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ABREVIATURAS

ABCA-1: Transportador de membrana dependiente de ATP
Apo: Apolipoproteinas

CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
C-HDL.: Colesterol de HDL

C-LDL: Colesterol de LDL

CT: Colesterol total

EAC: Enfermedad aterosclerosa coronaria

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia

LCAT: Lecitina colesterol acilo transferasa

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LH: Lipasa hepatica

Lp: Lipoproteinas

LPL: Lipoproteina lipasa

PAGE: Electroforesis en gradiente de poliacrilamida
PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos

PON: Paraoxonasa

PPAR: Receptor activado por proliferador de peroxisomas
PPRE: Elemento de respuesta a proliferadotes de peroxisomas
SR-BI: Receptor scavenger clase B tipo |

Tg: Triacilgliceroles

TRC: Transporte reverso del colesterol

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad



RESUMEN

La enfermedad aterosclerosa coronaria es la primera causa de mortalidad en los paises
desarrollados y la segunda en nuestro pais. Diversos estudios epidemiol6gicos han
demostrado que existe una correlacion inversa entre los niveles de colesterol de HDL (C-
HDL) vy el riesgo de desarrollar aterosclerosis. Esta relacion inversa se ha tratado de
explicar por el papel que juegan las HDL en el transporte reverso de colesterol (TRC),
ademas de sus propiedades antiaterogénicas, como su capacidad antioxidante, debida a su
asociacion con la enzima paraoxonasa 1 (PON). Sin embargo los mecanismos moleculares
no han sido bien establecidos.

La rosiglitazona y la pioglitazona, son agonistas de una clase de receptores nucleares
activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), especificamente de la isoforma y. Se
han reportado diversos efectos de estos farmacos sobre el C-HDL, mostrando que la
pioglitazona incrementa estos niveles, mientras que la rosiglitazona no los afecta. Tales
observaciones sugieren que ambos farmacos tienen efectos diferenciales sobre el
metabolismo de las HDL. Dentro de las proteinas cuya expresion podria ser modificada por
las tiazolidinedionas estan las que participan durante el TRC, la lecitina:colesterol acil
transferasa (LCAT), y las proteinas de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) y
fosfolipidos (PLTP).

Para determinar si los agonistas PPARYy tienen efectos sobre la distribucion de tamarios
composicion y propiedades antiaterogénicas de las HDL, se administraron ambos
rosiglitazona o pioglitazona por via oral a conejos Nueva Zelanda. Nuestros resultados
muestran que la rosiglitazona incrementa los niveles plasmaticos de triacilgliceroles y la
pioglitazona aumenta los de C-HDL. En cuanto a la distribucion de tamafios de HDL,
ambos farmacos aumentan la proporcion de la subpoblacion 3c aproximadamente en un
120%; la rosiglitazona incrementa las particulas 3b aproximadamente en un 200% mientras
que la pioglitazona lo hace 4 veces menos. La subpoblacién 2a sufre una disminucion
significativa con piglitazona, mientras que la rosiglitazona disminuye la proporcion de la
subpoblacion 2b del 50.6% al 38.9%. Asociados a los cambios en la distribucion de
tamafnos, se presentan efectos diferenciales sobre la composicion de las HDL,

particularmente en el porcentaje de fosfolipidos; la rosiglitazona lo incrementa, mientras



que la pioglitazona causa una disminucion tanto de fosfolipidos como de proteina total. La
composicion de apolipoproteinas se ve modificada Unicamente con rosiglitazona,
aumentando la proporcion de apo Al y diminuyendo la de apo C’s. En cuanto a los factores
plasmaticos de remodelacion de las HDL, no se ven modificados con ninguno de los dos
farmacos, sugiriendo que no son el origen de los cambios en cuanto a estructura y
composicion de estas lipoproteinas. Finalmente, en este estudio se demostrd que la
rosiglitazona incrementa aproximadamente un 22% la actividad de la PON, mientras que la
pioglitazona no tiene efectos en este pardmetro. En resumen, los agonistas PPARYy afectan
de manera diferencial la distribucién de tamafios, composicion y asociacion de paraoxonasa
a las HDL. Sin embargo, pero estos cambios no tienen origen en modificaciones de los
factores de remodelacion intravascular, LCAT, CETP y PLTP. En consecuencia, existen
otros factores, posiblemente receptores celulares, cuya expresion se modifique por efecto
de las tiazolidinedionas, y esto sea el origen de los cambios en la estructura y funcionalidad
de las HDL descritos en el presente trabajo.



ANTECEDENTES

1. Lipoproteinas.

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

con proteinas. A estos complejos se les llama lipoproteinas.

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

el medio acuoso.

Esteres de
colesterol

AN~

Colesterol libre

Fosfolipidos

Triacilgliceroles

Apolipoproteinas

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

En el Cuadro 1 se presentan las caracteristicas mas importantes de algunas

apolipoproteinas.



Cuadro 1. Caracteristicas de las apolipoproteinas .

Conc.
plasmatica Funcién
(mg/dL)

Sitio de

Apo P.M. pl Localizacion sintesis

Principal

Intestino componen'te de las

A-1 29,016 |5.9-54 | HDL, Qm Higado 100-150 |HDL, activador de
LCAT, estimula el

eflujo del colesterol.

Proteina
Intestino componente de
Al 14,414 >0 HDL Higado 30-30 HDL, inhibidor de

LHy dela LCAT.

Activador de
LCAT, modulador
A-IV | 44,465 5.5 HDL, Qm | Intestino 15 de LPL y estimula
el eflujo de
colesterol.

Ligando para

B-100 | 512,723 - VLDL, LDL | Higado | 80-100 receptor de LDL

Proteina estructural

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

Activador de
LCAT, inhibe Ila
captacion  hepatica
de Tg.
Activador LPL,
HDL, , inhibicion de la
VLDL, Qm Higado 3-3 captacion  hepatica
de Lp-apo B-100.

Higado 12-14 | Inhibidor de la LPL

HDL,

C-1 6,630 7.5 VLDL, Qm

Higado 4-6

C-II 8,900 4.9

HDL,

C-llorz| 8,800 | 455.0 1 y1py "o

Ligando de receptor
de LDL vy de
Es3a 34,145 | 6.0-5.7 | VLDL, HDL | Higado 3-5 residuos de Qm,
estimula el eflujo de
colesterol.

Apo: Apolipoproteina, P.M: Peso molecular, pl: Punto isoeléctrico, Lp: Lipoproteina, Tg:
Triacilgliceroles, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Qm: Quilomicrones, LDL: Lipoproteinas de
baja densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LCAT: Lecitina colesterol
aciltransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa hepatica.




1.1 Clasificacion de las lipoproteinas.

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

densidad de flotacion, movilidad electroforética y contenido de apolipoproteinas.

a) De acuerdo a su densidad se conocen cinco clases:

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

B-48, A-1, A-11, A-1V, C-1, C-11, C-ll y E.

e Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, Very Low Density Lipoproteins):
0.94 < densidad < 1.006 g/mL. Contienen principalmente triacilgliceroles, apo

B-100, C-1, C-1I, C-1I y E.

e Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermedie Density Lipoproteins):
1.006 < densidad < 1.019 g/mL. Estas particulas contienen colesterol y
triacilgliceroles, apo B-100, C-I, C-II, C-Ill y E.

e Lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoproteins): 1.019 <

densidad < 1.063 g/mL. Tienen un alto contenido en colesterol y apo B-100.

