

E! suero fresco de los pacientes se filtré e inyectd en la columna como se hizo en la
calibracién. Se colectaron fracciones de 300 uL y se determinaron los perfiles de elucién

ya mencionados (apéndice II).

5) Determinacién de la actividad PON 1.

A cada una de las muestras y de las fracciones se les determind 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 reportd como umoi de p-nitrofenol formado/min/mL
suero, en tanto que la actividad ARE se expresé en nmol de fenol formado/min/mL suero

(apéndice III).

6) Perfil de elucion de lipidos

A cada una de las fracciones separadas por CLET se le determiné la concentracién de
colesterol libre y fosfatidilcolina por métodos enzimaticos-colorimétricos comerciales,
adaptados a placa de ELISA (96 pozos). La densidad dptica de las muestras se determiné
en un lector de placas antes y durante del tratamiento.

7) Eflujo de colesterol.

El eflujo de colesterol se determind con células en cultivo de hepatoma de rata
(Fu5AH), segiin el procedimiento descrito por de la Llera Moya et a/ > (apéndice IV).
Brevemente, se incorpord por adsorcién 2H-colesterol a la membrana citoplasmética de las
células, se eliminé el colesterol no adsorbido, y posteriormente el cultivo se incubd
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durante 4 horas con las muestras de suero de los pacientes. Al término de la incubacion,
se determind la radiactividad presente en el rﬁedio de cultivo vy en las células. Se reportd el
porcentaje de marca presente en el medio (eflujo de colesterol) con respecto a la
radiactividad total.

8) Analisis estadistico.

Se realizé mediante prueba t de Student, pareada. Consideramos estadisticamente
significativo una p< 0.05. Los resultados se reportan como la media + desviacién estandar.
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III1. Resultados
Perfil de lipidos.

El perfil de lipidos se presenta en el cuadro 2. El tratamiento con ciprofibrato
produjo que las concentraciones de triacilgriceroles (Tg) disminuyeran en un 44.8% con
significado estadistico (p< 0.05), la concentracién del colesterol total disminuyd en 11.5%
y el colesterol no-HDL (C-HDL) disminuy6 en un 8.0%, éstos ultimos con p> 0.05. Se hizo
un estudio estadistico mediante la prueba de t de Student. '

Cuadro 2. Perfil de lipidos y actividad PON antes y durante el tratamiento.
Los resultados se presentan como la media + desviacién estandar. C= colesterol. C no-
HDL= colesterol no HDL, p-NF= sustrato para-nitrofenol. Se realizd fa prueba t de
Student, n=8, p<0.05.

Pardmetro Antes del tratamiento Durante el tratamiento
Promedio +tDE Promedio + DE
C-total (mg/dL) 210.3+416 186.1 +35.7
C no-HDL (mg/dL) 129.0+ 41.6 118.6 £ 29.2
Tg (mg/dL) 264.9 £ 97.9 146.1 £ 29.7
Actividad PON 182.1 +58.7 196.9 £ 46.8

(nmol p-NF/min/mL suero)
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La Fig. 7 representa el comportamiento individual del colesterol de HDL antes y
durante el tratamiento. Como puede observarse seis de los pacientes aumentaron su
concentracion de C-HDL, uno se mantuvo con la misma concentradén, mientras que uno
disminuy6. En promedio, el C-HDL presentd una tendencia a aumentar, en un 13.5 %, de
38.8 £ 5.4 mg/dL a 44 + 11.3 mg/dL (p=0.055).

C-HDL antes y durante ef tratamniento

0
]

60 1 Px1
%5"1 N s
g o _ T e

0 Px 8

10 1

0 . .

