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RESUMEN 

La EAC  es la segunda causa de muerte en nuestro país; su incidencia es cada 

vez mayor a edades más tempranas debido a diversos factores de riesgo de tipo 

genético, obesidad, sedentarismo y hábitos 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 función 

ateroprotectora, relacionada con su tamaño y composición química. Uno de los 

mecanismos más importantes que explican la función ateroprotectora de las HDL 

es su metabolismo intravascular, conocido como Transporte Reverso del 

Colesterol (TRC) que genera un  grupo heterogéneo de partículas. En el TRC las 

partículas HDL sufren una remodelación continua, modificando de esta manera su  

estructura y composición. Debido a que la distribución de tamaños de las HDL es 

dependiente del TRC, modificaciones en éste deben repercutir en la estructura y 

composición de las mismas.  

La estrategia central a nivel de lípidos plasmáticos para la reducción del riesgo 

cardiovascular consiste en la disminución de colesterol-LDL (C-LDL). Las estatinas 

son los fármacos de primera elección 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 

fármacos 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 plasmáticos de triglicéridos y usualmente se asocian con un incremento de 

colesterol-HDL (C-HDL). La coadministración de estatina y fenofibrato son 

frecuentemente usadas para tratar pacientes con dislipidemia; sin embargo, una 

combinación de dosis fija no es usualmente comercializada.  
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Para determinar el efecto que tiene la combinación fenofibrato-atorvastatina (FA) 

sobre el perfil lipídico y la estructura de las subclases de HDL caracterizamos un 

modelo animal con hipercolesterolemia exógena en conejos Nueva Zelanda. El 

diseño experimental consto de 5 grupos de estudio: grupo control, grupo 

dislipidémico, grupo estatina, grupo fibrato y grupo combinación FA.  En este 

modelo se demostró que una dieta rica en lípidos provoca una modificación 

estructural de las HDL en conejos. Además el perfil de lípidos en el grupo de 

conejos que recibió la combinación farmacológica fue mejor que el de los 

fármacos de manera individual.La proporción de partículas pequeñas tipo HDL3b y 

3c casi se restablecieron con las del control en los tres grupos tratados 

farmacológicamente. Sin embargo, la combinación FA aumentó la proporción de 

partículas HDL2b que se enriquecieron con el colesterol. Asumimos que la 

combinación FA aumenta los niveles de HDL potencialmente más antiaterogénicas 

al favorecer la génesis de partículas de mayor diámetro que en el grupo control y 

dislipidémico, y concomitantemente restablece la proporción de HDL pequeñas 

que se presentan en situaciones de mayor riesgo cardiovascular. Adicionalmente, 

el remodelamiento de las HDL podría estar determinado por la combinación 

farmacológica, con la cual existe una captación del colesterol excedente en la 

periferia en los animales con dislipidemia por parte de las HDL de menor tamaño, 

las cuales maduran rápidamente en HDL2b. Independientemente del tamaño de 

las lipoproteínas 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 combinación 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. Además, al restablecerse las 

concentraciones de fosfolípidos con las del control en todas las subclases de HDL, 

principalmente con la combinación fibrato-estatina, asumimos que esta restituye el 

número de partículas HDL que se abate por efecto de la hipercolesterolemia 

exógena. 
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ANTECEDENTES. 

Se ha demostrado que la EAC tiene sus inicios desde la infancia1 y es la primera 

causa de mortalidad en los países desarrollados mientras que en nuestro país es 

la segunda causa de muerte en la población adulta después de la diabetes 

mellitus2; su incidencia es cada vez mayor a edades más tempranas debido a 

diversos factores de riesgo de tipo genético, edad, sexo, hipertensión, obesidad, 

sedentarismo, hábitos alimenticios, resistencia a la insulina, diabetes y 

dislipidemias3. 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 prevención primaria basadas en el diagnóstico y tratamiento 

precoces de la EAC son prioritarias entre las estrategias nacionales de salud para 

enfrentar acertadamente esta patología. 

Tanto en hombres como en mujeres la dislipidemia más frecuente es la 

hipoalfalipoproteinemia (niveles bajos de HDL en plasma), seguida de 

hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Las dos dislipidemias mixtas más 

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 número significativo de eventos coronarios2. 

Enfermedad Aterosclerosa Coronaria. 

La aterosclerosis es definida como la  presencia de macrófagos cargados de 

lípidos en el espacio subendotelial, proliferación de células musculares con fibrosis 

y reducción de la luz del vaso sanguíneo; se forman placas que pueden llegar a 

calcificarse. Existe daño endotelial y predisposición para la formación de trombos 

intravasculares4, ya que la placa aterosclerótica puede presentar una fractura y 

causar un coágulo sanguíneo que ocluye la circulación y provocar un episodio 

isquémico agudo, es decir, infarto o evento vascular cerebral. Además, la 

formación del ateroma provoca estrechamiento del lumen del vaso y, por tanto, la 

reducción del aporte sanguíneo a órganos como el corazón o el cerebro.                                  
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El desarrollo de la placa ateromatosa comienza con la infiltración de lipoproteínas 

de alta densidad (LDL) al espacio subendotelial en donde encuentran un ambiente 

de estrés oxidativo, dando lugar a la peroxidación de sus lípidos. Las LDL 

oxidadas son factores quimiotácticos5 y por lo tanto desencadenan una respuesta 

inflamatoria que atrae principalmente monocitos desde el torrente sanguíneo, que 

atraviesan el endotelio vascular y se diferencian en macrófagos, capaces de 

fagocitar a las LDL oxidadas. La falta de maquinaria enzimática suficiente  para 

degradar los lípidos y lipoperóxidos tiene como consecuencia  la acumulación de 

éstos en el citoplasma del macrófago, transformándose en células espumosas6. 

Antes de morir, las células espumosas liberan citocinas que estimulan al endotelio 

vascular para que sintetice más adhesinas, exacerbando así el proceso 

inflamatorio7, 8. Las células espumosas constituyen las etapas tempranas de 

formación del ateroma.  

El C-HDL bajo es el factor de riesgo lipídico que comúnmente se ha asociado con 

el riesgo de EAC9-15; bajas concentraciones plasmáticas de este colesterol (C-

HDL< 40 mg/dL) correlacionan negativamente con el riesgo de desarrollar 

aterosclerosis16-19. 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 enfermedad20.  

Las HDL ejercen una función protectora en el desarrollo de EAC al evitar la 

formación del ateroma gracias al papel que desempeñan en el TRC. Además las 

HDL poseen otras características antiaterogénicas que no dependen 

exclusivamente de la cantidad, sino de su estructura; por ejemplo: su capacidad 

antioxidante9, 21, el mejoramiento de la función endotelial2 y la regulación de la 

respuesta inflamatoria22, 23. 

Lipoproteínas. 

Los lípidos son biomoléculas de origen celular relativamente insolubles en medios 

acuosos, y altamente solubles en solventes orgánicos 24.  
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Esta definición incluye una alta variedad de moléculas, como los lípidos 

estructurales (colesterol, esfingolípidos y glicerofosfolípidos), los lípidos de reserva 

energética (triacilglicéridos), hormonas esteroideas, prostaglandinas y algunas 

vitaminas como la A y la E, entre otros. Por esta razón, en el presente trabajo, 

lípido será un término que se utilizará para hacer referencia únicamente al 

colesterol, ésteres de colesterol, triacilglicéridos y glicerofosfolípidos (los dos 

últimos serán llamados triglicéridos y fosfolípidos, respectivamente). 

Para llevar a cabo su función, los lípidos son transportados a los diferentes tejidos 

u órganos desde su lugar de síntesis asociados con otras moléculas de carácter 

anfipático, generando así lo que se conoce como lipoproteína (Figura 1). A 

excepción de los ácidos grasos no esterificados que principalmente son 

transportados en plasma por la albúmina, los lípidos plasmáticos se encuentran en 

las lipoproteínas.  

Las lipoproteínas son complejos pseudo-micelares y macromoleculares que 

poseen en su superficie una monocapa de lípidos anfipáticos (fosfolípidos y 

colesterol libre), de forma que sus grupos polares se encuentran en contacto con 

el medio acuoso, mientras que los lípidos hidrófobos (triglicéridos y ésteres de 

colesterol)  se mantienen en el interior25, 26. Este complejo lipídico es estabilizado 

por proteínas conocidas como apolipoproteínas (apo); gracias a que dichas 

proteínas tienen dominios con diferentes polaridades que pueden interactuar 

selectivamente con los lípidos que forman parte de las lipoproteínas, favoreciendo 

así la estabilidad fisicoquímica de la partícula25,26 (Figura 1). Estas 

apolipoproteínas actúan como ligandos de receptores y como cofactores de 

enzimas del metabolismo de los lípidos, por lo que su función es de tipo 

estructural. 
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Figura 1. Representación esquemática de los lípidos en una lipoproteína de alta densidad. Los 
lípidos hidrofóbicos pueden verse ilustrados en el núcleo. Las apolipoproteínas (apo) se unen por 
interacciones hidrofóbicas a los lípidos más externos y por atracciones electrostáticas a los 
fosfolípidos para estabilizar a la pseudo-micela lipídica.  

 

Clasificación de las lipoproteínas. 

De acuerdo a su origen y metabolismo, la composición y características de las 

lipoproteínas es variable; se pueden clasificar de acuerdo a su densidad de 

flotación, movilidad electroforética y contenido de apolipoproteínas.   

