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RESUMEN

La EAC es la segunda causa de muerte en nuestro pais; su incidencia es cada
vez mayor a edades mas tempranas debido a diversos factores de riesgo de tipo
genético, obesidad, sedentarismo y habitos alimenticios, resistencia a la insulina,
diabetes y dislipidemias. Las dislipidemias se encuentran entre los 8 principales
factores de riesgo de mortalidad de enfermedad cardiovascular en México. Las
HDL juegan un papel importante en el desarrollo de EAC gracias a su funcién
ateroprotectora, relacionada con su tamafio y composicion quimica. Uno de los
mecanismos mas importantes que explican la funcién ateroprotectora de las HDL
es su metabolismo intravascular, conocido como Transporte Reverso del
Colesterol (TRC) que genera un grupo heterogéneo de particulas. En el TRC las
particulas HDL sufren una remodelacion continua, modificando de esta manera su
estructura y composicion. Debido a que la distribucion de tamafios de las HDL es
dependiente del TRC, modificaciones en éste deben repercutir en la estructura y

composiciéon de las mismas.

La estrategia central a nivel de lipidos plasmaticos para la reduccion del riesgo
cardiovascular consiste en la disminucion de colesterol-LDL (C-LDL). Las estatinas
son los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de pacientes en que
predominan niveles elevados de C-LDL y colesterol no HDL. Sin embargo, a
pesar de su eficacia, aproximadamente el 70% de los sujetos tratados con estos
farmacos tiene eventos coronarios por aterosclerosis, riesgo residual que puede

radicar en gran medida en otras dislipidemias como la hipertrigliceridemia.

En este contexto, los fibratos han sido ampliamente usados para reducir los
niveles plasmaticos de triglicéridos y usualmente se asocian con un incremento de
colesterol-HDL (C-HDL). La coadministracibn de estatina y fenofibrato son
frecuentemente usadas para tratar pacientes con dislipidemia; sin embargo, una

combinacion de dosis fija no es usualmente comercializada.



Para determinar el efecto que tiene la combinacion fenofibrato-atorvastatina (FA)
sobre el perfil lipidico y la estructura de las subclases de HDL caracterizamos un
modelo animal con hipercolesterolemia exdgena en conejos Nueva Zelanda. El
disefio experimental consto de 5 grupos de estudio: grupo control, grupo
dislipidémico, grupo estatina, grupo fibrato y grupo combinacién FA. En este
modelo se demostré que una dieta rica en lipidos provoca una modificacion
estructural de las HDL en conejos. Ademas el perfil de lipidos en el grupo de
conejos que recibié la combinacion farmacolégica fue mejor que el de los
farmacos de manera individual.La proporcion de particulas pequefias tipo HDL3b y
3c casi se restablecieron con las del control en los tres grupos tratados
farmacol6gicamente. Sin embargo, la combinacion FA aumenté la proporcion de
particulas HDL2b que se enriquecieron con el colesterol. Asumimos que la
combinacion FA aumenta los niveles de HDL potencialmente mas antiaterogénicas
al favorecer la génesis de particulas de mayor didmetro que en el grupo control y
dislipidémico, y concomitantemente restablece la proporcion de HDL pequefas
gue se presentan en situaciones de mayor riesgo cardiovascular. Adicionalmente,
el remodelamiento de las HDL podria estar determinado por la combinacién
farmacoldgica, con la cual existe una captacion del colesterol excedente en la
periferia en los animales con dislipidemia por parte de las HDL de menor tamafio,
las cuales maduran rapidamente en HDL2b. Independientemente del tamafio de
las lipoproteinas que hemos descrito antes, los grupos fibrato y estatina aumentan

la cantidad de colesterol transportado por las HDL respecto al grupo control.

Por otra parte la combinacion fibrato-estatina restablece las concentraciones de
triglicéridos en las subclases de HDL; hecho que se apoya en los resultados que
obtuvimos con el cociente Ct/Ph y Tg/Ph. Ademas, al restablecerse las
concentraciones de fosfolipidos con las del control en todas las subclases de HDL,
principalmente con la combinacion fibrato-estatina, asumimos que esta restituye el
namero de particulas HDL que se abate por efecto de la hipercolesterolemia

exogena.



ANTECEDENTES.

Se ha demostrado que la EAC tiene sus inicios desde la infancia’ y es la primera
causa de mortalidad en los paises desarrollados mientras que en nuestro pais es
la segunda causa de muerte en la poblaciéon adulta después de la diabetes
mellitus?; su incidencia es cada vez mayor a edades méas tempranas debido a
diversos factores de riesgo de tipo genético, edad, sexo, hipertension, obesidad,
sedentarismo, habitos alimenticios, resistencia a la insulina, diabetes vy
dislipidemias®. Las dislipidemias se encuentran entre los 8 principales factores de
riesgo de mortalidad de enfermedad cardiovascular en México. Es por ello que
las medidas de prevencion primaria basadas en el diagndstico y tratamiento
precoces de la EAC son prioritarias entre las estrategias nacionales de salud para

enfrentar acertadamente esta patologia.

Tanto en hombres como en mujeres la dislipidemia mas frecuente es la
hipoalfalipoproteinemia (niveles bajos de HDL en plasma), seguida de
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Las dos dislipidemias mixtas mas
frecuentes son las caracterizadas por triglicéridos altos con C-HDL bajo; y
triglicéridos altos con colesterol total alto. Gracias al estudio y tratamiento de las

dislipidemias es posible prevenir un nimero significativo de eventos coronarios?.
Enfermedad Aterosclerosa Coronaria.

La aterosclerosis es definida como la presencia de macréfagos cargados de
lipidos en el espacio subendotelial, proliferacién de células musculares con fibrosis
y reduccién de la luz del vaso sanguineo; se forman placas que pueden llegar a
calcificarse. Existe dafio endotelial y predisposicién para la formacion de trombos
intravasculares®, ya que la placa aterosclerética puede presentar una fractura y
causar un coagulo sanguineo que ocluye la circulacion y provocar un episodio
isquémico agudo, es decir, infarto o evento vascular cerebral. Ademas, la
formacion del ateroma provoca estrechamiento del lumen del vaso y, por tanto, la

reduccion del aporte sanguineo a érganos como el corazon o el cerebro.



El desarrollo de la placa ateromatosa comienza con la infiltracion de lipoproteinas
de alta densidad (LDL) al espacio subendotelial en donde encuentran un ambiente
de estrés oxidativo, dando lugar a la peroxidacién de sus lipidos. Las LDL
oxidadas son factores quimiotacticos® y por lo tanto desencadenan una respuesta
inflamatoria que atrae principalmente monocitos desde el torrente sanguineo, que
atraviesan el endotelio vascular y se diferencian en macrofagos, capaces de
fagocitar a las LDL oxidadas. La falta de maquinaria enzimatica suficiente para
degradar los lipidos y lipoperdxidos tiene como consecuencia la acumulacion de
éstos en el citoplasma del macréfago, transformandose en células espumosas®.
Antes de morir, las células espumosas liberan citocinas que estimulan al endotelio
vascular para que sintetice mas adhesinas, exacerbando asi el proceso

7, 8

inflamatorio Las células espumosas constituyen las etapas tempranas de

formacioén del ateroma.

El C-HDL bajo es el factor de riesgo lipidico que comunmente se ha asociado con
el riesgo de EAC®™; bajas concentraciones plasmaticas de este colesterol (C-
HDL< 40 mg/dL) correlacionan negativamente con el riesgo de desarrollar

aterosclerosis®?.

Sin embargo, algunos eventos coronarios prematuros se
presentan en pacientes con niveles muy altos de C-HDL, mientras que otros con

niveles muy bajos de C-HDL no desarrollan la enfermedad?.

Las HDL ejercen una funcién protectora en el desarrollo de EAC al evitar la
formacién del ateroma gracias al papel que desempefian en el TRC. Ademas las
HDL poseen otras caracteristicas antiaterogénicas que no dependen
exclusivamente de la cantidad, sino de su estructura; por ejemplo: su capacidad

9, 21

antioxidante® %, el mejoramiento de la funcién endotelial® y la regulacién de la

respuesta inflamatoria®* 2.

Lipoproteinas.

Los lipidos son biomoléculas de origen celular relativamente insolubles en medios

acuosos, y altamente solubles en solventes organicos 2*.



Esta definicion incluye una alta variedad de moléculas, como los lipidos
estructurales (colesterol, esfingolipidos y glicerofosfolipidos), los lipidos de reserva
energeética (triacilglicéridos), hormonas esteroideas, prostaglandinas y algunas
vitaminas como la A y la E, entre otros. Por esta razén, en el presente trabajo,
lipido serda un término que se utilizara para hacer referencia Unicamente al
colesterol, ésteres de colesterol, triacilglicéridos y glicerofosfolipidos (los dos
ultimos serén llamados triglicéridos y fosfolipidos, respectivamente).

Para llevar a cabo su funcién, los lipidos son transportados a los diferentes tejidos
u organos desde su lugar de sintesis asociados con otras moléculas de caracter
anfipatico, generando asi lo que se conoce como lipoproteina (Figura 1). A
excepcion de los &cidos grasos no esterificados que principalmente son
transportados en plasma por la albamina, los lipidos plasmaticos se encuentran en

las lipoproteinas.

Las lipoproteinas son complejos pseudo-micelares y macromoleculares que
poseen en su superficie una monocapa de lipidos anfipaticos (fosfolipidos y
colesterol libre), de forma que sus grupos polares se encuentran en contacto con
el medio acuoso, mientras que los lipidos hidréfobos (triglicéridos y ésteres de
colesterol) se mantienen en el interior®® ?°. Este complejo lipidico es estabilizado
por proteinas conocidas como apolipoproteinas (apo); gracias a que dichas
proteinas tienen dominios con diferentes polaridades que pueden interactuar
selectivamente con los lipidos que forman parte de las lipoproteinas, favoreciendo
asi la estabilidad fisicoquimica de la particula®?® (Figura 1). Estas
apolipoproteinas actian como ligandos de receptores y como cofactores de
enzimas del metabolismo de los lipidos, por lo que su funcibn es de tipo

estructural.



Apolipoproteinas
(Apo A-1, ApoE,
Apo A-ll, Apo C's)

o N,

HO”

Colesterol

Triglicéridos libre

Esteres de
colesterol

Figura 1. Representacion esquematica de los lipidos en una lipoproteina de alta densidad. Los
lipidos hidrofébicos pueden verse ilustrados en el nucleo. Las apolipoproteinas (apo) se unen por
interacciones hidrofébicas a los lipidos mas externos y por atracciones electrostaticas a los
fosfolipidos para estabilizar a la pseudo-micela lipidica.

Clasificacion de las lipoproteinas.

De acuerdo a su origen y metabolismo, la composicién y caracteristicas de las
lipoproteinas es variable; se pueden clasificar de acuerdo a su densidad de

flotacién, movilidad electroforética y contenido de apolipoproteinas.

