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1. RESUMEN

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la primera causa de mortalidad en los
paises desarrollados y es la segunda causa de muerte en la poblacién adulta en nuestro
pais, después de la diabetes mellitus (DM).

Estudios epidemiolégicos han demostrado una correlacion inversa entre las
concentraciones de colesterol de HDL (C-HDL) y la incidencia de desarrollar EAC, la
cual se ha tratado de explicar por el papel que juegan las HDL en el transporte reverso
del colesterol (TRC).

La rosiglitazona, un antidiabético oral y agonista de los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARY), es capaz de modificar la densidad de carga de
superficie (Cd) y no modificar la tasa de catabolismo fraccional (FCR) de las HDL,
sugiriendo que tiene efecto sobre el metabolismo de estas lipoproteinas; sin embargo,
los mecanismos moleculares aun no han sido bien establecidos.

Para determinar si la rosiglitazona tiene un impacto directo sobre el metabolismo, la
composicion, la estructura y la densidad de carga de superficie (Cd) de las HDL se
administré el farmaco por via oral a dosis de 0.32 mg/Kg de peso durante 8 semanas a
conejos macho (3.5-4.0 kg) de raza Nueva Zelanda. Se realiz6 una cinética metabdlica

'2%)). Los resultados muestran

de A-l de HDL, utilizando un marcaje exdégeno con yodo (
que el tratamiento con rosiglitazona no incrementa los niveles plasmaticos del C-HDL vy
no modifica la tasa de catabolismo fraccional (FCR) en comparacién con el grupo
control (0.03+0.004 vs 0.026+0.006 h™").

La determinacion de la densidad de carga de superficie de las HDL por medio de una
electroforesis en gel de agarosa, mostré un incremento en la Cd de HDL de conejos

tratados con rosiglitazona del 17.66% en comparacion con la carga de las HDL antes

del tratamiento (14.1+6.3 vs 12.0+3.9 x10° esu/cm?; p<0.05)



La separacion por tamafios de HDL a través de electroforesis en gel de poliacrilamida
con gradiente de concentracién 3-30% (PAGE), mostré6 que el tratamiento con
rosiglitazona disminuye en un 23% (38.9+12.7vs 50.6+12.0; p<0.05) la proporcion de
particulas HDL,y, e incrementa las HDL3; en un 95% (3.912.8 vs 2.0£1.5 ; p<0.05) en
comparacion con el pretratamiento.

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento con pioglitazona
incrementa la FCR de las HDL. En el presente estudio, el tratamiento con el mismo
farmaco disminuyé la Cd de HDL de conejos un 36.3% en comparacion con la carga de
las HDL antes del tratamiento (7.8+1.4 vs 12.2+1.2 esu/cm?; p<0.05)

Por lo tanto, el aumento en la carga de superficie concomitante a un FCR de las HDL
que no se modifica por el tratamiento con rosiglitazona, sugiere que la Cd de las HDL es
un factor determinante en la velocidad de catabolismo de la apo A-l de las HDL. A estos
resultados, se asocia un enriquecimiento en el contenido de fosofolipidos y apo- Al por
lo que la composicién quimica y estructural de las HDL también podria jugar un papel
importante en la densidad de carga y el metabolismo de estas lipoproteinas. En
resumen, el tratamiento con rosiglitazona modifica el tamafo, composicién y densidad
de carga de las HDL, pero no altera el catabolismo de estas lipoproteinas. Estas
modificaciones sugieren que la carga de superficie puede ser un factor determinante en
la velocidad de eliminacién de las HDL. Esta propuesta debe ser demostrada

especificamente en estudios posteriores.



2. ANTECEDENTES

2.1 LIPOPROTEINAS

Los lipidos son moléculas relativamente insolubles en agua. Por este motivo, para ser
transportadas en la sangre desde su lugar de sintesis hasta su destino final, forman
complejos macromoleculares y pseudomicelares con proteinas. Estos complejos
reciben el nombre de lipoproteinas (Lp).

Las lipoproteinas (Fig.1) estan constituidas de un nucleo de lipidos no polares
(triacilgliceroles y ésteres de colesterol), rodeadas de una mezcla de lipidos anfipaticos
(fosfolipidos y colesterol libre), y por proteinas llamadas apolipoproteinas que

estabilizan el complejo macromolecular.

.' Fosfolipidos
@ Colesterol libre

---—. Esteres de colesterol
s 4 Triacilgliceroles

. Apolipoproteinas

Fig. 1. Esquema general de la composicién de las lipoproteinas. Se muestran los lipidos
hidrofébicos del ndcleo, en su superficie los lipidos anfipaticos y las apolipoproteinas que

estabilizan a la lipoproteina.



2.1.1 COMPONENTES DE LAS LIPOPROTEINAS

2.1.1.1. LIiPIDOS

Los lipidos son moléculas de origen bioldgico solubles en disolventes organicos, y muy
poco solubles en agua. Presentan gran diversidad de estructuras y funciones, ademas
de formar parte de las lipoproteinas plasmaticas y de las membranas. Algunas de sus
funciones son: participar como cofactores enzimaticos, agentes emulsionantes, como
fuente de energia y formar parte de la estructura de hormonas y de mensajeros
intracelulares. Los principales lipidos en el plasma humano son el colesterol, los
fosfolipidos, los triacilgliceroles y los acidos grasos.

2.1.1.2 APOLIPOPROTEINAS

Las apolipoproteinas son el componente proteico de las lipoproteinas y tienen la funcién
de estabilizar la pseudomicela lipidica, mediante uniones no covalentes entre los lipidos
que conforman al complejo macromolecular.

Estos polipéptidos son de peso molecular variable, actian como ligandos de receptores
y como cofactores de enzimas del metabolismo de los lipidos. Las diferentes
apolipoproteinas y sus principales caracteristicas se resumen en el Cuadro 1 [1].

2.1.2. CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se han clasificado de acuerdo a su densidad de flotacion, a su
movilidad electroforética y a su contenido en apolipoproteinas.
Las caracteristicas de movilidad electroforética y de composicion quimica de las

lipoproteinas se detallan en el Cuadro 2 [2].



CUADRO 1. CARACTERISTICAS DE LAS APOLIPOPROTEINAS

SITIO DE

Apo LOCALIZACION SINTESIS FUNCION
Intestino Principal componente de las HDL,
A-l HDL, Qm , activador de LCAT, estimula el eflujo
Higado
del colesterol.
Al HDL Intestino Principal proteina componente de
Higado HDL, inhibidor de LH y de la LCAT.
Activador de LCAT, modulador de
A-IV HDL, Qm Intestino LPL y estimula el eflujo de
colesterol.
B-100 VLDL, LDL Higado Ligando para receptor de LDL.
B-48 Qm Intestino Proteina estructural de los Qm.
. Activador de LCAT, inhibe Ia
Cl HDL, VLDL, Qm Higado captacion hepatica de Tg.
, Activador LPL, inhibicion de la
C-li HDL, VLDL, Qm Higado captacion hepatica de Lp-apo B-100.
C-lllp12 | HDL, VLDL, Qm Higado Inhibidor de la LPL.
Ligando de receptor de LDL y de
Ezsa4 VLDL, HDL Higado residuos de Qm, estimula el eflujo

de colesterol.