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

ser separadas en dos subpoblaciones:

- HDL;: 1.063 < densidad < 1.120 g/mL.
- HDL;: 1.120 < densidad < 1.210 g/mL.



b) Por su migracién electroforética se distinguen tres tipos de lipoproteinas: a, B y pre-

B.

c) De acuerdo al contenido en apolipoproteinas se conocen dos poblaciones: las

lipoproteinas que contienen apo B, (VLDL, IDL y LDL); y las que contienen apo A-
I, donde se clasifican las HDL.

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

Cuadro 2. Propiedades de las lipoproteinas plasmaticas >

Mov. Tamario Cont.de | Cont.de | Cont.de | Cont. | Cont. de
Lp Electro- (nm) Prot. Plp Tg de CL CE
forética (%) (%) (%) (%) (%)
Qm Origen >70 1-2 3-6 90-95 1-3 2-4
VLDL | Pre-beta 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8 5
ppL | Prebeta | 40 20 30 35 35
beta
18-30
LDL Beta 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50
5-12
HDL Alfa 45-55 26-32 2-7 3-5 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad
intermedia, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, Plp:
fosfolipidos, Tg: Triacilgliceroles, Prot: proteina, CL: colesterol libre; CE: colesterol esterificado.



2. Lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Las HDL son las lipoproteinas que contienen mayor proporcion proteica (45-55% de su

masa seca) y es la apo A-I su apolipoproteina mas abundante.

La apo A-I ademds de su funcidn estructural en las HDL, es indispensable en el eflujo de
colesterol, que es la primera etapa en el transporte reverso de colesterol (TRC). También
desempenia la funcion de coenzima de la lecitina:colesterol acilo transferasa (LCAT),

enzima clave en el metabolismo de las HDL, como se describe mas adelante.

En funcién de su tamafio, las dos poblaciones, HDL, y HDL3, se subdividen en: HDL,;, con
diametros de 9.7-12 nm, HDL,,, de 8.8-9.7 nm, HDL3, 8.2-8.8 nm, HDL3;, 7.8-8.2 nm y
HDL;. de 7.2-7.8 nm L

Las HDL migran en su mayoria dentro de la fraccion a del plasma, por lo que algunos
autores las identifican como a-lipoproteinas. Por su movilidad electroforética en
combinacion con su tamafio, se han descrito otras subfracciones de HDL entre las que
destacan las particulas pre-fl. Dichas particulas estdn compuestas esencialmente de
fosfolipidos y apo A-I, y tienen una masa molecular de alrededor de 60 kDa. Estas HDL
son sintetizadas en el higado, desempefan un papel muy importante en la captacion de

colesterol de las células periféricas como se describe mas adelante.

3. Metabolismo de las lipoproteinas.

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

transporte, o la hidrélisis de los mismos. Asimismo, algunos receptores de membrana como



el receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI), el transportador A1 de membrana dependiente
de ATP (ABCA-1), el CD36 y el receptor para apolipoproteinas B/E (apo-B/E r) participan
en el metabolismo y remodelacion de lipoproteinas. En el Cuadro 3 se presentan algunas
caracteristicas destacables de las enzimas y proteinas de transporte que intervienen en el

metabolismo de las lipoproteinas.

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

NOMBRE FUNCION ORIGEN

Cataliza la transferencia de un acido graso proveniente
de la lecitina o fosfatidilcolina, al colesterol libre que se
encuentra presente en las HDL y en las LDL.
Contribuye a la maduracién de HDL.

LCAT Hepatico

Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos de HDL,
IDL y LDL. Es cofactor de SR-BI para una captacion
selectiva, asi como la generacion de apo A-I libre de
lipidos.

LH Hepatico

Tejido adiposo 'y
muscular,

pared endotelial,
pulmon.

Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilizando
LPL C-I como cofactor. Favorece la generacion de
precursores de HDL.

Tejido adiposo,
hepatico,
intestino delgado

Intercambia ésteres de colesterol por triacilgliceroles

CETP entre las HDL; y las lipoproteinas que contienen apo B

RECEPTORES Y PROTEINAS DE MEMBRANA

Receptor para las HDL para intercambiar colesterol

SR-BI entre los hepatocitos y las células Hepa‘fomto,
macrogafos
ABCA-1 Modulacion del eflujo de colesterol y fosfolipidos. | Higado, macrofagos

Favorece a la maduracion de HDL. e intestino

Receptor para lipoproteinas que contienen apo B y E. Higado

apo-B/ET Incrementa el eflujo de colesterol via los hepatocitos.

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



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

participan las HDL.

3.1 Metabolismo de las HDL

El transporte reverso del colesterol (TRC) se define como el regreso del exceso de
colesterol proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecion o
reciclaje, mecanismo en el cual participan las HDL, confiriéndoles propiedades
antiaterogénicas, ya que por medio de este pueden evitar la formacién de la placa

ateromatosa 3 .

La primera etapa del TRC (Fig. 2) es el eflujo de colesterol a través de diversos
mecanismos de las células hacia las HDL pequenas, tipo pre-p o HDL;. Una vez que el
colesterol se encuentra en las HDL es esterificado por la enzima plasmatica LCAT vy
posteriormente se internaliza, dando origen a HDL de mayor tamafio y menos densas, tipo
HDL,. A partir de ahi, el colesterol esterificado puede tomar dos caminos: 1) Puede ser
eliminado directamente de la lipoproteina por un mecanismo en el cual interviene el
receptor hepatico SR-BI, que remueve de manera selectiva los ésteres de colesterol,
generando particulas pequenias, HDLj3, capaces de reiniciar el ciclo de captacion de
colesterol y, 2) por medio de diversas reacciones de transferencia, en las que intervienen la
CETP el colesterol de las HDL, es intercambiado por triacilgliceroles con lipoproteinas
ricas en apo B como VLDL e IDL, por una parte y por la otra, las apos C’s y E pasan a los
quilomicrones y VLDL. Los triacilgliceroles captados por las HDL, son hidrolizados por la
lipasa hepatica (LH), y en asociacion con la actividad de la PLTP los remanentes de HDL
son remodelados en particulas pre-3 y HDL3, ambas con la capacidad de iniciar el ciclo. Es
asi como el colesterol de los tejidos periféricos llega al higado para ser reciclado o

excretado a través de las vias biliares * (Fig. 2).



Célula periférica

Fig. 2. Transporte Reverso del Colesterol. Lp-B: Lipoproteinas que contienen apo B (VLDL,
lipoproteinas de muy baja densidad, LDL. lipoproteinas de baja densidad y Qm, Quilomicrones).
Tg: triacilgliceroles; LCAT: Lecitina colesterol acilo transferasa; LH: Lipasa hepatica; CETP:
Proteina de transferencia de ésteres de colesterol; PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos;
SR-BI: Receptor scavenger BI; ABCA-1: Transportador de membrana dependiente de ATP.