25, 26

De acuerdo a su densidad de flotacion se conocen cinco clases de

lipoproteinas, que son:

o Quilomicrones: Son lipoproteinas de mayor tamafo, con un diametro > 70
nm y una densidad < 0.94 g/mL. Presentan un alto contenido de
triglicéridos y apo B-48, A-l, A-ll, A-IV, C-I, C-lI, C-llly E.



o VLDL, conocidas por sus siglas en inglés como lipoproteinas de muy baja
densidad (“Very Low Density Lipoproteins”): 0.94 g/mL < densidad < 1.006
g/mL y un diametro de 30 a 70 nm. Se separan en la fraccion pre- del
plasma en electroforesis de agarosa y contienen principalmente
triglicéridos, apo B-100, C-I, C-II, C-lll y E.

o IDL, conocidas por sus siglas en inglés como lipoproteinas de densidad
intermedia (“Intermedie Density Lipoproteins”): 1.006 g/mL < densidad <
1.019 g/mL. Se separan en la fraccion pre- del plasma. Poseen colesterol,
triglicéridos, apoB-100, C-I, C-Il, C-lll y E.

o LDL, lipoproteinas de baja densidad (“‘Low Density Lipoproteins”): 1.019
g/mL < densidad < 1.063 g/mL y un didmetro de 18-30 nm. Particulas que
contienen un alto contenido en colesterol y apo B-100 y en electroforesis

de agarosa se separan en la fraccién 8 del plasma.

o HDL llamadas lipoproteinas de alta densidad por sus siglas en inglés “High
Density Lipoproteins”™. 1.063 g/mL < densidad < 1.210 g/mL y un diametro
de entre 5 y 12nm. Compuestas por un alto contenido en proteinas,
fosfolipidos y colesterol. La principal apolipoproteina que poseen es la A-I,

pero contienen también A-Il, A-IV, C-I, C-II, C-lll y E.

Cada tipo de lipoproteina esta compuesta de varias subclases que se distinguen
por su didmetro, densidad, composicion e incluso se habla de una posible
diferenciacion en base a su funcionalidad biolégica. Las lipoproteinas presentan
tamafios que van desde los 5 nm hasta mas de 70 nm de diametro y pueden
diferenciarse por la proporcion de cada componente lipidico y proteico como se

presenta en la Tabla 1.



Tabla 1. Composicién quimica de las lipoproteinas plasmaticas®’.

Composicién porcentual de la fraccién lipidica.

Proteina Lipido Fosfolipidos Colesterol Colesterol Triglicéridos
Clase de | total (%) total esterificado sin
lipoproteina (%) esterificar
HDL,* 40-45 55 35 12 4 5
HDL3* 50-55 50 20-25 12 3-4 3
LDL 20-25 75-80  15-20 35-40 7-10 7-10
IDL 15-20 80-85 22 22 8 30
VLDL 5-10 90-95  15-20 10-15 5-10 50-65
Quilomicrones | 1.5-2.5 97-99  7-9 3-5 1-3 84-89

2 Subclases de HDL

Por su migracion electroforética hay tres tipos de lipoproteinas: a, B y pre- B. Las
HDL migran en la fraccién a; LDL y VLDL en la fraccion 3. Una subclase de HDL
migra en la fraccién pre-B, a estas Ultimas se conoce como particulas pre-p1 242
que tienen forma discoidal y estdn compuestas principalmente de fosfolipidos y
apo A-l. Las particulas pre-B1 poseen una masa molecular de alrededor de 60
kDa, flotan a la densidad de las HDL3, entre 1.12 y 1.21 g/mL, y ademas juegan un

papel muy importante en la captacién de colesterol de las células periféricas?.

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL forman una poblacién heterogénea de particulas de mdltiples tamafios,
densidades y composicion quimica, que son de especial interés debido a las
distintas funciones antiaterosclerosas que desempefian % 2 2% 2. 3032 ggn |35
lipoproteinas mas densas y mas pequefas, su diametro varia entre 5y 12 nm,
como describimos previamente. La diversidad de estas particulas, es resultado de
su velocidad de sintesis y catabolismo, asi como de la accidbn de enzimas y

proteinas de transporte que las remodelan continuamente.




La composicion quimica de las HDL, parece ser un determinante de su
catabolismo, segun ha sido sugerido por trabajos anteriores; algunos estudios
sugieren que entre mas electronegativa la particula de HDL menor catabolismo>®
% mientras que otros evocan que el tamafio sefiala la tasa de recambio de estas
lipoproteinas*. Por ejemplo, algunos estudios demuestran que la acumulacién de
HDL grandes en plasma se asocia con tasas bajas de catabolismo de apo-A-I,
mientras que con intervenciones farmacoldgicas o estados fisiopatologicos que
generan HDL pequefias se asocia un hipercatabolismo de estas lipoproteinas. Sin
embargo, se necesitan evidencias directas que permitan afirmar la relacion inversa

entre el tamafio y el catabolismo de las HDL.

Como puede observarse en el Cuadro 1, poseen dos tipos de colesterol: colesterol
libre (CL) en la superficie de la molécula y colesterol esterificado (CE) en el interior
de la misma. Llamamos CL al colesterol no esterificado, ya que el hidroxilo en
posicion 3 del colesterol puede ser esterificado al reaccionar con un acido graso,
haciendo asi referencia al CE. La importancia de la identificacibn de ambas
especies radica en el cambio de polaridad que representa en la HDL, y por

consiguiente en la localizacion del colesterol en la lipoproteina (Figura 1).

La macromolécula se estabiliza principalmente con apo; la apo A-l caracteriza a
las HDL que ademas de su funcion estructural son indispensables para el eflujo de
colesterol de las células periféricas®®, primera etapa del TRC que detallamos
adelante. Ademas la apo A-l desempefia la funcién de cofactor proteico de la
lecitina: colesterol acil transferasa (LCAT), enzima clave en el TRC.

Las HDL son las lipoproteinas con mayor proporcion proteica (40-55% de su masa
seca). La apo A-l, representa hasta un 70% del total de su proteina constitutiva®®
% Las apo A-ll, C-I, C-Il, C-lll y E, también forman parte de las HDL, y sus
caracteristicas se presentan en la Tabla 2. Los grupos ionizables de los
aminoacidos presentes en estas apolipoproteinas aportan a las lipoproteinas
plasmaticas una carga generalmente negativa a pH fisioldgico, lo que les permite
interactuar con las regiones ionizables de los fosfolipidos hacia la interface lipido-

agua estabilizando la particula®’.



Tabla 2.- Caracteristicas de las apolipoproteinas>2.

Apo P.M. pl Localizacio Sitio de Funcién
n sintesis
A-l 29,016 5.9-54 HDL, QOm Intestino Principal componente de las
Higado HDL, activador de LCAT,
estimula el eflujo del
colesterol.

A-ll 14,414 5.0 HDL Intestino Proteina componente de

Higado HDL, inhibidor de LH y de la
LCAT.

A-1IV 44,465 5.5 HDL, Qm Intestino Activador de LCAT,
modulador de LPL vy
estimula el eflujo del
colesterol.

B-100 | 512,723 - VLDL, LDL Higado Ligando para receptor de
LDL

B-48 240,800 6.8 Qm Intestino Proteina estructural de los
Qm.

C-l 6,630 7.5 HDL, VLDL, Higado Activador de LCAT, inhibe

Qm la captacién hepética de Tg.

C-ll 8,900 49 HDL, VLDL, Higado Activador LPL, inhibicion de

Qm la captacion hepética de Lp-
apo B-100.
C-lllp1, | 8,800 4.5-5.0 HDL, VLDL, Higado Inhibidor de la LPL
Om
Ess4 34,145 6.0-5.7 VLDL, HDL Higado Ligando de receptor de LDL

P.M.: Peso Molecular, pl: Punto isoeléctrico,

Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa hepética.

y de residuos de Qm,
estimula el eflujo de

colesterol.

LCAT: Lecitin: colesterol acil transferasa, LPL:
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Cabe destacar que debido a que la proporcion de apolipoproteinas presentes en
las HDL es variable, el valor de carga de superficie no es estatico y estara
determinado por la cantidad y naturaleza de los fosfolipidos®.

Dos mecanismos por los cuales se controla el trafico intracelular de los lipidos de
las lipoproteinas son: la via exégena, que parte de los lipidos aportados por la
dieta, en la cual los quilomicrones juegan un papel esencial y la via endégena, que

parte de la sintesis hepatica de VLDL y TCR donde patrticipan las HDL.

Los efectos antiaterosclerosos de las HDL han sido relacionados con su rol de
promover la salida o eflujo del colesterol de las células en el TCR, asi como a sus
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antiagregantes, anticoagulantes y

pro-fibrinoliticas que describimos mas adelante® & 21-23. 3942

Las HDL son constantemente remodeladas intravascularmente por enzimas,
proteinas de transporte y receptores de membrana (figura 3), como se describe a

continuacion:
1. Metabolismo de las HDL y el TRC.

Se sabe que las HDL desempefian un papel central en el TRC (figura 3), que es
definido como el regreso del colesterol excedente de los tejidos hacia el higado
para su reciclamiento o excrecidén; mecanismo por el que se ha postulado que las

HDL evitan la formacién del ateroma (figura 3)*° **.

11



HDL,
2 LCAT
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@ Colesterol libre
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Figura 3.- Esquema del Transporte Reverso del Colesterol. Los aceptores primarios (particulas pre-
b1l o HDL3 en menor proporcion) captan el colesterol libre (CL) excedente de las células periféricas
por A) contacto simple con la membrana celular, o B) por medio del receptor SR-BI. La
incorporacion de colesterol en los aceptores primarios de colesterol y la esterificacion del mismo
por la lecitin: colesterol acil transferasa (LCAT), dan origen a aumentos progresivos del tamafio de
la lipoproteina, generando sucesivamente HDL3 y HDL2. El colesterol esterificado (CE) puede
seguir dos rutas: 1) por accion de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) es
intercambiado por triglicéridos (Tg) provenientes de las lipoproteinas que contienen apo B,
principalmente VLDL e IDL llegando asi al higado para su reciclamiento o excrecion, gracias al
receptor hepatico B/E o, 2) es eliminado directamente de la lipoproteina por un mecanismo en el
que interviene el receptor hepatico scavenger clase B tipo | (SR-BI), generando asi HDL de menor
tamafio capaces de reiniciar el ciclo. La lipasa hepatica (LH) hidroliza los triglicéridos de las HDL
captados por la ruta ). Esta hidrélisis en asociacién con la actividad de la proteina de transporte
de fosfolipidos (PLTP), regenera los aceptores primarios de colesterol.

La primera etapa del TRC es el eflujo de colesterol de las células. En éste, el
hepatocito secreta particulas pre-B1 (un tipo de HDL discoidales compuestas por
apo Al ligada a fosfolipidos) que se encargan de captar el colesterol excedente de

las células periféricas.
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Este proceso se lleva a cabo en mayor proporciéon gracias a la proteina de
membrana ABC-Al (ATP binding cassete Class A type 1) presente en el higado,
macréfago e intestino* y requiere de ATP para bombear colesterol y fosfolipidos
activamente hacia las HDL. Cuando las particulas pre-B1 captan el CL se
convierten en particulas HDL3, pequefias y ricas en apolipoproteinas con pocos
lipidos. El colesterol presente en las HDL3 es esterificado por la enzima
plasmatica lecitin: colesterol acil transferasa (LCAT), que cataliza la transferencia
de un acido graso proveniente de la fosfatidilcolina (lecitina) al CL presente en las
HDL3. Asi, el colesterol pierde su caracter anfipatico y con ello el CE migra hacia
el interior de la HDL, produciendo una particula hidrofébica de mayor tamafio y
menor densidad, conocida como HDL2.

