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REFLEXION:

Indiscutiblemente, el nuestro, es un mundo de retos en el que aquel que los enfrenta se sumerge
en un tobogan de emociones de todo tipo. Lo realmente maravilloso, es que después de cada
reto, siempre terminas en un lugar mas alto. Recordemos lo que escribi6 Dante Alighieri a

principios del siglo XIV, en su primer canto al “Infierno” del poema épico “Divina Comedia™:

A mitad del camino de la vida,
en una selva oscura me encontraba

porque mi ruta habia extraviado.

jCuan dura cosa es decir cudal era
esta salvaje selva, aspera y fuerte

gue me vuelve el temor al pensamiento!

Es tan amarga casi cual la muerte;
mas por tratar del bien que alli encontre,

de otras cosas diré que me ocurrieron.

Yo no sé repetir como entré en ella
pues tan dormido me hallaba en el punto

que abandoné la senda verdadera.

Mas cuando hube llegado al pie de un monte,
alli donde aquel valle terminaba
que el corazon habiame aterrado,
hacia lo alto miré, y vi que en su cima
ya vestian los rayos del planeta

que lleva recto por cualquier camino.

A pesar de tener los caminos trazados, en el pentagrama de la vida nada esta escrito y nosotros

mismos decidimos la nota que queremos seguir.

Disfrutemos la maravilla de vivir en armonia...
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1. RESUMEN (Espafiol):

Los avances en el tratamiento y en el diagndstico temprano de pacientes con lupus
eritematoso sistémico durante las ultimas décadas, han generado que este tipo de
pacientes tengan un mejor prondstico respecto a las complicaciones propias de la
enfermedad. En la actualidad, la aterosclerosis acelerada es una de las principales
causas de morbimortalidad en pacientes con lupus y aunque comparados con la
poblacion general, los pacientes con lupus presentan prevalencias mas altas de factores
de riesgo tradicionales, éstos no explican por completo el riesgo incrementado de
aterosclerosis. La inflamacion, la resistencia a la insulina, las alteraciones lipidicas y la
disfuncién endotelial son algunos de los factores de riesgo cardiovascular que podrian
explicar la aterosclerosis acelerada observada en pacientes con lupus eritematoso
sitémico.

La pioglitazona tiene el potencial de modificar favorablemente el elevado riesgo
cardiovascular observado en las pacientes jévenes con lupus. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de la pioglitazona sobre la insulina plasmatica, algunos
marcadores de inflamacién, el perfil de lipidos, las caracteristicas lipoprotéicas y la
funcion vascular en mujeres jovenes con lupus eritematoso sistémico.

El presente estudio, de tipo prospectivo, aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo, mostré que la pioglitazona (30 mg/dia durante doce semanas) produce cambios
con potencial importancia clinica en las concentraciones de insulina, proteina C reactiva
y amiloide sérico A en plasma, asi como cambios en la distribucion de subclases de las
lipoproteinas de alta densidad y mejoria en la funcion endotelial de las arterias coronarias
de pacientes con lupus sin complicaciones. Nuestros hallazgos sugieren que este
farmaco pudiera ser de utilidad en la prevencion de la enfermedad cardiovascular

acelerada que se ha observado en pacientes jovenes con lupus eritematoso sistémico.



2. RESUMEN (Inglés):

The advancement in both, the treatment and early diagnosis of patients with systemic
lupus erythemathosus during the last decades, has resulted in the improvement of the
disease. As a consequence, the accelerated atherosclerosis is the main cause of
morbidity and mortality in these patients.

Compared with the general population, patients with lupus show higher prevalences of
traditional risk factors, which do not completely explain the increased risk of
atherosclerosis. Inflammation, insulin resistance, lipid alterations and endothelial
dysfunction are some of the cardiovascular risk factors that would explain the accelerated
atherosclerosis observed in patients with lupus.

Pioglitazone has the potential to favorably modify the high cardiovascular risk observed in
young patients with lupus. The aim of this study was to evaluate the effect of pioglitazone
on insulin plasma levels, some inflammation markers, the lipid profile, lipoprotein
characteristics and vascular function in women with systemic lupus erythemathosus.

This prospecive, randomized, double blind, placebo controled trial showed that
pioglitazone (30 mg/day during 12 weeks), resulted in favorable changes in insulin, C
reactive protein and serum amiloid A plasma concentrations, as well as changes in the
distribution of high density lipoprotein of patients with systemic lupus erythemathosus.
Our findings suggest that this drug could be useful in the prevention of accelerated
cardiovascular disease observed in some young patients with systemic lupus

erythemathosus.
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3. INTRODUCCION:

3.1 Lupus Eritematoso Sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad crénica, autoinmune y de
etiologia desconocida. Esta enfermedad es relativamente poco frecuente, con una
prevalencia de 122 casos por cada 100,000 habitantes y una incidencia de 1.5 casos por
100,000 habitantes. El 90% de las pacientes son mujeres jovenes en edad fértil, pero
esta preponderancia disminuye si la enfermedad se presenta en edad infantil o a partir de
los 65 afos; situaciones en las que nifios y hombres también son afectados. El LES tiene
un curso clinico caracterizado por episodios de actividad y remisién. La activacion de la
enfermedad es extremadamente variable e incluye sintomas leves con afeccion a
cualquier érgano, pudiendo aparecer posteriormente con manifestaciones adicionales o
bien, iniciar con formas graves multisistémicas y fulminantes. ™2

El diagnostico de LES se establece con base en las manifestaciones clinicas y pruebas
de laboratorio. Los criterios para el diagnostico fueron definidos en 1971, por la
Asociacion Americana de Reumatologia pero debido a su baja especificidad y
sensibilidad, esos criterios fueron revisados y mejorados en 1982 y posteriormente en
1997, por el Colegio Americano de Reumatologia, alcanzando una especificidad y
sensibilidad del 96%. * Para el diagnéstico de LES se requiere la presencia de 4 de 11
criterios establecidos (Tabla 1).

Para la evaluacion de la actividad de la enfermedad existen diferentes indices que se han
desarrollado y validado como el SLEDAI (systemic lupus eritematosus disease activity
index), el SLAM (systemic lupus activity measure), el ECLAM (european community lupus
activity measure), el BILAG (British Isles Lupus Activity Group) y el MEX-SLEDAI en

México (indice modificado de la actividad de la enfermedad de lupus eritematoso
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sistémico mexicano). “® Ademas de la evaluacion de la actividad de la enfermedad, el
dafio acumulado en los 6rganos de los pacientes puede ser evaluado con el indice de
dafio organico o de cronicidad del Colegio Americano de Reumatologia, que se realizo

en colaboracién con Clinicas Internacionales (SLICC/ACR-DI). °

Tabla 1. Criterios establecidos para el diagndstico de lupus eritematoso sistémico

Criterio Definicion
Eritema Malar Ronchas en la mejillas
Eritema Discoide Ronchas en placas levantadas
Fotosensibilidad Reaccion a la luz solar produciendo un aumento del eritema en la
piel
Ulceras Orales Ulceras en la nariz o boca, habitualmente indoloras
Artritis Artritis no erosiva que afecta dos o mas articulaciones periféricas

(artritis en donde el hueso cercano a la articulacion no llega a
destruirse)

Serositis Pleuritis o pericarditis (inflamacién de la capa que envuelve el
corazon o pulmon)
Afeccion renal Exceso de proteinas en la orina (mayor de 0.5 gramos al dia, o 3+

en las tiras diagnosticas de laboratorio) y/o cilindros celulares
(elementos anormales que se forman de glébulos rojos o blancos
y/o células en el tubulo renal)

Afeccion Convulsiones y/o psicosis en ausencia de medicamentos o

Neuroldgica trastornos neurolégicos, los cuales pueden producir estas
manifestaciones.

Afeccion Anemia hemolitica o leucopenia (gldbulos blancos por debajo de

Hematol6gica 4,000 células por milimetro cubico) o linfopenia (menos de 1,500

linfocitos por milimetro cudbico o trombocitopenia (menos de
100,000 plaquetas por milimetro cubico). La leucopenia y
linfopenia se deben detectar en dos o mas ocasiones. La
trombocitopenia se debe detectar en ausencia de medicamentos
gue pueden producir esta disminucion.

Anticuerpos Prueba positiva para los anticuerpos antinucleares (ANA) en
Antinucleares ausencia de las drogas que inducen positividad.

Afeccion Examen de laboratorio positivo para anti ADN de doble cadena,
Inmunoldgica anti Sm positivo, o falsas positivas para la sifilis (VDRL).

Aunque la etiologia y la patogenia del LES se desconoce en la actualidad, es bien sabido
que factores genéticos, hormonales y ambientales juegan un papel importante en el
desarrollo de esta entidad, que se caracteriza por dafo tisular y celular, asi como por la
presencia de multiples manifestaciones clinicas asociadas a la presencia de

autoanticuerpos. Es muy probable que diferentes agentes patogenicos y etiologicos
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intervengan en diferentes pacientes, lo que explicaria la heterogeneidad clinica y de
laboratorio que se observa en la poblacion afectada.

El LES es una de las enfermedades reumaticas con mayor mortalidad, alcanzando un
14.5% de muertes y representando hasta 44% de las muertes por enfermedad reumética
en las personas con menos de 45 afos (datos no publicados del Centro Nacional para la
Prevencion de Enfermedades Cronicas y Promocion de la Salud [CDC]). La
supervivencia de pacientes con LES ha aumentado en las ultimas décadas, gracias a la
informacion valiosa generada por las pruebas clinicas y serolégicas que permiten
identificar las etapas de reactivacién de la enfermedad “®y a los avances terapéuticos
que incluyen el uso de corticoesteroides, antimaléricos y aspirina, como farmacos
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para su tratamiento. ® Los
primeros estudios en 1955 informaron que la supervivencia de los pacientes con LES a 5
afios era inferior al 50%; '° mientras que en la actualidad se ha incrementado a cerca del
90% a 10 afios y a 70% a 20 afios. ** 12

El aumento en la sobrevida de los pacientes con LES ha generado una mayor incidencia
de complicaciones cronicas, asi como dafios permanentes secundarios a los efectos de
la enfermedad misma y/o de su tratamiento. En el afio de 1976, Urowitz y cols. =
describieron el patron de mortalidad bimodal en pacientes con LES, con base en la
observacion de pacientes fallecidos por actividad de LES o sépsis y pacientes fallecidos
por infarto agudo del miocardio. Posteriormente, otros estudios han confirmado este
patrén bimodal de mortalidad por LES, y el analisis de la sobrevida ha mostrado que las
principales causas de muerte tardia en pacientes con LES, se reportan entre aquellos
pacientes con inactividad de la enfermedad, observandose una notable incidencia de

infartos miocardicos causados por enfermedad cardiovascular. *

13



3.2 LES y Enfermedad Arterial Coronaria

En la actualidad, la aterosclerosis acelerada es una de las principales causas de
morbimortalidad en pacientes con LES. El riesgo de enfermedad arterial coronaria (EAC)
en los pacientes con LES es de 5 a 10 veces mayor que lo observado en poblacion
general. > '® Manzi y cols. *> encontraron que las mujeres entre 14 y 44 afios de edad
con LES tenian 50 veces mas riesgo de presentar un infarto agudo del miocardio que las

" en un estudio de seguimiento de 12.4

mujeres sanas. Por otro lado, Bruce y cols.
afos, observaron que 13.4% de los pacientes con LES desarrollaron un evento coronario
agudo. Ademaés, Esdaile y cols. ** en dos cohortes retrospectivas de pacientes con LES,
encontraron que después de un seguimiento de 8.6 afios, el 12.9% de los pacientes
desarroll6 enfermedad coronaria aguda. Estas observaciones sugieren que la
aterosclerosis en los pacientes con LES es mas prevalente y prematura que en la
poblacion general.

Existen estudios de autopsia que evidencian que la patogénesis de la enfermedad
cardiovascular en el LES es de origen aterosclerético. *° Por décadas, la aterosclerosis
se consider6 como una enfermedad causada por exceso de colesterol. Sin embargo,
multiples evidencias acumuladas en los ultimos afios, sugieren que el proceso de la
enfermedad aterosclerosa en la pared arterial es consecuencia de la interrelacién de
numerosas vias y procesos que interactuan entre si.

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio activo mediado por una respuesta inmune;
por lo que la inflamacion cronica y la alteracion del sistema inmune que son
caracteristicas del lupus, indudablemente contribuyen al proceso acelerado de esta
enfermedad. *° La respuesta inflamatoria e inmune de la aterosclerosis es generada por
la adhesion de leucocitos al endotelio vascular, promoviendo la sintesis y expresion de

factor tisular, factor VII, sitios de unidn de alta afinidad para fibrindgeno, y citocinas como
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la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). La adhesion de los
leucocitos es seguida por su migracion hacia el subendotelio (la cual es inducida por la
proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 [MCP-1]) y su diferenciacion a macréfagos,
aparentemente causada por las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas que
comienzan a acumularse en el subendotelio y por el mismo incremento en la produccion
de citocinas como la IL-6 y el TNF-a. La manifestacion morfolégica primaria de las
lesiones aterosclerosas es la “estria grasa”; la cual esta dada por el cumulo de lipidos en
los macréfagos, ubicados en el espacio subendotelial. El incremento de la respuesta
proinflamatoria, posteriormente estimula la proliferacion y migracion vascular de las
células del musculo liso, que se infiltran al area inflamada favoreciendo su crecimiento.
La inflamacién continua y la posterior formacion de tejido fibroso lleva a la progresion y
engrosamiento de las estrias grasas, originando las lesiones aterosclerosas avanzadas
con centros lipidicos, necréticos y algunas veces, material calcificado. %% %

El peligro y las consecuencias potencialmente letales de la aterosclerosis son la
desestabilizacién de las placas avanzadas, que podrian culminar con la ruptura de la
superficie de la placa y originar una trombosis luminal. La ruptura de la placa con la
trombosis como consecuencia, es una de las mas frecuentes manifestaciones

anatomopatoldgicas de los sindromes coronarios agudos como la angina inestable, el

infarto agudo del miocardio y la muerte coronaria (Figura 1).
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Células Estria Lesion Ateroma Ruptura Placa
espumosas grasa Intermedia de lesion fibrosa
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Disfuncion endotelial

3

El centro de lesion se vuelve necrotico

4

A partir de la primera década A partir de la segunda década A partir de la cuarta década

Crecimiento debido principalmente a la acumulacion de lipidos Trombosis Musculo liso

Figura 1. Aterogénesis. El cdmulo de células espumosas originadas por el paso de los
monocitos hacia el subendotelio que, convertidos a macrofagos fagocitan a las
lipoproteinas de baja densidad, crean la estria grasa y desplazan al subendotelio hacia
el exterior, formando una lesion intermedia y posteriormente el ateroma, que se
caracteriza por el alto contenido lipidico en su centro y por la invasién de la luz
vascular. El ateroma puede romperse y generar un trombo capaz de ocluir total o
parcialmente la luz vascular y /o dar origen a una placa fibrosa. Imagen modificada de:
http://www.cardiologos.mx/Cardiologia_Clinica_e_Intervencionista/Aterosclerosis.html
Las células endoteliales que delimitan la luz vascular juegan un papel importante en el
balance homeostatico. Ross 23 en 1993 propuso que el dafio endotelial podria ser un
evento inicial en el proceso de la aterogénesis ya que las células de este drgano,
ademas de estar involucradas en los procesos proaterogénicos, como la
vasoconstriccion, agregacion plaquetaria, adhesion leucocitaria, trombogénesis y
proliferacion de las células del musculo liso vascular, también tienen efectos
antiaterogénicos como la vasorelajacion, fibrinolisis, inhibicion de la agregacion

plaquetaria e inhibicién de la adhesion de leucocitos. **%° En los estados de disfuncién

endotelial existe un desbalance entre los factores antiaterogénicos y los proaterogénicos,
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que en las etapas mas tempranas se puede evaluar de varias formas como se

mencionard mas adelante.

3.3 Factores de Riesgo Cardiovascular en LES

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica de las arterias, asociada con
varios factores de riesgo que promueven alteraciones lipidicas, desarrollo y progresion
de lesiones aterosclerdticas, ruptura de placas y trombosis vascular. ?° Como se
menciond previamente, la aterosclerosis se incrementa en enfermedades autoinmunes, y
algunas investigaciones no invasivas han mostrado incremento en el grosor de la intima
media, placa car6tida y calcificacion de arterias coronarias en pacientes con LES,
comparados con controles sanos. 2

En la actualidad, las razones para el proceso acelerado de aterosclerosis en pacientes
con LES no son claras y aunque factores de riesgo tradicionales como las dislipidemias,
tabaquismo, obesidad, hipertension, diabetes mellitus y sedentarismo, son mas
prevalentes en estos pacientes cuando se comparan con la poblacién general, éstos no
explican por completo el riesgo incrementado de aterosclerosis. # La inflamacion, la
resistencia a la insulina, las alteraciones lipidicas y la disfuncion endotelial son algunos
de los factores de riesgo cardiovascular que se han evaluado en los ultimos afios como
posibles causas de su aterosclerosis acelerada. Independientemente de los factores de
riesgo tradicionales, las evidencias recientes sugieren que el sistema inmune juega un

papel dominante en la progresion de la aterosclerosis en pacientes con lupus.

3.3a Inflamacion

En la respuesta vascular inflamatoria existen interacciones complejas entre células

inflamatorias (neutrofilos, linfocitos, monocitos y macréfagos), células endoteliales,
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células del masculo liso vascular y la matriz extracelular. Ademas, el dafio vascular se ha
encontrado asociado con la expresion incrementada de moléculas de adhesion en las
células endoteliales y con el reclutamiento de células inflamatorias, factores de
crecimiento y citocinas, que muestran efectos directos sobre las mismas células
endoteliales, células del musculo liso vascular y la matriz extracelular.

En pacientes con LES, diversas citocinas como el TNF-a, el factor de necrosis kB (NF-
kB) y las interleucinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), han sido implicadas en la regulaciéon de la
actividad de la enfermedad y en la afeccién de los diferentes érganos. *° Por lo que la
clasificacion de las citocinas, de acuerdo a la forma en que ellas regulan a la alta o a la
baja la respuesta inflamatoria, pudiera ser de utilidad en este tipo de enfermedades, en
las que el balance entre las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, determina el
grado y la extension de la inflamacion, asi como las consecuencias clinicas.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria en la que se pueden encontrar grandes
cantidades de células inmunes como los macréfagos y los linfocitos T. La activacion de
dichas células favorece una cascada de sintesis de citocinas, que inducen un estado
inflamatorio en el que los monocitos y los linfocitos T son reclutados al espacio
subendotelial, a través de un endotelio que expresa cantidades elevadas de moléculas
de adhesion vascular e intercelular. La elevada concentracién de estas moléculas de
adhesion es favorecida por el NF-«kB; el cual es incrementado por la activacion de los
receptores de tipo toll (TLRs), que se encuentran en los macréfagos. ' Estudios previos
han mostrado que los fosfolipidos oxidados presentes en las LDL pueden activar a los
TLRs de los macrofagos y promover la sintesis de quimiocinas como la MCP-1. La MCP-
1, con capacidad de promover el reclutamiento de monocitos y linfocitos T, es una de las

principales quimiocinas expresadas en la aterosclerosis. 2% %2
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La diferenciaciébn de monocitos a macrofagos es un proceso clave en la aterogénesis y
es mediado principalmente por el factor estimulante de colonias de macréfagos.®
Ademas de jugar un papel importante en la inflamacion y en la respuesta inmune innata,
los macrofagos también pueden iniciar una respuesta inmune adaptativa, por activacion
de los linfocitos T, mediante la presentacién de antigenos. ** Cuando el receptor de
antigeno de los linfocitos T se une a su ligando, ocurre una respuesta de tipo Thl, que
promueve la sintesis de citocinas proinflamatorias como el interferon-y, que ademas de
favorecer la activacion de macréfagos, aumenta la sintesis de IL-1 y TNF-a. El TNF-a
induce la produccion elevada de IL-6, que a su vez, estimula al higado a sintetizar
grandes cantidades de reactantes de fase aguda como la proteina C reactiva (PCR) y el
amiloide sérico A (ASA).?? Aunque las citocinas tienen importantes efectos biolégicos a
diferentes niveles, la amplificacion de cada uno de los pasos de la cascada inflamatoria,
hace que la medicién de los indicadores plasméticos resultantes como la PCR y el ASA
sean particularmente Utiles en el diagndstico clinico.

