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Resumen
Los lipidos son un grupo de compuestos que debido a su naturaleza insoluble en agua tienen

que ser transportados en lipoproteinas en la sangre. Las lipoproteinas son macromoléculas
pseudomicelares conformadas por diversos lipidos y proteinas. Por lo tanto, estas lipoproteinas son
muy heterogéneas en su estructura (tamafio, composicion lipidica y proteinica) y caracteristicas
fisicoquimicas. En este sentido, las lipoproteinas pueden ser clasificadas de acuerdo con su
densidad de flotacién en: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HDL).

Las alteraciones en las concentraciones plasmaticas de lipidos y lipoproteinas se denominan
dislipidemias, las cuales son uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la forma més
comun de enfermedad cardiovascular. La EAC se caracteriza por la oclusién parcial o total de la
luz de los vasos sanguineos causada por la acumulacién y retencion de células y lipidos en el
espacio subendotelial de los vasos sanguineos (ateroma). Durante la formacion del ateroma, las
LDL tienen una funcién proaterogénica.

En la practica clinica, uno de los objetivos principales en prevencion de las enfermedades
cardiovasculares es el tratamiento farmacoldgico de las dislipidemias. Las estatinas son utilizadas
para disminuir las concentraciones plasmaticas de colesterol-LDL y los fibratos para disminuir las
concentraciones plasmaticas de triacilgliceroles. Adicionalmente, ambos tratamientos incrementan

la concentracion plasmatica de colesterol de HDL (C-HDL).



Es bien conocida la relacion inversa que existe entre la concentraciéon de C-HDL y la reduccion
del riesgo cardiovascular. Al respecto, el tratamiento con estatinas y fibratos disminuye las
concentraciones plasmaticas de colesterol e incrementa las concentraciones de colesterol-HDL. Sin
embargo, resultados de diversos ensayos clinicos han demostrado la ineficacia del incremento del
C-HDL sobre la reduccion del riesgo cardiovascular. Esta paradoja puede ser explicada por la
posible relacion entre la estructura y la funcion de las HDL.

La evidencia sugiere que la estructura de las HDL puede ser un mejor marcador de riesgo
cardiovascular que la concentracion plasmatica de C-HDL per se. Por lo tanto, es necesario estudiar
la estructura y el metabolismo funcional de las HDL en términos de proteccion cardiovascular.

En este trabajo determinamos la estructura de las HDL determinada por la distribucion relativa
de tamafio y la composicion lipidica de las subpoblaciones de HDL, asi como su metabolismo
funcional durante el tratamiento con atorvastatina y fenofibrato en conejos Nueva Zelanda con
dislipidemia.

Generamos dislipidemia exdgena en conejos, la cual fue parcialmente refractaria a la
atorvastatina y al fenofibrato a dosis similares a las utilizadas en los humanos. Sin embargo, el
tratamiento con la combinacién atorvastatina-fenofibrato disminuyd las concentraciones
plasmaéticas de colesterol y triacilgliceroles.

La distribucion de tamafio de las HDL cambié hacia particulas grandes con los tratamientos
individuales y con la combinacion. En cuanto a los lipidos, el colesterol increment6 en las HDL de
todos los conejos con dislipidemia, los triacilgliceroles en las HDL de los conejos dislipidémicos
tratados con la combinacién fueron similares a los del grupo control y los fosfolipidos en la
subpoblacion HDL2b de los conejos dislipidémicos tratados con la combinacién fueron similares

a los del grupo control.



La depuracion plasmatica de la apo A-I de las HDL disminuy6 en los conejos dislipidémicos
e incremento en todos los conejos que recibieron tratamiento farmacoldgico.

Por otra parte, en los conejos sin dislipidemia, la combinacién atorvastatina-fenofibrato
incrementd el tamafio y las concentraciones plasmaticas de colesterol y fosfolipidos de las
subpoblaciones grandes de las HDL. La cantidad relativa de &cidos grasos insaturados en las HDL
increment6 mientras que la cantidad relativa de &cidos grasos saturados disminuy en las HDL de
todos los conejos que recibieron tratamiento.

El tratamiento con atorvastatina sola o en combinacion incrementé la transferencia
bidireccional (desde las HDL hacia las VLDL/LDL y viceversa) de ésteres de colesterol entre
lipoproteinas. Ademas, la eliminacion directa de los ésteres de colesterol a través de las
VLDL/LDL disminuyd con el fenofibrato mientras que la eliminacion directa de los ésteres de
colesterol a través de las HDL incrementd con la combinacion atorvastatina-fenofibrato.

Nuestros resultados sugieren la existencia de un efecto sinérgico entre la atorvastatina y el
fenofibrato sobre la estructura y funcién de las HDL. Indican que la estructura de las HDL es la
caracteristica que determina su metabolismo y funcién, ademas, contribuyen a un mejor

entendimiento de la relacion entre la estructura-funcion de las HDL.



Abstract
Lipids are a group of compounds transported in lipoproteins due to their water-insoluble

nature. Lipoproteins are pseudomicellar macromolecules conformed by lipids and proteins. These
particles are very heterogeneous in structure and physicochemical characteristics. In this regard,
lipoproteins may be classified by their float density in chylomicrons, very low-density lipoproteins
(VLDL), intermediate low-density lipoproteins, low-density lipoproteins (LDL), and high-density
lipoproteins (HDL).

Dyslipidemias are alterations in plasma lipids and lipoproteins concentrations, and they are
one of the main risk factors for the development of cardiovascular diseases. Coronary artery disease
is the more common form of cardiovascular disease and it is characterized by the partial or total
occlusion of the blood vessels lumen. The occlusion (atheroma) is caused by the accumulation and
retention of cells and lipids in the subendothelial space of blood vessels.

During the formation of atheroma, the LDL has a proatherogenic function and the HDL an
antiatherogenic function. HDL metabolism is the more accepted mechanism to explain their
antiatherogenic properties. However, HDL has other antiatherogenic functions such as an
antioxidant, anti-inflammatory and beneficial properties on the vascular endothelium.

In clinical practice, one of the principal objectives in the prevention of cardiovascular disease
is the treatment of dyslipidemias. Statins are used to decrease the LDL-cholesterol plasma
concentration and fibrates are used to decrease the triglycerides plasma concentration.

It is well known the inverse relationship between the HDL-cholesterol plasma concentration
and the reduction of cardiovascular risk. In this respect, the statin and fibrate treatments decrease
the total cholesterol and increase the HDL-cholesterol plasma concentrations. However, results

from different clinical trials have demonstrated the inefficacy of increasing HDL-cholesterol on



the reduction of cardiovascular risk. This paradox may be explained by the relationship between
the structure and function of HDL.

Evidence suggests that the structure of HDL may be a better risk marker of cardiovascular
disease than the HDL-cholesterol plasma concentration per se. Hence, studying the structure and
functional metabolism of HDL in terms of cardiovascular protection is needed.

In this work, we determined the structure of HDL as defined by their relative size and lipid
composition of HDL subclasses, as well as their functional metabolism (antiatherogenic HDL
properties) during the treatment with atorvastatin and fenofibrate in New Zealand white rabbits
with dyslipidemia.

We generated an animal model of exogenous dyslipidemia which was partially refractory to
the atorvastatin and fenofibrate at similar doses used in humans. However, the atorvastatin-
fenofibrate combination treatment decreased the cholesterol and triglycerides plasma
concentrations.

HDL size distribution shifted towards big HDL subclasses with both the individual treatments
and in combination. As for lipids of HDL subclasses, cholesterol increased in all the HDL
subclasses of rabbits with dyslipidemia. The triglycerides in all the HDL subclasses of dyslipidemic
rabbits were similar to those of control rabbits and the phospholipids in the HDL2b subclass of
dyslipidemic rabbits treated with the combination were similar to those of control rabbits.

The apoA-I clearance decreased in the dyslipidemic rabbits and increased in the dyslipidemic
rabbits that received pharmacological treatment.

On the other hand, we used normal rabbits to determine the fatty acids composition of HDL
and the cholesteryl esters transfer between lipoproteins. The atorvastatin-fenofibrate combination
increased the HDL size, the cholesterol and phospholipids plasma concentrations of big HDL

subclasses. The relative amount of unsaturated fatty acids in HDL increased and the relative
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amount of saturated fatty acids decreased in HDL of all rabbits that received pharmacological
treatment.

The atorvastatin treatment alone or in combination with fenofibrate increased the bidirectional
transfer (from HDL to VLDL/LDL and vice versa) of cholesteryl esters between lipoproteins.
Additionally, the direct elimination of cholesteryl esters from VLDL/LDL decreased with the
fenofibrate treatment. On the contrary, the direct elimination of cholesteryl esters from HDL
increased with the atorvastatin-fenofibrate combination.

Taken together our results suggest the existence of a synergistic effect between atorvastatin
and fenofibrate on the structure and function of HDL, additionally they indicate that the HDL
structure is the characteristic that determines their metabolism and function. Also, our results

contribute to a better understanding of the relationship between the structure-function of HDL.



Antecedentes

Colesterol, estructura y sintesis.

Los lipidos son un grupo de compuestos insolubles en agua. Los cuales tienen diversas
funciones en el organismo; los triacilgliceroles son la principal forma de energia almacenada,
mientras que los fosfolipidos y el colesterol forman parte de las membranas celulares (1).

El papel del colesterol no se limita a formar parte de las membranas celulares, en
concentraciones elevadas en el plasma ha sido asociado con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (2). En virtud de esto, es importante entender como es sintetizado el colesterol en
el organismo.

Estructuralmente, el colesterol es una molécula semiplana, la cual contiene un nucleo esteroide
(tres anillos de seis carbonos y uno de cinco carbonos), cadenas de hidrocarburos como
sustituyentes y un grupo hidroxilo. El colesterol es una molécula anfifilica, es decir, tiene una
porcion hidrofébica (nucleo esteroide) y una hidrofilica (grupo hidroxilo) (2). Esta caracteristica le
permite al colesterol formar parte de las membranas celulares y de las lipoproteinas, ademas de ser
precursor de varias hormonas y sales biliares (2).

La sintesis de colesterol se realiza en el citoplasmay en el reticulo endoplasmico de las células
de tejidos como el higado, el intestino, la corteza suprarrenal y los érganos reproductivos (3). El
higado sintetiza aproximadamente el 70% de todo el colesterol del organismo.

La sintesis de colesterol consiste en una serie de reacciones quimicas en las que participan
diferentes enzimas y moléculas. El colesterol es sintetizado a partir de la reaccidon de condensacion
entre acetil-coenzima A (CoA) y acetoacetil-CoA para producir 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA). Esta condensacion es catalizada por la enzima HMG-CoA sintasa (4). E| HMG-CoA
producido es reducido a mevalonato por la enzima HMG-CoA reductasa. Esta reaccion catalizada

por la HMG-CoA reductasa es el paso limitante en la sintesis de colesterol. EI mevalonato es



precursor de compuestos isoprenoides vitales para diversas funciones celulares que van desde la
sintesis de colesterol hasta el crecimiento celular. La HMG-CoA reductasa es una de las enzimas
con mayor regulacién en el organismo (5). Debido a esto, la HMG-CoA reductasa es el objetivo
de las estatinas, una clase de farmacos que son utilizadas para disminuir las concentraciones de
colesterol(2). Prosiguiendo con la sintesis, una serie de reacciones contindan y el mevalonato es
fosforilado y convertido en el isoprenoide 3-isopentenil-pirofosfato (PP). Los isoprenoides son
compuestos formados por la condensacion de varios compuestos de 5 carbonos. El isopentenil-PP
y su isémero el dimetilalil-PP producen geranil-PP (10 carbonos). La condensacion de geranil-PP
con isopentenil- PP produce farnesil-PP (15 carbonos) (6). En este punto, la sintesis de colesterol
puede continuar por la via de produccién de esteroles o puede desviarse hacia la via de sintesis de
compuestos no esteroles. El farnesil-PP puede condensarse con otro farnesil-PP y producir el
esterol precursor escualeno o condensarse con isopentenil-PP varias veces y producir isoprenoides-
PP de diferentes tamafios (6, 7). El geranilgeranil-PP es un isoprenoide de 20 carbonos involucrado
en modificaciones postraduccionales de proteinas (8). Continuando con la via de produccion de
esteroles, el escualeno es convertido a lanosterol. En este punto, dos rutas de sintesis de colesterol
pueden ocurrir, la via Bloch que tiene desmosterol como intermediario principal y la via
Kandutsch-Russel que tiene dos intermediarios latosterol y 7-dehidro-colesterol (9).

A diferencia de la molécula de colesterol, el desmosterol tiene un doble enlace en el carbono
24 de la cadena alquilo del grupo esterol y el 7-dehidro-colesterol tiene un doble enlace en el
carbono 7 del anillo esterol (10). La sintesis de colesterol y las enzimas involucradas estan

esgquematizadas en la figura 1.
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Figura 1. Esquema de la sintesis de colesterol. Algunas de las principales vias, enzimas e intermediarios
que participan de la sintesis de colesterol estdn representados en la figura. La linea roja representa la
inhibicion de la enzima hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa (via de mevalonato) por las estatinas y
con ello la sintesis de compuestos isoprenoides, los cuales participan en modificaciones postraduccionales

de proteinas.