De acuerdo a su densidad de flotación25, 26 se conocen cinco clases de 

lipoproteínas, que son: 

o Quilomicrones: Son lipoproteínas de mayor tamaño, con un diámetro > 70 

nm y una densidad < 0.94 g/mL. Presentan un  alto contenido de 

triglicéridos y apo B-48, A-I, A-II, A-IV, C-I, C-II,  C-III y E.   
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o VLDL, conocidas por sus siglas en inglés como lipoproteínas de muy baja 

densidad (“Very Low Density Lipoproteins”): 0.94 g/mL < densidad < 1.006 

g/mL y un diámetro de 30 a 70 nm. Se separan en la fracción pre-β del 

plasma en electroforesis de agarosa y contienen principalmente 

triglicéridos, apo B-100, C-I, C-II, C-III y E.  

o IDL, conocidas por sus siglas en inglés como lipoproteínas de densidad 

intermedia (“Intermedie Density Lipoproteins”): 1.006 g/mL < densidad < 

1.019 g/mL. Se separan en la fracción pre-β del plasma. Poseen colesterol, 

triglicéridos, apoB-100, C-I, C-II, C-III y E. 

o LDL, lipoproteínas de baja densidad (“Low Density Lipoproteins”): 1.019 

g/mL < densidad < 1.063 g/mL y un diámetro de 18-30 nm. Partículas que 

contienen un alto contenido en colesterol y apo B-100 y en electroforesis 

de agarosa se separan en la fracción β del plasma.  

o HDL llamadas lipoproteínas de alta densidad por sus siglas en inglés “High 

Density Lipoproteins”: 1.063 g/mL < densidad < 1.210 g/mL y un diámetro 

de entre 5 y 12nm. Compuestas por un alto contenido en proteínas, 

fosfolípidos y colesterol. La principal apolipoproteína que poseen es la A-I, 

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

 

Cada tipo de lipoproteína está compuesta de varias subclases que se distinguen 

por su diámetro, densidad, composición e incluso se habla de una posible 

diferenciación en base a su funcionalidad biológica. Las lipoproteínas presentan 

tamaños que van desde los 5 nm hasta más de 70 nm de diámetro y pueden 

diferenciarse por la proporción de cada componente lipídico y proteico como se 

presenta en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Composición química de las lipoproteínas plasmáticas27. 

 Composición porcentual de la fracción lipídica. 

 

Clase de 

lipoproteína 

Proteína 

total (%) 

Lípido 

total 

(%) 

Fosfolípidos Colesterol 

esterificado 

Colesterol 

sin 

esterificar 

Triglicéridos 

HDL2
a 40-45 55 35 12 4 5 

HDL3
a 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 

a
 Subclases de HDL 

Por su migración electroforética hay tres tipos de lipoproteínas: α, β y pre- β. Las 

HDL migran en la fracción α; LDL y  VLDL en la fracción β. Una subclase de HDL 

migra en la fracción pre-β, a estas últimas se conoce como partículas pre-β1 24-28 

que tienen forma discoidal y están compuestas principalmente de fosfolípidos y 

apo A-I. Las partículas pre-β1 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 además juegan un 

papel muy importante en la captación de colesterol de las células periféricas29.  

 

Lipoproteínas de alta densidad (HDL) 

Las HDL forman una población heterogénea de partículas de múltiples tamaños, 

densidades y composición química, que son de especial interés debido a las 

distintas funciones antiaterosclerosas que desempeñan 9, 21, 22, 28, 30-32. Son las 

lipoproteínas más densas y más pequeñas, su diámetro varía entre 5 y 12 nm, 

como describimos previamente. La diversidad de estas partículas, es resultado de 

su velocidad de síntesis y catabolismo, así como de la acción de enzimas y 

proteínas de transporte que las remodelan continuamente.  
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La composición química de las HDL, parece ser un determinante de su 

catabolismo, según ha sido sugerido por trabajos anteriores; algunos estudios 

sugieren que entre más electronegativa la partícula de HDL menor catabolismo33, 

34, mientras que otros evocan que el tamaño señala la tasa de recambio de estas 

lipoproteínas34. Por ejemplo, algunos estudios demuestran que la acumulación de 

HDL grandes en plasma se asocia con tasas bajas de catabolismo de apo-A-I, 

mientras que con intervenciones farmacológicas o estados fisiopatológicos que 

generan HDL pequeñas se asocia un hipercatabolismo de estas lipoproteínas. Sin 

embargo, se necesitan evidencias directas que permitan afirmar la relación inversa 

entre el tamaño 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 

posición 3 del colesterol puede ser esterificado al reaccionar con un ácido graso, 

haciendo así referencia al CE. La importancia de la identificación de ambas 

especies radica en el cambio de polaridad que representa en la HDL, y por 

consiguiente en la localización del colesterol en la lipoproteína (Figura 1).  

La macromolécula se estabiliza principalmente con apo; la apo A-I caracteriza a 

las HDL que además de su función estructural son indispensables para el eflujo de 

colesterol de las células periféricas35, primera etapa del TRC que detallamos 

adelante. Además la apo A-I desempeña la función de cofactor proteico de la 

lecitina: colesterol acil transferasa (LCAT), enzima clave en el TRC. 

Las HDL son las lipoproteínas con mayor proporción proteica (40-55% de su masa 

seca). La apo A-I, representa hasta un 70%  del total de su proteína constitutiva29, 

36. Las apo A-II, C-I, C-II, C-III y E, también forman parte de las HDL, y sus 

características se presentan en la Tabla 2. Los grupos ionizables de los 

aminoácidos presentes en estas apolipoproteínas aportan a las lipoproteínas 

plasmáticas una carga generalmente negativa a pH fisiológico, lo que les permite 

interactuar con las regiones ionizables de los fosfolípidos hacia la interface lípido-

agua estabilizando la partícula37.  
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Tabla 2.- Características de las apolipoproteínas38.  

Apo P.M. pI Localizació

n 

Sitio de 

síntesis 

Función 

A-I 29,016 5.9-5.4 HDL, Qm Intestino 

Hígado 

Principal componente de las 

HDL, activador de LCAT, 

estimula el eflujo del 

colesterol. 

A-II 14,414 5.0 HDL Intestino 

Hígado 

Proteína componente de 

HDL, inhibidor de LH y de la 

LCAT. 

A-IV 44,465 5.5 HDL, Qm Intestino Activador de LCAT, 

modulador de LPL y 

estimula el eflujo del 

colesterol. 

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

LDL 

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

Qm. 

C-I 6,630 7.5 HDL, VLDL, 

Qm 

Hígado Activador de LCAT, inhibe 

la captación hepática de Tg. 

C-II 8,900 4.9 HDL, VLDL, 

Qm 

Hígado Activador LPL, inhibición de 

la captación hepática de Lp-

apo B-100. 

C-III0,1,2 8,800 4.5-5.0 HDL, VLDL, 

Qm 

Hígado Inhibidor de la LPL 

E2,3,4 34,145 6.0-5.7 VLDL, HDL Hígado Ligando de receptor de LDL 

y de residuos de Qm, 

estimula el eflujo de 

colesterol. 

P.M.: Peso Molecular, pI: Punto isoeléctrico, LCAT: Lecitin: colesterol acil transferasa, LPL: 

Lipoproteína lipasa, LH: Lipasa hepática. 
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Cabe destacar que debido a que la proporción de apolipoproteínas presentes en 

las HDL es variable, el valor de carga de superficie no es estático y estará 

determinado por la cantidad y naturaleza de los fosfolípidos33. 

Dos mecanismos por los cuales se controla el tráfico intracelular de los lípidos de 

las lipoproteínas son: la vía exógena, que parte de los lípidos aportados por la 

dieta, en la cual los quilomicrones juegan un papel esencial y la vía endógena, que 

parte de la síntesis hepática de VLDL y TCR donde participan 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, así como a sus 

propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antiagregantes, anticoagulantes y 

pro-fibrinoliticas que describimos más adelante9, 16,  21-23,  39-42. 

Las HDL son constantemente remodeladas intravascularmente por enzimas, 

proteínas de transporte y receptores de membrana (figura 3), como se describe a 

continuación: 

1. Metabolismo de las HDL y el TRC. 

Se sabe que las HDL desempeñan un papel central en el TRC (figura 3), que es 

definido como el regreso del colesterol excedente de los tejidos hacia el hígado 

para su reciclamiento o excreción; mecanismo por el que se ha postulado que las 

HDL evitan la formación del ateroma (figura 3)40, 41. 
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Figura 3.- Esquema del Transporte Reverso del Colesterol. Los aceptores primarios (partículas pre-

b1 o HDL3 en menor proporción) 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 

incorporación de colesterol en los aceptores primarios de colesterol y la esterificación del mismo 

por la lecitin: colesterol acil transferasa (LCAT), dan origen a aumentos progresivos del tamaño de 

la lipoproteína, generando sucesivamente HDL3 y HDL2. El colesterol esterificado (CE) puede 

seguir dos rutas: 1) por acción de la proteína de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) es 

intercambiado por triglicéridos (Tg) provenientes de las lipoproteínas que contienen apo B, 

principalmente VLDL e IDL llegando así al hígado para su reciclamiento o excreción, gracias al 

receptor hepático B/E o, 2) es eliminado directamente de la lipoproteína por un mecanismo en el 

que interviene el receptor hepático scavenger clase B tipo I (SR-BI), generando así HDL de menor 

tamaño capaces de reiniciar el ciclo. La lipasa hepática (LH) hidroliza los triglicéridos de las HDL 

captados por la ruta l). Esta hidrólisis en asociación con la actividad  de la proteína de transporte 

de fosfolípidos (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 partículas pre-β1 (un tipo de HDL discoidales compuestas por 

apo AI ligada a fosfolípidos) que se encargan de captar el colesterol excedente de 

las células periféricas.  
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Este proceso se lleva a cabo en mayor proporción gracias a la proteína de 

membrana ABC-A1 (ATP binding cassete Class A type 1) presente en el hígado, 

macrófago e intestino41 y requiere de ATP para bombear colesterol y fosfolípidos 

activamente hacia las HDL.  Cuando las partículas pre-β1 captan el CL se 

convierten en partículas HDL3, pequeñas y ricas en apolipoproteínas  con pocos 

lípidos. El colesterol presente en las HDL3 es esterificado por la enzima 

plasmática lecitin: colesterol acil transferasa (LCAT), que cataliza la transferencia 

de un ácido graso proveniente de la fosfatidilcolina (lecitina) al CL presente en las 

HDL3. Así, el colesterol pierde su carácter anfipático y con ello el CE migra hacia 

el interior de la HDL, produciendo una partícula hidrofóbica de mayor tamaño y 

menor densidad, conocida como HDL2. 