Numerosas anormalidades en la regulacion de las citocinas han sido descritas en
pacientes con LES y en modelos murinos de lupus. Lo anterior podria resultar en la
acumulacion de células y en el incremento en el depdsito de LDL y matriz extracelular
observada en la aterogénesis. * Por otro lado, estudios experimentales y observaciones
en humanos sugieren que tanto la respuesta inmune adaptativa como la innata participan
en la patogénesis de la aterosclerosis y las enfermedades autoinmunes. 3 Por lo tanto,
la respuesta inflamatoria prolongada como la observada en pacientes con lupus, pudiera

ser un importante promotor de la aterogénesis en este tipo de pacientes.
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3.3b Resistencia a lainsulina

La insulina es una hormona polipeptidica producida y secretada por las células beta de
los islotes de Langerhans del pancreas. Esta hormona es capaz de regular multiples
aspectos metabdlicos y es clave en la regulacion de la glucosa. La accién de la insulina
es mediada por la activacion de su receptor, que pertenece a la clase de receptores de
superficie celular con actividad cinasa de tirosina. El receptor de la insulina es un
heterotetrAmero de 2 subunidades alfa extracelulares, unidas por puentes disulfuro a dos
subunidades beta transmembranales. ** %

Con relacion a la homeostasis de la glucosa, los efectos de la activacion del receptor de
la insulina, al unirse con la hormona, incluye eventos de fosforilacion que favorecen la
glucogenogénesis e inhiben la glucogenolisis. La activacion de los receptores aumenta la
glucdlisis y la respiracion celular, lo que permite a las células tener el aporte energético
necesario en forma de ATP. ¥’

Durante mucho tiempo, la resistencia a la insulina ha sido investigada como un factor de
riesgo potencial para la EAC. Ademas, la resistencia a la insulina se asocia con el riesgo
de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, y puede ser definida como la capacidad reducida
de la insulina para estimular la captura de la glucosa en el masculo esquelético y en el
adipocito; asi como para inhibir la lipélisis en tejido adiposo. *

En estudios transversales de cohortes en los que se incluyeron pacientes con LES, se
ha encontrado que la diabetes mellitus se presenta con mayor frecuencia de lo esperado.
3940 Ademaés, Bruce y cols. ** en el estudio de factores de riesgo, realizado en Toronto,

reportaron que la diabetes fue significativamente mas comun en pacientes con LES que

en la poblacién general. Estudios posteriores, también han reportado que pacientes tanto

42 39

pediatricos " como adultos *° con LES, tienen hiperinsulinemia y/o resistencia a la
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insulina, la cual no estd completamente explicada por el tratamiento farmacolégico
esteroideo. 3% 4244

La resistencia a la insulina podria explicar, al menos parcialmente, la pérdida de la
proteccion contra la EAC en mujeres jévenes con LES *°, ** y ser uno de los principales
factores de riesgo cardiovascular como se ha mostrado en algunos estudios, en los que
la resistencia a la insulina se ha encontrado asociada a la aterosclerosis coronaria
independientemente de otros factores de riesgo cardiovascular. 4% 4> 4°

Existen varias explicaciones posibles para la elevacion de la insulina plasméatica en
pacientes con LES. En primer lugar, concentraciones moderadamente elevadas de
anticuerpos antiinsulina han sido descritos en este tipo de pacientes, aln en ausencia de
diabetes. " *® A diferencia de lo observado en pacientes con diabetes, la presencia de
anticuerpos antiinsulina en sujetos con enfermedades autoinmunes no parece tener
efectos destructivos de las células beta pancreaticas. *° Ademas, el control adecuado del
lupus, con el uso de inmunosupresores, permite mantener bajas las concentraciones de
esos anticuerpos. Por otro lado, las concentraciones de marcadores de inflamacién como
el TNF-qa, la IL-6, la PCR 0 el ASA, se encuentran elevadas en pacientes con LES y
numerosos estudios han mostrado que estos marcadores se asocian tanto con la

hiperinsulinemia como con el desarrollo de resistencia a la insulina. 3 %5

3.3c Alteraciones lipidicas

La insulina tiene un efecto antilipolitico importante y, de hecho, una de sus acciones mas
importantes es la inhibicién de la lipdlisis en tejido adiposo. Por lo tanto, en presencia de
resistencia a la insulina, hay aumento en la lipdlisis de los triglicéridos almacenados en
tejido adiposo, con su consecuente elevacion en circulacion. Los triglicéridos, el

colesterol y los fosfolipidos son los principales lipidos circulantes en la sangre. Los dos
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primeros son lipidos simples porque no se degradan mediante hidrélisis o por que, al
degradarse, producen derivados lipidos mas glicerol. Los fosfolipidos son lipidos
compuestos; ya que durante su hidrdlisis producen derivados lipidicos, fosfato inorganico
y glicerol. %3

Los lipidos son moléculas insolubles en fase acuosa como el plasma sanguineo y, por
tanto, se transportan combinados con proteinas, dando origen a las lipoproteinas. % >*
Las lipoproteinas son particulas compuestas de apolipoproteinas y fosfolipidos presentes
en la regidn externa, que encapsulan a los lipidos no polares insolubles como los ésteres
de colesterol y los triglicéridos. ** Las lipoproteinas, como los quilomicrones, pueden ser
sintetizadas a nivel intestinal, a partir de los alimentos consumidos o provenir de la
sintesis hepatica, como las lipoproteinas de alta densidad (éstas también pueden tener
su origen en el intestino) o las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que
posteriormente son transformadas a lipoproteinas de densidad intermediay LDL. **>°

La funcion principal de las lipoproteinas enddgenas es el transporte de los lipidos entre el
higado y los tejidos periféricos. El transporte inicia con la secrecion de las VLDL ricas en
triglicéridos (~70%). Los triglicéridos contenidos en las VLDL son hidrolizados por accion
de la lipasa lipoprotéica y los acidos grasos liberados son captados por los tejidos
periféricos, que los oxidan para la generacion de energia en forma de ATP, o los
esterifican nuevamente a triglicéridos, que son almacenados en el tejido adiposo, como
reserva de energia. >* >°

Debido a la continua hidrélisis de los triglicéridos y al continuo intercambio de
componentes con otras lipoproteinas, las VLDL pierden fosfolipidos y apolipoproteinas
de la superficie y se reducen de tamafio hasta generar las lipoproteinas de densidad

intermedia que son finalmente convertidas a LDL enriquecidas en colesterol (~65%). La

mayor parte del colesterol que llega a los tejidos periféricos es transportado por las LDL.
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Estas lipoproteinas se caracterizan por tener una sola molécula de apolipoproteina B en
su superficie que, actuando como ligando, permite la captacién de la lipoproteina por los
receptores de LDL presentes en todos los tejidos, pero principalmente, en las células
hepéticas. >* °°

Los tejidos periféricos, carecen de las enzimas necesarias para degradar el colesterol,
por tanto, el exceso de colesterol en los tejidos debe ser llevado nuevamente al higado,
en donde es reciclado o pasa a la bilis para finalmente ser eliminado en las heces. En
este proceso, conocido como transporte reverso de colesterol, las HDL y la

apolipoproteina Al (la principal apolipoproteina de las HDL), juegan un papel esencial. >*

55

Multiples estudios han indicado que la dislipidemia caracterizada por concentraciones
altas de triglicéridos y bajas del colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL)
es muy frecuente en pacientes con LES. °® Ademas, previamente se reportd que en este
mismo tipo de pacientes existe una preponderancia de LDL pequefias y densas, que son
mas susceptibles a la oxidaciobn y son un factor de riesgo independiente para la
ocurrencia de eventos cardiovasculares futuros, #?°" 8

El incremento en el estrés oxidativo y en la lipoperoxidacion de las LDL son factores de
riesgo cardiovascular establecidos en pacientes con LES, que originan particulas de LDL
con actividad inmunogénica, quimiotactica y proinflamatoria. Estas LDL son mas
facilmente capturadas por los macrofagos y dan lugar a la formacion de células
espumosas y a la generacion de una respuesta humoral que produce anticuerpos contra
LDL oxidadas. ***°

Un factor importante en la proteccion contra la oxidacion de las LDL son las HDL, las

cuales, ademas de proteger contra la aterosclerosis a través de su papel en el transporte

reverso del colesterol (transporta el colesterol de los tejidos periféricos hacia el higado) y
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su efecto antiinflamatorio (inhibe la expresion de moléculas de adhesién en el endotelio),
previenen o revierten la oxidacion de las LDL. Debido a esto, humerosos estudios han
indicado que la concentracién de las HDL en plasma puede determinar el riesgo de
aterosclerosis. Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que ademas de la
concentracion, las caracteristicas funcionales y estructurales de las HDL, son igualmente
significativas en el riesgo de la EAC. ®®*

Las HDL son un grupo heterogéneo de particulas lipoprotéicas grandes (HDL,, y HDL2,)
y pequefas (HDL3s,, HDL3p, y HDL3:) que difieren en tamafio, forma, composicion lipidica,
densidad y funcién (Figura 2). °* Van Lenten y cols., reportaron que durante la fase
aguda, la respuesta de las HDL puede ser convertida de su funcién antiinflamatoria a un
estado proinflamatorio que es capaz de incrementar la oxidacién de las LDL. 3

En el caso de las pacientes con LES, se ha informado que 45% de estas pacientes y 4%
de las mujeres sanas, tienen HDL proinflamatorias que no sélo son incapaces de inhibir
la oxidacién, si no que incluso incrementan la oxidacion de las LDL. Mas aun, la
concentracion de las HDL proinflamatorias fue mayor en las pacientes con LES y EAC
que en aquellas con LES sin EAC. ® En estudios subsiguientes, se indicé que 86.7% de
las mujeres con LES y con placa aterosclerosa tienen HDL proinflamatorias, ® las cuales
son predictoras de aterosclerosis subclinica en pacientes con LES (raz6n de momios:
16.6). °® Ademas, como parte del presente trabajo de tesis, previamente publicamos que
existen alteraciones estructurales en las particulas de HDL (Anexo 1); ya que se
caracterizan por una mayor proporcion de HDL pequefias enriquecidas en triglicéridos y
con menor cantidad de ésteres de colesterol, cuando se comparan con las HDL de
mujeres sanas. ®' Estos resultados fueron confirmados por Chung y cols. quienes
también encontraron que las HDL de pacientes con LES son de menor tamafio. °® En

conjunto, todas estas alteraciones tanto en la concentracion como en las caracteristicas
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de las HDL, indican que estas lipoproteinas podrian ser un biomarcador del riesgo de
aterosclerosis acelerada que se ha observado en las pacientes con LES, ademas de ser

un blanco en el tratamiento para prevenir la EAC.

Forma de la Particula Conteido de Apolipoproteinas

Discoidal
V4

Esferica A-l A-I/A-II A-II

Composicion lipidica

TG, CE, CLy FL

HDL,,  HDL,, HDLs;, HDLy; HDL,. Discoidal

Figura 2. Heterogeneidad de las HDL. A-l: apolipoproteina Al; A-ll: apolipoproteina
All; TG: triglicéridos; CE: colesterol esterificado; CL: colesterol libre; FL: fosfolipidos.
Modificada de Rye KA, Atherosclerosis 1999;145:227-238. *

3.3d Disfuncion endotelial

En respuesta a diversos agentes estimulantes, presentes en el subendotelio vascular y
gue estan incrementados en pacientes con LES (IL-1, complejos inmunes, Vvirus,
lipoproteinas oxidadas, y otras toxinas), las células endoteliales sufren una serie de
cambios conocidos como activacion celular endotelial. Para que esta activacion se lleve a
cabo, los agentes que actian en la pared vascular, activan la via del complemento que
estimula la migracién de los leucocitos y el dafio del endotelio vascular. La activacion
celular endotelial genera un estado de lesién que incrementa la permeabilidad (por

aumento en la expresion de moléculas vasoactivas) asi como las propiedades adhesivas
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(mediadas por moléculas de adhesion celular vascular e intercelular) y procoagulantes
del endotelio (factor de Von Willebrand y trombomodulina), favoreciendo la respuesta
inflamatoria y la disfuncién endotelial. "*"

La disfuncion endotelial representa la incapacidad del endotelio vascular para modular de
manera adecuada el flujo sanguineo miocéardico a través de la secrecion de 6xido nitrico
y es considerada un marcador temprano de aterosclerosis. ® Varios estudios han
mostrado que la funcion endotelial, evaluada como la dilatacion mediada por flujo de la
arteria braquial en respuesta a la hiperemia reactiva, esta significativamente alterada en
pacientes con LES, comparadas con controles sanas; aun después de ajustar por
factores de riesgo tradicional. “*"® Sin embargo, ese tipo de estudios no permite detectar
la disfuncion endotelial en sus etapas mas tempranas y tampoco es Util para evaluar en
forma directa la disfuncion de la microvasculatura coronaria. En este sentido, la
tomografia por emisién de positrones (PET), es un método capaz de evaluar la
capacidad vasodilatadora integrada de las células del muasculo liso (reserva de flujo
coronario [RFC], un indicador de la funcién coronaria independiente del endotelio) y del
endotelio (indice de vasodilatacion dependiente de endotelio [IVED], indicador de funcion
coronaria dependiente de endotelio) directamente de la microvasculatura coronaria.
Como parte de los resultados del presente trabajo de tesis, se ha reportado que, en

comparacion con controles sanas de la misma edad, las mujeres jovenes con LES tienen

disfuncién endotelial tanto dependiente como independiente de endotelio (Anexo 2). *’

3.4 Evaluacién de la funcion endotelial
Como se menciono previamente, en respuesta a estimulos nocivos, el endotelio sufre un
cambio fenotipico (estado no adaptativo) comunmente llamado disfuncién endotelial.

Esta anormalidad funcional se caracteriza por la pérdida o reduccion de los mecanismos
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homeostéaticos operativos en las células endoteliales sanas, que pueden ser evaluados
invasivamente usando bradicinina, acetilcolina, L-arginina o metacolina; las cuales
inducen dilatacién dependiente de endotelio. ® La evaluacion de la respuesta vascular
(por medicion de los cambios en el diametro vascular o en el flujo sanguineo) a
estimulos dependientes de endotelio, constituye una herramienta importante para
conocer el efecto vasorregulador del endotelio.

Debido a que el tono vascular estd4 determinado tanto por la produccion de sustancias
vasoactivas en las células endoteliales, como por las condiciones del musculo liso, la
respuesta vascular anormal a un estimulo puede ser secundaria a defectos de las
células endoteliales o a cambios en la funcion del musculo liso. Por lo tanto, para definir
la existencia de dafio vascular, es necesario evaluar la reactividad del musculo liso, lo
cual se logra usando agentes que acttan sobre las células del musculo liso (por ejemplo,
nitroprusiato de sodio o nitroglicerina), causando vasorelajacion sin tener efecto sobre las
células del endotelio. La combinacion de la informacion provista por las respuestas a
estimulos dependientes e independientes de endotelio, permite concluir si el dafio en la
respuesta esta asociado o no a funcién endotelial anormal. "

El papel del endotelio en la regulacién del tono vascular puede ser evaluado en la
circulacion coronaria y periférica. En la circulacion periférica se puede medir tanto en las
extremidades superiores como en las inferiores. La visualizacion de la arteria braquial
con el ultrasonido de alta frecuencia, permite medir la dilatacion mediada por flujo como
el incremento en el diametro de la arteria durante la hiperemia inducida por un periodo de
isquemia de la extremidad distal.

La técnica de perfusion braquial requiere la insercion de un catéter dentro de la arteria
braquial para la infusion farmacolégica (por ejemplo bradicinina) y mediciéon de la

respuesta del flujo sanguineo braquial por medio de pletismografia. El flujo sanguineo
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braquial en reposo y durante la infusion de un agente farmacoldgico puede ser evaluado
por medicion del incremento en el flujo arterial, obtenido durante un breve periodo de
oclusién venosa. 8182

Por otro lado, para cuantificar la respuesta a agentes cuya accion es dependiente o
independiente del endotelio, las arterias coronarias epicardicas pueden ser visualizadas
por técnicas de medicina nuclear o de tomografia y su circunferencia medida por medio
de la angiografia coronaria cuantitativa. La microcirculacion coronaria también puede ser
examinada mediante estudio Doppler realizado después de la canulacion de las arterias
coronarias. Este método permite medir la velocidad del flujo sanguineo antes y durante la
administracion de diferentes agonistas o antagonistas. La velocidad del flujo sanguineo

incrementa durante la hiperemia inducida por vasodilatadores. "%

3.5 Tomografia por emisidén de positrones (PET)

La Tomografia por Emision de Positrones (PET por sus siglas en inglés) es una medicion
no invasiva de la funcién microvascular coronaria que puede ser realizada por técnicas
que emplean radiondclidos. Los radioniclidos son isétopos inestables de diversos
elementos (Tabla 2), que son producidos en aceleradores de particulas conocidos como
ciclotrones. 884

El **N-amonio y el H,'O se usan para medir el flujo sanguineo miocardico, ofreciendo la
posibilidad de detectar disfuncion vascular ain en pacientes sin enfermedad arterial
coronaria obstructiva. ® El flujo coronario puede ser cuantificado con PET en condiciones
basales (FCB), después de la estimulacion farmacologica (FCE) (el estimulo con
farmacos favorece una respuesta vasodilatadora mediada tanto por la relajacion del

musculo liso como por vasodilatacion mediada por el 6xido nitrico liberado por las células

endoteliales), y también después del empleo de estimulos fisioldgicos como la prueba de
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estimulacién por frio (FC-CPT) (consiste en la activacion del sistema simpético por
inmersion del brazo del paciente en agua helada para inducir la vasodilatacion epicardica
e incrementar el flujo coronario). Con la medicién del flujo coronario en estas tres
condiciones, es posible calcular la reserva de flujo coronario (RFC = FCE/FCB) que
indica la funcion vascular independiente de endotelio, ademas del indice de
vasodilatacion dependiente de endotelio (IVED = FC-CPT/FCB), que refleja la funcién

vascular dependiente de endotelio. %

Tabla 2. Propiedades fisicas de los positrones

Is6topo Vida media Radionuclidos Aplicacion
(min) (trazadores)

0, Consumo de oxigeno

°0 2.03 H,™°0 Flujo sanguineo
c™o Volumen sanguineo

BN 10.0 BNH; Flujo sanguineo
“C-HED Captura presinaptica de catecolaminas

tc 20.4 "C-CGP 12177 Adrenoreceptores
C-MQNB Receptores muscarinicos

1o 100.8 BE.FDG Metabolismo de glucosa
®F-FDopa Almacenamiento de dopamina

3.6 Receptores activados por el proliferador de peroxismas

Los receptores activados por el proliferador de peroxismoas (PPARS) constituyen un
subgrupo de la familia de los receptores nucleares, que regulan la expresion génica en
respuesta a la union de su ligando. Estos receptores participan de manera importante en

la regulacion de numerosos procesos celulares relacionados al metabolismo, la
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diferenciacion celular, la proliferacion y la inflamacion tisular que contribuye a las
alteraciones metabodlicas y a la enfermedad cardiovascular. 888

