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A.

DEFINICION. DIABETES MELLITUS Y OBESIDAD

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad que engloba un conjunto heterogéneo de

desérdenes metabdlicos con los elementos comunes de hiperglucemia e intolerancia a la

glucosa, debidas al déficit de insulina, a su accion deficiente o a ambas. La DM se clasifica en

base a su etiologia y forma clinica de presentacidn en cuatro tipos: DM tipo 1, DM tipo 2, DM

gestacional, y otros tipos especificos, que de forma muy general podriamos definir de la

siguiente manera®:

DM tipo 1: también llamada insulina-dependiente, o diabetes juvenil, estd causada por
la destruccién autoimmune de las células pancreaticas productoras de insulina (células
beta -B- de los islotes de Langerhans), lo que da lugar a una produccién menor o
incluso nula de insulina. Puede afectar a personas en cualquier edad de la vida, pero
normalmente ocurre en nifios y adultos jovenes, diagnosticandose frecuentemente
antes de los 30 afos. Afecta a cerca de 4.9 millones de personas en todo el mundo, de
las que 1,27 millones son europeos. Su incidencia estd aumentando por razones que,
aunque no todas claramente establecidas, es probable que estén en relacion con
factores de riesgo ambientales como el mayor peso y altura durante el desarrollo, la
mayor edad de las madres durante la gestacidn, y algunos aspectos de la dieta y otros
relacionados con infecciones virales, que inducirian esa respuesta autoimmune.

DM tipo 2: se caracteriza por un complejo mecanismo fisiopatoldgico con dos rasgos
principales como son, la resistencia a la accidn de la insulina en los tejidos (deficiente
utilizacion de la glucosa) y a un déficit parcial o relativo de ésta, pudiendo estar
presentes ambos en el momento en que la diabetes se manifiesta clinicamente. Afecta
principalmente a personas por encima de los 40 afios, si bien en poblaciones con alta
prevalencia de enfermedad, puede debutar precozmente como indican varios estudios
realizados en poblacién infantil®. Se asocia frecuentemente, con la obesidad, que ya en
si puede provocar resistencia a la insulina e hiperglucemia. Ademas de factores
ambientales, tiene un importante componente familiar aunque no se han identificado
genes de susceptibilidad mayor a este trastorno. Algunos de estos factores que
intervienen en el desarrollo de la diabetes tipo 2, y explican en parte el aumento de la

prevalencia de la enfermedad, son:



La obesidad, dieta hipercaldrica e inactividad fisica.
Envejecimiento general de la poblacion.
Resistencia a la insulina de otro origen

Historia familiar de diabetes.

Ambiente desfavorable en el desarrollo uterino.

Ftnia/Raza

Tabla 1. Factores que intervienen en el desarrollo de la diabetes tipo 2

— Diabetes Gestacional: es la intolerancia a la glucosa que se presenta con varios grados

de severidad, y que comienza o al menos se conoce por primera vez durante el

embarazo, independientemente de si se utiliza insulina en su manejo o si persiste

después de la gestacion. Aparece durante la gestacidon en un porcentaje de 1% a 14%

de las pacientes, y casi siempre, debuta entre las semanas 24 y 28 del embarazo.

— Otros tipos especificos: Son varios, con base patogénica diversa, quedando fuera del

ambito de esta tesis su descripcidn detallada. Se mencionan en la tabla siguiente:

Diabetes MODY.

Defectos genéticos de la insulina (leprecaunismo, sindrome de Rabson-
Mendenhall, diabetes lipoatrdfica).

Enfermedades del pancreas: pancreatitis, neoplasia, fibrosis quistica.
Endocrinopatias:  acromegalia, sindrome de  Cushing, glucagonoma,
feocromocitoma y otros tumores endocrinos.

Inducida por farmacos.