Se conocen dos vias de eliminacion para dicho CE, que son la eliminacion
hepatica que se detalla mas adelante y la eliminacién a través de las lipoproteinas
gue contienen apo B; en esta via, el CE de las HDL2 es intercambiado por
triglicéridos provenientes de lipoproteinas que contienen apo B mediante la CETP
(Proteina de Transferencia de Esteres de Colesterol). Los triglicéridos de las HDL2
son entonces hidrolizados por la lipasa hepatica (LH). Dicha hidrdlisis, en
asociacion con la actividad de la PLTP (Proteina de Transporte de Fosfolipidos)
facilita la transferencia de fosfolipidos de las HDL hacia las VLDL, reduce el
tamafio de las HDL2 remodelandolas en HDL3 y en particulas pre-g1 que pueden
reiniciar el ciclo de captacion del colesterol.

Los sitios catabdlicos de las HDL se ubican en el hepatocito y probablemente en el
tubulo renal. La eliminacion hepética ocurre por la captacion de la particula
enriquecida en CE a través del receptor SR-BI (scavenger receptor class B type 1)
o bien, mediante el receptor apo B/E cuando las HDL estan enriquecidas de apo
E.

De esta manera, el colesterol de los tejidos periféricos llega al higado para ser

reciclado o excretado mediante las vias biliares®.
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Durante el metabolismo intravascular de las HDL participan diferentes tipos de
particulas que se encuentran en equilibrio dindmico como se ha explicado; difieren
en forma, tamafo y contenido lipidico. EI TRC concilia la mayor parte de los
hallazgos en referencia al metabolismo de lipidos; sin embargo, con este no es
posible explicar porque algunos sujetos con niveles extremadamente bajos de C-
HDL no sufren de una aterosclerosis prematura. En este contexto, se cree que la
actividad bioldgica de las HDL y sus propiedades antiaterosclerosas es
dependiente de su estructura y composicién ° % 2% 28303238 Fn consecuencia
cada tipo de HDL tiene diferentes caracteristicas antiaterogénicas y propiedades

9,21, 44

anti-oxidantes , asi como diferentes capacidades para promover el eflujo del

colesterol en los tejidos periféricos®® > “°.,

Con fines préacticos y de estudio se han descrito numerosos métodos para

30.38 “antre

clasificar a las HDL en funcién de ciertas caracteristicas fisicoquimicas
ellas su tamafio y densidad han sido las mas usadas. Enseguida se describen

algunas subclases conocidas de HDL.
1.1Subclases de las lipoproteinas de alta densidad.

La proporcion relativa de subclases de HDL en una muestra de plasma refleja el
metabolismo de HDL. En consecuencia, estimar las subclases de estas
lipoproteinas y su funcionalidad se ha sugerido como una alternativa que puede
ser incluida para evaluar el riesgo cardiovascular y como un competente
biomarcador del mismo. Al determinarlas, se pueden estimar otras caracteristicas
que denotan mejor la cantidad y funcién de las HDL que no se consigue al
determinar el C-HDL. Sin embargo, aun hoy los métodos que existen son poco
reproducibles y dificilmente adaptables al laboratorio clinico. Hasta ahora el C-
HDL es el Unico pardmetro reproducible y estandarizado disponible para estimar

las concentraciones plasmaticas de esas lipoproteinas®®2,
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Ya que las HDL migran en su mayoria dentro de la fraccion a del plasma, algunos
autores las identifican como a-lipoproteinas. Las HDL comprenden por definicion
una densidad entre 1.063 y 1.21 g/mL en separacion por ultracentrifugacion,
fraccion que puede ser separada en 5 sub-fracciones. Es asi que con base en su
densidad de flotacion se clasifican en HDL grandes, HDL2b (1.063<p<1.090 g/mL)
y HDL2a (1.090<p<1.120 g/mL); y pequefias, HDL3a (1.120< p<1.150 g/mL),
HDL3b (1.150 < p<1.180 g/mL) y HDL3c (1.180< p<1.210 g/mL). Al determinar las
subclases de HDL por electroforesis en gradiente de poliacrilamida en condiciones

nativas de las lipoproteinas previamente asiladas por ultracentrifugacion®® >

es
posible subclasificarlas con base en su densidad de flotacibn como mencionamos
antes y diametro hidrodindmico*®°% las HDL2b con didmetro de 10.58-12.36 nm,
HDL2a de 9.94-10.58 nm, HDL3a de 8.98-9.94, HDL3b de 8.45-8.98 nm vy las
HDL3c de 7.90-8.45 nm. Es importante enfatizar que las HDL de conejos
presentan el mismo comportamiento; sin embargo, sus HDL2b tienen un intervalo
mayor donde se contempla a particulas con diametro superior a los 13.5 nm**. La
resonancia magnética nuclear (RMN) de los protones de los lipidos HDL en una
muestra de suero o plasma®, también ha sido utilizada para analizar la
distribucién de tamafios de las HDL*> *°. En la RMN se subclasifica a las HDL en
pequefias, medianas y grandes®* °®. Asi, el tamafio de las HDL obtenido por RMN
correlaciona con la electroforesis en gradiente de poliacrilamida, utii como

estandar de calibracion® ®,

Resultados de estudios in vitro y epidemiolégicos sugieren una evaluacion mejor
del riesgo cardiovascular al determinar el tamafio de las HDL que al determinar las
concentraciones de C-HDL plasméatico. Por otro lado, existe una creciente
evidencia acerca de que el rol protector de las HDL es estimado por su contenido

|35, 16, 38-41

de colestero y ha motivado el estudio de los mecanismos involucrados.

Por estas razones en el presente trabajo de investigacion usamos una
metodologia de cuantificacion de las subclases de HDL por sus diferentes lipidos;
meétodos que nos permitieron evaluar otras caracteristicas de las lipoproteinas y su

composicion quimica.
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Adicionalmente, las HDL evitan la propagacion de radicales libres en la LDL por
accion de la enzima paraoxonasa-l1 (PON1) que contribuye a su potencial

antiateroscleroso, como se describe a continuacion.
2. Actividad antioxidante

La oxidacion de lipoproteinas que contienen apo B y lipidos de la membrana
celular juega un papel esencial en el desarrollo de lesiones de estria grasa, un
paso inicial en la aterogénesis. Los productos de la peroxidacion lipidica presente
en las LDL oxidadas pueden inducir inflamacion, disfuncion endotelial y muerte
celular por apoptosis, caracteristica de la primera etapa en la formacion del
ateroma. Varias proteinas fisicamente asociadas a las HDL, como apo A-l, LCAT,
factor de activacion de plaquetas, acetilhidrolasa, y particularmente PON-1 estan
involucradas en la prevencion de la oxidacion lipidica o degradacion de

hidroperéxidos lipidicos?".

Existe una correlacion positiva entre la concentracién de apo A-l y la actividad
PON1 ya que la cantidad de particulas HDL determina el nimero de moléculas de
la enzima presente en plasma. PON1 cataliza la conversion de lipoperoxidos
proaterogénicos en la LDL a los correspondientes lipohidroxidos® ** que son
biolégicamente inocuos. Sin embargo, la capacidad de las HDL para desorber la
paraoxonasa de la membrana del hepatocito depende ademas del contenido de
CL presente en la lipoproteina®, por lo que la tensién de superficie y la fluidez de la
capa de fosfolipidos de las HDL son fundamentales para su asociacion con la
enzima. Lo que apoya el supuesto de que no todas las particulas HDL poseen el
mismo potencial antiaterogénico pues soélo algunas tienen las caracteristicas
estructurales para desorber, transportar en plasma y vectorizar a la paraoxonasa
hacia el espacio subendotelial en donde desempefa su papel antiateroscleroso.
En este contexto, la actividad plasmatica PON1 es determinada por la estructura
de las HDL y factores genéticos®, ademas es facilmente determinada por métodos

espectrofotométricos que son susceptibles de ser automatizados.

16



3. Mejoramiento de la funcion endotelial

57-60

Las HDL estimulan la liberacién de 6xido nitrico de las células endoteliales y la
expresion del factor tisular®; suprimen la expresion de adhesién molecular asf
23,41,

como la interaccion de las células blancas de la sangre con la pared del vaso
6163 La mejora sobre la funcién endotelial es principalmente atribuida al rol de
esfingosina-1-fosfato (S1P) transportado por las HDL. En pacientes con
hipercolesterolemia, la infusion de HDL reconstituidas mejora la funcion del
endotelio deteriorado®, y la administracion subcutdanea de apo Alyiano €n
pacientes con CAD (arteriopatia coronaria) reduce el volumen de la placa
coronaria. En este contexto se propone que las HDL mantienen el entorno lipidico
en las caveolas, con ello promueven la retencion y funcién de Oxido Nitrico
Sintasa Endotelial (eONS) en el dominio y asi causan la activacion directa eONS
via receptor scavenger clase B, miembro 1 (SCARB1, también conocido como SR-

Bl) inducido por la sefializacién de cinasas® ®’.

Las HDL también estan involucradas en la regulacion del tono vascular y la
trombogénesis al inducir la expresion de COX-2 (ciclooxigenasa-2) en las células
endoteliales® las que a su vez facilitan la liberacion de PGI-2 ( prostaciclina I-2
). COX-2 es frecuentemente asociada con procesos inflamatorios® y es
altamente inducible, mientras que PGI-2 es bien conocida como un fuerte
vasodilatador que actia sobre las células del musculo liso vascular y a su vez
como un potente inhibidor de la adhesién plaquetaria’®; disminuyen la liberacién
de factores de crecimiento que estimulan la proliferacién local de células de

musculo liso involucradas en el desarrollo del ateroma.
4. Propiedades antiinflamatorias.

Las HDL previenen la inflamacion vascular a través de distintos mecanismos; la
adhesion de leucocitos a las células endoteliales y su interaccién con las células
del masculo liso son indispensables para el desarrollo de la placa aterosclerosa.
La interaccion de los leucocitos con las células endoteliales esta mediada por

moléculas de adhesion, tales como la molécula de adhesiéon de células vasculares
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1 (VCAM-1), la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la E-selectina, que
se expresan abundantemente en las placas ateromatosas. Las VCAM-1 e ICAM-1
son mediadoras de la adhesién de linfocitos y monocitos circulantes, mientras que
la E-selectina permite su anclado y rodamiento en la superficie de las células
endoteliales. Se ha observado en estudios in vitro que las concentraciones
fisiologicas de HDL inhiben la expresiéon de VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina *#’. En
este contexto las HDL modulan la expresion de dichas moléculas; este efecto
parece estar vinculado con la inhibicion TNFa, asi como la interaccion del
complejo JAK2/STAT3 con apoAl/ABCAI™* ™.

