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RESUMEN

Existe una relaciéon negativa entre las concentraciones plasmaticas del colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y el riesgo de desarrollar enfermedad aterosclerosa
coronaria (EAC).

Una probable explicacién a esta relacién inversa es el metabolismo intravascular de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), conocido como transporte reverso del colesterol (TRC).
Las HDL durante su metabolismo sufren una constante remodelacién en estructura y
composicién, dando como resultado diversas subpoblaciones HDL, con propiedades
antiaterogénicas y sitios metabdlicos diferentes. Asi, un tratamiento farmacolégico que
modifique el metabolismo de las HDL, tendria repercusiones en la estructura de la lipoproteina
y en su funcién antiaterogénica. Sin embargo, se conoce poco acerca de la relacién estructura-
funcién-metabolismo de las HDL y cémo se modifica esta relacién durante el tratamiento con
farmacos antiaterosclerosos.

Las tiazolidinedionas (TZD, glitazonas), fAirmacos antidiabéticos agonistas de PPARy, tienen
propiedades antiaterosclerosas, ademéas de incrementar las concentraciones plasmaticas de C-
HDL. En el marco del presente estudio, postulamos que el tratamiento con TZD tienen un
efecto sobre la sintesis y catabolismo de la apo A-I y colesterol de las HDL, asi como sobre la
actividad de enzimas y proteinas de transporte que participan en el TRC. Como resultado, las
TZD generarian modificaciones en la estructura, composicién y muy probablemente de la
capacidad antiaterosclerosa de las HDL.

Para comenzar a explorar la relacién estructura-metabolismo-funcién de las HDL utilizamos
conejos Nueva Zelanda tratados durante 6 semanas con pioglitazona a dosis de 1.75 mg/Kg o
rosiglitazona a 0.34 mg/Kg de peso. En ambos casos, la dosis es equivalente a 3 veces la
posologia habitual del humano. De acuerdo a estudios previos, los conejos presentan una
estructura y metabolismo de las HDL muy similar a la de los humanos. Las HDL generadas en
los conejos, se caracterizaron por ultracentrifugacién secuencial y PAGE 3-30% en condiciones
nativas. Para determinar el metabolismo de los componentes quimicos de las HDL se
realizaron estudios cinéticos, por medio de marcado exégeno con isétopos radiactivos (125I-apo
A-1 y 3H-Colesterol). Para demostrar los efectos de funcionalidad de las HDL y expresién de
proteinas que participan en el TRC se utilizaron células de hepatoma de rata, FubAH, que se
cultivaron en presencia de pioglitazona 2.0 ug/mL o rosiglitazona 0.4 pg/mL, 48 h antes de la

determinacién.



En este estudio se demostré que las TZD modifican de manera distinta la estructura, el
metabolismo y funcionalidad de las HDL. La pioglitazona y la rosiglitazona provocaron un
incremento de 2.9 y 1.6 veces, respectivamente, de la proporcién relativa de particulas
pequenias, HDL3, pero el efecto de la rosiglitazona fue mas discreto y s6lo se observé en las
particulas de tipo HDL3c. A pesar de estas pequefias diferencias la tasa de produccién (PR) de
la apo A-I fue de un 121% y 64% mayor con pioglitazona y rosiglitazona, respectivamente,
respecto a los conejos no tratados. En el mismo sentido, la tasa de catabolismo (FCR) de la apo
A-T incrementé 128% con pioglitazona y 24% con rosiglitazona. Este balance metabdlico se
manifiesta por una elevaciéon de la concentracién de apo A-I plasmatica en un 37.5%,
Unicamente con rosiglitazona. En cuanto a la composicion quimica de las HDL, la pioglitazona
originé particulas enriquecidas en apo A-I y con una disminucién en la proporciéon de apo C’s,
triacilgliceroles y fosfolipidos. Por el contrario, la rosiglitazona disminuyé la proporciéon de
proteina, especialmente de apo A-I e incrementd la proporcion de fosfolipidos. Dichos cambios
estructurales en las HDL probablemente contribuyen al incremento de la carga de superficie
en un 6% con pioglitazona, el incremento en la actividad PON un 21% con rosiglitazona y del
hipercatabolismo de las particulas de HDL observado con ambas TZD.

En cuanto a la eliminacién de los ésteres de colesterol (EC), con cualquiera de las glitazonas, es
mas lenta con respecto al grupo control. El FCR disminuyé 67% con pioglitazona mientras que
con rosiglitazona sélo disminuyé un 33%. Estos cambios podrian estar asociados al aumento en
la expresién de receptor hepatico SR-BI en un 25.1% y 29.2% con pioglitazona y rosiglitazona,
respectivamente. Sin embargo, la proteina PDZK1, indispensable para el funcionamiento del
SR-BI, no tuvo cambios con ninguna de las TZD.

En resumen, nuestros resultados demuestran que las TZD producen modificaciones de la
estructura y metabolismo de las HDL, sugiriendo que un aumento de la produccién de la apo
A-1 de HDL no implica un aumento en la eliminacién del colesterol-HDL plasmatico. Por lo que
inducir una sobre sintesis de apo A-I no es suficiente para mejorar el TRC. Por otra parte
nuestro estudio sugiere que el incremento del catabolismo y de las sintesis de la apo A-I de las
HDL se manifiesta por incrementos de la proporcién relativa de HDL pequefias que podrian

explicar parcialmente la actividad antiaterosclerosa de las TZD.



ABSTRACT

There is a negative relationship between high-density lipoprotein cholesterol, (HDL-C) and the
risk of coronary artery disease (CAD).

A likely explanation for this inverse relationship is the intravascular metabolism of high
density lipoproteins (HDLs), known as reverse cholesterol transport (RCT). During their
metabolism, HDLs undergo constant remodelling in structure and composition, resulting in
various subpopulations of HDLs that may have different antiatherogenic properties and
metabolic sites. Thus, a drug treatment that alters the metabolism of HDL, may have
implications for the structure of lipoproteins and their antiatherogenic function. However,
little 1s known about the relationship between the HDL metabolism, structure and their
function, and how antiaterosclerotic drugs affect such relationship.

Thiazolidinediones (TZDS, glitazones), antidiabetic drugs that are PPAR gamma agonists,
have anti-atherosclerotic properties, and increase the plasma concentrations of HDL-C. In the
present study, we postulated that TZDs treatment affects the synthesis and catabolism of apo
A-1 and HDL cholesterol, as well as the activity of enzymes and transfer proteins involved in
RCT. As a result, TZD may induce changes in the structure, composition and probably
antiaterosclerotic properties of HDL.

In order to again more insight about the relationship between structure-function-metabolism
of HDL, we treated New Zealand rabbits with pioglitazone o rosiglitazone during six weeks, at
doses of 1.75 mg/kg or 0.34 mg/kg. In both cases, the dosage is equivalent to 3 times the usual
human dosage. According to previous studies, the structure and HDL of metabolism in rabbits
1s similar to that of humans. The HDLs in rabbits, were characterized by sequential
ultracentrifugation and PAGE 3-30% under native conditions. To determine the metabolism of
the chemical components of HDL, kinetic studies were performed, using HDLs labelled, with
radioactive isotopes, 125I-apo A-I or 3H-cholesterol. To demonstrate the effects of HDL
functionality and expression of proteins involved in the RCT we used rat hepatoma cells,
Fu5AH, which were cultured in presence of pioglitazone, 2.0 ug/mL or rosiglitazone, 0.4
ug/mL., 48 h before determination.

This study showed that both TZDs modify differently the structure, metabolism and function of
HDL. Pioglitazone and rosiglitazone caused an increase of 2.9 and 1.6 times, respectively, the
relative proportion of small HDL3 particles, but the effect was more discrete with rosiglitazone

and it affected only HDL3c type particles. Despite these small differences the production rate



(PR) of apo A-I was 121% and 64% higher with pioglitazone and rosiglitazone, respectively,
compared to control group. Similarly, catabolic rate (FCR) of apo A-I increased 128% with
pioglitazone and rosiglitazone 24%. This metabolic balance resulted in an elevation of about
37.5% the apo A-I plasma concentration with rosiglitazone. Concerning the chemical
composition of HDL, pioglitazone induced an apo A-I enrichment of HDL particles and a
decrease in the proportion of apo C's, triacylglycerols and phospholipids. In contrast,
rosiglitazone decreased the proportion of protein, especially of apo A-I and increased the
proportion of phospholipids content of HDLs. These changes of the HDL chemical composition,
may contribute to the 6% increase of surface charge observed with pioglitazone, and the 21%
increase of PON activity whit rosiglitazone and hypercatabolism of HDL particles observed
with both TZDs.

Both glitazones slowed the cholesteryl esters (CE) elimination compared with the control
group. The FCR of HDL-cholesteryl esters decreased 67% with pioglitazone while with
rosiglitazone the observed decreased was only of 33%. These changes could be related to the
high hepatic expression of SR-BI receptor that was a 25.1% and 29.2% with pioglitazone and
rosiglitazone treatments, respectively as compared to control cells. However, PDZK1 protein,
essential for the SR-BI function, was unchanged with any of TZDs.

In summary, our results showed that TZDs produce modifications of the structure and HDL
metabolism, and demonstrated that a high production of apo A-I HDL does not imply an
increase in the removal of plasma HDL cholesterol from plasma; inducing the synthesis of apo
A-1is not enough to improve the RCT. Moreover our study suggests that a high catabolism and
synthesis of apo A-I result in an increased proportion of small HDL may partially explain

antiaterosclerotic activity of TZDs.



ANTECEDENTES

I. LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas (Lp) son complejos macromoleculares y seudomicelares conformados por una
fraccién proteinica, denominada apolipoproteina (apo) que estabiliza en términos
fisicoquimicos a la particula. Las apolipoproteinas se unen por interacciones hidrofébicas y
electrostaticas a la fraccién lipidica de las lipoproteinas, que consisten de un nucleo de lipidos
hidrofébicos (no polares), como triacilgliceroles y ésteres de colesterol rodeados de una mezcla
de lipidos anfipaticos, principalmente fosfolipidos y colesterol no esterificado. (Figura 1)

La principal funcién de las lipoproteinas es la de transportar los lipidos, desde su lugar de
absorcion o sintesis hasta los drganos o tejidos que los requieran o para su eliminacién, esto

debido a la naturaleza acuosa del plasma.

Apolipoproteinas Colesterol esterificado

Colesterol Libre Triacilgliceroles

Fosfolipidos

Figura 1. Esquema general de la composicién de las lipoproteinas. Se observa los lipidos hidrofébicos del nucleo, en
su superficie los lipidos anfipaticos y las apolipoproteinas que estabilizan a la lipoproteina.l



I.1 COMPONENTES DE LAS LIPOPROTEINAS

1.1.1. LIPIDOS

Los lipidos se pueden definir como moléculas organicas de origen celular, insolubles en medio
acuoso, que integran una familia de compuestos muy heterogénea, con una gran diversidad de
estructuras y funciones, pero con caracteristicas quimicas similares.

Los lipidos pueden participar como cofactores enzimaticos, transportadores electronicos,
agentes emulsionantes, como fuente de energia, forman parte de la estructura de hormonas y
de mensajeros intracelulares, asi como de lipoproteinas plasmaticas y membranas.

De acuerdo a su estructura podemos clasificar a los lipidos en diferentes grupos, pero sélo
algunos de ellos se encuentran asociados con las lipoproteinas. Los principales lipidos que

destacan dentro de estas particulas son acidos grasos, colesterol, fosfolipidos y triacilgliceroles.

1.1.2. APOLIPOPROTEINAS

Son proteinas asociadas a las lipoproteinas de peso molecular variable y sus funciones son
estructurales, como ligandos de receptores membranales y como cofactores de enzimas del
metabolismo intravascular de los lipidos. Las diferentes apolipoproteinas y sus principales

caracteristicas se resumen en el cuadro 1.

1.2. CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo con su densidad de flotacién, a su movilidad
electroforética y/o a su contenido de apolipoproteinas. En el cuadro 2 se describe la clasificacién
por orden creciente de densidad y decreciente de tamano; se indica la movilidad electroforética

correspondiente a cada clase de lipoproteinas, asi como su composicién quimica.



Cuadro 1. CARACTERISTICAS DE LAS APOLIPOPROTEINAS 23

Ao Masa
P Molecular Localizacién Funcién
(Da)
Principal componente de las HDL,
A-1 29,016 HDL, Qm activador de LCAT, estimula el flujo del
colesterol.
i Principal proteina componente de HDL,
Al 17414 HDL inhibidor de LH y de la LCAT.
i Activador de LCAT, modulador de LPL y
ATV 44,465 HDL, Qm estimula el flujo de colesterol.
Estimula la captacién de lipidos por el
A-V 39,000 HDL, VLDL higado y la unién de proteoglicanos a la
LPL.
B-100 512,723 VLDL, LDL Ligando para receptor de LDL.
B-48 240,800 Qm Proteina estructural de los Qm.
C1 6,630 HDL, VLDL, Qm Activador de LCATI‘, inhibe la captacién
hepatica de Tg.
i Activador LPL, inhibicién de la captacion
G-I 8,900 HDL, VLDL, Qm hepatica de Lp-apo B100.
C-ITlo,1,2 8,800 HDL, VLDL, Qm Inhibidor de la LPL.
Ligando de receptor de LDL y de residuos
Ez234 34,145 VLDL, HDL de Qm, estimula el eflujo de colesterol.

Apo; Apolipoproteina, Da; Daltons, Qm; Quilomicrones, VLDL; Lipoproteinas de muy baja densidad, LDL;
Lipoproteinas de baja densidad, HDL; Lipoproteinas de alta densidad, LCAT; Lecitina colesterol acilotransferasa,
LPL; Lipoproteina lipasa, LH; Lipasa hepatica, Tg; triacilgliceroles, Lp; lipoproteina.



Cuadro 2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS. 23

Lp Mov Densidad de | Tamafio | Proteina | Fosfolipidos | Tg Colesterol

Electroforé Flotacién Libre Ester
tica (g/mL) (nm) (%) (%) (%) (%)
Qm Origen <0.95 >T70 1-2 3-6 90-95 1-3 2-4
VLDL Pre-beta 0.95-1.006 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8 5

IDL Prf):izta’ 1.006-1.019 | 20-30 | 15-20 15-20 | 25-30 | 5-10 | 30-35

LDL Beta 1.019-1.063 18-30 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50

HDL Alfa 1.063-1.21 5-12 45-55 26-32 2-7 3-5 15-20

Lp; lipoproteina, Qm; Quilomicrones, VLDL; Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL; Lipoproteinas de densidad
intermedia, LDL; Lipoproteinas de baja densidad, HDL; Lipoproteinas de alta densidad.

1.3. METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS

La composicion quimica y estructura de las lipoproteinas plasmaticas se modifica
continuamente, como resultado del intercambio dindamico de lipidos y apolipoproteinas que
existen entre ellas durante su metabolismo intravascular. Una gran variedad de enzimas,
proteinas y algunos receptores de membrana estan involucrados en este metabolismo,
influyendo en la concentracién de los lipidos y favoreciendo el transporte, la captacién celular,
o la hidroélisis de los mismos.2*

En el Cuadro 3 se presentan algunas caracteristicas destacables de las enzimas, proteinas de

transporte y receptores que intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas.
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NOMBRE FUNCION ORIGEN

Cataliza la esterificacién del colesterol (presente en las HDL
LCAT y 0 LDL) con un 4cido graso de la lecitina. Contribuye a la Hepatico
maduraciéon de HDL.

Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos de HDL, IDL y
LH LDL. Es cofactor del SR-B1 para una captacién selectiva, asi Hepatico
como la generacion de apo A-I libre de lipidos.

Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilizando apo Tejido adiposo, endotelio y

LPL C-II como cofactor. Favorece la generacién de precursores de ,
pulmoén
HDL.
LE Hidroliza fosfolipidos en las HDL. Endoteho’, higado y
macrofagos

Transfiere fosfolipidos de lipoproteinas ricas en
PLTP triacilgliceroles y de HDL. Favorece la generaciéon de
precursores de HDL y de apo A-1.

Hepatico y
endotelio

Tejido adiposo,
hepatico,
intestino delgado

CETP Intercambia ésteres de colesterol por triacilgliceroles entre
las HDL2 y las lipoproteinas que contienen apo B.

RECEPTORES Y PROTEINAS MEMBRANALES

Receptor de las HDL para promover el flujo bidireccional del

SR-BI colesterol libre y esterificado entre los hepatocitos y las Hepff.thO,
. macréfagos
células.
ABCA-1 .y . . . ,
Modulaciéon del eflujo de colesterol y fosfolipidos. Favorece a Intestino, células de
ABCG-1 la maduracién de HDL. Kupffer, macrofagos
CD36 Receptor de LDLox. Promueve la acumulacién del colesterol Macréfagos y monocitos

en las lipoproteinas.