Existen tres subtipos de receptores PPARs que son codificados por genes distintos
localizados en cromosomas diferentes.  Los tres subtipos tienen diferentes patrones de
distribucion y regulan diferentes genes. Mientras que los PPARa y los PPARf (también
llamados PPARGS) son potentes activadores de genes involucrados en la oxidacion de
lipidos, los PPARYy se caracterizan por su capacidad para activar genes lipogénicos,
inflamatorios y de diferenciacion celular. Como reflejo de sus propiedades especificas,
los PPARa y B se expresan en tejidos con elevadas tasas de B-oxidacion como el
higado, el musculo y el corazén; mientras que los PPARy se expresan principalmente en
tejido adiposo, pero también se pueden encontrar en células beta pancreaticas, endotelio
vascular y macréfagos. %% °*

Después de la union con su ligando, los PPARs sufren cambios conformacionales que
les permiten unirse a una o0 mas proteinas coactivadoras. Los ligandos de los PPARs
difieren en su capacidad para interactuar con los coactivadores; lo que explica la
variacion biolégica observada en la respuesta, después de la activacion de los
receptores. Los PPARs regulan la transcripcion génica por dos mecanismos. La
transactivacion es un mecanismo dependiente de DNA e involucra la union de los
PPARs a elementos de respuesta de los genes blanco asi como su heterodimerizacion
con el receptor retinoide X. %2 El segundo mecanismo, conocido como transrepresion,
explica las propiedades antiinflamatorias de los PPARSs, e involucra la interferencia de
estos receptores sobre las vias de expresion de otros factores de transcripcion
independientemente del DNA. %

Los tres subtipos de PPARs pueden ser activados por una gran variedad de acidos

grasos y metabolitos de &cidos grasos como los eicosanoides hidroxilados,
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prostaglandinas y leucotrienos, asi como por compuestos sintéticos. Los PPARa son
especificamente activados por los fibratos y otros farmacos hipolipemiantes; mientras
que los PPARYy son activados por farmacos sensibilizadores de la accién de la insulina,
como los pertenecientes a la familia de las tiazolidinedionas (TzD). %

La pioglitazona es un compuesto sensibilizador a la accion de la insulina del tipo de las
TZD, que activa el receptor nuclear PPARY, regulando la trascripcion de genes con
funciones clave en la inflamacion, asi como en el metabolismo de carbohidratos y lipidos.
9. 9% | a pioglitazona aumenta la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos y en
higado, lo que conduce a mejoria tanto de la glucemia, como de los valores bajos de C-
HDL vy altos de triglicéridos en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. % Por otro lado,
este tipo de TZD aumenta el tamafio de las particulas de LDL y disminuye su
susceptibilidad a la oxidacion. *® Los efectos cualitativos de la pioglitazona sobre las
lipoproteinas también se han observado en las subfracciones de las HDL ya que con el
empleo de este farmaco, el tamafio promedio de las particulas de HDL se incrementa en

%9100y sin 1% diabetes mellitus. Ademas, datos de un estudio previo

sujetos con
muestran que la pioglitazona reduce el contenido de triglicéridos en las particulas de HDL
de sujetos sanos con obesidad moderada. *°® Finalmente, existen evidencias de que la
pioglitazona puede mejorar la disfuncion endotelial y otras enfermedades inflamatorias de
los vasos. 1% Debido a que este compuesto mejora la sensibilidad a la insulina sin

estimular la liberacién de esta hormona por las células beta pancreéticas, el riesgo de

generar hipoglucemia es bajo. ***
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Numerosos estudios han reportado que en pacientes jovenes con LES, existe un elevado
riesgo a desarrollar enfermedad arterial coronaria. Este riesgo no ha podido ser explicado
completamente por factores de riesgo tradicionales, por la actividad misma de la
enfermedad, ni por el tratamiento farmacolégico empleado en este tipo de pacientes. 2*
195 Aunque previamente se reporté que la pioglitazona reduce algunos factores de riesgo
cardiovascular y las alteraciones renales generadas por procesos inflamatorios en un
modelo murino de lupus, ' ningtin estudio ha examinado el efecto de esta droga sobre
el perfil de lipidos, las caracteristicas lipoprotéicas, la insulina plasmatica, algunos

marcadores de inflamacion y la funcion vascular en mujeres jovenes con LES.
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5. HIPOTESIS:

Los mudltiples efectos cardioprotectores de la pioglitazona indican que este farmaco
mejorara el perfil de lipidos, modificara favorablemente las caracteristicas estructurales
de las lipoproteinas de alta densidad, reducird las concentraciones plasméticas de la
insulina y de marcadores de inflamacion como la proteina C reactiva y el amiloide sérico
A, en pacientes premenopdausicas con lupus eritematoso sistémico sin complicaciones.
Como resultado de estas modificaciones, la pioglitazona mejorara la funcion endotelial de
las arterias coronarias en este grupo de pacientes, mejorando su perfil de riesgo

cardiovascular.
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6. OBJETIVOS:

6.1 Objetivo General:
Conocer el efecto del tratamiento con pioglitazona sobre las caracteristicas de las
lipoproteinas de alta densidad, las concentraciones de insulina y de marcadores de
inflamacion en plasma, asi como sobre la funcion endotelial de pacientes

premenopausicas con LES.

6.2 Objetivos Especificos:

6.2.1 Dilucidar el efecto del tratamiento con pioglitazona sobre el perfil de lipidos,

las caracteristicas de las lipoproteinas de alta densidad, la concentracion de insulina

y de proteina C reactiva y amilode serico A.

6.2.2 Estudiar el efecto del tratamiento con pioglitazona sobre la funcion endotelial.
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7. MATERIAL Y METODOS:

7.1 Pacientes

El presente trabajo fue un estudio prospectivo, aleatorizado, doble ciego, paralelo,
controlado con placebo, realizado en la Ciudad de México. Las participantes fueron
mujeres premenopausicas con LES, mayores de 18 afios, atendidas en la consulta
externa de reumatologia de tres hospitales de tercer nivel: el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, el Hospital Regional N°1 del Instituto Mexicano del Seguro
Social y el Hospital General de México. Todas las participantes cumplieron los criterios
para la clasificacion de LES del Colegio Americano de Reumatologia 1982. '°" Para
evitar el efecto confusor de otros factores de riesgo cardiovascular, se excluyeron
pacientes con evidencia clinica de menopausia, diabetes, disfuncion tiroidea, enfermedad
neurolégica, renal o hepatica, historia personal de hipertension, EAC, evento
cerebrovascular, infeccién aguda o cronica, cancer y consumo excesivo de alcohol.
Durante el estudio, ninguna de las pacientes fumaba, se embarazd, ni consumio
farmacos hormonales o para la regulacion de lipidos; ademas, los anticuerpos
anticardiolipina, anticoagulante lUpico y antibeta-2-glicoproteia-1 fueron negativos en
todos los casos. Las pacientes fueron incluidas en el estudio después de haber firmado
el consentimiento informado. El protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de
cada hospital y fue realizado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki.

Todas las evaluaciones se realizaron en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez de marzo de 2007 a abril de 2010. La informacion de la terapia farmacologica
actual y cumulativa; asi como la presencia de alguna enfermedad en las pacientes, fue

obtenida a través de un cuestionario y un examen fisico. La actividad del LES fue
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evaluada utilizando el MEX-SLEDAL.* Con base en el MEX-SLEDAI, el puntaje mayor a 5
se considero indicativo de enfermedad activa. La estatura (m), el peso (kg) y la tensién
arterial fueron medidos; y el indice de masa corporal fue calculado dividiendo el peso

entre la estatura al cuadrado (kg/m?).

7.2 Célculo del tamafio de la muestra

El calculo del tamafio de la muestra fue empleado para detectar los cambios en el
tamafio de HDL, utilizando la monoterapia con pioglitazona. *** Con base en los
resultados mostrados por Szapary y cols, *°* anticipamos un incremento en el tamafio de

HDL después de 12 semanas de tratamiento con pioglitazona, y calculamos que:

[(Za + ZB) SD / (u0 — p1)]*> = [(1.65 + 0.84) 0.25 /(8.4 — 8.6)]°.

El calculo mostré que para tener un poder del 80%, en el nivel de significancia del 5%,

diez pacientes eran necesarias en cada grupo (placebo y pioglitazona). De un total de

521 expedientes revisados, reclutamos y aleatorizamos a 30 pacientes como se muestra

en la figura 3.
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Total de pacientes

N =521
443 no cumplian con los
criterios de inclusion
Pacientes elegibles Invitacion
n=78 9 —> | Evaluacion de la actividad de LES
41 pacientes fueron excluidas por: _ (mediciones clinicas y de laboratorio)
Anticoagulante Ipico positivo (n=9)
~ —
Sospecha de dafio renal (n=18)
No acudieron a la visita clinica (n=14) v
Pacientes seleccionadas |__,| 7 No firmaron el consentimiento
n=37 informado
v
Pacientes aleatorizadas
n=30
Pioglitazona Placebo
n=15 n=15
Completaron el estudio Completaron el estudio
n=15 n=15

Figura 3. Seleccion de pacientes.

7.3 Protocolo de estudio

En la figura 4 se muestra el cronograma del estudio. En resumen, a las pacientes que
reunieron los criterios de inclusion se les pidié acudir durante los primeros cinco dias de
su ciclo menstrual al Laboratorio de Endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia.
En esta visita 1 se les explicO ampliamente las caracteristicas y los objetivos del estudio.

A las que aceptaron participar se les solicito firmar la hoja de consentimiento informado.
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A continuacion se obtuvo una muestra de sangre venosa en la que se analizaron las
variables de seguridad (biometria hematica, quimica sanguinea, pruebas de funcién
hepética, examen general de orina) e inmunoldgicas (determinacién de complementos y
anticuerpos). En todas se indico seguir la Dieta Fase | de la Asociacion Americana del
Corazon durante todo el curso del estudio; la cual Unicamente indica consumo bajo de
grasas saturadas (menos de 10% de la dieta) y colesterol (menos de 300 mg/dia). '®
Cuatro semanas después (visita 2), durante los primeros cinco dias de su ciclo
menstrual, en las pacientes se practic6 examen clinico y se revisaron los estudios de
seguridad.

En las pacientes que continuaron reuniendo los criterios de inclusion, se obtuvo muestra
de sangre para examenes de seguridad, inmunologia y medicién de variables de interés.
Posteriormente fueron trasladadas a la Facultad de Medicina de la UNAM, en donde se
realizo el estudio de funcién endotelial mediante PET. Al final del mismo, aleatoriamente
fueron asignadas al grupo de pioglitazona o de placebo. En la visita 3, realizada a las
cuatro semanas de tratamiento, se repitieron el examen clinico y los examenes de
seguridad. En la semana 8 (visita 4) Unicamente se practico la revision clinica. Al final del
estudio (semana 12, visita 5), durante los primeros cinco dias del ciclo menstrual, se
repitieron todos los estudios realizados en la visita 2. La adherencia al tratamiento se

evalué mediante el conteo de tabletas en las visitas 3, 4 y 5.
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DIETA BAJA EN LIPIDOS Y COLESTEROL

Placebo n=1)
Pioglitazona 30 mg/dia; n =13

VISITA \{1 V2 V3 V4 V5
| | | | |
SEMANA -4 0 4 8 12
Iyl 1 o
‘Fxdmenes de ‘Revisién dinica ‘Revisidn clinica ‘Revisidn clinica ‘Revision clinica
seguridad  p imenesdeLFS  Fxdmenesde  -Adherenciaa  LramenesdeLES
‘Firma CI Fadmenes de seguridad tratamiento E:;éﬁ(::ae;cfle
seguridad ‘Adherenciaa 'Lipiclos
Lipidos tratamiento PET
PFT ‘Adherenca a

tratamiento

Figura 4. Disefio del estudio.

7.4 Métodos de laboratorio

Todas las pacientes fueron recibidas en la mafiana, después de al menos 10 horas de
ayuno para obtener las muestras de sangre venosa. El plasma fue separado por
centrifugacion a 4°C a 2500 rpm por 20 minutos y utilizado para la medicién de glucosa,
lipidos y lipoproteinas. Otras alicuotas de las muestras fueron almacenadas a -70°C, con
aprotinina (100 KIU/ml) y benzamidina (1 mM) utilizados como inhibidores de proteasas.
La glucosa, el colesterol total, los triglicéridos y el C-HDL fueron medidos en plasma,
utilizando un procedimiento enzimatico estandarizado en un autoanalizador Hitachi 902
(Hitachi LTD, Tokio, Japén). ' La precisiéon de las determinaciones en nuestro
laboratorio esta bajo vigilancia periddica por el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention Service, Atlanta, GA, USA).

El colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) fue estimado utilizando la
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formula de Friedewald modificada por De Long y cols ([[triglicéridos / 5] + C-HDL] —
colesterol total). ° Las concentraciones totales de PCR, ASA, apolipoproteina B-100
(apoB-100) y apolipoproteina Al (apo-Al), fueron determinadas por inmunonefelometria
en un nefelémetro BN Pro Spect (Dade Behring Marburg GmbH, Germany). Los
coeficientes de variacion interensayo fueron < 3 para todas estas determinaciones. Las
concentraciones de insulina plasmatica fueron determinadas por un andlisis
radioinmunométrico (Coat-A-count; Diagnostic Products, Los Angeles, California, USA).
La resistencia a la insulina fue estimada utilizando el modelo de homeostasis para la
valoracién de la resistencia a la insulina (HOMA-RI). *** Los valores normales de insulina
y HOMA-RI fueron <6.6 uUl/ml y <1.3, respectivamente, de acuerdo a la percentila 75"

de una muestra de mujeres sanas, previamente descrita. °’

7.5 Funcién endotelial

En todas las pacientes se realiz6 el estudio de PET antes y al final del tratamiento. Se
indicd a las pacientes no ingerir café, bebidas de cola o chocolate por al menos 24 h
antes del estudio. Para el estudio de PET, las pacientes acudieron en ayuno de 6 hrs 'y
dentro de los primeros siete dias del periodo menstrual, debido a que durante el ciclo
hormonal existen cambios en la funcién endotelial. **? *** Se cuantificé el flujo coronario
en tres condiciones: a) basal (FCB), b) durante la prueba de estimulacién con frio (FC-
CPT) y c) durante el estrés farmacolégico con 140 ug/Kg/min de adenosina durante 6
minutos (FCE). Para cada una de las fases se aplicé un bolo de 20 mCi de **N-amonia,
el cual es producido en el ciclotrén ubicado préximo a la camara PET. Se inyecto el bolo
en cada una de las fases con la paciente posicionada debajo de la camara PET,
monitorizando la tension arterial y la actividad electrocardiografica cada dos minutos

durante las pruebas FC-CPT y FCE. ® El procesamiento de las imagenes se realizé con
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una camara PET con el sistema de imagenes ECAT EXACT HR+ (CTI-Siemens,
Knoxville, Tenn. USA). El flujo sanguineo se cuantific6 en mL/g/min con el programa
Polar Flow de la Universidad de California (UCLA). Después de obtener los tres flujos
coronarios (FCB, FCE y FC-CPT), se calcul6 la reserva de flujo coronario (RFC), definida
como el cociente FCE/FCB y que representa la funcién endotelial independiente de
endotelio; ademas del indice de vasodilatacion dependiente de endotelio (IVED) obtenido
como el cociente FC-CPT/FCB, que refleja la funcidon endotelial dependiente de

endotelio.

7.6 Distribucion de subclases de HDL
Las HDL fueron aisladas del plasma por ultracentrifugacion; para lo cual, se ajustdé 1 mL
de plasma a una densidad de 1.063 con KBr 6= 1.37, calculando el volumen necesario

de KBr a usar con siguiente formula:

(Vol plasma ml) (1.063 — 1.006) / Densidad KBr (1.37 — 1.063) = 0.057 / 0.42059 = Vol de

solucién KBr (6= 1.37) por mL de plasma

Se agito perfectamente el plasma y se le agregé 1 mL de KBr 6=1.063, cuidadosamente
por la pared del tubo para formar 2 fases. Se marco el tubo en el punto de separacion de
las dos fases y se centrifugd 2 horas 30 minutos a 100,000 rpm con una temperatura de
10°C. Después de la centrifugacion de separd el sobrenadante (lipoproteinas ricas en
apolipoproteina B) tomando el liquido de la superficie con un poco de aire para generar
“burbujas”, y eliminando el exceso de volumen hasta la marca en el tubo (la mitad de la

segunda fase de KBr 6=1.063). Se agit0 perfectamente el infranadante y se midio el
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volumen restante para ajustar la densidad a 1.25 con KBr sdlido, utilizando la siguiente

formula:

(Vol plasma ml) (1.25 - 1.063) / 1-(1.25 - 0.312) = KBr (mg)

Después de agregar el KBr, se agitdo perfectamente en el vortex hasta disolver por
completo la sal y se agregaron cuidadosamente 1.5 mL de KBr en solucion (6= 1.25)
para formar dos fases y centrifugar a 100,000 rpm durante 3 horas 15 minutos.
Posteriormente se recuperd la parte superior de la solucién (en donde se encontraban las
HDL) y se pasaron a otro tubo en donde se les agregd KBr en solucién (6= 1.25) y se
centrifugaron nuevamente a 100,000 rpm durante 3 horas 15 minutos a 10 °C (lavado).
Después de la centrifugacion se recupero el sobrenadante (HDL) y se dializé con buffer
PBS 10 mM pH 7.4 durante 36 horas, haciendo cambios del buffer cada 8 horas, para
eliminar el exceso de sales. Finalmente, se cuantificé la cantidad de proteina por el
método de Lowry y las muestras fueron cargadas en un gradiente de gel de
poliacrilamida del 4 al 30%, a una concentracion de 20 pg de proteina por 20 uL de
solucién depositados en cada pozo del gel; incluyendo 5 uL de azul de bromofenol.
Después de la electroforesis, los geles fueron tefiidos para proteinas con azul brillante de
Coomasie R-250, escaneados y digitalizados en un densitometro GS-670 Bio-Rad,
utilizando un software Molecular Analyst TM. Los intervalos de migracién de proteinas de
alto peso molecular (Tiroglobulina, 17 nm; ferritina, 12.2 nm; catalasa 10.4 nm; lactato
deshidrogenasa, 8.2; y albumina, 7.1nm), fueron calculados en cada gel y utilizados
como curva estandar de acuerdo a la distancia de migracién. *** ** La proporcién
relativa de subclases de HDL fue estimada con los siguientes intervalos de tamafo:

HDL3. 7.21-7.76 nm; HDLg, 7.76-8.17 nm; HDL3, 8.17-8.77 nm; HDL2, 8.77-9.71 nm;
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HDL,y 9.71-12.93 nm. El coeficiente de variacion para cada subclase de HDL fue <10%.
El promedio del tamafio por particula de HDL representa la distribucion total de las
subclases de HDL y fue calculado como el intervalo promedio del tamafio de cada
114, 115 El

subclase de HDL (nm), multiplicado por la densidad del area escaneada.

coeficiente de variacion para esta determinacion fue menor a 1%.

