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RESUMEN

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen propiedades antiaterosclerosas, tales
como su capacidad de captar el colesterol excedente de las células, en un mecanismo
denominado transporte reverso del colesterol (TRC); ademas de sus actividades
antioxidante y antiinflamatoria. Las HDL son un grupo muy heterogéneo de particulas
que difieren en tamafio y composicidn, lo cual puede ser determinante en su funcion

antiaterogénica.

Las tiazolidinedionas (TZDs; ej: pioglitazona y rosiglitazona) son farmacos
antidiabéticos, agonistas de una subclase de receptores nucleares activados por
proliferadores de peroxisomas y (PPARy) y estan implicados en la regulacion de
genes relacionados con el metabolismo de las HDL, tales como el ABCA-1, apo E y SR-
BL. En este contexto, la pioglitazona y la rosiglitazona desplazan la distribucién de
tamafios de las HDL hacia particulas mas pequeiias, ademas de que incrementan las

tasas de catabolismo y sintesis de apo Al, la principal apolipoproteina de las HDL.

Las modificaciones en la estructura de las HDL causadas por la rosiglitazona pueden
tener diversas explicaciones; la primera es la modificacién de las actividades de los
factores plasmaticos de remodelacién que participan durante el TRC, como son la
lecitin:colesterol acilo transferasa (LCAT) y las proteinas de transferencia de ésteres
de colesterol y fosfolipidos (CETP y PLTP). Otra posible explicacién seria un Los
incremento en la expresién de receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI) que se
encuentra localizado en la membrana de los hepatocitos y que tiene un elemento de
respuesta a PPARy y su interaccion con las HDL da lugar a particulas mas pequefias lo
cual también se podria ver reflejado en cambios en la cinética de colesterol de estas

lipoproteinas.

Durante el presente proyecto hemos tratado de demostrar los factores que

intervienen en las modificaciones estructurales de las HDL durante el tratamiento con



rosiglitazona. Los factores plasmaticos de remodelacion, LCAT, CETP y PLTP, fueron
los primeros en ser estudiados, utilizando un modelo de conejos, encontrando que su
actividad no se ve modificada y que por lo tanto podrian no explicar los cambios

observados en la distribucién de tamanos de las HDL.

En la siguiente etapa del proyecto, estudiamos la cinética metabolica de los ésteres de
colesterol de las HDL, donde encontramos que el colesterol contenido en las HDL se
elimina de manera mas lenta en conejos tratados con rosiglitazona al compararlo
contra un grupo control, y ademads, hay un menor intercambio hacia las lipoproteina

proaterogénicas, VLDL/LDL.

Posteriormente, utilizamos un modelo in vitro de células FuSAH que expresan SR-B],
en donde demostramos que las células tratadas con rosiglitazona captan de manera
mas lenta el colesterol de HDL comparadas contra controles. Finalmente,
cuantificamos la expresioén del receptor hepatico SR-BI en el mismo modelo celular,
donde observamos que el tratamiento con rosiglitazona incrementa la expresion de

dicha proteina.

En resumen, en el presente estudio demostramos que la rosiglitazona modifica el
metabolismo de los ésteres de colesterol de HDL, paradéjicamente asociada a una
sobreexpresion del receptor SR-BI y sin modificacion de actividad de la CETP ni LCAT.
Este comportamiento metabdlico resulta en alteraciones discretas de las subclases de
HDL durante el tratamiento con rosiglitazona. Los mecanismos por los cuales una
sobreexpresion de SR-BI se acomparfie de una eliminacion lenta del colesterol-HDL,
asi como las repercusiones de las modificaciones del metabolismo y estructura de las
HDL sobre el desarrollo de aterosclerosis durante el tratamiento con rosiglitazona,

deberan ser explorados especificamente en estudios posteriores.
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ABSTRACT

High density lipoproteins have several antiatherosclerotic properties, like the reverse
cholesterol transport (RTC), which is the mechanism to remove the excedent
cholesterol from the peripheral cells, as well as their antioxidant and anti-
inflammatory properties. HDLs are very heterogeneous particles, with different sizes

and compositions, that may define their antiatherosclerotic properties.

Thiazolidinediones (TZDs; rosiglitazone and pioglitazone) are antidiabetic drugs,
agonists of the peroxisome proliferator activated receptor y (PPARy) and are involved
in the expression of genes implicated in the HDL metabolism, like ABCA-1, apo E and
SR-BIL. In this context, pioglitazone and rosiglitazone shift HDL size distribution
towards smaller particles, and they increase the apo Al catabolism and synthesis

rates.

The HDL structure modifications caused by rosiglitazone, may have different causes,
like changes in the activity of plasmatic remodelation factors, like the
lecithin:cholesterol acyl tranferase,LCAT, or the cholesteryl esters and phospholipids
transfers proteins, CETP and PLTP. Another possible explanation, could be an increase
in the scavenger receptor class B type I (SR-BI), localized in the membrane of hepatic
cells. This receptor has a PPAR response element and its interaction with HDL
produces smaller lipoproteins and may be reflected in modifications of the HDL

cholesteryl esters kinetics.

In the present study we tried to demonstrate de factors involved in the structural
modification of the HDL during rosiglitazone treatment. LCAT, CETP and PLTP

activities were evaluated in an animal model, and they were not modificated.

Then we studied the metabolic kinetics of HDL cholesteryl esters and we found that

the elimination from HDL is slower in the rabbits receiveing the rosiglitazone

-11 -



treatment compared with the control group, and the transfer of this esters to the

proatherogenic lipoproteins, VLDL/LDL is decreased.

In the next step, we used an in vitro model with FuS5AH cells, expressing SR-BI, where
we demonstrated that the rosiglitazone treated cells have a slower uptake of the HDL
cholesterol compared to controls. Finally, we measured the SR-BI expression in the

same model, and we found that rosiglitazone increased such expression.

Briefly, in this work, we demonstrated that rosiglitazone modifies the HDL cholesteryl
esters metabolism, with an increased SR-BI expression and without changes in the
activity of plasmatic remodelation factors. This metabolic behavior results in
modifications of the HDL size distribution during rosiglitazone treatment. The
mechanism that explains the overexpression of SR-BI accompanied to a slower HDL
cholesterol elimination, as well as the consequences of the metabolic and structural
modifications of the HDL on the atherosclerosis development during rosiglitazone

administration, may be explored in further studies.

-12 -



ANTECEDENTES

1. Lipoproteinas

Los lipidos son moléculas relativamente insolubles en medios acuosos, y para ser
transportadas en el plasma deben formar complejos macromoleculares y

pseudomicelares con proteinas llamados lipoproteinas.

Las lipoproteinas (Fig. 1) estan formadas por una monocapa de lipidos anfipaticos
(fosfolipidos y colesterol libre) que presentan sus grupos polares hacia el medio
acuoso. Esta monocapa se encuentra estabilizada por proteinas que reciben el nombre
de apolipoproteinas (apo). En el interior se encuentran los lipidos no polares
(triacilgliceroles y ésteres de colesterol), evitando asi la interaccién con el medio

acuoso.
Ademas de su funcién estructural, las apolipoproteinas fungen como cofactores o

inhibidores enzimaticos y como ligandos de receptores. En el Cuadro 1 se presentan

las caracteristicas mas importantes de algunas apolipoproteinas.

-13-
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Fig. 1. Composicion general de las lipoproteinas. Se muestran los lipidos hidrofébicos
del nucleo, en su superficie los lipidos anfipaticos y las apolipoproteinas que
estabilizan a la lipoproteina.

1.1 Clasificacion de las lipoproteinas

Las lipoproteinas se pueden clasificar con base en diferentes propiedades, tales como

su densidad de flotacién, movilidad electroforética y contenido de apolipoproteinas.