Apo B/E-R Receptor para lipoproteinas que contienen apo By E. Hepético
Incrementa el eflujo de colesterol via los hepatocitos. P

LCAT; Lecitina colesterol acilotransfera, LH; Lipasa hepatica, LPL; Lipasa lipoprotéica, LE; Lipasa endotelial,
CETP; Proteina de transferencia de ésteres de colesterol, PLTP; Proteina de transferencia de fosfolipidos, SR-BI;
Receptor scavenger de clase B tipo I, ABCA-1; Transportador de membrana dependiente de ATP, miembro 1 de la
subfamilia ABCA/G, Apo; apolipoproteina, Qm; Quilomicrones, VLDL; Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL;
Lipoproteinas de densidad intermedia, LDL; Lipoproteinas de baja densidad, LDLox; LDL oxidadas, HDL;

Lipoproteinas de alta densidad.



Existen al menos tres mecanismos por los que se modula el trafico intravascular de los lipidos
(Figura 2). Uno para el movimiento de lipidos exégenos que entran en la célula, el cual se lleva
a cabo por los quilomicrones. Otro, para el movimiento de lipidos sintetizados en el reticulo
endoplasmico (fuente endégena de colesterol) hasta la membrana plasmatica, donde hay una
participaciéon activa de las VLDL y HDL. El tercero es el transporte reverso del colesterol
(TRC), donde en particular las HDL tienen una participacién muy importante y este
mecanismo explica la diversidad en estas lipoproteinas; lo anterior se describe en detalle en la

seccién I1.1586,
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Figura 2. Metabolismo intravascular de las lipoproteinas. Los lipidos provenientes de los alimentos (via exégena)
forman pequefias micelas por accién de los 4cidos biliares conjugados, lecitina y colesterol, liberados y por enzimas
pancreaticas, la enzima colesterol esterasa (CEasa), la lipasa pancreatica (LP) y fosfolipasa A, las cuales acttan: 1)
sobre los Tg para liberar acidos grasos libres (AGL), 2) rompen enlaces éster liberando AGL y CL y 3) hidrolizan los
fosfolipidos (Plp) exégenos, respectivamente. En el enterocito los 4c. grasos son esterificados con glicerol formando
Tg, los cuales se ensamblan con pequefnas cantidades de CL junto con apolipoproteinas y Plp para formar los Qm
que son liberados a la linfa mesentérica y finalmente a la circulacién. En el plasma los Qm son remodelados por la
LPL y LH dando lugar a remanentes de quilomicrén (Rem Qm). Estas particulas son enriquecidas, por la accién de
la CETP, con CE que provienen de las HDL, los cuales son captados por los receptores hepaticos (SR-BI, ApoB/E-R,
HDL-r) Las VLDL (via endégena) son sintetizadas en el aparato de Golgi de los hepatocitos a partir del ensamblaje
de AGL, glicerol-3-fosfato, y una baja cantidad de colesterol. Las VLDL posteriormente interactian con LH, para
hidrolizar a sus Tg, y transformarse en IDL. Estas tltimas pueden ser captadas por el higado a través del receptor
apoB/E o seguir disminuyendo su tamaifo, ya que sufren hidrélisis de sus Tg restantes hasta convertirse en LDL y
ser captadas por su receptor hepatico. En el TRC, las HDL son sintetizadas en el higado o en la mucosa del intestino
como particulas pre-B, pobre en lipidos, estas particulas son capaces de captar CL. Una vez captado el CL, se
esterifica por la enzima LCAT y es llevado al higado para ser eliminado o reciclado por dos mecanismos: 1) Puede
ser eliminado directamente de la lipoproteina por el receptor hepatico SR-BI y 2) por medio del receptor hepético
apo B/E.
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II. ENFERMEDAD ARTERIAL CORONARIA (EAC) Y HDL
II.1 EAC

La enfermedad arterial coronaria (EAC) se caracteriza por proliferacién de células musculares
lisas (CMLV), depésito de lipidos que conforman placas visibles y de la participacién activa de
las diversas lipoproteinas que hay en el plasma.’ Existen varios factores de riesgo asociados al
desarrollo de EAC, entre los que encontramos edad, sexo, factores genéticos, hipertension,
obesidad, dislipidemias, resistencia a la insulina y diabetes.8

Multiples estudios epidemiolégicos en el area han demostrado que la elevacion de las
concentraciones plasmaticas de colesterol total y de LDL conduce a la aparicién de EAC. La
guia para el tratamiento en adultos III (ATPIII:Adult Treatment Panel III) design6 como factor
de riesgo cardiovascular la presencia de LDL pequenas y densas.? Pietzsch et al.1® han sugerido
que las LDL2 y LDL3 permanecen mas tiempo en circulaciéon ya que disminuye su afinidad por
el receptor hepatico de LDL y esto resulta en una disminucién de su catabolismo. Como
consecuencia del aumento en el tiempo de residencia, las LDL penetran al espacio
subendotelial, ambiente de éstres oxidativo intenso, dando lugar a la peroxidacién de sus
lipidos.

Las LDL modificadas promueven la proliferacién y diferenciacion de monocitos circulantes a
macroéfagos que atraviesan el endotelio vascular expresando en su membrana plasmatica
receptores scavenger tipo A, tipo B (CD36) y LOX-1, que favorecen la fagocitosis de estas
lipoproteinas. La falta de maquinaria enzimatica capaz de degradar los lipoperédxidos de las
LDL captadas, tiene como consecuencia un cimulo de éstos en el citoplasma del macréfago,
conocido entonces como célula espumosa. Estas células espumosas, antes de morir, liberan
citocinas (TNFa, IL-18 e IL-6) que estimulan al endotelio vascular para producir diferentes
sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras que no sélo regulan su tono vasomotor, sino
que ademds pueden ser marcadores de un proceso inflamatorio y trombético. Entre estas
sustancias se encuentran la molécula de adhesién vascular 1 (VCAM-1), la molécula de
adhesién intercelular 1 (ICAM-1), E-selectina y P-selectina, factor estimulante de colonias de
macréfagos (M-CSF), proteina quimiotactica para monocitos (MCP-1). Las adhesinas favorecen
la infiltracién de los monocitos circulantes, lo que promueve y exacerba el proceso inflamatorio
y desarrollo del ateroma.?

Las LDL modificadas también promueven la actividad procoagulante del endotelio debido a un
incremento en la secrecién de factor tisular (TF), cofactor del factor VIIa de la cascada de
coagulacion, que a su vez activa a los factores IX y X que resultan en la formacion de

trombina. La actividad fibrinolitica también se modifica por accién de las LDL modificadas ya
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que reduce la secrecién del factor activador del plasmindgeno tisular (tPA) e incrementa la

secreci6n del inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) por el endotelio.1:12

I1.2 HDL Y SU CAPACIDAD ANTIATEROGENICA

Desde los afios 70s, diversos estudios epidemiolégicos han descrito una relacidon inversa del
colesterol de HDL (C-HDL) con el riesgo de desarrollar EAC.278 El ultimo ATPIII del programa
nacional de educacién sobre el colesterol (NECP), en Estados Unidos ha reportado que la
hipoalfalipoproteinemia, (concentraciones plasmaticas de C-HDL<40 mg/dL) es un factor de
riesgo para desarrollar EAC.° En este contexto, las HDL han sido catalogadas como particulas
antiaterogénicas, ya que evitan la formacién de placa ateromatosa a través de varios

mecanismos entre los que destaca el transporte reverso del colesterol (TRC).

I1.2.1 SUBPOBLACIONES DE HDL

Las HDL, se han clasificado al igual que las otras lipoproteinas, por su densidad de flotacién,
su movilidad electroforética y su contenido en apolipoproteinas. De acuerdo a su densidad se
han separado dos subpoblaciones HDL2 (1.063<p<1.210 g/mL) y HDL3 (1.120<p<1.210 g/mL).2
Por su contenido en apolipoproteinas se han distinguido dos grandes grupos, la lipoproteinas
que contienen solamente apo A-I (LpA-D) y las que contienen tanto apo A-I como apo A-II (LpA-
I:A-II). Por su tamafo, las HDL se subdividen en cinco clases, en orden creciente: HDL3c,
HDL3b, HDL3a, HDL2a y HDL2b.!3 Otra clasificacién las divide en a- y preB-HDL, por la
fraccion electroforética plasmatica en la que migran en combinacién con su tamaiio.

Todos estos intentos de subclasificar a las HDL responden a dos factores: la heterogeneidad de
esta familia de lipoproteinas, producto de la remodelaciéon constante de las HDL por su
metabolismo intravascular (TRC) y a que muy probable su funcién antiaterosclerosa que
realizan las HDL dependa de su composicién, tamaiio, carga eléctrica y otra serie de factores
fisicoquimicos. No obstante, no hay un consenso acerca de cuil es el mejor método de
subclasificacién de las HDL.

En este contexto, a pesar de todas las actividades antiaterogénicas de las HDL, los niveles
bajos de C-HDL no siempre son un factor de riesgo cardiovascular, ya que en casos aislados de
hipoalfalipoproteinemias severas, éstas no se asocian a un riesgo elevado de EAC. En primer
lugar, se ha observado que un incremento en el catabolismo de la apo A-I de las HDL asociado
a la presencia de particulas HDL pequenas, tipo HDLS3c, es caracteristico de estas

hipoalfalipoproteinemias sin riesgo elevado de EAC.1415 Por otra parte, el C-HDL no es
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antiateroscleroso per se, y la experiencia con el Torcetrapib ha dejado este concepto muy claro.
El Torcetrapib es un farmaco inhibidor de la CETP que provoca elevaciones muy importantes
del C-HDL y que se tuvo que detener su uso porque en estudios de fase III se demostré que
induce un incremento de eventos cardiovasculares.!617 Estas observaciones sugieren que el
potencial antiateroscleroso de las HDL depende de su metabolismo y de su estructura.

En este sentido, Kontush et al.1® describen que las HDL pequenas tienen una capacidad mayor
de evitar la oxidacién de las LDL in vitro. Ademas, Argmann et al.!® han postulado que las
particulas HDL pequenias funcionan como los mejores aceptores del colesterol excedente de las
células. En nuestro laboratorio se ha puesto de manifiesto que los fibratos2® y la pioglitazona2!,
ambos farmacos con propiedades antiaterosclerosas, producen un aumento en el catabolismo
de las HDL y se asocian también a un aumento en la proporcién de particulas HDL3c. Ademas,
se ha demostrado que en situaciones fisiopatolégicas como el hipotiroidismo, donde las HDL se
sintetizan mas lentamente, existe un incremento en la proporcion relativa de HDL grandes.20
Barter et al.22 postularon que la expresiéon de moléculas de adhesién disminuye con HDL3, que
con particulas de mayor tamaifo tipo HDL2.

Estas evidencias en su conjunto sugieren que las particulas HDL pequeiias, tienen un mayor
potencial antiaterogénico con relacién al resto de las subpoblaciones.

Sin embargo, en los estudios epidemiolégicos prevalecen las particulas grandes, tipo HDLZ2,
como la fraccién protectora ante el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria.232¢ Lamarche
et al.?> han descrito que pacientes con EAC tienen niveles de C-HDL2 menores que los sujetos
control. Asimismo, Asztalos?¢ demostré que en sujetos con EAC la poblacién de alHDL
(particulas grandes y ricas en colesterol) se incrementa después de un tratamiento con
simvastatina y niacina, mientras la poblacién de a3HDL (ricas en triacilgliceroles) esta
elevada en pacientes sin tratamiento.

Estos resultados controversiales no permiten afirmar cual de las subpoblaciones de HDL es
mas antiaterogénica, pero si nos permite sugerir que tanto el tamafo como la composicién
juegan un papel importante para determinar la funcionalidad de las HDL y podria ser un
mejor parametro predictor de riesgo cardiovascular que las concentraciones plasmaticas del C-

HDL.
I1.2.2 TRANSPORTE REVERSO DEL COLESTEROL (TRC)

La primera etapa del metabolismo intravascular de las HDL, llamado transporte reverso de

colesterol, es el eflujo de colesterol y fosfolipidos desde las células hacia las HDL de tipo pre-8 o
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HDL3 (Figura 3). Esta primera etapa se lleva a cabo principalmente por dos transportadores
de membrana denominados, ABCA-1 y ABCG-1 (ATP-binding cassette Class A Type 1y Class
G Type 1) dependientes de ATP. Una vez en las HDL, el colesterol se esterifica por la enzima
plasmatica LCAT. Esta esterificacién provoca que el colesterol pierda su caricter anfipatico,
abandonando la superficie de la particula para situarse en el interior de la misma, dando
origen a HDL mas grandes y menos densas, tipo HDL2. A partir de ahi, este colesterol
esterificado (CE) puede tomar al menos dos caminos: 1) Ser eliminado directamente de la
lipoproteina por el receptor hepatico SR-BI, dando origen a particulas pequenias tipo HDLS3,
capaces de reiniciar el ciclo de captacién de colesterol, y 2) por medio de diversas reacciones de
transferencia, en las que intervienen la proteina CETP, el CE de las HDL2 es intercambiado
por los triacilgliceroles contenidos en las lipoproteinas ricas en apo-B, como VLDL y IDL, por
una parte, y por la otra, la apo C y apo E pasan a los quilomicrones y VLDL.

A continuacién, la LH y la LE hidrolizan los triacilgliceroles de las HDL2 y en asociacién con la
actividad de la PLTP remodelan los remanentes de HDL en particulas pre-p 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 y excretado a través de las vias biliares.2?
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Figura 3. Trasporte Reverso del Colesterol. Mecanismo por el cual las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
transportan el colesterol excedente de las células periféricas al higado, para su eliminacién o reciclaje. CL:
Colesterol libre. CE: Colesterol esterificado. Lp apo B: Lipoproteinas ricas en apo B (VLDL; lipoproteinas de muy
baja densidad, LDL; lipoproteinas de baja densidad y Qm; Quilomicrones). LCAT: Lecitina colesterol
acilotransferasa; 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. LH: Lipasa hepatica. LE. Lipasa endotelial. HDLr: Receptor hepético de HDL (fraccién B8 de ATPasa).

I1.2.3. PROPIEDADES ANTIATEROGENICAS DE LAS HDL

Las HDL, ademas de participar en el TRC, presentan otras caracteristicas que las hacen
potencialmente antiaterogénicas como se describe a continuacion.

Actividad antioxidante de las HDL.?82° Varios de los componentes de las HDL participan en su
capacidad de evitar la oxidacién de las LDL, entre los que se encuentran a la apo A-Iy a la
enzima paroxonasa-1 (PON1).

La apo A-I, principal apolipoproteina de las HDL constituye aproximadamente 70% de la masa
proteinica de la particula, capaz de remover los lipidos oxidados de las LDL. La apo A-I reduce
a los lipoperéxidos en sus correspondiente lipohidréxidos, sustancias bioldgicamente inactivas,
debido a que los residuos de metionina de la apo A-I se oxidan formando sulféxidos. Los

lipohidroéxidos formados son selectiva y rapidamente catabolizados por el higado.
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Por otra parte la PON1 es una enzima asociada por interacciones hidrofébicas a las HDL3Y,
dicha asociacién fisica entre la enzima y la lipoproteina es muy especifica y explica la
correlacién directa que existe entre la concentraciéon de apo A-I y la cantidad de PON1.3! En
este sentido, la capacidad de las HDL para reclutar a la paraoxonasa de la membrana del
hepatocito depende del contenido de colesterol libre y fosfolipidos presentes en la lipoproteina,
indicando que la tensién de superficie y la fluidez de la capa de fosfolipidos de las HDL son
fundamentales para su asociacién con la enzima.2® Ademas se ha observado que la cantidad de
PON1 presente en las HDL depende inversamente de la apo A-II, segunda proteina
caracteristica de las HDL.3! Kontoush et al.!® han sugerido que no cualquier tipo de particula
HDL es capaz de transportar PON1 en plasma y conducirla al espacio subendotelial en donde
desempefia su papel antiateroscleroso, sélo las particulas HDL3b y HDL3c. La PON1 también
previene la oxidacion de las HDL, preservando asi la funcionalidad de estas lipoproteinas en
relacién a su capacidad antiaterogénica.