7.7 Composicion de HDL

El contenido de proteinas totales, colesterol total, colesterol libre, fosfolipidos y
triglicéridos en HDL aisladas, fue determinado por un autoanalizador Hitachi 902,
utilizando andlisis enziméticos disponibles comercialmente. Los esteres de colesterol
fueron calculados multiplicando la diferencia entre el colesterol total y el colesterol libre
por 1.67. ' El contenido de apolipoproteinas (Al, AV y E) fue evaluado
semicuantitativamente por geles en gradiente de poliacrilamida del 4 al 21%, adicionados
con SDS. La preparacion y el andlisis de los geles fueron similares a lo descrito en el

analisis de distribucion de subclases de HDL. *°

7.8 Analisis estadistico

El andlisis fue trasportado a un software estadistico SPSS 13.0 para Windows (SPSS inc.
Chicago IL, USA). Los resultados fueron expresados como media = desviacion estandar
(SD) para variables con distribucion normal, o como medianas (rango intercuartil) para
variables con distribucion anormal. Las diferencias entre grupos se analizaron por t-
Student o U-Mann Whitney para muestras independientes. Para las diferencias intra-
grupo (antes vs después del tratamiento) se utilizaron las pruebas t-Student o Wilcoxon
para muestras relacionadas. El coeficiente de correlacion de Spearman fue calculado

para evaluar la relacion de todas las variables estudiadas con la funcién endotelial y con
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el tamano de HDL. Todos

estadisticamente significativos.

los

resultados con p <0.05 fueron considerados
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8. RESULTADOS:

En el presente estudio se incluyeron 30 pacientes que fueron aleatorizadas a tratamiento
con pioglitazona (30 mg/dia) o placebo (Figuras 3 y 4). Todas las pacientes aleatorizadas
cumplieron con las visitas programadas y concluyeron el estudio. Las caracteristicas
clinicas basales de las 30 pacientes se muestran en la tabla 3. La duracion y la actividad
de la enfermedad fueron de 5.0 (2.0 — 10.0) afios y 2.5 (1.2 — 4.7) puntos;
respectivamente. La proporcién de pacientes tratadas con prednisona fue de 46.7% y
con antimalaricos de 83.3%, y fue similar en los dos grupos. Tres pacientes del grupo
placebo (20%) y cinco (33%) del grupo de pioglitazona tomaban méas de 10 mg/dia de
prednisona (p = N.S.); mientras que solo 2 pacientes (13%) de cada grupo recibian mas
de 200 mg/dia de antimalaricos. No se observaron cambios en la actividad de LES, en el
tratamiento farmacologico, ni en los valores de tension arterial durante el curso del

estudio (Tabla 3)

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las pacientes incluidas

Placebo Pioglitazona A

et (n=15) (n=15) P
Edad (afios) 308 297 32+10 N.S.
Indice de masa corporal 24.7 24.5 24.9 N.S
(kg/m?) (22.4-28.9) (23.5-30.0) (21.8-28.6) '
g:';f%“ferenc'a de cinura g (72.92) 81 (76-90) 82 (71-92) N.S
Tension arterial  sistolica 147 (97.118) 110 (90-120) 107 (98-115)  N.S
(mmHg)
Tension arterial  diastolica
(mmHg) 70 (65-76) 70 (60-80) 70 (65-75) N.S
Evolucién del LES (afios) 5.0(2.0-10.0) 4.0(2.0-11.7) 5.0(2.9-9.5) N.S
Indice MEX-SLEDAI 2.5(1.2-4.7) 4.0(2.0-6.0) 2.0(1.0-3.5) N.S

Media £ D.E. o mediana (rango intercuartil).

a

= t-Student para medias o U-Mann Whitney para medianas.

LES: Lupus Eritematoso Sistémico; MEX-SLEDAI: indice modificado de la actividad de la

enfermedad de lupus eritematoso sistémico mexicano.
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Los datos de la tabla 4 confirman que en general, las pacientes de los dos grupos
cursaron sin actividad clinica ni bioguimica de la enfermedad. No hubo diferencias
significativas en la mediana del indice de masa corporal (24.9 vs 24.8), hemoglobina
(13.1 g/dL vs 13.0 g/dL), hematocrito (39.1% vs 38.4%), aspartato aminotransferasa
(21.3 U/L vs 21.7 U/L) ni en alanina aminotransferasa (16.1 U/L vs 17.3 U/L), al comparar
a las pacientes antes y después del tratamiento con pioglitazona. Resultados similares
fueron observados en el grupo placebo. De acuerdo con el conteo de tabletas, las
pacientes completaron el estudio con una adherencia total al tratamiento del 94%
(placebo 95% vs pioglitazona 93%; p = N.S.). Efectos colaterales fueron reportados por
tres pacientes del grupo placebo (dolor de cabeza, palpitaciones, mareos, ndusea y dolor
de pecho) y en dos pacientes del grupo de pioglitazona (dolor de cabeza e insomnio); sin
embargo, todos estos efectos desaparecieron después de la semana cuatro de

tratamiento.

Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas de las pacientes incluidas

Placebo Pioglitazona a
et (n=15) (n=15) P
Hemoglobina (g/dL) 13.2+1.1 13.1+£1.3 13.2+0.9 N.S
. 4950 5000 4900
e (4000-6050)  (4000-5400)  (3700-8600) V'S
. . 1270 1100 1300
Linfocitos (L) (1000-1550) (1000-1500)  (1000-1700) N.S
Plaguetas (*1000/pL) 237 (179-265) 236 (145-292) 238 (215-253) N.S
Velocidad de sedimentacion 18.5 18.0 26.0 N.S
globular (mm/hr) (14.2-31.0) (14.5-27.0) (12.0-32.0) '
Complemento C4 (mg/dL) 14.1+£3.9 145+ 3.9 13.7+4.1 N.S
Complemento C3 (mg/dL) 94.8+21.0 98.6 £ 22.3 91.1+19.3 N.S

Media + D.E. o mediana (rango intercuartil).
= t-Student para medias o U-Mann Whitney para medianas.
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Los valores de lipidos, glucosa, insulina, resistencia a la insulina y marcadores de
inflamacion se muestran en la tabla 5. El tratamiento con pioglitazona incrementé las
concentraciones de C-HDL (14.2%; p = 0.029) después de 12 semanas. El colesterol
total, el C-LDL, los triglicéridos, las apolipoproteinas Al y B, asi como la glucosa en
plasma permanecieron sin cambios significativos después del tratamiento con placebo o
con pioglitazona. Las concentraciones de insulina en plasma y el HOMA-RI fueron
similares entre los dos grupos al inicio del estudio. Sin embargo, ambos parametros
mostraron reducciones a las doce semanas de tratamiento con pioglitazona (insulina -
23.6%; p = 0.006 y HOMA-RI -31.7%; p = 0.008), pero no con el uso del placebo. Las
concentraciones de PCR se redujeron 70.9% y 0.3% en los grupos tratados con
pioglitazona y con placebo, respectivamente (p = 0.013); mientras que el ASA disminuyé
34.9% en el grupo de pioglitazona y aumento 25.5% en el grupo placebo (p = 0.029).

La distribuciébn de subclases de HDL fue similar en los dos grupos al inicio del
tratamiento. Aunque la proporcién de HDL,, fue la Unica subfraccibn que mostré un
incremento significativo después del tratamiento con pioglitazona (11.9% vs 13.3%; p =
0.030), el cambio porcentual en HDL,,, HDL3, y HDL3. fue diferente en el grupo de
pioglitazona al compararlo con el observado en el placebo (Figura 5). La pioglitazona
produjo un aumento significativo en el tamafio promedio de las particulas de HDL (8.80
nm vs 8.95 nm; p = 0.044); y el cambio porcentual medio fue significativamente diferente
al compararlo con el mostrado por el grupo placebo (pioglitazona: + 0.77% vs placebo: -
0.67%; p = 0.018). El andlisis de la composicion de las HDL, revelé que, en comparacion
con el grupo placebo, unicamente aumento la proporcion de colesterol libre, después del
tratamiento con pioglitazona (+6.82% vs -4.87%; p = 0.043); mientras que la proporcion
de esteres de colesterol mostré tendencia a aumentar después del tratamiento con

pioglitazona (+5.03% vs -1.68%; p = 0.09). El contenido de fosfolipidos vy triglicéridos; asi
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como la proporcion de las diferentes apolipoproteinas en las particulas de HDL, no se

modificaron después de las doce semanas de tratamiento con pioglitazona o placebo.

Tabla 5. Parametros lipidicos, glucometabdlicos e inflamatorios antes y después del

tratamiento con placebo o pioglitazona

Placebo (n=15) Pioglitazona (n=15)
Basal Semana 12 p? Basal Semana 12  p?

Colesterol Total 143 143 NS 133 139 NS
(mg/dL) (124-155)  (126-159) > (119-148)  (125-154) >
Cholesiol (LB 76 (68-101) 78(63-103) N.S. 79 (52-85) 75 (64-82) N.S.
(mg/dL)

Colesterol HDL 45 (43-49) 43 (40-57) N.S.  46(37-55) 52 (43-61) 0.029
(mg/dL)

A IEe e 92 (69-182) 91 (66-120) N.S.  93(83-114) 80 (74-120) N.S.
(mg/dL)

Apolipoproteina Al 135 129 N.S 130 136 NS
(mg/dL) (118-139)  (119-149) = (121-154)  (122-150) >
Apolipoproteina B o> 55 79) 66 (57-80) N.S. 64 (57-78) 62 (57-73) N.S.
(mg/dL)

Glucosa

(ma/dL) 84 (78-92) 84 (75-90) N.S. 85 (78-88) 79 (72-84) N.S.
Insulina 4,92 3.51 NS 6.60 5.40 0.006
(miu/mL) (0.84-12.95) (1.54-12.78) > (5.11-14.37) (3.42-10.34) -

1.11 0.79 1.50 1.00

HOMA-RI (0.19-2.49) (0.32251) S (1.06-2.80) (0.67-1.82) 008
PCR (mg/L) 1.9(1.1-3.1) 1.9(0.9-54) N.S. 2.6(0.6-42) 05(0.4-2.1) 0.026
Amiloide sérico A 3.83 4.48 NS 4.97 2.95 0.036
(mg/L) (2.26-9.86) (2.75-15.60) > (1.78-8.39) (2.05-7.36)

Mediana (rango intercuartil).

% = Prueba de Wilcoxon.

LDL: lipoproteinas de baja densidad; HDL: lipoproteinas de alta densidad; HOMA-RI: modelo de
homeostasis para evaluar la resistencia a la insulina; CRP: proteina C reactiva.
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Figura 5. Efecto del tratamiento con placebo o pioglitazona (30 mg/dia)
sobre la distribucién de subclases de HDL. El valor de p se calcul6é con
la prueba U-Mann Whitney, usando la mediana del cambio porcentual
de cada subclase de HDL en cada grupo.

Finalmente, al comparar el efecto del tratamiento sobre la funcion endotelial, se observo
que ni el placebo ni la pioglitazona modificaron la funcién vascular dependiente de
endotelio. Sin embargo, la administracion de pioglitazona aumentd significativamente
(+38.5%; p = 0.041) la funcion vascular independiente de endotelio, mientras que el
placebo no mostré efectos importantes (+0.3%; p = N.S.) (Tabla 6). El analisis de
correlacion de Spearman indicé que en aquellas pacientes que tuvieron mejoria en la
funcién endotelial, el tamafio de las particulas de HDL fue la Unica variable que se asoci6
de manera importante con la RFC (r = 0.738; p = 0.037). El tamafio de las HDL también
se asocio con el aumento en la proporcién de colesterol libre en HDL (r = 0.573; p =
0.002), la concentracion del C-HDL en plasma (r = 0.522; p = 0.003), la proporcion de
ésteres de colesterol en HDL (r = 0.443; p = 0.023) y con la concentracion de la

apolipoproteina Al en plasma (r = 0.411; p = 0.027).
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Tabla 6. Efecto del tratamiento con placebo o pioglitazona, sobre la

funcion endotelial dependiente (IVED) e independiente (RFC) de

endotelio
Placebo (n = 15) Pioglitazona (n = 15)
Basal 1.28 (1.16-1.46) 1.44 (1.22-1.51)
WVED ' semana 12 1.44 (1.19-2.10) 1.53 (1.25-1.75)
p 0.551 0.496
REC Basal 3.48 (2.87-4.01) 3.01 (2.54-3.55)
Semana 12 3.47 (2.89-4.18) 4.17 (3.23-5.09)
p 0.233 0.041

IVED: indice de vasodilatacion dependiente de endotelio; RFC: reserva de flujo
coronario.
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9. DISCUSION:

Los datos del presente trabajo de tesis por primera vez indican, que las pacientes con
LES tienen alteracion en las caracteristicas estructurales de las HDL, asi como
disfuncién endotelial de las arterias coronarias, evaluadas por PET. Ademas, el estudio
de tipo prospectivo, aleatorizado y controlado con placebo, mostré que la pioglitazona
produce reducciones potencialmente importantes en las concentraciones de insulina,
proteina C reactiva y amiloide sérico A en plasma, asi como cambios en la composicion y
en la distribucion de subclases de las HDL y mejoria en la funcion endotelial de las
arterias coronarias de pacientes con LES sin complicaciones. Estos hallazgos, en
conjunto con los de estudios in vivo e in vitro, que han reportado los efectos
antiinflamatorio y antiaterosclerético de los agonistas PPARy, sugieren que estos
farmacos pudieran ser de utilidad en la prevencién de la enfermedad cardiovascular.

Es ampliamente aceptado que las pacientes con lupus presentan una tasa importante de
morbimortalidad por enfermedad cardiovascular. Los factores de riesgo tradicionales, el
lupus mismo y su tratamiento, contribuyen solo parcialmente al riesgo incrementado de
EAC. %, 1% La resistencia a la insulina, es un factor de riesgo metabélico emergente, que
pudiera jugar un papel crucial en la aterogénesis del LES. ** Nuestro grupo de trabajo **y
otros autores, *° previamente mostraron que los pacientes con LES se caracterizan por
tener valores elevados de insulina en plasma asi como sensibilidad a la insulina
reducida, anormalidades que se han encontrado asociadas al riesgo cardiovascular
elevado de este tipo de pacientes. ** El presente estudio muestra que la administracion
de pioglitazona reduce significativamente la concentracion de insulina en plasma y la
resistencia a la insulina. Estos hallazgos coinciden con los del estudio en un modelo

murino de LES que mostrd reduccién de la resistencia a la insulina con la administracion
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de pioglitazona. °° La mejoria en la sensibilidad a la insulina en pacientes con LES
podria reducir el riesgo alto de complicaciones cardiovasculares, independientemente de
las concentraciones de glucosa, como se ha observado en otro tipo de pacientes con y
sin diabetes mellitus, tratados con pioglitazona. **" 18

Las evidencias sobre la asociacion de las alteraciones inflamatorias cronicas y la
autoinmunidad, con el desarrollo de la aterosclerosis acelerada en pacientes con LES,

120 en el

han aumentado durante los Ultimos afios. **° Al igual que en otros estudios,
presente trabajo, el tratamiento con pioglitazona redujo significativamente las
concentraciones de PCR (-70.9%). Ademas, este es el primer estudio que muestra que el
tratamiento con pioglitazona reduce las concentraciones de ASA (-34.9%), la cual es una
de las principales proteinas de fase aguda en vertebrados y es sintetizada en el higado
en respuesta a infecciones, inflamacion y estrés o dafio tisular. *** La facilidad en la
medicion del ASA y que se ha mostrado que esta proteina es predictora de eventos
cardiovasculares, ha conducido a sugerir que esta proteina puede ser un marcador til
de la enfermedad aterosclerosa. *?**?°> Nuestros resultados indican que ademas de la
mejoria en la resistencia a la insulina, la pioglitazona también reduce la inflamacién a
corto plazo ya que ademas de reducir la sintesis de TNF-a e IL-6 como previamente se

ha reportado, 1%

también reduce la sintesis de PCR y ASA,; lo pudiera verse reflejado en
la reduccién del riesgo de EAC.

La hipertrigliceridemia y los valores bajos de C-HDL son dos componentes
caracteristicos de la resistencia a la insulina y del LES. *® En el LES, estas
anormalidades lipidicas correlacionan con la terapia farmacolégica, con la actividad de la
enfermedad, con la presencia de sindrome metabdlico y con algunas citocinas

inflamatorias. °® 1% 118 127 consistente con un estudio previo, ® nosotros encontramos

gue las concentraciones de C-HDL Yy triglicéridos en el plasma de las pacientes incluidas,
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estaban dentro de limites normales. Esto pudiera ser explicado por el hecho de que las
mujeres seleccionadas fueron pacientes sin complicaciones, con baja actividad de la
enfermedad y como consecuencia, con dosis bajas de terapia farmacologica. A pesar de
tener valores normales de C-HDL, las pacientes del grupo pioglitazona incrementaron la
concentracion de C-HDL en 14.2%. Estos aumentos son similares a los observados en
otros estudios (10-20%). **° Se ha sugerido que la sefializacién de los PPAR pudiera
tener efecto directo sobre la expresion del gen del ABCA1 % e incrementar el flujo de
colesterol de las células hacia la apolipoproteina Al. **° Si los PPAR estuvieran
involucrados en la regulacion de la expresion del gen de ABCAL, el tratamiento con
pioglitazona podria tener efectos directos sobre las concentraciones de C-HDL en
plasma y sobre las caracteristicas de las particulas de HDL, como las observadas en el
presente estudio.

Aunque es ampliamente aceptado que los valores bajos de C-HDL constituyen un factor
de riesgo independiente para el desarrollo de aterosclerosis y EAC, en la actualidad
existe cada vez mas evidencia de que las caracteristicas de las particulas de HDL
pueden ser mas importantes que su concentracion para proteger contra la aterosclerosis.
0 En la primera etapa del presente estudio, se reporté que, comparadas con mujeres
sanas de la misma edad, las pacientes con LES tienen HDL enriquecidas en triglicéridos
y empobrecidas en esteres de colesterol, asi como una baja proporcion de HDL grandes
y una alta proporcién de particulas de HDL pequefias. ¢ Estas particulas anormales de
HDL también se han descrito en otros estados de resistencia a la insulina y se han
encontrado asociadas con la prevalencia de EAC y con la recurrencia de eventos
coronarios. 3% 131

McMahon y cols. reportaron que 48.2% de 276 mujeres con LES tenian HDL

proinflamatorias y estas particulas anormales, contribuyeron al incremento de 17 veces la
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probabilidad de tener aterosclerosis. ®® Nuestros resultados mostraron que la pioglitazona
modifica el tamafio y la composicién de la particula de HDL y, aunque no pudimos
evaluar la funcionalidad ateroprotectora de las HDL después de la terapia con
pioglitazona, varios estudios han encontrado que las particulas de HDL pequefias
enriquecidas en triglicéridos y empobrecidas en colesterol, tienen funcion ateroprotectora
disminuida y se asocian con un pobre pronostico para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular. %, ¥ 13! Nuestros resultados sugieren que la pioglitazona pudiera
reestablecer las funciones ateroprotectoras de las HDL en pacientes con LES.

Reportes previos en la literatura indican que el tratamiento con pioglitazona mejora la

funcién vascular dependiente de endotelio en pacientes con 3% 133

y sin diabetes
mellitus. % 13 Este efecto esta mediado por la modificacién favorable de anormalidades
presentes en estos pacientes y que incluyen disminucion de la produccion de oOxido
nitrico, aumento del estrés oxidativo y de la sintesis de sustancias vasoconstrictoras
como la endotelina-1. 13> 1% Dado que todas estas alteraciones se encuentran presentes
tanto en pacientes con y sin diabetes pero con otros factores de riesgo cardiovascular,
1277130 hensamos que la ausencia de mejoria significativa en el IVED de nuestro estudio,
pudiera ser explicada por que las pacientes no presentaban otros factores de riesgo
cardiovascular. Es importante sefialar que la disfuncién endotelial en pacientes con LES
es parcialmente explicada por una alta actividad de la enfermedad y un estado
inflamatorio elevado, el tratamiento farmacolégico, la dislipidemia y sobre todo, la
elevacion del estrés oxidativo. **"*4° Ademas de los criterios de seleccién de nuestra
muestra, el equipo empleado para la determinacion de la funcion endotelial (PET), las
condiciones en las que se realizé la medicion (ver metodologia) y la dosis y el tiempo de

uso de la pioglitazona, podrian explicar las diferencias en resultados con estudios previos

qgue si mostraron mejoria de la funcion vascular dependiente de endotelio.
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Por otro lado, previamente se ha reportado que el endotelio también es capaz de regular
la hiperpolarizacion de las células del musculo liso vascular de manera independiente al
oxido nitrico, aumentando la entrada de potasio y favoreciendo la propagacion de la
despolarizacién de las células de musculo liso para mantener la vasodilatacion. **! Los
factores involucrados en este proceso (factores derivados del citocromo y posiblemente
el péptido natriurético tipo C) han sido poco estudiados, pero se ha visto que pueden
compensar la pérdida de la vasodilatacibn mediada por oxido nitrico y parecen ser de
gran relevancia cuando la biodisponibilidad de éste es reducida. *** Nomura y cols.
describieron que la pioglitazona favorece la relajacion de diferentes tipos de arterias, por
apertura de los canales de potasio en las células del musculo liso. *** Estos datos apoyan
nuestra observacion de que la pioglitazona mejora la vasodilatacién independiente de

endotelio evaluada por la RFC.
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10. CONCLUSIONES:

El presente trabajo muestra que en pacientes con LES sin complicaciones, el tratamiento
con pioglitazona disminuye significativamente la resistencia a la insulina, reduce las
concentraciones plasmaticas de proteina C reactiva y amilode sérico A, modifica las
caracteristicas estructurales de las HDL y aumenta la funcion vascular independiente de
endotelio. Estos resultados sugieren que la pioglitazona tiene efectos potencialmente
benéficos que podrian conducir a un perfil de riesgo menor para el desarrollo y/o

progresion de la aterosclerosis en este tipo de pacientes.