Lipoproteinas
Debido a su naturaleza insoluble en agua, los lipidos en el organismo tienen que ser

transportados en lipoproteinas. Las cuales son macromoléculas pseudomicelares conformadas por
una fraccién proteinica y una lipidica. La fraccion proteinica estd compuesta por diferentes
apolipoproteinas; entre las cuales se encuentran la apo E, apo B, apo A-I, apo A-1ly apo C, entre
otras. Por su parte, la fraccion lipidica consiste en un nucleo de lipidos hidrofobicos,
triacilgliceroles y ésteres de colesterol (EC), rodeados de una monocapa de fosfolipidos y colesterol
no esterificado (lipidos hidrofilicos) (11).

Las lipoproteinas son particulas muy heterogéneas en su estructura y caracteristicas
fisicoquimicas. El tamafio y la densidad de las lipoproteinas son caracteristicas que pueden variar
en funcion del contenido de lipidos y apo; a mayor contenido de lipidos en las lipoproteinas, estas
incrementan su tamafio y disminuyen su densidad, mientras que a mayor contenido de apo, mayor
densidad. Por lo tanto, las lipoproteinas pueden ser clasificadas de acuerdo a su densidad de
flotacion en: quilomicrones, densidad (6) < 0.95 g/mL; lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL;
por sus siglas en inglés, Very Low-Density Lipoproteins), & 0.95-1.006 g/mL; lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL; por sus siglas en inglés, Intermediate-Density Lipoproteins), & 1.006-
1.019 g/mL; lipoproteinas de baja densidad (LDL; por sus siglas en inglés, Low-Density
Lipoproteins), 6 1.019-1.063 g/mL y lipoproteinas de alta densidad (HDL; por sus siglas en inglés,
High-Density Lipoproteins), d 1.063-1.21 g/mL y de acuerdo con el tipo de apo que contienen las
lipoproteinas pueden ser clasificadas en: lipoproteinas que contienen apo B (i. e. quilomicrones,
VLDL, IDL y LDL) y lipoproteinas que contienen apo A (HDL). Cabe destacar que la proteina
caracteristica de los quilomicrones es la apo B-48 (esta proteina representa solo el 48% de la

secuencia total de la apo B-100) y la proteina caracteristica de las VLDL, IDL y LDL es la apo B-
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100 (Figura 2). Por otra parte, la proteina més abundante de las HDL es la apo A-l (puede

representar hasta el 70% en masa de las apo en estas lipoproteinas).

Ultracentrifugacién Quilomicrones VLDL LDL HDL
? 100%
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( — RS ———
. , - B100
Apolipoproteinas < . _ o | M I ||| P B o e
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1.063 1.21

Figura 2. Principales clases de lipoproteinas segun su densidad. Quilomicrones y VLDL tienen el mayor
contenido de triacilgliceroles y del 1- 10% en masa de apolipoproteinas; LDL y HDL contienen
principalmente ésteres de colesterol en el centro y de 20- 50% de apolipoproteinas. Las principales
apolipoproteinas que componen a las diferentes clases de lipoproteinas estan indicadas con las lineas solidas;
las secundarias 0 menores apolipoproteinas componentes estan indicadas con lineas punteadas. En esta
imagen “colesterol” incluye ambos colesterol esterificado y no esterificado. Imagen tomada y modificada
de Jonas A (12).

El transporte de lipidos en el organismo es la funcion principal de las lipoproteinas (11, 13).
Los quilomicrones transportan triacilgliceroles y colesterol obtenidos desde el sitio de absorcion
en el epitelio intestinal hacia varias células del organismo. Las VLDL transportan triacilgliceroles
y colesterol desde el higado y lo distribuyen a las células de los tejidos. Las LDL son las principales
transportadoras de colesterol en el organismo y las HDL transportan el colesterol desde células del
organismo hacia el higado para reciclarlo o eliminarlo.

Las dislipidemias son alteraciones en las concentraciones plasmaticas de lipidos y
lipoproteinas, las cuales comprenden un amplio grupo de alteraciones metabolicas; la
hipercolesterolemia (concentraciones plasmaticas de colesterol elevadas), la hipertrigliceridemia

(concentraciones plasmaticas de triacilgliceroles elevadas), la hiperquilomicronemia
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(concentraciones plasmaticas elevadas de quilomicrones) y la hipoalfalipoproteinemia
(concentraciones plasmaticas disminuidas de C-HDL) son algunas de ellas.

Las dislipidemias pueden presentarse por causas ambientales (estilo de vida), predisposicion
genética 0 de manera secundaria con otras enfermedades (sindrome metabolico, diabetes,
hipotiroidismo) (14). Asi, las dislipidemias son uno de los principales factores de riesgo para el

desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Enfermedad aterosclerosa coronaria

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial (15, 16)
y la enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la forma mas comin de enfermedad
cardiovascular (17). La EAC es una de las principales causas de muerte en paises en vias de
desarrollo y desarrollados (18). En México, esta enfermedad es la segunda causa de muerte en la
poblacién adulta (19). La EAC es una enfermedad de etiologia inflamatoria, con diferentes
manifestaciones clinicas (angina estable, angina inestable, infarto al miocardio o muerte subita
cardiaca) (17). Los factores genéticos, factores ambientales y el estilo de vida tienen un papel
importante para el desarrollo de esta enfermedad (20, 21). La obesidad, la diabetes mellitus tipo 2,
el tabaquismo, la hipertension, el sedentarismo y las dislipidemias (22) son algunos de los

principales factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad.

Formacion del ateroma
La EAC se caracteriza por la oclusion paulatina de la luz de los vasos sanguineos causada por

el ateroma. La acumulacion y retencion de células y lipidos en el espacio subendotelial de los vasos
sanguineos es el primer paso para la formacion del ateroma. En este proceso intervienen varias

células y quimiocinas de diferentes origenes.
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La formacion del ateroma inicia con la disfuncion del endotelio vascular, la cual es originada
tanto por estimulos mecénicos (el flujo sanguineo en las bifurcaciones de los vasos sanguineos)
como por estimulos quimicos (un microambiente altamente oxidante, es decir, concentraciones
elevadas de especies reactivas de oxigeno y disminuidas de enzimas antioxidantes). La disfuncién
del endotelio permite la entrada de LDL al espacio subendotelial (23, 24), donde éstas son oxidadas
por especies reactivas de oxigeno. Las LDL oxidadas en sinergia con quimiocinas activan a las
células endoteliales y las células endoteliales activadas expresan moléculas de adhesion,
principalmente, selectina E, moléculas de adhesién de células vasculares tipo | (VCAM-I; por sus
siglas en inglés, Vascular Cell Adhesion Molecule 1) y moléculas de adhesién intercelular tipo |
(ICAM-I; por sus siglas en inglés, Intercellular Cell Adhesion Molecule I). Las células endoteliales
activadas expresan una mayor cantidad de moléculas de adhesion que las células endoteliales no
activadas. Las moléculas de adhesion facilitan la entrada de células del sistema inmunoldgico al
espacio subendotelial donde desencadenan una respuesta inflamatoria. Por esta razén, la
enfermedad aterosclerosa coronaria es considerada una enfermedad inflamatoria (25).
Adicionalmente, las células endoteliales activadas secretan la proteina quimiotactica para
monocitos-1 (MCP-1; por sus siglas en inglés, Monocyte Chemotactic Protein-1). Esta proteina
atrae monocitos al espacio subendotelial lo que intensifica la respuesta inflamatoria (26). En el
espacio subendotelial, los monocitos se diferencian a macréfagos, los cuales expresan receptores
scavenger tipo SR-A y CD36; estos receptores internalizan VLDL, remanentes de lipoproteinas
qgue contienen apo E y LDL modificadas (oxidadas, glicosiladas). La internalizaciéon y la
incapacidad de los macréfagos para eliminar estas particulas modificadas genera células espumosas
(27, 28), las cuales liberan factores quimiotacticos que exacerban la acumulacién y la formacién

de células espumosas.
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En esta etapa de la formacion del ateroma las HDL tendrian una funcion de proteccion

(antiaterogénica) (29).

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Las HDL son muy heterogéneas en forma, composicion y caracteristicas fisicoquimicas. Estas

lipoproteinas pueden ser particulas discoidales o esféricas, con diametros hidrodinamicos que
varian en el rango de los 5-13 nm. De acuerdo a su densidad de flotacion, las HDL pueden ser
separadas en dos fracciones; HDL2 (6 1.063-1.125 g/ml) y HDL3 (6 1.125-1.21 g/ml) (30).
Ademas, las HDL pueden ser separadas en 5 subpoblaciones en orden decreciente de tamario,
HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c (31) mediante electroforesis en geles de gradiente de

poliacrilamida en condiciones nativas.

La heterogeneidad de las HDL es resultado de los diferentes lipidos y proteinas que las
conforman. La fraccion proteinica de las HDL incluye apolipoproteinas, enzimas, proteinas de
transferencia de lipidos, proteinas de respuesta de fase aguda, por mencionar algunas. Sin embargo,
las apo son las proteinas méas abundantes en las HDL. La apo A-l puede representar hasta el 70%
de la proteina en las HDL. Empero, la apo A-1l, apo A-1V, apo AV, apo M y apo E forman parte
de estas lipoproteinas aungque en menor proporcion (32). Adicionalmente, estudios de protedmica
y lipidomica reportan la presencia de varias proteinas (LCAT, paraoxonasal, factor activador de
plaquetas, proteina a del suero amiloide, al- tripsina, entre otras) y mas de 200 lipidos en las HDL

(33, 34).

Composicion lipidica de las HDL
Las HDL estan conformadas principalmente por fosfolipidos (glicerofosfolipidos vy

esfingolipidos), colesterol (esterificado y no esterificado) y triacilgliceroles (35). La cantidad de

estos lipidos es variable en las HDL. Los fosfolipidos representan hasta el 50% en masa de los
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lipidos totales y son componentes estructurales de las HDL. El colesterol no esterificado representa
del 5-10% en masa de los lipidos totales y el colesterol esterificado; la forma de colesterol méas
abundante en estas lipoproteinas representa del 30-40% en masa de los lipidos totales (36). Los
triacilgliceroles representan del 5-12% en masa de los lipidos totales en las HDL y son obtenidos
de las lipoproteinas que contienen apo B al ser intercambiados por colesterol esterificado.

Los &cidos grasos de las HDL forman parte de la estructura de los diferentes lipidos que las
conforman. La fosfatidilcolina es el glicerofosfolipido més abundante en las HDL y est&
conformada por dos cadenas de &cidos grasos unidas por un enlace éster a una molécula de glicerol
(Figura 3a) (37) y un residuo de colina. Los pares de &cidos grasos de la fosfatidilcolina pueden ser
acido palmitico (16:0)/ &cido linoleico (18:2); &cido estearico (18:0)/ &cido linoleico (18:2); &cido
palmitico (16:0)/ &cido araquiddnico (20:4) o acido palmitico (16:0)/ acido oleico (18:1) (38). Los
acidos grasos saturados 16:0/ 18:0 estdn presentes principalmente en las cadenas de la
lisofosfatidilcolina de las HDL (38). La fosfatidiletanolamina contiene acidos grasos de cadena
larga (36:2 y 38:4) principalmente (39). La esfingomielina es el esfingolipido principal en las HDL
(38). La esfingomielina (Figura 3b) contiene un grupo fosfato de colina unido al residuo de
esfingosina en el extremo hidroxilo mediante un enlace éster y una cadena de un &cido graso unida
al extremo amino de la esfingosina mediante un enlace amida (37). Los acidos grasos mas
abundantes en la esfingomielina son el 18:1/ 16:0 y 18:2/ 24:0.

Los fosfolipidos aportan la mayor cantidad de los acidos grasos de las HDL, sin embargo, el
colesterol esterificado y los triacilgliceroles también contienen acidos grasos en su estructura. El
grupo hidroxilo del colesterol es la parte polar y reactiva de la molécula. En esta parte la reaccion
de esterificacion del colesterol se realiza. Durante la esterificacion, el acido graso en la posicién
sn-2 de la fosfatidilcolina se une al grupo hidroxilo del colesterol mediante un enlace éster por

accion de laenzima LCAT (LCAT; por sus siglas en inglés, Lecithin Cholesterol AcylTransferase)
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(40). El linoleato de colesterilo (Figura 3d, &cido graso 18:2) es la forma de colesterol esterificado
maés abundante en las HDL (38). Los triacilgliceroles consisten en una molécula de glicerol unida
a tres cadenas de acidos grasos mediante enlaces éster (Figura 3e). Los principales &cidos grasos

presentes en los triacilgliceroles de las HDL son el 16:0, 18:1y 18:2.
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Figura 3. Estructuras quimicas de los principales lipidos en las HDL. Los principales fosfolipidos en las
HDL son a) la fosfatidilcolina y b) la esfingomielina, estos aportan la mayor cantidad de acidos grasos en
las HDL. c¢) y d) El linoleato de colesterilo es el éster de colesterol mas abundante en las HDL. e) Los
triacilgliceroles tienen acidos grasos saturados principalmente.

Metabolismo de las HDL; Transporte reverso de colesterol
El metabolismo intravascular de las HDL es considerado la principal funcion antiaterogénica

de las HDL. A este también se le conoce como transporte reverso de colesterol (RCT; por sus siglas
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en inglés, Reverse Cholesterol Transport) y se define como el retorno de colesterol desde las células
del organismo (incluyendo las células espumosas en el ateroma) hacia el higado para su eliminacion
o reciclaje.