Antes Durante

Fig. 7 Determinacién de C-HDL antes y durante el tratamiento. Hubo una
tendencia al incremento en la concentracién promedio de C-HDL durante e tratamiento
con ciprofibrato (p>0.055).
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A nuestro conocimiento, en este trabajo se empled por primera vez una columna
BioPrep SE 1000/17 (BIORAD), que consiste en una columna de cromatografia liquida por
exclusion de tamario, para separar a las lipoprotemnas. Por lo tanto en fa primera etapa se
realizd la calibracion de la columna para determinar en qué fraccones eluyen las
lipoproteinas. En la Fig. 8 se presentan los perfiles de elucén de las lipoproteinas puras
(VLDL, LDL, HDL) asodiada a los diferentes volimenes de elucidn. Se muestra en € eje de
las ordenadas la densidad Sptica a la longitud mdxima de absorcién, y en el eje de las
abscisas se presentan las fracciones expresadas como volumen de elucién en mililitros.

Perfll de elucién de lipoproteinas puras
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Fig. 8 Calibracién CLET. Perfil de elucién de las lipoproteinas puras. Los volimenes
de elucion de las lipoproteinas fueron: VLDL 3.64.8 mL, LDL 4.4-6.0 mL y HDL 5.2-8.8
mL.
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A las fracdones colectadas por CLET se les determind la concentracdén de
colesterol y como se puede observar, durante el tratamiento (Fig. 9) hay una disminuddén
del 7.3 % en el promedio del colesterol de los 8 pacientes (3.2 £ 3.5 vs 2.9 £ 2.9 p= 0.3).
Se nota una distribucion diferente de este colesterol a lo largo de las distintas fracciones
lipoproteicas, durante el tratamiento la cantidad de colesterol unido a las fracciones VLDL-
LDL disminuyd, mientras que el colesterol unido a las fracciones correspondientes a las
HDL se incrementd, como se habia determinado en el perfil de lipidos.
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Fig. 9 Perfil de elucién de colesterol promedio de los 8 pacientes antes y
durante el tratamiento. El colesterol promedio disminuyd durante el tratamiento,
pero la distribucién es diferente en las distintas fracciones lipoprotéicas. Durante ef
tratamiento se observa una disminucién del C no-HDL mientras que el colesteroi que
eluye en la fracci6n HDL tiende a aumentar.
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Posteriormente se realizé la determinaddn de la concentracién de fosfolipidos a fo
largo de las diferentes fracciones. Antes del tratamiento hay una mayor concentracién de
fosfolipidos en las fracdones VLDL-LDL. Durante el tratamiento, la concentracion de
fosfolipidos se distribuye en las fracciones VLDL-LDL (Fig. 10).
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Fig. 10 Perfii de elucién de fosfolipidos. Distribucién de fosfolipidos, promedio de
los 8 pacientes. Hubo un incremento en fa proporcion de fosfolipidos unida a fas HDL
durante el tratamiento con ciprofibrato.

Proporcionalmente e incremento de fosfolipidos en la freccidn HDL es mds
Importante que lo observado con e colesterol, por lo que se decidid realizar e eflujo de
colesterol. En el eflujo de colesterol con las células FuSAH en cultivo, se observd un
incremento durante el tratamiento con dprofibrato aunque no es significativo. Antes del
tratamiento hubo un 14.7 + 4.9 % de transferencia y durante &l tratamierito 15.6 + 5.5 %.
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A continuacién, determinamos la actividad enzimédtica. En el suero total antes del
tratamiento la actividad ARE presentd una tendencia a disminuir. Antes del tratamiento
hubo una actividad ARE de 125.2 + 46.8 umol fenol/ min/ mL suero contra 95.4 + 34.4
umol fenol/ min/ ml. suero durante el tratamiento.

El suero de cada paciente fue separado por CLET y se le determind la actividad
ARE a las fracciones colectadas. Se observd una distribucion imegular de la actividad a lo
largo de las distintas fracciones lipoprotéicas, antes del tratamiento (Fig. 11).
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Fig. 11 Pesfil de eludén de actividad ARE antes del tratamiento. La actividad
se encuentra distribuida de manera imegular a lo largo de las fracciones
correspondientes a VLDL, LDL y HDL.
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Durante el tratamiento se observa (Fig. 12) que existe una mayor asociacion de la
Pareoxonasa a las fracciones correspondientes a las HDL de menor tamaio. La
distribucién de la PON 1 se asodia Unicamente a las fracciones comrespondientes a las HDL.
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Fig. 12 Petfil de eludén de la aclividad ARE durante el tratamiento.
Distribucion de la actividad durante e tratamiento con ciprofibrato, la actividad PON 1
se asodia de manera homogénea a las fracciones HDL de menor tamaiio.
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A. Discusion

En el presente trabajo pusimos de manifiesto que el ciprofibrato induce una
asociacion preferencial de la enzima PON 1 a las HDL de menor tamario, a pesar de que
la actividad en suero de la enzima no se modifica por el tratamiento.