11. PERSPECTIVAS:

A pesar de los beneficios observados con el uso de pioglitazona y tomando en cuenta los
criterios de seleccion utilizados en el disefio del presente estudio, solamente ~15% de
pacientes con LES serian elegibles para ser tratadas con dicho farmaco para reducir el
riesgo cardiovascular. Sin embargo, es necesario disefar otro tipo de estudios en donde
también se pueda incluir a pacientes con otras complicaciones y con factores de riesgo
cardiovascular, para evaluar si éstos, pudieran tener los mismos efectos positivos al ser
tratados con pioglitazona. Ademas, es importante sefialar que debido a la corta duracion
del presente trabajo, los resultados del tratamiento con pioglitazona solo pudieron ser
evaluados a corto plazo; por lo que es necesario disefiar mas estudios que nos permitan
conocer si estos resultados benéficos se mantienen a largo plazo, traduciéndose en un

mejor pronostico cardiovascular.
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12. ANEXO 1 (ARTICULO PRIMERO):

Lupus {2008 17, 981-987

It/ Mup. sagepub.com

PAPER

High-density lipoproteins are abnormal in young women
with uncomplicated systemic lupus erythematosus

1G Judrez-Rojas!, AX Medina-Urrutia!, R Posadas-Sinchez!, E Jorge-Galarza!, E Mendoza-Pérez!, N Caracas-Portilla!,
G Cardoso-Saldaiia', G Mufioz-Gallegos® and € Posadas-Romero!
'Department of Endocrinology, Instituto Nacional de Cardiologin * Lenacio Chives”, Mexico City, Mexico; and “Departmert of Reumutology,
Tnstituto Magonal de Codiologin “lgnacio Chives”, Mexico City, Mexico

Little is known about qualitative abnommualities ol high-density lipoproteins (HDL) in systemic
lupus ervihematosus (SLE). We studied distribution and composition of HDL subclasses in 0
premenopausal women with uncomplicated SLE, and 18 controls matched for age and sex, Plasies
and HDL lipids were determined by colorimetric enzymatic assays, HDL size distribution by native
gradient polyacrvlamide gel electrophoresis (PAGE) and apolipoproteins in HDL by sodium dode-
eyl sulphate denaturing PAGE. Compared with controls, SLE patients had significanily lower pro-
portions of HDLy, (= 14.7%) and higher proportions of HDLy, (+8.87) and HDL . (+23.3%).
Cholesteryl ester (= I8%) and apolipoprotein AL (=9) were lower, whereas triglyeerides (+327%)
and apolipoprotein E (+27%) were higher in SLE HDL (P < 0.05; for all). In the whole population,
stepwise regression analysis showed that only insulin concentrations (R* = (.327) and plasma total
apo Al (R* = 0.114) accounted independently o the variance in HDL size. This study shows that
HDL distnbution and composition are abnomal in non-complicated SLE patients. These HDL
ahnormalities have been reported to be associated to impaired atheroprotective properties of HOL
and prevalence of coronary heart disease. Therefore, they may contribute to the premature athero-
sclerosis observed in young women with SLE.  Lupus (2008) 17, 98 1-987.

Key words: cardiovascular disense; high-density lipoproteins: systemic lupus erythematosus

lipoproteins (LDL) and increased LDL oxidability’
and higher proportions of proinflammatory high-
density lipoproteins (HDL) associated with elevated
levels of oxidized LDL® are some of the new biomar-
kers of risk found in lupus patents. In non-SLE
patients, these abnormalities in insuling LDL and
HDL are known to be associated with CHD.* Inter-
estingly, the finding of a higher proportion of proin-
flammatory HDL in the presence of normal HDL
cholesterol (HDL-C) levels® gives support to the cur-
rent concept that plasma HDL-C levels do not reflect
either the concentration of circulating HDL particles
or their biological function.®?

Plasma HDLs are heterogeneous in size, density,
lipid composition and possibly in atheroprotective
activities.”® Using non-denaturing gradient gel elec-
trophoresis, HDL may be classified by decreasing

Introduction

Accelerated atherosclerosis and its sequelae are
increasingly recognized as the most [requent causes
ol morbidity and mortality in young women with sys-
temic lupus erythematosus (SLE).' The aetiology and
pathogenesis of atherosclerosis of SLE are mullifacto-
rial, and the increased rates of coronary heart disease
(CHD) in these patients are only partly explained by
the mmcreased levels of traditional nisk factors.? In
recent vears, several studies have reported on non-
traditional markers of increased nsk for atheroscle-
rotic cardiovascular disease in SLE patients. Higher
prevalences of hyperinsulinemia and insulin resis-
tance,** increased levels of small dense low-density
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sze in HDLy, HDL,, HDL,, HDLy and
HDL;.” An abnommal distribution of HDL sub-

classes characterized by low large HDL levels and
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high small HDL plasma levels has been reported in
patients with insulin resistance states, such as obe-
sity,'" metabolic syndrome'! and type 2 diabetes
mellitus."? Moreover, it has been shown that in
patients with low HDL-C, HDL particles are
enriched in triglycendes and depleted of cholesteryl
esters (CE)."" These HDL abnormalities may result
in HDL attenuated oxidative activity,'* reduced
anti<inflammatory effect'® and lower capacity to
promote cholesterol efMux,'* the first step in reverse
cholesterol transport (RCT). Furthermore, indivi-
duals with this shift towarc smaller HDL particles
have been found to be at a higher risk for coronary
events,'®

Because insulin and lipid-lipoprotein abnormalities
in SLE resemble those observed in subjects with insu-
lin resistant,"" "2 we hypothesized that patients with
SLE may have HDL qualitative abnormalities.
Although Delgado Alves, eral'” showed lower total
HDL, HDL; and HDL; in SLE patients with respect
to controls, they did not report total subclasses distri-
bution and HDL chemical composition. Further-
more, the relationship of HDL subclasses with inflam-
matory markers and insulin senstivity is ako
indeterminate in these patierts, Therefore, the aim of
this study was to investigate the HDL subclasses dis-
tribution and HDL particle chemical composition in
adult premenopausal women with SLE and in sex-
and age- matched control subjects. We also studied
the associations of HDL chaructenstics with insulin
and adiponectin plasma levels.

Patients and methods

Patients

Thirty premenopausal women with SLE, older than
I8 years, attending the outpatient rheumatology clinic
at the National Institute of Cardiology * Ignacio Ché-
vez” (Mexico City: Mexico) were studied. All fulfilled
the American College of Rheumatology critena for
the classification of SLE.'™ No patient had clinical
evidence of diabetes, thyroid dysfunction, hepatic or
liver disease, personal history of high blood pressure,
CHD, cerebrovascular events, chronic or acute infec-
tions, malignancy or history of chronic alcohol abuse,
None of the patients was pregnant at the time of the
study nor was taking lipid-regulating drugs. The con-
trol group consisted of 1§ age-matched women,
healthy by self-report, without clinical evidence of
lupus or any other rheumatic disease. Subjects were
included in the study afier they signed the informed
consent form for participation. The protocol was

approved by the Institutional Review Board of our
hospital.

Clinical assessiment

In all panticipants, information about drug therapy or
any disease was obtained through a questionnaire and
physical examingtion. Height (m), weight (kg) and
blood pressure were measured, and body mass index
(BMI) was calculated by dividing weight by height
squared (kg/m?), For the patients, current and cumu-
lative drug therapy was ako noted, and SLE disease
activity was assessed using the Mexican modification
of the Systemk Lupus Erythematosus Discase
Activity Index (MEX-SLEDAI." Based on the
MEX-SLEDAL at time of the evaluation, patients
were considered to have active disease when the
score was more than 5,

Laboratery methody

Venous blood sumples were obtained after a 12-h
overnight fast. Ethilendinitnlotetracetate (EDTA)
plasma was prepared by centrifugation at 4°C at
2500 rpm for 20min, and used for glucose, lipids,
and lipoprotein measurements, or stored frozen
until their analyss at =70 °C, using aprotinin
(100 KIU/mL) and benzamidine (1 mM) as protease
inhibitors. Plasma glucose, total cholesteral (TC), tri-
glycerides (TG) and HDL-C were measured using
standardized enzymatic procedures in a Hitachi 902
analyzer (Hitachi LTD, Tokyo, Japan). Accuracy
and precision in our laboratory are under penodic
surveillance by the Centers for Disease Control and
Prevention service (Atlanta, Georgia, USA). Low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) was esti-
mated by using the Friedewald formula as modified
by De Long, eral* Total high-sensitive C-reactive
protein levels (CRP), apolipoprotein B-100 (apo B-
100) and apolipoproten Al (apo Al) were deter-
mined by immunonephelometry on a BN Pro Spec
nephelometer (Dade Behring Marburg GmbH, Ger-
many ) according to the manufacturer method. Inter-
assay coeflicients ol variation were less than 6%.
Plasma insulin concentrations were determined by a
radioimmunometric assay (Coat-A-count; Diagnos-
tic Products, Los Angeles, California, USA). Insulin
resistance was estimated with use of the homeostasis
model assessment-insulin resistance (HOMA-IR).*!
Adiponectin was determined by ELISA (R & D Sys-
tem, Quantikine Human Adiponectin) in whole
serum, according to the manufacturer’s guidelines.
The intra-assay and interussay coefficients of varia-
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tion were Jess than 10%. The minimum detectable
dose was 0.25 ng/mL.

HDL subclasses distribution

HDL separated from plasma by ultracentnifugation in
density of 1.21 g/mL was loaded into a native 4-30°6
polyacrylamide gradient gel. After polyacrylimide
gradient gel electrophoresis (PAGE), gels were stuned
for proteins with Coomassie brilliant blue R-250 and
scanned and digitalized in a GS-670 Bio-Rad dens-
tometer, and the software Molecular AnalystTM was
used for the analysis. Migration distance intervals of
ecach gel was calculated by computing a standard
curve of the protein-stainable high molecular weight
(HMW) standards (thyroglobulin, 17 nm; ferntin,
12.2 nm; catalase, 104 nm; lactate dehydrogenase,
8.2nm and albumin, 7.1 nm) as a function of their
relative migration distance,**** The relative propor-
tion of each HDL subclass was estimated with the
following size intervals: HDLy 7.21-7.76 nm; HDL3y
7.76-8.17nm; HDLy 8.17-877nm; HDL,,
8.77-9.71 nm and HDLy, 9.71-12.93 nm. The coefli-
cient of vanation for each subclass was less than 1004,
The average HDL particle size represents the overall
distribution of the HDL subclasses™* and was cakeu-
lated as the average size of each HDL subclass interval
(nm), multiplied by its relative area under the densito-
metric scan. Coefficient of vanation for this determi-
nation was kess than 1%,

Composition of HDL

Total protein, TC, free cholesterol (FC), phospholipid
(PL) and TG contents of isolated HDL were deter-
mined using commercially available enzymatic assays
in a Hitachi 902 analyzer, CEs were calculated by
multiplying the difference between total and free cho-
lesterol by 1.67.2* Apolipoprotein content (apo A-l,
apo A-V, apo-E and apo-Cs) was evaluated semi
quantitatively by SDS-PAGE.

Statistical analysiy

All analyses were carried oul using statistical software
SPSS 9.0 for WINDOWS (SPSS inc., Chicago, 1lli-
nois, USA ). Results are expressed as mean + standard
deviation (SD), and non-normally distnbuted data
were transformed by use of the natural logarithm to
approach a Gaussian distribution. Between-group dif-
ferences were analyzed by Student’s- test for indepen-
dent groups. Pearson comrelation coefficients were cal-
culated to evaluate relationship between vanables.
Multivanate stepwise linear regression analysis was

High-density lpoprotenns are abnormal in younyg wormen with §LE
G Jsreshnge il

performed to determine the relative contribution of
the variables studied to the mean HDL size. All results
with P <0.05 were considered statistically significant.

Results

Clinical and biochemical characteristics showed no
differences in age, BMI and blood pressure between
the two groups (Table 1). On the contrary, the lipid
profile in SLE patients was characierized by lower
plasma levels of TC (=13%), LDL-C (=17%), HDL-
C (-19%) and apo Al (-9.2%). No statistical differ-
ences were observed in triglycerides and apo B-100.
Although plasma glucose levels were similar in the
two groups, patients were distinguished by a marked
degree of insulin resistance, with higher plasma insulin
levels (+105%) and HOMA-IR (+149%) relative to
healthy women, SLE patients also had higher levels
of plasma CRP (+329%), but unexpectedly, their
plasma adiponectin levels were not different to those
of controls. However, when patients were divided into
two subgroups, one with BMI > 25 (n= 13 mean
BMI=328+32) and the other with BMI <25
(n=17; mean BMI=216%21), we found that
those with excess body weight had lower adiponectin
concentrations (83£29 vs 109%3.7, P=0051),
higher levels of fasting insulin (127£9.1 w
536 £4.0; P=0.008) and of HOMA-IR (32 £ 30w
12%1; P=002) compared with normal weight
patients. In addition, when patients were divided
mio steroid users (76.6%) and non-users (23.4%) no
differences in dinical or biochemical parameters
were found (data not shown).

The analysis of the HDL subclasses distribution
showed that, compared with controls, SLE patients
had significantly lower proportions of HDL; (-9%)
and significantly higher proportions of HDL,
(+10%) particles (Figure 1). These changes in the
two major HDL subclasses were beciuse of a decrease
of HDLy, (=15%) and by an increase in the propor-
tions of HDLy, (+9%) and particularly of the smallest
particles HD Ly (#23%). This shifl in the subclasses
distribution toward smaller particles resulted in an
HDL size significantly smaller in SLE patients
@13£0170m v 929%0.05nm in  controls;
P=0002).

HDL chemical composition expressed as u percent-
age of total lipoprotein mass was different in patients
and controks. A significantly lower proportion of CE
was found in HDL from SLE patients than m HDL
from control women (110222 vs 134£23
P=0002). Moreover, patients’ HDL was ennched
mn TG (58224 vs 44214 P=0031). No
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Table 1 Clinical and biochemical characteristics of SLE and conrol women®

Contrad fn= %)

Age (yeurs) WAtk
Bn lH.F:fl'l:] Mitd 4
SBP (mm Hg) 083275
DAP (mim Hg) 686 LT.1
TC ymgidL) 676+ M1
LDL-C {mgidL) 970 £269
HDL-C (mgfdl) SLA £ 106
Triglycerides {mg/dLy [16K8L5T3
Apo Al {mgfdL) 584 +224
Apo B=100 {mgidL) R6E£234
CRP (mg/Ly 1L7£3.0
Adiponectin (pgml) gitan
Gilucose (mgfdL) 9969
Insulin (U IfmLy 43+23
HOM AR BHI 048

SLE fn=30) P

U247 N
22463 NS
1084 151 NS
I3 NS
144.6 + 324 0,027
K02+ 216 0.0
48127 0.005
149.1 +77.3 NS
1439 % 25| 0,145
5712211 NS
o e B <.l
0%+ 31 NS
B85+ 137 NS
BRETI 0,028
20711213 0,015

Abbreyiations: SLE: systemic lupus erythematosus; BMI body mass index; SBP; systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; TC: Lotal cho-
kesterol; LOL-C: low density lipoproten choksterol, HDL-C: high<lensity poprotein cholsterol; Apo, apolipoprotein. CRP, Coraactive prolein;
HOMA-TE: homeostasis model assesment-insulin resistnce; NS: nonssignilicant.

AMean £ S0; P values were determined by Student’s t-lest,
W alues were log translormed Tor comparisons

significant differences in percent contents of FC, PL
and total protein were found (data not shown). Simi-
lar to the lower levels of total apo Al in plasma from
SLE patients, the analysis of apolipoprotein HDL
composition showed that patients’ HDL had a lower
proporton of apo Al (-9.2%) relative to controls
(46.2 £ 4.7 vs 509£ 7.0; P=0.012), In addition, a
higher proportion of apo E was observed in SLE
group (5.7 % 1.7 vs 48 £ 09; P =0.026). The relative
contents of apo A-I1, apo A-1V and apo-C's were sim-
ilar in the two groups (data not shown).

nm 9.3
W ; 926
=1 <
215
N a1 |
ab =
]
909 HDL Size
Y
43 20 ¥
™ .
m r
o o L E
HCL2 HOL3 b 24 Ja 1] o

HOL
wConlral (1= 18) mSLE (n=27}

Figure 1  Mean percent values of HDL subclasses and HDL size
in SLE and control women. HDL = high-density lipoprotein;
SLE = systemic lupus erythematosus; HDL 2= Sum of HD Ly,
and HDL,: HDL 3 = Sum of HDL,,, HDL,, and HDL,,
*P<0.05 F < 0.003; r-Student.

The associations of HDL mean size with clinical
and biochemical variables were determined by simple
correlation analysis. Among the SLE patients, aver-
age HDL size was positively related with plasma
total apo Al (r=0.388; P =0045) and negatively
with plasma glucose (r=-0462; P=0015), CRP
(r=-0439% P=0.022) and HOMA-IR (r=-046l;

»=(),02). No relationships were found between HDL
size and drug therapy (use and dosage of prednisone
and chloroquine), disease activity, disease duration
time and other clinical and biochemical charactens-
tics. Figure 2 shows the results of the correlation anal-
yses between average HDL size and clinical and bio-
chemical parameters in the whole population studied.
The HDL size showed a significant positive correla-
tion with HDL-C and plasma total apo Al and was
inversely related to BMI, systolic blood pressure, glu-
cose, CRP, insulin and HOMA-IR. Stepwise regres-
sion analysis (Table 2) was performed in the pooled
study sample to determine the independence of these
associations, Age, BMI, systolic and diastolic blood
pressure, glucose, TC, TG, LDL-C, HDL-C, total
apo Al apo B-100, CRP, insulin and HOMA-IR
were used as independent vanables, and HDL size
was entered as the dependent variable. Insulin concen-
trations and plasma total apo Al accounted for 44.1%
of the variance in HDL size (Table 2),

Discussion
High TG levels and low HDL-C are lipoprotein

abnormalities characterstic of msulin resistance states
and of patients with SLE. Insulin resistance favours
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Table2 Muliivanate stepwise linear regression analysis using
HDL size as dependent variable in SLE and control women
pooled as a whole®

# R 4] P
Insulin -(1.527 17 <l
Apo Al 0,341 1A 0011

Abbrevintions: HDL; high-density  lipoproten; SLE: systemic lupus
erythemalosus; i standirdieed coellicgent B2 adiusted varianee as
explivined by the variable,

"Molel ineluded the following independent variables age, body mass
indles, systolic and dipstolic Blood pressure, glueose, total cholesterol, wi-
elyeerides, low and highedensity Tpeprotein cholesterol, apolipoprotein
Aland B- 100, Cerenctive protein, insulin and HOMA-IR.

the release of free fatty acids (FFA) by the adipocite.™
These FFA are used by the liver for triglyceride syn-
thesis. As a consequence of this accelerated hepatic
triglyceride synthesis, there is an increase in very low
density lipoprotein (VLDL) secretion, which com-
bined with a low VLDL clearance, by a decrease in
the activity of lipoprotein lipase,™ results in high TG
plasma levels. Mediated by the action of the choles-
terol ester transfer protein, an important amount of
TG within VLDLs is exchanged for CE with LDL
and HDL.™ As a result of this exchange, LDL and
HDL particles are enriched in TG and depleted in CE.
This TG enrichment makes LDL and HDL in more
favourable substrates for the action of the hepatic
lipase, which during the TG hydrolysis process
forms dense and small particles. This metabolic
model seems to adequately explain the condition of
our SLE patients, who in addition to having low

0.5
0.4
03

0.2 4 vg.
- 4 &

e & & &8
011 o &

-0.24
-0.34

DAG| 5o

Fse

FO.AED

0.4 61413 L

-0.40

0.5 0,81 oL

-0,8

Figure 2 Pearson correlation coefficient (r) between HDL size
and clinical and bochemical charactenstics, in SLE and control
women pooled as o whole. SLE = systemic lupus erythematosus:
BMI = body mass index; SBP = systalic blood pressure; HDL-
C = high-density lipoprotein cholesterol: Apo = apolipoprotein;
CRP = C-reactive protein. £ < (.05 for all.