1. De acuerdo a su densidad se conocen cinco clases:

a. Quilomicrones: Son las lipoproteinas de mayor tamafio y densidad
menor a 0.94 g/mL. Tienen un alto contenido en triacilgliceroles y sus

apolipoproteinas son B-48, A-I, A-II, A-1V, C-I, C-II, C-Ill y E.
b. Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, Very Low Density

Lipoproteins): 0.94 < densidad < 1.006 g/mL. Contienen principalmente
triacilgliceroles, apo B-100, C-I, C-II, C-IIT y E.

-14 -



Cuadro 1. Caracteristicas de las apolipoproteinas?.

Apo Sitio de Conc.
p P.M. pl Localizacion , . plasmatica Funcion
sintesis
(mg/dL)
Principal componente
Intestino de las HDL, activador
A-1 29,016 5.9-5.4 HDL, Qm Higado 100-150 de LCAT, estimula el
eflujo del colesterol.
Intestino Proteina componente
A-1I 14,414 5.0 HDL Hieado 30-50 de HDL, inhibidor de
& LH y de la LCAT.
Activador de LCAT,
AV | 44465 5.5 HDL, Qm Intestino 15 modulador de LPL y
estimula el eflujo de
colesterol.
B-100 | 512,723 - VLDL, LDL Higado 80-100 | Ligando para receptor
de LDL
B-48 | 240,800 | 6.8 Qm Intestino - Proteina estructural de
los Qm.
Activador de LCAT,
C-1 6,630 7.5 HDL, VLDL, Qm Higado 4-6 inhibe la captacion
hepética de Tg.
Activador LPL,
; inhibicion de la
C-1I 8,900 49 HDL, VLDL, Qm Higado 3-5 captacién hepatica de
Lp-apo B-100.
C-Illp,12 8,800 4.5-5.0 | HDL, VLDL, Qm Higado 12-14 Inhibidor de la LPL
Ligando de receptor de
Ezs4 | 34145 | 6.0-57 | VLDL, HDL Higado 3-5 LDL'y de residuos de

Qm, estimula el eflujo
de colesterol.

Apo: Apolipoproteina, P.M
Triacilgliceroles, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Qm: Quilomicrones, LDL: Lipoproteinas
de baja densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LCAT: Lecitina colesterol

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

C.

: Peso molecular, pl: Punto isoeléctrico, Lp: Lipoproteina, Tg:

Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermedie Density

Lipoproteins): 1.006 < densidad < 1.019 g/mL. Estas particulas contienen

colesterol y triacilgliceroles, apo B-100, C-I, C-II, C-IIl y E.

-15-




d. Lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoproteins):
1.019 < densidad < 1.063 g/mL. Tienen un alto contenido en colesterol y

apo B-100.

e. Lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoproteins):
1.063 < densidad < 1.210 g/mL. Estas particulas tienen un alto contenido
en proteinas y fosfolipidos, ademdas de colesterol. Su principal
apolipoproteina es la A-I, ademas contienen A-II, A-1V, C-1, C-II, C-IIl y E.

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

- HDL2: 1.063 < densidad < 1.120 g/mL.
- HDL3: 1.120 < densidad < 1.210 g/mL.

En funcién de su tamafio, las dos poblaciones, HDL, y HDL3, se pueden
subclasificar en: HDLz, con didmetros de 9.7-12 nm, HDL3,, de 8.8-9.7 nm,

HDL3. 8.2-8.8 nm, HDL3p 7.8-8.2 nm y HDL3c de 7.2-7.8 nm 1.

2. Por su migracion electroforética se distinguen tres tipos de
lipoproteinas: o, 3 y pre-f3. Las HDL migran en su mayoria dentro de la fraccion
a del plasma, por lo que algunos autores las identifican como a—lipoproteinas.
Por su movilidad electroforética en combinacién con su tamafo, se han
descrito ademas otras subfracciones de HDL entre las que destacan las
particulas pre-f1. Dichas particulas estan compuestas esencialmente de
fosfolipidos y apo A-l, y tienen una masa molecular de alrededor de 60 kD.
Estas HDL son sintetizadas en el higado, desempefian un papel muy importante
en la captacidn de colesterol de las células periféricas como se describe mas

adelante.
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3. De acuerdo al contenido en apolipoproteinas se conocen dos poblaciones: las

lipoproteinas que contienen apo B -LpB- (VLDL, IDL y LDL); y las que contienen

apo A-I -LpAl-, donde se clasifican las HDL.

En el Cuadro 2 se resumen algunas de las caracteristicas de las diferentes

lipoproteinas clasificadas con base a su densidad de flotacion.

Cuadro 2. Propiedades de las lipoproteinas plasmaticas 2.

Mov. Tamaiio Cont.de | Cont.de | Cont.de | Cont. | Cont. de
Lp Electro- (nm) Prot. Plp Tg de CL CE
forética (%) (%) (%) (%) (%)
Qm Origen >70 1-2 3-6 90-95 1-3 2-4
VLDL | Pre-beta | 070 | 610 | 1520 | 4565 | 48 | 5
pL, | Frebeta | 6.4, 20 30 35 35
beta
LDL Beta 18-30 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50
5-12
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, Prot: proteina, CL: colesterol libre; CE:
colesterol esterificado.

2. Metabolismo de las lipoproteinas

La composicion de las lipoproteinas plasmaticas se modifica continuamente como
resultado del intercambio dindmico de lipidos que existen entre ellas durante su
metabolismo intravascular. Una gran variedad de enzimas, como la LCAT, proteinas,
como la proteina de transporte de ésteres de colesterol (CETP) y la de transporte de
fosfolipidos (PLTP) (denominados en su conjunto como factores plasmaticos de
remodelacion intravascular) estdn involucrados en este metabolismo. Estos factores

influyen en la concentraciéon de los lipidos en las lipoproteinas al favorecer el

-17 -



transporte o la hidrélisis de los mismos. Asimismo, algunos receptores de membrana
como el receptor “scavenger” clase B tipo I (SR-BI), el transportador A-1 de membrana
dependiente de ATP (ABCA-1), el CD36 y el receptor para apolipoproteinas B/E (apo-
B/E r) participan en el metabolismo y remodelacion de lipoproteinas. En el Cuadro 3
se presentan algunas caracteristicas destacables de las enzimas y proteinas de

transporte que intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas.

Los principales lipidos que favorecen la remodelaciéon de las lipoproteinas son el
colesterol, los triacilgliceroles y los fosfolipidos. Existen al menos tres mecanismos
por los que se modula el trafico intravascular de estos lipidos: la via exdgena, a partir
de los lipidos ingeridos en la dieta, en donde intervienen los quilomicrones; la via
enddgena, a partir de la sintesis hepatica de VLDL; y finalmente el transporte reverso

del colesterol (TRC), donde participan las HDL.

2.1. Metabolismo intravascular de las HDL

El metabolismo intravascular de las las HDL se denomina transporte reverso del
colesterol (TRC) que consiste en el regreso del exceso de colesterol proveniente de las
células periféricas hacia el higado para su excrecion o reciclaje. Durante este proceso,
las HDL participan de manera activa, lo que les confiere propiedades antiaterogénicas,

ya que por medio de este pueden evitar la formacion de la placa ateromatosa 3

-18-



Cuadro 3. Enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de las lipoproteinas.??

NOMBRE FUNCION ORIGEN

Cataliza la transferencia de un A&cido graso
proveniente de la lecitina o fosfatidilcolina, al
LCAT colesterol libre que se encuentra presente en las | Hepatico
HDL y en las LDL. Contribuye a la maduracién de
HDL.

Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos de
HDL, IDL y LDL. Es cofactor de SR-BI para una

LH ., . . , Hepatico.
captacion selectiva, asi como la generacidon de
apo A-I libre de lipidos.
Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm |Tejido adiposo y
LPL utilizando C-II como cofactor. Favorece la|muscular, pared
generacion de precursores de HDL. endotelial, pulmon.
Intercambia  ésteres de colesterol por |Tejido adiposo,
CETP triacilgliceroles entre las HDL; y las|hepatico, intestino
lipoproteinas que contienen apo B. delgado.
RECEPTORES Y PROTEINAS DE MEMBRANA
. . Hepatocito,
SR-BI Receptor para las HDL para lmtercamb,lar macrégafos, tejidos
colesterol entre los hepatocitos y las células : s
esteroidogénicos
Modulacidn del eflujo de colesterol y fosfolipidos. | Higado, macréfagos e
ABCA-1 . : .
Favorece a la maduracion de HDL. intestino
apo-B/E |Receptor para lipoproteinas que contienen apo B Hicado
r y E. Incrementa el influjo hepatico de colesterol. &

LCAT: Lecitina colesterol acilo-transferasa; LH: Lipasa hepatica; LPL: Lipasa lipoprotéica;
CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol. PLTP: Proteina de transferencia de
fosfolipidos, SR-BI: Receptor scavenger BI, ABCA-1: Transportador de membrana
dependiente de ATP, Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL:
Lipoproteinas de densidad intermedia, VLDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL:
Lipoproteinas de alta densidad.

La primera etapa del TRC (Fig. 2) es el eflujo de colesterol que ocurre a través de
diversos mecanismos desde las células hacia las HDL pequeias, tipo pre-f o HDL3. Una
vez que el colesterol se encuentra en las HDL es esterificado por la enzima plasmatica
LCAT y posteriormente se internaliza, dando origen a HDL de mayor tamafio y menos
densas, tipo HDL;. A partir de ahi, el colesterol esterificado puede tomar dos caminos:
1) Puede ser eliminado directamente de la lipoproteina por un mecanismo en el cual

interviene el receptor hepatico SR-BI, que remueve de manera selectiva los ésteres de
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colesterol, generando particulas pequefias, HDL3, capaces de reiniciar el ciclo de
captacién de colesterol y, 2) intercambio facilitado por la CETP de los ésteres de
colesterol-HDL; a las lipoproteinas ricas en triglicéridos. Como resultado de este
intercambio, las apos C’s y E se transfieren a los quilomicrones y VLDL, mientras que
las HDL2 se enriquecen con triacilgliceroles. Esto ultimos son entonces hidrolizados
por la lipasa hepatica (LH), dando lugar a remanentes de HDL que son remodelados en
particulas pre-3 y HDL3, por medio de la actividad de la PLTP. Es asi como el colesterol
de los tejidos periféricos llega al higado para ser reciclado o excretado a través de las
vias biliares . Ademas de estas vias de eliminacién del colesterol, la apo A-I puede ser
reconocida por la cubilina®, proteina de membrana presente en el tibulo renal, que

permite la internalizacion de las particulas para su posterior degradacion. (Fig. 2).

3. Enfermedad aterosclerosa coronaria y HDL

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) ¢ . Por lo tanto, el estudio de su
diagnostico y tratamiento es prioritario para combatir este mal. Diversos estudios han
demostrado la correlacion inversa que existe entre la concentracion plasmatica del
colesterol de las HDL (C-HDL) y el riesgo de desarrollar EAC, lo que sugiere una
asociacidn causal entre ambos 7. A partir de esta correlacion negativa, se ha postulado

que las HDL desempeifian una funcién antiaterosclerosa.

El desarrollo de la EAC implica procesos oxidativos, inflamatorios y trombéticos, en
los cuales hay una participacién activa de las diversas lipoproteinas que hay en el
plasma (Fig. 3). Las HDL particularmente pueden participar evitando el desarrollo de

la enfermedad desde varias de sus etapas.
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Fig 2. Transporte reverso del colesterol. Mecanismo por el cual las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) transportan el colesterol excedente de las células periféricas al higado, para
su eliminacién o reciclaje. CL: Colesterol libre. CE: Colesterol esterificado. Lp apo B:
Liporoteinas ricas en apo B (VLDL; lipoproteinas de muy baja densidad, LDL; lipoproteinas de
baja densidad y Qm; Quilomicrones). LCAT: Lecitina colesterol acilo transferasa; LH: Lipasa
hepatica; CETP: Proteina transportadora de ésteres de colesterol. PLTP: Proteina
transportadora de fosfolipidos, SR-BI: Receptor Scavenger Bl, ABCA-1: Transportador de
membrana dependiente de ATP. LH: Lipasa hepatica. LE. Lipasa endotelial. HDLr: Receptor
hepatico de HDL (fraccion § de ATPasa).
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Fig. 3. Esquema de las primeras etapas en la formacién de la placa ateromatosa. En zonas
donde existe disfunciéon endotelial se facilita la infiltracién de LDL al espacio subendotelial,
donde sufren procesos de modificacién, generando LDL oxidadas (LDLox). Los monocitos se
adhieren al endotelio activado que sobreexpresa moléculas de adhesion. Los monocitos
circulantes, atraidos, penetran en la pared y son diferenciados a macréfagos, proceso en el que
también intervienen las LDLox. Los macréfagos captan LDLox y se transforman en células
espumosas. Las células musculares lisas (CMLV) de la media, activadas por citocinas y factores
de crecimiento liberados en las lesiones, migran a la intima y proliferan contribuyendo a la
evolucion de las lesiones.

Ademas de su papel central en el TRC, las HDL se asocian a una enzima llamada
paraoxonasa (PON) la cual evita la propagacion de radicales libres hacia los lipidos de
las LDL en las etapas iniciales del desarrollo de la enfermedad 8°. Ademas inhiben la
expresion de moléculas de adhesiéon en el endotelio, retrasando la infiltraciéon de
monocitos al espacio subendotelial 1911, Por medio del TRC, evitan la acumulacién de
colesterol en los macréfagos, retardando la formacién de placa ateromatosa. Por

ultimo, poseen actividades antritromboticas y profibrinoliticas 12.
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3.1. Importancia de la subclasificacion de las HDL y su potencial

antiaterogénico

Como consecuencia del metabolismo intravascular de las HDL, se originan diferentes
tipos de particulas que se distinguen por su composicién, tamafio y densidad. Se ha
postulado que la concentracién de las subpoblaciones de HDL es mas importante
como marcador de riesgo cardiovascular 1 8-% 13 que el nivel de colesterol-HDL. Sin
embargo, existe controversia sobre cual es la subpoblacién de las HDL que brinda una

mayor proteccidn ante el riesgo de desarrollar enfermedad aterosclerosa.

En los estudios epidemioldgicos prevalecen las HDL grandes tipo 2 como la fraccién
protectora ante el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria 415, En contraste,
diversos estudios in vitro demuestran lo contrario; debido a que las subpoblaciones
pequefias de HDL, principalmente las 3b y 3c, promueven con mayor eficiencia el
eflujo de colesterol 13 y tienen un mayor poder antioxidante al asociarse facilmente

con la enzima paraoxonasa (PON) 8-9

3.2. Relacion entre el tamario y el catabolismo de las HDL

Las diferentes subclases de HDL son el resultado de su interacciéon con proteinas que
modifican de manera dindmica su composicién y tamafio. Estos cambios estructurales
probablemente tengan efecto sobre las propiedades antiaterogénicas de estas

lipoproteinas.

En diversos estudios se ha demostrado que el tamafio de las HDL se relaciona con la
tasa de catabolismo de apo Al Sujetos con la enfermedad “fish eye” que se
caracterizan por carecer de actividad LCAT debido a una mutacion en la proteina, se
presentan concentraciones de C-HDL muy bajas, asociadas a un hipercatabolismo de

apo Al 16, De la misma manera, portadores de la mutacion apo Alparis, presentan HDL
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con un didmetro promedio mas pequefio que las de pacientes control, ademas de

presentar un catabolismo mas rapido de la proteina 1.