Otras propiedades anti-inflamatorias de las HDL incluyen el control de la expresion
de interleucina 8 (IL-8) y proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) bajo
condiciones inflamatorias’®, y la inhibicion de un subgrupo de genes de

macrofagos estimulados por lipopolisacaridos que regulan la respuesta interferon
|77

Estrategias farmacoldgicas para disminuir el riesgo de EAC.

Las LDL juegan un papel central en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular,
por lo que la estrategia central a nivel de lipidos plasmaticos consiste en la
disminucién de C-LDL para la reduccién del riesgo cardiovascular’®. Actualmente
las estatinas son los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de
pacientes en que predominan niveles elevados de C-LDL y colesterol no HDL; de
todos los farmacos con efecto hipocolesterolemiante las estatinas han mostrado
mayor eficacia clinica y reducciéon de la mortalidad cardiovascular en prevencion
tanto primaria como secundaria. Sin embargo, a pesar de su eficacia,
aproximadamente el 70% de los sujetos tratados con estos farmacos tiene eventos
coronarios por aterosclerosis’®. Es por ello que se ha hecho énfasis en la
importancia de manejar el riesgo residual que puede radicar en gran medida en
otras dislipidemias como la hipertrigliceridemia. En este contexto, los fibratos han
sido ampliamente usados para reducir los niveles plasmaticos de triglicéridos y

usualmente se asocian con un incremento de colesterol-HDL.

18



1. Estatinas.

Las estatinas se utilizan ampliamente para reducir el colesterol plasmatico total y
el C-LDL en pacientes con hiperlipidemia. Ademas de la accion sobre lipidos
plasmaticos, se han descrito otros efectos pleiotrépicos relacionados con su uso:
son antiinflamatorias y antitrombogénicas, estabilizan la placa aterosclerotica,
disminuyen la proliferacion de las células musculares lisas, y disminuyen el estrés
oxidativo’®. Dichos efectos se han atribuido a su capacidad de suprimir la sintesis

de isoprenoides no esteroides cuyo precursor es el mevalonato.
Atorvastatina.

La atorvastatina como las demas estatinas, es un analogo del acido mevaldnico
que inhibe la sintesis celular de colesterol y reduce los niveles de C-LDL. Como se
observa en la figura 4, atorvastatina disminuye la biosintesis del colesterol
inhibiendo competitiva y reversiblemente la Hidroximetilglutarii coenzima A
reductasa (HMG-CoA-reductasa, enzima limitante de la sintesis endogena del
colesterol), provocando en las células hepaticas disminucién en la expresion de
genes gue codifican la HMG-CoA-reductasa. La reduccion de los niveles celulares
de CL activa también los factores de transcripcion SREBP, que a su vez estimulan
la sintesis de receptores para las LDL. Esto resulta en que produce un aumento
en la captacion celular de LDL y VLDL particularmente en los hepatocitos, asi

como una disminucién de sus niveles plasmaticos®.

Figura 4. Mecanismos de accion de los P e S
inhibidores de la HGM-CoA reductasa sobre el Acetato o N
metabolismo del C-LDL. 1) Producen uma [/\L'SCLBP’ 4 :AIE,HMﬁfa‘:;?aﬁas“ !
inhibicibn competitiva en la biosintesis de li”:s}iLOL-cotesterm \)-;’COLESTE”OL* 'I‘C- biliares ‘,./'I
colesterol. 2) Este descenso del colesterol de A |l h /,r‘l l // P
novo produce un incremento en el nimero de !vVLDL'°°‘°”'°’°’r'l(-»"'-’?‘:‘i:/ /', -
N Ac. biliares

receptores LDL. 3) En consecuencia, el nimero
de particulas de colesterol LDL en plasma

disminuye.
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2. Fibratos.

Son usados como hipolipemiantes derivados del acido clorofenoxiisobutirico (acido
fibrico) y sus efectos son mediados por alteraciones en la transcripcion de genes
involucrados en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas®. Son farmacos que
disminuyen los niveles de triglicéridos y aumentan los de HDL en humanos,
indicados para el tratamiento de hipertrigliceridemia, dislipidemia mixta e
hipoalfalipoproteinemia. La evidencia clinica demuestra que los derivados del
acido fibrico reducen la progresion de aterosclerosis coronaria en pacientes
dislipidémicos (por ejemplo, bezafibrato, gemifibrozil) y en pacientes con diabetes

81

tipo 2 (fenofibrato) . Sin embargo, se requieren mas estudios clinicos para

demostrar si los fibratos reducen la mortalidad cardiovascular en la diabetes tipo 2.

Los fibratos actian como agonistas de receptores a activados por proliferadores
de peroxisomas (PPARa). Una vez activados inducen la sintesis de enzimas
antioxidantes como la superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa, y ejercen
acciones antiinflamatorias: disminuyen los niveles plasmaticos de Proteina C
Reactiva (PCR) e Interleucina 6 (IL-6) asociados a la reduccién en los niveles de
NF-kB, inhiben moléculas de adhesion y a la fosfolipasa A2 asociada a
lipoproteina (Lp-PLA2) sugerida como un biomarcador de riesgo cardiovascular.
Los fibratos también exhiben acciones antitromboticas, profibrinoliticas y mejoran
la tolerancia a la glucosa®’. Estas acciones antiaterosclerosas podrian estar

mediadas por HDL, pero no existe informacion suficiente al respecto.
Fenofibrato.

El Fenofibrato (Figura 6) es un pro-farmaco que requiere de desesterificacion para
pasar a acido fibrico, su metabolito activo que es liberado al plasma para activar
PPAR-a en el higado, endotelio vascular, adipocitos y células del musculo. Como
el resto de los fibratos, la unién de fenofibrato a los PPARa resulta en la activacion
de éstos como factores transcripcionales. El receptor dimeriza, formando un
heterodimero con el receptor de acido-9-cis retinoico (RXR). El heterodimero se
une entonces a secuencias de DNA especificas conocidas como elementos de
respuesta para PPARs (PPRE) presentes en los promotores de diversos genes

involucrados en el metabolismo lipidico (Figura 6) " 882,
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Figura 6. Mecanismo de accién de fenofibrato. El fenofibrato es un agente hipolipemiante que
fundamentalmente reduce los niveles plasmaticos de triglicéridos y aumenta el C-HDL: el fibrato se
une a su receptor nuclear PPARa, induciendo la heterodimerizacion con el receptor nuclear RXR
activado por su ligando. El heterodimero es un factor de transcripcion que reconoce la secuencia
de consenso del DNA indicada en la figura (PPRE). La interaccion factor de transcripcion-DNA
resulta en la expresion de los genes que contienen PPRE en sus secuencias reguladoras, entre
ellos el gen de la apo A-1y de la apo A-ll de las HDL.

Se sabe que los efectos farmacol6gicos moleculares de los fibratos, incluyendo al
fenofibrato, dependen de su capacidad para activar PPAR-q; la unién de los
fibratos a los PPAR-a aumenta la expresiéon de enzimas implicadas en la [3-
oxidacion mitocondrial en el higado y en el musculo esquelético, asi como la
expresion de otros genes involucrados. Por ejemplo, la acil-coenzima A sintasa y
proteinas transportadoras de acidos grasos que facilitan el transporte intracelular,
acilacion y B-oxidacién de acidos grasos; el efecto neto es la disminucién de la
disponibilidad de &cidos grasos para la sintesis de triglicéridos y secrecion
hepatica de VLDL.

Por otra parte, el acido fibrico incrementa la actividad de la lipoprotein lipasa
endotelial (LPL) y la expresion de lipoproteinas apo A-l y apo A-1l y disminuyen la

de apo C-lll, lo que de forma secundaria aumenta la degradacion de las VLDL.
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En efecto dichos cambios aumentan el catabolismo de los triglicéridos y reducen el
contenido de éstos en quilomicrones y VLDL; como resultado de la expresiéon de
los genes de apo A-l y apo A-ll aumentan la produccién de HDL nacientes’ 23 lo

gue incrementa los niveles plasmaticos de HDL.

Como hemos dicho, en condiciones normales, el CE de las HDL se transfieren a
las VLDL, pero este intercambio disminuye cuando los fibratos reducen las VLDL,
por lo que el contenido en colesterol de las HDL aumenta. Dependiendo de la
anomalia lipidica subyacente se ha observado que los fibratos aumentan los
niveles de C-HDL en un 5-15% y que reducen los triglicéridos en plasma en un 30-
50%%*. Los subgrupos de pacientes con triglicéridos elevados y/o C-HDL bajo, son
los que reciben un mayor beneficio cardiovascular con una reduccion del riesgo
relativo de EAC entre 27 y 65%°%°.

3. Combinacioén FA.

La coadministracién de estatina y fibrato son frecuentemente usadas para tratar
pacientes con dislipidemia; sin embargo, un combinacion de dosis fija no es
usualmente comercializada®. La eficacia del acido fibrico combinado con una baja
0o moderada dosis de estatina ha sido demostrada en un amplio rango de
pacientes, incluyendo pacientes con diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico
0 sujetos ancianos. La combinacion de &cido fibrico con simvastatina,
atorvastatina y rosuvastatina se ha visto que es mas eficaz para mejorar el perfil

total de lipidos comparado con la correspondiente dosis de Estatina®.

La combinacion FA puede reducir sustancialmente el riesgo de enfermedad
cardiovascular residual que se presenta en algunas poblaciones y que es en parte
explicado por el aumento de los niveles de triglicéridos y los niveles disminuidos
de C-HDL (en el caso de pacientes con dislipidemia mixta), asi como por el
incremento de los niveles de particulas LDL y de apo C-lll en pacientes

dislipidémicos®.
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El NCEP (Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol, por sus siglas en
inglés) recomienda el uso de un fibrato en combinacion con una estatina en
pacientes con dislipidemia mixta. Sin embargo, el médico limita la combinacién
fibrato-estatina por el mayor riesgo de miotoxicidad en comparacion con los
farmacos de manera individual, actualmente faltan estudios que examinen los
eventos de enfermedad cardiovascular® en este contexto y que sean consistentes
con los beneficios al usar la combinacion farmacologica sobre los posibles riesgos.
A pesar de ello, la combinacion de fibratos con estatina parece ser una opcion

razonable para reducir el riesgo cardiovascular residual.

Por otro lado, no se conoce si existe un efecto potenciador y no solo aditivo con
ambos farmacos. Estudios previos han demostrado que tanto las estatinas como
los fibratos aumentan la sintesis de apo A-l, pero no se ha descrito el efecto de la
combinacion sobre dicha biosintesis. Ademas, se sabe que tanto las estatinas
como los fibratos mejoran la funcion endotelial, efecto que podria ser no soélo
aditivo sino potenciado con la combinacién farmacolégica. Actualmente también es
desconocido el resultado de la combinacién FA sobre la actividad antioxidante
mediada por PON-1 y sobre el TRC in vivo, dos de las propiedades que hemos
descrito mas importantes de las HDL. Asimismo, todos estos efectos podrian estar
relacionados con la estructura de las HDL durante el tratamiento con la
combinacion FA, sin embargo, se sabe muy poco al respecto.