Regulacion de la respuesta inflamatoria por las HDL.?22° La interaccion de los monocitos con
las células endoteliales esta mediada por moléculas de adhesion localizadas en la superficie
luminal del endotelio. Entre éstas se incluyen a la molécula de adhesion de células vasculares
1 (VCAM-1), la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1), a la E-Selectina y P-Selectina.
La expresion de estas moléculas es abundante en la placa ateromatosa por el proceso
inflamatorio que desencadenan las LDLox.3% Estudios in vitro, han puesto en evidencia que las
HDL inhiben la expresiéon de la VCAM-1, ICAM-1 y de la E-selectina. Uno de los mecanismos
por el cual las HDL impiden la expresiéon de adhesinas es la inhibiciéon de la esfingosina
cinasa, afectando la translocacién nuclear del NF-xB, lo que evita la expresion de factores
inflamatorios como el TNFaq, interleucina 6 (IL-6) y moléculas de adhesién como la VCAM-1 e
ICAM-1.32 Otro de los mecanismos por el cual las HDL pueden inhibir la expresién de
moléculas de adhesién es por su capacidad antioxidante de estas lipoproteinas, ya que las LDL
oxidadas activan y estimulan la translocacion del NF-kB, generando un incremento en
citocinas y TNFa, que dan como resultado un proceso inflamatorio. Al favorecer la reduccion
de especies oxidadas y estimular la produccién de 6xido nitrico (NO), las HDL disminuyen la
actividad de NF-xB y la consecuente reduccion en la expresion de moléculas de adhesion.!!

Asi, la composicién de las HDL es un factor importante para determinar su funcionalidad;
Barter et al.22 han encontrado que la expresion de moléculas de adhesién disminuye en mayor
proporciéon con HDL3 que con particulas de mayor tamano tipo HDL2. Calabresi et al.32 han

demostrado que el contenido de apo A-I en las HDL favorece la inhibiciéon de las adhesinas.
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Ademas, Baker et al.?3 demostraron que el tipo de fosfolipido presente en las HDL determina
la habilidad de estas particulas para inhibir la expresion de moléculas de adhesion.

Regulacion de la coagulacion y la fibrindlisis por las HDL.?83* La disfuncién endotelial esta
asociada con un incremento en la adhesion plaquetaria, en la actividad procoagulante y una
fibrindlisis alterada. Las LDL oxidadas favorecen la disfuncién endotelial, ya que estimulan la
secrecién de factor tisular (FT) y reducen la actividad fibrinolitica del endotelio por
incrementar la secrecién del inhibidor de activador del plasminégeno tipo I (PAI-I).

En este contexto, las HDL pueden tener efectos profibrinoliticos y antitrombdticos debido a que
evitan la formacién de LDL oxidadas por los diferentes mecanismos antes mencionados. Mineo
et al.?5 han descrito una correlacién directa entre las concentraciones de apo A-I y la respuesta
anticoagulante de la proteina C activada y la proteina S, sustancias que inactivan a los
factores de coagulacién Va y VIIla. Esta actividad anticoagulante de las HDL aparentemente
se debe a particulas grandes de tipo HDL2. Callegari et al.3¢ han encontrado que la
composicién de las HDL puede modificar la capacidad fibrinolitica de estas particulas, ya que
particulas HDL3 oxidadas promueven la expresién del PAI-I y como consecuencia se evita la
fibrindlisis, en comparacién con las HDL3 no modificadas.

Otras actividades antiaterosclerosas.’* Las HDL también pueden prevenir la muerte
programada de las células endoteliales, pero los mecanismos que intervienen en esta funcién
son aun mal conocidos. Por otra parte, las HDL pueden inactivar al sistema del complemento
mediante la apo A-I, esta proteina tiene la propiedad de unirse al factor C9 del complemento,
inhibiendo la formacién del complejo C5a-C9, anulando asi sus efectos nocivos sobre el
endotelio.

La prostaciclina PGI2 producida por la accién de la ciclooxigenasa de las células endoteliales
tiene un potente efecto vasorrelajante y disminuye la liberacién de factores de crecimiento que
estimula la proliferacion local de las células del musculo liso involucradas en el desarrollo del
ateroma. A este nivel, las HDL estimulan la produccion de PGI2 a través de dos mecanismos:
aprovisionan a las células endoteliales de acido araquiddnico, principal sustrato para la
sintesis de PGI2 y ademas estimulan la sintesis de cicloxigenasa en las células endoteliales y
de musculo liso vascular. En estudios recientes se ha observado que son las HDL3 las que

favorecen esta produccion.3?
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ITI. TTAZOLIDINEDIONAS

Las tiazolidinedionas (TZD, glitazonas) son antidiabéticos orales que acttian disminuyendo la
resistencia a la insulina y son agonistas de una subclase de receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs), del tipo y.3® En algunos estudios epidemiolégicos394! se
ha reportado que las TZD inducen incremento en los niveles plasmaticos de C-HDL, sugiriendo
que estos farmacos afectan el metabolismo de las HDL. Sin embargo, se conoce poco acerca del
efecto de la TZD sobre la sintesis y catabolismo de las HDL, asi como sobre los procesos de
remodelacion de las mismas.

Las TZD utilizadas en la clinica son la pioglitazona y la rosiglitazona (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica de las TZD. Rosiglitazona y Pioglitazona.

III.1. MECANISMO DE ACCION DE LAS TZD

Desde hace unas décadas se han descrito a los PPAR, como factores de transcripcién
dependientes de ligando. Se han determinado tres genes diferentes a, B/6, y. Las TZD actian
activando a la isoforma y que ademads tiene como ligandos naturales a los Aacidos grasos
poliinsaturados y sus derivados, asi como las prostaglandinas D2 y sus derivados (15-deoxi-A-
12.14-prostaglandinas J2), 9 y 13(S)-4cido hidroxioctadecadienoico (9 y 13-HODE).3842

Los PPARYy se expresan principalmente en tejido adiposo, hepatocitos y musculo, ademas de
otros tejidos como células pancreaticas B, células endoteliales y en macréfagos.43

En el ntcleo de la célula, los PPAR activados por su ligando forman un heterodimero con el
receptor del acido retinoico (RXR). Una vez formado, el heterodimero (PPAR:RXR), se une a
elementos de respuesta especificos (secuencias de DNA), llamados elementos de respuesta a los
proliferadores de peroxisomas (PPRE). Los elementos de respuesta acttian como secuencias de
regulacion de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de glucosa, lipidos e

inflamacién (Figura 5).38
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Las TZD regulan la expresion de genes relacionados con el metabolismo y estructura de las
HDL entre los que encontramos al de la lipoproteina lipasa (LPL), al del receptor SR-BI, e
incrementa de manera indirecta la expresiéon del ABC-A1l, ABC-G1 y la expresion de apo E, via

el estimulo de la expresion de LXRa.*4

. Citoplasma

Figura 5. Mecanismo de accién de los PPARy. TZD: Tiazolidinedionas, PPAR: Receptor activado por proliferador de
peroxisomas; RXR: Receptor del 9-cis acido retinoico.

II1.2. EFECTO DE LAS TZD SOBRE EL PERFIL DE LIPIDOS

Se ha demostrado que las TZD ademas de tener un efecto sobre el control glicémico, modifican
las concentraciones plasmaticas de lipidos. Esto sugiere que la pioglitazona y la rosiglitazona
afectan el metabolismo de lipidos y lipoproteinas. Sin embargo, su efecto sobre los lipidos es
controversial, ya que cada farmaco produce modificaciones diferentes. Diversos estudios
demuestran que el tratamiento con pioglitazona se asocia con mejor efecto sobre el perfil de
lipidos en comparacién con la rosiglitazona.*546 El tratamiento con TZD modifica de manera
distinta las concentraciones de triacilgliceroles (Tg), C-HDL y la estructura de las particulas
HDL, colesterol de LDL (C-LDL) y el tamaifio de particula de las LDL. Ambos disminuyen la
produccion de acidos grasos y las VLDL.#¢ Con respecto a las concentraciones de C-LDL se ha
reportado que el tratamiento con pioglitazona como monoterapia o en combinacién con otros
farmacos hipoglucemiantes, disminuye las concentraciones plasmaticas, en contraste la
rosiglitazona los incrementa entre el 8-16%.%6 Las tiazolidinedionas también tienen efecto

sobre el tamafio de particulas de LDL generando particulas de mayor tamano y densidad,
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siendo estas menos susceptibles a la oxidaciéon y por lo tanto menos aterogénicas. Goldberg et
al.#> han demostrado que sélo la pioglitazona modifica el tamano de particula de las LDL y esto
se acompafia de una disminucién en el nimero de particulas. En contraste, la rosiglitazona
incrementa el tamafio y concentraciéon de particulas de LDL a expensas de incrementar la
concentracién de triacilgliceroles en plasma.

El efecto de la TZD sobre los triacilgliceroles también es variable. Se ha reportado que la
pioglitazona disminuye en un 9% aproximadamente los triacilgliceroles mientras que la
rosiglitazona puede no modificarlos o aumentarlos hasta un 20% . Van Wik et al.¥’
encontraron que la rosiglitazona tiene un efecto dosis-dependiente y de mayor magnitud sobre
el incremento en el colesterol total y el C-LDL mientras la pioglitazona sdlo tiene efectos dosis
dependiente sobre los triacilgliceroles.

Se ha descrito que ambos farmacos incrementan entre el 9-15% los niveles plasmaticos de C-
HDL, mientras que otros revelan que sélo la pioglitazona lo hace.3®47 Sin embargo, no se
conocen bien los mecanismos que participan en la regulacién de los niveles de C-HDL durante
el tratamiento con TZD. En este contexto se vuelve interesante estudiar el efecto de estos dos
farmacos en el metabolismo de las HDL, asi como de los factores plasmaticos que participan el
TRC y si esto responde en parte a las diferencias observadas en las concentraciones

plasmaticas de los lipidos y de la distribucién de las HDL.

I11.4. EFECTO DE LAS TZD EN EL METABOLISMO DE LAS HDL

Existen multiples factores que pueden modificar el metabolismo de las HDL, incluyendo a la
densidad de carga de superficie, tamafo y composicién de las particulas. En estudios previos
en nuestro laboratorio se ha demuestrado que la pioglitazona incrementa la tasa de sintesis
(PR) en un 126% y la tasa de catabolismo (FCR) en un 119%. El balance metabdélico final es que
la concentraciéon plasmatica de la apo A-I de las HDL permanece sin cambio durante el
tratamiento con pioglitazona. Asociado a este hipermetabolismo, se observé un incremento de
la proporcion de particulas pequenas, tipo HDL3c de 3.7 a 7.6%.2!

De la misma manera, la remodelacion de las HDL por los factores biolégicos como las enzimas
LCAT, CETP, PLTP y LH, puede alterarse por la carga de superficie y composicién de las
HDL4, Akiyama et al.44 describieron que la expresion de las lipasas, el receptor SR-BI y ABC-
A1 puede ser modificada por las TZD.

En el mismo sentido, Davidson et al.#® encontraron que mientras menos negativamente esté

cargada la particula HDL, se cataboliza mas rapido del plasma. Aproximadamente el 90% de la
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carga de las HDL es debida a la apo A-I, mientras que el 10% restante se debe a los fosfolipidos
presentes en la superficie de la particula. Carreén-Torres et al.2! reportaron que el tratamiento
con pioiglitazona incrementa la tasa de sintesis de la apo A-1.

De manera similar el receptor SR-BI, el cual se une a las HDL para el intercambio de
colesterol, también es sensible a las cargas electrostaticas y se une a los fosfolipidos con una

gran afinidad®®y su expresion puede ser modificada por las glitazonas.
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JUSTIFICACION

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC), ha sido una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en México, en las tltimas décadas.

Se ha puesto de manifiesto que la poblacién tiene una predisposicién genética de presentar
varias formas de dislipidemias, en particular bajos niveles de C-HDL, asi como de desarrollar
enfermedades cardiovasculares; esto se ha atribuido a habitos y estilos de vida como son: un
consumo alto de calorias, grasas y carbohidratos, tabaquismo, consumo de alcohol y
sedentarismo.

Estudios epidemiolégicos han reportado que existe una relacién negativa entre los niveles
plasmaticos de C-HDL y el riesgo de desarrollar EAC. Lo anterior se ha atribuido a las
caracteristicas antiaterogénicas de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), su
apolipoproteina principal, la apo A-I y principalmente, a su metabolismo intravascular, el TRC.
Las HDL durante su metabolismo sufren una constante remodelacién, dando como resultado
una poblacién muy heterogénea de particulas, que difieren en tamafio y composicién. Sin
embargo, existen evidencias que las diferentes subpoblaciones de HDL también pueden diferir
en funcionalidad antiaterogénica y tener multiples sitios metabdlicos, por lo que se ha sugerido
que no es suficiente sélo la determinacién plasmatica de la concentraciéon de C-HDL. En este
contexto, se ha demostrado que modificaciones en las concentraciones de C-HDL no siempre se
asocian a cambios inversos sobre el desarrollo de aterosclerosis. En sujetos con ciertos tipos de
hipoalfalipoproteinemia, no se observa un aumento en el riego de desarrollar EAC, asociado a
un incremento en la proporcién de HDL pequenas.

Tomando en cuenta que las tiazolidinedionas tienen propiedades antiaterosclerosas, ademas de
incrementan los niveles de C-HDL, se puede postular que tienen un efecto sobre la sintesis y
catabolismo de estas lipoproteinas, asi como de modificar la actividad de los factores
plasmaticos de remodelacion, LCAT, CETP y PLTP, que darian como resultado modificaciones
en la estructura, composicién y muy probablemente en su capacidad antiaterosclerosa de las
HDL. Sin embargo, se conoce poco acerca de la relacion estructura-funciéon metabolismo de las
HDL y como se modifica esta relacién durante el tratamiento con farmacos antiaterosclerosos.
Por lo anterior, es motivo de estudio en esta tesis, evaluar la importancia de los factores
plasmaticos de remodelacién, la influencia que tienen éstos sobre la estructura y metabolismo
de los diferentes componentes de las HDL (apo A-I y principalmente colesterol), asi como

establecer, si tales modificaciones repercuten en la funcionalidad de estas lipoproteinas.
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HIPOTESIS

El tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona modifica de manera diferente el metabolismo
(tasa de produccién y catabolismo) de la apoliproteina A-I y colesterol de las HDL dando como
resultado un desplazamiento en la distribucién de tamanos hacia HDL pequefias y con
alteraciones en su composicién quimica. Estas modificaciones tienen su origen en alteraciones

en el TRC y repercuten en aumentar la capacidad antiaterogénica de estas lipoproteinas
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar los mecanismos que dan origen al aumento de particulas pequenias, HDLS3,
durante el tratamiento con tiazolidinedionas, asi como la funcionalidad de estas lipoproteinas

en un modelo animal, conejos Nueva Zelanda.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de la rosiglitazona sobre la cinética metabélica (sintesis y catabolismo) de
la apo A-I de las HDL en conejos.

Valorar el efecto en las actividades de los factores de remodelacién de las HDL (LCAT, CETP y
PLTP) durante el tratamiento con TZD.

Determinar la actividad PON1 en suero de animales tratados con tiazolidinedionas.
Caracterizar los pardmetros cinéticos (sintesis y catabolismo) del C-HDL en conejos tratados
con pioglitazona y rosiglitazona.

Determinar el eflujo de colesterol promovido por las HDL de conejos tratados en células de

hepatoma de rata, FubAH, en cultivo después del tratamiento con tiazolidinedionas.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron conejos macho raza Nueva Zelanda de 3.5-4.0 Kg de peso. Se formaron 3 grupos
de estudio, todos recibieron alimentacién ad Iibitum. El grupo control (n=9) recibié 1 mL de
agua como vehiculo del firmaco. De los grupos bajo tratamiento (n=12 cada grupo), uno recibi6
pioglitazona (Cristales de pioglitazona, Takeda) en dosis de 1.75 mg/kg de peso corporal. El
otro grupo recibié rosiglitazona (Avandia, Glaxo Smith-Kline), en dosis de 0.34 mg/kg de peso
corporal. El tratamiento se administrd via oral, en suspensién acuosa, diariamente, durante 6

semanas. Estas dosis corresponden a 4 veces la posologia habitual del humano.

Recoleccion de muestras

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncién arterial en las orejas, después de un ayuno
de 12 h, en tubos con heparina (Sol. inyectable, 1000 UI/mL, PISA, 10 uL/mL). El plasma se
separ6 centrifugando a 3000 rpm durante 10 min. Las muestras de plasma se mantuvieron
almacenadas a —70°C hasta su analisis correspondiente. Para el andlisis de subpoblaciones de

HDL se tomé una alicuota de plasma fresco antes de congelar.