Se conocen dos vías de eliminación para dicho CE, que son la eliminación 

hepática que se detalla más adelante y la eliminación a través de las lipoproteínas 

que contienen apo B; en esta vía, el CE de las HDL2 es intercambiado por 

triglicéridos provenientes de lipoproteínas que contienen apo B mediante la  CETP 

(Proteína de Transferencia de Ésteres de Colesterol). Los triglicéridos de las HDL2 

son entonces hidrolizados por la lipasa hepática (LH). Dicha hidrólisis, en 

asociación con la actividad de la PLTP (Proteína de Transporte de Fosfolípidos) 

facilita la transferencia de fosfolípidos de las HDL hacia las VLDL, reduce el 

tamaño de las HDL2 remodelándolas en HDL3 y en partículas pre-β1 que pueden 

reiniciar el ciclo de captación del colesterol.  

Los sitios catabólicos de las HDL se ubican en el hepatocito y probablemente en el 

túbulo renal. La eliminación hepática ocurre por la captación de la partícula 

enriquecida en CE a través del receptor SR-BI (scavenger receptor class B type I) 

o bien, mediante el receptor apo B/E cuando las HDL están enriquecidas de apo 

E.  

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

reciclado o excretado mediante las vías biliares43.   
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Durante el metabolismo intravascular de las HDL participan diferentes tipos de 

partículas que se encuentran en equilibrio dinámico como se ha explicado; difieren 

en forma, tamaño y contenido lipídico. El TRC concilia la mayor parte de los 

hallazgos en referencia al metabolismo de lípidos; 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 biológica de las HDL y sus propiedades antiaterosclerosas es 

dependiente de su estructura y composición 9, 21, 22, 28, 30-32, 38. En consecuencia 

cada tipo de HDL tiene diferentes características antiaterogénicas y propiedades 

anti-oxidantes9, 21, 44, así como diferentes capacidades para promover el eflujo del 

colesterol en los tejidos periféricos28, 45, 46. 

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

clasificar a las HDL en función de ciertas características fisicoquímicas 30, 38, entre 

ellas su tamaño y densidad han sido las más usadas. Enseguida se describen 

algunas subclases conocidas de HDL. 

1.1 Subclases de las lipoproteínas de alta densidad. 

La proporción relativa de subclases de HDL en una muestra de plasma refleja el 

metabolismo de HDL. En consecuencia, estimar las subclases de estas 

lipoproteínas 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 características 

que denotan mejor la cantidad y función de las HDL que no se consigue al 

determinar el C-HDL. Sin embargo, aún hoy los métodos que existen son poco 

reproducibles y difícilmente adaptables al laboratorio clínico. Hasta ahora el C-

HDL es el único parámetro reproducible y estandarizado disponible para estimar 

las concentraciones plasmáticas de esas lipoproteínas46-48. 
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Ya que las HDL migran en su mayoría dentro de la fracción α del plasma, algunos 

autores las identifican como α-lipoproteínas. Las HDL comprenden por definición 

una densidad entre 1.063 y 1.21 g/mL en separación por ultracentrifugación, 

fracción que puede ser separada en 5 sub-fracciones. Es así que con base en su 

densidad de flotación se clasifican en HDL grandes, HDL2b (1.063<ρ<1.090 g/mL) 

y HDL2a (1.090<ρ<1.120 g/mL); y pequeñas, HDL3a (1.120< ρ<1.150 g/mL), 

HDL3b (1.150 < ρ<1.180 g/mL) y HDL3c (1.180< ρ<1.210 g/mL). Al determinar las 

subclases de HDL por electroforesis en gradiente de poliacrilamida en condiciones 

nativas de las lipoproteínas previamente asiladas por ultracentrifugación49, 50 es 

posible subclasificarlas con base en su densidad de flotación como mencionamos 

antes y diámetro hidrodinámico49-52: las HDL2b con diámetro 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 y 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 partículas con diámetro superior a los 13.5 nm53. La 

resonancia magnética nuclear (RMN) de los protones de los lípidos HDL en una 

muestra de suero o plasma54, también ha sido utilizada para analizar la 

distribución de tamaños de las HDL55, 56. En la RMN se subclasifica a las HDL en 

pequeñas, medianas y grandes54, 56.  Así, el tamaño de las HDL obtenido por RMN 

correlaciona con la electroforesis en gradiente de poliacrilamida, útil como 

estándar de calibración55, 56. 

Resultados de estudios in vitro y epidemiológicos sugieren una evaluación mejor 

del riesgo cardiovascular al determinar el tamaño de las HDL que al determinar las 

concentraciones de C-HDL plasmático. Por otro lado, existe una creciente 

evidencia acerca de que el rol protector de las HDL es estimado por su contenido 

de colesterol35, 16, 38-41 y ha motivado el estudio de los mecanismos involucrados.   

Por estas razones en el presente trabajo de investigación usamos una 

metodología de cuantificación de las subclases de HDL por sus diferentes lípidos; 

métodos que nos permitieron evaluar otras características de las lipoproteínas y su 

composición química. 
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Adicionalmente, las HDL evitan la propagación de radicales libres en la LDL por 

acción de la enzima paraoxonasa-1 (PON1) que contribuye a su  potencial 

antiateroscleroso, como se describe a continuación.   

2. Actividad antioxidante 

La oxidación de lipoproteínas que contienen apo B y lípidos de la membrana 

celular juega un papel esencial en el desarrollo de lesiones de estría grasa, un 

paso inicial en la aterogénesis. Los productos de la peroxidación lipídica presente 

en las LDL oxidadas pueden inducir inflamación, disfunción endotelial y muerte 

celular por apoptosis, característica de la primera etapa en la formación del 

ateroma. Varias proteínas físicamente asociadas a las HDL, como apo A-I, LCAT, 

factor de activación de plaquetas, acetilhidrolasa, y particularmente PON-1  están 

involucradas en la prevención de la oxidación lipídica o degradación de 

hidroperóxidos lípidicos21. 

Existe una correlación positiva entre la concentración de apo A-I y la actividad 

PON1 ya que la cantidad de partículas HDL determina el número de moléculas de 

la enzima presente en plasma. PON1 cataliza la conversión de lipoperóxidos 

proaterogénicos en la LDL a los correspondientes lipohidróxidos9, 44 que son 

biológicamente inocuos. Sin embargo, la capacidad de las HDL para desorber la 

paraoxonasa de la membrana del hepatocito depende además del contenido de 

CL presente en la lipoproteína9, por lo que la tensión de superficie y la fluidez de la 

capa de fosfolípidos de las HDL son fundamentales para su asociación con la 

enzima. Lo que apoya el supuesto de que no todas las partículas HDL poseen el 

mismo potencial antiaterogénico pues sólo algunas tienen las características 

estructurales para desorber, transportar en plasma y vectorizar a la paraoxonasa 

hacia el espacio subendotelial en donde desempeña su papel antiateroscleroso. 

En este contexto, la actividad plasmática PON1 es determinada por la estructura 

de las HDL y factores genéticos9, además es fácilmente determinada por métodos 

espectrofotométricos que son susceptibles de ser automatizados.  
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3. Mejoramiento de la función endotelial 

Las HDL estimulan la liberación de óxido nítrico de las células endoteliales57-60 y la 

expresión del factor tisular64; suprimen la expresión de adhesión molecular así 

como la interacción de las células blancas de la sangre  con la pared del vaso23, 41, 

61-63. La mejora sobre la función endotelial es principalmente atribuida al rol de 

esfingosina-1-fosfato (S1P) transportado por las HDL. En pacientes con 

hipercolesterolemia, la infusión de HDL reconstituidas mejora la función del 

endotelio deteriorado65, y la administración subcutánea de apo AIMilano en 

pacientes con CAD (arteriopatía coronaria) reduce el volumen de la placa 

coronaria. En este contexto se propone que las HDL mantienen el entorno lípidico 

en las caveolas, con ello promueven la retención y función de Óxido Nítrico 

Sintasa Endotelial (eONS) en el dominio y así causan la activación directa eONS 

vía receptor scavenger clase B, miembro 1 (SCARB1, también conocido como SR-

BI) inducido por la señalización de cinasas66, 67. 

Las HDL también están involucradas en la regulación del tono vascular y la 

trombogénesis al inducir  la expresión de COX-2 (ciclooxigenasa-2) en las células 

endoteliales68 las que a su vez facilitan la liberación de PGI-2 ( prostaciclina I-2 69-

71). COX-2 es frecuentemente asociada con procesos inflamatorios72 y es 

altamente inducible, mientras que PGI-2 es bien conocida como un fuerte 

vasodilatador que actúa sobre las células del músculo liso vascular y a su vez 

como un potente inhibidor de la adhesión plaquetaria73; disminuyen la liberación 

de factores de crecimiento que estimulan la proliferación local de células de 

músculo liso involucradas en el desarrollo del ateroma.  

4. Propiedades antiinflamatorias. 

Las HDL previenen la inflamación vascular a través de distintos mecanismos; la 

adhesión de leucocitos a las células endoteliales y su interacción con las células 

del músculo liso son indispensables para el desarrollo de la placa aterosclerosa. 