Con base en los diferentes mecanismos descritos, es posible plantear la idea de
que la combinacibn FA puede tener efectos sinérgicos benéficos sobre el
metabolismo, composicién lipidica, asi como sobre la funcién antiaterogénica de
las HDL, mas alla de la mejoria en el perfil de lipidos. Para empezar a abordar los
posibles efectos sinérgicos de la combinacion farmacoldgica, el presente trabajo
de investigacion esta disefiado para caracterizar el perfil lipidico y las subclases de
HDL en un modelo de conejo hipercolesterolémico tratado con la combinacién FA.
Los resultados de este estudio seran el punto de partida para otros estudios sobre
el metabolismo y la funcion de las HDL durante el tratamiento con la combinacion

farmacolodgica.

23



HIPOTESIS

La combinacion FA produce efectos sinérgicos sobre la distribucion de tamafios,
composicién lipidica y distribucién de las subclases de las HDL en comparacion

con los farmacos individuales.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la combinacidén FA sobre el perfil lipidico y la estructura de

las HDL en un modelo animal con hipercolesterolemia exdgena.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar la distribucion de subclases de HDL en conejos Nueva Zelanda con

hipercolesterolemia exdgena.

Establecer si existe un cambio en la distribucion de tamafo de las HDL con la

combinacion FA.

Determinar el cambio en la composiciéon lipidica de subclases de HDL con la

combinacion FA.

Comparar los efectos de la combinacion FA de dichos parametros vs los farmacos

de manera individual.
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METODOLOGIA

Modelo experimental

Se emplearon conejos Nueva Zelanda macho de 3 a 3.5 Kg, se distribuyeron en 5
grupos de estudio. Un primer grupo llamado “control” (n=18) que solo recibid
alimento estandar; otros cuatro grupos que fueron sometidos a una dieta
controlada consumieron alimento suplementado con colesterol al 0.2% y aceite
vegetal de canola al 2% como vehiculo. El segundo grupo (grupo estatina, n=9)
se sometid a un tratamiento diariamente con atorvastatina en solucion en aceite de
canola (0.5 mL) a una dosis ponderal de 0.33 mg por kg de peso corporal. El
tercer grupo recibié por la misma via y con el mismo vehiculo fenofibrato 2.6 mg
por kg de peso (grupo fibrato, n=9). El cuarto grupo recibié la combinacion de
ambos farmacos en las mismas condiciones (grupo combinacion n=9),
equivalentes en masa a 20/160 mg de atorvastatina/fenofibrato en el humano. Por
altimo, el quinto grupo, llamado dislipidémico (n=9), que sélo recibié diariamente el
vehiculo y la dieta enriquecida en colesterol. La duracion de cada tratamiento fue
de 6 semanas. Todos los procedimientos se realizaron con el acuerdo del Comité

Cientifico y de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.
Obtencion de muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la vena marginal de las
orejas, después de un ayuno de 8 horas en tubos con heparina como
anticoagulante. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos,
transcurrido este tiempo se separd el plasma. Las HDL se aislaron de plasma
fresco. En los casos en los que no se empled plasma enseguida de la puncion,

éste fue almacenado a -20°C hasta el momento de su analisis.
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Andlisis de laboratorio
e Composicion quimica de las HDL y caracteristicas bioguimicas

Las concentraciones plasmaticas de colesterol total, CL, triglicéridos y glucosa se
cuantificaron mediante métodos enzimaticos colorimétricos comerciales
(Randox®©, Reino Unido). Las concentraciones de lipidos asociados a las HDL se
determinaron precipitando selectivamente las lipoproteinas que contienen apo B
en plasma con un reactivo de acido fosfotungstico/cloruro de magnesio (Randox®©,
Reino Unido). Posteriormente se determinaron los diferentes lipidos en el
sobrenadante, con métodos enzimaticos colorimétricos comerciales (Randox®©,
Reino Unido y Wako, Japon). Parametros que se determinaron cada semana

antes, durante y al finalizar cada tratamiento.
e Aislamiento y analisis de los lipidos de las HDL

Las HDL plasméticas fueron separadas por ultracentrifugacion secuencial en una
ultracentrifuga de mesa Beckman 6ptima TLX a 100 000 rpm a 10°C en tubos de
policarbonato de 1 mL a partir de plasma®’. Primero se ajusté la densidad de éste
a 1.063 g/mL con KBr sélido, ultracentrifugando por 2 horas 30 minutos a 100 000
rpm para separar las lipoproteinas que contienen apo B. Después se ajusto la
densidad a 1.21 g/mL con KBr sélido y se ultracentrifugd por 3 horas a 100 000
rom; enseguida se ajusté nuevamente la densidad a 1.25 g/mL con KBr sdélido
ultracentifugando también por 3 horas a 100 000 rpm para aislar a las HDL. Bajo
estas condiciones se recupera de 80 a 85% de la apo A-I del plasma total®.
Posteriormente las HDL se dializaron en solucibn amortiguadora de Tris 0.09
M/acido borico 0.08 M/EDTA 3mM pH 8.4 (amortiguador TBE).

Con la finalidad de determinar la composicion quimica de las subclases de HDL y
asi aportar nuevos conceptos acerca de la relacién entre el metabolismo y la
comprension de estas lipoproteinas se usaron métodos enzimaticos-colorimétricos
en fase gel que permitieron cuantificar los lipidos de las diferentes subclases de

HDL en este modelo, como se describe enseguida.
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Una vez aisladas las HDL, se separaron las subpoblaciones de estas por su
tamafio en electroforesis en gel con gradiente 3-30 % de poliacrilamida en
condiciones nativas. Los geles fueron tefidos inicialmente para CL, colesterol
total, triglicéridos y fosfolipidos segun se describe mas adelante para cada uno de

ellos®® 8.

Enseguida, se obtuvieron los densitogramas de las bandas
correspondientes a los lipidos considerados en este trabajo. Posteriormente se
decolord la tincién de lipidos con una mezcla de agua/acido acético/metanol, para
luego tenir los geles de poliacrilamida para proteina con una solucién de azul de
Coomassie R250, de los cuales se obtuvieron los densitogramas correspondientes

a proteina de las HDL.

La proporcion y distribucion de tamafio de cada una de las subpoblaciones de
HDL se estimé mediante densitometria éptica de las bandas correspondientes a
los lipidos y proteina de las HDL en cada uno de los geles (Figura 5). El radio
hidrodindmico de las subclases de HDL se analiz6 (HDL2b 10.58-12.36 nm,
HDL2a 9.94-10.58 nm, HDL3a 8.98-9.94, HDL3b 8.45-8.98 nm, HDL3c 7.90-8.45
nm) separadas en el gel usando como referencia marcadores de alto peso
molecular (tiroglobulina de 17 nm, ferritina de 12.2 nm, catalasa de 10.4 nm,

lactato deshidrogenasa de 8.2 nm y albimina de 7.1 nm, kit Pharmacia, UK) 8¢ 8°,

e Tincidén enzimatica de colesterol total de las subclases de HDL

Para realizar la deteccidn selectiva de colesterol total (colesterol libre + colesterol
esterificado) sobre el gel de poliacrilamida se utilizé el siguiente método®®: se
empled una mezcla enzimatica compuesta de colesterol esterasa, colesterol
oxidasa y peroxidasa en solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4. Se
agrego también colato de sodio y Tritdbn 100X para exponer al colesterol embebido
en la estructura de las lipoproteinas. Se usé carboximetilcelulosa como agente
viscosante para evitar la difusion de los reactivos y productos de reaccion, ademas
para garantizar un contacto homogéneo del reactivo con la superficie del gel de

poliacrilamida.
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El H,O,, producto final de la secuencia de reacciones enzimaticas, es
estequiométricamente proporcional al colesterol total en la muestra y se puso6 en
evidencia con la peroxidasa, azul de tetrazolium (MTT) y fenazin metasulfato

(FMS) como aceptores de electrones® (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de las reacciones enzimaticas para la determinacién de colesterol. El formazan

se analiz6 por densitometria 6ptica en un intervalo de longitud de onda de 520 a 570 nm.

El producto de reaccion que precipita en el gel fue analizado por densitometria
Optica considerando que el area bajo la curva del densitograma representa el
100% del colesterol de la muestra. El porcentaje de la integracién parcial en los
intervalos de tamafio correspondientes a cada subclase de HDL representd la
proporcion relativa de cada una de ellas, como referencia se puede observar la

Figura 8.
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Figura 8. Separacion y andlisis de las subclases de HDL por electroforesis en gradiente de
poliacrilamida (PAGE) en condiciones nativas. Las HDL se separan por PAGE y los barridos se

revelan con azul de Coommassie (Panel A).

Se construyen intervalos de tamafio correspondientes a las 5 subclases de HDL
con base en marcadores de didmetro conocido. El andlisis densitométrico e
integracion parcial en cada uno de los intervalos permite la estimacién de la
proporcion relativa de cada una de las subclases de HDL expresadas como % de

la proteina HDL total (Panel B).
e Tincidn enzimatica de CL de las subclases de HDL

Se utilizé el mismo procedimiento que para el colesterol total, sin embargo se
omitié adicionar la enzima colesterol esterasa para garantizar la cuantificacion
especifica del CL. ElI CE se calculé por la diferencia entre el colesterol total y el
CL.
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e Tincidon enzimatica de fosfatidilcolina de las subclases de HDL.

Para realizar la deteccion selectiva de fosfatidilcolina sobre el gel de poliacrilamida
se empled una mezcla enzimética compuesta de fosfolipasa D y colina oxidasa en
solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4, colato de sodio 3 mM y Triton®
100X 0.1%. Se agreg6 carboximetilcelulosa, el agente viscosante (Figura 9). El
H,O,, producto final de la secuencia de reacciones enziméticas se puso en
evidencia con peroxidasa, MTT y FMS®. El producto de reaccién que precipité en

el gel se analizo por densitometria Optica.
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Figura 9. Esquema de las reacciones enzimaticas para la determinacion de fosfatidilcolina.
e Tincion enzimatica de los triglicéridos de las subclases de HDL.

Se empled una mezcla enzimética compuesta de lipasa, glicerol cinasa, glicerol-3-
fosfato oxidasa y peroxidasa en solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH
7.4, ATP 1 mM, colato de sodio 3 mM y Triton® 100X 0.1%. Se agregd ademas el

agente viscosante (figura 10). El H,O, se puso en evidencia con MTT y FMS®,

El producto de reaccion precipitd en el gel y se analizé por densitometria éptica.
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Figura 10. Esquema de las reacciones enzimaticas para la determinacion de

triglicéridos.
e Analisis estadistico.

Las diferencias entre los grupos fueron determinados con el tratamiento como
efecto fijjo, usando un modelo de ANOVA para las variables continuas con
distribucién normal. Para comparar las variables que no presentaron distribucion
normal se utilizd una prueba de Kruskal-Wallis o se transformaron
logaritmicamente para ser analizadas por ANOVA. La normalidad de las variables
se realiz6 por una prueba de Smirnov-Kolmogorov. Para establecer las diferencias
significativas especificas entre los diferentes grupos, se utilizé un analisis post-hoc
LSD.