En la hipdtesis del trabajo se propuso que el incremento que induce el
ciprofibrato en la concentracién de C-HDL? tendria como consecuencia, un aumento en
la actividad sérica de PON 1. Esta idea, se fundamentd en la capacidad que tienen las
HDL de reclutar a la PON 1 de la membrana de los hepatocitos®, la PON 1 se sintetiza
en los hepatocitos y queda anclada a la membrana celular por medio interacciones
hidrofébicas®* y es entonces captada especificamente por las HDL.? Por lo tanto,
esperabamos que al aumentar la concentracién de particulas HDL por efecto del
ciprofibrato, la PON 1 anclada a los hepatocitos seria captada en mayor proporcidn.
Como consecuencia de un mayor reclutamiento de la enzima, aumentarian de manera
significativa sus concentraciones plasmaticas.

Nuestros resultados indican que existe una tendencia 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 incrementd 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 determind por paraoxdn
(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 paraoxén?*, asumimos a partir de nuestros resultados que el ciprofibrato
" tiende a disminuir la cantidad de PON 1 en circulacién. Para tratar de explicar este
resuitado, planteamos tres posibles razones:

1) El aumento de C-HDL no se debe a un aumento en el nimero de particulas, sélo al
contenido de colesterol en ellas durante el tratamiento. Al no haber un incremento en
el nimero de particulas aceptoras, no habra un mayor reclutamiento de la enzima.

A partir de resuitados de nuestro laboratorio que indican que el ciprofibrato aumenta el
numero de particulas HDL, podemos descartar esta posibilidad; el aumento de C-HDL
se asocia a un incremento en la concentracion de la apo A-I plasmatica, pero ademas
modifica la estructura de la particula. Tales modificaciones se manifiestan por el
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desplazamiento de la distribucidn de tamarios de las HDL hadia las particulas de menor
tamafio, tipo 3c, en detrimento de las HDL. Sabiendo que las HDL pequefias se
estructuran con 2 unidades de apo A-I*® mientras que las particulas grandes se
estructuran con al menos 4 unidades, se deduce que el ciprofibrato aumenta el nimero
de particulas HDL.

2) Los hepatocitos no tienen una reserva de la enzima en su membrana ni sintetizan
una mayor cantidad de PON 1%*. 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 disminucion en I3 sintesis de la PON
1 por efecto directo del ciprofibrato.

Por lo tanto, si la reserva de PON 1 no existe, y ademas, no aumenta su sintesis con el
ciprofibrato, entonces esto explicaria que no exista un incremento en la actividad PON 1
sérica durante el tratamiento.

Esta explicacion sélo se puede rechazar a la luz de los estudios cinético-metabdlicos
que se discuten a continuacién.

3) La PON 1 se reduta del hepatocito a mayor veloddad pero se incrementa su
catabolismo.

Como ya mencionamos, el ciprofibrato aumenta la cantidad de particulas HDL,
resultado del incremento de las apolipoproteinas A-1 y A-I1.*° Por io tanto, es posible
pensar que hay un mayor recdlutamiento de la PON 1 hepdtica, lo que corresponderia a
un aumento en el nivel de PON 1 circulante. Sin embargo, el ciprofibrato también
incrementa el catabolismo de las HDL*® y muy probablemente de la PON 1. Esta
propuesta se fundamenta en las evidencias de que la PON 1 se asocia fisicamente a las
- HDL y que las HDL se pueden catabolizar por internalizacion de la particula completa al
hepatocito * incluyendo la PON 1.