El RCT (Figura 4) inicia con la secrecion hepatica de particulas discoidales (particulas pre-
B1), las cuales estan compuestas por apo A-ly fosfolipidos. Estas particulas obtienen el colesterol
(eflujo de colesterol) de las células del organismo a través del transportador de membrana
dependiente de ATP, miembro 1 de la subfamilia ABCA (ABCAL; por sus siglas en inglés, ATP-
Binding Cassette Transporter Al) (41). El colesterol en las particulas pre-p es esterificado por la
enzima LCAT (40) y los ésteres de colesterol hidrofdbicos se internan en la particula, lo cual
remodela la particula pre-f en una particula esférica de mayor tamarfio (HDL2).

Los ésteres de colesterol de las HDL2 pueden ser eliminados de las HDL por dos vias. En una
de ellas, los ésteres de colesterol en las HDL2 son intercambiados por triacilgliceroles provenientes
de las VLDL/LDL. El intercambio es facilitado por la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol (CETP; por sus siglas en inglés, Cholesteryl Ester Transfer Protein). A su vez, los ésteres
de colesterol intercambiados a las VLDL/LDL son eliminados por el receptor hepéatico apo B/E.
En la otra via, los ésteres de colesterol de las HDL son eliminados a través del receptor hepéatico
(SR-BI; por sus siglas en inglés Scavenger Receptor class B type 1). Este receptor elimina
selectivamente los ésteres de colesterol de las HDL y recicla una particula de menor tamafo
(HDL3). El mecanismo por el cual el receptor SR-BI capta los ésteres de colesterol ain es
desconocido (42-44).

Las particulas HDL3 son capaces de reiniciar el ciclo de captacion de colesterol. Estas
particulas HDL3 aceptan colesterol a través del transportador de membrana dependiente de ATP
miembro 1 de la subfamilia ABCG (ABCG1L; por sus siglas en inglés, ATP Binding Cassette

Transporter G1) (45). Por otra parte, los triacilgliceroles intercambiados a las HDL por la CETP
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son hidrolizados por accion de la lipasa hepatica. Esta hidrdlisis, en sinergia con la actividad de la
proteina de transporte de fosfolipidos remodela a las HDL y genera particulas de menor tamafio;
HDL3 y apo A-I pobre en lipidos capaces de reiniciar el ciclo de captacion de colesterol.

Los componentes lipidicos y proteinicos de las HDL son catabolizados de manera individual
(46). Como se menciond anteriormente, los lipidos son eliminados a través de diferentes receptores
y enzimas y la apo A-1 disociada o pobre en lipidos puede ser eliminada a traves de receptores

cubulina y megalina, del tabulo renal (46, 47).
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Figura 4. Esquema del transporte reverso de colesterol (RCT). El RCT inicia con la sintesis hepatica de
particulas pre-p1, las cuales obtienen el colesterol de las células espumosas (o periféricas) a través del
receptor de membrana dependiente de ATP ABCAL dando como resultado una particula HDL3. El
colesterol en las HDL3 es esterificado por accion de la enzima lecitina colesterol acilo transferasa (LCAT),
lo cual genera una particula de mayor tamafio HDL2. Los ésteres de colesterol (CE) en las HDL2 pueden
ser 1) captados selectivamente por el receptor hepatico SR-BI, proceso que genera particulas HDL3 capaz
de reiniciar el ciclo de captacién o 2) intercambiados por triacilgliceroles provenientes de lipoproteinas que
contienen apo B (intercambio facilitado por la proteina de transferencia de ésteres de colesterol, CETP). Los
CE intercambiados en las lipoproteinas que contienen apo B son eliminados por el receptor hepatico apo
B/E. Las HDL con triacilgliceroles son remodeladas en particulas mas pequefias por accién de la lipasa
hepética (LH) y la proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP). La apo A-1 y las HDL pequefias son
catabolizadas a través de receptores megalina y cubulina en el rifion.
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Propiedades antiaterogénicas de las HDL
El RCT es el mecanismo mas aceptado para explicar la funcion antiaterogénica de las HDL.

Diversos estudios han asociado las diferentes etapas del RCT (eflujo de colesterol, transferencia de
lipidos entre lipoproteinas y catabolismo de la apo A-I) con la disminucion del riesgo
cardiovascular (48-50).

Sin embargo, durante el RCT el tamafio y la composicion quimica de las HDL son modificados
por varios factores de remodelacion (45), lo cual genera varias subpoblaciones con diferentes
propiedades antiaterogénicas (51-60). Por ejemplo, la actividad antioxidante de las HDL ha sido
atribuida a su asociacion con la enzima paraoxonasa (PON1) (61). La PON1 previene la oxidacion
de las LDL y la captacién de las LDLox por los macrofagos, reduce el estrés oxidativo en los
macrofagos y elimina a las LDLox (62). Esta asociacion con la PON1 es mas abundante en las
subpoblaciones pequefias de las HDL (63). Ademas, las HDL tienen propiedades benéficas sobre
la funcion del endotelio vascular (64). Al respecto, las HDL mantienen el balance de lipidos en
microdominios de membrana denominados caveolas. Las caveolas estdn formadas principalmente
por oligdbmeros de la proteina caveolina-1 en sitios con una gran cantidad de colesterol (65, 66).
De esta manera, las HDL estimulan la produccion de éxido nitrico por las células endoteliales. las
HDL retienen y mantienen el funcionamiento de la sintasa de 6xido nitrico (67). Ademas, las HDL
regulan la respuesta inflamatoria (55, 68) al modular la expresion de moléculas de adhesion

VCAM-I, ICAM-1y selectina E en el endotelio vascular.

Estatinas
Uno de los objetivos principales en la prevencion primaria de las enfermedades

cardiovasculares es la reduccion de la concentracién plasmatica de C-LDL y las estatinas son la

primera eleccién farmacoldgica para lograr este objetivo (69, 70).
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Las estatinas estan conformadas por dos estructuras principales: una estructura de anillos, los
cuales pueden ser anillos parcialmente reducidos de naftaleno (lovastatina, simvastatina,
pravastatina), pirrol (atorvastatina), indol (fluvastatina), pirimidina (rosuvastatina), piridina
(cerivastatina) o quinolina (pitavastatina) con diferentes sustituyentes y un farmacoforo, el cual
consiste en un segmento de acido dihidroxiheptanoico (71). Los sustituyentes de la estructura de
anillos determinan la solubilidad y otras propiedades farmacoldgicas de las estatinas. El
farmacdforo es similar en estructura al sustrato natural de la enzima HMG-CoA reductasa, el

HMG-CoA (Figura 5).
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Figura 5. Estructura quimica de la a) atorvastatina y estructura quimica del b) &cido dihidroxi-heptanoico.
El farmac6foro de la atorvastatina es similar en estructura al acido dihidroxi-heptanoico y a un segmento
del sustrato de la enzima HMG-CoA reductasa.

Las estatinas son inhibidores competitivos de la HMG-CoA reductasa, enzima clave en la
sintesis enddgena del colesterol. Las estatinas compiten con el HMG-CoA por la union al sitio
activo. Una vez formado el complejo estatina-enzima, la conformacion de la HMG-CoA reductasa
es alterada dando como resultado la inactivacion de la enzima y, por lo tanto, la sintesis de
colesterol disminuye. Esta disminucion de colesterol puede ocurrir mediante dos mecanismos; en
uno, las estatinas inhiben la actividad de la enzima HMG-CoA reductasa, disminuyendo asi la
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sintesis de colesterol de novo y en el otro, las estatinas incrementan la expresion del ARNm del
receptor hepatico de LDL. El catabolismo de las LDL incrementa (72), en respuesta al incremento
del nimero de receptores y la captacion de LDL circulantes.

La expresion del ARNm del receptor hepético de LDL y la sintesis de colesterol son reguladas
a través de proteinas de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP; por sus siglas en
inglés, Sterol Regulatory Element-Binding Protein). Adicionalmente, estas proteinas regulan la
transcripcion de genes que codifican para otras proteinas, como la enzima HMG-CoA reductasa,
el receptor hepatico SR-BI (73) y el transportador de membrana ABCA1 (74).

Las proteinas SREBP son proteinas de membrana que pertenecen a una familia de factores de
transcripcion conformada por 3 subtipos; SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2. Las proteinas
SREBP-1 se encuentran abundantemente en el higado y glandulas suprarrenales. Estas proteinas
regulan el metabolismo de triacilgliceroles y &cidos grasos. En contraste, la proteina SREBP-2 se
encuentran en todos los tejidos y esta involucrada en la regulacion del metabolismo del colesterol
(75, 76). Las proteinas SREBP son sintetizadas en el reticulo endoplasmico de las células.

La regulacion via SREBP se lleva a cabo en la membrana del reticulo endoplasmico, donde la
proteina SREBP forma un complejo (SREBP/SCAP) con otra proteina de membrana denominada
proteina activadora de escision a SREBP (SCAP; por sus siglas en inglés, SREBP-Cleavage
Activating Protein).

La proteina SCAP contiene dos dominios; el dominio de deteccion de esteroles (SSD; por sus
siglas en inglés, Sterol-Sensing Domain) en el extremo amino y el dominio de repeticion de
aminoéacidos (WD, triptéfano, aspartato) en el extremo carboxilo. EI dominio WD consta de 5
repeticiones de secuencias de 40 aminoacidos aproximadamente, involucradas en interacciones
proteina-proteina. EI dominio WD es la region de SCAP que forma el complejo SREBP/SCAP con

el dominio carboxilo terminal de SREBP (76, 77).
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En condiciones de concentraciones disminuidas de colesterol (p. ej. durante el tratamiento con
estatinas), el complejo SREBP/SCAP se mueve hacia el aparato de Golgi en donde actian dos
proteasas, la proteasa de sitio 1 y la proteasa de sitio 2 (S1P y S2P; por sus siglas en inglés, Site-1
Protease y Site-2 Protease respectivamente) sobre SREBP para liberar su forma activa. La S1P
hidroliza a SREBP en el bucle luminal. Posteriormente, S2P hidroliza el extremo amino terminal
y libera el factor de transcripcion activo (nNSREBP) de la membrana. nSREBP se traslada al ntcleo
donde se une a elementos reguladores de esteroles en el promotor de genes blanco (78). En
condiciones de concentraciones elevadas de colesterol, el complejo SREBP/SCAP se mantiene
anclado a la membrana del reticulo endoplasmico y la activacién de SREBP no ocurre.

Actualmente, el tratamiento con estatinas es la Unica alternativa farmacoldgica capaz de
reducir el riesgo cardiovascular (79). El tratamiento con estatinas disminuye principalmente las
concentraciones de C-LDL. Sin embargo, manifiesta efectos limitados sobre las concentraciones
plasméticas de triacilgliceroles y C-HDL (80). Con el tratamiento con estatinas, diferentes
moléculas involucradas en el metabolismo de lipidos manifiestan efectos benéficos, por ejemplo,
las concentraciones plasmaticas de apo A-l incrementan (81) al inhibir la via de sefializacion de la
proteina Rho y la activacion de PPARa en células HepG2 (80, 82). La funcion endotelial de
pacientes con dislipidemia tratados con estatinas mejora al aumentar la expresion de la eNOS y la
liberacion de 6xido nitrico por las células endoteliales (83). Ademas, el tratamiento con estatinas
tiene efectos sobre el tejido adiposo, el cual recientemente ha despertado interés por su papel en el

metabolismo energético del organismo y su asociacion con las enfermedades cardiovasculares (84).

Fibratos
Los fibratos son agonistas de los receptores activados por el proliferador de peroxisomas alfa

(PPARa), los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares de factores de
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transcripcion activados por ligandos (85). En general, los PPAR activan la transcripcion de genes
involucrados en el metabolismo energético, por ejemplo, en el higado activan genes involucrados
en el metabolismo de acidos grasos, en el tejido adiposo activan genes involucrados en el
almacenamiento de lipidos y en macréfagos activan genes involucrados en el RCT.

Los PPARa son expresados ampliamente en tejidos con un metabolismo acelerado de acidos
grasos como el higado, el rifién, el corazén y masculo esquelético (86).

El mecanismo de accion de los fibratos involucra su uniéon a los PPARa formando un
heterodimero con el receptor nuclear retinoico (RXR) activado por su ligando. EI heterodimero se
une a elementos de respuesta especificos para el proliferador de peroxisomas (PPRES) localizados
en la region promotora de genes blanco. En consecuencia, la transcripcion de los genes blanco es
activada. Los PPREs consisten en la repeticion de la secuencia AGGTCA separada por uno o dos
nucleétidos (86, 87). Los PPARa regulan la transcripcion de genes por dos mecanismos. El primer
mecanismo es directo y activa la transcripcion de genes. Este mecanismo depende de la unién
directa al ADN. EI segundo mecanismo es indirecto y depende de su interferencia (interaccion
proteina-proteina) con factores de transcripcion de otras vias de sefializacion La interferencia de
los PPARSs con la via de sefializacion del factor de necrosis tumoral puede inhibir la produccion de
moléculas inflamatorias (87).