Anailisis de laboratorio

La concentracién de colesterol total, trigliacilgliceroles (reactivo comercial: Randox; Reino
Unido), fosfolipidos, colesterol libre (reactivo comercial:Wako Chemicals GmbH; Alemania), se
determiné por métodos enzimaAaticos y colorimétricos. El colesterol-HDL se determind en el
sobrenadante, después de precipitar las lipoproteinas que contienen apo B con una solucién de
sulfato de dextran/magnesio (reactivo comercial:Randox, 100 pl/mL de plasma). La

concentracién de ésteres de colesterol se calculd de la siguiente manera:5?
(Colesterol total — Colesterol libre) x 1.68 = Colesterol esterificado (mg/dL)
La determinacién de proteinas totales se realizé por el método de Lowry et al.?2 (Apendice I)

El anilisis de estos parametros se realizd antes y al término de 6 semanas de tratamiento con

ambos medicamentos.
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Aislamiento y analisis de subpoblaciones de HDL de conejo

Las HDL se separaron por centrifugacién secuencial (Beckman Optima TLX) a 100,000 rpm en
tubos de policarbonato, utilizando KBr sélido para ajustar las diferentes densidades.
Primeramente se aislaron las lipoproteinas que contienen apo B, con una densidad menor a
1.063 g/mL, durante 2 h 30 min. Posteriormente, se aislaron las HDL a una densidad de 1.21
g/mL, durante 3 h. Bajo estas condiciones del 80% al 85% de la apo A-I del total del plasma se
recupera en la fraccién de las HDL. Estas HDL se dializaron en una solucién amortiguadora de
TBE (Tris 0.09 M, &cido bérico 0.08 M, EDTA 3 mM, pH=8.4). Para determinar estructura,
homogeneidad y diametro de las HDL, se realizé por medio de una electroforesis en condiciones
no desnaturalizantes en gradiente de poliacrilamida 3%-30%, utilizando como referencia
marcadores proteinicos de alto peso molecular (tiroglobulina, 17 nm; ferritina, 12.2 nm;
catalasa, 10.4 nm; lactato deshidrogenasa, 8.2 nm; y albimina, 7.1 nm. Kit Pharmacia,
Uppsala, Suecia),’* haciendo las bandas visibles con una tincién de azul de Coomasie y
finalmente se sometié a un anélisis de densitometria éptica (Molecular Analyst Sorware
Versién 1.1, 1994 Bio-Rad), para determinar los didmetros de las HDL. La proporcién relativa
de cada una de las subpoblaciones de HDL se expresa como el porcentaje del area bajo la curva

de HDL total, integrada en un rango de 12.36 a 7.9 nm.54

Aislamiento y marcaje de apo A-I de conejo.

A partir de plasma obtenido de conejos se aislaron HDL por centrifugacién secuencial.
Primeramente se aislaron las lipoproteinas que contienen apo B a una densidad menor de
1.063 g/mL, durante 2 h 30 min. Posteriormente, se aislaron las HDL a una densidad 1.21
g/mL ajustando con KBr sélido, finalmente se dializaron con NHsHCO3 5 mM, por 3 dias. Las
HDL obtenidas se deslipidaron con una mezcla etanol-éter (2:1,v/v). Se extrajo la parte
proteinica y ésta se disolvié en una solucién amortiguadora de Tris-HCI 30 mM y urea 6 M a
pH=8.0. Esta mezcla se sometié a una cromatografia de intercambio aniénico, usando una
columna UNO™ Q1 (Bio-Rad, Q1-2291) acoplada a un sistema de cromatografia Bio-Rad Duo
Flow. La eluciéon de proteinas se realiz6 con un gradiente lineal en la misma solucion
amortiguadora de NaCl 0.1 M. Las fracciones se recolectaron de 250 pL y se seleccionaron solo
las fracciones que contenian apo A-I. Las fracciones obtenidas se dializaron con bicarbonato de
amonio 5 mM. La pureza fue del 98% determinada por SDS-PAGE 4%-21%. La concentracion
de apo A-I se midié por espectrofotometria, asumiendo un coeficiente de extincién molar de

1.13 mL x mglxcm™,
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El marcado de la apo A-I se llev6 a cabo por el método de monocloruro de yodo.?® Se mezclé 1
mg de proteina con un mCi de Na!?’l (Amersham Biosciences, IMS30: IMS300) y ICl. La
proteina marcada se separd del yodo libre pasando la mezcla a través de una columna de
Sephadex G-25 1.0x10.0 cm (Pharmacia Fine Chemicals). La proteina marcada, 125I-apo A-I, se
incorpord a las HDL obtenidas de conejos normales, incubando esta mezcla 1 h a 37°C. Para
separar la proteina libre, 25I-apo A-I, que no se incorporé a las HDL, se realizé6 una
ultracentrifugacion ajustando la mezcla con KBr sélido a una densidad 1.25 g/mL. Las 125I-
HDL, se dializaron con una solucién de NaCl 0.15 M. La solucién se esterilizé usando

membranas de 0.22 pm (Millipore, Bedford, MA) y se almacené hasta su uso a 4°C.

Cinética metabdlica de la apo A-I de las HDL

A los grupos de animales en estudio, tratados y no tratados, previo a la cinética se les mantuvo
en ayuno de 12 h. El estudio cinético se llevd a cabo al término de seis semanas de
tratamiento. Este consistié en administrar un bolo de 25[-HDL, conteniendo 1.75 mg de
proteina equivalente a 7x107 cpm de 2°I, en un volumen total de 500 pL en las venas
marginales de la oreja. A continuacién se obtuvieron 3 mL de sangre de la vena marginal
opuesta, a diferentes tiempos: a los 10 min, y posteriormente a 1, 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 h,
después de la aplicacién de las 25I-HDL. De cada una de estas muestras se separ6 una alicuota
de 500 pL de plasma y se analizaron en un contador de radiacién gamma durante 1 min. Las
cuentas (cpm) se corrigieron por el decaimiento de radiactividad natural del yodo, basandose

en la siguiente férmula:

N=No x eM
Donde:
No= actividad inicial, para t=0
N = actividad al tiempo t

)\ = Constante de decaimiento (60 dias)

Las curvas de decaimiento, 1251, se construyeron, considerando el 100% de radiactividad, a las
cuentas obtenidas en la muestra tomada a los 10 min. Los porcentajes de la cinética de
radiactividad se adaptaron a una funcién biexponencial usando un programa SAAM II, de

donde se obtuvo la tasa de catabolismo fraccional (FCR, h').56
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Para calcular la tasa de produccién (PR, mg/Kg/h) se utiliza la siguiente férmula: 57

PR = FCR x Conc. plasmética de apo A-I x Vol. plasmdtico total

Peso del animal

El volumen plasmatico se consideré como 3.28% del peso corporal de los conejos.?!

Determinacién de la densidad de carga de superficie

Para la determinaciéon de la densidad de carga de superficie de las HDL se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 0.05% de acuerdo al método descrito por Sparks y Phillips57
con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Las bandas se hicieron visibles con una
tincion con negro de amido y finalmente se sometié a un analisis de densitometria déptica
(Molecular Analyst Sorware Versién 1.1, 1994 Bio-Rad), para determinar la densidad de carga
de superficie de las HDL, la cual esta en funcién del radio.

La densidad de carga de superficie (Cd) expresada en unidades electroestaticas (esu)/cm? se

determiné utilizando la siguiente formula:>7

_Vx48x107"
Axxr?

Cd
Donde res radio de la particula (cm) y Ves la carga neta o valencia, que representa el ntimero
de cargas negativas que tiene en exceso la particula, la cual es estimada considerando a la

lipoproteina como una esfera. Este parametro se calculé a su vez con la siguiente formula:

V- (6.25x10")x Ux6x 7 x rxn(L+kr+kr)
- f x (1+kr)

Donde:

r = radio de la particula (cm)

n= coeficiente de viscosidad (0.0089 poise)

ri = radio del contraién (2.5 x 108 cm, correspondiente al Na*)

k = constante de Debye-Huckel dependiente de la fuerza iénica (7.3074 x 106 para una fuerza
i6nica de 0.05)

f = grosor de la bicapa de iones que circundan a la lipoproteina.
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U = representa la movilidad electroforética que se obtiene dividiendo la velocidad
electroforética (distancia de migracién en mm entre el tiempo de migracién en segundos) entre

el potencial electroforético (voltaje aplicado entre la distancia del gel en cm).

Determinacion de enzimas y proteinas asociadas a las HDL

a) Actividad de LCAT

La actividad de LCAT se determiné de acuerdo al método descrito por Chen y Alberts®® con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Brevemente, se prepararon proteoliposomas
que contenian colesterol libre (46 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) marcado con tritio
(®H); 1a,2a(n)-3H-colesterol), fosfatidilcolina (10 mg/mL; Sigma, St. Louis MO) y apo A-1 (1
mg/mL; Sigma, St. Louis MO). Los proteoliposomas se incubaron con 15 pL de plasma durante
1 h a 37°C en una solucién amortiguadora (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, EDTANa2 1 mM). La
reacciéon se detuvo y se extrajeron los lipidos mediante una mezcla de disolventes organicos
(CHCIs-MeOH; 2:1). Posteriormente, se separé el colesterol libre del esterificado mediante una
cromatografia de capa fina y se midi6 la radiactividad de las diferentes fracciones en un
contador de radiacién beta. Los resultados se expresan como porcentaje de colesterol

esterificado por hora y por mL de plasma.

b) Actividad de CETP

La actividad de CETP se determiné de acuerdo a método descrito por Tollefson y Albers®® con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Brevemente, la fraccién de lipoproteinas de
densidad menor a 1.063 g/mL (VLDI/LDL), se aislé por centrifugacién secuencial, a partir de
plasma fresco cuya densidad se ajusté con KBr sélido. El resto del plasma, después de
centrifugar, que contiene a las HDL y otras proteinas, entre ellas la enzima LCAT, se marcé
con 3H-colesterol libre (1 pCi/mL de plasma; la,2a(n)-3H-colesterol, Amersham Pharmacia
Biotech) se incubé de 16 a 18 h a 37°C para permitir que la LCAT esterifique el colesterol
radiactivo y los ésteres se incorporen en las HDL.

Las particulas HDL marcadas (1 x 104 cpm) se mezclaron con lipoproteinas, previamente
aisladas, que contienen apo B, como aceptor, esta mezcla se incub6 con 10 ul. del plasma en
estudio (que contienen a la CETP) durante 16 h a 37°C; posteriormente se separaron las HDL
de las lipoproteinas que contienen apo B, por precipitacion selectiva, con una solucién
precipitante de sulfato de dextrana/magnesio (100 pL/mL plasma, CIBA-Corning Diagnostics).

Finalmente se midi6 la radiactividad en un contador de radiaciéon beta tanto de la muestra
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antes de precipitar como de la fraccién sobrenadante. Los resultados se expresan en porcentaje

de transferencia de colesterol esterificado.

¢) Actividad de PLTP

La actividad de PLTP se determindé por el método descrito por Murdoch et al.?0 con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Se utilizaron liposomas que contenian
fosfatidilcolina (100 mCi/mmol; Amersham Pharmacia Biotech) marcados con tritio -((H) L-3-
Fosfatidil [N-metil-3H] colina, 1,2-dipalmitoil- éstos se incubaron durante 30 min a 37°C, con
10 pL del plasma en estudio y HDL totales aisladas previamente por centrifugaciéon secuencial
a una densidad de 1.21 g/mL, como aceptores de la fosfolipidos (fosfatidilcolina). Finalmente, la
reaccién se detuvo separando a las HDL, en el sobrenadante, de los liposomas por precipitacion
selectiva con una solucién de sulfato de dextrana/magnesio (100 pL/mL, CIBA-Corning
Diagnostics). La radiactividad se determiné antes de precipitar y en la fraccién sobrenadante
en un contador de radiacién beta. Los resultados son expresados en porcentaje de fosfolipidos

transferidos por hora y por mililitro de plasma.

d) Actividad PON

La actividad paraoxonasa (PON) se determiné por el método de Mackness et al.b! ya
estandarizado en nuestro laboratorio. Se midié la velocidad de hidrélisis de fenilacetato
durante 3 min, agregando 10 uL de plasma, previamente diluido (1:10) en 1 mL de solucién
amortiguadora (Tris 20 mM y CaCl: 0.9 mM, pH 8.0) y 0.13 uL de fenilacetato (sustrato ARE),
monitoreando la formacion del fenol a A=270 nm. Como blanco se utilizé la misma mezcla de
reaccion sin plasma, lo que representa la hidrélisis no enzimatica del fenilacetato. La actividad

se expresa como pmol de fenol formado/minuto/mililitro de plasma.

Influjo de colesterol

La captacion de colesterol a través del SR-BI se determiné de acuerdo al método de Badeau et
al.83 utilizando un cultivo de células de hepatoma de rata (FuSAH) que expresan
constitutivamente el SR-BI. Las células fueron cultivadas (50,000 células/pozo) en presencia de
pioglitazona (2.0 pg/mL), rosiglitazona (0.4 pg/mL) y dimetildulféxido (DMSO, 10uL),
respectivamente, 48 h antes de realizar el ensayo, en medio D-MEM suplementado con 5% de
suero bovino fetal (SBF), llegando a una confluencia celular del 80%, 24 h antes del ensayo las

células fueron lavadas con HEPES e incubadas con D-MEM suplementado con 1% de SBF y su
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correspondiente farmaco, con la finalidad de disminuir la reserva de colesterol intracelular.
Después de este tiempo de incubacion se afiadieron HDL previamente marcadas con ésteres de
3H-colesterol (25,000 cpm/pozo). La cantidad de colesterol transferido de las lipoproteinas a las
células se determiné a diferentes tiempos; 30 min, 1, 3, 4 h. Al finalizar cada uno de estos
tiempos de incubacién el medio de cultivo se extrajo y se cuantificé la radiactividad. Las células
Fub5AH posteriormente fueron lavadas con HEPES y el colesterol captado por las células se
extrajo después de incubar durante 1 h a temperatura ambiente con isopropanol, se centrifugd
y en el sobrenadante se cuantificé la radiactividad. La transferencia de ésteres de colesterol se

reportd en porcentaje.

Preparacion y purificaciéon de HDL marcadas con 3H-colesterol

La preparacion de las HDL marcadas con ésteres de colesterol tritiado se realizé por la técnica
reportada por Huesca-Gomez et al.5* A partir de plasma fresco se aisld por ultracentrifugacién
la fraccién de lipoproteinas de densidad menor a 1.063 g/mL (VLDL/LDL), ajustando el plasma
con KBr sdlido. El resto del plasma, después de centrifugar, que contiene a las HDL y otras
proteinas, entre ellas la enzima LCAT, se marca con la,2a(n)-3H-colesterol libre (1 nCi/mL de
plasma, con una actividad especifica de 118.9 mCi/mg de colesterol) y se incuba de 16 a 18
horas a 37°C para permitir que la LCAT esterifique el colesterol radiactivo y los ésteres se
incorporen en las HDL. Posteriormente, de esta mezcla se separaron las HDL por
ultracentrifugacion, ajustando el plasma a una densidad de 1.21 g/mL con KBr sélido. El
colesterol no incorporado a las lipoproteinas se separé mediante una cromatografia por
exclusion de tamaifios, eluyendo con amortiguador de fosfatos con un pH=7.4. Las fracciones
eluidas que contenian a las HDL marcadas fueron identificadas determinando la concentracion
de proteina y colesterol. Las fracciones que contenian HDL se concentraron utilizando un
sistema de membranas de ultrafiltacién (Amicon Ultra-4,-Millipore). La solucién se esterilizé
usando membranas de 0.22 pm (Millipore, Bedford, MA) y se almacené hasta su uso a 4°C.
Para verificar el porcentaje de esterificacién de las HDL, se realiz6 una extraccion de lipidos
mediante una mezcla de CHCl3:MeOH; 2:1. Posteriormente, se separd el colesterol libre del
esterificado mediante una cromatografia de capa fina y se midiéo la radiactividad de las

diferentes fracciones en un contador de radiacién beta. El 97% del colesterol fue esterificado.
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Cinética de transferencia de ésteres de colesterol

Los estudios cinéticos de ésteres de colesterol de HDL se llevaron a cabo con el método descrito
por Kee et al.?2 modificado en nuestro laboratorio. A los grupos de conejos en estudio, tratados
y no tratados, previo a la cinética se les mantuvo en ayuno de 12 h. El estudio cinético se llevd
a cabo al término de seis semanas de tratamiento. Este consistié en administrar un bolo de 3H-
CE-HDL, conteniendo 1x108 cpm (aproximadamente 400 cpm/ug de proteina), en un volumen
total de 500 pL en las venas marginales de la oreja. A continuacién se obtuvo 1 mL de sangre
de la vena marginal, a diferentes tiempos, a los 5 min, y posteriormente a 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 240 y 300 min, después de la aplicaciéon de las 3H-CE-HDL. De cada una de estas
muestras se separd una alicuota de 300 uL. de plasma y se separaron las fracciones VLDL/LDL
y HDL por centrifugacién secuencial ajustando el plasma con KBr sélido, a una densidad
menor de 1.063 y 1.21 g/mL respectivamente, en cada una de estas fracciones se determind la
radiactividad con un contador de radiacion beta. Las curvas de decaimiento radiactivo fueron
construidas considerando el 100% de radiactividad inicial a las cuentas obtenidas en la

muestra de plasma tomada a los 5 min.