Con estas evidencias y otras evidencias en el mismo sentido, se puede postular que un
aumento en la proporcion de HDL pequeiias tipo 3b y 3¢, se asocia con un catabolismo
de la apo Al incrementado. Si esta afirmacion es valida, entonces un incremento en el
tamafio de las HDL estaria acompanado de un catabolismo mas lento. En este sentido,
estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado un aumento en el tamafio de
HDL asociado a una menor tasa de catabolismo de apo Al en un modelo de ratas

hipotiroideas. 18

En pacientes con resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2 se ha reportado
que la distribucion de tamafios de las HDL se desplaza hacia particulas pequefias,
ademas de presentar incremento en la tasa de catabolismo de apo Al 1°21, En conjunto
estas evidencias apoyan la idea de que el tamafio de las HDL se asocia de manera

inversa con su tasa de catabolismo.

Cabe destacar que hasta el momento, las evidencias que muestran una relacion entre
la presencia de HDL pequeias y el hipercatabolismo de apo Al son indirectas, por lo
que se requiere disefiar estudios que muestren una relaciéon causa-efecto entre la

estructura de la lipoproteina y su velocidad de depuracién.

4. Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (TZD), son fairmacos antidiabéticos que actiian disminuyendo la
resistencia a la insulina y los niveles de acidos grasos por un incremento tanto en la 3-
oxidaciéon, como en su captaciéon hepdatica. En estudios epidemiolégicos se ha

reportado que las TZD inducen incrementos en los niveles plasmaticos de C-HDL,
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sugiriendo que afectan el metabolismo de estas lipoproteinas 22-23, Las dos TZD

comerciales son la pioglitazona y la rosiglitazona (Fig. 4).
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Fig. 4. Estructura quimica de las tiazolidinedionas comerciales, pioglitazona y
rosiglitazona.

4.1. Mecanismo de accion de las tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas son ligandos sintéticos de una subclase de receptores nucleares
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs). Los PPAR son factores de
transcripcion dependientes de ligando y existen tres clases diferentes: a, B/, y y. Las
tiazolidinedionas actiian activando a la isoforma Y, cuyos ligandos naturales son los
acidos grasos poliinsaturados y sus derivados, asi como las prostaglandinas D2 y sus
derivados (15-deoxi—A-12,14-prostaglandinas Jz; 15d-PGJ2), 9 y 13(S)-acido
hidroxioctadecadienoico (9 y 13-HODE) 2425, Los PPARYy se expresan principalmente
en tejido adiposo, hepatocitos, células endoteliales, macrofagos y células vasculares de

musculo liso.

En el ntcleo de la célula, los PPARs activados por su ligando forman un heterodimero
con el receptor del acido retinéico (RXR) (Fig. 5). Una vez formado, el heterodimero
(PPAR:RXR), se une a elementos de respuesta para la proliferaciéon de peroxisomas
(PPRE). Los elementos de respuesta estan constituidos por nucle6tidos que actiian

como secuencias de regulacidn de la expresion de ciertos genes 25.
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Entre los genes que regulan las tiazolidinedionas via los PPARY,, se encuentran los que
controlan la homeostasis de la glucosa, en particular el gen del receptor GLUT-4 26,
También se involucran en la regulacién de genes implicados en el metabolismo de los
lipidos, tales como el de la lipoproteina lipasa (LPL), incremente la expresion de apo E,

del receptor SR-Bl y ABCA-1 (ver Cuadro 3)27-28,

NUCLEO

PPAR gen —
1 /

pPARs AT - RXR
A

\ / 9cis-Ac. retinoico
4___,..—o—'-"'
ngandos
TZD P Ii PPARs-RXR

PPREs AANTAGGTCANAGGTCA

!

RESPUESTA BIOLOGICA

Fig. 5. Mecanismo de accidn de los PPARy. TZD: Tiazolidinedionas, PPAR: Receptor activado
por proliferador de peroxisomas; RXR: Receptor del cido 9-cis retinoico.

En el 2007, la Agencia de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos, (Food and
Drug Administration, FDA), revisé los resultados de diversos estudios clinicos que
mostraban la asociacion de la administracion de Avandia con el incremento de riesgo
de eventos isquémicos, tales como angina e infarto al miocardio, en comparacién con
el placebo y otros farmacos antidiabéticos, como la metformina y las sulfonilureas, por
lo que requiri6 al fabricante la inclusién de una leyenda en el empaque donde se
advirtiera de los riesgos concomitantes al consumo del medicamento (“black box”) y la

realizacion de estudios a largo plazo donde se evaluaran dichos riesgos 29-30,
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En el 2010, la FDA, tras la publicaciéon de estudios clinicos que confirmaron la
asociacion del consumo de rosiglitazona con el riesgo de sufrir falla cardiaca, infartos,
etc. 31 limit6é el consumo del medicamento a pacientes diabéticos que no logren

controlarse con otros farmacos 32-33,

Ademas de las evidencias expuestas anteriormente, el uso de TZDs ha sido muy
controversial debido a diferentes efectos adversos presentes durante su consumo,

tales como aumento de peso, fracturas 6seas y edema macular 34-35,

4.2. Efecto de las tiazolidinedionas sobre el metabolismo de las HDL

Estudios realizados previamente en nuestro laboratorio demostraron que la
pioglitazona aumenta al doble las tasas de sintesis y catabolismo de apo Al en conejos,
asociado a un incremento en la proporcién de HDL pequefias tipo 3c. Ademas, se
observé un incremento significativo en la concentraciéon plasmatica de C-HDL en los
animales tratados con este farmaco. Con este modelo, una vez mas se demostré la

asociacion del tamafo de las particulas HDL y su catabolismo 3¢.

Posteriormente, al realizar experimentos similares, pero esta vez usando
rosiglitazona, se observaron diferencias en el efecto de este farmaco sobre el
metabolismo de las HDL con respecto a lo que se observé en los animales tratados con
pioglitazona. En primer lugar, la rosiglitazona induce incrementos en las tasas de
catabolismo y sintesis de la apo Al, pero éstos son cuatro y cinco veces menores,
respectivamente, a los producidos por la pioglitazona 37. Ademas, la proporciéon de
HDL3c también aumenta, pero en menor proporcion que en el tratamiento con el
pioglitazona. Este hecho soporta la hipotesis que asocia el aumento en el catabolismo
de las HDL con un menor tamano de particula. Finalmente, a diferencia de la
pioglitazona, la rosiglitazona no modifica la concentracion de C-HDL en los conejos

tratados.
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Ademas del efecto diferencial en cuanto al metabolismo de apo Al con ambos
farmacos se observan diferencias en la composicion lipidica de las HDL de animales
tratados con uno u otro medicamento. En el caso del tratamiento con rosiglitazona, las
HDL presentan un aumento en la proporciéon de fosfolipidos y colesterol libre
inducidas por cada una de las tiazolidinedionas3’; estas diferencias en cuanto a
composicion, pueden ser causantes de un incremento en la asociacion de PON a las
HDL, enzima que participa en la actividad antioxidante de estas lipoproteinas. Las
diferencias que se presentan en el contenido de fosfolipidos entre ambos farmacos,
puede afectar también el catabolismo de estas particulas, ya que se ha demostrado

que el incremento en estos lipidos de superficie se asocia a un catabolismo mas lento.

El origen de las modificaciones estructurales de las HDL durante el tratamiento con
rosiglitazona no ha sido elucidado. Modificaciones en la actividad de los factores
plasmaticos de remodelaciéon, LCAT, CETP y PLTP, podrian dar una explicacién a los
cambios en la estructura de estas particulas. Del mismo modo ocurre con la
modificacion en la eliminacion por via hepatica del C-HDL por medio del receptor SR-
Bl, cuya expresion se modifica por activacion de PPARy, como se menciono

anteriormente.