Los analisis se llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia estadistica estandar
utiizando SPSS. Los resultados se presentan como el promedio mas error

estandar (EE). La significancia estadistica se considero a partir de una p < 0.05.
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RESULTADOS

Caracterizacion bioquimica del modelo de dislipidemia

Con la finalidad de caracterizar el modelo de dislipidemia se determinaron las
concentraciones de lipidos plasmaticos de cada grupo de estudio. Para ello, se
utilizaron las muestras sanguineas al final del tratamiento. Los resultados de esta

caracterizacion se muestran en la tabla 3.

o Tabla 3. Parametros de evaluacion bioquimica en plasma.

Grupo
Control Dislipidémico Estatina Fibrato Combinacion
n=18 n=9 n=9 n=9 n=9
Glucosa 94.445.6 126.7+36.4° 116.7+27.4° 107.6+20.4° 112.6£15.2

Colesterol 56.5415.9  515+221.3° 510.74#175.4° 605.0£369.5° 340.9+116.5%" ¢

Triglicéridos 58.9+16.4 80.9+30.6° 77.0+42.2° 60.0+22.8 45.3+16.67"

Colesterol

n0-HDL 30.9+15.9 474.7+214.1*° 477.9+172.9* 538.3+382.7% 307.7+118.7*"°¢

a

Los resultados se expresan como promedio + EE. P < 0.05 vs control. > P < 0.05 vs

Dislipidémico.® P < 0.05 vs Estatina. ° P < 0.05 vs Fibrato.

La dieta suplementada induce hipercolesterolemia importante, el colesterol
plasmatico incrementa aproximadamente 9 veces al comparar con el grupo control
segun se observa en la Tabla 3. Sin embargo, la suplementacién con aceite de

canola no afecta de manera importante los niveles de triglicéridos plasmaticos.

En este modelo se presentd una concentracion menor de colesterol plasmatico de
aproximadamente el 33% con el tratamiento fibrato-estatina respecto al grupo
dislipidémico, lo cual no ocurri6 con los grupos que recibieron el tratamiento
farmacolégico de forma individual.
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Sin embargo, la hipercolesterolemia persiste después de cualquiera de los
tratamientos; el colesterol plasmatico se mantiene alrededor de 6, 9 y 10 veces por
arriba del observado en grupo que recibié combinacién, atorvastatina y fenofibrato,
respectivamente, en comparacion con el grupo control. EI comportamiento del

colesterol no HDL es similar al del colesterol total (Tabla 3).

La concentracion plasmatica de triglicéridos es significativamente mayor en el
grupo dislipidémico y el grupo tratado con atorvastatina con respecto al grupo
control, mientras que en el grupo tratado con fenofibrato los niveles se
mantuvieron comparables al de los controles. Por su parte, en el grupo que fue
tratado con FA los triglicéridos plasmaticos fueron significativamente menores con

respecto al grupo que recibio la dieta suplementada y comparables al control.

A continuacion, se evalud el efecto al administrar la combinacién FA y los
farmacos de manera individual sobre la composicion lipidica de las HDL. Los

resultados se presentan en la tabla 4.

o Tabla 4. Parametros de evaluacién bioquimica en plasma asociados a las

HDL.
Grupo
Control  Dislipidémico Estatina Fibrato Combinacion
n=18 n=9 n=9 n=9 n=9
C-HDL 25.6+9.0 37.5+21.5% 36.0+13.1% 36.1+9.82 32.4+7.8
Tg-HDL 24.4+5.5 11.445.2° 16.7+8.92 20.345.5° 25.2+10.2" ¢
Ph-HDL 70.4+11.0 41.5+19.9° 53.2+17.1° 56.4+7.7%° 59.8+11.7"

Los resultados se expresan como promedio + EE. ® P < 0.05 vs control. ° P < 0.05 vs Dislipidémico.

° P < 0.05 vs Estatina. ° P < 0.05 vs Fibrato. C, colesterol; Tg, triglicéridos; Ph, fosfolipidos.
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La dieta suplementada, el fenofibrato y la atorvastatina afectan significativamente
los niveles de C-HDL con respecto al control; la concentracion de C-HDL en estos
grupos es significativamente mayor que en el grupo control, mientras que la
diferencia entre en el grupo que recibié la combinacion y el control no alcanzo

significado estadistico.

La concentracion de triglicéridos-HDL es significativamente menor en el grupo que
recibi6 atorvastatina y la dieta suplementada respecto al grupo control. En
contraste, los grupos que recibieron FA o fibrato presentaron niveles de
triglicéridos-HDL significativamente mayores en comparacion con el grupo
dislipidémico. Interesantemente, el grupo que recibié la combinacién presento las
concentraciones mayores de triglicéridos-HDL e incluso la diferencia con el grupo
atorvastatina alcanza significado estadistico; de esta forma los niveles de
triglicéridos entre el grupo que fue tratado con la combinacion vy el grupo control

son semejantes.

Las concentraciones plasmaticas de fosfolipidos-HDL a lo largo de los grupos
dislipidémico, estatina, fibrato y la combinacién presentan un desplazamiento
gradual hacia la concentracion del grupo control; alcanzan niveles maximos en el
grupo FA. Sin embargo, en comparaciéon al grupo control, los niveles plasmaticos

de fosfolipidos-HDL son significativamente inferiores en todos los grupos tratados.
Caracterizacion de las subclases HDL
1. Distribucién de tamafio

La distribucién relativa de las subclases de HDL se determina en funcion del
contenido de proteina de las mismas como se describe en la seccion de métodos,

esta se presenta en la Figura 11.
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Figura 11. Distribucion relativa de las subclases de HDL. P<0.05 vs “grupo control, bgrupo
dislipidémico.

Claramente se aprecia que en la distribucion de tamafios existe un
desplazamiento de las HDL hacia particulas grandes tipo 2b, progresivamente a lo
largo de los grupos fibrato, estatina y dicho desplazamiento es maximo en el grupo
gue recibié la combinacion. El incremento de la proporcion relativa de las HDL2b
se acompafia de un decremento de las particulas pequefas tipo HDL3c en los
grupos que recibieron los diferentes tratamientos farmacolégicos y estos niveles
son semejantes a los del grupo control. En contraste, la dieta suplementada se
asocia con una mayor proporcién de particulas HDL3c pequefias en comparacion

al grupo control.

No se encontré ningun cambio adicional asociado a las particulas HDL3b, ya que
éstas mantienen los mismos niveles en todos los grupos de estudio. En el caso de
las particulas HDL2a el grupo dislipidémico se asocia con una menor proporcion
de éstas, mientras que los grupos tratados farmacol6gicamente tienden a
restaurar los niveles en dichas particulas respecto al grupo control; fenofibrato
logra niveles mayores en comparacion con los otros grupos. El comportamiento

descrito para las HDL tipo 2a es similar al que presentan las particulas HDL3a.
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2. Distribucién de lipidos en las subclases de HDL
2.1) Colesterol

Con el interés de determinar la composicion quimica de las subclases de HDL se
llevd a cabo la tincién en fase gel de las HDL previamente aisladas, descrita en
materiales y métodos. En la Figura 12 se presenta la distribucibn de cada

subpoblacién de HDL asociada a las concentraciones plasmaticas de colesterol.
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Figura 12. Cambio en la concentracién plasmatica de colesterol total asociado a las subclases de
HDL determinado por método enzimatico en la superficie del gel de poliacrilamida. Los resultados
mostrados se expresan como promedio + EE. P<0.05 vs “grupo control, bgrupo dislipidémico y

‘grupo estatina.

Es de notar que las concentraciones plasméaticas de colesterol asociado a las
particulas HDL2b en todos los grupos tratados tiende a ser mayor respecto al
grupo control, que alcanza maximos niveles en el grupo intervenido con la
combinacion farmacoldgica. Estos resultados son consistentes con la tendencia
gue mostro la distribucion de proteina en dicha subclase. En cambio, el colesterol
asociado a las HDL2a no representa cambios estadisticamente significativos entre

los grupos.
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Para las HDL3a, HDL3b y HDL3c el colesterol asociado a éstas es mayor en el
grupo dislipidémico que en los demas grupos, aunque so6lo con diferencias
significativas respecto al grupo control. En el grupo que recibié la combinacion
fibrato-estatina, el colesterol-HDL3a alcanz6 valores similares a los del grupo
control, mientras que los grupos dislipidémico, estatina, y fibrato presentaron
niveles significativamente mayores que el control. Este comportamiento fue similar
al observado en las HDL3c, mientras que el colesterol-HDL3b en el grupo que

recibié la combinacién no alcanzoé los niveles del control.
2.2) Triglicéridos

La distribucién de las HDL por contenido de triglicéridos se presenta en la Figura
13. Las concentraciones de triglicéridos de todas las subclases son semejantes
entre el grupo control y el grupo que recibié FA, mientras que los grupos que
recibieron los farmacos de manera individual los triglicéridos de las subclases de

HDL tienden a ser menores que en el grupo control.
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Figura 13. Concentracién plasmatica de triglicéridos asociado a las subclases de HDL determinada
por método enzimatico en la superficie del gel de poliacrilamida. Los resultados mostrados se

expresan como promedio + EE. P<0.05 vs “grupo control, °grupo dislipidémico.
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2.3) Fosfolipidos

La distribucion de fosfolipidos en las HDL se presenta en la Figura 14. Las
concentraciones de fosfolipidos en las diferentes subclases de HDL presentaron
un patron diferente al de las concentraciones de colesterol. Sin embargo, en las
particulas HDL2b y HDL2a se observdO el mismo patron descrito para las
concentraciones de triglicéridos; la tendencia de la subclase HDL2a es a su vez es

semejante con el porcentaje de proteina que se represento en la Figura 11.

Las concentraciones de fosfolipidos para las particulas subclase HDL3a en los
tres grupos que recibieron tratamiento farmacoldgico presentaron una tendencia a
restablecer los valores del grupo control, comportamiento parecido al de los
triglicéridos y distribucion de proteina; los niveles de fosfolipidos son comparables
en los tres grupos tratados farmacologicamente. La distribucién de proteina para la
subclase HDL3b también es semejante a su distribucién de fosfolipidos a
excepcion del grupo que recibié FA, en el cual se observaron valores ligeramente

menores pero con significado estadistico en comparacion al grupo control.

Al igual que en la distribucion de tamafios determinada por proteina, los niveles de

fosfolipidos HDL3c fueron comparables entre todos los grupos.
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Figura 14. Cambio en la concentracién plasmatica de triglicéridos asociado a las subclases de
HDL. Determinado por método enzimatico en la superficie del gel de poliacrilamida. Los resultados
mostrados se expresan como promedio + EE. P<0.05 vs “grupo control, bgrupo dislipidémico,

‘grupo Estatina y dgrupo Fibrato.