Expresion del receptor membranal SR-BI

La expresion del receptor SR-BI se determiné mediante Western blot en células de hepatoma
de rata FubAH, que expresan constitutivamente el SR-BI. La células se cultivaron (2,000,000
células/ensayo) en presencia de pioglitazona (2.0 pg/mL), rosiglitazona (0.4 pg/mL) y DMSO (10
nL) respectivamente, durante 48 horas. Posteriormente se desprendieron con tripsina y se
lavaron con HEPES e inhibidores de proteasas (Benzamidina 0.5 M y aprotinina 10 KIU/mL).
Se resuspendieron en amortiguador de fosfatos (pH= 7.4) que contiene Zwittergent 3-14 al
0.75%, se sonicaron durante 10 s seis veces a 45 W, en un procesador ultrasénico (ultrasonics
processor) dejando incubar toda la noche a 4°C. Se depositaron 50 pg de muestra ya incubada y
el SR-BI se separé por electroforesis en un gel SDS-PAGE al 10% durante 2.5 h a 70 V. Al
finalizar, se transfirié hacia una membrana de floruro de polivinildieno (PVDF), que
posteriormente se bloqueo (albimina 3%) durante toda la noche, se incubé con anticuerpo
policlonal anti SR-BI de rata (1:1000, NOVUS Biogicals) y anti GADPH (1:1000; NOVUS
Biogicals), como estdndar interno, para normalizar la cantidad de proteina. Después se lavé e
incubé con anticuerpo secundario anti IgG de cabra conjugado a peroxidasa (R&D system) y

finalmente se reveld con o-diaminobencidina y peréxido de hidrégeno.
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Expresion de la proteina de membrana PDZK1

La expresién de PDZK1 se determind en células de hepatoma de rata FubAH, que expresan
constitutivamente el SR-BI, mediante Western blot. La células se cultivaron (2,500,000
células/ensayo) en presencia de pioglitazona (2.0 pg/mL), rosiglitazona (0.4 pg/mL) y DMSO,
respectivamente, durante 48 h. Posteriormente se desprendieron con tripsina y se lavaron con
HEPES e inhibidores de proteasas (Benzamidina 0.5 M y aprotinina 10 KI/mL). Se
resuspendieron en amortiguador de fosfatos (pH= 7.4) que contiene Zwittergent 3-14 al 0.75%,
se sonicaron durante 10 s seis veces a 45 W, en un procesador ultrasénico (ultrasonics
processor) dejando incubar toda la noche a 4°C. Se depositaron 50 ug de muestra, posterior a la
incubacién y el SR-BI se separé por electroforesis en un gel SDS-PAGE al 10% durante 2.5 h a
70 V. Al finalizar, se transfiri6 hacia una membrana de PVDF, que después de ser bloqueada
(albimina 3%) durante toda la noche, se incubé con anticuerpo policlonal anti PDZK1 de rata
(1:500, abcam) y anti GADPH (1:1000; R&D system), como estdndar interno, para normalizar
la cantidad de proteina. Después se lavd e incubd con anticuerpo secundario anti IgG de cabra
conjugado a peroxidasa (R&D system) y finalmente se revelé con o-diaminobencidina y

peroxido de hidrégeno.

Anilisis estadistico

Los datos expresan la mediatdesviacién estdndar (DE). Las diferencias significativas entre las
medias se evalu6 utilizando una prueba paramétrica, t Student’s no pareada. Cada uno de los
parametros que se estudiaron se determind en el grupo control y después del tratamiento con
pioglitazona y rosiglitazona. Las diferencias se consideraron significativas con un valor de P

<0.05.
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RESULTADOS

Efecto de las TZD sobre el perfil de lipidos y glucosa

Como se habia informado en experimentos anteriores, las TZD; pioglitazona y rosiglitazona,
modifican de manera distinta las concentraciones plasmaticas de lipidos. En el cuadro 4 se
presentan las concentraciones plasmaticas de C-Total, C-HDL y triacilgliceroles de los grupos
tratados con TZD y control después de 6 semanas de tratamiento, asi como las concentraciones
plasmaticas de glucosa. El tratamiento con pioglitazona incrementé la concentraciéon de C-HDL
30%, mientras rosiglitazona sbélo incrementa las concentraciones plasmaticas de
triacilgliceroles 30%, con respecto al control. A las dosis utilizadas las TZD, no modifican las

concentraciones plasmaticas de glucosa.

Cuadro 4. Concentraciones plasmaticas de lipidos y glucosa en los grupos de conejos tratados
con pioglitazona y rosiglitazona.

Pio Rosi
Control
9 1.75 mg/kg 0.34mg/kg
n:
n=12 n=12
Colesterol total
27.9+13.0 28.1+12.1 28.3 +£10.5
(mg/dL)
C-HDL
13.7+ 7.1 19.0 £ 7.2% 15.3+£ 7.7
(mg/dL)
Triacilgliceroles
444+ 11.7 50.3 £ 18.8 585+ 18.7*
(mg/dL)
Glucosa
112.9+ 4.3 113.6 +£10.4 114.5+22.5
(mg/dL)

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.

Los valores estan expresados como la media + DE.
t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control.

Efecto de las TZD sobre el tamaifio y composicion de las de HDL

La estructura y composiciéon de las HDL, son factores importantes que podrian explicar las
diferencias en su metabolismo y probablemente en la funcionalidad de estas particulas. En este
sentido, es elemental determinar los posibles cambios en estructura y composicién de las HDL

durante el tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona.
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Los cambios en la distribucién relativa de las subpoblaciones de HDL con el tratamiento de

TZD se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Distribucién relativa de las subpoblaciones de las HDL durante el tratamiento con
pioglitazona y rosiglitazona

Pio Rosi
Control
9 1.75 mg/kg 0.34 mg/kg
n=
n=12 n=12
HDL2b
40.7 +£ 10.1 35.1 + 7.9* 42.3 + 8.62
(%)
HDL2a
232+ 4.1 17.9+4.3% 22.3+ 4.4a
(%)
HDLS3a
272+ 7.5 30.8+ 5.3* 24.6 + 5.8
(%)
HDL3b
6.9+ 3.8 10.1 + 3.9t 72+4.1
(%)
HDLS3c
2.1+1.1 6.2 +4.2t 3.4+ 1.8%a
(%)

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.

Los valores estan expresados como media + DE.

t Student. * P <0.05, T P <0.001 Grupo tratado vs grupo control
a P <0.05,% P <0.001 Pio vs Rosi.

El tratamiento con pioglitazona disminuye un 13.7% la proporcién relativa de particulas
grandes, tipo HDL2b e incrementa 0.5 y 3 veces, respectivamente, la proporciéon de particulas
pequeiias, tipo HDL3b y 3¢ (Cuadro 5), sin embargo, el tratamiento con rosiglitazona sélo
incrementa el 62%, la proporcién de HDL3ec, sin modificar la proporcion de particulas grandes,
HDL2a y 2b.

Estos cambios en tamafo podrian explicarse por cambios en la composicién proteinica y
quimica de las HDL. En el Cuadro 6 se presentan los resultados de composiciéon proteinica de

dichas particulas, durante el tratamiento con TZD.
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Cuadro 6. Composicién de apolipoproteinas de HDL

Apolipoproteina Control Pio Rosi
n=9 1.7 mg/kg 0.34 mg/kg
n=12 n=12
A-IV
10.5+ 6.7 99+7.0 11.4+5.2
(%)
E
15.2+ 4.6 7.7+2.1 12.5+ 2.6
(%)
A-1
68.3+ 7.2 79.5 + 2.9* 69.4 + 5.42
(%)
A-I1
2.4+1.0 1.6+ 0.6 4.4+ 252
(%)
Cs
3.6+0.9 1.3+0.3* 23+1.6
(%)

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.

Los valores estian expresados como media del porcentaje de la proteina total HDL + DE.
t Student. * 2<0.05 Grupo tratado vs grupo control.
a P<0.05 Pio vs Rosi.

Como se observa en los resultados, la pioglitazona incrementa la proporciéon de apo A-I un
16.4% y disminuye 36.0% la proporcion de apo C’s. Sin, embargo, el tratamiento con
rosiglitazona no modifica la composicién proteinica de estas particulas.

Diversos autores han descrito que la funcionalidad de las HDL no sélo depende de la
composicién proteinica de las HDL, sino también de la composicién lipidica de estas

lipoproteinas. (Cuadro 7)
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Cuadro 7. Composicion quimica de las HDL

Pio Rosi
Control
9 1.7 mg/kg 0.34 mg/kg
n=
n=12 n=12
Proteina
52.8+ 4.0 64.0 £ 12.5* 47.0+9.7%a
(%)
Colesterol total
16.5+ 6.1 16.9+ 7.6 14.1+6.6
(%)
Triglicéridos
556+1.8 3.0 + 1.6* 6.5+ 2.3b
(%)
Fosfolipidos
25.2+ 3.9 14.0 £ 7.5% 32.4+6.3"a
(%)

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.

Los valores estan expresados como media del porcentaje de masa seca total £ DE.

t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control.
a P<0.05, P<0.001 Pio vs Rosi

El tratamiento con pioglitazona disminuye 45% la proporcién de triglicéridos y fosfolipidos en
las HDL. Por el contrario, el tratamiento con rosiglitazona incrementa 28% la proporcién de

fosfolipidos y disminuye 11% la proporcién de proteina. (Cuadro 7)

Actividad de los factores plasmaticos que intervienen en el TRC

La composiciéon de las HDL se modifica continuamente como resultado del intercambio
dinamico de lipidos entre otras lipoproteinas, este intercambio se lleva a cabo por enzimas,
proteinas involucradas en el TRC, por lo que es importante su determinacién. Los resultados se
presentan en el cuadro 8. Ninguno de los 3 componentes del TRC determinados presentd

modificaciones significativas por el tratamiento con TZD.
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Cuadro 8. Actividad de factores plasmaticos LCAT, CETP y PLTP

Pio Rosi
Control
9 1.7 mg/kg 0.34 mg/kg
n:
n=12 n=12
CETP
. 28.5+6.7 25.8+9.5 31.6+6.7
(% de transferencia)
PLTP
25.4+11.1 21.8+9.3 21.6+7.3
(% de transferencia)
LCAT
o 6.3+2.7 49+25 5.5+3.7
(% de esterificaci6n)

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.
Los valores estan expresados como Media +DE.

Cinética metabdlica de la apo A-I de las HDL

Los resultados anteriores demostraron que las TZD modifican de manera distinta la
distribucién relativa y composicion de las HDL. En este contexto, estos cambios en las HDL
pueden repercutir en su metabolismo, es decir, un aumento en su sintesis o una disminucién
en su catabolismo. A través de estudios cinéticos, podemos evaluar parametros como la tasa de
catabolismo (FCR, fractional catabolic rate), asi como la tasa de produccién absoluta (PR
production rate), que refleja el metabolismo de las lipoproteinas. Carreon-Torres et al.2!
demostraron que la pioglitazona incrementaba la tasa de catabolismo y produccién de la apo A-
I. En la figura 6 se presentan las graficas de decaimiento radiactivo de la 251 apo A-I de las

HDL después del tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona, el analisis matematico de esta

curva permite calcular la FCR de la apo A-I.
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Radieotividad (%)

21 Carreén-Torres et. al Atherosclerosis 2005,

Figura 6. Curvas de decaimiento radiactivo de la 25I-apo A-I de las HDL en los diferentes grupos en estudio.

m Representa el grupo Control. A. e Representa el grupo tratado con pioglitazona (Pio) 1.74 mg/Kg.2! B.
Representa el grupo tratado con rosiglitazona (Rosi) 0.34 mg/Kg.

Los datos representan la media del porcentaje de la radiactividad inicial + DE.

La radiactividad fue normalizada en funcién del resultado al tiempo de 10 min.

Se puede observar que la radiactividad del plasma del grupo tratado con rosiglitazona
desaparece mas rapido en comparacién con el grupo control. Estudios previos en nuestro
laboratorio, ya publicados, con pioglitazona mostraron un comportamiento similar. Estas
curvas se adaptaron a un modelo bicompartimental que permite calcular la FCR de la apo A-I.

(Cuadro 9)
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Cuadro 9. FCR y PR de 25I-apo A-I de las HDL de los grupos en estudio.

Control Pio Rosi
(n=9) 1.74 mg/kg 0.34 mg/kg
(n=8) (n=8)
FCR
0.025 + 0.006 0.057 +0.014t 0.031+0.004*,2
(h)
PR
0.56 + 0.16 1.24 + 0.62t 0.918+0.238%
(mg/kg/h)
Apo A1
602 + 82 634 + 182 828+201*
(mg/L)

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.

Los valores estan expresados como Media £DE.

t Student. * P<0.05, + P£<0.001 Grupo tratado vs grupo control
a P<0.05 Pio vs Rosi

El tratamiento con rosiglitazona incremento la tasa de catabolismo en un 124%, comparado con
el grupo control. La tasa de produccién también se incrementd con rosiglitazona 60% con
respecto al grupo control (Cuadro 9). Sin embargo, el incremento con pioglitazona es 50%
mayor, como se habia reportado anteriormente, la pioglitazona incrementa el FCR y PR en un

2.3 y 2.2 veces, respectivamente, comparado con el grupo control.2!

Densidad de carga de superficie

Como se mencion6 anteriormente existen factores intrinsecos a las lipoproteinas que pueden
modificar su metabolismo, como la densidad de carga de superficie (Cd), que se define como las
unidades electrostaticas de una particula por unidad de superficie. La Cd afecta directamente
el metabolismo in vitro de las HDL; la carga de la particula es una caracteristica que puede
regular su catabolismo en el plasma debido a las interacciones electrostaticas entre estas
lipoproteinas, las enzimas, receptores y proteinas involucradas en el TRC afectando la
remodelacion de la particula. Por esta razén determinamos la carga eléctrica de las HDL
obtenidas después del tratamiento con ambos farmacos, pioglitazona y rosiglitazona. (Cuadro

10)
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Cuadro 10. Densidad de carga de superficie (Cd) de las HDL durante el tratamiento con
pioglitazona y rosiglitazona.

Pio Rosi
Control
1.74 mg/kg 0.34 mg/kg
(n=9)
(n=12) (n=12)
Cd ( () x103 esu/cm?) 30041 + 827 31964 + 1761* 31543 + 1842

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona..
Los valores estdan expresados como media +DE.
t Student. * <0.05 Grupo vs grupo control

La Cd incrementa un 6.4% durante el tratamiento con pioglitazona, mientras que con

rosiglitazona sélo incrementa un 4.9% sin alcanzar diferencia significativa. (Cuadro 10).

Efecto de las TZD sobre la funcionalidad de las HDL

El conjunto de estos resultados nos llevé a plantear otros estudios que nos permitieron
dilucidar los factores involucrados en la génesis de particulas pequenias asi como la relacién
con su metabolismo y funcionalidad. La relacion entre la estructura y la funcién de las HDL se

ha sugerido.
Actividad paraoxonasa (PON)
Para comenzar a explorar si los cambios en la estructura inducidos por las dos TZD, tienen

efecto en la funcionalidad de estas particulas, determinamos la actividad paraoxonasa 1.

Cuadro 11. Actividad paraoxonasa.

Pio Rosi
Control
1.74 mg/kg 0.34 mg/kg
(n=9)
(n=12) (n=12)
PON
(umollmin/mL) 488.5 + 138.2 485.7+ 113.5 595.2 + 179.4%.2

Pio:pioglitazona, Rosi:Rosiglitazona.

Los valores estian expresados como media del porcentaje de la proteina total HDL + DE.
t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control.

a P<0.05 Pio vs Rosi.
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Influjo de colesterol

El trasporte reverso de colesterol es otro de los mecanismos, que se ha descrito, por el cual las
HDL inhiben el desarrollo de aterosclerosis. Uno de los factores que es esencial en la
mediacién del colesterol entre el hepatocito, las HDL y otras lipoproteinas es el receptor
hepatico SR-BI.

En este contexto, se determiné el influjo de colesterol mediado por el SR-BI en cultivo de
células FubAH segin se describe en la seccion de material y métodos. El porcentaje de

radiactividad transferida al interior de las células, se presenta en la figura 7.

% Radiactividad

0.0 #f 1 . . . . . . .

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

Tiempo (h)

Figura 7. Influjo de 3H-colesterol de las HDL. Cultivo de células de hepatoma de rata FubAH, que expresan SR-BI.
Células tratadas con pioglitazona (Pio, 2.0 pug/mL) o con rosiglitazona (Rosi, 0.4 pg/mL) y las células control
(DMSO); sin tratamiento. m Representa el % de radiactividad transferida el interior de las células control.

e Representa el % de radiactividad transferida al interior de las células tratadas con Pio. A Representa el % de
radiactividad transferida al interior de las células tratadas con Rosi.

Los datos se expresan como la media = DE.

t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control. 2 7<0.01 Pio vs Rosi.