La interacción de los leucocitos con las células endoteliales está mediada por 

moléculas de adhesión, tales como la molécula  de adhesión de células vasculares 
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1 (VCAM-1), la molécula de adhesión 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 adhesión 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 

fisiológicas de HDL inhiben la expresión de VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina 3, 27. En 

este contexto las HDL modulan la expresión de dichas moléculas; este efecto 

parece estar vinculado con la inhibición TNFα, así como la interacción del 

complejo JAK2/STAT3 con apoAI/ABCAI74, 75.  

Otras propiedades anti-inflamatorias de las HDL incluyen el control de la expresión 

de interleucina 8 (IL-8) y proteína  quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) bajo 

condiciones inflamatorias76, y la inhibición de un subgrupo de genes de 

macrófagos estimulados por lipopolisacáridos que regulan la respuesta interferón 

I77.  

Estrategias farmacológicas 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 lípidos plasmáticos consiste en la 

disminución de C-LDL para la reducción del riesgo cardiovascular78. Actualmente 

las estatinas son los fármacos de primera elección para el tratamiento de 

pacientes en que predominan niveles elevados de C-LDL y colesterol no  HDL; de 

todos los fármacos con efecto hipocolesterolemiante  las estatinas han mostrado 

mayor eficacia clínica y reducción de la mortalidad cardiovascular en prevención 

tanto primaria como secundaria. Sin embargo, a pesar de su eficacia, 

aproximadamente el 70% de los sujetos tratados con estos fármacos tiene eventos 

coronarios por aterosclerosis79. 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 plasmáticos de triglicéridos y 

usualmente se asocian con un incremento de colesterol-HDL. 
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1. Estatinas. 

Las estatinas se utilizan ampliamente para reducir el colesterol plasmático total y 

el C-LDL en pacientes con hiperlipidemia. Además de la acción sobre lípidos 

plasmáticos, se han descrito otros efectos pleiotrópicos relacionados con su uso: 

son antiinflamatorias y antitrombogénicas, estabilizan la placa aterosclerótica, 

disminuyen la proliferación de las células musculares lisas, y disminuyen el estrés 

oxidativo78. Dichos efectos se han atribuido a su capacidad de suprimir la síntesis 

de isoprenoides no esteroides cuyo precursor es el mevalonato. 

Atorvastatina. 

La atorvastatina como las demás estatinas, es un análogo del ácido mevalónico 

que inhibe la síntesis celular de colesterol y reduce los niveles de C-LDL. Como se 

observa en la figura 4, atorvastatina disminuye la biosíntesis del colesterol 

inhibiendo competitiva y reversiblemente la Hidroximetilglutaril coenzima A 

reductasa (HMG-CoA-reductasa, enzima limitante de la síntesis endógena del 

colesterol), provocando en las células hepáticas disminución en la expresión de 

genes que codifican la HMG-CoA-reductasa. La reducción de los niveles celulares 

de CL activa también los factores de transcripción SREBP, que a su vez estimulan 

la síntesis de receptores para las LDL.  Esto resulta en  que produce un aumento 

en la captación celular de LDL y VLDL particularmente en los hepatocitos, así 

como una disminución de sus niveles plasmáticos80. 

Figura 4. Mecanismos de acción de los 

inhibidores de la HGM-CoA reductasa sobre el 

metabolismo del C-LDL. 1) Producen una 

inhibición competitiva en la biosíntesis de 

colesterol. 2) Este descenso del colesterol de 

novo produce un incremento en el número de 

receptores LDL. 3) En consecuencia, el número 

de partículas de colesterol LDL en plasma 

disminuye. 
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2. Fibratos. 

Son usados como hipolipemiantes derivados del ácido clorofenoxiisobutírico (ácido 

fíbrico) y sus efectos son mediados por alteraciones en la transcripción de genes 

involucrados en el metabolismo de lípidos y lipoproteínas81. Son fármacos 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 clínica demuestra que los derivados del 

ácido fíbrico reducen la progresión de aterosclerosis coronaria en pacientes 

dislipidémicos (por ejemplo, bezafibrato, gemifibrozil) y en pacientes con diabetes 

tipo 2 (fenofibrato) 81. Sin embargo, se requieren más estudios clínicos para 

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

Los fibratos actúan como agonistas de receptores α activados por proliferadores 

de peroxisomas (PPARα). Una vez activados inducen la síntesis de enzimas 

antioxidantes como la superóxido dismutasa y la glutatión peroxidasa, y  ejercen 

acciones antiinflamatorias: disminuyen los niveles plasmáticos de Proteína C 

Reactiva (PCR) e Interleucina 6 (IL-6) asociados a la reducción en los niveles de 

NF-κB, inhiben moléculas de adhesión y a la fosfolipasa A2 asociada a 

lipoproteína (Lp-PLA2) sugerida como un biomarcador de riesgo cardiovascular. 

Los fibratos también exhiben acciones antitrombóticas, profibrinolíticas y mejoran 

la tolerancia a la glucosa81. Estas acciones antiaterosclerosas podrían estar 

mediadas por HDL, pero no existe información suficiente al respecto.  

Fenofibrato. 

El Fenofibrato (Figura 6) es un pro-fármaco que requiere de desesterificación para 

pasar a ácido fíbrico, su metabolito activo que es liberado al plasma para activar 

PPAR-α en el hígado, endotelio vascular, adipocitos y células del músculo. Como 

el resto de los fibratos, la unión de fenofibrato a los PPARα resulta en la activación 

de éstos como factores transcripcionales. El receptor dimeriza, formando un 

heterodímero con el receptor de ácido-9-cis retinoico (RXR). El heterodímero se 

une entonces a secuencias de DNA específicas conocidas como elementos de 

respuesta para PPARs (PPRE) presentes en los promotores de diversos genes 

involucrados en el metabolismo lipídico (Figura 6) 79, 81-82.  
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Figura 6. Mecanismo de acción de fenofibrato. El fenofibrato es un agente hipolipemiante que 

fundamentalmente reduce los niveles plasmáticos de triglicéridos y aumenta el C-HDL: el fibrato se 

une a su receptor nuclear PPARα, induciendo la heterodimerización con el receptor nuclear RXR 

activado por su ligando. El heterodímero es un factor de transcripción que reconoce la secuencia 

de consenso del DNA indicada en la figura (PPRE). La interacción factor de transcripción-DNA 

resulta en la expresión de los genes que contienen PPRE en sus secuencias reguladoras, entre 

ellos el gen de la apo A-I y de la apo A-II de las HDL. 

Se sabe que los efectos farmacológicos moleculares de los fibratos, incluyendo al 

fenofibrato, dependen de su capacidad para activar PPAR-α; la unión de los 

fibratos a los PPAR-α aumenta  la expresión de enzimas implicadas en la β-

oxidación mitocondrial en el hígado y en el músculo esquelético, así como la 

expresión de otros genes involucrados. Por ejemplo, la acil-coenzima A sintasa y 

proteínas transportadoras de ácidos grasos que facilitan el transporte intracelular, 

acilacion y β-oxidación de ácidos grasos; el efecto neto es la disminución de la 

disponibilidad de ácidos grasos para la síntesis de triglicéridos y secreción 

hepática de VLDL.   

Por otra parte, el ácido fíbrico incrementa la actividad de la lipoprotein lipasa 

endotelial (LPL) y la expresión de lipoproteínas apo A-I y apo A-II y disminuyen la 

de  apo C-III, lo que de forma secundaria aumenta la degradación 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 expresión de 

los genes de apo A-I y apo A-II aumentan la producción de  HDL nacientes79, 83 lo 

que incrementa los niveles plasmáticos 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 

anomalía lipídica 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%84. Los subgrupos de pacientes con triglicéridos elevados y/o C-HDL bajo, son 

los que reciben un mayor beneficio cardiovascular con una reducción del riesgo 

relativo de EAC entre 27 y 65%85.  

3. Combinación FA. 

La coadministración de estatina y fibrato son frecuentemente usadas para tratar 

pacientes con dislipidemia; sin embargo, un combinación de dosis fija no es 

usualmente comercializada86. La eficacia del ácido fíbrico combinado con una baja 

o moderada dosis de estatina ha sido demostrada en un amplio rango de 

pacientes, incluyendo pacientes con diabetes mellitus tipo 2, síndrome metabólico 

o sujetos ancianos. La combinación de ácido fíbrico con simvastatina, 

atorvastatina y rosuvastatina se ha visto que es más eficaz para mejorar el perfil 

total de lípidos comparado con la correspondiente dosis de Estatina81.  

La combinación 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), así como por el 

incremento de los niveles de partículas LDL y de apo C-III en pacientes 

dislipidémicos81. 
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El NCEP (Programa Nacional de Educación sobre el Colesterol, por sus siglas en 

inglés) recomienda el uso de un fibrato en combinación con una estatina en 

pacientes con dislipidemia mixta. Sin embargo, el médico limita la combinación 

fibrato-estatina por el mayor riesgo de miotoxicidad en comparación con los 

fármacos de manera individual; actualmente faltan estudios que examinen los 

eventos de enfermedad cardiovascular86  en este contexto y que sean consistentes 

con los beneficios al usar la combinación farmacológica sobre los posibles riesgos.  

A pesar de ello, la combinación de fibratos con estatina parece ser una opción 

razonable para reducir el riesgo cardiovascular residual.  

Por otro lado, no se conoce si existe un efecto potenciador y no sólo aditivo con 

ambos fármacos. Estudios previos han demostrado que tanto las estatinas como 

los fibratos aumentan la síntesis de apo A-I, pero no se ha descrito el efecto de la 

combinación sobre dicha biosíntesis. Además, se sabe que tanto las estatinas 

como los fibratos mejoran la función endotelial, efecto que podría ser no sólo 

aditivo sino potenciado con la combinación farmacológica. Actualmente también es 

desconocido el resultado de la combinación FA sobre la actividad antioxidante 

mediada por PON-1 y sobre el TRC in vivo, dos de las propiedades que hemos 

descrito más importantes de las HDL. Asimismo, todos estos efectos podrían estar 

relacionados con la estructura de las HDL durante el tratamiento con la 

combinación FA, sin embargo, se sabe muy poco al respecto. 