3. Proporciones lipidicas en las subclases de HDL

Adicionalmente, es posible estimar la composicion de lipidos de las subclases de
HDL a partir de los cocientes de colesterol total y fosfolipidos (Ct/Ph), asi como
triglicéridos y fosfolipidos (Tg/Ph). Estos cocientes aportan informacion sobre la
estructura y composicion de las HDL, asi como del metabolismo asociado a ellas.

La relacion colesterol total/fosfolipidos se resume en la Tabla 5.

40




Grupo

: Control Dislipidémico Estatina Fibrato Combinacion
Cociente Subclase

n=18 n=9 n=9 n=9 n=9
HDL2b 0.63+0.10 0.91+0.26% 0.86+0.14® 0.80+0.19° 1.05+0.25%¢¢

HDL2a 0.66+0.10 0.89+0.23+° 0.80+0.18% 0.77+0.17 0.90+0.28°

Ct/Ph HDLA3a 0.67+0.12 0.90+0.21* 0.83+0.16* 0.88+0.19° 0.92+0.29°

HDLA3b 0.61+0.10 0.82+0.20° 0.75+0.25% 1.03+0.26*"¢ 0.88+0.18%¢

HDL3c 0.53+0.17  0.65+0.17 0.47+0.14 1.06+0.82*¢ 0.90+0.27°°

Tabla 5. Composicion de colesterol total (Ct) en las subclases HDL en base al cociente colesterol
total/fosfolipidos (Ct/Ph). Los resultados mostrados se expresan como promedio + EE. P<0.05 vs

4grupo control, bgrupo dislipidémico, “grupo Estatina y dgrupo Fibrato.

La tendencia general en todos los grupos es a presentar un cociente Ct/Ph mayor
en comparacion al grupo control, sugiriendo un enriquecimiento con colesterol de
todas las subclases de HDL. Algunas diferencias significativas adicionales se

observaron en los grupos fibrato y combinacion.

En la Tabla 6 se presenta la relacidn entre triglicéridos y fosfolipidos.

Grupo

Cociente Subclase Control Dislipidémico Estatina Fibrato Combinacion
n=18 n=9 n=9 n=9 n=9
Tg/Ph HDL2b  0.34+0.11 0.44+0.28 0.40+0.19 0.39+0.22 0.30+0.13
HDL2a  0.38+0.13 0.39+0.23 0.44+0.16 0.49+0.24 0.33+0.14
HDLA3a 0.39+0.15 0.37£0.18 0.41+0.15 0.56+0.332° 0.43+0.24
HDLA3b 0.65%0.15 0.61+0.19 0.62+0.14 0.88+0.25%"° 0.67+0.18°

HDL3c  0.67%0.23 0.68+0.49 0.61+0.20  0.80+0.10 0.58+0.14

Tabla 6. Composicién de triglicéridos (Tg) en las subclases HDL en base al cociente
triglicéridos/fosfolipidos (Tg/Ph). Los resultados mostrados se expresan como promedio + EE.

P<0.05 vs ®grupo control, bgrupo dislipidémico, “grupo Estatina y CIgrupo Fibrato.
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Salvo por 3 excepciones, los cocientes de Tg/Ph tienden a ser iguales en todos los
grupos, sugiriendo un contenido de triglicéridos normal por particula en cada
subclase de HDL.
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DISCUSION

En este trabajo caracterizamos las HDL en conejos macho Nueva Zelanda con
hipercolesterolemia exdgena al término de un tratamiento con FA y cada farmaco
de manera individual. Nuestro objetivo fue caracterizar los cambios estructurales
de las HDL, incluyendo los niveles de lipidos plasmaticos correspondientes a cada
subclase.

Normalmente las grasas de la dieta son hidrolizadas casi exclusivamente en el
duodeno y yeyuno; en el duodeno las sales biliares emulsionan las grasas y con
ello aumenta su superficie de exposicién a las lipasas. Los lipidos parcialmente
digeridos forman micelas estables compuestos basicamente por acidos grasos,
monoacilgliceroles, etc.; las micelas difunden por la superficie de las células
mucosas del intestino y liberan sus materiales constitutivos con el fin de ser
absorbidos®. Se absorben de 1/3 a 2/3 del total de triglicéridos consumidos en la
dieta, lo demas es transferido a lipoproteinas y transportados principalmente por
quilomicrones. Inicialmente planteamos crear un modelo de dislipidemia mixta
adicionando a la dieta de los conejos aceite de canola. Sin embargo, una
absorcion deficiente de triglicéridos en los animales de estudio resulté en valores
de triglicéridos plasmaticos ligeramente mayores a los del grupo dislipidémico por
lo que nuestro modelo de estudio fue predominantemente de hipercolesterolemia

exogena.

La hipercolesterolemia puede presentarse de manera independiente o0 en
combinacion con alteraciones de las lipoproteinas que contienen apo A-l.
Etiologicamente las dislipidemias relacionadas con las lipoproteinas que contienen
apo B se clasifican como primarias o secundarias®*. Consideramos la
hipercolesterolemia exdgena como una dislipidemia secundaria ya que no es
consecuencia de una alteracion intrinseca en el metabolismo lipidico (primaria),
mas bien es resultado de la ingesta excesiva de alimentos ricos en colesterol,
absorcion y metabolismo de los mismos: la homeostasis lipidica se altera y los

niveles plasmaticos de colesterol se elevan desmedidamente.
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Como mencionamos antes, el CE de la dieta es hidrolizado antes de su absorcion
por efecto de la colesteril esterasa pancreatica en presencia de acidos biliares y el
CL es transportado hacia el hepatocito en los quilomicrones; el colesterol
transportado por lipoproteinas suprime la sintesis de los receptores LDL
controlando la entrada de LDL a la célula®. En la hipercolesterolemia exégena los
triglicéridos para el ensamblado de los quilomicrones se sintetizan en el enterocito
a partir de los acidos grasos libres y monoacilgliceroles, productos de la digestion
intestinal de los lipidos alimentarios. Sin embargo, los triglicéridos que integran a
las VLDL son exclusivamente de sintesis hepatica. Asimismo, en la
hipercolesterolemia exdgena el colesterol de los quilomicrones proviene tanto de
los alimentos como de la bilis, mientras que el de las VLDL es de sintesis

hepatica, de novo y de reciclamiento endégeno®.

Dado que en animales con hipercolesterolemia exdgena la expresion de los
receptores hepaticos apo B/E se regula a la baja®, los conejos alimentados con
una dieta rica en colesterol generan un modelo que permite evaluar el efecto
hipocolesterolémico de una sustancia cuyo mecanismo de accion esta relacionado
con la expresion de dichos receptores. Efecto que se puede monitorear con los
niveles plasmaticos de colesterol. Ademas este modelo permite estimar el tamafio
de las HDL, lo que puede contribuir a valorar el impacto metabdlico de farmacos
antiaterosclerosos, ya que alguna intervencion farmacoldgica que cambie la
composicién quimica o el tamafio de estas lipoproteinas podria modificar las
funciones ateroprotectoras de las HDL y con ello los beneficios clinicos de nuevas

terapias.

Nuestros datos sugieren que efectivamente existe una sinergia de la combinacion
farmacoldgica a nivel de perfil de lipidos, ya que el tratamiento con FA disminuye
significativamente los niveles plasmaticos de colesterol total y de colesterol no
HDL con respecto al grupo dislipidémico, efecto que no se observd con los grupos
qgue recibieron el tratamiento farmacoldgico de forma individual; la estatina no
logra una reduccion significativa del colesterol respecto al grupo dislipidémico; sin

embargo, las concentraciones son superiores a las que se obtuvieron con fibrato.
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En nuestro modelo de estudio la permanencia prolongada en plasma de
lipoproteinas ricas en colesterol favorece el intercambio lipidico que lleva a cabo la
CETP (sustrae colesterol de las HDL vy lo transfiere a las VLDL a cambio de TG");
en el grupo fibrato y combinacion aumenta el catabolismo de las VLDL lo que
resulto en una disminucion del colesterol en ambos grupos. Adicionalmente se ha

postulado que fenofibrato tiene un discreto efecto reductor de las LDL®.

Como se mencion0 previamente, el exceso de colesterol plasmatico en nuestro
modelo no es resultado de la biosintesis; sin embargo, la alteracion en la ingesta
de colesterol en los conejos de estudio conduce al exceso y acumulacion de
colesterol en tejidos; disminuye la produccion enddgena de colesterol en los
grupos atorvastatina y combinacién gracias a la inhibicién de la enzima HMG-CoA
reductasa. El bloqueo de la sintesis hepética del colesterol (por accién de la
estatina) produce una activacion de las proteinas reguladoras SREBP, que activan
la transcripcidn de proteinas que entonces producen una mayor expresion del gen
del receptor de LDL (LDLr) y un aumento en la cantidad de receptores funcionales
en el hepatocito®™. Esto resulté en un aumento de la captacion de las LDL y asi
una disminucion en los niveles de colesterol sanguineo. Asi, la expresion de LDLr
por las células hepaticas representa el principal mecanismo a través del cual
disminuyé el colesterol sérico en nuestro modelo de estudio. Este efecto es muy
favorable, ya que se sabe que concentraciones elevadas de colesterol representa

uno de los principales factores de riesgo de desarrollar aterosclerosis®.

Los efectos del fibrato y de la estatina sobre las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos fueron los esperados; el efecto maximo sobre los triglicéridos se
observé en el grupo que recibid FA, sugiriendo nuevamente un efecto sinérgico de
la combinacion farmacolégica como se ha visto en estudios anteriores®. Este
efecto es muy relevante debido a que los Tg reflejan la presencia de particulas
aterogénicas (como los remanentes de quilomicrén y las IDL) y son un factor de
riesgo independiente de EAC® como fue demostrado por tres estudios
prospectivos recientes: El estudio de Salud en Médicos (Physicians’ Health Study),

el Proyecto de Cinco Ciudades de Stanford y el Estudio de Quebec.

45



Ademas, la hipertrigliceridemia se asocia a mayor prevalencia de diabetes,
obesidad e hipertension arterial y es causa de prevalencia entre las LDL de sus
subclases pequeiias y densas, de cambios pro-coagulantes y de menor actividad

fibrinolitica®.

Con base en lo anterior, afirmamos que el perfil de lipidos en el grupo de conejos
que recibié la combinacion farmacolégica fue mejor; triglicéridos, colesterol no
HDL y colesterol total en niveles significativamente menores que con la estatina y
el fibrato de manera independiente.

Contrario a lo esperado, las maximas concentraciones del C-HDL plasmético se
presentaron en el grupo dislipidémico. Sin embargo, este hecho no es
necesariamente negativo, pues el C-HDL plasmatico no refleja la funcionalidad de

9 21 47 9 Estudios

las HDL y es un mal indicador del numero de éstas
epidemioldgicos han demostrado consistentemente que niveles bajos de C-HDL
son un factor de riesgo independiente de la enfermedad aterosclerosa coronaria,
incluso después de ajustar otros factores de riesgo como el sobrepeso, ingesta

3 14 15 Eg bien

elevada de carbohidratos, el tabaquismo y el sedentarismo
conocido que el C-HDL ha sido uno de los principales indicadores clinicos sobre el
riesgo cardiovascular pero es necesario plantear que existen situaciones
metabdlicas en las que poblaciones con valores elevados de C-HDL presentaron
un aumento en eventos cardiovasculares*’. Ademas, en algunos casos sujetos
con hipoalfalipoproteinemia grave (C-HDL<15mg/dL) que no tienen historial clinico

o0 antecedentes familiares de EAC*2.