Los fibratos son empleados en la préctica clinica para tratar pacientes con desordenes lipidicos.
El tratamiento con fibratos tiene efectos sobre los lipidos, proteinas y lipoproteinas. Los fibratos
disminuyen la concentracion plasmatica de triacilgliceroles al inhibir su sintesis y acelerar su
depuracion. Los fibratos activan a los PPARa ¢ inducen la beta oxidacion de los &cidos grasos en
el higado, lo que reduce la disponibilidad de &cidos grasos para la sintesis y secrecion de VLDL
(88). Adicionalmente, la expresion y la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) incrementa. Esta

enzima hidroliza a los triacilgliceroles de las diferentes lipoproteinas (89) e incrementa la sintesis
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de la apo AV (90). Ademas, los fibratos tienen efectos sobre la apolipoproteina C, la cual participa
en el metabolismo de los triacilgliceroles. La apo C-llII disminuye el catabolismo de las
lipoproteinas ricas en triacilgliceroles al interferir en su unién con el endotelio y la subsecuente
lipolisis por la LPL. La sintesis de apo A-l 'y All también incrementa con este tratamiento, dando
como resultado un incremento en la concentracion de C-HDL. Ademaés, el tratamiento con fibratos

modifica la composicién y el metabolismo de las HDL (91).

Composicién vs funcion de HDL
Es bien conocida la relacion inversa que existe entre la concentracion plasmatica de C-HDL y

el riesgo cardiovascular (92). En consecuencia, diferentes estrategias empleando agentes
farmacoldgicos (estatinas, fibratos, inhibidores de CETP, &cidos grasos omega 3, niacina) han sido
desarrolladas para disminuir la concentracion plasmatica de colesterol total e incrementar
(indirectamente) la concentracién plasmatica de C-HDL y con ello disminuir el riesgo
cardiovascular.

Al respecto, el tratamiento con estatinas y fibratos disminuye las concentraciones plasmaticas
de colesterol e incrementa el C-HDL (3). Sin embargo, los resultados de diferentes ensayos clinicos
han demostrado la ineficacia del incremento del C-HDL sobre la reduccién del riesgo
cardiovascular (93-96). La concentracion plasmatica de C-HDL en los pacientes aumenta, pero
dicho aumento no se asocia con una disminucion del riesgo cardiovascular (93, 95, 96). Esto puede
ser explicado debido a que la concentracion de C-HDL por si sola no refleja la compleja
composicion de las HDL ni su funcionalidad.

La posible relacion entre la estructura y funcion de las HDL es controversial y no ha sido

dilucidada.

25



Diversos estudios sugieren que las propiedades antiaterogénicas de las HDL estan relacionadas con
su estructura y composicion lipidica. Al respecto, resultados de estudios epidemioldgicos indican
que la fraccién de las HDL2 (subpoblaciones grandes) es la protectora. Mientras que estudios de
protedmica y lipidomica revelaron la alteracion de la estructura de las HDL en ciertas condiciones
patoldgicas y que la presencia de HDL alteradas aumenta el riesgo cardiovascular (97, 98). Por
ejemplo, pacientes con EAC tienen HDL pequefias enriquecidas con apo E (99). Dicho
enriquecimiento podria ser utilizado como marcador de deteccion de la enfermedad aterosclerosa
coronaria. Ademas, los fosfolipidos y los acidos grasos han sido asociados con la funcionalidad de
las HDL; el incremento en la cantidad de esfingomielina disminuye el eflujo de colesterol in vitro
(100). EI fosfatidilinositol, la fosfatidilserina, el fosfatidilglicerol y el &cido fosfatidico son
fosfolipidos cargados negativamente (38) que pueden modificar la carga de superficie de las HDL
(101, 102) y afectar interacciones con otras proteinas (dependientes de la carga). Por su parte, el
cambio de &cidos grasos saturados a insaturados ha sido asociado con particulas HDL mas fluidas
(103), las cuales tienen una mejor capacidad de aceptar colesterol (104). En contraste, el transporte
de colesterol alterado en pacientes con sindrome metabdlico ha sido asociado con particulas HDL
enriquecidas con triacilgliceroles (105) y &cidos grasos saturados (106). Adicionalmente, la
actividad antioxidante y antiinflamatoria de las HDL de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 esta
alterada posiblemente por el incremento de acidos grasos oxidados en las mismas (107). Por otra
parte, estudios metabdlicos indican que el catabolismo de la apo A-l de las HDL guarda una
relacién inversa con el tamafio y estructura de las lipoproteinas (58, 59).

En conjunto, la evidencia sugiere que la composicion lipidica y proteinica de las HDL puede
ser un mejor marcador de riesgo cardiovascular que sélo la concentracion de C-HDL. En

consecuencia, la validez de la concentracion plasmatica de C-HDL como marcador de riesgo
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cardiovascular es cuestionable (67, 108, 109). Esto plantea la necesidad de estudiar la estructura y
el metabolismo funcional (RCT) de las HDL en términos de proteccion cardiovascular.

Diversos estudios han demostrado que tanto las estatinas como los fibratos tienen efectos sobre
la estructura de las HDL; modifican la composicion de las subpoblaciones de HDL e incrementan
la sintesis de apo A-l. Asimismo, estos fa&rmacos mejoran la funcion endotelial, al igual que las
HDL. Sin embargo, no se sabe si existe un efecto sinérgico entre las estatinas y los fibratos sobre
la estructura de las HDL y el RCT in vivo. De ser asi, la combinacion atorvastatina-fenofibrato
podria convertirse en un objetivo terapéutico; ya que los farmacos actlan de manera
complementaria sobre diferentes parametros bioquimicos y pueden actuar de manera

complementaria.

Es importante enfatizar que la administracion simultdnea de estatinas y fibratos puede
exacerbar el riesgo de efectos secundarios sobre musculo e higado (110). De ahi la importancia de
valorar en su justa dimension los efectos benéficos de la combinacion farmacoldgica. Esta
informacion permitird contrastar adecuadamente el riesgo-beneficio que ofrece para el paciente

dicha combinacion farmacoldgica.
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Hipotesis
La combinacion farmacoldgica atorvastatina-fenofibrato modificara la estructura y la

composicion lipidica de las HDL, lo cual tendré una repercusion favorable sobre el metabolismo

de estas lipoproteinas en términos de proteccion cardiovascular.
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Objetivo
Determinar el efecto de la combinacion farmacoldgica atorvastatina-fenofibrato sobre la

estructura de las HDL y el efecto de dichos cambios estructurales sobre la funcion de las HDL
determinada por la cinética catabolica de apo A-1y la transferencia de ésteres de colesterol entre

lipoproteinas.

Objetivos particulares

Determinar el efecto de la combinacién farmacoldgica atorvastatina-fenofibrato sobre la
estructura de las HDL con base en la distribucion relativa de tamafio y la concentracion de los
lipidos de las subpoblaciones de HDL.

Determinar el efecto de la combinacion farmacoldgica atorvastatina-fenofibrato sobre la
depuracién de la apo A-I de las HDL.

Determinar el efecto de la combinacion farmacoldgica atorvastatina-fenofibrato sobre la

transferencia de ésteres de colesterol entre lipoproteinas.
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Meétodos

Animales
Modelo animal de dislipidemia

Conejos Nueva Zelanda macho de 3 a 3.5 kg de peso fueron utilizados en este estudio. Los
conejos fueron alimentados con una dieta alta en grasa que consistio en; alimento estandar para
conejo suplementado con colesterol (0.2% p/p) y aceite de canola (2% p/p) para generar

dislipidemia (hipercolesterolemia exogena).

Modelo animal sin dislipidemia

Conejos Nueva Zelanda macho de 2 a 2.5 kg de peso fueron utilizados y alimentados con una
dieta estandar para conejo. Todos los conejos recibieron agua ad libitum.
Todos los procedimientos fueron realizados con el acuerdo del Comité Cientifico del Instituto

Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

Tratamiento farmacoldgico
Modelo animal de dislipidemia

Los conejos fueron aleatorizados en cinco grupos: el grupo de conejos control, el grupo
dislipidemia (D), el grupo D+ atorvastatina, el grupo D+ fenofibrato y el grupo D+ combinacién
(n=9 para cada uno de los grupos). Los conejos recibieron diariamente por via oral 0.33 mg/kg de
peso de atorvastatina o 2.6 mg/kg de peso de fenofibrato o la combinacion de ambos farmacos
(0.33 mg/kg de atorvastatina méas 2.6 mg/kg de fenofibrato). Adicionalmente, los conejos de los
grupos control y dislipidemia recibieron diariamente por via oral el vehiculo de administracion de

los farmacos (500 pl de aceite de canola).

Modelo animal sin dislipidemia

Los conejos fueron aleatorizados en cuatro grupos: el grupo de conejos control, el grupo
atorvastatina, el grupo fenofibrato y el grupo combinaciéon (n= 6 para todos los grupos). Los

conejos fueron medicados diariamente por via oral. Las dosis utilizadas fueron las mismas que
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aquellas descritas anteriormente. Adicionalmente, los conejos del grupo control recibieron
diariamente por via oral el vehiculo de administracion de los farmacos (50 pl de aceite de canola
+ 450 pl de agua).

La duracion de los tratamientos fue de ocho semanas.

Conejos Nueva Zelanda

|
! ‘

Dislipidemia Sin dislipidemia

!

Parametros Tratamiento
-— .

bioquimicos A F,A-FyC
L HDL )
Estructura Metabolismo
' ! | '
1 v
Distribucion Composicidn Cinéticade ésteres

Cinética de apo A-l

de tamafio de lipidos de colesterol

Figura 6. Esquema de la metodologia utilizada en este trabajo. Empleamos conejos Nueva Zelanda, a los
cuales les generamos dislipidemia con una dieta enriquecida con colesterol al 0.2% p/p y aceite de canola
al 2% p/p. Posteriormente, les administramos tratamiento farmacolégico A, atorvastatina 0.66 mg/kg/dia;
F, fenofibrato 2.6 mg/kg/dia; A-F, atorvastatina mas fenofibrato y C, vehiculo de administracion.
Cuantificamos diferentes pardmetros bioquimicos (ver texto) y aislamos las HDL del plasma de todos los
conejos. Determinamos la estructura de las HDL mediante la distribucién de tamafio y la composicion de
lipidos de las subpoblaciones de HDL. Ademas, realizamos cinéticas metabolicas de apo A-l y ésteres de
colesterol. La linea punteada indica que la cinética de ésteres de colesterol fue realizada en conejos sin
dislipidemia (conejos alimentados con una dieta normal).

Muestras de sangre
Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion de la arteria central de la oreja de los

conejos después de un ayuno de diez horas. Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos

con anticoagulante (15 Ul/ml heparina sodica) y fueron centrifugadas a 1300 g durante 15 minutos.
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El plasma fue separado en alicuotas de 1 ml, las cuales fueron utilizadas o congeladas a -70° C

hasta su uso.

Parametros bioquimicos
Las concentraciones plasmaticas de colesterol, triacilgliceroles y glucosa fueron cuantificadas

a partir de plasma fresco mediante métodos enzimaticos colorimétricos disponibles
comercialmente (Laboratorios Randox, Antrim, Reino Unido y Wako Chemicals, Richmond, VA,
EUA). Las concentraciones plasmaticas de los lipidos asociados a las HDL (colesterol; C-HDL,
triacilgliceroles; Tg-HDL vy fosfolipidos; Ph-HDL) fueron cuantificadas en plasma fresco despues
de precipitar selectivamente a las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL/LDL) con un reactivo
de acido fosfotungstico/ cloruro de magnesio (Laboratorios Randox, Antrim, RU). El sobrenadante
fue recuperado y en éste las concentraciones plasmaticas de C-HDL, Tg-HDL y Ph-HDL fueron
cuantificadas mediante métodos enzimaticos colorimétricos. Adicionalmente, la concentracion
plasmatica de apo A-I fue cuantificada en los conejos sin dislipidemia mediante un ensayo de
ELISA (Mybiosource, San Diego, CA, EUA). Todas las cuantificaciones fueron realizadas

siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Aislamiento de HDL
Las HDL fueron aisladas a partir de plasma mediante ultracentrifugacion secuencial. La

densidad (8) de 1 ml de plasma fue ajustada a 1.063 g/ml con bromuro de potasio (KBr) sélido. El
plasma 6 1.063 g/ml fue colocado en tubos de policarbonato de 3.2 ml y 2 ml de disolucion de KBr
(6 1.063 g/ml) fueron agregados a los tubos para obtener un volumen aproximado de 3 ml. Los
tubos con plasma 6 1.063 g/ml fueron centrifugados durante 2.5 h a 10 °C y 543 000 g. La fraccion
del sobrenadante (VLDL/ LDL) fue eliminada y el volumen total de la fraccidn de plasma restante

(HDL) fue ajustado a una 6 1.21 g/ml con KBr solido. El plasma & 1.21 g/ml fue colocado en tubos
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y el volumen de disolucion de KBr (6 1.21 g/ml) necesario para obtener un total de 3 ml fue
agregado a los tubos. Los tubos & 1.21 g/ml fueron centrifugados durante 3 h a 10 °C y 543 000 g.
La fraccion del sobrenadante (HDL) fue recuperada y fue centrifugada durante 3 h a 10 °C y 543
000 g con disolucién de KBr & 1.25 g/ml. Finalmente, las HDL fueron recuperadas del
sobrenadante y fueron dializadas en una membrana de celulosa con amortiguador TBE (Tris 0.09

mol/l, &cido bérico 0.08 My EDTA 3 mM, pH 8.4) al menos tres veces.