4. Enfermedad aterosclerosa coronariay HDL.

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) es la primera causa de mortalidad en los
paises desarrollados y es la segunda causa de muerte en la poblacion adulta en nuestro pais,
después de la diabetes mellitus (DM) °. Por lo tanto, el estudio de su diagnostico y

tratamiento es prioritario para combatir este mal.

La EAC puede comenzar con la infiltracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) al
espacio subendotelial en donde, al existir un ambiente de estrés oxidativo, ocurre una
peroxidacion de los lipidos contenidos en las LDL. Las LDL oxidadas son factores
quimiotacticos para monocitos circulantes, que atraviesan el endotelio vascular y se
transforman en macréfagos, que son capaces de fagocitar las LDL oxidadas a través de
receptores denominados “scavanger”. La falta de maquinaria enzimatica suficiente para

degradar los lipidos y lipoperoxidos, tiene como consecuencia un acimulo de éstos en el



citoplasma del macrofago, al cual se le denomina célula espumosa. Antes de morir, las
células espumosas liberan una gran cantidad de citocinas que estimulan al endotelio
vascular para que sintetice mas adhesinas, exacerbando asi el proceso inflamatorio. Las

células espumosas constituyen las etapas tempranas de formacion del ateroma (Fig. 3).

Monocito

0\“

Endotelio
vascular

igracion vy
Proliferacian

*\ Citocinas
_ = Factores de
LDL ox o : > crecimiento

Macréfago Célula espumosa

Musculo
liso

Fig. 3. Esquema de las primeras etapas en la formacion de la placa ateromatosa. En zonas donde
existe disfuncion endotelial se facilita la infiltracion de LDL al espacio subendotelial, donde sufren
procesos de modificacion, generando LDL oxidadas (LDLox). Los monocitos se adhieren al
endotelio activado que sobreexpresa moléculas de adhesion. Los monocitos circulantes, atraidos,
penetran en la pared y son diferenciados a macrofagos, proceso en el que también intervienen las
LDLox. Los macréfagos captan LDLox y se transforman en células espumosas. Las células
musculares lisas (CMLV) de la media, activadas por citocinas y factores de crecimiento liberados
en las lesiones, migran a la intima y proliferan contribuyendo a la evolucion de las lesiones.

Diversos estudios han demostrado la correlacion inversa que existe entre la concentracion
plasmatica del colesterol de las HDL (C-HDL) y el riesgo de desarrollar EAC, lo que
sugiere una asociacion causal entre ambos °. A partir de esta correlacion negativa, se ha
postulado que las HDL desempefian una funcion antiaterosclerosa. Uno de los mecanismos
por medio del cual las HDL evitan la formacion del ateroma, es el transporte reverso de
colesterol (TRC), previamente descrito, ademas de otros mecanismos antiaterogénicos de

las HDL, tales como sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.



4.1 Actividad antioxidante de las HDL.

Varios de los componentes de las HDL participan en sus propiedades antioxidantes, entre
ellos algunas apolipoproteinas y particularmente la paraoxonasa 1 (PON), enzima asociada
fisicamente a las HDL por medio de interacciones hidrofobicas entre la regiéon N-terminal
de la proteina y los fosfolipidos de la lipoproteina ’. Diversos estudios epidemiologicos han
demostrado una correlacion entre la paraoxonasa y la incidencia de enfermedad
aterosclerosa coronaria *'°. Existe ademas la evidencia de que las HDL aisladas de ratones
que no expresan el gen PON, carecen de la capacidad de evitar la oxidacioén de las LDL.
Otros estudios in vitro han demostrado la disminucion de la activacion de monocitos por
LDL oxidadas en presencia de PON. Las bases moleculares que explican la relacion inversa
entre la PON y la aterosclerosis, se han ubicado en la capacidad que posee la enzima de
eliminar los lipoperoxidos asociados a lipoproteinas, dando lugar a los alcoholes
correspondientes, que son inactivos desde el punto de vista de la peroxidacion, la

quimiotaxis y del proceso inflamatorio en general.

La composicion de las HDL es un factor determinante en la asociacion de la paraoxonasa a
éstas. Se ha demostrado que las HDL de ratones transgénicos para apo A-II humana
carecen de capacidad para evitar la oxidacion. Esto sugiere que esta apolipoproteina
desplaza a la PON en la superficie de la particula ''. El contenido de colesterol libre y
fosfolipidos en las HDL también es determinante en el reclutamiento de la enzima de la
membrana del hepatocito, indicando que la tension de superficie y la fluidez de la capa de

fosfolipidos de las HDL son fundamentales para su asociacion con la enzima ',

5. Tiazolidinedionas.

Las tiazolidinedionas (TZD), son farmacos antidiabéticos que actiian disminuyendo la
resistencia a la insulina y los niveles de 4cidos grasos por un incremento tanto en la 3-
oxidacién, como en su captacion hepatica. En estudios epidemioldgicos se ha reportado que

las TZD inducen incrementos en los niveles plasmaticos de C-HDL, sugiriendo que afectan



el metabolismo de estas lipoproteinas > '*. Las dos TZD comerciales son la pioglitazona y

la rosiglitazona.

5.1 Mecanismo de accién de las tiazolidinedionas.

Las tiazolidinedionas son ligandos sintéticos de una subclase de receptores nucleares
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs). Los PPAR son factores de
transcripcion dependientes de ligando. Se han determinado tres genes diferentes
a, B/9, vy. Las tiazolidinedionas actuan activando a la isoforma y que ademas, tiene ligandos
naturales como los dacidos grasos poliinsaturados y sus derivados, asi como las
prostaglandinas D2 y sus derivados (15-deoxi—A—12,14-prostaglandinas J,:15d-PGl,), 9 y
13(S)-4cido hidroxioctadecadienoico (9 y 13-HODE) "'°. Los PPARy se expresan
principalmente en tejido adiposo, hepatocitos, células endoteliales, macréfagos y células

vasculares de musculo liso.

En el nucleo de la célula (Fig. 4), los PPARs activados por su ligando forman un
heterodimero con el receptor del acido retindico (RXR). Una vez formado, el heterodimero
(PPAR:RXR), se une a elementos de respuesta para la proliferacion de peroxisomas
(PPER). Los elementos de respuesta estan constituidos por nucledtidos que actiian como

. .y <y . 16
secuencias de regulacion de la expresion de ciertos genes .



NUCLEO

PPAR gen _
1 /

PPARs 4T - RXR
~—

\ / 9cis-Ac. retinoico
—
ngandos
TZD A\\‘ Ii PPARs-RXR

PPREs AANTAGGTCANAGGTCA

!

RESPUESTA BIOLOGICA

Fig. 4. Mecanismo de accion de los PPARy. TZD: Tiazolidinedionas, PPAR: Receptor activado por
proliferador de peroxisomas; RXR: Receptor del acido 9-cis retinoico.