Con base en los diferentes mecanismos descritos, es posible plantear la idea de 

que la combinación FA puede tener efectos sinérgicos benéficos sobre el 

metabolismo, composición lipídica, así como sobre la función antiaterogénica de 

las HDL, más allá de la mejoría en el perfil de lípidos.  Para empezar a abordar los 

posibles efectos sinérgicos de la combinación farmacológica, el presente trabajo 

de investigación está diseñado para caracterizar el perfil lipídico y las subclases de 

HDL en un modelo de conejo hipercolesterolémico tratado con la combinación FA.  

Los resultados de este estudio serán el punto de partida para otros estudios sobre 

el metabolismo y la función de las HDL durante el tratamiento con la combinación 

farmacológica. 
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HIPÓTESIS 

La combinación FA produce efectos sinérgicos sobre la distribución de tamaños, 

composición lipídica y distribución de las subclases de las HDL en comparación 

con los fármacos individuales. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto de la combinación FA sobre el perfil lipídico y la estructura de 

las HDL en un modelo animal con hipercolesterolemia exógena. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

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

hipercolesterolemia exógena. 

Establecer si existe un cambio en la distribución de tamaño de las HDL con la 

combinación FA. 

Determinar el cambio en la composición lipídica de subclases de HDL con la 

combinación FA. 

Comparar los efectos de la combinación FA de dichos parámetros vs los fármacos 

de manera individual. 
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METODOLOGÍA 

 

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 recibió 

alimento estándar; 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 vehículo.  El segundo grupo (grupo estatina, n=9) 

se sometió a un tratamiento diariamente con atorvastatina en solución en aceite de 

canola (0.5 mL) a una dosis ponderal de 0.33 mg por kg de peso corporal. El 

tercer grupo recibió por la misma vía y con el mismo vehículo fenofibrato 2.6 mg 

por kg de peso (grupo fibrato, n=9). El cuarto grupo recibió la combinación de 

ambos fármacos en las mismas condiciones (grupo combinación n=9), 

equivalentes en masa a 20/160 mg de atorvastatina/fenofibrato en el humano. Por 

último, el quinto grupo, llamado dislipidémico (n=9), que sólo recibió diariamente el 

vehículo y la dieta enriquecida en colesterol. La duración de cada tratamiento fue 

de 6 semanas. Todos los procedimientos se realizaron con el acuerdo del Comité 

Científico y de Ética del Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chávez”. 

Obtención de muestras 

Las muestras de sangre se obtuvieron por punción 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 separó el plasma. Las HDL se aislaron de plasma 

fresco. En los casos en los que no se empleó plasma enseguida de la punción, 

éste fue almacenado a -20°C hasta el momento de su análisis. 
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Análisis de laboratorio 

 Composición química de las HDL y características bioquímicas 

Las concentraciones plasmáticas de colesterol total, CL, triglicéridos y glucosa se 

cuantificaron mediante métodos enzimáticos colorimétricos comerciales 

(Randox©, Reino Unido). Las concentraciones de lípidos asociados a las HDL se 

determinaron precipitando selectivamente las lipoproteínas que contienen apo B 

en plasma con un reactivo de ácido fosfotúngstico/cloruro de magnesio (Randox©, 

Reino Unido). Posteriormente se determinaron los diferentes lípidos en el 

sobrenadante, con métodos enzimáticos colorimétricos comerciales (Randox©, 

Reino Unido y Wako, Japón). Parámetros que se determinaron cada semana 

antes, durante y al finalizar cada tratamiento. 

 Aislamiento y análisis de los lípidos de las HDL 

Las HDL plasmáticas fueron separadas por ultracentrifugación secuencial en una 

ultracentrífuga de mesa Beckman óptima TLX a 100 000 rpm a 10°C en tubos de 

policarbonato de 1 mL a partir de plasma87. Primero se ajustó la densidad de éste 

a 1.063 g/mL con KBr sólido, ultracentrifugando por 2 horas 30 minutos a 100 000 

rpm para separar las lipoproteínas que contienen apo B. Después se ajustó la 

densidad a 1.21 g/mL con KBr sólido y se ultracentrifugó por 3 horas a 100 000 

rpm; enseguida se ajustó nuevamente la densidad a 1.25 g/mL con KBr sólido 

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 total88.  

Posteriormente las HDL se dializaron en solución amortiguadora de Tris 0.09 

M/ácido bórico 0.08 M/EDTA 3mM pH 8.4 (amortiguador TBE). 

Con la finalidad de determinar la composición química de las subclases de HDL y 

así aportar nuevos conceptos acerca de la relación entre el metabolismo y la 

comprensión de estas lipoproteínas se usaron métodos enzimáticos-colorimétricos 

en fase gel que permitieron cuantificar los lípidos 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 

tamaño en electroforesis en gel con gradiente 3-30 % de poliacrilamida en 

condiciones nativas. Los geles fueron teñidos inicialmente para CL, colesterol 

total, triglicéridos y fosfolípidos según se describe más adelante para cada uno de 

ellos88, 89. Enseguida, se obtuvieron los densitogramas de las bandas 

correspondientes a los lípidos considerados en este trabajo. Posteriormente se 

decoloró la tinción de lípidos con una mezcla de agua/ácido acético/metanol, para 

luego teñir los geles de poliacrilamida para proteína con una solución de azul de 

Coomassie R250, de los cuales se obtuvieron los densitogramas correspondientes 

a proteína de las HDL. 

La proporción y distribución de tamaño de cada una de las subpoblaciones de 

HDL se estimó mediante  densitometría óptica  de las bandas correspondientes a 

los lípidos y proteína de las HDL en cada uno de los geles (Figura 5). El radio 

hidrodinámico de las subclases de HDL se analizó (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 albúmina de 7.1 nm, kit Pharmacia, UK) 88, 89.  

 Tinción enzimática de colesterol total de las subclases de HDL 

Para realizar la detección selectiva de colesterol total (colesterol libre + colesterol 

esterificado) sobre el gel de poliacrilamida se utilizó el siguiente método90: se 

empleó una mezcla enzimática compuesta de colesterol esterasa, colesterol 

oxidasa y peroxidasa en solución amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4. Se 

agregó también colato de sodio y Tritón 100X para exponer al colesterol embebido 

en la estructura de las lipoproteínas. Se usó carboximetilcelulosa como agente 

viscosante para evitar la difusión de los reactivos y productos de reacción, además 

para garantizar un contacto homogéneo del reactivo con la superficie del gel de 

poliacrilamida.  
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El H2O2, producto final de la secuencia de reacciones enzimáticas, es 

estequiométricamente proporcional al colesterol total en la muestra y se pusó en 

evidencia con la peroxidasa, azul de tetrazolium (MTT) y fenazin metasulfato 

(FMS) como aceptores de electrones91 (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Esquema de las reacciones enzimáticas para la determinación de colesterol. El formazán 

se analizó por densitometría óptica en un intervalo de longitud de onda de 520 a 570 nm. 

El producto de reacción que precipita en el gel fue analizado por densitometría 

óptica considerando que el área bajo la curva del densitograma representa el 

100% del colesterol de la muestra. El porcentaje de la integración parcial en los 

intervalos de tamaño correspondientes a cada subclase de HDL representó la 

proporción relativa de cada una de ellas, como referencia se puede observar la 

Figura 8. 
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Figura 8. Separación y análisis 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 tamaño correspondientes a las 5 subclases de HDL 

con base en marcadores de diámetro conocido. El análisis densitométrico e 

integración parcial en cada uno de los intervalos permite la estimación de la 

proporción relativa de cada una de las subclases de HDL expresadas como % de 

la proteína HDL total (Panel B). 

 Tinción enzimática de CL de las subclases de HDL 

Se utilizó el mismo procedimiento que para el colesterol total, sin embargo se 

omitió adicionar la enzima colesterol esterasa para garantizar la cuantificación 

específica del CL. El CE se calculó por la diferencia entre el colesterol total y el 

CL. 
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 Tinción enzimática de fosfatidilcolina de las subclases de HDL. 

Para realizar la detección selectiva de fosfatidilcolina sobre el gel de poliacrilamida 

se empleó una mezcla enzimática compuesta de fosfolipasa D y colina oxidasa en 

solución amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4, colato de sodio 3 mM y Tritón® 

100X 0.1%. Se agregó carboximetilcelulosa, el agente viscosante (Figura 9). El 

H2O2, producto final de la secuencia de reacciones enzimáticas se puso en 

evidencia con peroxidasa, MTT y FMS92. El producto de reacción que precipitó en 

el gel se analizó por densitometría óptica. 

 

Figura 9. Esquema de las reacciones enzimáticas para la determinación de fosfatidilcolina. 

 Tinción enzimática de los triglicéridos de las subclases de HDL. 

Se empleó una mezcla enzimática compuesta de lipasa, glicerol cinasa, glicerol-3-

fosfato oxidasa y peroxidasa en solución amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 

7.4, ATP 1 mM, colato de sodio 3 mM y Tritón® 100X 0.1%. Se agregó además el 

agente viscosante (figura 10). El H2O2 se puso en evidencia con MTT y FMS93. 

El producto de reacción precipitó en el gel y se analizó por densitometría óptica. 
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Figura 10. Esquema de las reacciones enzimáticas para la determinación de 

triglicéridos. 

 Análisis estadístico. 

Las diferencias entre los grupos fueron determinados con el tratamiento como 

efecto fijo,  usando un modelo de ANOVA para las variables continuas con 

distribución normal. Para comparar las variables que no presentaron distribución 

normal se utilizó una prueba de Kruskal-Wallis o se transformaron 

logarítmicamente para ser analizadas por ANOVA. La normalidad de las variables 

se realizó por una prueba de Smirnov-Kolmogorov. Para establecer las diferencias 

significativas específicas entre los diferentes grupos, se utilizó un análisis post-hoc 

LSD. 