Determinacion de la estructura de las HDL
La estructura de las HDL fue determinada mediante la distribucion relativa de tamafio y la

concentracion de los lipidos de las subpoblaciones de HDL a través de electroforesis en condiciones
nativas en geles de poliacrilamida de gradiente 3—-30 % a partir de HDL aisladas. Con esta técnica
las HDL son separadas en 5 subpoblaciones (HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c) en orden
decreciente de tamario.

Brevemente, 25 ug de proteina HDL (muestra) fueron depositados por pozo en tres geles de
poliacrilamida de gradiente 3-30%. La electroforesis fue realizada durante 22 h a 180 V a 10 °C.
Los geles fueron tefiidos con reactivos enzimaticos desarrollados en el laboratorio y fueron
incubados durante 30 minutos a 37 °C en condiciones de oscuridad para revelar colesterol,
triacilgliceroles y fosfolipidos (111, 112). Al terminar el periodo de incubacion, los geles fueron
lavados con agua y fueron escaneados en un densitometro GS-670 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA)
para obtener la imagen de lipido correspondiente. Posteriormente, los geles fueron destefiidos con
una disolucion de metanol, &cido acético y agua (25, 10 y 65 % volumen/ volumen,
respectivamente) y fueron tefiidos con una disolucion de azul de commasie R-250 (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) al 0.1 % para revelar proteina. Nuevamente, los geles fueron lavados y

escaneados para obtener la imagen de proteina.
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La distribucion de subpoblaciones de HDL fue estimada mediante densitometria con el
software molecular analyst (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Un kit de proteinas globulares de alto
peso molecular (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, RU) y los siguientes intervalos
de tamafio para cada subpoblacién de HDL: HDL 3c, 7.94-8.45 nm; HDL 3b, 8.45-8.98 nm; HDL
3a, 8.98-9.94 nm; HDL 2a, 9.94-10.58 nm; HDL 2b, 10.58-13 nm fueron utilizados para estimar el
radio hidrodindmico de las HDL. La proporcion relativa de proteina o lipidos de cada subpoblacién
de HDL fue calculada integrando las areas bajo la curva para cada subpoblacion de HDL con
respecto al &rea bajo la curva total del densitograma. Las concentraciones plasméticas de colesterol,
triacilgliceroles y fosfolipidos de cada subpoblacion de HDL fueron calculadas multiplicando la
proporcién relativa de cada subpoblacion de HDL por la concentracién plasmatica del lipido
correspondiente. La distribucion relativa de tamafio de las subpoblaciones de HDL fue expresada
como proporcidn relativa de proteina HDL en porcentaje y la concentracion de lipidos por cada

subpoblacion de HDL fue expresada en mg/dl.

Marcado radiactivo de apo A-I
A partir de plasma de conejos donadores, las HDL fueron aisladas mediante

ultracentrifugacion secuencial como se describi6 previamente. La parte proteinica de las HDL (apo
A-1) fue marcada con el isotopo radiactivo yodo 125 (*%1). Brevemente, 1 mg de proteina HDL fue
mezclado con 1 mCi de yoduro de sodio (Na*?®l, 100 mCi/ ml, American Radiolabeled Chemicals
Inc, San Luis, MO, EUA) y (36 ul) cloramina T en (80 pl) amortiguador de fosfatos (PBS, 150
mM NaCl/8.6 mM NaHPO4/1.4mM NaH:PO.). La mezcla fue agitada durante 3 min.
Metabisulfito de sodio (40 pl) y barbital (375 pl) fueron agregados a la mezcla para detener la
reaccion. Las HDL marcadas con '2°I (*2°I-HDL) fueron separadas en fracciones (350 pl) con una

columna de 1 x 10 cm empaquetada con Sephadex G-25 (50-150 um, Pharmacia Fine Chemicals,
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NJ, EUA), 10 ml de solucion salina (0.9%) fueron utilizados como eluyente. De esta manera, la
radiactividad remanente del 21 libre fue eliminada de la muestra. Las fracciones con elevada
concentracion de proteinas y radiactividad (}*1-HDL) fueron mezcladas. Las #1-HDL fueron
esterilizadas con filtros de 0.22 um de didmetro (Millipore, Burlington, MA, EUA) y fueron
almacenadas a 4 °C hasta su uso.

La cuantificacion de proteinas fue realizada mediante el método de Lowry (113).

Cinética metabdlica de apo A-1
La cinética metabdlica de apo A-I fue realizada en los conejos con dislipidemia durante la

octava semana de tratamiento. Brevemente, un bolo de '?°I-HDL equivalente a 7 x 107 cuentas por
minuto (cpm; por sus siglas en inglés, counts per minute) fue administrado por puncion de la vena
marginal de la oreja derecha de los conejos. Diversas muestras de sangre de 1 ml fueron obtenidas
por puncion de la vena de la oreja izquierda a diferentes tiempos; 10 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h,
24 h, 48 h'y 72 h. Las muestras de sangre fueron centrifugadas durante 15 mina 4 °Cy 1300 g.
La radiactividad de *?°I-HDL fue medida en 100 pl de plasma con un contador de radiactividad
gamma. Los datos de radiactividad de %1-HDL fueron ajustados por el decaimiento radiactivo
natural del 1. Con estos datos, las curvas de decaimiento radiactivo de '?°I (porcentaje de
radiactividad vs tiempo) fueron construidas (Figura 7). La radiactividad de la muestra de sangre
obtenida a los 10 min fue utilizada como la radiactividad inicial (100%) de '?°I-HDL. Los datos
experimentales de las cinéticas fueron ajustados a un modelo bicompartimental para calcular la
tasa de catabolismo fraccional (FCR, por sus siglas en inglés Fractional Catabolic Rate) de la apo

A-1 de las HDL utilizando el software SAAMII (Figura 7).
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Figura 7. Curva de decaimiento radiactivo. Al= interseccién de la recta de distribucién con el eje de las
ordenadas; A2= interseccion de la recta de eliminacion con el eje de las ordenadas; a= pendiente de la recta
de distribucién, p= pendiente de la recta de eliminacion; t= tiempo.

Actividad antioxidante de la enzima paraoxonasal
La actividad de la PON1 fue determinada usando fenilacetato como sustrato y

espectrofotometria a una longitud de onda de 270 nm (57). Un ml de disolucién de reaccion
(fenilacetato 1 mmol/I, cloruro de calcio 0.9 mmol/l y tris-HCL 20 mmol/I, pH 8) fue colocado en
una celda de cuarzo y 10 pl de suero de conejo (dilucion 1:40) fueron afiadidos a la celda. La
absorbancia inicial y a los 3 min fue registrada. La actividad arilesterasa de la PON1 fue expresada

como el nimero de micromoles de fenilacetato hidrolizados por minuto por mililitro de suero. El
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coeficiente de extincién molar E270 1310 mol/l cm (114) de la reaccion de hidrolisis del fenilacetato

fue utilizado para calcular la actividad PON1.

Preparacion de ésteres de colesterol de HDL marcados con tritio
Plasma de conejos donadores fue utilizado para obtener ésteres de colesterol de HDL marcados

con tritio (*H-EC-HDL). Diez mililitros de plasma fueron ajustados a & 1.063 g/ml con KBr. El
plasma 6 1.063 g/ml fue centrifugado durante 2.5 h a 10°C y 543 000 g. El sobrenadante fue
eliminado y el volumen de plasma 6 1.063 g/ml restante fue dializado contra amortiguador PBS al
menos tres veces. Posteriormente, el volumen del plasma fue medido y colocado en un tubo de
vidrio. El plasma fue atemperado y mezclado con 1 pl/ml de colesterol marcado radiactivamente
con tritio (3H-C 1 uCi/mL 1a,20(n)-*H-colesterol, American Radiolabeled Chemicals Inc, San
Luis, MO, EUA). El plasma fue incubado durante 18 h a 37 °C con agitacion constante para
permitir la esterificacion del ®H-C en las HDL por accién de la enzima LCAT. Después del periodo
de incubacion, las HDL marcadas con tritio (*H-EC-HDL) fueron aisladas mediante
ultracentrifugacion secuencial. Las 3H-EC-HDL fueron separadas en fracciones de 350 pl con una
columna de 1 x 10 cm empaquetada con Sephadex G-25 (50-150 p, Pharmacia Fine Chemicals,
Piscataway, NJ, USA); 10 ml de solucion salina fueron utilizados como eluyente. Con este
procedimiento la radiactividad remanente del *H-C libre fue eliminada. Las fracciones con elevada
concentracion de colesterol y radiactividad (*H-EC-HDL) fueron mezcladas. Las *H-EC-HDL
fueron esterilizadas con filtros de 0.22 um de diametro (Millipore, Burlington, MA, EUA) y fueron

almacenadas a 4 °C hasta su uso.

Cinética de ésteres de colesterol de HDL marcados con tritio ( *H-EC-HDL)
La cinética metabolica de colesterol fue realizada en los conejos sin dislipidemia. La cinética

de colesterol fue realizada durante la quinta semana de tratamiento. Brevemente, un bolo de *H-
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EC-HDL equivalente a 1 x 10° cpm fue administrado por puncion de la vena marginal de la oreja
derecha de los conejos. Diversas muestras de sangre de 1 ml fueron obtenidas por puncion de la
vena de la oreja izquierda a diferentes tiempos; 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min,
120 min, 150 min, 180 min, 240 min y 300 min.

Las muestras de sangre fueron colocadas en tubos con heparina (15 Ul/ml) y fueron
centrifugadas durante 15 min a 1300 g y 4 °C. Posteriormente, la fraccion de lipoproteinas que
contienen apo B (6 1.063 g/ml, VLDL/LDL) y la fraccion de lipoproteinas que contienen apo A (3
1.21 g/ml, HDL) fueron aisladas mediante ultracentrifugacion secuencial. Las fracciones
VLDL/LDL y HDL aisladas fueron colocadas en frascos de vidrio con 4 ml de liquido de centelleo.
La radiactividad de *H-EC-HDL en las fracciones fue medida en un contador de centelleo TRI-

CARB 2200CA (Packard Instruments, Downers Grove, IL, EUA).

Analisis compartimental
Los datos experimentales fueron ajustados a un modelo de distribucion farmacoldgica de dos

compartimentos. En el modelo (Figura 8) consideramos dos compartimentos principales; el
compartimento 1 corresponde a la fracciéon plasmatica HDL y el compartimento 2 a la fraccion
plasmatica VLDL/LDL (Debido al efecto esperado de los tratamientos, concentraciones bajas de
LDL son esperadas; por lo tanto, agrupamos a las VLDL y LDL en una sola fraccion).
Adicionalmente, en el modelo consideramos cuatro constantes de transferencia. La transferencia
de H-EC desde la fraccion plasmatica HDL hacia la fraccion VLDL/LDL (transferencia pro-
aterogénica) fue representada por la constante de transferencia K(1, 2), la transferencia de *H-EC
desde la fraccion plasmatica VLDL/LDL hacia la fraccion HDL (transferencia antiaterogenica) fue
representada por la constante de transferencia K(2, 1) y las transferencias de salida de *H-EC de la

fraccion HDL y VLDL/LDL fueron representadas por las constantes de transferencia K(1, 0) y
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K(2, 0), respectivamente. El modelo y el ajuste matematico fueron realizados con el software
SAAMII (SAAM Institute, Washington, EUA). Las tasas de flujo ésteres de colesterol (umol/ | por
min) fueron calculadas multiplicando la concentracion plasmatica de ésteres de colesterol por la

constante de transferencia correspondiente.

Inyeccion de EC-HDL muestras EC-VLDL muestras
[*H]-EC-HDL
- K(1,2) »
« K(2,1) —
K(1,0) K(2,0)
¢ |

Flujo de salida HDL Flujo de salida VLDL/LDL

Figura 8. Modelo multicompartimental para la transferencia de EC entre lipoproteinas. Los circulos
representan los compartimentos de las dos fracciones de lipoproteinas y las flechas representan la direccion
de la transferencia o la via de eliminacién de EC. Los circulos grises representan el compartimento donde
las muestras fueron obtenidas.

Determinacion de la actividad de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol
La actividad de la CETP fue determinada a partir de plasma de cinco donadores humanos

clinicamente sanos. La fraccion VLDL/LDL (8 1.063 g/ml) fue aislada del plasma mediante
ultracentrifugacion secuencial y fue refrigerada hasta su uso. El plasma restante que contiene a las
HDL y a la LCAT fue dializado contra amortiguador PBS al menos 3 veces y el plasma dializado
fue marcado con *H-C (1 pl/ml de plasma; 1a,2a(n)-*H-colesterol, American Radiolabeled
Chemicals Inc, San Luis, MO, EUA) como se describi6 anteriormente. Posteriormente, la fraccion
de HDL3 (H-EC-HDL3, & 1.12 g/ml) marcada radiactivamente fue aislada mediante
ultracentrifugacion secuencial. Las *H-EC-HDL3 aisladas fueron refrigeradas hasta su uso. La
actividad CETP fue determinada de la siguiente manera; 3 pl de *H-EC-HDL3 (120 mg/ml de
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proteina), 100 ul de VLDL/LDL (2.5 mg/ml de proteina) y 10 pl de plasma de conejo que contiene
a la CETP fueron mezclados en tubos con 500 pl de amortiguador tris (10 mM). Los tubos con la
mezcla fueron incubados durante 16 h a 37 °C. Al finalizar la incubacion, 10 ul de la mezcla de
reaccion fueron colocados en frascos de vidrio con liquido de centelleo para medir la radiactividad
total. Por otra parte, las VLDL/LDL fueron precipitadas con 50 pl de una disolucion de dextran
sulfato (10 g/l) y sulfato de magnesio (0.5 M). La mezcla de reaccion fue centrifugada durante 10
min a 1300 g y 4 °C. El sobrenadante fue separado y colocado en frascos con liquido de centelleo.
La radiactividad fue medida en un contador de centelleo. La actividad de transferencia de lipidos
de la CETP fue expresada como el porcentaje de radiactividad transferida desde las HDL3
(sobrenadante) hacia las VLDL/LDL por diez pl de plasma de conejo durante 16 h. Las muestras
fueron realizadas por duplicado. Ademas, blanco de reactivo y de muestra fueron incluidos con
cada determinacion.