Entre los genes que regulan las tiazolidinedionas via los PPARY, se encuentran los que
controlan la homeostasis de la glucosa; en particular el gen del receptor GLUT-4 .
También se involucran en la regulacion de genes implicados en el metabolismo de los
lipidos, tales como el de la lipoproteina lipasa (LPL), estimula la expresion del receptor SR-
BI, incrementa la expresion del ABCA-1 (ver Cuadro 3), via el incremento de la expresion

de LXR-o e incrementa la expresion de apo E '
5.2 Pioglitazona vs. Rosiglitazona.

Los niveles de colesterol-LDL (C-LDL) no se ven modificados significativamente tras el
tratamiento con pioglitazona, sin embargo, en diferentes estudios se ha observado que la
rosiglitazona incrementa este valor de un 8 a un 16% . En cuanto al colesterol-HDL (C-
HDL) existen resultados controversiales, ya que algunos estudios reportan que ambos

20

farmacos aumentan estos niveles ~, mientras que otros revelan que solamente la

pioglitazona lo hace *!



En general los estudios coinciden en los efectos de estos medicamentos sobre los niveles de
triacilgliceroles en plasma, mostrando que la pioglitazona los disminuye, mientras que la

rosiglitazona los aumenta > %,

Las diferencias entre la rosiglitazona y la pioglitazona en las modificaciones de los niveles
de C-HDL, sugieren que estos farmacos tienen distintos efectos sobre el metabolismo de las
HDL, dando lugar a diferentes tipos de particulas. En vista de que los factores de
remodelacion intravascular de las HDL tienen un papel primordial en su metabolismo, se
puede postular que la expresion de estas proteinas sufre una afectacion diferencial por parte

la rosiglitazona y la pioglitazona. Sin embargo, no se han realizado estudios al respecto.



HIPOTESIS

La rosiglitazona y la pioglitazona modifican de manera diferente las actividades de los
factores plasmaticos involucrados en la remodelacion de las HDL, lo que se vera reflejado
en distintas distribuciones de tamafios, composicion y funcién antiaterosclerosa de estas

lipoproteinas.



OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto de los agonistas PPARY, rosiglitazona y pioglitazona sobre los
factores plasmaticos (CETP, LCAT y PLTP) que participan en la remodelacion de
las HDL, y sus repercusiones sobre la distribucién de tamafios, composicién y

funcionalidad de estas lipoproteinas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar el perfil de lipidos en conejos antes y durante el tratamiento con

tiazolidinedionas.

e Determinar el efecto de los agonistas PPARy sobre la distribucion de tamafos y

composicion de las HDL.

e Establecer las modificaciones en la actividad paraoxonasa 1 antes y durante el

tratamiento con tiazolidinedionas.



MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron conejos macho, raza Nueva Zelanda de 3.5-4,0 Kg de peso. Se formaron 2
grupos de estudio (n = 12 para cada grupo), todos recibieron alimentacién ad libitum
diariamente. Un grupo recibié rosiglitazona (Avandia, Glaxo Smith-Kline) en suspension
acuosa, en dosis de 0.34 mg/kg. El otro grupo recibi6 pioglitazona (Zactos, Ely Lilly de
México) en dosis de 1.75 mg/kg de peso corporal. El tratamiento se administré via oral,

diariamente, durante 4 semanas.

Recoleccion de muestras

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién de la vena marginal de las orejas,
después de un ayuno de 12 h, en tubos con heparina (10 uL/mL). El plasma se separd
centrifugando a 2500 rpm durante 15 min. Las muestras de plasma se almacenaron a -70 °C

hasta su analisis. Las HDL se separaron utilizando plasma fresco.

Andlisis de laboratorio

Las concentraciones de colesterol total, triacilgliceroles, glucosa, y fosfolipidos, se
determinaron mediante métodos enzimaticos-colorimétricos comerciales. El colesterol de
HDL se determinG en el sobrenadante, después de precipitar de manera selectiva las
lipoproteinas que contienen apo B con una solucién de sulfato de dextran/magnesio (100
uL/mL de plasma). La determinacion de proteinas totales se realizé por el método de

Lowry 2. (Apéndice 1)

El anélisis de estos parametros se realizd antes y después de 4 semanas de tratamiento con

ambos medicamentos.



Aislamiento y analisis de subpoblaciones de HDL

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

Para determinar la estructura, homogeneidad y diametro de las HDL, se realizd una
electroforesis en condiciones nativas en gradiente de poliacrilamida 3-30%, utilizando
como referencia marcadores de proteinas de alto peso molecular (tiroglobulina, 17 nm;
ferritina, 12.2 nm; catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.2 nm; y albumina, 7.1 nm)
¢ Las bandas se tifieron con azul de Coomasie y finalmente se analizaron por
densitometria para determinar los diametros de las HDL (HDLj, 10.58-12.36 nm, HDL 2,
9.94-10.58 nm, HDL3, 8.98-9.94 nm, HDLs, 8.45-8.98 nm, HDLs, 7.90-8.45 nm) .

(Apéndice 2)

La composicion de apolipoproteinas se determind por medio de una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes con SDS, en gradiente de poliacrilamida 4-21%. Las bandas
de cada apolipoproteina se tifieron con azul de Coomasie y finalmente se analizaron por
densitometria. Los resultados se expresan como el porcentaje de cada apolipoproteina con
respecto al total de proteina de HDL. Las apolipoproteinas C-11 y C-I1I se reportan juntas

como porcentaje de apo C’s. (Apéndice 3)
Determinacion de actividad de enzimas y proteinas
a) ACTIVIDAD LCAT

La actividad de LCAT se determind utilizando el método descrito por Chen y Alberts ?° con

modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Se formaron liposomas que contenian



colesterol marcado con tritio, fosfatidilcolina y apo A-I, que se incubaron con el plasma
durante 1 hora a 37°C. La reaccion se detiene y se extraen los lipidos mediante una mezcla
de disolventes organicos (CHCI3-MeOH; 2:1). El colesterol libre se separd del esterificado
mediante cromatografia de capa fina y se conto la radiactividad de las diferentes fracciones
en un contador de centelleo. Los resultados se expresan como porcentaje de colesterol

esterificado.

b) ACTIVIDAD CETP

La actividad de CETP se determiné de acuerdo a método descrito por Tollefson JH 2’ con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. El colesterol esterificado marcado con
tritio, se incorpor0 a particulas HDL. Las particulas HDL marcadas se mezclaron con LDL,
esta mezcla se incubd con el plasma en estudio (que contiene a la CETP) durante 16 h a
37°C; posteriormente se separaron las HDL de las LDL por precipitacion selectiva, en la
fraccion sobrenadante se conto la radiactividad en un contador de centelleo. Los resultados

se expresan en porcentaje de transferencia de colesterol esterificado.

c) ACTIVIDAD PLTP

La actividad PLTP se determind con el método reportado por Murdoch et. al. % con
modificaciones hechas en nuestro laboratorio. Se utilizaron liposomas que contenian
fosfatidilcolina marcada con tritio, éstos se incubaron con el plasma en estudio y ademas se
agregaron HDL totales como aceptores de la fosfatidilcolina. La mezcla se incubd durante
media hora a 37 °C. Finalmente se separaron las HDL de los liposomas mediante
precipitacion selectiva y se determin0 la radiactividad en la fraccion sobrenadante en un
contador de centelleo. Los resultados se expresan como porcentaje de transferencia de

fosfolipidos.

d) ACTIVIDAD PARAOXONASA

La actividad paraoxonasa (PON) se determind por el método de Mackness et. al. ° ya
estandarizado en nuestro laboratorio. Se midi6 la velocidad de hidroélisis de fenilacetato
durante 3 minutos, agregando plasma a la mezcla, monitoreando la absorbancia del fenol a

A = 270 nm. Como blanco se utiliz6 la misma mezcla de reaccién sin plasma, lo que



representa la hidrdlisis no enzimatica del fenilacetato. La actividad se expresa como pmol

de fenol formado/minuto/mL de plasma (Apéndice 4).