Tg: Triacilgliceroles,

HDL: Lipoproteinas de alta
Lipoproteinas de baja densidad, VLDL: Lipoproteinas

densidad, Qm: Quilomicrones, LDL:
de muy baja densidad, LCAT: Lecitina:

colesterol aciltransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa hepatica.

o De acuerdo a su densidad de flotacién se conocen cinco clases de lipoproteinas:

a) Quilomicrones (Qm)

Son las particulas de mayor tamano (>70 nm) y las de menor densidad (d<0.94

g/mL), con respecto al resto de las otras lipoproteinas. Tienen un alto contenido

en triacilgliceroles y sus apolipoproteinas son: B-48, A-l, A-ll, A-IV, C-I, C-II, C-llI

y E.




Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, Very Low Density Lipoproteins)
Su tamafo varia desde 30-70 nm y su densidad estd comprendida en un
intervalo de 0.94 a 1.006 g/mL. Contienen principalmente triacilgliceroles, apo B-
100, C-I, C-II, C-lll y E.
Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermedie Density Lipoproteins)
Su tamafo varia desde 20-30 nm y su densidad esta comprendida en un
intervalo de 1.006 a 1.019 g/mL. Estas particulas contienen colesterol vy
triacilgliceroles, apo B-100, C-I, C-Il, C-lll y E.
Lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoproteins)
Su tamano varia desde 18-30 nm y su densidad estad comprendida en un
intervalo de 1.019 a 1.063 g/mL.
Tienen un alto contenido en colesterol y apo B-100.
Lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoproteins)
Su tamano varia desde 5-12 nm y su densidad esta comprendida en un intervalo
de 1.063 a 1.210 g/mL. Estas particulas tienen un alto contenido en proteinas y
fosfolipidos y colesterol. Su apolipoproteina principal es la apo A-l, ademas
contienen apoA-Il, A-1V, C-I, C-Il, C-lll y E.
Las HDL, a su vez, pueden ser separadas en 2 subpoblaciones:

» HDL,: con densidad entre 1.063 y 1.120 g/mL

= HDLj;: con densidad entre 1.120 y 1.210 g/mL.

De acuerdo a su migracion electroforética se distinguen tres tipos de lipoproteinas:

a, By pre-B.

De acuerdo a su contenido en apolipoproteinas, las lipoproteinas se pueden

clasificar en dos poblaciones:

a)

Las lipoproteinas que contienen apo A-l: Lp A-l y Lp A-ll: En esta clasificacion

podemos encontrar a las HDL.



b) Las lipoproteinas que contienen apo B: Lp B; Lp B: E; Lp B: C-lll y Lp B: C-lll: E.

En esta clasificacion podemos encontrar a las VLDL, IDL, LDL y los Qm.

CUADRO 2. PROPIEDADES DE LAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

o MOVILIDAF) PROTEINA Plp Tg C.L. C.E.
ELECTROFORETICA (%) (%) (%) (%) (%)
Qm Origen 1-2 3-6 90-95 1-3 2-4
VLDL Pre-beta 6-10 15-20 | 45-65 4-8 5
IDL Pre-beta beta 20 30 35 - 35
LDL Beta 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50
HDL Alfa 45-55 26-32 2-7 3-5 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad
intermedia, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Plp:
fosfolipidos, Tg:Triacilgliceroles, C. L.: Colesterol libre, C. E.: Colesterol esterificado.

2.1.3. METABOLISMO DE LIPOROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

El metabolismo intravascular de las HDL esta determinado tanto por factores bioldgicos
como por factores fisicoquimicos que se presentan a continuacion.

2.1.3.1 FACTORES BIOLOGICOS

La composicion de las lipoproteinas plasmaticas se modifica continuamente, como
resultado del intercambio dindmico y la transferencia de lipidos que existen entre ellas
durante su metabolismo intravascular. Una gran variedad de enzimas, proteinas de
transportey algunos receptores de membrana como el receptor scavenger (“limpiador”)
clase B tipo | (SR-BI), el transportador de membrana dependiente de ATP (ABCA-1), el
receptor para apolipoproteinas B/E (Re-apo B/E) estan involucrados en este
metabolismo. Estas proteinas contribuyen a determinar la concentracion plasmatica de

los lipidos, favoreciendo el transporte o la hidrélisis de los mismos.



En el Cuadro 3 se presentan algunas caracteristicas destacables de las enzimas y

proteinas de transporte que intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas [1, 3].

CUADRO 3. ENZIMAS Y PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE
LAS LIPOPROTEINAS

NOMBRE FUNCION ORIGEN

Cataliza la transferencia de un acido graso
LCAT proveniente de la lecitina o fosfatidilcolina, al

colesterol libre que se encuentra presente en las HDL Hepatico
y en las LDL. Contribuye a la maduraciéon de HDL.
Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos de HDL, IDL
LH y LDL. Es cofactor de SR-Bl para una captacion Hepati
epatico

selectiva, asi como la generacion de apo A-l libre de
lipidos.

Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilizando Tejido adiposo y

L muscular,
LPL C-Il. como cofactor. Favorece la generacion de :
pared endotelial,
precursores de HDL. ]
pulmon.

Intercambia ésteres de colesterol por triacilgliceroles | Tejido adiposo,
CETP entre las HDL, y las lipoproteinas que contienen apo | hepatico,

B. intestino delgado
. . . Higado,
ABCA-1 Modulacion del eﬂUJO. ’de colesterol y fosfolipidos. macréfagos e
Favorece a la maduracién de HDL. : .
intestino
Re-apo B/E Receptor para lipoproteinas que contienen apo B y E. Higado

Incrementa el eflujo de colesterol via los hepatocitos.

LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa; LH: Lipasa hepatica; LPL: Lipasa lipoprotéica; CETP:
Proteina de transferencia de ésteres de colesterol. PLTP: Proteina de transferencia de
fosfolipidos, SR-BI: Receptor scavenger Bl, ABCA-1: Transportador de membrana dependiente
de ATP, Re-apo BJ/E: receptor para apolipoproteinas B/EQm: Quilomicrones, VLDL:
Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia, VLDL:
Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

El efecto de las proteinas mencionadas en el cuadro 3 sobre la remodelacién de las
lipoproteinas depende de diferentes factores fisioldgicos y fisicoquimicos, dentro de los
que destacan el contenido de lipidos [4], el diametro hidrodinamico [5] y la carga

eléctrica de superficie, cuyos efectos se detallan a continuacion.



2.1.3.2 EFECTO DE LA CARGA ELECTRICA SOBRE EL METABOLISMO DE

LAS HDL

Existen factores intrinsecos que pueden modificar el metabolismo de las HDL, dentro de
los cuales tenemos a la densidad de carga de superficie (Cd), que se define como las
unidades electrostaticas de una particula por unidad de superficie [6]. Investigaciones
realizadas con HDL reconstituidas han demostrado que la carga y la conformacién de la
apo Al afectan directamente el metabolismo in vitro de estas lipoproteinas, sugiriendo
que la carga es una caracteristica biofisica que puede regular su catabolismo en el
plasma [6,7]. Asimismo, la remodelacion de las HDL por los factores biolégicos como
las enzimas LCAT, CETP, PLTP y LH, puede alterarse por la carga de superficie de las

HDL [8, 9, 10].

Davidson y colaboradores [11] reportaron que mientras mas positivamente cargada esté
la particula HDL, es mas facilmente catabolizada del plasma. Aproximadamente el 90%
de la carga de las HDL es debida a la apo Al, mientras que el 10% restante se debe a

los fosfolipidos presentes en la superficie de la particula.

De manera similar el receptor SR-BI, el cual se une a las HDL para el intercambio de
colesterol, también es sensible a las cargas electrostaticas y se une a los fosfolipidos

con una gran afinidad [12].