[Radiactividad total (cpm) — Radiactividad HDL3 (cpm)/ Radiactivad total (cpm)]*100

Composicién de &cidos grasos de las HDL
La composicién de los acidos grasos de las HDL fue realizada mediante cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (GC- MS por sus siglas en inglés). A partir de HDL
aisladas, los lipidos totales fueron extraidos mediante el método de Folch (Anexo 1). Los acidos
grasos fueron esterificados (metilados) con una disolucién anhidra de benceno:metanol y acido
sulfarico (Anexo 1). La preparacion de la muestra para la cromatografia de gases fue realizada de
la siguiente manera: cinco pl de oleato de etilo (1:50 en hexano, control interno) y 15 ul de hexano
fueron afiadidos a las muestras de acidos grasos metilados. 0.8 pl de la mezcla fueron inyectados
en el cromatografo de gases. Los acidos grasos metilados fueron separados y analizados en un

sistema GC-MS Hewlett Packard 5890/5972. Las siguientes condiciones fueron utilizadas para la
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cromatografia: columna capilar recubierta con polietilenglicol de 30 m de longitud, 0.32 mm de
didmetro y 0.5 um de grosor del recubrimiento (HP-INNOWAX 19091N-213, Hewlett Packard,
Palo Alto, CA, EUA), gas helio (0.999% pureza) como fase movil con una presion de 244 kPa,
split flow 15 ml/min, temperatura del inyector 240 °C, temperatura del detector 260 °C,
temperatura inicial del horno 170 °C y temperatura final del horno 260 °C y tiempo total del analisis
21 min. Los espectros de masa fueron obtenidos con una energia ionizante de 70 eV y rango de
escaneo de 50 a 700 a.m.u a 1.5 escaneos/seg. Los acidos grasos metilados fueron identificados al
comparar el tiempo de retencion y el espectro de masa con aquellos de los acidos grasos
esterificados utilizados como estandar. Las condiciones fueron probadas y estandarizadas con las
siguientes mezclas de acidos grasos esterificados Supelco Fame Mix GLC-10, GLC-20 y GLC-50

(Sigma- Aldrich, San Luis, MO, EUA).

Anélisis estadistico
La distribucion normal de los datos fue determinada con la prueba Kolmogorov-Smirnov. Los

datos con distribucion normal fueron expresados como media  error estandar. Las comparaciones
entre grupos fueron realizadas con la prueba ANOVA. Los datos sin distribucion normal fueron
expresados como mediana + rango intercuartilar y las comparaciones entre grupos fueron
realizadas con la prueba Kruskal-Wallis. Las pruebas estadisticas fueron realizadas con el software
IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 21 para Windows. Todas las

comparaciones fueron consideradas estadisticamente diferentes con un valor de p < 0.05.
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Resultados

Parametros bioguimicos.
Determinamos el efecto del tratamiento con atorvastatina, fenofibrato y la combinacion de

ambos farmacos sobre diferentes parametros bioquimicos en conejos con y sin dislipidemia. La
concentracion plasmatica de colesterol fue nueve veces mayor en los conejos con dislipidemia que
aquella en los conejos control (Tabla 1). Adicionalmente, la concentracion plasmatica de
triacilgliceroles sélo incrementd 30% en los conejos con dislipidemia con respecto a aquella en los
conejos control. Por otra parte, las concentraciones plasmaticas de colesterol y triacilgliceroles en
los conejos con dislipidemia que recibieron tratamiento con atorvastatina (D+ atorvastatina) y
fenofibrato (D+ fenofibrato) fueron similares a aquellas de los conejos con dislipidemia (Tabla 1).
Sin embargo, la concentracion plasmatica de colesterol disminuy6 3 veces en los conejos con
dislipidemia que recibieron el tratamiento combinado (D+ combinacion) con respecto a aquella en
los conejos dislipidemia (Tabla 1). De manera similar, la concentracién plasmatica de
triacilgliceroles disminuyd 40% en los conejos D+ combinacidn con respecto a aquella en los
conejos con dislipidemia. Adicionalmente, las concentraciones plasmaticas de C-HDL, Tg-HDL y
Ph-HDL en los conejos D+ combinacion fueron similares a aquellas de los conejos control,
mientras que en los conejos D+ atorvastatina y D+ fenofibrato estas concentraciones fueron
similares a aquellas en los conejos con dislipidemia (Tabla 1). Por otra parte, la actividad
antioxidante determinada por la actividad de la enzima PON1 fue similar en todos los grupos de

conejos con dislipidemia (Tabla 1).
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Tabla 1. Parametros bioquimicos y actividad antioxidante (PON1) en conejos con dislipidemia

Parametros Control Dislipidemia D+ atorvastatina D+ fenofibrato D+ combinacion
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Colesterol 56.5+5.3 515+73.8° 510.7 +58.52 605+ 123.2° 340.9 + 38.8 bcd
Tg 58.9+55 80.9+10.2° 77+14.1° 60+7.6° 45.3 +5.6°
Glucosa 944+19 126.7+12.1¢ 116.7+9.1% 1076+ 6.8 1126+5.1
C-HDL 25.6 £3.0 3751722 36+4.42 36.1+3.3°2 32.4 + 2,6 2bcd
Tg-HDL 244+1.38 11.4+1.72 16.7 £3.0° 20.3+1.8° 25.2 +3.4b¢
Ph-HDL 70.4 £ 3.7 415+6.6° 53.2+5.7°2 56.4 +2.62P 59.8 +3.92b
PON1 360.7 + 28.0 324.1+29.0 305.7+3.0 349.3+38.3 316.6 + 15.8

Tg, triacilgliceroles; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; Tg-HDL, triacilgliceroles de
lipoproteinas de alta densidad; Ph-HDL, fosfolipidos de lipoproteinas de alta densidad; PON1,
paraoxonasal. Los datos son media * error estdndar y estan expresados en mg/dl y en pmol/ml/min para la
actividad PON1. Prueba ANOVA, p < 0.05 vs. a conejos control, b dislipidemia, ¢ D+ atorvastatinay d D+
fenofibrato.

En cuanto, al efecto de los tratamientos sobre los diferentes pardmetros bioquimicos en los
conejos sin dislipidemia, observamos que tuvieron efectos limitados sobre las concentraciones
plasmaéticas de los lipidos de estos conejos. Las concentraciones plasmaticas de colesterol y glucosa
fueron similares entre todos los conejos tratados y los conejos control (Tabla 2). Por su parte, el
tratamiento con fenofibrato tendié a disminuir la concentracion plasmatica de triacilgliceroles
(Tabla 2). Las concentraciones plasmaticas de C-HDL y Ph-HDL en los conejos tratados con la
combinacién fueron 44 y 24 % mayores, respectivamente, que aquellas en los conejos control
(Tabla 2). Adicionalmente, las concentraciones plasmaticas de C-HDL y Ph-HDL fueron diferentes
entre los conejos tratados s6lo con atorvastatina o fenofibrato y los conejos tratados con la
combinacion (Tabla 2). Finalmente, las concentraciones plasmaticas de apo A-1 en los conejos
tratados con fenofibrato y la combinacién incrementaron 55 y 41 %, respectivamente, con respecto

a aquellas en los conejos control (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros bioquimicos en conejos sin dislipidemia

. Control Atorvastatina Fenofibrato Combinacion
Parametro _ _ _ _
n==6 n==6 n==6 n==6
Colesterol 54.49 + 2.34 46.02 + 4.09 48.86 + 6.40 50.23 £ 2.73
Triacilgliceroles 66.28 + 4.46 82.43 + 20.06 58.65 + 7.37 66.45 + 10.09
Glucosa 112.6 £ 5.76 113.14 + 2.52 115.12 +5.04 109.90 +1.80
C-HDL 30.60 £ 1.17 30.55+2.11 34.48 £ 3.54 43.96 + 4.703bc
Tg-HDL 37.02 £5.08 39.11 £5.63 32.88+1.85 41.19 + 8.57
Ph-HDL 76.32 £6.79 73.73+3.20 7158 +7.03 94.79 + 8.22b¢
Apo A-l 398.6 £ 32.6 408.1 + 20.8 617.6 +£10.82 560.2 + 77.02

C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; Tg-HDL, triacilgliceroles de lipoproteinas de alta
densidad; Ph-HDL, fosfolipidos de lipoproteinas de alta densidad; Apo A-1, apolipoproteina Al. Los datos
son media aritmética + error estandar y estan expresados en mg/dl. Prueba ANOVA, p < 0.05 vs. a conejos
control, b atorvastatina y c fenofibrato.

Estructura de las lipoproteinas de alta densidad.
La estructura de las HDL fue determinada con base en la distribucion relativa de tamafio y la

concentracion de los lipidos de las subpoblaciones de HDL. La distribucion de subpoblaciones de
HDL fue realizada mediante electroforesis de geles de poliacrilamida en gradiente 3-30% en
condiciones nativas y el anlisis densitométrico de los geles. Con respecto a la distribucion relativa
de tamafio de las subpoblaciones de HDL, la proporcién relativa de la subpoblacién HDL2b
(subpoblacidon grande) fue 24, 20 y 38% mayor en los conejos D+ atorvastatina, D+ fenofibrato y
D+ combinacion respectivamente, que aquella en los conejos control (Figura 9). La proporcion
relativa de las subpoblaciones HDL2a y HDL3a fue 20 y 15 % menor en los conejos D+
atorvastatina y D+ combinacién respectivamente, que aquella en los conejos control (Figura 9) y
la proporcion relativa de la subpoblacion HDL3c fue dos veces mayor en los conejos dislipidemia

que aquella en los conejos control (Figura 9).
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Figura 9. Distribucion relativa de tamafio de subpoblaciones de HDL en conejos con dislipidemia. La
combinacion atorvastatina-fenofibrato incrementa el tamafio de las HDL. Distribucion relativa de tamafio
de subpoblaciones de HDL. El &rea total bajo la curva de los densitogramas fue considerada como el 100%
y las areas parciales entre los intervalos de tamafio como el porcentaje relativo de cada subpoblacion de
HDL. Los datos son media + error estandar. n = 9. ANOVA, p < 0.05vs. a control, b dislipidemia.

En cuanto a la composicién de lipidos, la concentracion de colesterol en la subpoblacion
HDL2b fue hasta 50% mayor en todos los grupos de conejos alimentados con la dieta alta en grasa
(Figura 10a) que aquella en los conejos control. De manera similar, la concentracion de colesterol
en las subpoblaciones HDL3a, HDL3b y HDL3c incrementd en todos los conejos alimentados con
la dieta alta en grasa (Figura 10a). La concentracion de triacilgliceroles en las subpoblaciones de
HDL del grupo D+ combinacién fue similar a aquella del grupo control (Figura 10c), mientras que
en el resto de los grupos esta concentracion tendio (sin significado estadistico) a disminuir (Figura
10c). La concentracion de fosfolipidos en la subpoblacion HDL2b del grupo D+ combinacion fue
similar a aquella del grupo control, mientras que en el resto de los grupos esta concentracion

disminuyo (Figura 10b).
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Figura 10. Concentracion de los lipidos de las subpoblaciones de HDL en conejos con dislipidemia. La
combinacion atorvastatina-fenofibrato incrementa la concentracion de colesterol y fosfolipidos en las
subpoblaciones grandes. Los datos son media + error estandar. n = 9. ANOVA, p < 0.05vs. a control, b
dislipidemia, ¢ D+ atorvastatina y d D+ fenofibrato.
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En los conejos sin dislipidemia, ademas de la distribucion relativa de tamafio de
subpoblaciones de HDL, determinamos el tamafio maximo de la subpoblacion dominante de las
HDL mediante el analisis densitométrico de los geles y observamos un desplazamiento del punto
méaximo de absorbancia hacia las supoblaciones grandes de las HDL de los conejos tratados con
atorvastatina o fenofibrato individualmente, con respecto a aquel de los conejos control (Figura
11a, atorvastatina y fenofibrato a 10.39 £ 0.08 nm vs. control a 10.06 + 0.04 nm, p = 0.011). Sin
embargo, el mayor desplazamiento del punto méximo de absorbancia hacia la subpoblacién grande
HDL2b fue en los conejos tratados con la combinacion (Figura 11a, punto maximo de absorbancia
a 10.67 = 0.10 nm vs. control a 10.06 + 0.04 nm, p < 0.001). Adicionalmente, la distribucién de
tamafio de las HDL de los conejos tratados con la combinacién cambié hacia la subpoblacion
HDL2b (Figura 11b). La distribucion de tamafio de las HDL de los conejos tratados con
atorvastatina y fenofibrato individualmente fue similar a aquella de los conejos control (Figura

11b).
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Figura 11. Distribucién de tamafio de HDL en conejos sin dislipidemia. (a) Gréafica de tamafio méximo de
subpoblaciones de HDL. Unidades arbitrarias de absorbancia utilizadas en el eje vertical. (b) Distribucion
relativa de tamafio de subpoblaciones de HDL. El area total bajo la curva de los densitogramas fue
considerada como el 100% y las areas parciales entre los intervalos de tamafio como el porcentaje relativo
de cada subpoblacién de HDL. Los datos son media + error estandar. n =9. ANOVA, p < 0.05 vs. a control,
b atorvastatina.