Ademads, en conejos tratados con rosiglitazona se observé un aumento en el
catabolismo de la apo Al presente en las HDL como resultado de la disminucién del
tamano de las particulas 37. Sin embargo, el metabolismo del colesterol presente en
dichas lipoproteinas no ha sido estudiado. Es importante recordar que el colesterol y
la proteina de las HDL tienen diferentes sitios catabodlicos; mientras que se ha
planteado que la proteina, en particular la apo Al, puede ser eliminada por via renal 5,

el colesterol se elimina principalmente por via hepatica 4.
Por lo anterior, los resultados de los estudios cinéticos con apo Al descritos

anteriormente, no necesariamente reflejan lo que ocurre con la eliminaciéon de

colesterol de las HDL. Dado que la rapida eliminacion del colesterol de HDL destaca
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entre las propiedades antiaterogénicas de las mismas, el estudio cinético de su
metabolismo podria apoyar la idea de que la estructura de las HDL es determinante en

su capacidad para impedir o disminuir el desarrollo de la aterosclerosis.

Durante el presente proyecto se estudi6 la actividad de los diferentes factores
plasmaticos de remodelacion durante el tratamiento con rosiglitazona como posible
causa de la modificacion estructural de las HDL observada anteriormente. Ademas se
realizaron estudios cinéticos utilizando ésteres de colesterol en conejos tratados con
rosiglitazona para el estudio del flujo de C-HDL in vivo. Finalmente se plantearon
modelos in vitro para el estudio de la expresion de SR-BI y su relacién con la captacion

hepatica (influjo) de colesterol.
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HIPOTESIS

El tratamiento con rosiglitazona causa modificaciones en la actividad de los factores
plasmaticos de remodelacion de las HDL e incrementa la expresion hepatica de SR-BI,
lo que resulta en cambios estructurales de las HDL y en la cinética metabdlica de sus

ésteres de colesterol.
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OBJETIVO GENERAL

Describir algunos de los factores que participan en las modificaciones estructurales en

las HDL observadas durante el tratamiento con rosiglitazona.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la actividad de los factores plasmaticos de remodelacién, LCAT,

CETP y PLTP antes y durante el tratamiento con rosiglitazona en un modelo de

conejos.

2. Determinar la cinética de ésteres de colesterol de HDL en conejos tratados con
rosiglitazona.

3. Valorar el efecto de la rosiglitazona sobre la expresion de SR-Bl y su influencia

sobre la captacion de colesterol in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron conejos macho, raza Nueva Zelanda de 3.5-4.0 kg de peso. Un grupo
recibié rosiglitazona (Avandia, Glaxo Smith-Kline) en suspensién acuosa, en dosis de
0.34 mg/kg, lo que corresponde al triple de la dosis maxima utilizada en humanos con
el objeto de acentuar los efectos sobre el metabolismo de las lipoproteinas; en el caso
del grupo de conejos control recibieron el vehiculo. El tratamiento se administré via
oral, diariamente, durante 6 semanas. El tamafio del grupo fue determinado en base a
estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio en los cuales se emplearon

conejos 36-38

Recoleccion de muestras

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncion de la vena marginal de las orejas,
después de un ayuno de 12 h, en tubos con heparina. El plasma se separ6
centrifugando a 2500 rpm durante 15 min. Las HDL se separaron a partir de plasma
fresco, mientras que el resto de las muestras de plasma se almacenaron a -70°C hasta

su analisis.

Analisis de laboratorio

Las concentraciones de colesterol total, triacilgliceroles, glucosa, y fosfolipidos, se
determinaron mediante métodos enzimatico-colorimétricos comerciales. El colesterol
de HDL se determiné en el sobrenadante, después de precipitar de manera selectiva
las lipoproteinas que contienen apo B con una solucion de sulfato de

dextran/magnesio (100 puL/mL de plasma).
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Aislamiento y andlisis de subpoblaciones de HDL

Las HDL fueron separadas por ultracentrifugacion secuencial en tubos de
policarbonato. Se aislaron en primer lugar las lipoproteinas que contienen apo B a una
densidad<1.063 g/mL, ajustando con KBr s6lido, a 100 000 rpm durante 2 h 30 min.
Posteriormente se aislaron las HDL ajustando con KBr sélido a una densidad=1.25
g/mL, y nuevamente centrifugando a 100 000 rpm durante 3 h; en estas condiciones
del 80% a 85% de la apo A-I total del plasma se recupera en las fracciones de las HDL.
Las HDL asiladas se dializaron en una solucién amortiguadora de Tris 0.09 M, acido
borico 0.08M, EDTA 3mM, pH 8.4 (Amortiguador TBE). La determinacién de proteina

se realiz6 por el método de Lowry 3°. (Apéndice 1)

Para determinar la estructura, homogeneidad y didmetro de las HDL, se realizé 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 albimina,
7.1 nm) %0 Las bandas se tifieron con azul de Coomassie y finalmente se analizaron por
densitometria éptica para determinar los didmetros de las HDL (HDL2p, 10.58-12.36
nm, HDL2, 9.94-10.58 nm, HDL3a 8.98-9.94 nm, HDL3p 8.45-8.98 nm, HDL3c 7.90-8.45
nm) 41, (Apéndice 2)

Determinacion de actividad de factores plasmadticos de remodelacion

a) ACTIVIDAD LCAT

La actividad de LCAT se determind utilizando el método descrito por Chen y
Alberts 42 con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio 4. Se

prepararon proteoliposomas que contenian colesterol marcado con tritio,
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fosfatidilcolina y apo A-I, que se incubaron con el plasma durante 1 hora a
37°C. La reaccion se detuvo y los lipidos fueron extraidos mediante una mezcla
de disolventes organicos (CHCl3-MeOH; 2:1). El colesterol libre se separé del
esterificado mediante cromatografia de capa fina y se conto la radiactividad de
las diferentes fracciones en un contador de centelleo. Los resultados se

expresaron como porcentaje de colesterol esterificado.

b) ACTIVIDAD CETP

La actividad de CETP se determiné de acuerdo a método descrito por Tollefson
JH 43 con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio 4! El colesterol
esterificado marcado con tritio, se incorporé a particulas HDL. Las particulas
HDL marcadas se mezclaron con VLDL y se incubaron con el plasma en estudio
(que contiene a la CETP) durante 16 h a 37°C; posteriormente se separaron las
HDL de las VLDL por precipitacion selectiva, usando una solucién de sulfato de
dextran/magnesio, en la fraccidon sobrenadante se conto6 la radiactividad en un
contador de centelleo. Los resultados se expresan en porcentaje de

transferencia de colesterol esterificado por hora y por mL de plasma

c) ACTIVIDAD PLTP

La actividad PLTP se determin6 con el método reportado por Murdoch et al 44
con modificaciones hechas en nuestro laboratorio. Se utilizaron liposomas que
contenian fosfatidilcolina marcada con tritio, éstos se incubaron con el plasma
en estudio y ademas se agregaron HDL totales como aceptores de la
fosfatidilcolina. La mezcla se incub6 durante media hora a 37°C. Final mente se
separaron los liposoma de las HDL, precipitdndolos de manera selectiva con

una solucién de sulfato de dextran/magnesio y se determiné la radiactividad
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en la fraccién sobrenadante en un contador de centelleo. Los resultados se
expresan como porcentaje de transferencia de fosfolipidos por hora y por mL

de plasma.