Infecciones: rubéola, citomegalovirus, coxsackie,

Tabla 2. Otros tipos especificos de diabetes

La obesidad es un exceso de grasa corporal. Sin embargo, la definicién de exceso no tiene unos

limites claros (la adiposidad es una variable continua sin una marcada divisidon entre normal y

anormal; y ademas es dificil medir la grasa corporal directamente). Por tanto, la obesidad, de

momento, se define como el exceso de peso corporal mds que como el exceso de grasa. En

adultos, el sobrepeso y la obesidad se clasifican utilizando el indice de masa corporal (IMC),

que es el ratio del peso en kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado [peso (Kg)/

altura (m2])]3. Una de las clasificaciones mas ampliamente utilizadas es la que propone la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS):



IMC (Kg/m”)
Infrapeso <18.5
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad grado | 30.0-34.9
Obesidad grado Il 35.0-39.9
Obesidad extrema o grado lll >40

Tabla 3. Clasificacidn del sobrepeso y la obesidad segtin el IMC (OMS)

La interpretacion del IMC en términos de grasa corporal varia por sexo, edad, y otros factores
(por ejemplo debido a diferencias en la composicién corporal entre hombres y mujeres, para el
mismo IMC las mujeres tienden a tener un considerable porcentaje mayor de grasa que los
hombres; y un determinado valor dado de IMC entre los dos sexos, o entre dos edades
diferentes podria no representar el mismo porcentaje de grasa corporal ni el mismo grado de
riesgo. Otras medidas de obesidad como el perimetro de cintura o la razén cintura/cadera se
han postulado como mejores predictores de los eventos adversos asociados a la obesidad,
aunque hoy en dia, todavia se sigue utilizando como indicador de adiposidad para definir la

obesidad en gran parte de los estudios, el indice de masa corporal®”.

B. EPIDEMIOLOGIA.
|. PREVALENCIA DE DM Y OBESIDAD

La Diabetes Mellitus es actualmente una de las enfermedades no transmisibles mas
frecuentes en el mundo entero. Representa un tema principal en las politicas de salud publica
en todo el mundo, habiéndose convertido en una auténtica “epidemia”. Hace unos afios, la
preocupacién por esta epidemia se restringia a algunos paises de los llamados desarrollados e
influencia anglosajona, pero desgraciadamente el escenario se ha transformado y actualmente
no hay pais alguno que se escape de la invasién de la DM®, Es la cuarta o quinta causa principal
de muerte y adopta cifras de verdadera epidemia tanto en paises industrializados como en
aquellos en vias de desarrollo. Las complicaciones atribuibles a la DM, como la enfermedad
coronaria, vascular periférica, cerebrovascular, insuficiencia renal, ceguera y amputaciones de

miembros, estda aumentado las discapacidades, reduciendo la esperanza de vida vy



constituyendo una enorme carga econémica para las diferentes sociedades; es sin duda uno de
los retos mas importantes de este siglo XXI’.

Segun la OMS, el nimero de casos de diabetes en el mundo en el aifio 2000 en adultos
se estimaba en cerca de 171 millones de personas afectadas, un 2.8% de la poblacién mundial
(151 millones eran las estimaciones de la International Diabetes Federation, IDF, incluyendo el
90% de los paises del mundo — 172 miembros-). Como muestran las figuras, el incremento para
el afio 2030 se espera que llegue hasta los 366 millones de enfermos; un 4.4% de la poblacion

mundial para la OMS, 438 millones, un 5.4% para la IDF ®.

2000 2030 2000-2030

Percentage of Percentage of
Mumber of MNumber of change in number  Percentage of change in
peoplewith  people with of people with change in total ~ population =>6°

Region (all ages) diabetes diabetes diabetes* population* years of age*®
Established market economies 44268 68,156 54 9 B0
Former socialist economies 11,663 13,960 20 —-14 42
India 31,703 70,441 151 40 168
China 20,757 42,321 104 16 168
Other Asia and Islands 22,328 58,100 148 42 198
Sub-Saharan Africa 7,146 18,645 161 a7 147
Latin America and the Caribbean 13,307 32,959 148 40 194
Middle Eastern Crescent 20,051 52,794 163 a7 194
World 171,228 366,212 114 37 134

Tabla 4. Cifras estimadas de personas con diabetes por regiones para el 2000 y 2030 y resumen de los cambios

poblacionales. Adaptado de Wild et al. Diabetes Care 2004

2010 2030 INCREASE
REGION Millions Millions %
Africa 12,1 239 98%
Middle East and North Africa 266 31.7 949
South-East Asia 58.7 101.0 72%
South and Central America 18.0 296 65%
Western Pacific 76.7 1128 47%
North America and Caribbean 37.4 532 42%
Europe 55.2 66.2 20%
World 284.6 438.4 54%

Figura 1. Estimaciones en niUmero de personas entre 29 y 79 afios enfermas de diabetes para los afios 2010 y 2030.