En cuanto a la concentracion de colesterol por subpoblacion de HDL, esta fue similar entre los
conejos que solo recibieron atorvastatina o fenofibrato y aquella de los conejos control (Figura
12a). Sin embargo, la concentracion de colesterol fue incrementada en un 40 % en las
subpoblaciones HDL2b, HDL2a y HDL 3a de los conejos tratados con la combinacion con respecto
a aquella del grupo control (Figura 12a). De manera similar, el tratamiento en combinacion
incrementd en un 35 y 15 % la concentracion plasmatica de fosfolipidos en las subpoblaciones
HDL2b y HDL2a, respectivamente, con respecto a aquella de los conejos control (Figura 12b).
Adicionalmente, la concentracion plasmatica de fosfolipidos en las subpoblaciones HDL2b y
HDL 2a fue diferente entre los conejos tratados con atorvastatina o fenofibrato individualmente y
los conejos tratados con la combinacion (Figura 12b). Finalmente, no hubo cambios en la
concentracion plasmatica de triacilgliceroles de las subpoblaciones de HDL entre los cuatro grupos

de conejos (Figura 12c).
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Figura 12. Concentracion de los lipidos de las subpoblaciones de HDL en conejos sin dislipidemia. La
combinacion atorvastatina-fenofibrato incrementa la concentracion de colesterol y fosfolipidos en las
subpoblaciones grandes. Los datos son media * error estandar. n = 6. ANOVA, p < 0.05 vs. a control, b
atorvastatina, c fenofibrato.
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Catabolismo de la apo A-I de las HDL en conejos con dislipidemia
Algunos reportes sugieren que el tamafio y la composicién de las HDL podrian estar

relacionados con la depuracién de la apo A-I. Por lo tanto, realizamos estudios cinéticos para
calcular el FCR de la apo A-I de las HDL. EI FCR de la apo A-1 del grupo dislipidemia disminuyo
20 % con respecto al FCR de los conejos control mientras que el FCR de la apo A-I de los grupos
D+ atorvastatina, D+ fenofibrato y D+ combinacion aumento 25, 15 y 30 % respectivamente, con
respecto al FCR de los conejos control (Tabla 3). En resumen, los tratamientos farmacoldgicos

aumentaron la depuracion de la apo A-1 de las HDL.

Tabla 3. Tasa de catabolismo fraccional de la apo A-I de las HDL.

Grupos FCR (h) apo A-1 p vs control p vs dislipidemia
Control 0.0241 £ 0.0010 0.003
Dislipidemia 0.0186 + 0.0011 0.003
D + atorvastatina 0.0298 + 0.0017 0.021 <0.001
D + fenofibrato 0.0274 + 0.0009 0.033 <0.001
D + combinacion 0.0311 +£0.0017 0.004 <0.001

FCR, tasa de catabolismo fraccional. Los datos son media * error estandar. n = 9. Prueba ANOVA.

Composicién de &cidos grasos de las HDL
Determinamos la composicion de acidos grasos en las HDL mediante cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). La cantidad relativa de &cidos grasos saturados
disminuyd mientras que la cantidad relativa de acidos grasos insaturados incrementd en las HDL
de los conejos sin dislipidemia que recibieron tratamiento (efecto independiente del tratamiento).
La cantidad relativa de &cido palmitico (16:0) disminuy6 en un 30, 25y 27 % en las HDL de los
conejos sin dislipidemia tratados con atorvastatina, fenofibrato y la combinacidn, respectivamente,
con respecto a aquella de los conejos control (Figura 13). De manera similar, la cantidad relativa
de &cido estearico (18:0) disminuy6 aproximadamente 25 % en las HDL de todos los conejos sin

dislipidemia tratados, con respecto a aquella de los conejos control (Figura 13). En contraste, la
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cantidad relativa de acido oleico (18:1, A% increment6 en un 79, 61y 74 % en las HDL de los
conejos sin dislipidemia tratados con atorvastatina, fenofibrato y la combinacién, respectivamente,
con respecto a aquella de los conejos control. Finalmente, la cantidad relativa de acido linoleico
(18:2, A®'?) increment6 en un 60, 68 y 64 % en las HDL de los tres grupos de conejos sin

dislipidemia tratados con respecto a aquella de los conejos control (Figura 13).
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Figura 13. Composicion de acidos grasos de HDL. La cantidad relativa de acidos grasos totales de HDL
cambi6 de acidos grasos saturados a acidos grasos insaturados en las HDL de los conejos tratados. A partir
de HDL aisladas los acidos grasos totales fueron extraidos. Los acidos grasos fueron determinados por CG-
MS. Los éacidos grasos fueron identificados por su tiempo de retencién y espectro de masas; 16:0, &cido
palmitico; 18:0, &cido estedrico;18:1, &cido oleico;18:2, &cido linoleico. Los datos son media + error
estandar. n = 6. ANOVA p < 0.05 a vs control.

Estudios cinéticos in vivo de ésteres de colesterol de HDL marcados con tritio
Para explorar si las modificaciones de la estructura de las HDL tienen efecto sobre el transporte

de colesterol, realizamos estudios cinéticos (in vivo) de ésteres de colesterol (EC-*H-HDL)
marcados con tritio en los conejos sin dislipidemia. El intercambio de los EC entre lipoproteinas
(HDL hacia VLDL/LDL vy viceversa) fue incrementado en los conejos que recibieron tratamiento.

La transferencia de masa de EC desde las HDL hacia las VLDL/LDL fue cuatro y siete veces mayor
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en los conejos tratados con atorvastatina y la combinacion, respectivamente, que aquella en los
conejos control (Tabla 4). El tratamiento con fenofibrato incrementé la transferencia de EC tres
veces desde la fraccion HDL hacia VLDL/LDL y dos veces desde la fraccion VLDL/LDL hacia
HDL, con respecto a aquellas del grupo control. Sin embargo, los incrementos no fueron
estadisticamente significativos. Adicionalmente, la eliminacion de EC a través de la fraccién HDL
fue aproximadamente dos veces mayor en los conejos tratados con la combinacion que aquella en
los conejos control (Tabla 4). En contraste, la eliminacion de EC a través de la fraccion VLDL/LDL
disminuy6 a la mitad con el tratamiento de fenofibrato con respecto a aquella de los conejos

tratados con atorvastatina y control (Tabla 4).

Tabla 4. Transferencia de ésteres de colesterol entre lipoproteinas

Constantes Flujos de Control Atorvastatina Fenofibrato Combinacién
masa de EC n==6 n==6 n==6 n==6

K (1 2) HDL hacia 10.60 71.302 32.74 38.922

' VLDL/LDL (8.09-12.29) (43.45-84.11) (9.23-64.87) (21.65-51.77)
K (2.1) VLI_DL/LDL 11.46 80.63? 23.37 82.812

' hacia HDL (5.19-22.16) (52.42-101.25) (12.62-68.91) (10.55-190.81)
K (1, 0) Flujo de salida 3.28 4.69 2.34 5.69?

' HDL (3.06-5.14) (3.22-6.70) (1.66-5.56) (5.20-6.31)
K (2,0) Flujo de salida 8.08 7.26 3.94 ab 5.83

' VLDL/LDL (5.07-9.55) (6.67-9.19) (2.22-4.98) (3.89-18.91)

Los datos son media y rango intercuartilar. Las transferencias de masa de ésteres de colesterol estan
expresadas en pumol/l por minuto. Prueba Kruskal-Wallis, p < 0.05vs. a control y b atorvastatina.

Actividad de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol

Para explicar si las elevadas transferencias de EC entre lipoproteinas fueron debido a un
incremento en la actividad de transferencia de lipidos de la CETP, determinamos dicha actividad
en el plasma de los conejos. La actividad de transferencia de la CETP fue similar entre todos los
conejos tratados y control (25.02 + 3.03%, 24.48 + 2.32%, 25.12 + 2.82%, and 23.10 + 3.78% para
los conejos tratados con atorvastatina, fenofibrato, combinacion y control, respectivamente, p >
0.05).
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Discusion

La ineficacia de los tratamientos farmacologicos dirigidos a reducir el riesgo cardiovascular a
través de incrementar las concentraciones de C-HDL (93-96), indica que el C-HDL no refleja la
funcionalidad de estas lipoproteinas. De hecho, la estructura (tamafio, contenido de lipidos y
proteinas) de las HDL es un mejor marcador de sus funciones antiaterogénicas (115). Por ejemplo,
cambios en el contenido de lipidos de las HDL sin incremento de la concentracion de C-HDL han
sido asociados con el incremento de tejido adiposo café en ratones. A su vez, la activacion del
tejido adiposo café ha sido asociado con un eflujo de colesterol de las HDL mejorado (49), el cual
esta inversamente relacionado con el riesgo de enfermedades cardiovasculares (116). De acuerdo
con esta idea, en este estudio determinamos la estructura y composicion lipidica de las HDL, asi
como su funcionalidad durante el tratamiento con atorvastatina y fenofibrato en conejos Nueva
Zelanda con dislipidemia exdgena.

En la primera parte del estudio, determinamos el efecto de la combinacion atorvastatina-
fenofibrato sobre la composicion, funcion antioxidante (determinada por la actividad PON1) y
metabolismo de las HDL (el catabolismo de la apo A-I) en conejos Nueva Zelanda en condiciones
de dislipidemia.

Generamos dislipidemia exdgena en los conejos mediante una dieta enriquecida con colesterol
y aceite de canola. La dislipidemia generada tuvo concentraciones de colesterol muy elevadas en
los conejos (nueve veces mayores que aquellas en los conejos control) y, en consecuencia, la
dislipidemia exdgena generada en nuestro modelo fue parcialmente refractaria a los farmacos
utilizados individualmente a dosis similares a las prescritas en los humanos (20 mg de atorvastatina
y 160 mg de fenofibrato por dia). Sin embargo, la combinacion atorvastatina-fenofibrato disminuy6
las concentraciones plasmaticas de colesterol en nuestro modelo de dislipidemia exdgena. En este

sentido, diversos estudios clinicos han sugerido que los efectos benéficos del uso de la combinacién
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de estatinas y fibratos superan a aquellos de cada farmaco individualmente en pacientes con EAC
(117-120). Estos efectos benéficos pueden ser debido a una sinergia entre los farmacos y/o a una
mejora en la funcion de las HDL (67, 121).

Utilizamos conejos Nueva Zelanda debido a la similitud de su metabolismo con el de los
humanos (122). Ademas, esta especie ha sido ampliamente utilizada para evaluar el metabolismo
de las lipoproteinas (91, 123-129).

En el modelo de dislipidemia exdgena, la concentracion de C-HDL disminuy6 en los conejos
tratados con atorvastatina y fenofibrato individualmente. Contrariamente, en los conejos tratados
con la combinacién (atorvastatina-fenofibrato) la concentracion de C-HDL incrementd con
respecto a aquella en los conejos control. EI C-HDL ha sido ampliamente utilizado como marcador
de riesgo cardiovascular (130). El incremento de C-HDL en los conejos con dislipidemia tratados
con la combinacién parece estar asociado con la acumulacion del colesterol en las HDL, lo cual es
consistente con el incremento de tamafio de las HDL (elevada proporcion de la subpoblacion
HDL2b, Figura 9) y con el incremento en las concentraciones plasmaticas de colesterol de las cinco
subpoblaciones de HDL de los conejos con dislipidemia tratados con la combinacion (Figura 10).
Sin embargo, concentraciones elevadas de C-HDL no siempre resultan en una disminucion del
riesgo cardiovascular. El tratamiento con inhibidores de CETP incrementa el C-HDL, sin embargo,
este incremento de C-HDL no reduce el riesgo cardiovascular (96, 131, 132).

Por otra parte, las concentraciones plasmaticas de triacilgliceroles en algunas subpoblaciones
de HDL de los conejos con dislipidemia disminuyeron con los tratamientos individuales. Esta
diminucién sugiere que las HDL tienen una menor proporcién de triacilgliceroles y una mayor
proporcion de colesterol en las subpoblaciones de HDL. Sin embargo, en las subpoblaciones de

HDL de los conejos tratados con la combinacién esto no ocurre. Por lo tanto, la composicion de

54



las HDL de los conejos con dislipidemia tratados con la combinacion es similar a aquella de los
conejos control.

Varios estudios han postulado que la composicion de las HDL estd relacionada con sus
propiedades antiaterogénicas. Al respecto, se sabe que la asociacion de las HDL con la enzima
PONL1 depende de su estructura (133, 134). Nuestros resultados demuestran que, a pesar de las
modificaciones observadas en la composicion de las HDL, la actividad PON1 no cambia en los
diferentes grupos de conejos con dislipidemia. Este resultado indica claramente que ni la
atorvastatina, ni el fenofibrato, ni la combinacion de ambos farmacos y ni las concentraciones
elevadas de colesterol modifican la asociacion de las HDL con la PON1 (en este modelo).