Preparacion y purificacion de HDL marcadas con ésteres de 3H-

colesterol

La preparaciéon de HDL marcadas con ésteres de 3H-colesterol se realiz6 por la técnica
estandarizada en nuestro laboratorio #1. A partir de plasma fresco se separé por
ultracentrifugacién la fraccién de lipoproteinas de densidad menor a 1.063 g/mL
(VLDL/LDL). El resto del plasma, que contiene a las HDL y otras proteinas, entre ellas
la enzima LCAT, fue marcado con 1la, 2a-3H-colesterol libre (1 uCi por cada mL de
plasma, con una actividad especifica de 118.96 mCi/mg de colesterol) e incubado
durante 16 a 18 horas a 37 °C para permitir que la LCAT esterifique el colesterol
radiactivo y los ésteres se incorporen en las HDL. Posteriormente, las HDL fueron
separadas por ultracentrifugacion y purificadas por medio de cromatografia de
exclusion de tamafios (Sephadex G-25 Medium) con la finalidad de eliminar el
colesterol no incorporado a las lipoproteinas, eluyendo con amortiguador de fosfatos
con un pH de 7.4 45. Las fracciones eluidas que contienen a las HDL marcadas son

identificadas determinando la concentracion de proteina y colesterol.

Cinética de colesterol

Los estudios cinéticos de ésteres de colesterol de las HDL se llevaron a cabo con el
meétodo reportado por Kee et al, modificado en nuestro laboratorio 46, Brevemente, un
grupo de conejos tratados con rosiglitazona y otro de conejos control recibieron por
via intravenosa HDL aisladas de conejos donadores marcadas con ésteres de 3H-
colesterol a una dosis de 1x10¢ cpm (aproximadamente 400 cpm/pug de proteina). Se

tomaron muestras de plasma a diferentes tiempos durante 5 horas, considerando
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como el valor del tiempo inicial (to) a la muestra obtenida 5 minutos después de la
administracién. Las fracciones VLDL/LDL y HDL se separaron por ultracentrifugacidn.
En cada fracciéon se determiné la cantidad de radiactividad con un contador de
centelleo. Se considera el 100% de radiactividad al total de cuentas en la fraccion HDL
en el to, mientras que en el caso de la fraccion de lipoproteinas que contienen apo B, la
radiactividad presente en el to es considerada como el 0% ya que es debida a

transferencia pasiva.

Influjo de colesterol

Se determin6é de acuerdo al método de Badeau y cols. %> utilizando células de
hepatoma de rata FuSAH que expresan constitutivamente el SR-BI. Las células se
cultivaron (50 000 células/pozo) en presencia de rosiglitazona durante 48 horas (0.4
ug/mL). Veinticuatro horas antes de realizar el ensayo, las células se lavaron y se
incubaron con medio que contiene 1% de SFB con la finalidad de eliminar la reserva
de colesterol intracelular; posteriormente se agregaron HDL marcadas con ésteres de
3H-colesterol (25 000 cpm/pozo), y se determind la cantidad de colesterol transferido
de las lipoproteinas a las células a diferentes tiempos para establecer el intervalo
o6ptimo. Para calcular el porcentaje de transferencia, se midié la radiactividad en el
medio y después de lavar se extrajo el colesterol de las células incubando durante 1 h

a temperatura ambiente con isopropanol.

Cuantificacion de SR-BI

Se determiné en células Fu5AH, mediante Western blot. La células fueron cultivadas
(2 000 000 células/ensayo) en presencia de rosiglitazona durante 48 horas (0.4
ug/mL). Posteriormente fueron desprendidas con tripsina y lavadas. Posteriormente
fueron resuspendidas en amortiguador de fosfatos (pH 7.4) adicionado de Zwittergent
y lisadas por medio de ultrasonido, dejandose incubar toda la noche a 4°C. Cincuenta

ug de la muestra ya incubada se separaron en un gel SDS-PAGE al 10% durante 2.5h a
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80 V. Al finalizar, se transfirié6 hacia una membrana de PVDF, que después de ser
bloqueada (albumina 3%) durante toda la noche, se incub6 con anticuerpo policlonal
anti SR-BI de rata y anti GAPDH (gliceraldehido 3-fosfatodeshidrogenasa, 1:1000),
para estandarizar la cantidad de proteina. Después de lavar se incubé con anticuerpo
secundario anti IgG de cabra conjugado a peroxidasa y finalmente fue revelado con O-
diaminobencidina y perdxido de hidrogeno. El analisis se llevdo a cabo mediante

densitometria Optica, utilizando como control la expresion de la GAPDH.

Analisis estadisitico

Para cada grupo de tratamiento, se reportd la media * la desviacién estandar. Se
compararon por medio de una prueba t de Student de grupos independientes los
valores obtenidos del grupo o células control contra los conejos o las células tratados
con rosiglitazona. En el caso de la determinacion de triglicéridos, se realiz6 la misma
prueba estadistica, empleando el logaritmo de los valores obtenidos para normalizar.

Valores de p menores al 0.05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

Perfil de lipidos y glucosa.

En vista de que la rosiglitazona es un antidiabético, nos interesamos en primer lugar en
establecer si el farmaco inducia hipoglucemia en los conejos tratados. Nuestros
resultados demuestran que no existen diferencias significativas de la glucosa plasmatica
entre el grupo tratado durante 6 semanas con rosiglitazona y el control (tabla 1). En lo
que concierne al perfil lipidico, el tratamiento con rosiglitazona no modificé las
concentraciones plasmaticas de C-HDL, pero produjo un incremento en la
concentracion plasmatica de triglicéridos de aproximadamente el 40%. Estos resultados

se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de lipidos y glucosa en conejos control y

tratados con rosiglitazona

Control Rosiglitazona
(n=12) (n=12)
Colesterol total 30.89 +15.06 28.18 £10.42
(mg/dL)
Colesterol- HDL 14.29 £ 8.11 15.44 +7.72
(mg/dL)
Triglicéridos 40.71 £ 7.96 58.41 + 18.58*
(mg/dL)
Glucosa (mg/dL) 111.06 £18.72 114.58 £22.5

Los valores se expresan como la media + DE.
t de Student * p<0.05 vs. grupo control.

-38-



Distribucion relativa de subpoblaciones de HDL

Para establecer los efectos de la rosiglitazona sobre la distribucion de tamanos de las
HDL aislamos estas lipoproteinas por ultracentrifugacion secuencial a partir de
plasma de los conejos tratados. Posteriormente las sometimos a una electroforesis en
gradiente de poliacrilamida en condiciones nativas para determinar la distribucion
relativa de las subclases de HDL segiin se describe en la secciéon de métodos. Los

resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Distribucidn relativa de las diferentes subpoblaciones de HDL en el grupo de

conejos control y los tratados con rosiglitazona.

Control Rosiglitazona

(n=12) (n=12)
HDL 2b (%) 459 +8.8 41.0+10.5*
HDL 2a (%) 21.2+25 21.0+6.7
HDL 3a (%) 24.7 £#8.1 254 +84
HDL 3b (%) 6.3 + 4.4 6.2 + 4.5
HDL 3c (%) 1.9+1.0 3.9 +29**

Los valores se expresan como la media + DE.
t de Student * p<0.05; ** p<0.001 vs. grupo control

La distribuciéon de subpoblaciones de HDL se desplaza ligeramente hacia particulas
mas pequefias en el caso de los conejos tratados con rosiglitazona al compararlos
contra el grupo control. Se observa una menor proporcién de HDL 2b, mientras que

aumenta la fraccién 3c, que son las mas pequefias.
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Actividad de factores plasmaticos de remodelacion

La estructura de las HDL es modificada continuamente durante su metabolismo
intravascular debido al intercambio de lipidos que se lleva a cabo entre las diferentes
lipoproteinas; este proceso es realizado por diferentes enzimas y proteinas, entre ellas
los factores de remodelacién intravascular, LCAT, CETP y PLTP. En nuestra hipétesis
planteamos que el posible origen de las modificaciones estructurales de las HDL
podria ubicarse en cambios en las actividades de dichos factores. Los resultados de las
determinaciones realizadas se presentan en la Tabla 3, donde claramente se observa

que el tratamiento con rosiglitazona no modifica las actividades de dichos factores.