2.1.3.3 METABOLISMO DE LAS HDL: TRANSPORTE REVERSO DEL
COLESTEROL

Las HDL han sido catalogadas como particulas antiaterogénicas ya que evitan la

formacion de placa ateromatosa, a través de varios mecanismos entre los que se

encuentra el trasporte reverso del colesterol (TRC), que se define como el regreso de



colesterol proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecién o

reciclaje [12, 13].

La primera etapa del TRC (Fig. 2) es el eflujo de colesterol y fosfolipidos a través de

diversos mecanismos de las células hacia las HDL pequefias, tipo pre-B que son

particulas discoidaleso tipo HDL; [14]. Una vez en estas particulas, el colesterol se

esterifica por la enzima plasmatica lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT) y los

ésteres de colesterol formados, se mueven rapidamente al nucleo de las HDL dando

origen a HDL de mayor tamano y menor densidad, tipo HDL..

A partir de ahi, el colesterol ya esterificado puede tomar tres caminos:

1.

Puede ser eliminado directamente de la lipoproteina por un mecanismo en el
cual interviene el receptor hepatico SR-BI, generando asi particulas pequenas,
HDL3, capaces de reiniciar el ciclo de captacion de colesterol

Por medio de diversas reacciones de transferencia, en las que interviene la
proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), el colesterol de las
HDL, es intercambiado por triacilgliceroles provenientes de lipoproteinas ricas en
apo B, como VLDL e IDL. Por otra parte, la apo-C y apo-E pasan a los
quilomicrones y VLDL. El colesterol de las lipoproteinas ricas en apo B puede
eliminarse mediante el receptor para apo B/E del higado.

Las HDL; ricas en triglicéridos provenientes de las lipoproteinas ricas en apo B,
son sustrato de la lipasa hepatica (LH) que hidroliza los triacilgliceroles de las
HDL,, y en sinergia con la actividad de la proteina de transferencia de
fosfolipidos (PLTP), remodela los remanentes de HDL en particulas pre-p y

HDL,;, ambas con la capacidad de reiniciar el ciclo.

Es asi como el colesterol de los tejidos periféricos llega al higado para ser reciclado y

excretado a través de las vias biliares [15].
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Fig.2 Trasporte Reverso del Colesterol. Mecanismo por el cual las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) transportan el colesterol excedente de las células periféricas al higado. Lp- B:
Lipoproteinas ricas en apo B (VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad, LDL: lipoproteinas de
baja densidad y Qm: Quilomicrones). LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa; LH: Lipasa
hepatica; CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol, PLTP: Proteina de
transferencia de fosfolipidos, SR-Bl: Receptor scavenger Bl, ABCA-1: Transportador de
membrana dependiente de ATP, CL: Colesterol libre, HDL,-Tg: HDL, enriquecidas con
triglicéridos

3. ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA Y SUBCLASES DE HDL

La enfermedad arterial coronaria (EAC), es una forma especifica de un proceso
inflamatorio cronico resultado de las interacciones entre las lipoproteinas del plasma,
componentes celulares (monocitos/macréfagos, linfocitos T, células endoteliales vy
células de musculo liso) y la matriz extracelular de la pared arterial [16]. En esta

enfermedad existe depdsito de lipidos que conforman la placa ateromatosa [17].
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La EAC puede iniciar con la infiltracién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) al
espacio subendotelial y una vez depositadas en la intima son blanco de modificaciones

quimicas, como la oxidacién debido al estrés oxidativo [18].

Las LDL oxidadas (LDLox) son factores quimiotacticos para monocitos circulantes, que
atraviesan el endotelio vascular y se diferencian en macrofagos [19], capaces de
fagocitar a las LDLox. El déficit enzimatico para degradar los lipidos y lipoperdxidos,
tiene como consecuencia un cumulo de éstos en el citoplasma del macréfago, al cual
se le denomina célula espumosa. Antes de morir, las células espumosas liberan una
gran cantidad de citocinas que dan por resultado, la expresién elevada de moléculas de

adhesion exacerbando asi el proceso inflamatorio [16].

Se ha observado que la evolucién de las placas hacia procesos trombaéticos depende

mas de la composicién de la placa que del grado de estenosis [18].

Existen varios factores de riesgo asociados al desarrollo de EAC, entre los que
encontramos edad, sexo, factores genéticos, hipertension, obesidad, dislipidemias,
resistencia a la insulina y diabetes [19].

De acuerdo con los estudios epidemioldgicos existe una relacion inversa entre los
niveles plasmaticos de C-HDL vy el riesgo de desarrollar EAC [14, 20, 21].

Esta relacion inversa puede ser debida a que las HDL presentan caracteristicas
antiaterogénicas; son anti-inflamatorias, anti-oxidantes, anti-trombdticas, pro-
fibrinoliticas, ademas de participar en el TRC [22].

Sin embargo, el hecho de que las concentraciones de colesterol de HDL (C-HDL) se
modifiquen, no significa que estos cambios sean benéficos con respecto a la
aterosclerosis; ya que las HDL se remodelan continuamente generando una gran
heterogeneidad de particulas que difieren en forma, tamafo, densidad, carga,

composicion, y muy probablemente en funcién antiaterosclerosa [14].
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Existen dos subpoblaciones de HDL.: las particulas HDL, y HDL3. Las particulas HDL,,
cuya densidad esta comprendida en un intervalo desde 1.063 hasta 1.120 g/mL, pueden
subclasificarse a su vez en HDL,, y HDL,,. Las HDL,, tienen un diametro hidrodinamico
desde 10.58 hasta 12.36 nm y las HDL,, de 9.94 a 10.58 nm.

Por otro lado, las particulas HDL3, cuya densidad esta comprendida en el intervalo de
1.120 a 1.210 g/mL, se clasifican en tres subpoblaciones, las HDL3,, HDL3y, y las HDL 3,
con intervalos de diametro hidrodinamico de 8.98 a 9.94 nm, 8.45 a 898 nmy 7.90 a
8.45 nm, respectivamente [23].

El papel cardioprotector de las subclases de HDL es controvertido. Sich y colaboradores
[24] sugieren que las particulas HDL grandes tienen un efecto cardioprotector ya que
demostraron que los pacientes que presentaban una proporcion mayor de HDL, tenian
menor prevalencia de desarrollar EAC en comparacion con otro grupo donde todas las
subpoblaciones de HDL estaban incrementadas. Asztalos y colaboradores también
reportaron que los cambios en la concentracion de particulas grandes, estaban
significativa e inversamente relacionados con la tasa de estenosis arterial coronaria [25].
Otros estudios reportaron que los pacientes con deficiencia de actividad CETP o que
han sido tratados con un inhibidor de esta proteina, incrementaron sus niveles de
colesterol de HDL, gracias la acumulacién de particulas grandes del tipo HDL, [26, 27].

En contraste, estudios realizados en sujetos con hipoalfalipoproteinemia, sugieren que
el incremento en la proporcion de HDL pequenas, no se asocia a un aumento en el
riesgo de desarrollar EAC [28], ademas de que este tipo de particulas, son mejores
aceptores del colesterol y promueven el eflujo del mismo a partir de las células
periféricas [29]. También se ha demostrado que la capacidad antioxidante in vitro de las
HDL esta en relacion inversa a su tamano; de esta manera, las HDL3. son las particulas

que evitan por mas tiempo la oxidacion de las LDL [30]. Esta controversia acerca de
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cual fraccién de las HDL es la que posee mayor capacidad antiaterogénica requiere de
mas estudios para ser resuelta inequivocamente.