Andlisis estadisitico

Para cada grupo de tratamiento, se reportd la media *+ la desviacion estdndar, y se
compararon los valores obtenidos antes y durante el tratamiento con cada medicamento con
t de Student pareada. Los porcentajes de cambio se reportan como el promedio de los
porcentajes de cambio individuales con respecto al valor basal (antes del tratamiento en
cada grupo), y posteriormente se compararon ambos grupos con t de Student. Valores de p

menores al 0.05 se consideraron significativos.



RESULTADOS

1. Perfil de lipidos y glucosa.

En el Cuadro 4 se presentan las concentraciones de lipidos y glucosa en plasma de ambos
grupos en estudio antes y después de 4 semanas de tratamiento con rosiglitazona o con

pioglitazona.

El tratamiento con pioglitazona aumenta las concentraciones de colesterol en el plasma,
particularmente las de C-HDL, mientras disminuye la de glucosa. Por otro lado, la
rosiglitazona mantiene las concentraciones de colesterol y glucosa, pero aumenta la de

triacilgliceroles.

Cuadro 4. Concentraciones plasmaticas de lipidos y glucosa en los grupos de conejos antes

y durante el tratamiento con tiazolidinedionas.

Rosiglitazona Pioglitazona
(n=12) (n=12)
Antes Durante Antes Durante

Colesterol total
(mg/dL)
C-HDL

(mg/dL)
Triacilgliceroles
(mg/dL)

Glucosa .
(mg/dL) 111.1+18.8 1145+ 225 125.5+5.3 113.6 £ 10.4

30.9+15.0 28.3+10.5 25.0+12.6 281+110*

14.3+8.3 153+ 7.7 13.0+5.38 190+72*

40.6£8.1 58.5+18.7* 48.1£15.2 50.3+18.8

Los valores se expresan como la media + DE.
t de Student pareada. * p<0.05, ** p<0.01 vs antes del tratamiento



2. Distribucion de tamaros de HDL.

Para establecer los efectos de las TZDs sobre la distribucion de tamafios de las HDL,
aislamos estas lipoproteinas por ultracentrifugacion secuencial y posteriormente las
sometimos a una electroforesis en gradiente de poliacrilamida en condiciones nativas segln
se describe en la seccion de métodos. En la Fig. 5 se presenta el analisis densitométrico de
los corrimientos electroforéticos de las HDL del grupo tratado con rosiglitazona. Se puede
observar un claro desplazamiento del pico maximo de la grafica hacia valores mas

pequefos de 10.3 nm hasta aproximadamente 10 nm de diametro.

3c 3b 3a | 2a 2b

Durante
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8 9 10 11 12
Diametro (nm)

Fig. 5. Distribucion de subpoblaciones de HDL. Los resultados representan la distribucion
promedio del grupo de conejos antes y después de ser tratados con rosiglitazona. En la parte
superior se presenta ejemplo de gel nativo donde se observa el corrimiento de las subpoblaciones de
HDL.



El area obtenida por integracion parcial en los intervalos correspondientes a cada una de las
subpoblaciones de HDL, indicadas en la Fig. 5 por lineas punteadas, reportada como
porcentaje del area total bajo curva, la denominamos distribucion de tamafios de HDL. En
la Fig. 6 se muestran las proporciones de las diferentes subclases de HDL antes y durante el
tratamiento con rosiglitazona. Observamos que la rosiglitazona produce un aumento de las
HDL pequefias, tipo 3b de un 3.6 a un 8.5 %, y también de la subpoblacion 3c de un 2.0 a
un 3.9 %. Concomitantemente, se observa una disminucion en las particulas HDL mas
grandes tipo 2b del 50.6 al 38.9 %.
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Fig. 6. Distribucidn relativa de las diferentes subpoblaciones de HDL antes y durante el tratamiento
con rosiglitazona.

Los valores se expresan como la media + DE.

t de Student pareada * p<0.05 vs antes del tratamiento

En lo que concierne al efecto de la pioglitazona sobre la distribucion de tamarios de las
HDL, el analisis densitométrico (Fig. 7) muestra un desplazamiento importante de las
subpoblaciones de HDL hacia las particulas pequefias durante el tratamiento con
pioglitazona (de aproximadamente 10 nm hasta 8.8 nm).
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Fig. 7. Distribucion de subpoblaciones de HDL. Los resultados representan la distribucion
promedio del grupo de conejos antes y después de ser tratados con pioglitazona.

El porcentaje de cada una de las subpoblaciones de HDL obtenido a partir del densitograma
correspondiente esta representado en la Fig. 8; se observa que la pioglitazona produce un
aumento significativo en las particulas mas pequefias tipo 3c del 3.7 al 7.6 %, mientras que

la disminucion mas importante es en la subpoblacion 2a de 22.5 a 15.9 %.
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Fig. 8. Distribucion relativa de las diferentes subpoblaciones de HDL antes y durante el tratamiento
con pioglitazona.

Los valores se expresan como la media = DE.

t de Student pareada ' p<0.001 vs antes del tratamiento

Al comparar los cambios que cada farmaco produce en la distribucion de tamafios de HDL
(Fig. 9) se observa un efecto diferente con cada una de las TZDs. Por una parte, la
pioglitazona disminuye la proporcion de particulas 2a un 29.3%, mientras que la
rosiglitazona produce un aumento discreto del 6.4 % de esta subpoblacion de HDL. Por otra
parte, la rosiglitazona incrementa la cantidad de particulas 3b un 196.4%, mientras que la

pioglitazona sélo lo hace un 50.7%.
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Fig. 9. Porcentaje de cambio en la distribucion relativa de las subpoblaciones de HDL durante el
tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona. Se representa el promedio del porcentaje de cambio
con respecto a los valores basales de cada animal experimental.

t de Student *, p<0.05, ** p<0.01 vs pioglitazona

3. Composicion quimica y en apolipoproteinas de las HDL

La estructura de las HDL es un factor importante en su funcionalidad, por lo que
determinamos la composicion porcentual de lipidos y apolipoproteinas. Estos resultados se

muestran en el Cuadro 5.