High-density lipoproteins are abnommal in young women with SLE
X3 brezFops of al.

HDL-C levels, shghtly elevated TG levels and an
increase in insulin and HOMA-IR with respect to con-
trols and also had a smaller proportion of HDL; par-
tickes, a higher proportion of HDL; and an altered
chemical composition of these HDL particles with
an increase in TG content and a decrease in CE.
Moreover, on the multiple lineal regression analyses,
insulin concentration was the variable with the highest
independent effect on HDL size variance. However,
given our small sample size, some caution should be
used in interpreting the data.

Although it is a widely accepted notion that low
HDL-C levels constitute an independent nisk factor
for premature atherosclkerosis and CHD, recent evi-
dence indicates that other biomarkers related with
HDL seem to be more useful in predicting cardiovas-
cular events. It has been showed that subjects with low
HDL-C have low concentrations of large HDL part-
cles and high levels of small HDLs compared with
control normolipidemic subjects.®™ After adjusting
for traditional risk factors, this abnormal pattermn of
HDL subclasses distribution has been associated
with CHD?? and is more useful than HDL-C levels
alone to predict the recurrence of coronary evenls in
patients with CHD and low HDL-C.'® The precise
mechanisms by which the preponderance of small
HDL particles can increase CHD nsk have not been
clearly defined. However, this relationship might well
be explained, at least in part, by the attenuation in the
antioxidant,'*" anti-nflammatory'* and HDL pro-
moting cholesterol efflux's activities found in patients
with low HDL-C.

The reduction of the atheroprotective properties
of HDL in metabolic diseases suggests the possibility
of an indirect proatherogenic effect of these parti-
cles. For example, the decreased capacity of HDL
to promote cholesterol efflux could result in an
increase in cholesterol accumulation within the ves-
sel wall by a decrease in the RCT. It is thought,
although it has not been showed, that this decrease
in the efficiency of RCT explains the epidemiologi-
cal relationship between low HDL-C levels and a
greater incidence of cardiovascular disease. ™' It
has been postulated that lipoprotein oxidation in
the vessel wall (particularly of LDL) and the
subsequent inflammation are key elements in
atherogenesis.™ Therefore, the deficiency of HDL's
antioxidant and anti-inflammatory properties also
may favour accelerated atherosclerosis. In normal
conditions, the smaller and more dense particles are
the most active in promoting cholesterol efflux,** in
protecting LDL against oxidation® and in attenuating
inflammation.® However, in subjects with low
HDL-C levels, the small HDL particles are the most

985
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affected n their antioxidant capacity, which is related
with the TG enrichment and CE depletion of HDL,
as well as with the increase in oxidative stress and a
chronic inflammatory state as expressed by high CRP
levels,'"13 Given that an increase in oxidative stress
has been shown in SLE, % and that, in addition to
low HDL-C levels, our patients showed HDL sub-
classes distribution with a shift toward smaller parti-
cles, a decrease in the average HDL size, abnormal
HDL chemical composition and elevated CRP levels,
it is possible that even in the absence of diabetes,
hypertension, kidney disease, or other complications,
atheroprotective HDL functions could be decreased
in lupus patients. This notion is supported by the
study of McMahon, 1 al.® showing increased propor-
tions of proinflammatory HDL with impaired ability
to protect LDL from oxidation in SLE patients.

Adiponectin is a cytokine synthesized inthe adipose
tissue inversely associated with the degree of adiposity
and insulin resistance.’” Low levels of adiponectin
have been found in patients with obesity, DM and
CHD.™ As a group, our SLE patients had similar
adiponectin levels as the control group; however,
when patients were divided by BMI, we observed
that those with a BMI > 2§ showed significantly
higher insulin and HOMA-IR levels, as wel as
lower adiponectin levels (P =0.051) compared with
those with BMI < 25. These data are consistent with
those reported previously in subjects with obesity and
insulin resistance.**

In conclusion, premenopausal SLE women without
dinbetes, high blood pressure, renal, hepatic or neuro-
logic complications show abnormalities in HDL
chemical composition, as well us in the subclusses dis-
tribution, that are associated with hyperinsulinemia.
These HDL abnormalities have been found o be asso-
aated with an altered HDL function and a greater
cardiovascular nsk. Then, it is possible that low
HDL-C levels and HDL with aliered function could
act together to accelerate atherosclerosis in patients
with SLE. Our results indicate that, as in the general
population, in patients with SLE a promotion of a
healthy diet, regular exercise and the avoidance of
obesity and thus of insulin resistance should be advo-
cated to ultimately improve HDL in terms of concen-
trution and quality.” The use of niacin or fibrates,
useful drugs for decreasing tnglycendes, increasing
HDL-C levels and favourably modifying the chemical
composition and function of HDL, " could be a prom-
ising therapeutic approach to improve the lipoproten
profile, to reduce inflammation and 1o attenuate ath-
croscleross in patients with metabolic abnormalities
as those observed in SLE.
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13. ANEXO 2 (ARTICULO SEGUNDO):

Endothelial Dysfunction in Systemic Lupus Erythematosus:
Evaluation with ®N-Ammonia PET

Enck Alexinderson'=, Juan M. Ochoa®, Rodrigo Calleja®, Juan G. Judres-Rojas?, John O. Prior?; Rodrgo licome?,
Edgar Romero?, Aloha Meave'=, and Cardos Posadas-Romero?

[ Peparmment of Nuclear Cardiology and Cardiae Imaging, Institino Neeional de Cardiologin “fenacio Chaver " Mévico Ciry,
Mexicor 2PET/CT Cyclotron Unit, Facultad de Medicing, UNAM, Melico City, Mekico; -'D.r.-pzrr'rm.:-m of Endperinalogy, Institits
Naciona! de Cardiologia “lpnacio Chaver” Mevico City MeXieo! and *Deperiment of Nuelear Medieine, Centre Hospitalivr
Universitaive Vaudois ef Universite de Lanserne, Lausanne, Swirzerland

Systemic lupus erythematosus (SLE) affects multiple organs
and systems, severely involving the cardiovascular system. The
aim of this study was to evaluate the presence of endothelial
dysfunction with "M-ammonia PET in asymptomatic SLE
patients. Methods: We enrolled 16 women with SLE and 16
healthy women. Myocardisl blood flow (MBF) was guantified
in a 64-slice PET/CT scanner at rest, during a cold pressor test
{CPT}), and during stress. Endothelium-dependent vasodilation
index, ¥ AMBF, and myocardial fiow reserve { MFR) were calcu-
lated. Results: There were 16 women in the SLE group (mean
age = SD, 314 £ B3y} and 16 women in the healthy control
group (31.5 = 11.1 y). Mean endothelium-dependent vasodila-
tation index and %AMBF were significantly lower in SLE
patients (1.18 = 0.55vs. 163 = 065 P = 004, and 18 = 55
vs. 63 £ 65, P = (.04, respectively). MFR was also lower in the
SLE group (241 = 0.59vs, 2.73 = 0.77, P = 0.20). Conclusion:
SLE patients who are free of active disease present abnormal
coronary flow and endothelial dysfunction. It is necessary to
develop and intensify treatment strategies directed to CAD in
SLE patients.

Key Words: “M-ammoniz PET; endothelium-dependent
vasodilatation index; endothelial dysfunction; MFR; systemic
lupus erythematosus

J Nucl Med 2010; 51:1927-1931

DOl 10,2967 /jnumed.110.078212

S}'slumiu lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune
disease that affects multiple organs and systems and in
which the cardiovascular system is severely involved; myo-
cardial mfarction and stroke constitute the main cause of
death (). In one study, after the Framingham risk factors
for coronary heart disease had been taken into account,
patients with SLE showed a 10- and 17-fold increase in
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nonfatal myocardial infarction and death due o cornary
heart disease, respectively (2).

Various studies have shown that patients with SLE have a
higher prevalence of classic cardiovascular risk factors (F).
Besides, there are SLE-related nisk factors, such as steroid
therapy (4). Despite various explanations citing vascular
damage as a cause of accelernted atherosclerosis, a specific
cause has not been highlighted. However, SLE itsell has
been shown o represent an independent risk factor for
coronary heart disease secondary 1o endothelial dysfunction
(3).

Endothelial dysfunction represents the mnability of the
endothetium o appropriately modulate myocardial blood
flow (MBF) by the secretion of nitric oxide and s considered
an early marker of atherosclerosis (6). Endothelial dysfunc-
tion has been demonstraled in SLE wsing brachial artery
Doppler ulirasound (7). However, such measurements are
unable o detect subclinical atherosclerosis. Coronary micro-
vascular dysfunction has previously been detected with PET
in patients with theumatoid arthritis and SLE by assessing
the integrated vasodilaor capacity (myocardial flow meserve
[MFR]. an endothelium-independent index of cormonary
function (8)) bul not by assessing endothelium-de pendent
comnary vasomotor function (2 more reliable index of
endothelial dysfunction (9)). Therefore, the cument study
might have been the first that evaluated both cardiac dis-
ecase—dependent and —independent coronary  endothelial
function by guantifying MBF in absolute terms with "“N-
ammuonia PET m SLE patients.

The aim of this study was, then, to use “N-ammonia
PET o evaluate the presence of endothelial dysfunction
in asymptomatic, uncomplicated SLE patients who were
under pharmacologic treatment.,

MATERIALS AND METHODS
Study Population

Sixteen women disgnosed with SLE were envolled in this study.
All were 18 v old or older. Throughout the study, each patient was
taking low-dose steroids (36.2%) or antimalarial drugs (87.5%).
All fulfilled the American College of Rhenmatology Criteria for
the disease and had been diagnosed with SLE for 7 = 4.5 v. At the
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time of the study they were ssymplomatic, showing no evidence of
active disense oy mssessed by the MEX-SLEDAI Disease Activity
Index (J0). According to that index, o score grester than 5 is con-
sidered 1o indicate active disease, and our group of SLE patients
had a mean seore of 2,45, The control group consisted of 16 age-
matched healthy women without clinical evidence of lupus or any
other disease. Becouse hormonal fuciustions of the menstrual
eyele are known 1o affect coronary flow regulation, the analysis
was performed within the first 8 d of the patient’s menstrual cyele,
Exclusion criteria included previous myocadial infarction dem-
onstrated by electirocardiography, o history of chest pain, digbetes
mellitus, hypertension, cerebral vascular disease, use of oral con-
Lrasceptives, smoking o drug abuse, known hypersensitivity (o any
of the substances used during the study, and pregnancy or laciation
at the time of the study, Patients were instructed 1o fast 8-12 h
before the test and o avold food or drinks containing methyl
sunthenes for more thin 48 b before the study, Medical hisiory,
physical examination, and laboratory examinations were obtained
betore the PET study. The ethics committee of the Instituto Nscional
de Cardiologia “1gnacio Chdvez” approved the protocol, and ench
patient gave writlen consent before participating in the study,

Image Acquisition

MBF was quantified at rest and during a cold pressor test (CPT),
as well as during adenosine-induced hyperemia, using dynamic ''N-
ammonta PETCT ino G4-stice scanner (Biograph TruePoint; Sie-
mens), All dots were scquired in list-mode format (/7).

After the first intravenous administration of PN-ammonka (740
MBq ), resting sevial transaxial dynamic inoges were scquived inoa
sequence of 16 image frames (12x 1008, 2 308, 12608, and 1 x
SO0 83 (12). The CPT wis performed 30 min later by immersing
the left hand of the patient in iee-cold water (4°C) for 2 min, The
PN-ammonia (740 MBq) injection and PET sequence were ini-
tiated | min into the hand immersion, Finally, 30 min after the end
of CFFE, o 140 pg/ke/min mitavenous infusion of sdenosine wos
adminisiered over 6 min, "*Naammonia (740 MBg) was adminis-
tered at the end of the second minute of the adenosine-infusion
phase, and serial inmges were recorded in the same sequence.
Vital signs and a 12-lead electrocardiogram were monitored con-
tinuously throughout the swdy, The scquisition protocol s
depicted In Figure 1.

Image Processing

Regional MBEF wiss gquantitied for the rest pluse and, sepaately,
for the adenosine-siress phase, The sinograms were correctad for
attenuation and reconstructed on a dedicaled workstation using
stundard itetative algorithms. The images were malyveed using the
PMOD software package (version 3.0, PMOD Technologies Lisl.),
Myocardial images were then generated directly from the dy namic
PN gmmonia stwdy, using the last 900-5 image. After the myo-
cardial tmages had been reoriented along the heart axis to ferm

Radionuclibe
injection

|

vertieal long-axis, horizontal long-axis, and shor-axis slices,
regions of interest were drawn within the left ventricle on 4-6
consecutive image planes and were projected onto the dynamic
PN-ammonts Images 1o generale blood Ume-petivity curves
{input function) and onto the right ventricle 1o correct for spillover
of the septum. Similarly, myocardial regions of interest were
drawn on the short-ax iy slices within the left ventricular myocar-
diumn for ot least 12 consecutive image planes and were projecied
onto the dynamic “N-ammonia images to oblain tissue-activity
curves, Time-pctivity curves were wsed Lo caleulate mean MBF
from the first 12 serially scquired, shor-axis slices after myocar-
dial regions of interest had been assigned to the myocirdial terri-
tories of the left anterior descending, leil clicumblex, and right
coronary arteries on 3 midventricular stices, Both arerial and
tissue-activity curves were corrected for physical decay and fitted
e o previously validated 2-compartment tracer kinetic model 1o
give values of reglonal wnd global MBF (mLAnindg, a8 previously
described (13),

Data Interpretation

Mean values of global MBF are given in mL/min/g of myocar-
dium, Rest and CPI MBF were corrected for their corresponding
rale-pressure product (RPF) wing the following equation: (MBF
R o 10° (14), Endothelium-dependent vasodilatation index
IMBF during CPFT/MBFE w vest), %AMBE (“CAMBEF of CPI from
resth, and MER (stress MBEvrest MBF) were also caleulaed using
RPP-corrected values. The AMBF (difference in flow between CPT
and baseline) was calculsed using uncorrected MBE walues, because
they have been shown o be independent of the baseling RPP (15),

Statistical Analysis

Results from the SLE group were compared with those from the
healthy control group.

Endothel ium-dependent vasodilstation index, MFR. %AMBE,
and AMBF were used 1o evaluate endothelinl dysfunction (16).
Values are presented as mean = S0 and were compared using
the Student 2-tuiled unpaired ¢ test. Stutistical analysis was per-
formed using SPSS. version 17, A P value of less than 0.05 was
considered to indicate statistical significance,

RESULTS

The 16 women in the SLE group had o mean age of 31,4 =+
8.3 v, The 16 age-matched women in the healthy control group
were 315 & 111y old Swdy population charactenstics are
shown in Table 1, During the study, no importanl electocar-
diography changes were observed. The hemodynamic findings,
shown in Table 2, highlight the differences in bemodynamic
RPP response between the 2 study groups, as demonstrated by
the 6-RPP result (0,37 + 026 in the SLE group vs. (L16 =
(020} in the control group, P = (L01) (Tuble 2).

Raillonuchde
injecton

B ddonucliie
injection

FIGURE 1. Dynamic list-mode PET acquis-
ition protocol, CTAC = CT attenuation cor-

Rest PIT
LM scan

PITARM
Hiress

Stress PIT
LM siim

o Y

o min adenosine 2 min

rection; LM = List mode, “Wait time for 20 min
radionuclide decay.
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TABLE 1

Study Population Characteristics

Characteristic SLE Healthy control =
Mo, of patients 18 18 =
Age () 314 + 83 3.5+ 111 062
Sax, famale () 100% 100 % —
EMI {kg/m?} 248 + 36 222+ 186 052
Fasting glucose (mg/dL) B72 + 49 776+ 52 0.0001
Total cholestero| (mg/dL) 130.1 + 20.6 1506 + 27.2 002
LOL-C fmgrdL) 87.1. + 222 88.1 + 18.4 0.007
HDL-C {mg/dl) 476 + 9.4 547+ 8 016
LDL-C/HDL-C index{mg/dL} 1.4 1.6 043
Triglycerides (ma/dL) 1074 + 625 118.4 + 35.1 0.54
Creatinine (mg/dL) 083 + 0.1 085+ 0.1 065
Basal heart rate {beats/min) &7 + 11 70+ 6 033
Basal blood pressure {systolic/diastalic; mm Hg) 107 £9/74 = 7 101 + 10/68 = 5 0.82/0.14

BM| = Body mass index; HOL-C = high-density lipoprotein cholesterol; LOL-C = low density lipoprotein cholesteml,

Data are mean + S0.

Uncorrected and corrected MBF values during rest, CPT,
and adenosme stress are shown i Table 3. Individual flow
responses from rest to CPT, as well as individual responses
o adenosine adminisieation, are shown in Figure 2, Rest
MBF was similar between the groups (0.71 £ 0,15 vs, 0.73 £
(.27, P = 0.7). Unconmected CPT MBF wus stastically sim-
tlar (1.07 £ 033 vs. 145 = (.85, P = (0.11); however, when
correeted for differences in RPF, CPT MBF was significantly
lower i the SLE group than in the healthy contol group
(116 £ 048 vs. 194 + 115, P = 0L01). Interestingly, there
was o trend towand decreased stress MBE i the SLE group
(234 + 0,39 vs, 296 + 118, P = 0L.058).

Mean endothelivm-dependent  vasodilatation  index,
wAMBFE, AMBE, and MFR are shown in Table 4. Mean
endothelivm-dependent  vasodilatation index  and %

TABLE 2
Hemedynamic Findings in Beth Study Groups During Rest,
CPT, and Pharmacologic Stress

AMBF were significantly lower in the SLE group than
in the healthy control group (118 £ 0.55 vs. 1.63 + (165,
P =0.04, and 18 * 55 vs. 63 * 65, P = (L(4, respec-
tively). AMBF was lower in the SLE group than in the
healthy control group, but the difference was not statisti-
cally significant (0.37 * (.35 vs. 0.71 + 0.63, P = (1L.06).

MFR was also lower in the SLE group—Ilower thun the
cutofl’ of normality (=2 5)—although the difference
between groups wis nol statistically sigmificant (P = 0.2),
That being said, if uncorrected rest MBF is used w deter-
mine MFR, there is o significant difference between the
SLE group and the healthy control group (4.11 = 102
vi. 337 = 064, P = 002, respectively) (Table 4).