4. TIAZOLIDINEDIONAS

Las tiazolidinedionas (TZDs), son antidiabéticos orales y sensibilizadores de la insulina.
Promueven la disminucién de los niveles de acidos grasos por un incremento en la -
oxidacion y un incremento en la captacion en el higado.

Diversos estudios epidemiolégicos han reportado incrementos en los niveles
plasmaticos de C-HDL con estos farmacos, sugiriendo que afectan el metabolismo de
las HDL [31 32].

4.1 MECANISMO DE ACCION DE LAS TIAZOLIDINEDIONAS

Las TZDs son ligandos sintéticos de una subclase de receptores nucleares activados
por proliferadores de peroxisomas (PPARs), los PPARYy [33]. Los PPAR son factores de
transcripcion dependientes de ligando. Se han determinado tres genes diferentes a, y y
d.

Los PPARy . se expresan principalmente en tejido adiposo, hepatocitos, células
endoteliales, y macréfagos. Por tanto, el tratamiento con TZDs no sélo mejora la
sensibilidad a la insulina sino que conduce a una disminuciéon en los niveles de
triglicéridos en plasma, incrementan los niveles de C-HDL y disminuyen la presion
arterial [34].

En el nucleo de la célula (Fig. 3), los PPARs activados por su ligando forman un
heterodimero con el receptor del acido retindico (RXR). Una vez formado, el
heterodimero PPAR: RXR se une a elementos de respuesta especificos (secuencias de

DNA), llamados elementos de respuesta a la proliferacion de peroxisomas (PPER).
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Fig. 3 Mecanismo de accion de los PPARy. TZD: Tiazolidindionas, PPAR: Receptor activado por
proliferador de peroxisomas; RXR: Receptor del 9-cis acido retindico.

Entre los genes que contienen elementos de respuesta especificos se encuentran los
que controlan la homeostasis de la glucosa [35]. Por otro lado, las TZDs activan la
expresion de genes relacionados con la inflamacioén vascular, regulan la expresion de
citocinas, regulan la expresiéon de moléculas de adhesién de células vasculares [36, 37].
Ademas, las TZDs regulan la expresién de genes relacionados con el metabolismo de
lipidos [38].

4.2 EFECTO DE TZDs SOBRE EL METABOLISMO DE LAS HDL

Las tiazolidinedionas pueden ser usadas también para reducir la morbilidad y mortalidad
asociada al riesgo cardiovascular [39]. Estudios previos de nuestro laboratorio,
demostraron que la pioglitazona induce incrementos en las concentraciones plasmaticas
de C-HDL y reduce los niveles plasmaticos de triglicéridos.

El tratamiento con pioglitazona también incrementa la proporcion de particulas

pequefas HDLj., e incrementa la tasa de catabolismo de la apo Al de estas
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lipoproteinas, sugiriendo que las particulas pequefias se catabolizan mas rapido. Este
efecto puede explicar en parte la capacidad antiaterogénica de este farmaco [40].
Nuestro laboratorio también reporté que las particulas HDL de mayor tamafo se
metabolizan mas lento que las HDL3. [5]. Estas diferencias en el catabolismo sugieren
que el tamano de las HDL, también es un factor importante en el catabolismo de las
mismas.

Por otro lado, Khan y colaboradores [41] reportan que la rosiglitazona, de la misma
manera que la pioglitazona, incrementa los niveles plasmaticos de C-HDL pero, a
diferencia de la pioglitazona, incrementa simultaneamente los niveles de triglicéridos. El
hecho de que los efectos farmacoldégicos de ambos farmacos no sean los mismos a
pesar de ser farmacos de la misma familia, sugiere que el metabolismo de las HDL con
ambos farmacos también puede ser diferente.

5. JUSTIFICACION

El catabolismo acelerado de las particulas HDL es un factor importante que puede
determinar las concentraciones plasmaticas del C-HDL, y ser el resultado de
modificaciones en la carga, el tamano y la composicion de estas lipoproteinas.

Teniendo en cuenta que la densidad de carga de superficie es un factor biofisico que
puede modificar el metabolismo de las HDL, es importante establecer si el catabolismo
de estas particulas se ve alterado por cambios en la Cd y en la composicion de las HDL.
Estudiar el mecanismo que da origen al incremento del C-HDL durante el tratamiento
con rosiglitazona, contribuird a explicar la relacion que existe entre el metabolismo, la
composicion, el tamafo y la densidad de carga de las particulas HDL generadas con el
farmaco. Estas modificaciones en el metabolismo de las HDL se podrian volver un

objetivo terapéutico para el desarrollo de nuevos tratamientos.
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6. HIPOTESIS

o Dado que la pioglitazona incrementa el catabolismo de las HDL en plasma, es
posible que la rosiglitazona tenga el mismo efecto. De ser asi, habr4 cambios en la
densidad de carga de las HDL asi como su composicion, lo cual contribuira a un

incremento del catabolismo de las HDL.

7. OBJETIVOS
7.1 OBJETIVO GENERAL

0 Estudiar el efecto de la rosiglitazona sobre la cinética metabdlica y sobre la

estructura de las HDL.

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a Caracterizar el perfil lipidico en los modelos animales con y sin tratamiento con

rosiglitazona.

o Determinar el efecto de la rosiglitazona sobre el catabolismo de la apo Al de las

HDL.

o Determinar el efecto de las tiazolidinedionas sobre la densidad de carga de

superficie de las HDL.
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8. MATERIAL Y METODOS
8.1 ANIMALES

Se utilizaron conejos macho, raza Nueva Zelanda de 3.5-4,0 Kg de peso. Todos
recibieron alimentacion ad libitum diariamente (Lab rabbit diet, purina). A un grupo se le
administré rosiglitazona por via oral en suspension acuosa en una dosis de 0.34
mg/Kg/dia durante 8 semanas. El otro grupo recibié pioglitazona por via oral en
suspension acuosa en una dosis de 1.75 mg/Kg/dia durante 8 semanas.

8.2 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncidon de la vena marginal de las orejas,
después de un ayuno de 12 h, usando como anticoagulante heparina (1000 Ul/mL, 10
ML/mL). El plasma se separd centrifugando a 3,000 rpm durante 10 min. Las HDL se
separaron utilizando plasma fresco. El resto de las muestras de plasma se almacenaron
a —70°C hasta su andlisis.

8.3 ANALISIS DE LABORATORIO

La concentracion de colesterol total, triacilgliceroles, fosfolipidos y colesterol libre, se
determiné mediante métodos enzimaticos-colorimétricos comerciales El colesterol de
HDL se determiné en el sobrenadante, después de precipitar las apo B con una solucién
de sulfato de dextran/magnesio. La determinacién de proteinas totales se realizé por el
método de Lowry [42].

8.4 AISLAMIENTO Y MARCAJE DE APO A-I DE CONEJO.

Las HDL de conejos se aislaron por centrifugacion secuencial, ajustando el plasma a
una densidad de 1.21 g/mL con KBr sélido, posteriormente se dializaron intensivamente
contra NH;HCO3; 5 mM. Las HDL aisladas se deslipidaron con una mezcla etanol-éter
(2:1, v/v). Se extrajo la parte proteica y ésta se disolvié en una solucion amortiguadora

de Tris-HCI 30 mM y Urea 6 M a pH=8.0; esta mezcla se sometié a una cromatografia
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de intercambio aniénico, usando una columna UNO™ Q1 (Bio-Rad) acoplada a un
sistema de cromatografia Bio-Rad Duo Flow. La elusion de proteinas se realizé con un
gradiente lineal de NaCl 0.1 M en la misma solucibn amortiguadora. Se colectaron
fracciones de 250 pyL y se seleccionaron solo aquellas que contenian apo A-l.
Posteriormente se dializaron contra bicarbonato de amonio 5 mM. La presencia de apo
A-l se verificd realizando una electroforesis en gradiente de poliacrilamida 4-21% con
SDS 10% vy tifiendo las bandas con azul de Coomasie. La pureza obtenida fue del 98%.
La concentracion de apo A-I fue estimada por espectrofotometria, usando un coeficiente
de extincién molar de 1.13 mL*mg"*cm™.