Es asi que el hipercatabolismo de las HDL limitaria el incremento de ia PON 1
circulante, que deberia notarse, en el aumento de la sintesis de particulas HDL
pequenas durante el tratamiento con ciprofibrato. Esta propuesta es congruente con la
tendencia que tiene la actividad PON 1 a disminuir con el farmaco, tanto en nuestro
estudio como en reportes previos.” Para comprobar la hipétesis de que existe un
hipercatabolismo de la PON 1 durante el tratamiento con ciprofibrato, se pueden
realizar los estudios cinético-metabdlicos de la enzima.
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Con base en nuestros resuitados, podria 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 €l fibrato puede ser benéfico; a
mayor tasa de recambio, menor es el tiempo de residencia de la PON 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?, y en ese sentido
€l ciprofibrato tendria efectos favorables. Estudios de estabilidad de la enzima a lo largo
del tiempo demostrarian la veracidad de esta propuesta.

Otros resultados importarites de este trabajo son los que demuestran una mejor
asociacién de la PON 1 con las HDL de menor tamafio. Las determinaciones que se
realizaron mediante CLET, nos permiten observar el comportamiento de la actividad
PON 1; antes del tratamiento se distribuye de manera irregular, mientras que durante
la administracidén del ciprofibrato, la actividad PON 1 se asocia de forma homogénea a
las fracciones HDL de menor tamafio. Estos resuitados son congruentes con reportes
previos acerca del potencial antioxidante de las HDL; a menor tamafio, mayor la
capacidad de evitar la oxidacién de las LDL in vitro, reforzando de esta manera, la
hipétesis de que las HDL pequefias son las que tienen mayor poder antiateroscieroso.'®

En cuanto a los fosfolipidos, proporcionalmente el incremento en la fraccién HDL
es més importante que lo observado con el colesterol, sugiriendo que las particulas se
enriquecen en fosofolipidos después del tratamiento. En este sentido, Jian et 8/ ** han
demostrado que los fosfolipidos-HDL aumentan la capacidad de la lipoproteina de
captar el colesterol excedente de las células. Por {o anterior, decidimos realizar este

- ensayo.

Se ha desaito que las particulas HDL pequenias son las fracciones que
promueven mejor el eflujo de colesterol. En vista del incremento en la proporcidn
relativa de HDL;. reportado por nuestro laboratorio durante el tratamiento con
ciprofibrato y de su enriquecimiento con fosfolipidos, esperabamos un incremento en el
porcentaje de efiujo 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 FuSAH, aunque éste, no tiene significado estadistico.
En contraste, Guerin et a/ ¥ encontraron un incremento significativo del 13 % en &l
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eflujo de colesterol durante el tratamiento con ciprofibrato. Las poblaciones incluidas en
nuestro estudio y en el de Guerin son comparables a nivel de perfil de lipidos y
porcentajes de cambios en el mismo durante el ciprofibrato. Existen algunas
diferencias, como el género y la edad promedio de los pacientes. No obstante, estos
parametros no son suficientes para explicar la falta de significado estadistico 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
disminuyé el C-HDL, mientras que en el grupo de inclusion de Guerin ef @/, no se
conoce si existe este fendmeno porque sélo reportan los promedios grupales

En resumen, en el presente trabajo demostramos que a pesar del incremento
del C-HDL que induce €l ciprofibrato, la actividad PON 1 tiende a disminuir durante el
tratamiento. Este efecto se acompana de una asociacién mas homogénea de la enzima
a las HDL de menor tamafio. Los efectos pro- o anti-ateroscierosos de comportamiento
de la PON 1 durante el tratamiento con ciprofibrato, deben ser explorados en estudios
posteriores.
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V. Apéndices
Apéndice I

Aislamiento de lipoproteinas mediante ultracentrifugacién secuencial.