Los análisis se llevaron a cabo de acuerdo a la metodología estadística estándar 

utilizando SPSS. Los resultados se presentan como el promedio más error 

estándar (EE). La significancia estadística se consideró a partir de  una p < 0.05. 
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RESULTADOS 

 

Caracterización bioquímica del modelo de dislipidemia 

Con la finalidad de caracterizar el modelo de dislipidemia se determinaron las 

concentraciones de lípidos plasmáticos de cada grupo de estudio. Para ello, se 

utilizaron las muestras sanguíneas al final del tratamiento. Los resultados de esta 

caracterización se muestran en la tabla 3. 

o Tabla 3. Parámetros de evaluación bioquímica en plasma. 

 Grupo 

  

Control 

n=18 

 

Dislipidémico 

n=9 

 

Estatina 

n=9 

 

Fibrato 

n=9 

 

Combinación 

n=9 

 

 

Glucosa 

 

94.4±5.6 126.7±36.4
a 

116.7±27.4
a 

107.6±20.4
b 

 

112.6±15.2 

 

 

Colesterol 

 

56.5±15.9 515±221.3
a 

510.7±175.4
a 

605.0±369.5
a 

 

340.9±116.5
a, b, c, d

 

 

 

Triglicéridos 

 

58.9±16.4 80.9±30.6
a
 77.0±42.2

a 
60.0±22.8 

 

45.3±16.67
b
 

 

 

Colesterol 

no-HDL 

 

30.9±15.9 474.7±214.1
a 

477.9±172.9
a 

538.3±382.7
a 

 

307.7±118.7
a, b, c, d

 

 

Los resultados se expresan como promedio ± EE. 
a
 P < 0.05 vs control.

 b
 P < 0.05 vs 

Dislipidémico.
c
 P < 0.05 vs Estatina. 

d 
P < 0.05 vs Fibrato.  

La dieta suplementada induce hipercolesterolemia importante, el colesterol 

plasmático incrementa aproximadamente 9 veces al comparar con el grupo control 

según se observa en la Tabla 3. Sin embargo, la suplementación con aceite de 

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

En este modelo se presentó una concentración menor de colesterol plasmático de 

aproximadamente el 33% con el tratamiento fibrato-estatina respecto al grupo 

dislipidémico, lo cual no ocurrió con los grupos que recibieron el tratamiento 

farmacológico de forma individual.  
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Sin embargo, la hipercolesterolemia persiste después de cualquiera de los 

tratamientos; el colesterol plasmático se mantiene alrededor de 6, 9 y 10 veces por 

arriba del observado en grupo que recibió combinación, atorvastatina y fenofibrato, 

respectivamente, en comparación con el grupo control. El comportamiento del 

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

La concentración plasmática 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 plasmáticos fueron significativamente menores con 

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

A continuación, se evaluó el efecto al administrar  la combinación FA y los 

fármacos de manera individual sobre la composición lipídica de las HDL. Los 

resultados se presentan en la tabla 4. 

o Tabla 4. Parámetros de evaluación bioquímica en plasma asociados a las 

HDL. 

Grupo 

 Control 

n=18 

Dislipidémico 

n=9 

Estatina 

n=9 

Fibrato 

n=9 

Combinación 

n=9 

 

C-HDL 

 

25.6±9.0 37.5±21.5a 36.0±13.1a 36.1±9.8a 32.4±7.8 

 

Tg-HDL 

 

24.4±5.5 11.4±5.2a 16.7±8.9a 20.3±5.5b 25.2±10.2b, c 

 

Ph-HDL 

 

70.4±11.0 41.5±19.9a 53.2±17.1a 56.4±7.7a, b 59.8±11.7a, b 

Los resultados se expresan como promedio ± EE. 
a
 P < 0.05 vs control. 

b
 P < 0.05 vs Dislipidémico. 

 

c
 P < 0.05 vs Estatina. 

d 
P < 0.05 vs Fibrato. C, colesterol; Tg, triglicéridos; Ph, fosfolípidos. 
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La dieta suplementada, el fenofibrato y la atorvastatina afectan significativamente 

los niveles de C-HDL con respecto al control; la concentración de C-HDL en estos 

grupos es significativamente mayor que en el grupo control, mientras que la 

diferencia entre en el grupo que recibió la combinación y el control no alcanzó 

significado estadístico. 

La concentración de triglicéridos-HDL es significativamente menor en el grupo que 

recibió 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 comparación con el grupo 

dislipidémico. Interesantemente, el grupo que recibió la combinación presentó las 

concentraciones mayores de triglicéridos-HDL e incluso la diferencia con el grupo 

atorvastatina alcanza significado estadístico; de esta forma los niveles de 

triglicéridos entre el grupo que fue tratado con la combinación  y el grupo control 

son semejantes. 

Las concentraciones plasmáticas de fosfolípidos-HDL a lo largo de los grupos 

dislipidémico, estatina, fibrato y la combinación presentan un desplazamiento 

gradual hacia la concentración del grupo control; alcanzan niveles máximos en el 

grupo FA. Sin embargo, en comparación al grupo control, los niveles plasmáticos 

de fosfolípidos-HDL son significativamente inferiores en todos los grupos tratados. 

Caracterización de las subclases HDL 

1. Distribución de tamaño 

La distribución relativa de las subclases de HDL se determina en función del 

contenido de proteína de las mismas como se describe en la sección de métodos, 

esta se presenta en la Figura 11.  
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Figura 11. Distribución relativa de las subclases de HDL.  P<0.05 vs 
a
grupo control, 

b
grupo 

dislipidémico. 

Claramente se aprecia que en la distribución de tamaños existe un 

desplazamiento de las HDL hacia partículas grandes tipo 2b, progresivamente a lo 

largo de los grupos fibrato, estatina y dicho desplazamiento es máximo en el grupo 

que recibió la combinación. El incremento de la proporción relativa de las HDL2b 

se acompaña de un decremento de las partículas pequeñas tipo HDL3c en los 

grupos que recibieron los diferentes tratamientos farmacológicos y estos niveles 

son semejantes a los del grupo control. En contraste, la dieta suplementada se 

asocia con una mayor proporción de  partículas HDL3c pequeñas en comparación 

al grupo control.  

No se encontró ningún cambio adicional asociado a  las partículas HDL3b, ya que 

éstas mantienen los mismos niveles en todos los grupos de estudio. En el caso de 

las partículas HDL2a el grupo dislipidémico se asocia con una menor proporción 

de éstas, mientras que los grupos tratados farmacológicamente tienden a 

restaurar los niveles en dichas partículas respecto al grupo control; fenofibrato 

logra niveles mayores en comparación con los otros grupos. El comportamiento 

descrito para las HDL tipo 2a es similar al que presentan las partículas HDL3a.  
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2. Distribución de lípidos en las subclases de HDL 

2.1) Colesterol 

Con el interés de  determinar la composición química de las subclases de HDL se 

llevó a cabo la tinción en fase gel de las HDL previamente aisladas, descrita en 

materiales y métodos. En la Figura 12 se presenta la distribución de cada 

subpoblación de HDL asociada a las concentraciones plasmáticas de colesterol. 

 

Figura 12. Cambio en la concentración plasmática de colesterol total asociado a las subclases de 

HDL determinado por método enzimático en la superficie del gel de poliacrilamida. Los resultados 

mostrados se expresan como promedio ± EE. P<0.05 vs 
a
grupo control, 

b
grupo dislipidémico y 

c
grupo estatina. 

Es de notar que las concentraciones plasmáticas de colesterol asociado a las 

partículas HDL2b en todos los grupos tratados tiende a ser mayor respecto al 

grupo control, que alcanza máximos niveles  en el grupo intervenido con la 

combinación farmacológica. Estos resultados son consistentes con la tendencia 

que mostró la distribución de proteína en dicha subclase. En cambio, el colesterol 

asociado a las HDL2a no representa cambios estadísticamente 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 demás grupos, aunque sólo con diferencias 

significativas respecto al grupo control. En el grupo que recibió la combinación 

fibrato-estatina, el colesterol-HDL3a alcanzó 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 

recibió la combinación no alcanzó los niveles del control. 

2.2) Triglicéridos 

La distribución 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 recibió FA, mientras que los grupos que 

recibieron los fármacos de manera individual los triglicéridos de las subclases de 

HDL tienden a ser menores que en el grupo control.  

 

Figura 13. Concentración plasmática de triglicéridos asociado a las subclases de HDL determinada 

por método enzimático en la superficie del gel de poliacrilamida. Los resultados mostrados se 

expresan como promedio ± EE. P<0.05 vs 
a
grupo control, 

b
grupo dislipidémico. 
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2.3) Fosfolípidos 

La distribución de fosfolípidos en las HDL se presenta en la Figura 14. Las 

concentraciones de fosfolípidos en las diferentes subclases de HDL presentaron 

un patrón diferente al de las concentraciones de colesterol. Sin embargo, en las 

partículas HDL2b y HDL2a se observó el mismo patrón descrito para las 

concentraciones de triglicéridos; la tendencia de la subclase HDL2a es a su vez es 

semejante con el porcentaje de proteína que se representó en la Figura 11.  

Las concentraciones de fosfolípidos para las partículas subclase HDL3a en los 

tres grupos que recibieron tratamiento farmacológico presentaron una tendencia a 

restablecer los valores del  grupo control, comportamiento parecido al de los 

triglicéridos y distribución de proteína; los niveles de fosfolípidos son comparables 

en los tres grupos tratados farmacológicamente. La distribución de proteína para la 

subclase HDL3b también es semejante a su distribución de fosfolípidos a 

excepción del grupo que recibió FA, en el cual se observaron valores ligeramente 

menores pero con significado estadístico en comparación al grupo control.  