El marcado de la apo A-l se llevd a cabo por el método de monocloruro de yodo
modificado por Bilheimer y colaboradores [43] que consisti6 en mezclar 1 mg de
proteina con 1 mCi de Na'®l y 7 L de una solucién 10mM de ICI. La proteina marcada
fue separada del yodo libre pasando la mezcla a través de una columna de Sephadex
G-25 1.0x10.0 cm (50-150 pym). La proteina marcada, '*I-apo A-I, fue reincorporada a
las HDL obtenidas de conejos normales, incubando esta mezcla 1 h a 37°C. Para
separar la 'l-apo A-l que no se incorporé a las HDL, se realizé una ultracentrifugacion
ajustando la mezcla con KBr sélido a una densidad=1.25 g/mL. Las '®I-HDL, se
dializaron con una solucion de NaCl 0.15 M. La solucion se esterilizé usando filtros de
0.22 um y se almacend a 4°C hasta su uso.

8.5 CINETICA METABOLICA DE LA APO A-l DE LAS HDL

A los animales en estudio tratados con rosiglitazona, se les mantuvo en ayuno de 12 h
previo a la cinética. El estudio cinético se llevd a cabo después de 8 semanas de
tratamiento. Este consistié en administrar en las venas marginales de la oreja, un bolo
de '®I-HDL, conteniendo 1.48 mg de proteina equivalente a 1.23x10° cpm de '?l, en un

volumen total de 500 uL. A continuacién se obtuvieron muestras de sangre de 1 mL de

19



la vena marginal opuesta, a diferentes tiempos: a los 10 min, y posteriormente a 1, 3, 6,
9, 12, 24, 48 y 72 h, después de la aplicacion de las "*°I-HDL.

De cada una de estas muestras se separd una alicuota de 500 pyL de plasma y se
analizaron en un contador de radiacion gamma durante 1 min. Las cuentas (cpm) fueron
corregidas por el decaimiento de radiactividad natural del yodo, basandose en la

siguiente férmula:
. — At
N = No xe Donde:

No = actividad inicial, para t=0
N = actividad al tiempo t
. A = Constante de decaimiento (60 dias)

25 fueron construidas, considerando el 100% de

Las curvas de decaimiento,
radiactividad, a las cuentas obtenidas en la muestra tomada a los 10 min. Los
porcentajes de la cinética de radiactividad fueron adaptados a un modelo
bicompartimental usando un programa de computadora SAAM Il, de donde se obtuvo la
tasa de catabolismo fraccional (FCR) [44].

8.6 AISLAMIENTO Y ANALISIS DE LAS SUBPOBLACIONES DE HDL

Las HDL fueron separadas por ultracentrifugacién secuencial (Beckman Optima TLX) en
tubos de policarbonato. Se aislaron en primer lugar las lipoproteinas que contienen apo
B con una densidad menor a 1.063 g/mL, ajustando el plasma fresco con KBr sélido a
una densidad de 1.063 mg/mL y centrifugando a 100,000 rpm durante 2 h 30 min.
Posteriormente se aislaron las HDL, ajustando con KBr sélido a una densidad de
1.21 g/mL y centrifugando a 100,000 rpm durante 3 h. Finalmente las HDL obtenidas
fueron lavadas ajustandolas con una solucién de KBr de densidad 1.25 mg/mL y

centrifugando a 100,000 rpm durante 3 h. En estas condiciones del 80% a 85% de la

apo A-l del total del plasma se recupera en las fracciones de las HDL. Estas HDL se
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dializaron en una solucién amortiguadora de TBE (Tris 0.09 M, acido bérico 0.08 M,
EDTA 3mM; pH=8.4)

Para determinar la estructura, homogeneidad y diametro de las HDL, se realizdé una
electroforesis en condiciones nativas en gradiente de poliacrilamida 3-30%, utilizando
como referencia marcadores de proteinas de alto peso molecular (tiroglobulina, 17 nm;
ferritina, 12.2 nm; catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.2 nm; y albumina, 7.1
nm.) [45]. Las bandas se tifieron con azul de Coomasie y finalmente se analizaron por
densitometria) para determinar los diametros de las HDL (HDL, 10.58-12.36 nm, HDL,,
9.94-10.58 nm, HDL3, 6.98-9.94 nm, HDL3, 8.45-8.98 nm, HDL;. 7.90-8.45 nm) [5].

8.7 DETERMINACION DE LA DENSIDAD DE CARGA DE SUPERFICIE

Para la determinacion de la densidad de carga de superficie de las HDL se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 0.05% de acuerdo al método descrito por Sparks y
Phillips [6] con modificaciones realizadas en nuestro laboratorioLas HDL se aplicaron en
los pozos del gel (4 ug de proteina cbp 10 uL de buffer Tris 88 mM-Glicina 0.179 M, pH
8.6), permitiendo que penetraran durante 8 minutos antes de que se aplicara el campo
eléctrico (180 V, 30 min).).

Al finalizar la electroforesis, el gel fue fijado en una mezcla etanol-acido acético-agua
60:10:30 (v/v/v/); posteriormente, las bandas se tifieron con negro de amido. Una vez
tefiidas, el gel fue destefido con una solucion etanol-NaCl 20%, 1:1 (v/v), lavado con

agua desionizada y secado (80°C). Finalmente se analizd por densitometria.

La densidad de carga de superfice esta en funcion del radio de las HDL. Por lo tanto,
para el calculo de la Cd, es necesario hacer uso de densitogramas obtenidos en la
determinacion de las subclases de HDL. A partir de éstos (Fig. 4), se utilizan tres puntos
(tres valores del diametro hidrodinamico de la particula) con el objeto de reportar la Cd

como un intervalo. Estos puntos son:

21



a) El limite inferior que es el diametro donde inicia la curva.

b) El limite maximo que es el diametro en el cual se alcanza la D. O. maxima del

densitograma.

c) El limite superior que es el diametro donde finaliza la curva

DENSITOGRAMA MUESTRA

0.4
0.35
03
025
Q 02
0.15
0.1
0.05

8.5 9.5 105 115 125 135

RADIO (nm)

Fig. 4 Densitograma muestra en donde se ejemplifican los tres limites para el calculo de la

densidad de carga de superficie. L.I.:Limite inferior, L. M.: Limite maximo, L. S.: Limite superior

Posteriormente, se obtiene la mobilidad electroforética (U) dividiendo la velocidad
electroforética (distancia de migracion en mm entre el tiempo de migracion en
segundos) entre el potencial electroforético (voltaje aplicado entre la distancia del gel en

cm).

La carga neta o valencia, que representa el nimero de cargas negativas que tiene en
exceso la particula, es estimada considerando a la lipoproteina como una esfera. Es
obtenida con la siguiente férmula [6]:

 (6.25x107)x Ux6x 7 xrxn(l+kr+kr)
- f x (1+kr,)

\Y
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Donde:

r = diametro de la particula (cm)

n= coeficiente de viscosidad (0.0089 poise)

r, = radio del contraion (2.5 x 10 cm, correspondiente al Na*)

k = constante de Debye-Huckel dependiente de la fuerza iénica (7.3074 x 10° para una

fuerza ionica de 0.05)
f = funcién polinomial de r

Finalmente, la densidad de carga de superficie en unidades electrostaticas (-esu/cm?)