Adaptado de IDF Diabetes Atlas 4th ed. 2009.
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Estas previsiones calculadas por grupos de expertos de la OMS y la IDF estdn
probablemente infraestimadas ya que se basan solamente en la esperada evoluciéon
demografica y no tienen en cuenta la evolucién de la obesidad en las préximas décadas.
Teniendo en cuenta el mas que probable incremento en la prevalencia de la obesidad como un
factor de riesgo para diabetes, el nUmero de casos de diabetes podria ser incluso mayor del
estimado. El aumento de la evidencia a favor de intervenciones efectivas, que incluyen
cambios en la dieta y la actividad fisica, o tratamientos farmacoldgicos para reducir la
prevalencia de diabetes, da un impulso para una mas amplia introduccion de enfoques
preventivoss'g.

La epidemia mundial de DM se explica en parte debido a un incremento en la
prevalencia de obesidad ligado a un estilo de vida occidentalizado que ha modificado los
habitos nutricionales (ha aumentado la ingesta de grasas saturadas, azucares refinados, y ha
disminuido la ingesta de fibra) junto a una reducciéon de la actividad fisica. La obesidad,
principalmente cuando la grasa se distribuye a nivel abdominal, es el principal factor de riesgo
para la aparicion de DM 2%. La influencia ambiental se demostré hace afios comparando la
prevalencia de DM entre zonas rurales y urbanas, siendo mayor en estas ultimas. El impacto de
este cambio cultural se demuestra en el estudio de Schultz donde los Indios Pima que habian
migrado a Arizona eran mas obesos que los nativos de un area remota de Méjico.

Otro de los factores determinantes en el incremento actual de diabetes es el
envejecimiento progresivo de la poblacion, ya que la esperanza de vida cada vez es mayor y

esto supone un aumento no sdlo en la prevalencia sino en la incidencia de enfermedad.

Obesidad. La prevalencia de obesidad se ha triplicado en las ultimas 2 décadas™. Segun cifras
de la OMS, se estima que 1.7 billones de personas alrededor del mundo padecen sobrepeso y
310 millones son obesos. El problema, al igual que la DM, no sélo afecta a los paises
catalogados como desarrollados, sino también estd convirtiéndose en un problema en muchos
paises en vias de desarrollo, habiendo triplicado el nimero de personas que padecen obesidad
en los ultimos veinte afios™. Las cifras que arrojan las estimaciones de la International Obesity
Task Force son de 1.1 billones de adultos en el nivel de sobrepeso y 312 millones obesos.
Bibbins-Domingo y colaboradores, en el afio 2007, estimaron la prevalencia de la obesidad en
las personas de 35 afos para el 2020 basandose en los datos de sobrepeso en adolescentes en
el afio 2000. Predecian que para entonces, la prevalencia de la obesidad entre los adultos de
35 afios, seria del 30-37% entre los hombres y del 34-44% entre las mujeres. Como

consecuencia, ellos proyectaban que la prevalencia de la enfermedad arterial coronaria se
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incrementaria entre un 5 y un 16% con un exceso de mds de 100.000 casos atribuibles a la
obesidad™.

Como se muestra en la tabla 5, en Europa se estima que el 35.9% de los adultos padecen
sobrepeso y un 17.2% son obesos, resultando en un 53% de poblacidn europea. En total se
estima que >143 millones de adultos estan en la franja del sobrepeso y un 68.5 millones son
obesos. Mdas hombres que mujeres tienen sobrepeso (>82 millones frente a 61 millones
respectivamente), y, al contrario, mas mujeres son obesas (37 millones comparados con 31

millones respectivamente)™.

Number obese (BMI 2 30 Number overweight (BMI 25- Number either overweight or
kg/m2) 290.9 k/m?) obese (BMI > 25 kg/m?)