Tabla 3. Actividad de los factores plasmaticos de remodelacién en conejos control y

tratados con rosiglitazona.

Control Rosiglitazona
(n=12) (n=12)
LCAT
7.0%3.2 5,5+3.7
(% de esterificacion)
CETP
31.6 6.7 32.3+6.0
(% de transferencia)
PLTP
244 +9.6 21.6+7.3

(% de transferencia)

LCAT, Lecitina colesterol acilo transferasa;CETP, Proteina de transferencia de
ésteres de colesterol; PLTP, Proteina de transferencia de fosfolipidos.
Los valores se expresan como la media + DE.
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Cinética de colesterol

Las modificaciones estructurales en las HDL observadas durante el tratamiento con
rosiglitazona, podrian ser el resultado de cambios en el flujo de colesterol entre las
diferentes lipoproteinas. Para demostrar esto, administramos HDL que contienen
ésteres de colesterol marcados con tritio a conejos tratados con rosiglitazona.
Posteriormente cuantificamos la radiactividad presente en las fracciones VLDL/LDL y

HDL a diferentes tiempos, tal como se describe en la seccién de métodos.

Las graficas muestran que en los conejos tratados con rosiglitazona (n=8), existe un
mayor porcentaje de radiactividad en la fraccién HDL a los 150, 240 y 300 minutos, en

comparacioén con el grupo control (n=7) (Figura 6).

Por otro lado, al analizar la transferencia de éteres de colesterol hacia la fraccion
VLDL/LDL, observamos que en el caso de los animales tratados con rosiglitazona
existe un menor porcentaje de radiactividad a los 15, 30 y 60 min en comparacién con

el grupo control (Fig. 7).
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Fig. 6. Depuracion de ésteres de colesterol de HDL en conejos control y tratados con
rosiglitazona.

Los valores se expresan como media * error estandar.

t de Student *p< 0.05, **p< 0.01 vs. grupo control
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Fig. 7. Transferencia de ésteres de colesterol hacia VLDL/LDL en conejos control y
tratados con rosiglitazona.

Los valores se expresan como media * error estandar.

t de Student * p< 0.05, **p < 0.01 vs. grupo control

Expresion de SR-BI

El C-HDL es captado en el higado a través de un receptor de membrana llamado SR-BI
cuya funcion es remover el colesterol esterificado que contienen las HDL grandes para
regenerar particulas pequeiias del tipo 3, por lo que las modificaciones en la expresion
de dicho receptor podrian repercutir directamente en la distribucién de tamafios y
metabolismo de las HDL de los conejos tratados con rosiglitazona. Para comprobarlo,
cuantificamos esta proteina en cultivos de células de hepatoma Fu5AH tratadas con
rosiglitazona, mediante Western blot, utilizando para la normalizacion GAPDH como

proteina constitutiva.
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En los ensayos realizados, encontramos que las células tratadas con rosiglitazona

presentan un aumento del 59 % en la cantidad de SR-BI con respecto al cultivo control

(Fig. 8).

180 -
160 -
140 A

120 A
® Control

m Rosiglitazona

% expresion SR-BI
[s)] Qo
o o

Fig. 8. Expresion de SR-BI en células FuSAH control y tratadas con rosiglitazona.
(n=5).

Los valores se expresan como porcentaje de expresion con respecto al control. + error
estandar.

t de Student *p<0.05 vs. grupo control

Influjo de colesterol

Al observar el incremento en la expresion de SR-BI, nuestro siguiente objetivo fue
determinar si dicho aumento en la expresién de la proteina se acompafiaba de
cambios en la captacion de colesterol en el modelo de células tratadas con

rosiglitazona, las cuales fueron coincubadas con HDL enriquecidas con ésteres de
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colesterol marcados con tritio y finalmente se determiné el porcentaje de

radiactividad en el interior de las células.

Durante el desarrollo de la técnica, se establecid el tiempo 6ptimo de incubacion

mediante una cinética de influjo (Fig. 9), el cual result6 de ser de 3 horas.

3.5 4

% Radiactividad

Tiempo (h)

Fig- 9. Desarrollo de técnica de influjo de colesterol (n = 15).
Los resultados se muestran como la media + desviaciéon estandar.

Una vez establecidas las condiciones experimentales, observamos que las células
tratadas con rosiglitazona presentan una captacion del 1.6% de ésteres de colesterol
de HDL, mientras que en el caso de las células control es del 2.2% y la diferencia fue

estadisticamente significativa (Fig. 10).
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Fig.10. Transferencia de ésteres de colesterol de HDL hacia células FuSAH control y
tratadas con rosiglitazona.. (n =15).

Los valores se expresan como la media + DE.

t de Student * p<0.05 vs. grupo control.
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DISCUSION

Durante el presente trabajo de investigacion, hemos puesto de manifiesto diversos
cambios en el metabolismo de las HDL durante el tratamiento con rosiglitazona,
haciendo uso de un modelo de conejos y posteriormente experimentos in vitro

utilizando cultivos celulares para confirmar algunas de las hipoétesis.

La administracion de rosiglitazona indujo un ligero aumento en la proporciéon de HDL
pequeiias tipo 3c en los conejos tratados, mientras que en la cinética de ésteres de
colesterol se observé una menor transferencia de colesterol hacia la fraccién apo B y
un mayor tiempo de residencia en las HDL. Por otro lado, el cultivo celular mostr6 que
el tratamiento con rosiglitazona increment6 la expresion de SR-BI lo que no se vi6

reflejado en el influjo celular que disminuy6 ligeramente.

En el modelo animal, observamos que las concentraciones plasmaticas de C-HDL se
mantienen sin cambios en los conejos tratados con rosiglitazona, y que el unico
parametro que se modifico en el perfil de lipidos, fueron los triglicéridos que
aumentaron 40% en los conejos tratados. A pesar de que no existe un consenso,
algunos estudios han puesto en evidencia que la rosiglitazona induce ligeros
incrementos en los triglicéridos plasmaticos sin afectar de manera importante al C-
HDL 47 48, A diferencia de estos estudios, la magnitud en el aumento en los
triglicéridos en nuestro modelo es mucho mayor, y esto podria deberse a que se

empleod una dosis que representa el triple de la maxima empleada en humanos.

Si bien no observamos variaciones significativas del C-HDL, pusimos de manifiesto
cambios discretos en la distribuciéon de tamafios. Estudios previos de nuestro grupo
demostraron que la pioglitazona provoca un mayor aumento en la proporciéon de HDL
pequeiias tipo 3c que la rosiglitazona 36-37. Esta diferencia puede ser explicada porque

las tiazolidinedionas presentan un agonismo parcial del receptor PPARa, cuyo
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elemento de respuesta si se encuentra presente en el gen de la apo Al, pero al parecer,
la afinidad de la pioglitazona hacia este receptor es mayor que la de la rosiglitazona.
En consecuencia, la pioglitazona induce una sintesis mayor de apo Al 3¢; considerando
que las HDL se sintetizan como particulas pre-§ que tienen un diametro de 5.3 nm 4°
en promedio, el incremento de la sintesis de apo Al redunda en el incremento del
numero de particulas HDL pequenas. La pioglitazona al tener mayor afinidad por los

PPARa que la rosiglitazona, favorece la presencia de HDL pequefias tipo 3c.