V x4.8x107%

se estima mediante la siguiente formula [41].:Cd = >
Axxr

8.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos estan expresados como la media+DE. Las diferencias significativas entre las
medias se evaluaron utilizando la prueba paramétrica t de Student pareada cuando se
comparo el valor del parametro después de la intervencién contra el valor antes en el
mismo animal. Cuando el analisis se hizo comparando grupos control contra tratado se
utilizé la pruba t de Student no pareada. Cada uno de los parametros que se estudiaron
fue determinado antes y después del tratamiento con rosiglitazona. Un valor de p<0.05

se considero significativo.
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9. RESULTADOS

9.1 PERFIL DE LIPIDOS Y GLUCOSA

En el Cuadro 4 se presentan las concentraciones plasmaticas de C-Total, C-HDL
triglicéridos y glucosa del grupo en estudio, antes y después de 8 semanas de
tratamiento con rosiglitazona. El tratamiento con rosiglitazona incrementd los niveles
plasmaticos de triglicéridos un 20.4% (p<0.05). El tratamiento no modifica las

concentraciones de C-HDL.

CUADRO 4. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE LIPIDOS Y GLUCOSA

PARAMETRO PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO
(n=14) (mg/mL) (mg/mL)
GLUCOSA 111.1+18.8 114.5+£22.5
TRIGLICERIDOS 40.6+8.1 58.5+18.7
COLESTEROL TOTAL 30.9£15.0 28.3x10.5
COLESTEROL HDL 14.3£8.3 15.3+7.7

Los valores estan expresados como mediax DE.
*p<0.05 vs grupo pretratamiento.
t de Student pareada

9.2 CINETICA METABOLICA DE LA APO A-l DE LAS HDL

A través de estudios cinéticos, podemos evaluar la tasa de catabolismo (FCR, fractional
catabolic rate) que refleja el metabolismo de las particulas HDL completas. En la Fig. 5
se presentan las graficas de decaimiento radiactivo de la apo A-l de las HDL del grupo
control, del grupo tratado con rosiglitazona y de un grupo previamente tratado con
pioglitazona [40]. Se puede observar que la radiactividad del plasma del grupo tratado
con pioglitazona desaparece mas rapido en comparacion con el grupo control y con el

grupo tratado con rosiglitazona. Para poder comparar estos resultados, los puntos
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experimentales de estas curvas se adaptaron a un modelo bicompartimental que
permite calcular la FCR de la apo A-l.

En el Cuadro 5 se muestran los FCR de la apo Al de los diferentes grupos. El estudio
previo realizado en nuestro laboratorio con pioglitazona, habia demostrado que a dosis
de 1.74 mg/Kg increment6 un 119.2% la tasa de catabolismo comparado con el control
[40]. En cuadro 5 se incluye este resultado con fines comparativos. En contraste con la
pioglitazona, el tratamiento con rosiglitazona a dosis de 0.34 mg/Kg no modifica el FCR

de la apo Al.

100 -

.

% Radioactividad
-—
@]
N
2

—m— CONTROL

—e— PIO
. —a— RSG
1 T v T T T T T i !
0] 20 40 60 80
Tiempo (h)

Fig. 5 Curva de % de radioactividad inicial de la "°l-apo A-l de las HDL. Se muestran los
diferentes grupos en estudio. CONTROL: grupo sin tratamiento, PIO: grupo tratado con
pioglitazona (1.74 mg/Kg), RSG: grupo tratado con rosiglitazona (0.34 mg/Kg)

Los valores estan expresados como media+DE.

La radioactividad fue normalizada en funcién del resultado al tiempo de 10 min.
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CUADRO 5. FCR DE '™|-APO A-lI DE LAS HDL DE LOS GRUPOS EN ESTUDIO.

FCR (h) ROSIGLITAZONA (0.34 mg/Kg) | PIOGLITAZONA (1.74 mg/Kg)
CONTROL 0.026+0.006 0.026+0.006
POSTRATAMIENTO 0.030+0.004 0.057+0.014"

FCR: Tasa de catabolismo, PIO: grupo tratado con pioglitazona, RSG: grupo tratado con
rosiglitazona.

Los valores estan expresados como mediazDE.

" de Student no pareada, p<0.05 vs grupo control. t

9.3 SUBCLASES DE HDL Y COMPOSICION QUIMICA

Los cambios estructurales y de composicién en las particulas HDL podrian explicar los
cambios que se presentan en el catabolismo de estas particulas. Por lo tanto, la
siguiente etapa en este estudio es determinar los posibles cambios en las HDL con
cada una de las TZDs empleadas. En cuanto a las subclases de HDL, en la Fig. 6 se
muestra el analisis de densitometria de los geles nativos de las HDL del grupo en

estudio tratado con rosiglitazona.

DENSITOGRAMAS (RSG)

O T T T T T 1
8 9 10 11 12 13

DIAMETRO (nm)

\ —e— PRE TX —=— POST TX

Fig. 6 Efecto de la rosiglitazona (RSG) en los densitogramas de los geles antes y después del
tratamiento. PRE TX: grupo pretratamiento, POST TX: grupo postratamiento
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Las HDL del grupo pretratamiento muestran una distribucién de tipo Gaussiana, con un
pico maximo a 10.3+0.6 nm, el cual se desplazdé hacia 9.610.45 nm cuando se
administro rosiglitazona. La integracién parcial de los densitogramas correspondiente a
las HDL de cada uno de los animales incluidos en el estudio permite el calculo de la
proporcion relativa de las HDL y se resume en el Cuadro 6. Se puede observar, que el
tratamiento con 0.34 mg/Kg de rosiglitazona disminuye la proporcion de particulas
grandes HDL,, en un 23% (p<0.05), con un aumento concomitante en las particulas
pequenas HDL;, y HDL3. del 136% y 95%, respectivamente.

CUADRO 6. DISTRIBUCION RELATIVA DE LAS SUBCLASES DE HDL (% DE
PROTEINA DE HDL TOTAL) DE LOS GRUPOS EN ESTUDIO.

ROSIGLITAZONA (0.34 mg/Kg)
SUBPOBLACION PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO
(n=14) (n=14)
HDL2b 50.6+12.0 38.9+12.7
HDL2a 21.9+4.5 22.3+4.8
HDL3a 21.8+8.3 26.4+8.9
HDL3b 3.6+2.7 8.5+5.1"
HDL3c 2.0+15 3.9+2.8"

Los valores estan expresados como media +DE.
* t de Student pareada, p<0.05vs grupo pretratamiento.

La composicion quimica de las HDL es un factor importante para su metabolismo y muy
probablemente para su funcionalidad. Por esta razén, se determind la composicién de
lipidos y apolipoproteinas porcentual del grupo en estudio antes y después del
tratamiento con rosiglitazona.

Los resultados se presentan en los Cuadros 7 y 8.
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CUADRO 7. COMPOSICION PORCENTUAL EN LIPIDOS DEL TOTAL DE LAS

PARTICULAS HDL DE LOS GRUPOS EN ESTUDIO.

ROSIGLITAZONA
(%) (0.34 mg/Kg)
(n=14)

LiPIDOS PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO

CT. 13.845.7 14.1+6.6

Tg. 5.4+3.4 6.5+2.3

Plp. 25.67.4 32.446.3
Proteina 55.2+14.5 47.9+49.7"

C.T.: Colesterol total, Plp: fosfolipidos, Tg:Triacilgliceroles.
Los valores estan expresados como media +DE.
* t de Student pareada, p<0.05vs grupo pretratamiento.