Se observa que el influjo de ésteres de colesterol en las células tratadas con rosiglitazona a las
3 h disminuye en un 26.6% comparado con las células control y las tratadas con pioglitazona,
sin embargo, en los deméas tiempos no se observan diferencias significativas entre ambos

grupos.
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Cinética de transferencia de ésteres de colesterol de HDL

Ademas del SR-BI existen otros sitios catabdlicos de las HDL que le permiten remover y
transportar el colesterol, por lo que se evalué esta capacidad in vivo después del tratamiento
con TZD. En la figura 8 se presentan las curvas de decaimiento radiactivo de las HDL y
enriquecimiento por parte de las Lip que contienen apo B. Se observa que en ambos grupos la
captacion maxima de CE ocurre alrededor de los 50 min para posteriormente decaer; ademas
el tratamiento con pioglitazona no modifica la proporciéon de colesterol en las lipoproteinas

pro-aterogénicas, VLDL/IDL/LDL.
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Figura 8. Curva de % de radiactividad transferida del *H-Colesterol de las HDL. m Representa el % de radiactividad
en las lipoproteinas del grupo control. e Representa el % de radiactividad en las lipoproteinas del grupo tratado con
pioglitazona (Pio, 1.75 mg/Kg). Representa el % de radiactividad en las lipoproteinas del grupo tratado con
rosiglitazona (Rosi, 0.34 mg/Kg). A. HDL Pio vs Controles. B. HDL Rosi vs Controles. C. Top §=1.063 g/mL
(VLDL/IDL/VLDL) Pio vs Controles. D. Top 6=1.063 g/mL (VLDL/IDL/VLDL) Rosi vs Controles.

Los datos se expresan como la media * error estandar (EE).

La radiactividad se normalizé en funcién del resultado al tiempo de 5 min.

t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control.
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El decaimiento radiactivo en la fraccion HDL de los animales tratados con pioglitazona y
rosiglitazona es mas lento con respecto al grupo control, sugiriendo que la eliminaciéon del

colesterol-HDL es menor.

Cuadro 12. FCR de 3H-EC de las HDL de los grupos en estudio.

Control Pio Rosi
(n=9) 1.74 mg/kg 0.34 mg/kg
(n=8) (n=8)
FCR
) 0.006 = 0.002 0.002 + 0.001* 0.004 :+0.002

Los valores estan expresados como Media £DE.
t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control

En el cuadro 12 se muestra que el tratamiento con pioglitazona disminuye la tasa de
catabolismo de los ésteres de colesterol en un 67%, comparado con el grupo control y en 33%
con rosiglitazona. Estos resultados demuestran que nuevamente, el efecto de ambos farmacos

sobre el metabolismo de HDL es diferente, especificamente en los ésteres de colesterol.

Expresion de SR-BI y PDZK1

Los resultados anteriores sugieren que el tratamiento con TZD podrian modificar la expresién
de factores como el receptor hepatico SR-BI y la proteina de anclaje PDZK1, y explicar, en
parte, las modificaciones en el influjo de colesterol y como consecuencia en el metabolismo y
remodelacion de las HDL. El tratamiento con pioglitazona y rosiglitazona incrementa solo la
proteina del receptor SR-BI un 25 y 29% respectivamente, sin modificar la expresiéon del
PDZK1.Los resultados de expresién de las proteinas SR-BI y PDZK1 se presentan en la figura
9.
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Figura 9. Expresion proteinica del receptor SR-BI y la proteina de anclaje PDZK1. Determinacién de la expresiéon
de A. SR-BI y B. PDZK1 en cultivo de células de hepatoma de rata, FubAH. Las células son tratadas 48 h antes del
experimento con m pioglitazona (Pio, 2.0 pg/mL) o con = rosiglitazona (Rosi, 0.4 pg/mL) y las m células control
(DMSO); sin tratamiento.

Los datos se expresan como la media + DE.

t Student. * P<0.05 Grupo tratado vs grupo control.
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DISCUSION

Los efectos pleiotrdopicos de la pioglitazona y de la rosiglitazona en los lipidos y en particular
sobre las HDL son controversiales, ya que producen modificaciones diversas que pueden llegar
a ser opuestas. En el presente estudio se demostré que las TZD modificaron de manera distinta
tanto la estructura como el metabolismo y funcionalidad de las HDL. Ambas glitazonas
provocaron un incremento en la proporcion relativa de particulas pequenas, HDL3, pero el
aumento que provoco la rosiglitazona fue mas discreto y sblo se observé en las particulas de
tipo HDL3c. A pesar de estas pequenas diferencias observamos un incremento en la sintesis y
catabolismo de la apo A-I de las HDL en el tratamiento con las TZD, observando una mayor
diferencia con pioglitazona que con rosiglitazona. En cuanto a la composicién quimica de estas
particulas también existen diferencias después del tratamiento con TZD; la pioglitazona
originé particulas enriquecidas en apo A-I y con una disminucién en la proporcién de apo C’s,
triglicéridos y fosfolipidos. Por el contrario, la rosiglitazona disminuye la proporcién de
proteina, especialmente de apo A-I, e incrementa la proporcién de fosfolipidos. Dichos cambios
estructurales probablemente contribuyen a la modificacién de la carga de superficie y del
metabolismo de las particulas de HDL observados. Sin embargo, estos cambios estructurales
no se pueden atribuir a modificaciones en los factores plasmaticos de remodelacién de las HDL,
pero podrian explicar el incremento de actividad PON, con rosiglitazona. Por tltimo, otro factor
metabdlico que se modifica por el tratamiento con las TZD es la eliminacién de los ésteres de
colesterol de las HDL; la tasa de catabolismo de los EC es menor en los conejos tratados con
cualquiera de las glitazonas respecto al grupo control, pero el mayor efecto se observ) con
pioglitazona. Este efecto se observa a pesar del incremento significativo del receptor hepatico
SR-BI con los tratamientos de TZD.

En este contexto, nuestros resultados sugieren que ademas de regular el metabolismo de la
glucosa, las TZD podrian regular el metabolismo y la funcionalidad de las HDL. Estos cambios,
podrian explicar de una manera parcial las propiedades antiaterosclerosas de las TZD.

Las TZD, a través de la activacién de los PPARYy, regulan la expresiéon de una amplia gama de
genes involucrados en la regulacion de la glucosa, inflamacion, aterosclerosis y metabolismo de
lipidos; enzimas y proteinas que participan directa o indirectamente en la remodelacién
dindmica de las HDL.6465 Dichas proteinas incluyen a la lipasa hepatica (LH), lipoproteina

lipasa (LPL), los receptores SR-BI, ABCA-1 y ABCG-1, y la apo E.#
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La pioglitazona y la rosiglitazona inducen un incremento de la tasa de produccién y de
catabolismo de la apo A-I, pero la tasa de catabolismo después del tratamiento con pioglitazona
es notablemente mayor en comparacién con la rosiglitazona. El mismo comportamiento se
observé en la tasa de sintesis de la apo A-I. Millar et al.%6 encontraron que la rosiglitazona no
modifica la PR de la apo A-I en sujetos con sindrome metabdlico y C-HDL bajo. Por otra parte,
en estudios previos se ha documentado que la expresion del gen de la apo A-I es regulada por
los PPARq,%” no por PPARy que son los receptores de las TZD. Sin embargo, los analisis
farmacolégicos han puesto en evidencia que las TZD, principalmente la pioglitazona, tienen
efecto como agonistas duales sobre PPARa/PPARYy, perfil farmacodinamico comparable con un
glitazar.5® Lo anterior explicaria el aumento de la sintesis de apo A-I en ambos casos, y
principalmente el incremento mas marcado en la tasa de produccion de la apo A-I con
pioglitazona comparado con rosiglitazona. Es importante enfatizar que el incremento en la
produccién de apo A-I se alcanza con dosis de pioglitazona o de rosiglitazona tres veces mayor
de la que se utiliza habitualmente en humanos.?! Esta circunstancia favoreceria el equilibrio
hacia la reaccién cruzada de las TZD con los PPARa. Sin embargo, Hillaire-Buys et al.®8 han
descrito que a concentraciones utilizadas en la clinica este efecto también se puede observar; la
reaccién cruzada con PPARa podria atribuirse a que los metabolitos de la pioglitazona (M3 y
M4) son farmacolégicamente activos mientras los de rosiglitazona no presentan actividad.6?
Como se mencioné previamente, el catabolismo de la apo A-I de las HDL también increment6
con ambas TZD, sin embargo el efecto fue mayor en el caso de la pioglitazona en comparacién
con la rosiglitazona. La trascendencia de este hallazgo radica en las concentraciones de apo A-1
plasmatica; tomando en cuenta que la magnitud del incremento de PR de la apo A-I con
pioglitazona es similar a la magnitud del incremento del catabolismo, la concentracién
plasmatica de la proteina permanece sin cambios durante el tratamiento.?! En contraste, en el
presente estudio demostramos que la magnitud del incremento del PR con rosiglitazona supera
al FCR, y en consecuencia los niveles de apo A-I en plasma aumentan de manera significativa
durante el tratamiento con este farmaco. Estos resultados, podrian sugerir que la
rosiglitazona, tiene un efecto mayor sobre la expresién del gen de la apo A-I.

En resumen, bajo las condiciones del presente estudio, la rosiglitazona induce un aumento en
las concentraciones plasmaticas de apo A-I debido a un incremento de la tasa de produccién de
la proteina que sobrepasa al incremento de la tasa de sintesis, y este comportamiento cinético

diferencia a ambas TZD.
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Diversos estudios metabdlicos han sugerido que la estructura de las HDL esta relacionada con
los parametros cinéticos de la apo A-1.1470 Algunos pacientes con concentraciones plasmaticas
de C-HDL por debajo de 10 mg/dL y que no tienen historia familiar ni personal de EAC, se
caracterizan por catabolizar rapidamente la apo A-I de las HDL.'*15 Asimismo, los fibratos,
farmacos con capacidades antiaterogénicas, inducen un aumento del catabolismo de la apo A-1
de las HDL.20 La etiologia del hipercatabolismo en estos casos no se ha dilucidado
completamente, pero puede estar relacionado con el tamafno de la particula. En estudios
previos de nuestro laboratorio?! se demostré que el FCR de la apo A-I de las HDL, se asocia
directamente con la proporcién relativa de particulas pequenas, HDL3c. Por otra parte,
estudios con ratas hipotiroideas demuestran que las particulas grandes de tipo HDL2b y
HDIL.2a se catabolizan mas lento que las particulas pequenas de tipo HDL3c.7

Nuestros resultados apoyan esta hipdtesis ya que el efecto de la pioglitazona y la rosiglitazona
sobre el metabolismo de las HDL es diferencial; el desplazamiento de la distribucién relativa
de las HDL hacia particulas de menor tamano que provoco la rosiglitazona fue mas discreto
que el observado con pioglitazona,?! y sélo se observd un incremento significativo de las HDL3c.
Anilogamente, como ya se menciond, el aumento del FCR con rosiglitazona fue inferior al
observado con pioglitazona,”™ sugiriendo una correlacién positiva entre el tamano de las
particulas HDL y su catabolismo. Tomando en cuenta las evidencias previas y los resultados
del presente estudio, la proporcién relativa de las HDL puede ser indicativo de la tasa de
catabolismo de estas particulas; a mayor proporciéon de HDL pequefias, mayor el catabolismo.
Estos resultados podrian dar lugar a una evaluacién del riesgo cardiovascular a través de la
determinacién de las subpoblaciones de HDL; a pesar de que el impacto benéfico de un
catabolismo acelerado de las HDL es aun controversial,273.74 cuando estd asociado a una
sintesis acelerada de la apo A-I concurre con un bajo riesgo de EAC.141570 Agi, el papel
antiateroscleroso de las TZD®6575 podria estar relacionado, al menos en parte, con el
comportamiento cinético que inducen en las HDL.

Ademas del desplazamiento en la distribucion de tamanos de HDL hacia particulas mas
pequenias y modificaciones en su metabolismo, debemos tomar en cuenta otros factores que
podrian explicar el metabolismo de las HDL, como los cambios en la composiciéon quimica de
estas particulas. Durante el tratamiento con rosiglitazona observamos un incremento muy
notable en la proporciéon de fosfolipidos asociado a la disminucién del contenido relativo de
proteina en las particulas. Se ha sugerido que el contenido de lipidos de las particulas HDL

contribuye a establecer los parametros cinéticos de éstas. Lamarche et al.25> han descrito que en
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estados de hipertrigliceridemia, se incrementa la poblacion de HDL pequefias enriquecidas con
triacilgliceroles en comparaciéon con sujetos controles. En el mismo sentido, Lewis’® describid
un hipercatabolismo de la apo A-I de las HDL, en estados de hipertrigliceridemia. Por otra
parte, Pérez-Méndez et al.”7? han demostrado también que el catabolismo de las HDL
enriquecidas con acido palmitico y/o fosfatidilcolina es mas lento; a pesar de que en este
estudio no se puede distinguir si el aumento de tamano de la particula HDL es el responsable
de la disminucién del catabolismo, o es un efecto directamente atribuible a la fosfatidilcolina y
al acido palmitico.

En el presente trabajo, nuevamente se observa el cambio de la composicién quimica de las
HDL que aparece de manera analoga a la modificacién de los parametros cinéticos, apoyando
la idea de que la composicién quimica se relaciona con la velocidad de recambio de estas
particulas.

Es importante destacar que existen varios factores adicionales que posiblemente estén
relacionados con las modificaciones de la tasa de catabolismo como: la carga eléctrica de
superficie asociado a la composicién de la particula HDL. El aumento de carga de superficie se
ha relacionado con una disminucién del catabolismo de la apo A-I de las HDL.7® Se ha sugerido
que la electronegatividad de las HDL radica principalmente en la presencia de lipidos cargados
negativamente.” En el mismo sentido, Desrumaux et al.” sugieren que la apo A-I incrementa
la densidad de carga de las HDL. Nuestros resultados con rosiglitazona apoyan parcialmente
esta hipétesis, un aumento significativo del contenido de fosfatidilcolina que se presenta
simultdneamente con una tendencia a una carga de superficie mayor en las HDL. Por otra
parte, el tratamiento con pioglitazona, incrementa la proporcién de apo A-I, lo que las convierte
en particulas mas electronegativas. Independientemente del origen, la carga eléctrica de
superficie de las HDL estaria relacionada con la eliminacién renal de las HDL que implica la
filtracién a través de la membrana glomerular recubierta de proteinas de matriz que tienen
una fuerte carga negativa.! Asi, el incremento de electronegatividad de la particula dificultaria
su depuracién renal disminuyendo el catabolismo de la particula. En este sentido, nuestros
resultados son aparentemente contradictorios; ya que ambas TZD incrementan la carga de
superficie de las HDL e incrementa su catabolismo, alcanzando el mayor efecto con la
pioglitazona. Sin embargo, estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el
enriquecimiento con fosfolipidos solo disminuye la tasa de catabolismo renal de la apo A-I en
un 35%.77 Por otro lado, se ha demostrado que el incremento en la carga eléctrica favorece el

complejo formado por fosfolipidos y apo A-I, teniendo como resultado una disminucién en el
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catabolismo de las HDL. Estos resultados nos siguieren que la composicién de las particulas de
HDL se vuelve determinante para la via de eliminacién de estas particulas y podria explicar,
en parte, el incremento en la concentracién plasmatica de la apo A-I y la disminuciéon del
catabolismo de esta apolipoproteina con el tratamiento de rosiglitazona, comparado con
pioglitazona.

Con base en estas observaciones, postulamos que el hipercatabolismo de la apo A-I de las HDL
es el resultado de una reduccién del tamano y de la composicion de estas lipoproteinas; en
contraste, la carga eléctrica podria compensar parcialmente el hipercatabolismo de la apo A-I.
El hecho de que la composicién quimica de las HDL se altere durante el tratamiento con TZD,
sugiere que no sé6lo el metabolismo sino muy probablemente también la funcionalidad de estas
lipoproteinas se modifique. En este sentido, el tratamiento con rosiglitazona incrementa la
actividad paraoxonasa mientras que, la pioglitazona no tiene efecto sobre la actividad de esta
enzima. El efecto diferencial de ambas TZD puede estar relacionado nuevamente con el
contenido de fosfolipidos de las HDL; Deakin et al.8 demostr6 que la proporcién de fosfolipidos
es importante para el reclutamiento de la enzima PON1 por parte de las HDL que se
encuentra anclada a la membrana del hepatocito. Asimismo, Kontush et al.!® describen que las
HDL pequeiias, que tienen una proporcion de fosfolipidos elevada con respecto a las HDL
grandes, tienen una capacidad mayor de transportar paraoxonasa y evitar la oxidacién de las
LDL in vitro. De esta manera, nuestros resultados sugieren que los fosfolipidos-HDL podrian
ser un potencial blanco terapéutico mas importante que el colesterol-HDL. Esta propuesta
debe ser explorada especificamente en estudios posteriores.