Possible associations between MBF and disease duration,
sterond treatment, or disease activily indices were assessed.
However, no statisteal correlations were Tound belween
these vinuables,

DISCUSSION
This study compared MBF between o group of SLE

ok it a o Sl E patients and o healthy control group. At rest and during
Heart rate (beats/min] CPT, MBF depends on left ventricular myoeardial work and
Rest 67 = 11 62 +8 0.68
gF‘T 81 £ ?’D 67 £ 8 gﬂ; TABLE 3
tregs 96 + 13 88+ 11 0
Saalo Bload presere um Hal MBF During the 3 Phases of PET Study
Rest 107 + 8 108 =13 074
oPT 190 + 8 113 + 0 0.03 MEBEF SLE Healthy control F
Stress MT=9 112 =10 017 Rast
RPP Uncomected 0.71 £0.15 0.73 £ 0.27 0.73
Rest 7,201 + 1,434 6,626 + 833 018 Comected 1.00 £ 0,17 113 = 0.43 027
CPT 9,819 + 2,584 7583 + 845 003 CPT
Stress 11,200 = 1,911 9,720 + 998 0.01 Uncomactad 1.07 £ 0.33 1.45 = 0.85 0.11
i-RPP (%) a7 + 26% 16% = 20% 001 Comected 1,16 = 0.48 194 = 1,15 0.01
Stress
Uncomected 2,34 +0.39 296+ 1,18 0.05

#-APP = percentage change in RPP batwean rest and CPT =
{RPP CPT - RPP rest)/RPP rest,
Data are mean £ 30,

EnporHeLiaL Dysrunerion s SLE » Alexidnderson et al.

Data are mean + SD. Comected MBF = (MBF/RPP) = 10°.
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FIGURE 2. Individual MBF response from rest to CPT and stress in both groups, Shown ls MBF from rest to CPT in SLE group (A} and

healthy control group (B} and MEBF from rest to stress in SLE group (C) and healthy control group (O).

thus on the hemodynamic state (/7). Therefore, in our study
MBF was normalized during rest and CPT 1o the RPP 10
confirm that the differences found between groups do
reflect endothelial dysfunction and not changes in hemody-
namie regulation, Tn this regard, the difference in the hem-
dynamic RPP response between groups as shown in Table 2
wis significantly different, with o lower response 1o CPT in
healthy controls. A possible reason could be that & of the 16
healthy controls were studied af o different time. Howewer,
differences in RPP responses to CPT would certainly not
expluin a decreased response in the SLE patients, compired
with the response in healthy controls; in this case, we would
ruther expect the contniry, The differcnce could also be
explained by differences in response 1o pain intinsic 0
SLE secondary to CPT (f8), Besides, despite the greater
(though not statistically significant) hemodynamic response
in the SLE group, that group had a considerably lower
AMBFE (Table 4), which, given these hemodynamic difier-
ences, shows this measure o be preferable because less
dependent on baseline MBF and RPP,

The assessment of  endothelivm-dependent  coronary
visomotor function targets the response of MBF (o a-adne-
nergic stimulation with CPT; o diminished MBF response
w CPT is strongly associated with endothelial dysfunciion
(19), MFR reflects the msponse of basal MBF 1o adminis-
tration of vasculir smooth muscle-relaxing agents, reduc-
ing the resistance of flow and thus generating an increase in
MBE The towl hyperemic response Lo phamucologic stress
reflects the combined vasodilator effect of vascular smooth
musele and endothelivm and s defined as the wtal inte-
grated vasodilator capacity (9), In our study, we found 2
interesting situations: SLE patients had o statistically
lower endothelivm-dependent vasodilatation index than
did healthy controls, allowing us o alficm that endothe Bl

193 Tue Joursal oF Nuctear Mepicise « Vol, 51 »

dysfunction exists, and there wis o trend toward o decrease
in the total vasodilation capacity in patients with SLE, high-
lighted by the lower but not statistically significant MER,
I this regand, it is troe that about 36% of the hyperemic
response depends on endothelium-dependent vasodilation,
However, a decrease m MFR 10 less than 2.5 was nol con-
sidered o diagnostic criedon of endothelial dysfunction
because such a decrease can also indicate nonsignificant
coronary artery disease or mild muliivessel disease. Regard-
ing that issue, a coronary anatomy assessment in this pop-
ulation could have strengthened the MER results,

The endothelium-dependent  vasodilatation index and
MFR measure different aspects of coronary  circulalory
function, making it feasible 1o distinguish whether the

TABLE 4
Endothslial Function Indices

Index SLE Healtthy control P

Endothellum-dependant 1.18 + 0.55 1.63 = 065 0.04

vasodilatation index
MFR

Comected 241059 273077 020

Uncomected 33T+ 064 411 =102 002
HAMBF 18 + 55 63 = 85 0.04
AMBF 037035 071 =063 006

%HAMBF = percentage change in MBF batwean rest and GPT,;
AMBF = difference in flow between CPT and baseline in absolute
Lnits,

Data are mean + S0. Corrected values of MBF were used for
endothelium-dependent vasodilatation index and %AMBF for
assessment of endothelial dysfunction. For MFR; cormected MEBF
mst values and uncomracted stress values weme used for assess-
mant of endothalial function.
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ulteration is confined w the endothelivm or involves vascular
smooth musde function,

Tuking into account these issues, we cian assume from
this study that SLE patients have both endothelml and
smiooth muscle dysfunction, the former being more severely
involved, as it may be the result of direct damage from
microviseular inflimmutory diseuase,

Itis known that changes in endothelial dysfunction huppen
curly in the natural history of vasculur disease; this study
supports sueh o stlement conceming the coronury vessels of
patients with SLE. As previously mentioned, ""N-ammonia
PET allows detection of vasculir chinges thut coukd muke
possible the identification of patients at nsk for the progres-
sion of viscular disease and provides a means for therapy
monitonng. Becnuse the development of major adverse car-
dioe events and cordine death s predicied by o low MFR
despite normal perfusion (200, it might be important 1o detect
carly endothelinl dysfunction in patients with SLE and 1o
treat aggregnted cordiovascubsr nisk fuctors early, and the
discase per se, thus slowing or halting the development of
endothelial dysfunction before progression (o wheroselenisis
and major adverse cardiae events or cardine death,

The relevance of this study relies on the identification of
endothelal dysdunction in adequately treated SLE patients who
do pot demonstinie setive disease by o validied SLE index,
Although the current available trearment of SLE limits disease
aetivity, one can assume that this treatment does not prevent or
stop the development of cardiovascular disense. Thus, the need
for pew treatment struegies directed wowand such relatively
unatiended disense-induced organ damage is evident,

One limiution of this study is the soull populunon. An
obvious drwback of PET-measured noninmviisive mensurement
of coronary endothelial dysfunction is the limited availability
of the method, and for developing countries, its expense.

CONCLUSION

Asymplomutic SLE patients who are free of aclive
disense present an whnormal coronary flow us demonstriled
by both smooth muscle dysfunction and endothelinl dys-
(unction mensured by DN-ammonin PET I is necessary o
develop and intensify treatment strategies directed towand
atherosclerosis in SLE patients.
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14. ANEXO 3 (Carta de aceptacion, articulo tercero):

Decision Letter (LUP-11-250.R1)

From:

To:
CC:

Subject:
Body:

Date Sent:

editorial@lupusjournal.co.uk

gaboy2k@yahoo.com

Lupus - Decision on Manuscript ID LUP-11-250.R1
@@date to be populated upon sending@@

Dear Mr. Juarez-Rojas:

Thank you very much for revising your manuscript entitled "PIOGLITAZONE IMPROVES
THE CARDIOVASCULAR PROFILE IN PATIENTS WITH UNCOMPLICATED SYSTEMIC LUPUS
ERYTHEMATOSUS: A DOUBLE BLIND RANDOMIZED CLINICAL TRIAL". I am very pleased
to let you know that this has now been accepted for publication in Lupus and you should
receive proofs from the publishers within the next few weeks.

You will shortly receive a second email requesting you submit a contributor agreement
online without which we cannot commence with publication.

If you would like your article to be freely available online immediately upon publication
(as some funding bodies now require), you can opt for it to be published under the SAGE
Choice Scheme on payment of a publication fee. Please simply follow the link to the
Contributor Agreement form in the next email and you will be able to access instructions
and further information about this option within the online form.

Thank you very much for your contribution to Lupus. We look forward to your continued
support.

With best regards.
Yours sincerely,

Maria Laura Bertolaccini
Managing Editor

04-Aug-2011
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15. ANEXO 4 (Galeras, articulo tercero):

PAPER

Lupus (2011} 0, 1-9

biflp./ e s ag@pud com

Pioglitazone improves the cardiovascular profile in patients with
uncomplicated systemic lupus erythematosus: a double-blind

randomized clinical trial

)G Juirez-Rojas'*, AX Medina-Urrutia', E Jorge-Galarza', NA Caracas-Portilla', R Posadas-Sinchez',

GC Cardoso-Saldana', MV Goycochen-Robles’,

C Posadas-Romero'

4EnlJu-c:rinulnj_'y Department, Natonal Institute of Cardiology ~lenacio Chiver",

‘Doctorate Progeam of Biomedical Seiences from the National Autonomous University of Mexieo, Mexios: "Clinicl Epldemiology Reseurch Unit,

Silveira®, L Lino-Pérez”, 1 Muas-Oliva®, O Pérez-Méndez’ and

Mlexion:

MNumber | Regional Hospital from the Mexican Institute of the Social Security, Carlos MeGregor Sinchee Navarre, Mexico; “Rhewmatology

Department, National Instiote of Cardiclogy “Tenaeio Chive, I
Department, Mexican General Hospitl, Mexico, “Cellular Physiology Tnstitute, National Autonomeus University of Mexico, Mexico; "Molacular

Biology Department; MNational Instilute of Cardiology “lgnado Chives",

Ohjective: We studied the eflfect of pioglitazone on insulin levels, inMammation markers, high-
density lipoprotein (HDL) composition and subclisses distribution, in young women with
uncom plicated systemic lupus ervtbematosus (SLE).

Methods: This double-blind trisl included 30 premenopausal women (30 48 vears old) with
SLE, who were randomized to pioglitazone {3 mg/day) or placebo treatment for 3 months,
Plasma and HDL lipids were deterimined by colorimetric enzymatic assays, insulin by radio-
immunomet e assay, inflammation by immunonephelometry and HDL size and subclasses
distribution by a native 4-30% polvacrylamide gradient gel electrophoresis,

Results: Compared with placebo, ploglitazone significantly incrensed HDL-cholesterol plasma
levels (14.2% ), reduced Fasting insulin plasma levels (23.6%) and the homeostasis model
assessment-insulin resistance (31.7%). Cereactive protein (70.9%) and serum amyloid A
{34.9% ) were also significantly reduced with the ploglivzone use, whereas the HDL particle
size was increased (8,80 nm vs, B.95nm; p=0.044) by changes in the distribution of HDLay,
HDL,,. and HDL,_ subclasses, The chiange in HDL size correlated with @ rise in free and
cholesterol-ester content in the HDL particles.

Conclusion: Pioglitnzone significantly enhanced insulin sensitivity, reduced inflammation, and
modified HDL characteristics, suggesting u potentinl beneficial effect of this drug in patients
with SLE with a risk to develop cardiovascular disease,

Trial registration: This trial i1s registered at ClinicalTrials gov Protocol Registration System,
with the number NCTO1322308,  Lupws (2001) 0, 1-9.

Key words: atherosclerosis, inflammation: insulin resistance; lipoproteins, systemic lupus
erythematosus

Mesian "Rheumutology

Mexico

Introduction

Swvstemic lupus ervthematosus (SLE) is an autoim-
mune inflammatory disease in which accelerated
atherosclerosis and its sequelae are recognized as

Correspondence Lo Posadis-Romers Carlos, Juan Badiano 1, Seceion

XV, Tlalpan F4080, Mexico DF,
Emuil; eposadusei yahoo,com
Received 20 June 201 1 seceplad 4 August 2001

one of the most frequent causes of morbidity and
mortality in young women.' The etiology and path-
ogenesis of atherosclerosis in SLE are only partially
explained by traditional risk factors.'” Several
studies have reported non-traditional markers of
increased risk for atherosclerouc cardiovascular
disease in patients with SLE, as higher prevalence
of hyperinsulinemia and insulin resistance,**
inflammation,” abnormal high-density lipoprotein
(HDL) particle size distribution and
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composition,"” as well as higher proportions of
proinflammatory HDL particles.*”

Insulin insensitivity is known to be associatad
with aceclerated atherosclerosis and appears to be
a nisk marker for both myocardial infarction and
stroke. “ The impact of insulin resistance may
involve proinflammatory disturbances due to dys-
functional msulin signaling in different tissues; n
addition to the higher prevalence of insulin resis-
tance in SLE patients, it is well known that auto-
immune and chronie inflammatory disorders are
associsled with the development of accelemited car-
diovascular discase.'*

HDLs vary in composition, size, charge, and bio-
logical activities. It has been reported that some of
these lipoprotein churacteristics may be more
important than in pre-
dicting futre coronary heart diseases (CHD)."”
Abnormul distribution of HDL subclasses, charae-
terized by low large HDL levels and high small
HDL plasma levels, has been reported in patients
with SLE®" and in other insulin resistance
states,'™'7 Moreover, it has been reported that in
SLE patients, HDL particles are enriched in triglye-
erides and depleted of cholesterol-esters.” These
abnormalities may result in HD L-attenuated oxida-
tive activity,'™ reduced anti-inflammatory effect'
and lower capacity to promote cholesterol
efflux.™ which is the first step in reverse cholesterol
transport.

Pioghitazone s an insubin-sensitiang compound
of the thizolidinedione (TZD) type. TZD activates
nuclear receptors called peroxisome proliferator-
activated receptors (PPAR), which regulate the
transcnption of genes with key roles in the metab-
olism of carbohydmtes and lipids s well as inflam-
mation.”" * The qualitative effects of pioglitazore
on HDL may also be important, because it has
been shown to increase the mean HDL size and
reduce the core triglyceride content relative to cho-
lesterol-esters i HDLs from subjects with and
without diabetes. ™

Although it has been previously shown that pio-
glitazone reduces several cardiovascular risk factors
and renal inflammation in o lupus-prone munre
model,' there are no studies that have examined
the effect of this drug on insulin plasma levels,
inflammation markers and HDL  composition
together with the distribution of their subclusses
in patients with SLE, Therefore, the objective of
this work was 1o study the effect of treatment
with pioglitazone upon these parameters in non-
diabetic patients with SLE in clinical remission
and without renal compromise.

Materials and methods

Patients

This was a prospective, randomized, double-blind,
placebo-controlled, parallel group study conducted
in Mexico City. Eligible partiapants were preme-
nopausal women with SLE older than I8 years,
attending the outpatient Rheumatology Clinic at
three Mexico City community tertiary care hospi-
tals; the National Institute of Cardiology “lgnacio
Chivez ", the number | Regional Hospital from the
Mexican Institute of the Social Security and the
Mexican General Hospital. All fulfilled the 1982
American College of Rheumatology criteria for
the clussification of SLE,” and to avoid the effect
of other cardiovasculur risk factors, we excluded
patients with clinical evidence of menopause, dia-
betes, thyroid dysfunction, neurclogical, renal or
hiver disease, personal history of high blood pres-
sure, CHD, cerebrovasculur events, chronic or
acute infections, malignancy, and use of drugs or
alcohol abuse. At the time of the study, none of the
patients was smoking, pregnant, breast-feeding, or
taking hormonal or lipid-regulation drugs. None of
them was positive to anticardiolipin antibodies,
lupus anticoagulant or antibeta-2-glycoprotein-1,
Subjects were included in the study after they
signed the informed consent form for partcipation
(Figure 1). The protocol was gpproved by the
Institutional Ethics Committee of each hospital
and was performed in accordance with the
Dedaration of Helsinki.

The study took place at the National Institute of
Cardiology “Ignacio Chivez” from Muarch 2007 1o
April 2010, where information about current and
cumulative drug therapy or any discase was
obtained through a questionnaire and physical
examination applied to all participants. SLE dis-
ease activity was assessed using the Mexicun mod-
ihication of the Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index (MEX-SLEDAD.* Based
on the MEX-SLEDAL, at ume of the evaluation
patients were considered to have active disease
when the score was higher thar 5. Height (m),
weight (kg) and blood pressure were measured,
und body mass index caleulated by dividing
weight by height squared (kg/m?)

Study protocol

The ehgibility screening (visit 1) occurred 4 weeks
before randomization, During this visit, qualified
personnel provided dictary counseling on  the
American Heart Association weight-maintaining
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Total cohort
N =521
443 patlen'ts dld'no't
meet inclusion criteria
Elegible patients Invitation
9 n _p #| SLE activity evaluation
41 patients were excluded for: - (clinical and laboratory measurements)

Positive lupus anticoagulant (n=9)

Renal damage suspicion (n=18)

Did no attend the next visit (n=14)

Selected patients
n=37

l—p 7 patients refused participation

Randomized patients
n=230

¥

Pioglitazone
n=15

|

Completed study
n=15

Figure 1

Step 1 and selected patients instructed (o follow this
diet. At visit 2, selected patients were randomly
assigned into two study arms; they had been
informed, as part of the consent, that they would
be receiving either a fixed dose of pioglitazone
(30mg) or placebo for 12 weeks once daily in the
morning. Clinic visits occurred every 4 weeks from
visit 3 1o visit 5. At all visits, patients were received in
the morning after fasting for atleast 10 h. All patients
use a rehable contraceptive method throughout the
entire study. Piogltazone and placebo were dis-
pensed as pills similar in form and appearance.
They were pre-packed in bottles and consecutively
numbered. Each patient was assigned a treatment
number and received the pills in the corresponding
pre-packed bottle. An independent pharmacist dis-
pensed the corresponding bottle according to acom-
puter-generated randomization number list, and
participants, care providers and researchers were
blinded at treatment assignment. Compliance was
assessed every chinic visit by tablet counting,

Lahoratory methads

At visit 2 and visit §, venous blood samples were
obtained after a  12-h  overmmight fast

Flow ¢hart for the selection and enrollment of patients,

¥

Placebo
n=15

|

Completed study
n=15

Ethylenedinitrilotetraacetate plasma was prepared
by centrifugation at 4°C at 2500 rpm for 20 min and
used for glucose, hipids, and lipoprotein measure-
ments, or stored frozen at —70°C until their analy-
sis, Aprotimn (100 KIU/ml) and benzamidine
(1mM) were used as protease inhibitors. Plasma
glucose, total cholesterol, triglycendes, and HDL-
cholesterol were measured using standardized enzy-
matic procedures in a Hitachi 902 analyzer (Hitachi
LTD, Tokyo, Japan) and were considered within a
nomal range when their values were < 100 mg/
dl, < 200 mg/dl, < 150 mg/dl and =50 mg/dl, respec-
tively.” Accuracy and precision in our laboratory
are under penodic surveillance by the Centers for
Disease Control and Prevention Service (Atlanta,
GA, USA). Low-density lipoprotein (LDL) choles-
terol was estimated by using the Friedewald for-
mula as modified by De Long et al." Total high
sensitive C-reactive protein (hsCRP). serum amy-
loid A (SAA), apolipoprotein B-100 (apo B-100)
and apalipoprotein Al (apo Al) levels, were deter-
mined by immunonephelometry on a BN Pro Spec
nephelometer (Dade Behnng Marburg GmbH,
Germany) according o the manufacturer’s
method. Inter-assay coeflicients of varation were
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less than 3%, Plasma insulin concentrations were
determined by a radioimmunometric assay (Coal-
A-count; Diagnostic Products, Los Angeles,
California, USA). Insulin resistance was estimated
with the use of the homeostasis model assessment-
insulin - resistance (HOMA-I ll}.“ The normal
vilues Tor insulin and HOMA-IR were < 6.6

and < 1.3, respectively, according to the 75
percentile from a sample of healthy women, prewvi-
ously described.”