A pesar de que el aumento en la sintesis y catabolismo de apo Al podria contribuir en
gran medida a la explicacién del aumento en la proporcién de HDL pequefias durante
el tratamiento con rosiglitazona, no podemos descartar la probable influencia del
receptor hepatico SR-BI sobre dicho efecto. Previamente se ha reportado que el gen
SRBI que codifica para el receptor tiene elemento de respuesta a PPARy 27, por lo que
esperabamos que la administracion de una TZD incrementara su expresion,
favoreciendo la captacidn de ésteres de colesterol provenientes de HDL en el higado.
Con base en esta propuesta, decidimos evaluar el efecto de la rosiglitazona sobre el
metabolismo de ésteres de colesterol de HDL in vivo realizando una cinética de los
mismos en los animales tratados con el firmaco. En dichos experimentos, observamos
una mayor presencia de radiactividad en la fraccion HDL a lo largo del tiempo en los
conejos tratados, mientras que en la fraccién apo B se observé una menor cantidad de
radiactividad al compararlo con el grupo control. Estos resultados nos sugieren que el
tratamiento con rosiglitazona favorece la permanencia de los ésteres de colesterol en

las HDL y ademas disminuye su transferencia hacia las fraccién VLDL/LDL.

Con base a estos datos, podriamos suponer que existe una disminucién en la actividad
de la CETP, encargada de la transferencia de los ésteres de colesterol de las HDL a las
VLDL y LDL; sin embargo, al determinar la actividad de la proteina en el plasma de
conejos tratados con rosiglitazona y compararla con la de los animales control, no

encontramos diferencia significativas.
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A continuacién, intentamos explicar las modificaciones en la cinética de ésteres de
colesterol por una disminuciéon en la actividad de la enzima responsable de la
esterificacion del colesterol en la HDL, la LCAT, lo cual ademads apoyaria el aumento en
la proporcion de HDL pequefias 3c. Al disminuir la actividad de esta enzima, se
produciria una menor cantidad de ésteres de colesterol disponibles para ser
transferidos hacia la fraccion apo B, lo cual implicaria una modificacién en el
metabolismo intravascular de las HDL. Al realizar experimentos sobre la actividad de
dicha enzima en plasma de conejos tratados con rosiglitazona, tampoco encontramos

cambios en su actividad.

Finalmente, la Ultima hip6tesis a descartar, se centra sobre la expresiéon del receptor
hepatico SR-BI; una menor expresion del receptor explicaria la disminuciéon de la
eliminacién de los ésteres de colesterol del compartimento plasmatico. Para comenzar
a explorar esta posibilidad, planteamos un modelo in vitro empleando células de
hepatoma de rata, FuS5AH, la cuales expresan al receptor. En congruencia con estudios
previos, observamos un aumento discreto en la expresion del receptor en las células
tratadas con rosiglitazona; sin embargo, este resultados no coincide con la evidencia
mostrada en el modelo animal, en el cual los ésteres de colesterol permanecen mas

tiempo en las HDL.

Es importante enfatizar que la sobreexpresion del SR-BI no es sinénimo de una mayor
funcidén; este receptor se acopla a la membrana celular por interaccién de la proteina
PDZK-1 39, Por esta razon, decidimos en una primera etapa establecer si efectivamente
la funcién del SR-BI se incrementaba en la misma proporcion que la expresion de la
proteina en las células de hepatoma de rata. Disefiamos un modelo de eflujo de
colesterol, coincubando las células tratadas con rosiglitazona con HDL que contenian
ésteres de colesterol radiactivos segun se describe en la secciéon de métodos. Al
determinar la cantidad de radiactividad intracelular y la presente en el medio,
calculamos el porcentaje de colesterol captado por las células, observando que las que

fueron con el farmaco, presentaron menor captacion de ésteres de colesterol que las

- 49 -



células control. Este resultado coincide con el que se presenta en el modelo animal, en
cual el colesterol permanece mas tiempo en las HDL, lo cual podria ser consecuencia

de una menor captacién del mismo a nivel hepatico.

Como se mencion6 previamente, la razon por la que a pesar de la sobreexpresion de
SR-BI no observamos un aumento en la captacion de colesterol en el cultivo de FuSAH
puede tener su origen en la proteina acopladora PDZK-1. Estudios preliminares de
nuestro laboratorio han puesto de manifiesto que la cantidad de PDZK1 en las células
tratados con rosiglitazona no se modifica con respecto a las células control (0. Pérez-
Méndez, datos no publicados); estos resultados sugieren que al no aumentar la
expresion de PDZK-1 en la misma magnitud que el SR-BI, no alcanza los niveles
necesarios para que la captacién se lleve a cabo y por lo tanto la sobreexpresién del

receptor no se acompafa de un aumento en su funcionalidad.

La diferencia entre el modelo animal y el cultivo celular es una limitante de este
estudio porque no permite una franca relacion de los resultados obtenidos en cada
uno de ellos. Sin embargo, en estudios posteriores se espera lograr cuantificar la
expresion de SR-BI en tejido hepdatico de conejos tratados con rosiglitazona y lograr
obtener conclusiones mas contundentes, siendo esta proteina la que posiblemente
tenga mayor relacion con el aumento en la proporcién de HDL pequefias en el modelo

de conejos.

En resumen, en el presente estudio demostramos que la rosiglitazona modifica el
metabolismo de los ésteres de colesterol de HDL, paraddjicamente asociada a una
sobreexpresion del receptor SR-BI y sin modificacion de actividad de la CETP ni LCAT.
Este comportamiento metabodlico resulta en alteraciones discretas de las subclases de
HDL durante el tratamiento con rosiglitazona, aumentando la proporcion de las HDL
pequeiias tipo 3. Los mecanismos por los cuales una sobreexpresion de SR-BI se
acompaile de una eliminacién lenta del colesterol-HDL, asi como las repercusiones de

las modificaciones del metabolismo y estructura de las HDL sobre el desarrollo de
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aterosclerosis durante el tratamiento con rosiglitazona, deberdn ser explorados

especificamente en estudios posteriores.
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APENDICE 1

Determinacion de proteinas por el método de Lowry

SOLUCIONES

¢ -Solucién de NazCOs3: 20 % en H20

¢ -Solucién de tartrato de Na y K: 1 g + CuS04:0.5g
¢ -Solucion de NaOH 0.8N: 16g en 500 mL H20
¢ -Solucion de SDS al 10%

¢ -Solucién patrén de albiumina: 1 mg/mL

¢ -Solucion A. Preparar al momento

1 volumen de tartrato de Na y K
1 volumen de Na;COs3

2 volimenes de NaOH

2 volumenes de SDS

2 volimenes de H20

TECNICA
CURVA PATRON
Tubo 1 2 3 4 5 6
MUESTRA (pL) 0 0 0 0 0 0
ST (uL) 0 10 20 40 80 100
H20 (uL) 100 90 80 60 20 0
MEZCLAR
Sol. A (mL) 1 1 1 1 1 1
INCUBAR 10 MINUTOS

EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE

Reac. Folin (1/6) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

(mL)

INCUBAR 30 MINUTOS
EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE

Leer a una longitud de onda de 750 nm
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DETERMINACION DE LOS RESULTADOS

Trazar una grafica de concentraciéon contra absorbancia con los datos de la curva
patron. Interpolar la absorbancia de las muestras en la grafica para determinar la

concentracion correspondiente.
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APENDICE 2

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

SOLUCIONES

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA
Sacarosa 50% + Azul de bromofenol al 0.05%  c.b.p. 20 mL

A= Tris 0.09 M + Ac. Borico 0.08M + EDTA 3mM pH 8.35

B=48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100mL

C= persulfato de amonio 10%

Vol. total SmL 5 mL
Sol. B 300uL 3mL
H20d 4.2mL 750uL

GLICEROL --- 750uL
TEMED 4uL 4uL
SOL.C 20uL 20puL

1) Depositar 25 pg de proteina/ 2 uL de buffer de muestra.
2) Utilizar marcador de alto peso molecular

3) Migrar 15 min a 40 V(para concentrar las muestras)
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4) Migrar 15 min a 70 V (para que entren las muestas al gel)
5) Migrar22ha 160V

6) Teiiir el gel con azul de Coomasie
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