El tratamiento con rosiglitazona produce un enriquecimiento en fosfolipidos de las HDL
que representa el 49.1% de la cantidad de fosfolipidos antes del tratamiento con
rosiglitazona; ademas, se observa una disminucion del 12.3% en la cantidad de proteina
total. Por otro lado, podemos observar que la pioglitazona disminuye la cantidad de
fosfolipidos un 45.7%, aumentando la cantidad de proteina un 22.5% con respecto a los
valores basales. La Fig. 10 representa los porcentajes de cambio en la composicion de
lipidos y proteina total de las HDL. En ella se puede apreciar el efecto diferencial de cada

una de las TZDs sobre el contenido de proteina y fosfolipidos.



Cuadro 5. Composicion porcentual en lipidos y proteina del total de las particulas de HDL.

Rosiglitazona Pioglitazona
(n=12) (n=12)
Antes Durante Antes Durante

Colesterol total
(%)
Triacilgliceroles
(%)
(Foz)s)fo“p'dos 256+74  324+63% 252439 140+7.5%*
Proteina
(%)

Los valores se expresan como la media + DE.

t de Student * p<0.05, ** p<0.01 vs antes del tratamiento

13.8+5.7 141 +6.6 165+6.1 169+7.6

54+34 6.5+23 55+18 3.0+26

55.2+14.5 470+9.7* 52.8+4.0 64.0+125%*
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Fig. 10. Porcentaje de cambio en la composicion de lipidos y proteina de las HDL totales durante el
tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona. Se representa el promedio del porcentaje de cambio
con respecto a los valores basales de cada sujeto.

Prot = Proteina; CT = Colesterol total; Tg = Triacilgliceroles; Plp = Fosfolipidos.

Los valores se expresan como la media.

t de Student * p<0.05, ** p<0.01 vs pioglitazona



Para establecer la proporcién de cada una de las apolipoproteinas que conforman a las HDL
realizamos una electroforesis en gradiente de poliacrilamida en presencia de SDS, segun se
describe en la seccion de métodos. Los resultados se muestran en el Cuadro 6. Estos
analisis demuestran que el tratamiento con rosiglitazona incrementa la proporcion de apo
Al, mientras que disminuye la cantidad de apo C’s. La pioglitazona no provoca cambios
significativos en la proporcion de apolipoproteinas. En la Fig. 11 se muestran las
diferencias en los porcentajes de cambio de apolipoproteinas durante los tratamientos con

rosiglitazona y pioglitazona sin observar cambios significativos.

Cuadro 6. Composicion porcentual de apolipopoteinas de HDL.

Rosiglitazona Pioglitazona
(n=12) (n=12)

Antes Durante Antes Durante
“A-IV 6.5+ R . A
(%) S5*13 9.8+5.1 11.5+59 13.0+3.3
a
((I,E/O) 11.9+6.3 10.7+24 17.2+5.9 17.1+6.3
a -
('OA/:))I 59.1+£538 62.5+49* 65.0+£9.9 55.0+15.0
a
('OA/:)“ 8.4+34 7.7+3.9 31+1.2 27+1.2
°C’s
(%) 49+31 21+15* 3.2+1.2 6.6 +6.3

Los valores se expresan como la media + DE.
t de Student * p<0.05, ** p<0.01 vs antes del tratamiento
®Representa el % de la proteina total de HDL.
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Fig. 11. Porcentaje de cambio en la composicion de apolipoproteinas de HDL totales durante el
tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona. Se representa el promedio del porcentaje de cambio
con respecto a los valores basales de cada sujeto.

t de Student. Los valores se expresan como la media.

4. Actividad de los factores plasmaticos que intervienen en el TRC.

En nuestra hipdtesis planteamos que el posible origen de las modificaciones estructurales
de las HDL podria ubicarse en cambios de las actividades de las proteinas que intervienen
en el TRC, es decir CETP, PLTP y LCAT. Los resultados de las determinaciones realizadas
se presentan en el Cuadro 7. Los resultados claramente demuestran que ninguno de los dos

tratamientos provoca cambios en estos factores plasmaticos de remodelacion.



Cuadro 7. Actividad de los factores plasmaticos involucrados en el TRC.

Rosiglitazona Pioglitazona
(n=12) (n=12)

Antes Durante Antes Durante
LCAT
(% de esterificacion) 70+3.2 55+3.7 5523 49+25
CETP
(% de transferencia) 31.6+£6.7 323+£6.0 249%+112 258+95
PLTP

(% de transferencia) 24.4+9.6 216 +7.3 256 *12.7 20.8+95

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

5. Efecto sobre la actividad paraoxonasa.

La relaciéon entre la estructura y la funcion de las HDL ha sido sugerida en diversas
ocasiones. Para comenzar a explorar si los cambios en la estructura inducidos por las dos
TZDs, tienen efecto en la funcionalidad de estas particulas, determinamos la actividad
paraoxonasa 1 segun el método descrito en la seccion correspondiente y en el Apéndice 4.
En el Cuadro 8 se presentan los resultados de la actividad paraoxonasa antes y durante los
tratamientos con rosiglitazona y pioglitazona. Se observa que la actividad aumenta un
22.8% durante el tratamiento con rosiglitazona, mientras que la pioglitazona mantiene sin

cambios esta actividad (Fig. 12).

Cuadro 8. Actividad paraoxonasa.

Rosiglitazona Pioglitazona
(n=12) (n=12)
Antes Durante Antes Durante

PON

. 488.5+138.2 595.2+179.4** 750.9+291.4 7719+ 1655
(wmol/min/mL)

Los valores se expresan como la media + DE.
t de Student pareada ** p<0.01 vs antes del tratamiento.
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Fig. 12. Porcentaje de cambio en la actividad paraoxonasa durante el tratamiento con pioglitazona y
rosiglitazona. Se representa el promedio del porcentaje de cambio con respecto a los valores basales
de cada sujeto.

Los valores se expresan como la media.

t de Student * p<0.05 vs pioglitazona



DISCUSION

En este trabajo de investigacion hemos puesto de manifiesto utilizando conejos, las
similitudes y diferencias que tienen las dos tiazolidinedionas comerciales sobre la
estructura, el metabolismo de las HDL, asi como su efecto sobre la actividad de la enzima,
fisicamente asociada a estas lipoproteinas, la paraoxonasa 1. Las dosis que empleamos son,
para ambos farmacos, equivalentes a tres veces la dosis maxima en el humano, a saber, 8 'y
45 mg/dia para la rosiglitazona y para la pioglitazona respectivamente. La eleccion de la
dosis esta basada en estudios previos de nuestro grupo y corresponde, particularmente para
la pioglitazona, a la dosis que induce los cambios en la estructura y el metabolismo de las
HDL *. El hecho de utilizar dosis por arriba de las méximas recomendadas en el humano,

justifica plenamente la utilizacion de un modelo animal para nuestro trabajo.