Plasma fresco, que se obtuvo después de un ayuno de al menos 12 horas, en tubos con
K.EDTA de 7.2 mg. (BD Vacutainer) con capacidad para 4 mL.
Equipo y material:
¢ Ultracentrifuga Beckman Optima™ TLX 120 000 r.p.m.
+ Rotor para ultracentrifuga Beckman TLA 110, 110K r.p.m. ‘
¢ Tubos para centrifuga de policarbonato Beckman 13X 56 mm, con capacidad para
3.2mL.
Reactivos:
+ KBr en cristales (Técnica Quimica).
+ Soluciones de KBr de diferentes densidades, 6= 1.006, 6= 1.019, 8= 1.063, 6=
1.21, 5= 1.25 g/mL.
+ Amortiguador de fosfatos (PBS).

Procedimiento:

1. El plasma fresco obtenido del tubo correspondiente se ajusta con KBr sdlido a las
diferentes densidades, segun la lipoproteina 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 solucidon de densidad
correspondiente a la lipoproteina a aislar.

3. Se centrifuga a 110 000 r.p.m. a 10°C, el tiempo es de acuerdo a la lipoproteina que se
vaya a aislar.

4, Las lipoproteinas aisladas flotan y se recuperan por aspiracién.

5. Se lavan con la solucién de densidad indicada, segun {a lipoproteina. Y se centrifugan.
6. Una vez lavadas, se recuperan y se transfieren a una membrana de dialisis (Spectra/Por
®).
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9. Las lipoproteinas se dializan contra amortiguador PBS, durante 3 dias (cambiar la
solucién cada 8 h aproximadamente).

lipoproteina|s * flotacion 5 SIn. KBr|s sin. KBr de lavadolt § céntrifugacic’)n
VLDL 0.94<5<1.006 [1.006 1.006 105
LDL 1.006<5<1.019|1.019 1.019 105
IDL 1.019<8<1.063|1.063 1.063 130
HDL » 1.063<8<1.120(1.12 1.21 155
HDL ;3 1.120<8<1.210|1.21 1.25 155

*La densidad se expresa en g/mL. 5El tiempo se expresa en minutos.

Preparacién de soluciones y amortiguadores:
¢ Amortiguador de fosfatos 10 mM, pH=7.4
NaH,PO, 0.287 g
NaHPO,~ 1.122g
NaCl 8.76 g
H0O cbp 100 mL

¢ Soluciones de KBr de diferentes densidades, pH=7.4
Todas contienen 0.1 g/L EDTA, y se disuelven en 1 L de H,O (desionizada)

solucién | g KBr cristal
1.006 |[9.0 * %Nd
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 81 a una 82, se le afiade KBr sdlido, seglin los gramos que se
calculen mediante la férmula. Nota: la condicidn es que 51<52.

g KBr= _Volumen inicial(§2-81)
1- (82 X 0.312)
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Para pasar de un plasma de una 81 a una 82, el volumen de solucién diluyente se calcula
con la formula. Nota: la condicién es que 82>81, siendo 51 la densidad del plasma o solucién y 52

la densidad del plasma o solucién deseada.

Vol. sol. diluyente =-_Yolumen inicial(52-51)
8sol. Diluyente - 8 2

La solucion diluyente, es una solucion de NaCl de §=1.006 g/mL.
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La muestra es suero fresco y filtrado.
Equipo y material:
¢ Filtros Swinnex-13 de MILLIPORE
+ Membranas tipo HV para filtro MILLIPORE de 0.45 um.
+ Sistema de cromatografia Bio Logic Duo Flow de BIO RAD (Fig. 13).
o Columna Bio-Prep SE1000/17, Pmax 430 P.S.1./30 Bar
Reactivos y amortiguadores:
¢ Amortriguador ARE para CLET
Procedimiento:
1. Se inyectan 300 pl la muestra en la vélvula de entrada del CLET.
2. La muestra pasa por la columna y luego al colector que la dispensa fraccionada.
3. Las fracciones se colectan en tubos Eppendorff para su tratamiento.

Preparacion del amortiguador ARE

Conc. (mM) Masa (g)
Tris 10 0.303
CaCl, - 2 0.074
NaCl 1000 14.63
HO cbp 250 mL

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

-
) Véhia
= de
/ ,‘ inyaccidn
Detector UV
Colector
FLEEE I L]
uis[s u);
D000 ]
Doog

Fig. 13 Diagrama de CLET.