All Adults 68,520,922 143,047,617 211,568,538

Males 31,219,305 82,230,544 113,449,850

Females 37,301,616 60,817,072 98,118,689

Tabla 5. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacién adulta en Europa. Adaptado de IASO

Igual que en Europa, la prevalencia de obesidad en Estados Unidos se duplicé entre 1980 y
2004, manteniéndose estable en el periodo 2005-2006. Segln los datos del registro NHANES
(The National Health and Nutrition Examination Survey), el 17.1% de los nifios y adolescentes
padecian sobrepeso, y el 32.2% de los adultos eran obesos, con un incremento sustancial en la
Gltima década (del 27.5% del afio 1999 al 31.1% del afio 2004) *°. Posteriormente en los afios
2006 y también en el 2008, las estimaciones seguian siendo similares, con aproximadamente
un tercio de la poblaciéon adulta obesa, lo que suponia mas de 72 millones de personas.

(http://www.cdc.qov/nchs/about/major/nhanes/datalink.htm).

2008

j > %

10%-14% 15%-19% 20%-24%

No Data

0 0 B . [ H

<10%

25%-29%

230%
(4

Figura 2. Tendencias de Obesidad entre adultos en EEUU. Adaptado del Behavioral Risk Factor Surveillance System,

BRFS, afios 1990,1999, y 2008.
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La obesidad, la diabetes y la patologia cardiovascular no sdélo se circunscriben a
nuestro medio, sino que se trata de un tema de gran preocupacion en todo el mundo. Entre
1990y el 2020, la mortalidad por enfermedades cardiovasculares en los paises en desarrollo se
espera que aumente un 120% en mujeres y un 137% en hombres, un incremento
sustancialmente mayor que para los paises desarrollados (29 y 48% respectivamente), siendo

por ejemplo cercana a los 2 millones de personas en la India en el afio 2010”2,

B. EPIDEMIOLOGIA.
II. MORBIMORTALIDAD ASOCIADA A DM Y OBESIDAD

Diabetes. En un gran nimero de paises alrededor del mundo, y principalmente en los
econdmicamente mas desarrollados, la diabetes es una de las principales causas de ceguera,
insuficiencia renal, y amputacién de miembros. También es conocida por ser una de las causas
principales de mortalidad, fundamentalmente debido a un marcado aumento del riesgo de
enfermedad coronaria e ictus. Asi, los costes econédmicos de la diabetes son muy elevados;
incluyendo los derivados de la atencidn sanitaria, y los gastos sociales derivados de la pérdida
de productividad y los asociados a la pérdida de oportunidades para el desarrollo econémico .

Los mecanismos por los que la diabetes provoca complicaciones tan variadas es
complejo y no del todo aclarado pero incluyen efectos directos téxicos de la hiperglucemia, e
indirectos por efecto de niveles anormales de lipidos y alteraciones funcionales y estructurales
de los pequefios vasos sanguineos. Las principales complicaciones crénicas de la diabetes son:
la enfermedad cardiovascular, la nefropatia, la neuropatia, la amputacidon de miembros, y la
retinopatia. De forma breve®:

— Enfermedad cardiovascular. Es la mayor causa de muerte en pacientes diabéticos,
contribuyendo en la mayoria de poblaciones a mas del 50% de la comorbilidad
asociada a la diabetes. Engloba la enfermedad coronaria en sus varias manifestaciones
clinicas, el accidente vascular cerebral, la enfermedad vascular periférica, y la
insuficiencia cardiaca. La Diabetes puede incrementar el riesgo de enfermedad
coronaria y accidente cerebral hasta en cinco veces™**.

— Nefropatia. La diabetes es una importante causa del aumento de fallo renal, y
realmente se ha convertido en la causa aislada mas comun de enfermedad renal

crénica terminal®.
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Neuropatia. El drea mas frecuentemente afectada por el exceso de glucosa en sangre,
son los nervios periféricos de miembros inferiores, provocando una neuropatia
periférica que cursa con disestesias/hipoestesia y que puede llevar a infecciones
graves y amputaciones por heridas que pasan inadvertidas en un primer momento.
Ademads, alteraciones digestivas, urinarias e impotencia son otras posibles
manifestaciones **.