Observamos efectos significativos sobre el perfil de lipidos, en particular un incremento en
el nivel de triacilgliceroles con rosiglitazona, y un incremento del colesterol de HDL con
pioglitazona. Cambios similares en el perfil de lipidos habian sido previamente reportados
en el humano 2% estas similitudes entre el conejo y el humano soportan el concepto de
que nuestro modelo animal semeja en gran medida el metabolismo de lipidos y

lipoproteinas del humano 3 .

Estudios previos en nuestro laboratorio y comprobados en el presente trabajo, ponen de
manifiesto que la pioglitazona induce un claro desplazamiento de la distribucion de las
HDL hacia tamafios pequefios, generando un aumento significativo de la proporcion de
HDL tipo 3c ¥. Estos resultados los confirmamos en el presente estudio. Con base en estas
observaciones y en que la pioglitazona en general incrementa el colesterol-HDL, mientras
que la rosiglitazona tiene un menor o nulo efecto sobre el mismo, al inicio de este trabajo
planteamos la hipotesis que los tamafios de HDL se verian afectados de manera distinta con
cada una de la TZDs. En acuerdo con nuestra propuesta inicial, la rosiglitazona ademas de
producir un incremento comparable al de la pioglitazona en las HDLs., induce un
incremento de aproximadamente 200 % de las HDL3p,. En contraste, la pioglitazona induce
un incremento de la proporcion HDLgz, aproximadamente cuatro veces menor en

comparacion con la rosiglitazona. Asimismo destaca los efectos opuestos de la TZDs en la



proporcion de las HDL tipo 2a; mientras la pioglitazona produce un descenso significativo
en la proporcion de estas particulas, la rosiglitazona no afecta esta subpoblacion. En
resumen, los efectos de la pioglitazona y los de la rosiglitazona sobre la distribucion de
tamarios de HDL difieren de manera importante. Estas evidencias sugieren que los
mecanismos de accion de ambos farmacos, a pesar de que ambos son agonistas de PPARY,
difieren por lo menos en lo que concierne a sus efectos sobre las HDL. Se requieren
estudios especificamente disefiados para determinar los efectos pleiotrépicos de cada una
de las TZDs.

La proporcion de las diferentes subclases de las HDL en plasma, esta determinada, al
menos parcialmente, por los factores plasmaticos de remodelacion intravascular de
lipoproteinas, en particular la CETP y la LCAT %,y la PLTP %2, Con base en lo anterior,
era posible que las modificaciones en la distribucion de las HDL inducidas por las TZDs,
tuviesen su origen en cambios de las actividades de tales factores de remodelacion. Por lo
tanto, para tratar de dar una explicaciéon al origen de los cambios en la distribucion de
tamanos de las HDL de conejos tratados con TZDs, determinamos la actividad LCAT,
CETP y PLTP. Nuestros resultados demuestran que, a pesar del impacto tan importante que
tienen sobre la distribucién de tamafios ***** las actividades LCAT, CETP y PLTP,
permanecen igual a las condiciones basales durante el tratamiento con cualquiera de las dos
TZDs. En consecuencia, con base en nuestros resultados, podemos afirmar que las
modificaciones en la distribucion de tamafios de las HDL durante el tratamiento con TZDs
no tienen su origen en cambios de la actividad LCAT, CETP ni PLTP. La sobrexpresion de
otras proteinas que también participan en la remodelacion de las HDL, como el receptor de
membrana SR-BI, y el ABCA-1, y cuyos genes contienen elementos de respuesta para
PPARy '#3 podrian explicar las modificaciones en la distribucién de tamafios inducidos
por las TZDs. Adicionalmente, la subunidad beta de la ATPasa mitocondrial que puede
expresarse de manera ectépica en la membrana citoplasmatica, actia como receptor HDL
% por lo tanto, si su expresion es afectada por las TZDs, podria contribuir a explicar los
cambios en la distribucién de tamafio de las HDL. Estas hiptesis deberan ser abordadas en

estudios posteriores.



La modificacion de la distribucion de tamafios de las HDL por las TZDs tiene
implicaciones en la aterosclerosis; estudios epidemiologicos han reportado que los

pacientes con EAC tienen niveles de C-HDL, menores que los sujetos control *

. A partir
de estas observaciones, se ha postulado que las HDL, constituyen la fraccion HDL con
mayor potencial antiateroscleroso. En contraste, otros estudios sugieren que las HDL
pequerias poseen un potencial antiaterogénico superior al de las particulas de mayor tamarfio
| 381 y
poseen mejores propiedades antioxidantes que las HDL de mayor tamafio **%°. Evidencias

tipo HDL,; las particulas HDL pequefias son los mejores aceptores de colestero

indirectas también sugieren que las HDL pequefias son mas antiaterogénicas que las
particulas grandes; sujetos con hipoalfalipoproteinemia severa (colesterol-HDL<15 mg/dL)

sin historia personal ni familiar de enfermedad aterosclerosa coronaria, presentan una

40-42

proporcion muy elevada de HDL pequefas Adicionalmente, farmacos

antiaterosclerosos como los fibratos, desplazan la distribucién de tamafios HDL hacia

particulas de menor tamafio “.

20,21

Considerando que las TZDs tienen efectos
antiaterosclerosos”™", el desplazamiento de los tamafios de las HDL hacia particulas
pequerias por efecto de las TZDs, apoya indirectamente la postura de que la fraccion HDL
con mayor potencial antiaterogénico son las HDL pequefias, en particular las de tipo 3b y

3c.

Como se ha mencionado previamente, las HDL pequefias tienen mayor capacidad para
retardar la oxidacion de las LDL in vitro *. Esta caracteristica se debe a que la cantidad de
paraoxonasa 1 que pueden fijar las HDL por particula esta en funcion inversa a su tamafio
% La PON se sintetiza en el hepatocito y se exporta hacia la membrana nuclear en donde
permanece anclada a través de interacciones hidrofobicas entre los fosfolipidos de la
membrana citoplasmética y la regién N-terminal de la proteina *2. Las HDL son capaces de
desorber a la PON de la membrana del hepatocito y este proceso depende de la tension de
superficie de la lipoproteina'®. De esta manera, toda la paraoxonasa circulante en plasma se
encuentra asociada Unicamente a las HDL. Con base en estas evidencias y nuestros
resultados, postulamos que las TZDs aumentarian la actividad paraoxonasa.
Adicionalmente, esperdbamos un aumento mas importante en los animales tratados con

pioglitazona en comparacion con los que recibieron rosiglitazona, debido a que la primera



induce un incremento méas importante de las HDL de menor tamafio, de tipo 3c. A pesar de
nuestras expectativas, nuestros resultados demuestran que sélo la rosiglitazona es capaz de
incrementar la actividad de la enzima en plasma, mientras que la pioglitazona no tiene
ningun efecto significativo sobre esta enzima. Esta diferencia, podria explicarse por la
cantidad de fosfolipidos que contienen las HDL durante el tratamiento con TZDs; como se
establecio previamente, la tension de superficie es el factor determinante en la desorcion de
la PON por parte de las HDL™. Esta tensién de superficie esta directamente relacionada
con el contenido de fosfolipidos que presente la particula'®. En congruencia con tales
evidencias, observamos que las HDL generadas durante el tratamiento con rosiglitazona
contienen una proporcion de fosfolipidos significativamente mayor a las generadas con
pioglitazona. Por lo tanto, el contenido de fosfolipidos puede contribuir a explicar los

diferentes efectos de las dos TZDs comerciales sobre la actividad PON.