Apéndice III
Determinacion de actividad PON y ARE

La muestra es suero fresco o congelado a -70°C. A la muestra se le haran diluciones
diferentes de acuerdo al tipo de sustrato.
Equipo y material:

¢ Espectrofotometro UNICAM

+ Celdas (policarbonato y cuarzo)
Soluciones y amortiguadores:

+ Amortiguador PON

¢ Amortiguador PON-NaCi

+ Amortiguador ARE

+ Dietil p-nitrofenil fosfato

¢ Fenilacetato
Procedimiento:
1. Preparar los sustratos.
2. Hacer la dilucién correspondiente a las muestras:
Diluir fa muestra 1:2 con eserina 10™°M para actividad PON y PON NaCl, excepto cuando la
muestra proviene de las fracciones de suero de la columna CLET, la muestra se afiade sin
dilucién.
Diluir la muestra 1:4 en buffer ARE, excepto cuando son fracciones de la columna CLET,
la muestra se diluye 1:2 con buffer ARE.

ACTIVIDAD PON BASAL
Poner 25ulde la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato PON
Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética.
Seguir la cinética ¢/30 seg. por 3 minutos a A=412 nm

ACTIVIDAD PON-NaCl
Poner 25uL de la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato PON-NaCl
Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética.

Seguir la cinética ¢/30 seg. por 3 minutos a A=412 nm
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ACTIVIDAD ARE
Poner 10uL de la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato ARE
Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética. '
Seguir la cinética ¢/30 seg. por 3 minutos a A=270 nm

*usar celda de quarzo

Preparacion de amortiguadores y sustratos:

Amortiguador PON

Glicina 50 mM 0.375¢g
CaCl; 1 mM 0.011g
H,0O cbp 100 mL
Ajustar a pH=10 con NaOH

e Amortiguador PON-NaCl
Glicina 50 mM 0.375¢g
CaCl, 1 mM 0.011 g
NaCl 1 M 5.844 g
H.O . cbp 100 mL
Ajustar a pH=10 con NaOH

e Amortiguador ARE
Tris 20 mM 0.315¢
CaCl, 0.9 mM 0.010 g
H:0 cbp 100 mL

Ajustar a pH= 8 con HCl

Nota: Los sustratos se prepararan 15 min. antes de realizar la determinacion. Mantener en

frio (=4° C) y proteger de la luz.
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e Sustrato PON basal

Agregar 3plL de paraoxon en 10 mL de buffer PON
e Sustrato PON-NaCl

Agregar 3pulL de paraoxon en 10 mL de buffer PON ~NaCl
e Sustrato de ARE

Agregar 1.27 ulL de fenilacetato en 10 mL de buffer ARE

Célculos de la actividad enzimatica

Actividad PON y PON-NaCl ( nmol p-nitrofenol/min/mL suero)
€ paraoxon= 18 290 M'cm!

Actividad = (g(:_mn X 107 X dilucién muestra

Actividad ARE (pmol fenol/min/mL suero)
& fenilacetato=1310 M'cm™

Actividad = (301 (A DOD) 5 105 dilucién muestra
€

dilucién muestra, es el inverso de la dilucién tal que, si la muestra se diluyé 1:5, se
tomara como factor 5, y de la misma forma en las diferentes diluciones.
Nota: La muestra del suero se diluyd 1:2.
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Apéndice 1V