El contenido de fosfolipidos de las HDL también se ha relacionado con su capacidad de
promover el eflujo de colesterol; Jian et al.8! han demostrado que las HDL enriquecidas en
fosfolipidos aumentan la capacidad de estas lipoproteina de captar el colesterol excedente de
las células. Asimismo, las particulas HDL de menor tamano tipo pre-B81, constituidas casi
exclusivamente de fosfolipidos y apo A-1,82 son los mejores aceptores del colesterol excedente de
las células periféricas.83 Por lo anterior, durante el desarrollo del presente estudio postulamos
que el metabolismo de colesterol-HDL en los animales tratados con TZD tendria un
comportamiento diferente en funcion del farmaco. Para explorar esta posibilidad, realizamos
los estudios cinéticos de los ésteres de colesterol-HDL in vivo. Nuestros resultados demostraron
que el tratamiento con pioglitazona disminuye la tasa de catabolismo de los EC de las HDL.
Estos resultados apoyan lo descrito por Julia et al.8* ya que demuestran que un incremento de

triacilgliceroles y/o de fosfolipidos, especificamente de esfingomielina, disminuyen la captacién
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de ésteres de colesterol por el receptor hepatico SR-BI. Pero favorecen el eflujo de ésteres de
colesterol mediante este receptor. Esto explicaria parcialmente la disminucién de la tasa de
catabolismo de los ésteres de colesterol después del tratamiento con pioglitazona.
Posteriormente analizamos el comportamiento cinético de la fraccion HDL de manera
independiente a la fraccién de las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, IDL, LDL);
nuestros resultados demuestran que el decaimiento radiactivo en la fraccién HDL es menor,
particularmente en los iltimos tiempos de la cinética, tanto con el tratamiento con pioglitazona
como con rosiglitazona, respecto al grupo control, sugiriendo que la eliminacién del colesterol-
HDL es menor. Estos resultados son congruentes con el incremento en las concentraciones
plasmaticas del C-HDL en el tratamiento con pioglitazona, pero a priori no apoyan el papel
antiaterogénico de las HDL durante el tratamiento con TZD porque el colesterol se estaria
eliminando lentamente del plasma. Generalmente se acepta que la eliminacién de C-HDL del
compartimento plasmatico ocurre principalmente via transferencia hacia las lipoproteinas que
contienen apo B mediada por la CETP y en segundo lugar via el receptor hepatico SR-BL.5 En
este contexto, observamos que la transferencia de estos ésteres de colesterol de las HDL hacia
las LpB esta disminuida después del tratamiento con cualquiera de las TZD. Este resultado es
congruente con la eliminacién lenta de los ésteres de colesterol de las HDL en los animales
tratados con TZD y ademaéas sugiere un esquema metabdlico anti-aterogénico por el rol
proaterogénico de las LpB. Se puede descartar que la transferencia lenta de ésteres de
colesterol hacia las LpB sea consecuencia de la disminucién de la actividad CETP porque la
actividad de esta proteina no se modifica en el conejo tratado con TZD. Por lo tanto, es posible
que la disminucién de la transferencia de ésteres de colesterol esté relacionada con los cambios
de estructura de las HDL que no es favorable a la actividad CETP.7"

A pesar de que la disminucién de la transferencia hacia las LpB sea una explicacién a la
eliminacién lenta de los ésteres de colesterol-HDL, no se puede descartar la posibilidad de que,
también la via directa de eliminacién a través del SR-BI se regule a baja por el tratamiento con
TZD. El SR-BI, es otro factor que esta regulado por las TZD y juega un papel importante en la
mediacién del intercambio de colesterol de las células a las HDL y otras lipoproteinas. En
estudios realizados en ratones transgénicos para SR-BI, se ha demostrado que la estimulacién
de este receptor se asocia a la produccién de particulas pequenas y densas, al contrario de
cuando disminuye la expresion de este receptor, ya que incrementa el tamano de particula.®®
Una de las principales funciones del receptor SR-BI es remover selectivamente los ésteres de

colesterol contenidos en las HDL principalmente de las particulas HDL grandes lo que resulta
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en la formacion de particulas pequefias que se catabolizan mas rapidamente. Considerando
estas evidencias postulamos que el tratamiento con TZD modifica la estructura y el
metabolismo de las HDL por medio de la sobreexpresion del receptor SR-BI.

Nuestros resultados también demuestran que la expresién de la proteina de SR-BI incrementa
con ambos tratamientos de TZD. Sin embargo, Yesilaltay et al.8¢ reportan que la estabilidad de
este receptor en la membrana del hepatocito es dependiente de una proteina acopladora
llamada PDZK1, pero no necesariamente va a favorecer la funcionalidad del SR-BI, ni su
interaccion con las HDL. Tachibana et al.8” han sugerido que el gen PDZK1 pueda estar
regulado por los PPARa. En lineas celulares de hepatoma de rata se han identificado PPRE en
la regiéon promotora del gen del PDZK, administrando agonista de los PPARa. En nuestro
laboratorio se ha demostrado que la pioglitazona puede tener una accién de glitazar y podria
promover la expresion y funcionalidad del PDZK1. Al contrario de lo propuesto, el tratamiento
con TZD no modifica la expresién de la proteina PDZK1 en células de hepatoma de rata,
Fu5AH. Los resultados anteriores sugieren que la funcionalidad del receptor hepatico SR-BI
este probablemente modificada y se refleje en el trasporte reverso del colesterol.

Nuestros resultados demuestran que el influjo de colesterol no incrementa aun cuando se
incrementa la expresion del SR-BI; por el contario, el influjo disminuye con la rosiglitazona
mientras la pioglitazona no lo modifica.

Lo anterior sugiere que las TZD juegan un papel fundamental en las modificaciones de la
concentracion plasmatica de C-HDL, asi como la sintesis y catabolismo de la apo A-I,

composicién y funcionalidad de las HDL.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrdé que las diferencias entre pioglitazona y rosiglitazona sobre las
concentraciones plasmaticas de C-HDL tienen su origen en cambios del metabolismo, tamafio y
composiciéon de las particulas HDL. Fortaleciendo asi, la idea de que la estructura
fisicoquimica de las HDL tienen una relaciéon directa con su metabolismo y su funcién
antiaterosclerosa. Ademas este estudio nos permite postular que las propiedades
antiaterogénicas de las HDL no sélo dependen de las concentraciones plasmaticas de C-HDL,

si no de las caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes subpoblaciones de HDL.
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APENDICE 1

Determinacién de proteinas por el método de Lowry

Soluciones

¢ -Solucién de Na2C0Os: 20 % en H20

¢ -Solucién de tartrato de Na y Kt 1 g+ CuS040.5¢

¢ -Solucién de NaOH 0.8N: 16g en 500 mL H20

¢ -Solucién de SDS al 10%
¢ -Solucién patrén de albiimina: 1 mg/mL
¢ -Solucién A. Preparar al momento

1 volumen de tartrato de Na y K

1 volumen de Na2COs3

2 volimenes de NaOH

2 volimenes de SDS

2 volumenes de H20

TECNICA

CURVA PATRON

Tubo 1 2 3 4 5 6 muestra
MUESTRA (uL) 0 0 0 0 0 0 20
ST (uL) 0 10 20 40 80 100 0
H20 (uL) 100 90 80 60 20 0 80
MEZCLAR

Sol. A (mL) 1 1 1 1 1 1 1

INCUBAR 10 MINUTOS
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EN OSCURIDAD A TEMPERATURA AMBIENTE

Reac. Folin (1:6) 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
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Rosiglitazone modifies HDL structure and increases HDL-apo Al synthesis and
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Asticle history: Background: Rosiglitazone is an agonist of the peroxisome proliferator-activated receptar (PPAR) gamma that
Kecedved 23 July 2008 may modify HDL metabolism in humans, bt this effect has not been completely elucidated. Therefore, we
m;‘:"“"""%m 008 determined the effect of rosiglitazone on apo Al tumover, HDL structure, and PON1 plasma activity.

Methods: Kinetic studies of HDL-apo Al radiolabeled with ***1 were performed in 7 chow-fed, male, New
Zealand white rabbits after 6 weeks of 0.32 mg/kg/d rosiglitazone-treatment va. vehiche-treated rabbits (n= 11,
HDL size distribution was determined by polyacrylamide gradient electropharesis and paraoxonase-1 (PONT);
plasma activity was assessed spectrophotometrically using phenylacetate as substrate,
Resules: Fractional catabolic rate (FCR) of HDL apo Al was higher in the rosiglitazone-treated group than in the
control group (0.031 0,004 vs. 0.025£0.006 pools/h, respectively, p<0.05). The mean apo Al production rate
(PR) was 62% higher in the rosiglitazone group as compared to controls (0.918 £0.238 vs. 0.564 40,160 my/kg/h,
p<0.01). Accordingly, apo Al plasma levels In rosiglitazone-treated animals were about 37X higher than in the
control group. Rosiglitazone-induced changes in apo Al turnover appeared concomitantly with a significant
increase of phospholipids and a decrease in colesteryl esters content of the HDL Compositional changes
resulted in a relative increase of the HDL3b and HDL3c sublractions and a significant enhancement of the
plasma PON1 activity (488.5¢ 138.2 vs. 595.2 = 179.4 pmol/min/ml, p < 0.05).
Conclusions: Rosiglitazone increased apo Al plasma concentrations, resulting from an enhancement of apo Al
synthesis, and Induced the synthesis of smaller HDL particles with a concomitant increase of plasma PON1
activity. These modifications may contribute to the anti-atherogenic potential of rosightazone,

© 2008 Elsevier BV, All rights reserved.

Available anline 12 November 2008
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1. Introduction

Several clinical and epidemiological studies have demonstrated 3
negative correlation between HDL-cholesterol (HDL-C) and the
development of coronary heart disease (CHD) risk [1,2). The causal
relationship between plasma HDL-C concentration and CHD has been
explained by the role that these lipoproteins play in reverse
cholesterol transport, as well as the potentially anti-atherogenic
properties of HDL such as their anti-inflammatory, anti-oxidative,
anti-aggregatory, anti-coagulant, and pro-fibrinolytic effects (for
review see Ref. [3]).
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“Ignacio Chives* Juan Badiano 1, Seccion XVI, 14080 Mexico D.F, Mexico, Tel.: #5255 55
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HDL comprises a heterogeneous group of lipoproteins that may be
classified by decreasing size in HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b, HDL3¢
[4,5]. These HDL subclasses have a different capacity to promote
cholesterol efflux from peripheral tissues, as well as different anti-
oxidative properties [6-9]. HDL anti-oxidative properties are mainly
due 1o their associated enzyme, the paraoxonase-1 (PON1) [6,7,10].
This enzyme catalyzes the conversion of the pro-atherogenic LDL-
lipoperoxides, characteristic of the early stages of atherosclerotic
processes, to the corresponding lipohydroxides that are biologically
innocuous [10],

Thiazolidinediones (i.c. rosiglitazone and pioglitazone) are oral
anti-diabetic drugs, agonists of the peraxisome proliferator activated
receptor gamma (PPARY). The PPARY is a member of the nuclear
receptor superfamily that has been Implicated in the regulation of
genes expression related with HDL metabolism, such as the ABC-Al
and ABC-G1 transporters, apo E, and the scavenger receptors (SR)-BI
[11,12], suggesting that HDL remodeling Is strongly modified by PPARy
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activators. Thiazolidinediones therapy, particularly with ploglitazone,
results in an elevation of HDL-C plasma levels [13], However,
pioglitazone at high doses strongly modifies HDL metabolism, increas-
Ing up to twice the fractional catabalic and production rates of HDL-apo
Al in New Zealand white rabbits [ 14, Such strong metabolic modifica-
tions have no apparent repercussions on apo Al levels since the
augmented synthesis counterbalances the accelerated catabolism. In
agreement with the high rate of elimination of the HDL from the plasma
compartment, pioglitazone induces a shift of HDL size distribution to
small HDL3¢ particles [ 14-16). In contrast to pioglitazone, HDL-C plasma
fevels increase only slightly during rosiglitazone treatment (1718,
suggesting that both thiazolidinediones exert a differential effectan HDL
metabolism; however, there is very lirtle information in this field.
Therefore, in the present study we investigated the effects of
rosiglitazone treatment on the rate of HDL apo Al production and
cleasance from the circulation in male New Zealand White (NZW)
rabbits, an animal model displaying a lipoprotein profile similar to
that of humans. This model has been successfully used to mimic
human apolipoprotein turnover [14,19-21]. Our studies were per-
formed with 2 0.32 mg/kg/d dose of rosiglitazone, equivalent to three-
times the dose used in humans (8 mg/d). The aim of using such high
doses of rosiglitazone was to generate data that could be compared
with the results of the previous studies concerning the effect of
pioglitazone on HDL metabolism [14), Since HDL structure may
influence apo Al catabolic rates and HDL functions, we further
determined hydrodynamic diameter, chemical composition of HDL,
as well as PONT activity that is related to HDL antioxidant properties.

2. Methods
2.1 Animaly

NZW male rabbits (3 10 3.5 kg) were randomiy diatributed into control of rosiglitazons
groups, Rosiglitazone-treated rabbuts received a dally oral dose alvo equivalent 1o three-
tmes the dee used in hmans, 034 mg/kg body weight of rosigiitazone in 1 mil waser as
vehicle. Control rablots received oaly 1 mi vebacle, Ankmals had free access (0 3 standand
chow diet and water. Assessments were mate after 6 weeks of treatment. All procedures
were performed in accordance with the Scientific and Ethics Comanittees of the Institeto
Nacional de Cardiologha “Ignacio Chiver”.

22 lulatson and analys® of MOL srusture

Ten-bour fasting dlood samples were drawn from the marginal eaz vein for (he HOL
sructure analysis. Plaima was imsnediately separated by centrifugstion at 4 °C and
lipaprotein fractionation was started within 2 i HOLs were separated by ultracen-
trifugation in a Bockiman optima TUX table contrifige at 150000 rpm for 30 at 10°C in
32 ml polycarbonate tubes, 25 previously descrided |15). HOLs were dialysed against
009 mol/l Tris)0.08 mol¥ booc aid/3 memol/l EDTA (TBE) buffer, pH 8.4,

The homageneity dod hydrodynanic diameter of HOL were estimated as previousty
described [22) with slight modifications, Briefly, HDL sampies were separated according
to their size by non-denaturing 3-30% gradient polyacylamide gel electrophoresis
uting reference globular proteins (thyroglobulin, 17 am; fervitin, 122 nm; catalase.
10.4 nm; lactate detydrogenase, 8.2 nem: and albomin. 71 nen; high malecular weight
calibeation kit Phanmacla, Uppsala) [22], Gels were stained for proseins with Coomasie
Blue 250 and the relative proportion of each HOL subclass was estimated Dy optical
densicometry, consideriag the following vize ntervaly: HOUc, 7.75-8.45 am; HDLSb.
£45-898 nm: MDL3a, 898.99¢ am; HDE2a, 994-10.58 nam: and HDLID, 1058-
1296 am. The varlation coefficent of the method was < 7%, Total cholesterol, free
chalestesol, phospholipids, and triglycerides in isedated HDL particks were determined
% descrided in (he Analytical methods section

2.1 Rabbit apo A-1 radiolabeling and murtiover studiey

Turnover studies were performed as previously described | 14), Briefly, cabbit apo Al
was (solated from delipidated HDL by anlon exchange chromatography. Apo A«
radiotabeling was carried out by the jodine monochlonde method as modified by
Niiheimer et al, | 23] Labeled " Lapo Al was tencorporated to newly- solated HOL from
control o rosglitazone-treated rabbits. ax described peeviously | 15 Labeled HOLs were
dialyzed against sterile 0.45 8 NaCl sohution. The salution was steriiized wsing 0.22 pm
Mrers and stoeed at 4 °C until use,

Foe apo A~ turnover studies, aramals were malntaioed i a 12:12-h hight-dark cycle
and fed vandard chow diet throughout the study. Animals teceived 175 myg of MDL
protein isolated from control of fosiglitazone-treated rablits, containing abost
7107 cpm of **1 in a total 0.5 mi valume by a bobus injection into the rght eaegin

ear vein. Blood samples (1 to 2 mi) were obeained from the opposite marpnal vedn
10 min After infection 4nd then at 1, 3, 8,9, 12, 24, 32, 48, and 72 h, The radicactivity of
each sample was measured in serum (0.5 mi) for | min |14), Measured gansma coemts
were corrected for natural radioactivity decay. "™ decay curves were contructed by
considering the radioactivity in the 10-min serum sampse s 1005,

Fractional catabolic rate (FCR) was computed by firting the percentages of inktial
radioactivity kinetics to 2 biexponential function using the computer program SAAMIL
A described ebsewhere [20), Apo Aol production rates (PR} were determined wsing the
formada [PR«FCR = plasma apo Al concentration (mg/l)«total plasma volume (dL)/
body weeght (kg)) 124]. The plasma volume was sssumed 1o be 0.0328 L/kg body weight
t2sl

2.4, Asadyrical methods

mwmmmmmmm&ammmuu«m
phelometry using anti-rabbir apo Al polyclonal antibodses obtained from goats by
imenuatzation with the electropharetically-punfied profein, a5 previously described
|44). A plasma pool from nosenal rabbits was used as reference concentration. Total
lipoprotein proceins were estimated accordieg to Lowry [26]. Cholestenyd esters were
calculated as the difference beeween total and free cholesterol multiplied by 4 factor of
168 127).