Una explicacion adicional a las diferencias en cuanto a los efectos sobre la PON por parte
las TZDs, tiene relacion con la velocidad de recambio de las HDL. Mientras la pioglitazona
duplica la tasa de catabolismo de las HDL *, resultados recientes de nuestro laboratorio
han demostrado que la rosiglitazona no modifica la tasa de recambio de las HDL [Pérez-
Méndez et al., resultados no publicados]. Considerando estas propiedades de las TZDs, se
puede postular que las HDL generadas durante el tratamiento con pioglitazona tendrian
efectivamente mayor capacidad para captar paraoxonasa 1 como habiamos propuesto
inicialmente; sin embargo, debido a que la tasa de eliminacién de las HDL se duplica
durante el tratamiento con pioglitazona, es posible que las moléculas de PON que acarrean
estas lipoproteinas, sigan el patron de eliminacién de las HDL. En consecuencia, un posible
aumento de la captacion de PON hepética por parte de las particulas HDL generadas
durante el tratamiento con pioglitazona, se veria contrarestado por el aumento en su
catabolismo. El balance final, seria la ausencia de incrementos en la actividad PON durante
el tratamiento con pioglitazona, como demostramos en el presente estudio. Aplicando el
mismo razonamiento, debido a que la rosiglitazona no induce un incremento en el
catabolismo de las HDL, el aumento de particulas HDLg3, por el farmaco, a pesar de ser
menos eficientes que la HDLs. para captar PON *°, es suficiente para provocar un aumento

observable en la actividad de esta enzima en plasma. Esta explicacion especulativa a los



efectos diferenciales de las TZDs sobre la PON plasmatica debe sustentarse en estudios

cinético metabolicos in vivo de la enzima.

En resumen, en el presente estudio hemos demostrado los efectos que tienen la
rosiglitazona y la pioglitazona sobre la estructura de las HDL, que los cambios en la
distribucion de tamafo de estas lipoproteinas no tienen su origen en modificaciones de los
factores plasmaticos de remodelacion de las HDL. Nuestros resultados también ponen de
manifiesto que las modificaciones estructurales ocurren simultdneamente con un
incremento significativo de la paraoxonasa plasmatica en los animales tratados con
rosiglitazona, sugiriendo que favorece la capacidad antioxidante de las HDL. Asimismo,
nuestro estudio sirve como antecedente para plantear varios protocolos de investigacion en

el futuro.
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APENDICE 1

Determinacion de proteinas por el método de Lowry

SOLUCIONES
¢ -Solucion de Na;COg: 20 % en H,0O
¢ -Solucidn de tartrato de Nay K: 1 g+ CuSQO,:0.59
¢ -Solucién de NaOH 0.8N: 16g en 500 mL H,O
¢ -Solucion de SDS al 10%
¢ -Solucion patron de albUmina: 1 mg/mL
¢ -Solucién A. Preparar al momento
- 1 volumen de tartrato de Nay K
- 1 volumen de Na,COs
- 2 volimenes de NaOH
- 2 volumenes de SDS
- 2 volumenes de H,O

TECNICA
CURVA PATRON
Tubo 1 2 3 4 5 6
MUESTRA (mL) 0 0 0 0 0 0
ST (mL) 0 10 20 40 80 100
H,0 (mL) 100 90 80 60 20 0
MEZCLAR
Sol. A (mL) 1 1 1 1 1 1

INCUBAR 10 MINUTOS
EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE

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

INCUBAR 30 MINUTOS
EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE

Leer a una longitud de onda de 750 nm

muestra
20
0
80

0.5



DETERMINACION DE LOS RESULTADOS
Trazar una grafica de concentracion contra absorbancia con los datos de la curva patrén.

Interpolar la absorbencia de las muestras en la grafica para determinar la concentracién

correspondiente.



APENDICE 2

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

SOLUCIONES

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

A=Tris 0.09 M + Ac. Borico 0.08M + EDTA 3mM pH 8.35
B= 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100mL

C= persulfato de amonio 10%

3% 30%
Vol. total SmL SmL
Sol A 0.5mL 0.5mL
Sol. B 300uL 3mL
H,0 d 4.2mL 750uL
GLICEROL --- 750uL
TEMED 4ulL 4ulL
SOL.C 20uL 20uL

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

3) Migrar 15 min a 40 V(para concentrar las muestras)

4) Migrar 15 min a 70 V (para que entren las muestas al gel)
5) Migrar22 ha 160V

6) Tefir el gel con azul de Coomasie



APENDICE 3

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS).

Soluciones

A= 36.3g Tris-HCI c.b.p. 100mL pH 8.9

B= 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100mL
C=SDS 10%

D= persulfato de amonio 10%

E=39.4g Tris + 2g SDS c.b.p. 100mL pH 6.8

4% 21% St
Vol. total 4mL 4mL 3.5mL
Sol A 1.0 mL 1.0mL
Sol B 320uL 1.77mL 300pL
H,O, d 2.68 mL 230pL 1.5mL
GLICEROL |  --—--- 1mL --
Sol C 40uL 40pL S
Sol E 2mL
TEMED 5uL 5uL BuL
Sol D 25uL 25uL 40uL

1) Depositar 25 pg de proteina/ 10 uL de buffer de muestra. Calentar a ebullicion durante
3 minutos.

2) Migrar 30 min a 40 V (para que entren las muestas al gel)

3) Migrar3ha90V

4) Teifiir el gel con azul de Coomasie



APENDICE 4

Determinacién de actividad PON

La muestra es suero fresco o congelado a -70°C. Se le haran diluciones diferentes de

acuerdo al tipo de muestra (rata, conejo o humano).

Soluciones y amortiguadores:

e Amortiguador ARE

Tris 20 mM 0.315¢g
CaCl, 0.9 mM 0.010g
H>0O cbp 100 mL

Ajustar a pH=8 con HCI

e Sustrato de ARE
Agregar 1.27 uL de fenilacetato en 10 mL de buffer ARE

Procedimiento:

1. Preparar el sustrato.

2. Hacer la dilucion correspondiente a las muestras:
CONEJO
Diluir 1:40 en buffer ARE para actividad ARE.

3. Determinar la actividad.

Poner 10 pL de la muestra (previamente diluida) en 1 mL de sustrato ARE
Mezclar y calibrar a cero, esperar 1 minuto para iniciar la cinética.

Seguir la cinética ¢/30 seg. por 3 minutos a A=270 nm

*usar celda de cuarzo



CALCULOS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
Actividad ARE (pmol fenol/min/mL suero)
¢ fenilacetato=1310 Mem™

Actividad =

1.01 (ADO)) » 105 X dilucién muestra
€

dilucion muestra, es el inverso de la dilucién tal que, si la muestra se diluy6 1:5, se

tomara como factor 5, y de la misma forma en las diferentes diluciones.
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