Al igual que en la distribución de tamaños determinada por proteína, los niveles de 

fosfolípidos  HDL3c fueron comparables entre todos los grupos. 
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Figura 14. Cambio en la concentración plasmática de triglicéridos asociado a las subclases de 

HDL. Determinado por método enzimático en la superficie del gel de poliacrilamida. Los resultados 

mostrados se expresan como promedio ± EE. P<0.05 vs 
a
grupo control, 

b
grupo dislipidémico, 

c
grupo Estatina y 

d
grupo Fibrato. 

3. Proporciones lipídicas en las subclases de HDL 

Adicionalmente, es posible estimar la composición de lípidos de las subclases de 

HDL a partir de los cocientes de colesterol total y fosfolípidos (Ct/Ph), así como 

triglicéridos y fosfolípidos (Tg/Ph). Estos cocientes aportan información sobre la 

estructura y composición de las HDL, así como del metabolismo asociado a ellas. 

La relación colesterol total/fosfolípidos se resume en la Tabla 5. 
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  Grupo 

Cociente Subclase 
Control Dislipidémico Estatina Fibrato Combinación 

n=18 n=9 n=9 n=9 n=9 

Ct/Ph 

HDL2b 0.63±0.10 0.91±0.26
a
 0.86±0.14

a
 0.80±0.19

a
 1.05±0.25

a,c,d
 

HDL2a 0.66±0.10 0.89±0.23±
a
 0.80±0.18

a
 0.77±0.17 0.90±0.28

a
 

HDLA3a 0.67±0.12 0.90±0.21
a
 0.83±0.16

a
 0.88±0.19

a
 0.92±0.29

a
 

HDLA3b 0.61±0.10 0.82±0.20
a
 0.75±0.25

a
 1.03±0.26

a,b,c
 0.88±0.18

a,d
 

HDL3c 0.53±0.17 0.65±0.17 0.47±0.14 1.06±0.82
a,b,c

 0.90±0.27
a,c

 

Tabla 5. Composición de colesterol total (Ct) en las subclases HDL en base al cociente colesterol 

total/fosfolípidos (Ct/Ph). Los resultados mostrados se expresan como promedio ± EE. P<0.05 vs 

a
grupo control, 

b
grupo dislipidémico, 

c
grupo Estatina y 

d
grupo Fibrato.  

La tendencia general en todos los grupos es a presentar un cociente Ct/Ph mayor 

en comparación 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 combinación.   

En la Tabla 6 se presenta la relación entre triglicéridos y fosfolípidos. 

 Grupo 

Cociente Subclase Control 

n=18 

Dislipidémico 

n=9 

Estatina 

n=9 

Fibrato 

n=9 

Combinación 

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±0.33
 a,b

 0.43±0.24 

HDLA3b 0.65±0.15 0.61±0.19 0.62±0.14 0.88±0.25
a,b,c 

0.67±0.18
d 

HDL3c 0.67±0.23 0.68±0.49 0.61±0.20 0.80±0.10 0.58±0.14 

Tabla 6. Composición de triglicéridos (Tg) en las subclases HDL en base al cociente 

triglicéridos/fosfolípidos (Tg/Ph). Los resultados mostrados se expresan como promedio ± EE. 

P<0.05 vs 
a
grupo control, 

b
grupo dislipidémico, 

c
grupo Estatina y 

d
grupo 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 partícula en cada 

subclase de HDL.  
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DISCUSIÓN 

 

En este trabajo caracterizamos las HDL en conejos macho Nueva Zelanda con 

hipercolesterolemia exógena al término de un tratamiento con FA y cada fármaco 

de manera individual. Nuestro objetivo fue caracterizar los cambios estructurales 

de las HDL, incluyendo los niveles de lípidos plasmáticos 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 exposición a las lipasas. Los lípidos parcialmente 

digeridos forman micelas estables compuestos básicamente por ácidos 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 

absorbidos95. Se absorben de 1/3 a 2/3 del total de triglicéridos consumidos en la 

dieta, lo demás es transferido a lipoproteínas 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 

absorción deficiente de triglicéridos en los animales de estudio resultó en valores 

de triglicéridos plasmáticos ligeramente mayores a los del grupo dislipidémico por 

lo que nuestro modelo de estudio fue predominantemente de hipercolesterolemia 

exógena.  

La hipercolesterolemia puede presentarse de manera independiente o en 

combinación con alteraciones de las lipoproteínas que contienen apo A-I. 

Etiológicamente las dislipidemias relacionadas con las lipoproteínas que contienen 

apo B se clasifican como primarias o secundarias24. Consideramos la 

hipercolesterolemia exógena como una dislipidemia secundaria ya que no es 

consecuencia de una alteración intrínseca en el metabolismo lipídico (primaria), 

más bien es resultado de la ingesta excesiva de alimentos ricos en colesterol, 

absorción y metabolismo de los mismos:  la homeostasis lipídica se altera y los 

niveles plasmáticos de colesterol se elevan desmedidamente.  
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Como mencionamos antes, el CE de la dieta es hidrolizado antes de su absorción 

por efecto de la colesteril esterasa pancreática en presencia de ácidos biliares y el 

CL es transportado hacia el hepatocito en los quilomicrones; el colesterol 

transportado por lipoproteínas suprime la síntesis de los receptores LDL 

controlando la entrada de LDL  a la célula95. En la hipercolesterolemia exógena los 

triglicéridos para el ensamblado de los quilomicrones se sintetizan en el enterocito 

a partir de los ácidos grasos libres y monoacilgliceroles, productos de la digestión 

intestinal de los lípidos alimentarios. Sin embargo, los triglicéridos que integran a 

las VLDL son exclusivamente de síntesis hepática. Asimismo, en la 

hipercolesterolemia exógena el colesterol de los quilomicrones proviene tanto de 

los alimentos como de la bilis, mientras que el de las VLDL es de síntesis 

hepática, de novo y de reciclamiento endógeno24.  

Dado que en animales con hipercolesterolemia exógena la expresión de los 

receptores hepáticos apo B/E se regula a la baja96, los conejos alimentados con 

una dieta rica en colesterol generan un modelo que permite evaluar el efecto 

hipocolesterolémico de una sustancia cuyo mecanismo de acción está relacionado 

con la expresión de dichos receptores. Efecto que se puede monitorear  con los 

niveles  plasmáticos de colesterol. Además este modelo permite estimar el tamaño 

de las HDL, lo que puede contribuir a valorar el impacto metabólico de fármacos 

antiaterosclerosos, ya que alguna intervención farmacológica que cambie la 

composición química o el tamaño de estas lipoproteínas podría modificar las 

funciones ateroprotectoras de las HDL y con ello los beneficios clínicos de nuevas 

terapias. 

Nuestros datos sugieren que efectivamente existe una sinergia de la combinación 

farmacológica a nivel de perfil de lípidos, ya que el tratamiento con FA disminuye 

significativamente los niveles plasmáticos de colesterol total y de colesterol no 

HDL con respecto al grupo dislipidémico, efecto que no se observó con los grupos 

que recibieron el tratamiento farmacológico de forma individual; la estatina no 

logra una reducción 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 

lipoproteínas ricas en colesterol favorece el intercambio lipídico que lleva a cabo la 

CETP (sustrae colesterol de las HDL y lo transfiere a las VLDL a cambio de TG97); 

en el grupo fibrato y combinación aumenta el catabolismo de las VLDL lo que 

resulto en una disminución del colesterol en ambos grupos. Adicionalmente se ha 

postulado que fenofibrato tiene un discreto efecto reductor de las LDL80. 

Como se mencionó previamente, el exceso de colesterol plasmático en nuestro 

modelo no es resultado de la biosíntesis; sin embargo, la alteración en la ingesta 

de colesterol en los conejos de estudio conduce al exceso y acumulación de 

colesterol en tejidos; disminuye la producción endógena de colesterol en los 

grupos atorvastatina y combinación gracias a la inhibición de la enzima HMG-CoA 

reductasa. El bloqueo de la síntesis hepática del colesterol (por acción de la 

estatina) produce una activación de las proteínas reguladoras SREBP, que activan 

la transcripción de proteínas que entonces producen una mayor expresión del gen 

del receptor de LDL (LDLr)  y un aumento en la cantidad de receptores funcionales 

en el hepatocito98. Esto resultó en un aumento de la captación de las LDL y así 

una disminución en los niveles de colesterol sanguíneo. Así, la expresión de LDLr 

por las células hepáticas representa el principal mecanismo a través del cual 

disminuyó 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  aterosclerosis93.  

Los efectos del fibrato y de la estatina sobre las concentraciones plasmáticas de 

triglicéridos fueron los esperados; el efecto máximo sobre los triglicéridos se 

observó en el grupo que recibió FA, sugiriendo nuevamente un efecto sinérgico de 

la combinación farmacológica como se ha visto en estudios anteriores86. Este 

efecto es muy relevante debido a que los Tg reflejan la presencia de partículas 

aterogénicas (como los remanentes de quilomicrón y las IDL) y son un factor de 

riesgo independiente de EAC94  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.  
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Además, la hipertrigliceridemia se asocia a mayor prevalencia de diabetes, 

obesidad e hipertensión arterial y es causa de prevalencia entre las LDL de sus 

subclases pequeñas y densas, de cambios pro-coagulantes y de menor actividad 

fibrinolítica93.  

Con base en lo anterior, afirmamos que el perfil de lípidos en el grupo de conejos 

que recibió la combinación farmacológica 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 máximas concentraciones del C-HDL plasmático se 

presentaron en el grupo dislipidémico. Sin embargo, este hecho no es 

necesariamente negativo, pues el C-HDL plasmático no refleja la funcionalidad de 

las HDL y es un mal indicador del número de éstas9, 21 ,47 ,94. Estudios 

epidemiológicos 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 

elevada de carbohidratos, el tabaquismo y el sedentarismo 3, 14, 15. Es bien 

conocido que el C-HDL ha sido uno de los principales indicadores clínicos sobre el 

riesgo cardiovascular pero es necesario plantear que existen situaciones 

metabólicas en las que poblaciones con valores elevados de C-HDL presentaron 

un aumento en eventos cardiovasculares42. Además, en algunos casos sujetos 

con hipoalfalipoproteinemia grave (C-HDL<15mg/dL) que no tienen historial clínico 

o antecedentes familiares de EAC42.  