25 Chalesteryl eiters transfer protetn {CETI) octimty assops

Planma CETP was decermined weing {{( 0. 2adaj"H|-CERHOL as donor particles
and apo B-containing lipoproteins as acceptor particies as previously described (21],
CETP activity was expeessed an the peccentage of radioactnity transferred from the
donor 10 the acceptor poprotein by 10l of plaama dusing the 16-h incubation 3t 37 °C

26 Iorooxonase: ) octivity assessment

PON1 activity was measured using phenytacetate s substrate [ 28], Initial rates of
bydrolysis were deternuned spectiophotomerncally at 270 nm. The assay mixtuee
inxluded 1 mmol/l phenylacetate and 0.9 mmol/l CaCly in 20 mmol/t Trs-HCL pH 8.0,
and 1048 serum (diluted 1:40) The &Aqw for the reaction was 1310 Lm em. Arylesterase
activiey was expressed a1 the number of micromoles of pherylacetate bydeolyzed/min)
mi serum,

To determine whether PONI activity is associated mainly to the sosll particies,
300yl of plasma heparin was separated by sze exclusion chromatography wsing a Bio-
Trep SEN000/17 column coupled to 4 Bio-Kad Duo Flow chromatography system.
Pregein clution was sccomphiated with 2 menod/f CaCl; in 20 mmod/t Tris-HCL pH B0, at
a Now rate of | mi/min. Fractions of 0.5 mi were collected and kept in ice: PONT activity
was assessed within | b after elution & described above using 10 of cach edution
fraction, The column was calibrated with HDL isolated by ultracentrfugation from 2
pool of control rabbit plasend. Foe the calibration. cholesterol was determined in the
elution fractions by evaymatic colodmetric methods commercially available,

27, Siatisticod analysis

Data are expeessed 45 1he mean 250, Comparison amoag groups weae made using
Student 1 test foe Independent samples. For the parameters that were studied before
and after & weeks of rouglitazone-treatment, paised ¢ tests were performed within cach
proup. Signeficance of differences was set at p<005,

3. Results

Rosiglitazone-treatment did not produce hepatic toxicity since
alanine aminotransferase (ALT) remained unchanged, 82.84299 vs.
64 £10.0 1U/1, before and after the six weeks of treatment, respectively;
=12, p=NS. Under these conditions, resigiitazone treatment induced

Table 1

Mean glicose and lipid plasrg concentranions of control (#=12) and rosightazone-
treated (a=12) rabbits belore and durieg 6§ weeks of rosiglitacne treatment (paired
experiments)

Contro® Ronlglitazooe 034 mglkg
fiefore Duning Bedore Duiring
ol cholesterel 0672016 064021 0808039 Q738027
HDU<holesterol 0402020  035:016  037:021 0404020
Trighceades 044:006  0A49sQll 0462008  066:021*
Clucose 665:058 6271024  G17:108 6382128

Valoes ane mmol /i, mean 25D,
*Significant Intragroup dilerence between baseline and posttreatment vatues. *p < 0.05.
* Controls only received vehicle,
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Fig. 1 Mean die-wway carves of HOL #Fapo Al radioactragy solated from animals freated
with rosightanone and control animuls. Results for HDL from the control group (closed
squares, 1= 111, HOL from the rosigiitazone-treated growp (open cirdles: =7} and madeled
data (dasthed line) are shown Moxsured gamena counts were comect for natwal
radiactivity desay. ') decay curves were comtructed by considering the radicactivity &
the 10-min plasma sample 2 the 1005, Values are mean 25D, %< 0.05 va. control groun

a significant increase in triglycerides plasma levels of about 40%,
whereas total HDL-cholesterol and plasma glucose remained
unchanged by the treatment in comparison to the basal conditions
(Table 1)

Fig. 1 illustrates the radioactivity decay curves of labeled apo Al in
control and rosiglitazone-treated animals. The Kinetic parameters, FCR
and PR, derived from the die-away curves are summarized in Table 2.
There was a faster clearance of HDL apo Al in the rosiglitazone-treated
group (mean FCR, 22% greater) than that observed in the control
group; the difference between groups reached statistical significance
(p=0.030). The mean PRs of apo Al in the rosiglitazone-treated group
was 62% higher than in the control group (Table 2). The increase in apo
Al clearance in the rosiglitazone-treated group was overcompensated
by the very important elevation of the PR, resulting in apo Al plasma
levels 37% higher than those of the controls (Table 2). In paired
measurements before and after rosiglitazone-treatment performed in
an independent group of rabbits (n=9), apo Al plasma levels also
increased significantly from 6794244 to 8862372 mg/l, p=0.021, for
the pre- and post-treatment condition,

High FCR has been assoctated to the intravascular presence of small
HDL particles [14.16], Therefore, we performed the HDL size distribu-
tion as described in the methods section, using plasma samples before
and during rosighitazone treatment. HDL from control rabbits showed
amean peak with 3 Gaussian-like size distribution ranging from 8,18+
046 to 12212061 nm, with maximal absorbance at 9.9220,50 nm.
The main peak was shifted towards 9594055 nm in the treated
rabbits {(p<0.05, paired experiments) whereas the HDL diameter range
was not significantly modified (data not shown ). The relative HOL size

Table 2
Mean FCRs and PRs of HOL apo A control (= 11) and rosiglitazone (n«7} kinetics
(unpaired experiments )

Control Rosighitazone 0.34 mg/kg
PR (pooim) 0,025 0,006 003120004
PR (oigikg/b) 05642016 091820238
Apo Al (mgft) 602¢82 Wsa 20t
Mecan S0,

* p~005 vs, control group.
¥ <003 va. control groep,

Table 3

Retative MDL sze distribution of control and rosiglitarone-treated rabbits before and
duriag 6 weeks of treatment (X of total HOL peotein, determined by optical
densitometry ) (paired expertments |

Controd Nosiglitazone 0.34 mgfky
(a=12) {n=12)

WDLZD 592838 4102105

HOL2a N2425 2104067

HDLYa 47182 AkA

HOL3b 63144 62245

MDL3e 19410 30429°

' pe00S vy, control grovp.
¥ p<0.001 vs control group.

distribution was estimated considering the area under the curve as
100% of HDL protein. and the partial areas between size intervals as
the percent of total HDL (Table 3). The relative size distribution was
shghtly shifted to small HDL subclasses by rosiglitazone; there was a
lower proportion of the large HDL2b particles (n the treated group
than in controls. In contrast, the proportian of smail HOL3c particles
increased with rosiglitazone treatment, whereas the relative propor-
tion of the other HDL subclasses remained unchanged,

Modifications of HDL turnover and size distribution appeared in
paraliel with changes in HDL composition during rosiglitazone treat-
ment (Table 4). Rosiglitazone induced a marked decrease of zbout 30% in
the cholesteryl esters and a similar increase in phospholipids content. In
agreement with these observations, the apo Alto-HDL cholesterol
plasma levels ratio significantly increased from 3.1 to 48 (p<0.05). In
contrast, HDL-triglycerides had a tendency 1o increase duning rosighita-
zone treatment (Table 4). Such triglycerides enrichment was not
associated to an enhanced CETP activity; CETP activity before and after
rosighitazone treatment was 316:6.7% and 323+6,0% respectively,
p>0.05.

Since HOL structure is related to their capacity to bind PON1 [6.7], we
further investigated whether the changes in HDL size distribution induced
by rosightazone were associated to modifications of PON1 plasma
activities. In paired experiments (n«12), rosightazone induced a sig-
nificant increase of about 20% in plasma PON1 activity, from 4885+ 138,2
to 595221794 pmol/min/ml, as measured using phenylacetate as
substrate, p<0.01, We further fractionated HDL from rabbit plasma before
and after treatment by size exclusion chromatography and PON1T was
determined in each elution fraction (Fig. 2). The PON1 elution profile was
shifted 0.5 mi towards smaller particles in treated rabbits as compared to
the elution profile of PONT before rosiglitazone treatment.

4, Discussion

In this study we demonstrated that rosiglitazone enhances the
clearance and synthesis of HDL apo Al, and induces a slight shift of HOL
size distribution towards smaller particles in normal NZW rabbits, We
used a dose of rosiglitazone corresponding to three-times the common
recommended dosage used in humans (8 mg/d). Under these
conditions, hepatic function remained normal since ALT activity
during rosiglitazone-treatment was comparable to the baseline values,

Table 4
Mean lpld composition (X of HDL 10eal dey mass) befoce (n=12) and dueing
rodgiitazone treatment (ne 12} of rabbits [paired experiments)

Refore tteatment During treatment
Free cholesterol 271 EREIN}
Esterifved cholesterol 218218 183228
Trighycerides 51428 69428
Fhospholipids 137262 307465
Protein 47269 438262
Mean2 S0,

“Paired # test, p<0,03 vs. before treatment,
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10 - 2
Elution volume (ml)
Fig. 2. PON? activity elstion profiles before {docted live) and afier (ol line) rosiglitazane

treatment. The profiles correspond 10 the mean of thrde representative plasma samples.
The line in the top represenes the altracenerifisgation-isolated HOL elugion volumes.

Rosiglitazone-treatment induced a significant enhancement of the
FCR of HDL-apa Al, concomitantly with an increase in its PR. The
increase in apo Al production rates was proportionally higher to that
of the FCR; according to these findings, rosiglitazone administration
for 6 weeks resulted in higher apo Al plasma levels in treated animals
than in controls, However, HDL-cholesterol plasma levels were not
affected by rosiglitazone treatment. Both effects are congruent with
the significant decrease of the relative HOL cholesteryl esters content
in the lipoprotein composition (Table 4). It is likely that apo Al
overexpression Is only reached when the rosiglitazone dose is higher
than that usually used in humans, This point may be considered for
possible reevaluation of the therapeutic doses of this drug.

Apo Al gene has been reported to be regulated by PPARG agonists
due to the presence of the corresponding response element in its
regulatory sequence, and pioglitazone may enhance apo Al synthesis
by acting as a weak PPARx ligand {14.29] Therefore, a cross-reactivity
between PPARw and rosiglitazone at high doses cannot be discarded,
thus explaining the snhancement of apo Al production rates by
rosiglitazone in our study, Whether rosiglitazone acts, in general, as 3
weak PPAR« ligand or a species-dependent cross-reactivity is present
should be further investigated.

In analogy with rosiglitazone, pioglitazone at doses about three-times
higher than those used in humans (45 mg/d) also induces an increase in
both HDL-apo Al FCR and PR | 14]. However, such modifications were notof
the same magnitude since rosightazone induced a 22% increase inthe FCR,
whereas mean HDL-apo Al FCR in ploglitazone-treated animals increased
about 100% 14}, Even if pioglitazone duplicated the apo Al catabalic rates,
plasma apo Al concentrations remained similar to the basal levels after
treatment because the apo Al production rates also increased 100% [14).In
contrast, rosighitazone in this study induced a huge increase in apo Al
synthesis that was not counterbalanced by catabolism, thus apo Al plasma
levels increased in the treated animals. This kinetic difference between
rosiglitazone and ploglitazone has not been previously documented,

In contrast with our results, rosiglitazone at the common doses
(e, Emg/d) induces a slight decrease in apo Al plasma levels of about
5.6 mg/dL in patients with type 2 diabetes (T2D) [18). Patients with
T2D have an increased proportion of small HDL {30,31], and this kind
of particles is associated with an enhanced apo Al catabolism
[14,16,32]. We speculate that during rosiglitazone treatment there is
an apo Al catabolism (as shown in this study) that exceeds the
augmentation of apo Al synthesis (if there is any augmentation at
normal doses of rosiglitazone ), resulting in lower plasma levels of this
protein in a T2D background, However, it should be emphasized that
rosiglitazone doses used In this study are three-times those used in
humans. To our knowledge, there are no reports concerning apo Al
plasma concentrations in humans at high doses of rosiglitazone; in

consequence, it cannot be discarded that rosiglitazone acts as a
glitazar in humans at the doses used in this study,

Since rosiglitazone induces an increase in HDL-apo Al PR, and
newly synthesized HDLs emerge in the blood as small particles [9), the
higher relative proportion of small HDL3c in treated animals may be
explained by the augmentation of apo Al synthesis [14). Furthermore,
small HDL particies have been suggested to be catabolized faster in
comparison with large particles [14-16]. Our results support this
hypothesis since we observed an enhanced HDL-apo Al catabolism in
treated rabbits, associated to the aforementioned high proportion of
small HDL3c particles,

We demonstrated previously that pioglitazone induced a shift of
the HDL size distribution towards small particles [14], as observed in
this study with rosiglitazone. Nevertheless, the effects of pioglitazone
on the size distribution were markedly more accentuated than those
obtained with rosiglitazone in this study, Le., HDL2b decreased from
433+8.4% to 36,0+ 4.9% and HDL3c¢ reached levels of 12.021.9% after
1.75 my/kg/d of pioglitazone [14]. In agreement with these results,
ploglitazone increased the apo Al FCR four-times more than
rosiglitazone, suggesting again the transcendental role of HDL size
of: its catabolism.

In agreement with our results, it has been reported that rosiglitazone
significantly increases plasma triglycerides assoclated with an increase
inboth targe- and medium-sized VLDL and (DL {17.18]. Since apo Clll, an
LPL inhibitor, increases during rosiglitazone treatment, it has been
proposed that this is the metabolic pathway for TG elevation during
rosiglitazone treatment {33},

There was a tendency of HDL to be enriched with triglycerides during
rosiglitazone treatment that is not associated to an increased CETP
activity; it could be argued that such enrichment is not consistent with
the observed higher proportion of small HDL particles induced by
rosiglitazone since triglycerides are a component of the HDL core,
Nevertheless, it must be taken into account that there are more HDL
particles in the plasma from treated rabbits because there is an increase
in plasma apo Al As a consequence, the HDL components increase in
general, including triglycerides. In this context, the surface components
of HDL, swch as phospholipids and free cholesterol, increased signifi-
cantly during rosiglitazone treatment in agreement with an elevation of
HDL particles in plasma. Moreover, considering that small HDL are richer
in surface components than larger particles, the augmentation of
phospholipids and free cholesterol within these lipoproteins pool is
congruent with an increased HDL3c and a diminished HDL2b,

Although the size is probably the one HDL characteristic that
determines the FCR, other physicochemical properties of these
lipoproteins, such as phospholipids content, contribute to establish
their catabolism | 15,2021 A high phospholipids content in HDL has
been associated with a delayed HDL apo Al FCR in two different models
115,21} However, we demonstrated that HOL became enriched with
phospholipids during rosiglitazone treatment in association with an
increased FCR. Consequently, phospholipids content seems to have
litthe effect in rosiglitazone treated rabbits. HDL-receptors, such as
ABC-A) and SR-BI that could be regulated by TZDs, may also contribute
to the increased FCRs observed in rosiglitazone-treated animals
[ 11,12,34.35]. This possibility should be addressed in future studies.

Finally, we focused on the HDL structure metabolism and its kinetic
origin, because it has been suggested that the anti-atherosclerotic
properties of HDLs are associated to their structure [36,79] In this
study, we have shown that the small HDL3c subclass increased in
rosiglitazone-treated rabbits, an such modifications appeared concomi-
tantly with a significant increase in PON1 plasma activity, Previous reports
have demonstrated that small HDL particles carried more PON1 per
particle than the larger HOL |7), probably because of the surface tension
that is 3 determinant factor for PON1 desorption from hepatocyte
membranes and binding to HDL [6]. In this context, the shift of the
elution profile of PON1 activity towasds smaller HDL particles, suggest that
plasma PON1 activity increases during rosiglitazone treatment is
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associated to the elevation of small HDL partiles. If this hypothesis is
further verified. the reduction of HDL stze would be a therapeutic goal for
anti-dyslipidemic drugs,

In summary, rosightazone-treatment at elevated doses in New
Zealand White rabbits induced a significant increase in the FCR of HDL
apo Al as well as a proportionally higher increase in its PR that
resulted in significantly higher apo Al plasma levels than in controls,
These metabolic abnormalities appeared concomitantly with a slight
reduction of the HDLs size and an enrichment of these particles with
phospholipids. These findings contribute to a betrer understanding of
the physicochemical properties of HDLs that should be considered for
therapeutic goals, independently from the HDL-cholesterol plasma
levels increase
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