Paradojicamente el C-HDL Unicamente fue un 27% mayor en el grupo que recibio
la combinacion respecto al grupo control sin alcanzar diferencias significativas y
con un comportamiento similar al de los otros grupos tratados. Como hemos
mencionado en el TRC, una vez que el colesterol es esterificado por la LCAT, éste
puede ser intercambiado por triglicéridos provenientes de lipoproteinas que
contienen apo B, intercambio facilitado por la CETP. Debido a que la CETP reduce
el contenido de colesterol de las HDL, la actividad de esta proteina de transporte

correlaciona inversamente con los niveles de C-HDL?*.
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De esta manera, no se puede descartar que en los conejos con dislipidemia haya
disminuido la actividad de la CETP, lo que provocd acumulacién de CE en las
HDL y resulté en la elevacion significativa de los niveles plasmaticos C-HDL. En
este sentido, es importante destacar que la inhibicién de la CETP* altera la
estructura de las HDL, generando particulas poco funcionales. Sin embargo,
fibrato en sinergia con estatina mantiene estable la actividad de dicha proteina, asi
los niveles de C-HDL permanecen semejantes a los del grupo control. Se
requieren mas estudios especificamente disefiados para analizar el efecto de la

combinacion FA sobre la actividad CETP.

A continuacion, determinamos la distribucion del tamafio de las HDL con base en
el porcentaje de proteina de cada subclase. La distribucion de particulas fue como
esperdbamos ?°, ya que la proporcién de particulas pequefias tipo HDL3b y 3c casi
se restablecieron con las del control en los tres grupos tratados
farmacoldgicamente. Dicha distribucion de tamafios de HDL es congruente con las
concentraciones de colesterol en dichas subclases que siguen un patron similar al
del porcentaje de proteina total. El tratamiento farmacolégico en cualquiera de los
casos induce mayor proporcion de particulas grandes tipo HDL2b y 2a,
principalmente con la combinacion FA sugiriendo nuevamente un efecto sinérgico
de ambos farmacos. Suponemos que existe una captacion del colesterol
excedente en la periferia en los animales con dislipidemia por parte de las HDL de
menor tamafio, las cuales maduran rapidamente en HDL2b; las particulas pre f1
captan el colesterol de la periferia probablemente en mayor proporcién por la
proteina ABC-A1 que utiliza ATP.

Este aumento de particulas HDL2b se refleja en concentraciones de colesterol
mas elevadas (especialmente para la subclase 2b) que alcanza las
concentraciones maximas con la combinacion FA (figura 12 de resultados). Estas
observaciones demuestran que la mayor parte del colesterol se encuentra en las
HDL2b y el resto se divide en pequefias porciones en las otras subclases en
nuestro modelo de dislipidemia. Dichos resultados sugieren que el
remodelamiento de las HDL podria estar determinado por la combinacion

farmacoldgica.
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Los efectos sobre las HDL grandes que hemos mencionado pueden tener
repercusiones importantes; estudios previos en humanos han demostrado una
menor proporcion de HDL grandes en sujetos con cardiopatia isquémica
coronaria. Asimismo, las HDL grandes han sido asociadas a una disminucion de
EAC®, ya que pacientes con EAC tienen colesterol HDL2 en niveles plasmaticos
menores que los sujetos control'® %', Por otra parte, los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, que tienen un alto riesgo de aterosclerosis, presentan HDL

pequefias incluso desde etapas tempranas de la enfermedad®!.

Independientemente del tamafio de las lipoproteinas que hemos descrito antes,
los grupos fibrato y estatina aumentan la cantidad de colesterol transportado por

las HDL respecto al grupo control.

Postulamos que la distribucién de fosfolipidos en las lipoproteinas refleja el cambio
en el numero de particulas debido a que la cantidad de fosfolipidos se considera
constante por subclase porque este componente delimita el tamafio de la
particula; no puede aumentar o disminuir el contenido de fosfolipidos por particula
porque en tal caso, el diametro de la particula cambiaria y por lo tanto quedaria
clasificada en otra subclase. Mismo fundamento que soporta la posibilidad de
determinar la composicion de lipidos de las subclases de HDL en una particula a
partir de los cocientes de colesterol total y fosfolipidos (Ct/Ph), asi como
triglicéridos y fosfolipidos (Tg/Ph). De aqui que al restablecerse las
concentraciones de fosfolipidos con las del control en todas las subclases de HDL
principalmente con la combinacion FA, asumimos que esta restituye el nimero de

particulas HDL que se abate por efecto de la hipercolesterolemia exégena.

Por otro lado, las concentraciones de triglicéridos de las HDL2b en el grupo FA
alcanzaron niveles comparables a las del control (hecho que tampoco se observo
con los farmacos de manera individual). Asi como los triglicéridos, el CE también
encuentra en el interior de las lipoproteinas'® ***: ya que los triglicéridos sélo se
restablecen con la combinacién FA en la particula de HDL sugerimos que las
particulas con mayores didmetros tienen mayor contenido de CE. El cociente

Ct/Ph y Tg/Ph soporta esta idea (Tabla 5 y 6, respectivamente).
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Por una parte el cociente Tg/Ph indica que su contenido por particula es similar en
cada subclase de HDL en todos los grupos. Por otra parte, el contenido de
colesterol por particula especialmente en las HDL2b es mas elevado con la
combinacion FA que con los otros grupos de estudio. Con base en estas
observaciones, sugerimos que con la combinacion farmacolégica las HDL tienen
un funcionamiento mas eficiente en el TRC; existe un acarreo mas eficiente del
colesterol de los tejidos hacia las HDL probablemente como consecuencia de la
activacion de PPAR-a. En efecto, la estimulacion de los PPAR-a inducen la
sobreexpresién de apo A-l, resultado en més particulas circulantes® *°; estas HDL
que nacen como particulas pequefias tipo pre Bl maduran rapidamente a
particulas tipo HDL 2a y/o 2b (como mencionamos antes) por una captacion
acelerada de colesterol ya sea proveniente de los tejidos periféricos por
sobreexpresion del ABCAL (que también se estimula por los fibratos) o en otras
lipoproteinas plamaticas. Esta explicacion es consistente con el alto contenido de
colesterol en las HDL de mayor tamafio. A pesar de que los fibratos también

inducen la sobreexpresién de SRBI*®

, huestros resultados no permiten especular
acerca de una mayor depuracion hepéatica de colesterol de las HDL en el grupo
que recibid la combinacién. Estudios de cinética de colesterol in vivo son

necesarios para poder abordar esta posibilidad.
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CONCLUSIONES

. Una dieta rica en lipidos provoca una modificacién estructural de las HDL
en conejos, que juega un importante papel para determinar la naturaleza de

dichas lipoproteinas que estan presentes en el plasma.

. El perfil de lipidos en el grupo de conejos que recibid la combinacion

farmacoldgica fue mejor que con los farmacos individuales.

. Los grupos fibrato y estatina aumentan la cantidad de colesterol

transportado por las HDL.
. La combinacion fibrato-estatina aumenta la proporcién de particulas HDL2b.

. Las HDL2b se enriquecieron con colesterol en los conejos tratados con la

combinacién FA.

La combinacién FA restablece las concentraciones de triglicéridos en las
subclases de HDL.

. Se restablecen las concentraciones de fosfolipidos en todas las subclases

de HDL, principalmente con la combinacion FA.
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Apéndice 1. Determinacién de proteinas por el método de

Lowry.

Soluciones.
o Solucion de Na,CO3 al 20%.
o Solucién de tartrado de Na y K 1% con Cu SO4 0.5%.
o Solucién de NaOH 0.8N
o Solucion de SDS al 10%
o Solucién patron de albumina 1mg/mL
o Solucién A. Se prepara en el momento de uso:
v 1 volumen de tartrato de Na v" 2 volimenes de NaOH

yK ,
v 2 volimenes de SDS

v" 1 volumen de Na,COs; v 2 volimenes de H
2

Curva patroén.

1 2 3 4 5 6 muestra
Muestra (uL) 0 0 0 0 0 0 10
ST (uL) 0 10 20 40 80 100 0
H,O (pL) 100 90 80 60 20 0 90

Se agrega 1mL de solucién A y se mezclan las soluciones. Las soluciones de
reaccion se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos, luego se
agregan 500 uL de reactivo de Folin previamente diluido en una proporcién 1/6.
Esta mezcla de reaccion se incuba por 30 minutos a temperatura ambiente. La

reaccion se analiza por espectrofotometria a una longitud de onda de 750nm.
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Apéndice 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones nativas.

Solucion amortiguadora de muestra.

Sacarosa 50% + azul de bromofenol al 0.05% c.b.p 20 mL.
A= Tris 0.09M + ac. Borico 0.08M + EDTA 3mM pH 8.35.
B= 48g acrilamida+ 1.28g bisacrilamida c.b.p 100 mL.

C= persulfato de amonio 10%.

3% 30%

Volumen total 5mL 5mL
Solucién A 500 pL 500 uL
Solucién B 300 pL 3 mL
H,O destilada 4.2 mL 750 pL
Glicerol 750 pL

Temed 4 uL 4 uL
Solucion C 20 uL 20 L

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se mezclan para generar un gradiente
de concentracion. Luego de polimerizado el gel, éste se precorre 15 min a 60V
para estabilizarlo. Entonces se cargan las muestras como se indica a

continuacion:

1) Depositar 25 pg de proteina HDL/ 4 pyL de amortiguador de muestra en

cada cauril.

2) Despositar un marcador de alto peso molecular en uno de los carriles del

gel.

La separacion electroforética se realiz6 primero durante 30 min a 70 V para
permitir la entrada delas muestras al gel. Al término de este periodo, la separacion
se sigui6é durante 22h a 160V. Al finalizar el tiempo de migracion, el gel se hidrata
y se tifie con una de las mezclas enzimaticas.
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Apéndice 3. Tincién de lipidos en fase semisolida.

Reactivo Concentracion
Carboximetilcelulosa 1.2%
Azul de tetrazolio 0.4 uM
Fenazina metasulfato 0.6 uM
Colato de sodio 3mM
Triton X-100 0.1%

Triglicéridos.
Lipasa 37.5 4 pU/mL

Glicerol cinasa 0.1 4 pU/mL

Colesterol Total. Glicerol-3-fosfato oxidasa 0.44 pu/mL
Colesterol esterasa 0.075 4 pU/mL. Peroxidasa 0.13 4 pU/mL

Colesterol oxidasa 0.05 4 pU/mL ATP 0.25 4 pmol/L

Peréxidasa 0.25 4 pu/mL Fosfolipidos.

Fosfolipasa D 0.12 4 pU/mL
Colina oxidasa 62 4 pU/mL

Peroxidasa 1.1 4 pU/mL
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