CUADRO 8. COMPOSICION PORCENTUAL EN APOLIPOPROTEINAS DEL TOTAL

DE LAS PARTICULAS HDL DE LOS GRUPOS EN ESTUDIO.

ROSIGLITAZONA
(%) (0.34 mg/Kg)
(n=14)

Apo PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO

Apo A-IV 6.5+1.3 9.8+5.1
Apo E 11.9+6.3 10.7+2.4

Apo A-l 59.1+5.8 62.5+4.9°
Apo Al 8.4+3.4 7.7£3.9
Apo C’s 4.9+3.1 2.1+1.5

Apo: Apolipoproteina.

Los valores estan expresados como media +DE.
* t de Student pareada, p<0.05vs grupo pretratamiento.

El tratamiento con rosiglitazona enriquece de fosfolipidos la superficie de las HDL en un
26.5% (p<0.05). Con respecto a la composicion de apolipoproteinas, la rosiglitazona
incrementa la proporcion de apo Al en un 5.8% (p<0.05) y disminuye la proporcién de

apo C’s en un 57.1% (p<0.05).
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9.4 DENSIDAD DE CARGA DE SUPERFICIE

La densidad de carga de superficie afecta directamente el metabolismo in vitro de las
HDL, es decir, la carga de la particula es una caracteristica que puede regular su
catabolismo en el plasma debido a las interacciones electrostaticas entre estas

lipoproteinas y las enzimas y proteinas involucradas en el TRC, lo que afecta la

remodelacién de la particula.

La pioglitazona incrementa el catabolismo de las HDL [40], pero los resultados del
presente estudio muestran que la rosiglitazona no lo hace. Es posible que la densidad
de carga de superficie de las HDL, esté involucrada en los efectos tan diferentes sobre
la tasa de catabolismo que presentan la pioglitazona y la rosiglitazona. Por esta razén
se determiné la densidad de carga de superficie de las HDL de los grupos en estudio
antes y después del tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona. Los resultados se

muestran en el Cuadro 9.

CUADRO 9. DENSIDAD DE CARGA DE SUPERCIE DE LAS HDL

Cd ((-) x10° esu/cm?)
] ROSIGLITAZONA (0.34 mg/Kg) PIOGLITAZONA (1.74 mg/Kg)
LIMITES PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO
(n=14) (n=14) (n=6) (n=6)
INFERIOR 13.5+4.3 15. 846.7° 14.040.8 8.6+1.3
MAXIMO 12.043.9 14.1+6.3 12.241.2 7.8+1.4
SUPERIOR 9.943.1 11.945.4° 10.241.1 6.8+1.2°

Los valores estan expresados como Media +DE.
* t de Student pareada, p<0.05vs grupo pretratamiento.

El cuadro muestra que el tratamiento con rosiglitazona incrementa la densidad de carga
de superficie de las HDL en los limites inferior, maximo y superior, en un 16.3%, 17.6%
y 20.9% (p<0.05) respectivamente. La Cd, por lo tanto, estd comprendida en un

intervalo desde -13.5+4.3 hasta -9.9+3.1 x10° esu/cm? antes del tratamiento con
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rosiglitazona; posterior a éste, el intervalo se desplaza a un intervalo desde -15.8+6.7
hasta -11.9+5.4 x10° esu/cm?, por lo que el tratamiento con rosiglitazona modifica a las

HDL convirtiéndolas en particulas mas electronegativas.

Por el contrario, el tratamiento con pioglitazona disminuye la densidad de carga de
superficie de las HDL en los limites inferior, maximo y superior, en un 38.7%, 36.3% vy
33.3% (p<0.05), respectivamente. La Cd, por lo tanto, estd comprendida en un intervalo
desde -14.0+0.8 hasta -10.2+1.1 x10° esu/cm? antes del tratamiento con pioglitazona;
posterior a éste, el intervalo se desplaza a un intervalo desde -8.6+1.3 a -6.8+1.2x10°
esu/cm?, por lo que el tratamiento con pioglitazona modifica a las HDL convirtiéndolas

en particulas menos electronegativas que las producidas por la rosiglitazona.

10. DISCUSION

Estudios realizados en nuestro laboratorio, demostraron que la pioglitazona en una
dosis de 1.74 mg/Kg disminuye la proporcion de particulas grandes HDL,, en un 6%, lo
que tiene como consecuencia un incremento en la proporcion de particulas pequefias
HDL;. en un 30%. Estos efectos son muy parecidos a los producidos por la

rosiglitazona.

Sin embargo, a diferencia de la rosiglitazona, la pioglitazona disminuye el porcentaje de

fosfolipidos en un 63% y disminuye el porcentaje de apo Al en un 15%

Existe controversia en los efectos que tienen las tiazolidinedionas sobre las
concentraciones plasmaticas de lipidos [45, 46]; en este ambito, el presente trabajo de
investigacion contribuye a comprender los efectos de la rosiglitazona sobre el
metabolismo, estructura y carga de superficie de las HDL. Nuestros resultados

demuestran que en el conejo la rosiglitazona en una dosis de 0.34 mg/Kg incrementa
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las concentraciones plasmaticas de trigliceridos, produce un aumento en la densidad de
carga de superficie de las HDL y no modifica la tasa de catabolismo (FCR) de la apo A-l
de estas particulas. Estas modificaciones se observaron con una dosis de rosiglitazona
equivalente a 3 veces la dosis habitual en el humano. Con esta dosis, el tratamiento con
rosiglitazona también provocd un incremento en la proporcidon de particulas pequenas
del tipo HDL3, y HDL3., asi como una disminucion en las particulas grandes HDLy.
Ademas, se generaron HDL ricas en fosfolipidos y en apo Al. En cuanto a la carga de
superficie, el tratamiento con pioglitazona en una dosis también equivalente a 3 veces la
maxima recomendada en el humano, gener6 particulas HDL con densidad de carga
menor que las generadas con la rosiglitazona.

Estudios realizados en nuestro laboratorio [40], demostraron que el tratamiento con
pioglitazona disminuye la proporcién de particulas grandes HDL,, e incrementa la
proporcion de particulas pequenas HDL3;, de manera muy similar a la rosiglitazona. Sin
embargo, a diferencia de la rosiglitazona, la pioglitazona disminuye el porcentaje de
fosfolipidos y de apo Al. Por otro lado, se reporté [40] que el tratamiento con 1.74 mg/Kg

de pioglitazona duplica el FCR de la apo Al de las HDL.

En nuestro estudio, observamos que la rosiglitazona incrementa las concentraciones
plasmaticas de triglicéridos y no incrementa las concentraciones de C-HDL. Diversos
estudios sugieren, que existen diferencias en el perfil lipidico de pacientes tratados con
pioglitazona y rosiglitazona. De hecho, se ha demostrado que el tratamiento con
pioglitazona se asocia a mejores efectos benéficos que el tratamiento con rosiglitazona
en relacion a los niveles de lipidos [41, 47-49]. Esto puede ser debido a que la
pioglitazona, ademas de ser agonista de los PPARy, también lo es de los PPARa [41].
En acuerdo con esta idea, Los fibratos, farmacos cuyas propiedades antiaterogénicas

han sido demostradas [50, 51] son agonistas de los PPARa, principalmente reducen los
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niveles de triglicéridos en plasma e incrementan el C-HDL, como lo hace la pioglitazona
[62, 53].