Distribution of HDL subelasses

HDL separated from plasma by ultracentrifugation
at a density of 1.21 g/ml was loaded into a native
4-30% polyacrylamide gradient gel. After poly-
acrylamide gradient gel electrophoresis, gels were
stained l'or proteins with Coomassie brilliant blue
R-250, scanned and digitalized in a GS-670 Bio-
Rad densitometer, using the software Molecular
AnalystTM. Migration distance intervals of each
gel was calculated by computing a standard curve
of the protein-stainable high molecular weight stan-
dards (thyroglobulin, 17 nm; ferritin, 12.2 nm; cat-
alase, 10.4nn: lactate dehydrogenase, 8.2 nm; and
albumin, T.01nm) as a lunction of their relative
. v n 3233 4 .
migration distance. The relative proportion of
each HDL subclass was estimated with the follow-
ing size intervals: HDL,. 7.21-7.76nm; HDL,
7.76-8.17nm; HDL,, 817-8.77 nm; HDL,, 8.77-
971 nm; and HDL-y, 9.71-12.93 nm. The coeflicient
of variation for each subclass was less than 10%.
The average HDL particle size represents the over-
all distribution of the HDL subclasses,**** and wus
calculated as the average size of each HDL subclass
interval (nm). multiplied by its relative area under
the densitemetric scan. Coefficient of variation for
this determination was less than 1%.

Composition of HDI.

Total protein, total cholesterol, free cholesterol,
phospholipids, and triglycerides content of isolated
HDL were determined in a Hitachi 902 analyzer,
using commercially available enzymatic assays.
Cholesteryl-esters were calculated by multiplying
the difference between total and free cholesterol
by 1.67.* Apolipoprotein content (apo A-I, apo
A-IV, apo-E and apo-Cs) was evaluated semi-quan-
titatively by SDS-polyacrylamide gradient gel
electrophoresis.™

Sample size calewlation

Sample size calculation was employed to detect
changes in HDL size using pioglitazone

monotherapy.”® We anticipated an increase in
HDL size at 12 weeks from baseline, and calculated
as [(Zo+ Zp) SD/(py - p)P=[(1.6540.84) 0.25 |
(8.4 ~ 8.6)]°."" Ten patients were needed in each
group to have 80% power at the 5% significance
level. We recruited and randomize 15 patients in
each treatment am Lo allow for dropouts.

Statistical analysis

All analyses were carred out using statistical soft-
ware SPSS 13.0 for WINDOWS (SPSS inc.,
Chicago 1L, USA). Results are expressed as
mean £ standard deviation (SD) for normally dis-
inbuted wariables or median (interquartile range)
for those with non-normal distribution. There
were no outher values i our study sample,
Between-group  differences  were analyzed by
Student’s-r-test or Mann-Whitney U for indepen-
dent groups. and within-group differences were
analyzed by Student’s r-test or Wilcoxon [or
paired samples. Spearman correlation coefficients
were calculated to evaluate (he relationship
between all vanables studied and the HDL size.
All results with p<=0.05 were considered statisti-
cally significant.

Results

All 30 randomized patients followed and finished
all study. The baseline clinical characteristics were
similar in both groups (Table 1). For all studied
women, the median SLE duration was 5.0 years
{interguartile range: 2.0-10.0) and disease activity
was 2.5 (1.2-4.7). Use of prednisone (46.7%) and
antimalorials (83.3%) was similar in the two
groups. Three patients (20%) in the placebo
group and five (33%) in the pioglitazone group
were taking more than 10mg/day of prednisone,
and two patients (13%) in each group were taking
more than 200 mg/day of antimalarials. Patients of
every group were clinically and biochemically inac-
tive and no changes in SLE activity, pharmacology
treatment, and blood pressure levels were observed
during the study. No changes in the median of body
mass index (24.9 vs. 24.8; p=NS§), hemoglobin
(13.1g/dl  vs. 13.0g/dl; p=NS), hematoerit
(39.1% vs. 38.4%:; p=NB8), aspartale aminolrans-
ferase (21.3 U/ vs, 21,7 U/l; p=N8) and alanine
aminotransferase (16.1 U/l vs. 173 U/l; p=NS)
were  observed  after  pioglitazone  treatment,
Similar results were observed in the placebo
group (data not shown). According to pill count,
all patients completed the study with an overall

73



Table 1 Baseline demographic and clinical parameters

Pioglitarome improves fe candiovascular profle in pafients with uncampbeated SLE
lishmz-Rogs it ol

Tota! Plawebo (n= 15} Pioglitazone fn=151 i
Age {yeurs) MR o 120 NS,
Body mass index (kg ) 4.7 (224209 4.5 (23.5-30.0) 4.9 (21 R-28.6) NS
W aist elreumlrence (em’) #1 (7290 Kl {T6-) K2 {71-92) NS
Systalie blood pressune (mmbg 07 (97-11K) 1D -1 ) 107 (1153 NS
Diastalic blood pressure fmmH g) T (6 5-Th) T0 (- R T (H5-75) NS
SLE diagnoshe {yenrs) 3.0 (20 10,0 4020117 J0(29-9.5 NS
MEX-SLEDAI Index 25 {1.2-4T) 4.0 (20-64) 20 (1.0-1.5) NS
Hemoglohin {gidl) 132x 1.1 13.0£13 13209 k)
Lewocytes (pl) ADSA {0 ) S0) SO0 {000 5400 RO (3 TO0-K600) ]
L}mphﬂcyl:s { |1|] 12704 10— 5500 11D { DN | 5000 | 300 {001 Ty M5
Pluteket covmtf= 100 il 7 {1T9-205) 236 {1 45-292) 238 (215233 S
Ervthrocyie sedimemation rate {mm hr) 185 (14.2-31.0) 180 (14.5-27.00 26l (12,0-32.0) ek
Serum complement 4 {mg/dl) 4l £3% 4539 137£4.1 NS
Serum complement 3 fmgdl) MELL0 GHHE223 911 £ 193 NS

Mean £5.0. or median (interuartile rnge).
e Stadent flest For mean of Mann-Whithey £ lor median.

SLE, Systemic Lupus Erythematosus: MEX-SLEDAL Mexican Modification of Systemie Lupus Erythemalosus Disense Activily Dndes,

compliance of 94% (95% in placebo vs. 93% in
piogltazone group; p= N5). Adverse effects were
reported in three patients in the placebo group
(headache, chest tightness, paresthesia, dizziness,
nausea and joint pain) and in two patients in the
pioghtazone group (headache and insomnia). All
these adverse effects disappeared after the 4"
week of treatment.

Lipids, glucose, and insulin pamameters are
shown in Table 2. Pioglitazone increased HDL-
cholesterol levels (14.2%: p=0.029) after 12
weeks of treatment. No changes were observed in
the placebo group. Total and LDL cholesterol, tri-
glycerides, apolipoproteins Al and B-100, as well as
glucose levels were similar between both groups at
baseling and after treatment. Fasting insulin levels
and HOMA-IR were not statistically different
between groups at baseline; however, both param-
eters were lowered by moglitazone (23.6%;
p=0.006 and 31.7%; p=0.008, respectively), but
not by placebo use. Values for the hsCRP
decreased 70.9% vs. 0.3% in the pioglitazone and
placebo groups, respectively (p=0.013), whereas
SAA decreased 34.9% in the pioglitazone and
increased 25.5% in the placebo group (p=10.029).

Distribution of HDL subclasses was not different
between groups before treatment. Although the
proportion of HDL,, was the only subfraction
that showed significant increase after pioglitazone
treatment (11.9% vs. 13.3%; p=0.030), the per-
centage change n HDL,,, HDL;, and HDL;,
was different in the pioglitazone versus the placebo
group (Figure 2). Pioghtazone favored an increase
in HDL particle size (8.80nm  wvs. 8.95nm;
p=0.044) and the mean percentage change was

significantly different than that observed in the pla-
cebo group (+0.77% vs. —0.67%; p=0.018). When
HDL composition was analyzed, we observed that
only free cholesterol increased significantly after
ploglitazone treatment compared with the placebo
group (+6.82% vs. —487%; p=0.043). HDL-
cholesterol-ester showed a tendency to increase in
the pioglitazone treatment compared with the pla-
cebo group (+5.03% vs. —1.68%:; p=0.09). The
content of phospholipid and triglycerides, as well
as the apolipoprotein content of HDL, was not dif-
ferent at the beginning and at the end of the study.

Spearman correlation analyses between anthro-
pometric measurements, systolic and diastolic
blood pressure, activity and duration of SLE,
lipid variables, insulin, HOMA-IR, CRP, SAA as
well as composition and size of HDL, showed that
increases of free cholesterol in HDL particles
(r=0.573; p=0.002), HDL-cholesterol plasma
concentration (r=0.522; p=0.003), cholesterol-
esters in HDL particles (r =0.443; p=0.023), and
apo Al (r=0411; p=0.027), correlated with the
mcrease in HDL particle size.

Discussion

To the best of our knowledge, this prospective ran-
domized controlled trial for the first time indicates
significant and potentially important changes in
insulin levels, inflammation, HDL-cholesterol and
HDL composition as well as subclass distribution
in uncomplicated non-diabetic SLE patients during
treatment with pioglitazone (3 months; 30 mg/day).
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Table 2 Lipidic, glucometabolic and inflammation parameters before and after treatment with placebo or pioglitazone

Placebo (ne=15)

Plaglitazone in=15)

B fine Waoek |2 II'J" Baveling HWaek 12 p"’
Tatal Cholesteral 143 143 NS 131 | 2 NS
{mg dl (124 (13- {119 {125
LDL chalesteral Ta T NS TH 75 NS
(o' dly (b8 ) ([ (52-45) (6-42)
HDL chaksieral 45 41 NS 4 52 U]
Lz dly 143-49) {40-5T) (3755 (43-61)
Iriglyeerides 92 9l NS 91 L] NS
Lo dly [} S (b (L | (T 3
Apolipoproteln A 135 12 NS 130 | k]
{mg'dl (118139 (1 19-149) {121-154) (122150
Apolipoprolein B (x4 iy NS vl 62 k]
{mge'dly (55-T0) {ST-H) {57T-TH) {57-13)
Fasting glueose B4 K4 NS B3 TH NS
{mg'dl {TH-92) {T5-5M0) {TH-BK) {T1-K4)
Fasting insulin 492 151 NS LRL SAN URITH]
[ 1 M H4-12.95) {1.54-12.7H) (3.11-1437) {3.42-10.44)
HOMA-IR 1 0,7 IS (] | il {1 K
{192 4 032251 i L.06-2 Bl {0.67-1 B2)
hsCRE (me/l) L ql1-3.0 14 (09-54) MS 26 (0642 05 Mma-2.0 026
Serum amylold A (mil) e ¥ % 444 NS 4.97 AL (43
(2. 26-9.16) (2.75-15,60) {78839 {205-7 36)

Mledian (interquartile rnge),
= Wileoxon Lest,

LDL, Low Density Lipoprowein, HDL, High Density Lipoproteing HOMA-IR, homeostasis model asessment-insulin resistnee; hsCRP, high

sensibvity O reaclive protein,

L o, =2 o Placebo (n=15)

% 17.03 O Pioglitazone (n=15)
< 15

2e

O

= C

§ g 10 p=0018  p=0.074

= o

o ®

25 s

0 N

a0

Qe | 0.11 -1.94 541 0.65

TT——T T T —1

cd 06 e MEEY 6.65

0 32

ON 5

% - 2 p

3 -6.67

O -10 T T T T 1

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c

Figure 2 Change in high-density lipoprotein subfraction dis
tributions in patients with systemic lupus ervthematosus, after
12 weeks of pioglitazone (30 mg/day} or placebo treatment.

These clinical effects, in addition to extensive
in vitro and in vivo studies assessing anti-inflamma-
tory and anti-atherosclerotic effects of PPAR ago-
nist, indicate that these drugs may be powerful
agents m  cardiovascular  disease prevention,

bevond their classical use as regulator for glycemic
control,

For a long time, it has been known that patients
with lupus present substantially mcreased morbid-
ity and mortahity rates associated with cardiovascu-
lar disease. Traditional risk factors, or lupus itsell
and treatment-related factors, only partly account
for the increased risk of CHD in patients with
SLE."® Insulin resistance, defined as the reduced
ability of insulin to stimulate glucose uptake in
skeletal muscle and lat cells, 1s an emerging meta-
bolic risk factor that may P'il}f u pivotal role in
atherogenesis in lupus.™ We” and others® have pre-
viously shown that patients with SLE presented
higher lasting plasma insulin levels as well as
reduced insulin sensitivity related to cardiovascular
risk factors in SLE patients.” The present study
shows that proglitazone administration leads to a
significant decrease in insulin levels (23.6%) and
HOMA-IR (31.7%). This finding correlates well
with a study where a lupus-prone murine model
showed improvement of insulin resistance and pro-
duced stable E’Iucnse levels after pioglitazone
administration.” Therefore, improving insulin sen-
sitivity 1n patients at nsk due to SLE may prevent
the occurrence of cardiovascular complications,
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independently of g };JI.ILUSL levels, as other investiga-
tors have Hhmwn in patients with and without dia-
betes mellitus, ™

Observations that autoimmune and chronic
inflammatory disorders are associated with the
development of accelerated dll‘lLthLlLl.‘Dhl'\ have
been increasingly I‘ECH},HI?UCI In our study, treat-
ment with piogltazone significantly decreased
hsCRP and SAA by 70.9% and 34.9%, respec-
tvely. Previous studies have shown thul pioglita-
zone decreases hsCRP plasma levels”' However,
to our knowledge, this is the first study where
SAA plasma levels were decreased by pioghtazone
use. SAA is the major Lu,ulu-plust protein in verte-
brates and 15 synthesized in the liver in response to
infection,  inflammation, injury or  stress. *
Although other non-specific mflammatory markers
such as hsCRP also correlate with cardiovascular
disease, the wider dynamic range as well as the

more rapid response and easier measurement of

SAA has lead to the ﬁugﬁchtmn that it may be a
better marker ol disease, and has been shown
Lo predict cardiovascular events 4243
Thiazolidinediones such as rmi;,lilumlc or trogli-
tazone reduce SAA by dhuul 30-50% in diabetic
and nmn-dmbelu. subjects; ™% however, only one
previous report™ has evaluated the effect of piogli-
tazone treatment on SAA. That study® showed
that patients with diabetes mellitus did not present
changes in SAA plasma levels in spite of an
improvement in insulin sensitivity. Since inflamma-
tion is associated with diabetes mellitus, it is possi-
ble that the anti-inflammatory effect of pioghtazone
could be more mmportant in patients with SLE,
where inflammation plays a central role in the
development of atherosclerosis.*”* Our results
show that in addition to the improvement in insulin
resistance, pioglitazone also reduces inflammation
in a short tme. It is important to highhght that
pioglitazone might reduce the risk of CHD in
patients with uncomplicated SLE, by reducing the
alterations promoted by lupus itsell. Longitudinal
and epidemiological studies are needed to investi-
gate the effect of this drug owver long-term
endpoints.

Hypertriglycendemia and low HDL-cholesterol
levels are components of inhulin resistance states
and of SLE dyslipidemia.” In SLE, these lipidic
abnormalities correlate with drug therapy, disease
activity, metabolic syndrome, and infl ammaltory
cytokines. WAATH - Consistent  with  a  previous
study.” we found that HDL-cholesterol and triglyc-
eride levels were normal in our group of patients,
possibly due to the fact that we selected subjects
with  uncomplicated SLE. Treatment with

Pioglitarem improves the canbiovascular profile in patients with uncemplicated SLE
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pioglitazone raised HDL-cholesterol levels by
14.2%, similar to previous studies where pioghta-
zone increased HDL-cholesterol  levels by
~10-20%.*" It has been suggested that PPAR sig-
naling may play a role in ~.t|rr1l.1l.|l||15I LKDI’EHHIUH of
the gene encoding ABCA1,” which could increase
the flux of cholesterol from cells on to apo AL If
PPAR were involved in regulating ABCAI gene
expression, addilional effects on plasma HDL-cho-
lesterol levels and HDL particles might be seen.

Although it 15 a widely accepted notion that low
HDL-cholesteral levels constitute an independent
risk factor for premature atherosclerosis and
CHD, there is increasing evidence that HDL parti-
cle charactenistics may be more |mpnrldnl than
quantity for atheroprotection.” We" and others
have previously demonstrated that compared with
control subjects, patients with SLE have tnglycer-
ide ennchment and cholesterol-ester depletion of
HDL, as well as low concentrations of large
HDLs and high levels of small HDL particles.
These abnormal HDL particles have been found
in other hyperinsulinema states, :md have been
associated with a.urnrmr}f hL.ll'l disease® and recur-
rence of coronary events.'” In fact, McMahon et al.
reported that 458.2% from 276 SLE patients have
proinflammatory HDLs, and that these proinflam-
matory HDLs contribute to a 17-fold increased
adds for the presence of atherosclerosis.” Our
results show that pioglitazone modified HDL par-
ticle size and composition, and although we did not
eviluate HDL atheroprotective functionality after
ploghtazone use, several studies have shown that
small HDL particles and HDLs enriched in triglye-
erides or depleted of cholesterol show a diminished
allwmpmlcuwc function and are associated with a
poor prognosis for cardiovascular disease.'>' %
Therefore, our findings suggest that pioglitazone
could restore the HDL atheroprotective functions
in patients with SLE.

It is important to note that the small sample size
may explain the lack of significant differences in
plasma apo Al levels and HDL composition after
pioglitazone treatment. However, the 15 patients
included in the pioglitazone am were enough Lo
detect changes in insulin, inflammation and HDL
particle size. The clinical implications of these find-
ings are that even in SLE patients without addi-
tional risk factors, representing approximately
15% of our cchort, pioglitazone may have the
potential to prevent premature CHD. We do not
have hard endpoints in our study to confirm if all
these qualitative and quantitative changes are
reflected in a prognostic improvement of patients
with SLE. Longitudinal studies are necessary to
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evaluate the cardiovascular effects of long-term pio-
glitazone use in SLE patients with and without dia-
betes mellitus and other complications.

In conclusion, the findings of our study indicate
that pioglitazone treatment may exert multiple ben-
eficial cardiovascular effects in uncomplicated nor-
moglycemic SLE patients, This drug significantly
enhanced insulin sensitivity, reduced inflammation
and modified HDL charactenstics, suggesting that
PPAR activation may lead to potential beneficial
effects in patients with uncomplicated SLE at risk
of cardiovascular disease.
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16. GLOSARIO DE TERMINOS:

Apo-Al: Apolipoproteina Al

Apo-B100: Apolipoproteina B100

ASA: Amiloide sérico A
BILAG: British Isles Lupus Activity Group
CDC: Centro Nacional para la Prevenciéon de Enfermedades Cronicas Yy

Promocion de la Salud

C-HDL: Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
C-LDL: Colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
EAC: Enfermedad arterial coronaria

ECLAM: European community lupus activity measure
FDA: Food and Drug Administration

FCB: Flujo coronario basal

FCE: Flujo coronario con estimulacion farmacolégica
FC-CPT: Flujo coronario con estimulacion por frio

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HOMA-RI:  Modelo de homeostasis para la valoracién de la resistencia a la insulina

IL-1: Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IVED: Indice de vasodilatacion dependiente de endotelio
LES: Lupus eritematoso sistémico

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1
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MEX-SLEDAI: Indice modificado de la actividad de la enfermedad de lupus eritematoso

sistémico mexicano

NF-«xB: Factor de necrosis «B

PCR: Proteina C reactiva

PET: Tomografia por emisién de positrones

PPARs: Receptores activados por el proliferador de peroxisomas
RFC: Reserva de flujo coronario

SLAM: Systemic lupus activity measure

SLEDAI: Systemic lupus eritematosus disease activity index

SLICC/ACR-DI: Indice de dafio organico o de cronicidad del Colegio Americano de

Reumatologia y de Clinicas Internacionales

TLRs: Receptores tipo toll

TNF-au: Factor de necrosis tumoral-a

TZD: Tiazolidinedionas

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
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