EFLUJIO DE COLESTEROL

La muestra puede ser suero o plasma diluido al 2.5 % v/v con MEM(Medio minimo
esencial de Eagle).
Equipo y material:
+ Campana de flujo laminar (marca)
+ Placas para ELISA de 96 pozos
¢ Micropipetas
Reactivos:
¢ HDL; (100 pg/mL)
+ Buffer HEPES o PBS
¢ Tripsina
¢ Azul de Tripano
¢ 13,23(n)-*H colesterol con actividad especifica de 40-60 C/mmol
+ Etanol
¢ NaOHO0.1 M
. ¢ Medio completo
+ Linea celular FuSAH
+ SBF (Suero Bovino Fetal)
Procedimiento:
1. Marcar las células FuSAH.
Colocamos V2 uCifpozo de 1323(n) *H-Colesterol para las cajas de 24 pozos en tubos de
vidrio estériles
- El *H Colesterol es evaporado con N,
- Afadir 1 mL de etanol en la campana y cerrar con tapén estéril
- Poner 45 a 60 min en bafio Maria 60 °C
- Evaporar con N,
- ARadir 50ulL de etanol en la campana
- Poner 15 a 30 min. en bafic maria a 60 °C
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- Preparar el volumen SBF necesario para una concentracion final del 5% en el
medio marcado y diluirlo a la mitad con MEM (1 mL caja 24 pozos)
- Afiadir el SBF al 50% en el tubo conteniendo los 50 pL de etanol y el *H colesterol.
- Agitar, y dejar 30 min. en bafio Maria a 37°C
- Aforar enseguida con MEM para alcanzar el volumen final deseado
- Distribuir el medio radiactivo sobre las células a razén de 1mL/pozo
- Dejar el medio marcado por 3 dias.
2. Preparacion de las células para el efiujo.
24h antes del eflujo quitar el medio radiactivo y lavar 3 veces las células con 1mL de
HEPES, poner MEM+ ASB (albimina sérica bovina) a 0.5% (1 mL por pozo).
3. Eflujo
- Quitar el MEM+ ASB a 0.5%.
- Lavar las células con HEPES (1 mL/pozo)
- Incubar las muestras diluidas a razén de 1 mL/pozo para las cajas de 24 pozos.
- Colocar un testigo negativo (MEM)
- Colocar un testigo positivo (con HDL; 100ug de proteina/mL)
- Colocar un testigo interno (un pool de plasma humano normolipidemico)
- Colocar un testigo de carga o tiempo 0.
- - Incubar 4 horas
- Recuperar el medio
- Lavar 3 veces las células con HEPES (1 mL/pozo)
- Recuperar las células con imL de NAOH 0.1M por pozo.

La mitad de los volimenes (500uL) de medio y 500uL de células son puestos en
frascos y se les agrega 3 mL de liquido de centelieo.
Calculo del % de eflujo de colesterol.

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

Donde ¢.p.m. son {as cuentas por minuto.
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Preparacion del medio:

MEM 95%

SBF 7.5%

Glutamina 2 mM

Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL
Bicarbonato 2 g/L.

Cultivo y mantenimiento de las células FUSAH:

A partir de un frasco de mantenimiento a confluencia

Resembrar segun la necesidad:

25 000 células /mL con 1mL de medio por pozo para las botellas de 24 pozos de 10mm de
diametro (la confluencia es obtenida 3 dias después).

-Es necesario saber que, en general, una botella_de mantenimiento tiene 20 000 000 de

células.
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“El hombre encuentra a Dios detras de

cada puerta que la ciencia logra abrir”
Albert Einstein

Gracias a Dios por permitirme dar este paso,
y también por dejarme descrubrifo cada
dia.

"No existe el amor, sino las pruebas de
amor, y la prueba de amor a aquel que
amamos es dejarlo vivir libremente”

Andnimo

A José, Mary y Alba: gracias por darme
tantas pruebas de amor. Los amo.

“El amor es lo Unico que crece cuando

se reparte”
Antoine de Saint-Exupery

A Conchis y Chanita, mis abuelas, por
repartir su amor con Nosotros.
“La = idiotez es wuna enfermedad
extraordinaria, no es el enfermo el que
sufre por ella, sino los demas”

Frangois M A Voltaire

Oscar, Claus, y Ely, principalmente ustedes
que han sufrido por la enfermedad... y
ademas quiero agradecerles por brindarme

su amistad y compartir sus conocimientos.

También gracias a todos los que de una u
otra forma participaron para realizar este
vecinos de

proyecto,  companeros,

laboratorio, técnicos y gente de intendencia.

“Escribe en la arena las faltas de tu
amigo”
Pitagoras de Samos

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
estan en este mundo, seguirdn en mi

corazén.

“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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