Con respecto a la expresion del gen de la apo A-l, éste es regulado por los PPARa [54].
Nuestros resultados muestran que el tratamiento con rosiglitazona incrementa la
proporcion de apo Al en las HDL. Es posible que con la rosiglitazona se estimule el
promotor del gen de la apo Al. Esto debe comprobarse con la obtencion de la tasa de
produccién de apo Al. Sin embargo, aun cuando la apo Al de las HDL se ve
incrementada tras el tratamiento con rosiglitazona, la tasa de catabolismo fraccional
(FCR) no se modifica. Esto es totalmente contrario a lo que sucede con la pioglitazona.
Carredn y colaboradores [40] sugieren que el incremento en la tasa de catabolismo de
la apo A-l de las HDL inducido por la pioglitazona, puede estar relacionado con las
propiedades antiaterogénicas del farmaco. Algunos pacientes con niveles de C-HDL
por debajo de 10 mg/dL y que no tienen historia familiar ni personal de EAC, se
caracterizan por catabolizar rapidamente la apo Al de las HDL [28, 55]. Asimismo, los
fibratos, farmacos con capacidades antiaterogénicas, inducen un aumento del
catabolismo de la apo Al de las HDL [56].

El fundamento metabdlico del por qué el hipercatabolismo de las HDL es
potencialmente cardioprotector no ha sido bien elucidado, pero puede estar relacionado
con el tamafio de la particula. Estudios previos de nuestro laboratorio [40] demostraron
que el FCR de la apo A-l de las HDL, se asocia directamente con la proporcion relativa
de particulas pequefias, HDL3.. Por otra parte, estudios con ratas hipotiroideas
demuestran que las particulas grandes de tipo HDL,, y HDL,, se catabolizan mas lento
que las particulas pequefias de tipo HDL3 [5].

Con base en estas observaciones, se postula que el hipercatabolismo de la apo A-l de
las HDL es el resultado de una reduccién del tamano de estas lipoproteinas. Sin

embargo, el tamafio no es el Unico factor que puede alterar el catabolismo de las HDL
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en plasma, ya que el tratamiento con rosiglitazona también produce particulas
pequenas del tipo HDL;. y estas no modifican su catabolismo por accién del farmaco.
Otra explicacion al aumento de la proporcién relativa de HDL;, podria darse por el SR-
Bl, que es otro factor que esta regulado por las tiazolidinedionas e interviene en el
metabolismo de las HDL. Estudios realizados en ratones transgénicos para SR-BI, han
demostrado que la estimulacidn de este receptor, se asocia a la produccién de
particulas pequefias y densas, mientras que cuando disminuye la expresién del SR-BI,
el tamano de la particula incrementa [57].

Ademas del tamano, debemos tomar en cuenta otros factores para explicar el
catabolismo de la apo A-l. Si bien es cierto que la densidad de carga es funcién del
diametro de la particula [6], el tamafio no altera del todo el catabolismo, ya que la
pioglitazona y la rosiglitazona generan particulas de tamafno similar; ambos farmacos
disminuyen HDLy, en un 6% y 23% respectivamente, e incrementan las HDL;. en
un30% y 95% respectivamente. Sin embargo, la pioglitazona si modifica la FCR,
mientras que la osiglitazona no lo hace como demostramos en el presente estudio. Por
lo tanto, el contenido de lipidos, lipoproteinas y composicién quimica de las HDL son
también importantes para modificar los parametros cinéticos de estas lipoproteinas [58].
La densidad de carga de superficie de las HDL puede verse influenciada por los
factores antes mencionados.

Por ejemplo, Desrumaux y colaboradores [59], sugieren que la apo Al incrementa la
densidad de carga de las HDL. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con
rosiglitazona incrementa la proporcion de apo Al de las HDL en un 5.8%, lo que
probablemente explique por qué las HDL generadas con el tratamiento sean tan
electronegativas. En contraste, el tratamiento con pioglitazona, reduce la proporcién de
apo Al en un 15%, lo que las convierte en particulas menos electronegativas. Otros

estudios [11, 58, 60] sugieren que la electronegatividad de las HDL radica
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principalmente en la presencia de lipidos cargados negativamente como los fosfolipidos.
Esta puede ser una explicacion adicional a las diferencias tan radicales en la carga de
las HDL, ya que el tratamiento con rosiglitazona incrementa la proporcion de fosfolipidos
de la particula, y la pioglitazona disminuye esta proporcion.

La densidad de carga no sélo altera el catabolismo sino la interaccion de las HDL con
los factores plasmaticos involucrados en su remodelamiento como las enzimas LCAT,

CETP, PLTP y LH [9, 10] y el receptor SR-BI [12].

Saku y colaboradores [61], demostraron que HDL pequefas son catabolizadas
rapidamente en conejos y que estas HDL son menos electronegativas. Por lo tanto,
postulamos que el hecho de que las HDL generadas por la rosiglitazona no puedan ser
catabolizadas rapidamente como las generadas por la pioglitazona tiene su origen en la
densidad de carga de la particula. Nuestro postulado se basa en que mientras menos
electronegativa sea una particula, mas rapido se eliminara del plasma. Esto podria tener
su explicacion en que los sitios para la eliminacion de las HDL/apo Al, se localizan
principalmente en los rifones [62], donde las particulas HDL pequenas y la apo Al son
filtradas a través del glomérulo y degradadas por las células del tibulo proximal [62-64].
Investigaciones realizadas en humanos y animales mostraron que las paredes de los
capilares del glomérulo son selectivas a la carga [65, 66]. La presencia de sitios
cargados negativamente dentro de las paredes del glomérulo, impide la filtracién de
moléculas anidnicas, por simple repulsién de cargas.

Por lo tanto, es concebible, que las HDL muy electronegativas se catabolicen mas lento.
Por el contrario, particulas menos electronegativas, como las HDL generadas por la
pioglitazona, alcanzaran rapidamente sus sitios catabdlicos y por tanto su catabolismo

es acelerado.
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En resumen, el tratamiento con rosiglitazona no modifica el catabolismo de la apo A-l de
las HDL, lo que esta asociado a una mayor proporcion de HDL pequefas, enriquecidas
de fosfolipidos y apo Al.

La trascendencia de estos hallazgos se ubica en la capacidad antiaterogénica de las
HDL generadas durante el tratamiento con tiazolidinedionas. Ademas, estudios
recientes han demostrado que las HDL pequefias, poseen un potencial antioxidante
superior al resto de las subclases de HDL, y esto se asocia a una disminucion en la
oxidacion de las LDL [30].

Sin pretender extrapolar estos resultados al humano, nuestro modelo experimental nos
permitio explicar y determinar las acciones de la rosiglitazona sobre el metabolismo de
las HDL. Estos efectos se lograron con una dosis de 0.34 mg/Kg que equivale a 3 la

dosis méaxima en humanos que es de 8 mg/Kg.

11. CONCLUSIONES

El tratamiento con rosiglitazona modifica el tamafio, composicion y densidad de carga
de las HDL. Estas modificaciones demuestran que existe una relacién entre el
metabolismo y la carga de las particulas.

Este estudio fortalece la idea de que la carga de las HDL es un factor muy importante,
gue altera el catabolismo de estas particulas y sus interacciones con las proteinas y
receptores involucrados en el metabolismo de lipidos; lo que puede determinar las
concentraciones plasmaticas del C-HDL. Ademas este estudio nos permite postular que
las propiedades antiaterogénicas de las HDL no sélo dependen de las concentraciones
plasmaticas del C-HDL si no de su composicion, contenido en apolipoproteinas y

densidad de carga.
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