Paradójicamente el C-HDL únicamente fue un 27% mayor en el grupo que recibió 

la combinación 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 lipoproteínas 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 proteína de transporte 

correlaciona inversamente con los niveles de C-HDL24.  
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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 provocó acumulación de CE  en las 

HDL y resultó en la elevación significativa de los niveles plasmáticos C-HDL. En 

este sentido, es importante destacar que la inhibición de la CETP24 altera la 

estructura de las HDL, generando partículas poco funcionales. Sin embargo, 

fibrato en sinergia con estatina mantiene estable la actividad de dicha proteína, así 

los niveles de C-HDL permanecen semejantes a los del grupo control. Se 

requieren más estudios específicamente diseñados para analizar el efecto de la 

combinación FA sobre la actividad CETP. 

A continuación, determinamos la distribución del tamaño de las HDL con base en 

el porcentaje de proteína de cada subclase. La distribución de partículas fue como 

esperábamos 29, ya que la proporción de partículas pequeñas tipo HDL3b y 3c casi 

se restablecieron con las del control en los tres grupos tratados 

farmacológicamente. Dicha distribución de tamaños de HDL es congruente con las 

concentraciones de colesterol en dichas subclases que siguen un patrón similar al 

del porcentaje de proteína total. El tratamiento farmacológico en cualquiera de los 

casos induce mayor proporción de partículas grandes tipo HDL2b y 2a, 

principalmente con la combinación FA sugiriendo nuevamente un efecto sinérgico 

de ambos fármacos. Suponemos que existe una captación del colesterol 

excedente en la periferia en los animales con dislipidemia por parte de las HDL de 

menor tamaño, las cuales maduran rápidamente en HDL2b; las partículas pre β1 

captan el colesterol de la periferia probablemente en mayor proporción por la 

proteína ABC-A1 que utiliza ATP. 

Este aumento de partículas HDL2b se refleja en concentraciones de colesterol 

más elevadas (especialmente para la subclase 2b) que alcanza las 

concentraciones máximas con la combinación 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 pequeñas porciones en las otras subclases en 

nuestro modelo de dislipidemia. Dichos resultados sugieren que el 

remodelamiento de las HDL podría estar determinado por la combinación 

farmacológica. 
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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 proporción de HDL grandes en sujetos con cardiopatía isquémica 

coronaria. Asimismo, las HDL grandes han sido asociadas a una disminución de 

EAC99, ya que pacientes con EAC tienen colesterol HDL2 en niveles plasmáticos 

menores que los sujetos control100, 101. Por otra parte, los pacientes con diabetes 

mellitus tipo 2, que tienen un alto riesgo de aterosclerosis, presentan HDL 

pequeñas incluso desde etapas tempranas de la enfermedad31. 

Independientemente del tamaño de las lipoproteínas 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 distribución de fosfolípidos en las lipoproteínas refleja el cambio 

en el número de partículas debido a que la cantidad de fosfolípidos se considera 

constante por subclase porque este componente delimita el tamaño de la 

partícula; no puede aumentar o disminuir el contenido de fosfolípidos por partícula 

porque en tal caso, el diámetro de la partícula cambiaría y por lo tanto quedaría 

clasificada en otra subclase. Mismo fundamento que soporta la posibilidad de 

determinar la composición de lípidos de las subclases de HDL en una partícula a 

partir de los cocientes de colesterol total y fosfolípidos (Ct/Ph), así como 

triglicéridos y fosfolípidos (Tg/Ph). De aquí que al restablecerse las 

concentraciones de fosfolípidos con las del control en todas las subclases de HDL 

principalmente con la combinación FA, asumimos que esta restituye el número de 

partículas HDL que se abate por efecto de la hipercolesterolemia exógena.  

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 observó 

con los fármacos de manera individual). Así como los triglicéridos, el CE también 

encuentra en el interior de las lipoproteínas103, 104; ya que los triglicéridos sólo se 

restablecen con la combinación FA en la partícula de HDL sugerimos que las 

partículas con mayores diámetros 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 partícula es similar en 

cada subclase de HDL en todos los grupos. Por otra parte, el contenido de 

colesterol por partícula especialmente en las HDL2b   es más elevado con la 

combinación FA que con los otros grupos de estudio. Con base en estas 

observaciones, sugerimos que con la combinación farmacológica las HDL tienen 

un funcionamiento más eficiente en el TRC; existe un acarreo más eficiente del 

colesterol de los tejidos hacia las HDL probablemente como consecuencia de la 

activación de PPAR-α. En efecto, la estimulación de los PPAR-α  inducen la 

sobreexpresión de apo A-I, resultado en más partículas circulantes29, 96; estas HDL 

que nacen como partículas pequeñas tipo pre β1 maduran rápidamente a 

partículas tipo HDL 2a y/o 2b (como mencionamos antes) por una captación 

acelerada de colesterol ya sea proveniente de los tejidos periféricos por 

sobreexpresión del ABCA1 (que también se estimula por los fibratos) o en otras 

lipoproteínas plamáticas. Esta explicación es consistente con el alto contenido de 

colesterol en las HDL de mayor tamaño. A pesar de que los fibratos también 

inducen la sobreexpresión de SRBI105, nuestros resultados no permiten especular 

acerca de una mayor depuración hepática de colesterol de las HDL en el grupo 

que recibió la combinación. Estudios de cinética de colesterol in vivo son 

necesarios para poder abordar esta posibilidad.  

,  
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CONCLUSIONES 

1. Una dieta rica en lípidos provoca una modificación estructural de las HDL 

en conejos, que juega un importante papel para determinar la naturaleza de 

dichas lipoproteínas que están presentes en el plasma. 

2. El perfil de lípidos en el grupo de conejos que recibió la combinación 

farmacológica fue mejor que con los fármacos individuales.  

3. Los grupos fibrato y estatina aumentan la cantidad de colesterol 

transportado por las HDL. 

4. La combinación fibrato-estatina aumenta la proporción de partículas HDL2b. 

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

combinación FA.  

6.  La combinación FA restablece las concentraciones de triglicéridos en las 

subclases de HDL. 

7. Se restablecen las concentraciones de fosfolípidos en todas las subclases 

de HDL, principalmente con la combinación FA. 
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Apéndice 1. Determinación de proteínas por el método de 

Lowry. 

Soluciones. 

o Solución de Na2CO3 al 20%. 

o Solución de tartrado de Na y K 1% con Cu SO4 0.5%. 

o Solución de NaOH 0.8N 

o Solución de SDS al 10% 

o Solución patrón de albúmina 1mg/mL 

o Solución A. Se prepara en el momento de uso: 

 1 volumen de tartrato de Na 

y K 

 1 volumen de Na2CO3 

 2 volúmenes de NaOH 

 2 volúmenes de SDS 

 2 volúmenes de H2

Curva patrón. 

 1 2 3 4 5 6 muestra 

Muestra (µL) 0 0 0 0 0 0 10 

ST (µL) 0 10 20 40 80 100 0 

H2O (µL) 100 90 80 60 20 0 90 

 

Se agrega 1mL de solución A y se mezclan las soluciones. Las soluciones de 

reacción se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos, luego se 

agregan 500 µL de reactivo de Folin previamente diluido en una proporción 1/6. 

Esta mezcla de reacción se incuba por 30 minutos a temperatura ambiente. La 

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

condiciones nativas. 

Solución amortiguadora de muestra. 

Sacarosa 50% + azul de bromofenol al 0.05%  c.b.p 20 mL. 

A= Tris 0.09M + ac. Bórico 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 

Solución A 500 µL 500 µL 

Solución B 300 µL 3 mL 

H2O destilada 4.2 mL 750 µL 

Glicerol --- 750 µL 

Temed 4 µL 4 µL 

Solución C 20 µL 20 µL 

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se mezclan para generar un gradiente 

de concentración. Luego de polimerizado el gel, éste se precorre 15 min a 60V 

para estabilizarlo. Entonces se cargan las muestras como se indica a 

continuación: 

1) Depositar 25 µg de proteína HDL/ 4 µL de amortiguador de muestra en 

cada carril. 

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

gel. 

La separación electroforética se realizó primero durante 30 min a 70 V para 

permitir la entrada delas muestras al gel. Al término de este período, la separación 

se siguió durante 22h a 160V. Al finalizar el tiempo de migración, el gel se hidrata 

y se tiñe con una de las mezclas enzimáticas. 
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Apéndice 3. Tinción de lípidos en fase semisólida. 

Reactivo Concentración 

Carboximetilcelulosa 1.2% 

Azul de tetrazolio 0.4  µM 

Fenazina metasulfato 0.6  µM 

Colato de sodio 3 mM 

Triton X-100 0.1% 

 

 

 

 

Colesterol Total. 

Colesterol esterasa 0.075 4 µU/mL. 

Colesterol oxidasa 0.05 4 µU/mL 

Peróxidasa 0.25 4 µU/mL 

 

 

 

 

Triglicéridos. 

Lipasa 37.5 4 µU/mL 

Glicerol cinasa 0.1 4 µU/mL 

Glicerol-3-fosfato oxidasa 0.44 µU/mL 

Peroxidasa 0.13 4 µU/mL 

ATP 0.25 4 µmol/L 

Fosfolípidos. 

Fosfolipasa D 0.12 4 µU/mL 

Colina oxidasa 62 4 µU/mL 

Peroxidasa 1.1 4 µU/mL 
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