De manera similar, la composicion de las HDL esta relacionada con su catabolismo (58, 67,
112,121, 126, 135, 136). HDL grandes han sido asociadas con un catabolismo lento, mientras que
las HDL pequefias con un catabolismo répido (58, 121, 135). Realizamos estudios cinéticos de apo
A-1 (depuracién plasmaética de la apo A-I de las HDL) y calculamos el FCR de la apo A-I de las
HDL. Contrario a lo esperado, no observamos una diferencia en el tamafio de las HDL entre los
conejos con dislipidemia y los conejos control, sin embargo, la depuracion de la apo A-I de los
conejos con dislipidemia fue mas lenta con respecto a aquella de los conejos control y de los
conejos dislipidémicos tratados con atorvastatina, fenofibrato y la combinacion (Tabla 3).
Posiblemente, las elevadas concentraciones de colesterol en las VLDL/LDL de estos conejos
saturaron los receptores de apo E, lo cual disminuyd la velocidad de eliminacién de las
lipoproteinas o la lenta depuracion de la apo A-l puede ser consecuencia de una interaccién
competitiva entre la apo A-l y otras lipoproteinas (quilomicrones) para unirse al receptor apo E.
Los receptores de apo E forman parte de una importante ruta catabélica de lipoproteinas en los

conejos (137). Paraddjicamente, HDL grandes y enriquecidas con triacilgliceroles tienen un
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catabolismo mas lento que aquel de las HDL normales en conejos (138). Sin embargo, en nuestro
estudio, las HDL no estuvieron enriquecidas con triacilgliceroles.

Por otra parte, los tratamientos con atorvastatina, fenofibrato y la combinacion indujeron un
cambio en la distribucion de subpoblaciones de HDL hacia particulas grandes. No obstante, la tasa
de catabolismo fraccional de la apo A-I incrementd con cualquiera de los tres tratamientos (Tabla
3). Esto sugiere que el tamarfio de las HDL no es el principal determinante del catabolismo de las
HDL como ha sido propuesto en otros estudios (58, 121, 135, 138). Independientemente de la falta
de asociacién entre el tamafio y el catabolismo de las HDL, estudios previos han demostrado un
incremento en el catabolismo de la apo A-I con el tratamiento de estatinas y fibratos (139-141). Lo
cual es congruente con nuestros resultados; ademas, considerando que el catabolismo rapido de la
apo A-I de las HDL ha sido observado en pacientes con bajo riesgo de EAC (142), el aumento de
la depuracion de la apo A-l en este estudio sugiere un efecto benéfico de los farmacos sobre el
metabolismo de la apo A-1 de las HDL. Ademaés, el tratamiento con estatinas y fibratos incrementa
la tasa de catabolismo de la apo A-l. De hecho, la rapida depuracion de la apo A-I de las HDL
puede ser reflejo de un metabolismo mejorado; el aumento en el recambio de las HDL implica un
menor tiempo de residencia en el plasma, lo cual evita que las lipoproteinas se deterioren al ser
reemplazadas por lipoproteinas recién sintetizadas. A través de este mecanismo es posible que el
proceso de formacion del ateroma se retrase y el riesgo de desarrollar EAC disminuya (121).

Una de las limitantes del modelo de dislipidemia exdgena fueron las elevadas concentraciones
plasmaticas de colesterol obtenidas, las cuales no nos permitieron determinar las trasferencias de
ésteres de colesterol entre lipoproteinas. Realizamos las cinéticas de EC de HDL marcados con
tritio en los conejos dislipidémicos, sin embargo, los datos obtenidos no pudieron ser ajustados

matematicamente al modelo multicompartimental. Por lo tanto, en la segunda parte de este estudio,
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determinamos la estructura y la composicion de acidos grasos de las HDL vy las transferencias de
colesterol entre lipoproteinas in vivo en conejos sin dislipidemia.

Realizamos cinéticas de EC de HDL marcados radiactivamente y encontramos un gran
incremento en la transferencia bidireccional de EC entre lipoproteinas (desde HDL hacia
VLDL/LDL y desde VLDL/LDL hacia HDL) en todos los conejos tratados. Estas transferencias
nos sugieren un incremento en la actividad de la CETP. En este sentido, un estudio reciente
demostré que el tratamiento prolongado con pitavastatina incrementa la actividad de la CETP
(143). Adicionalmente, el tratamiento con fenofibrato regula a la alza la expresion de esta proteina
en ratones transgénicos (144). Sin embargo, en nuestro estudio, la actividad de la CETP no cambid
con ninguno de los tratamientos y por lo tanto descartamos que la CETP favorezca el incremento
de la transferencia bidireccional de EC entre lipoproteinas. Es importante enfatizar que la
regulacion a la alza de la CETP con fenofibrato fue demostrada en ratones transgénicos, la cual es
una especie que no expresa naturalmente CETP; por lo tanto, el promotor de la CETP de estos
ratones es probablemente diferente al de los conejos. Ademas, las diferencias estructurales entre la
pitavastatina y la atorvastatina podrian ser las responsables de que en nuestro estudio la actividad
de transferencia de lipidos de la CETP no incrementara.

Cabe destacar que mas del 90 % del colesterol intercambiado entre HDL y LDL es
independiente de la CETP (145, 146). Asi, el mecanismo potencial para explicar las transferencias
obtenidas pueda estar relacionado con el tamafio, composicién lipidica y fluidez de las HDL (103,
147, 148). Al respecto, el tamafio de las HDL incrementé en los conejos tratados con atorvastatina,
fenofibrato y la combinacion (la proporcion relativa de la subpoblacion de HDL2b aumentd). Dado
que el intercambio de colesterol desde HDL2 hacia LDL es mas rapido que aquel desde HDL3
hacia LDL (145), se puede postular que las HDL grandes incrementan la transferencia de colesterol

entre lipoproteinas. Nuestros resultados son congruentes con este postulado.
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La transferencia neta de EC desde VLDL/LDL hacia HDL incrementd en los dos grupos de
conejos que recibieron atorvastatina (sola o en combinacion con fenofibrato, Tabla 4). La
atorvastatina increment6 la transferencia de masa de EC desde las lipoproteinas proaterogénicas
hacia las antiaterogénicas, lo cual es apoyado por los efectos cardioprotectores de las estatinas
(149). Por su parte, el fenofibrato no tuvo efecto sobre esta transferencia.

En cuanto a la eliminacion de EC desde el plasma, la combinacion atorvastatina-fenofibrato
increment6 el flujo de salida de EC via las HDL. Al respecto, los fibratos y las estatinas
incrementan la expresion del receptor SR-BI en células periféricas (122, 150, 151), el cual capta
selectivamente a los EC de las HDL (152). Por lo tanto, la eliminacién incrementada de EC via
HDL puede ser consecuencia de un efecto sinérgico de la combinacion sobre la expresion del
receptor SR-BI. Sin embargo, no podemos descartar otros posibles mecanismos de eliminacién de
EC, por ejemplo, una transferencia acelerada de particulas HDL hacia el compartimento intersticial
(153), una actividad aumentada de la lipoproteina lipasa (49) y/o una entrega de EC hacia las
celulas periféricas independiente del receptor SR-BI (154) pueden ocurrir.

En contraste al flujo de salida de los EC via HDL, la eliminacion de EC del plasma via
VLDL/LDL disminuy6 con el fenofibrato; nuestro resultado es contrario a la sobreexpresion de los
receptores de VLDL y LDL esperada con el tratamiento con fibrato (155, 156). Sin embargo, no
podemos descartar una lenta eliminacion en el plasma de particulas VLDL/LDL a través del
endotelio microvascular; aunque las caracteristicas del endotelio y lipoproteinas necesarias para
gue esto ocurra aun son desconocidas.

La fluidez de la superficie de las HDL es otra caracteristica que puede afectar la transferencia
de colesterol entre lipoproteinas (103, 148, 157). Esta caracteristica puede ser afectada por la
estructura de las HDL. El tamafio y el grado de saturacién de las cadenas de los acidos grasos en

las HDL determinan la fluidez de la particula tamafio de la particula. A mayor tamafio, mayor
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fluidez de la particula (157). De manera similar, una mayor proporcion de acidos grasos insaturados
en las HDL aumenta su fluidez. Considerando esto, el incremento en la proporcién de la
subpoblacion grande HDL2b y el incremento en la proporcion de acidos grasos insaturados de los
conejos tratados con atorvastatina, fenofibrato y la combinacion apoyan la idea de particulas HDL
mas fluidas. La fluidez de las HDL ha sido relacionada con el incremento en la transferencia de
colesterol entre lipoproteinas (145, 146).

Nuestros resultados claramente demuestran la disminucion en la proporcién de acidos grasos
saturados (palmitico 16:0 y esteéarico 18:0) y el incremento en la proporcion de acidos grasos
insaturados (oleico 18:1 y linoleico 18:2) en las HDL de los conejos tratados con atorvastatina,
fenofibrato y la combinacion (Figura 13). La atorvastatina y el fenofibrato tienen efectos opuestos
sobre la enzima estearoil-coenzima A desaturasa 1 (SCAD-1), enzima clave en la conversion de
acido palmitico y estearico a &cido palmitoleico y oleico, respectivamente. La atorvastatina regula
a la baja la expresion de SCAD-1 (158) y el fenofibrato incrementa su expresion y actividad (159,
160). Por otra parte, el &cido linoleico no es sintetizado en células animales, sin embargo, es
componente de varios lipidos de las HDL (38). Por lo tanto, el incremento en la proporcion de
acido oleico y linoleico y la disminucidn de acido palmitico y esteérico en las HDL de los conejos
tratados posiblemente no esté relacionado con la sintesis endégena de estos lipidos sino a una
mejora en la absorcion de &cidos grasos insaturados o a una limitada degradacion de estos. Sin
embargo, estudios especificos en este tema son necesarios para dilucidar el mecanismo de este
cambio en el perfil de acidos grasos.

Reconocemos como una limitante de este estudio la falta de resultados con respecto a la
eliminacidn de colesterol en las heces, la cual es considerada el paso final en el RCT. Al respecto,

es conocido que la atorvastatina estimula la eliminacion de colesterol a través de las heces (161),
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en contraste, el fenofibrato disminuye la eliminacién de colesterol a través de las heces (162), por
lo tanto, nos enfocamos solo en las transferencias de EC entre lipoproteinas.

Cabe destacar que este trabajo fue realizado en un modelo in vivo y los resultados obtenidos
forman parte del balance entre la produccion, la remodelacién (captacién y transferencia de lipidos

entre lipoproteinas) y la eliminacién de las HDL.

Conclusion
En este estudio, determinamos diferentes cambios en la estructura de las HDL producidos por

el tratamiento con atorvastatina y fenofibrato en conejos con y sin dislipidemia. Nuestros resultados
sugieren la existencia de un efecto sinérgico entre la atorvastatina y el fenofibrato sobre la
estructura y funcién de las HDL. La combinacion atorvastatina-fenofibrato incrementa el tamafio
de las HDL en los conejos con y sin dislipidemia. La depuracion plasmatica de la apo A-I de las
HDL incrementd con la combinacién, aunque también con los tratamientos individuales. Ademas,
la transferencia bidireccional de EC aumenté con la combinacion y de manera similar, la
eliminacion de EC via HDL incrementd con este tratamiento. Los &cidos grasos de las HDL
cambiaron de un perfil saturado a uno insaturado con los tres tratamientos. En conjunto, estos
resultados indican que la estructura de las HDL es la caracteristica que determina su metabolismo
y funcién, ademas, contribuyen a un mejor entendimiento de la relacion entre la estructura-funcion

de las HDL.
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Anexos

Anexo 1. Protocolo de extraccion de lipidos totales de las HDL
Primera extraccion

A una parte de HDL (fase acuosa) agregar 3 partes de reactivo de Folch (fase organica). Agitar
durante 60 seg en agitador Vortex. Centrifugar durante 15 min a 4500 rpm y 4 °C. Recuperar fase
orgénica y colocar en otro tubo (etiquetado “fase orgénica”)

Segunda y tercera extraccion

Agregar a la fase acuosa la mitad (1.5 partes) del volumen original de reactivo de Folch usado
en la primera extraccién. Agitar durante 60 seg en agitador Vortex. Centrifugar durante 15 min a
4500 rpm y 4 °C. Recuperar fase organica y colocar en el tubo “fase organica”

Fase organica

Eliminar el agua remanente en la fase orgénica con sulfato de sodio (Na2SOa). Filtrar la fase
orgénica con papel filtro en un frasco de vidrio previamente pesado para retirar el NaxSOa.
Evaporar el disolvente organico en bafio maria. Secar el frasco con lipidos y pesarlo nuevamente.

Derivatizacion

Preparar disolucion anhidra benceno metanol (1:1). Afadir 2 ml de la disolucién benceno:
metanol y 50 pl de &cido sulfarico concentrado al frasco con lipidos. Agitar el frasco durante 16
horas a temperatura ambiente o agitar durante una hora a 37 °C. Posteriormente, realizar 3
extracciones con hexano. Colocar la fase organica en un frasco de vidrio previamente pesado,
evaporar el disolvente en bafio maria y un flujo de nitrégeno gaseoso. Secar, limpiar y pesar el

frasco de vidrio con acidos grasos derivatizados.
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