Amputacion. A través de su accion sobre nervios periféricos y arterias, la diabetes
puede llevar a la ulceracidén en zonas acras, principalmente los pies, con el riesgo
consiguiente de infecciones graves y necesidad de amputacion. El riego de un paciente
diabético de sufrir una amputacion es 25 veces mayor que el de alguien no diabético™.
Retinopatia. La diabetes es una importante causa de ceguera a través de varios
mecanismos. La complicacion mas frecuente es la retinopatia proliferativa, que
provoca disminucion de la agudeza visual y puede llevar a la ceguera por hemorragias
retinianas repetidas, aunque la causa mas comun de ceguera total, es el edema

macular®.

Morbilidad y mortalidad. Como se ha mencionado, la diabetes es una de las principales causas

de enfermedad prematura y muerte en muchos paises. Por ejemplo, de las 284000 muertes en

2007 atribuidas a la DM y a sus complicaciones en US, cerca del 65% eran debidas a eventos

cardio

AFR
EUR
MENA
NAC
SACA
SEA

AFR
EUR
MENA
NAC
SACA
SEA
WP

o cerebrovasculares®.

Neuropathy [various definitions) Nephropathy [overt)
— AFR I |
= 1 = EUR el
k | MENA |
S S— NAC |
SACA |
H SEA |
0 10 20 30 40 50 &0 0 10 20 30 40 50 &0
Retinopathy Coronary heart disease
f i AFR
—7 7 EUR —
I { MEMNA —
T NAC I |
SACA
e SEA {
f—— WP {
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50

Figura 3. Rangos de prevalencia (%) de enfermos diabéticos con complicaciones, en diferentes estudios realizados

en varias regiones del mundo. Adaptado de IDF Atlas, 3th editon, 2006.
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A nivel global, se estimaba que cerca de 4 millones de muertes de personas en el grupo
de 20 a 79 afios, podrian ser atribuidas a la diabetes en el afio 2010 (un 5.5% mayor que las
previsiones para el afio 2007), siendo un 6.8% de las causas de mortalidad global para ese
grupo de edad, con una mayor proporciéon de mujeres respecto a hombres. Aunque se ha
documentado una mejoria de la supervivencia de diabéticos en ciertos paises desarrollados, el
aumento de la prevalencia es fundamentalmente a expensas de un incremento en la incidencia

de la enfermedad?’.

Impacto _econdmico. La diabetes supone una gran carga econdmica para los sistemas

nacionales de salud. Los gastos sanitarios se estimaron en alrededor del 11.6% del total del
gasto sanitario global para el afio 2010. Alrededor del 80% de los paises estudiados por la IDF
se prevé que gasten entre el 5% y el 13% del total de su gasto general en diabetes (por
ejemplo, los gastos derivados de la atencidn sanitaria a la diabetes y sus complicaciones en
USA, se estimaron en 376 millones de délares en el afio 2010). Ademas de en gasto sanitario
directo, una de las grandes cargas econdmicas la asociada con la discapacidad y la merma en
esperanza de vida como resultado de la propia enfermedad y sus complicaciones, asi como
pérdida de productividad y de crecimiento econdmico. En un estudio reciente (Straka y
colaboradores) en el que se compararon casi 30000 enfermos hospitalizados por evento
cardiovascular (cirugia coronaria, infarto de miocardio, angina, insuficiencia cardiaca,
accidente cerebrovascular, enfermedad vascular periférica ), los pacientes diabéticos
generaban mayores costes en su atencién durante el seguimiento a tres afios, que los que no
lo eran (en el primer afio 8805 S, en el segundo 13860S, y en el tercero 16149S, frente a los

69825, 10056S, 12163, respectivamente).

Obesidad. Es un trastorno para la salud alrededor del cual se originan y progresan diversas
comorbilidades que influyen negativamente en el propio individuo asi como en la sociedad ala
que pertenece. El nUmero de muertos por afio atribuibles a la obesidad esta cerca de 30.000
en el Reino Unido, siendo unas diez veces mayor en EEUU, donde la obesidad ha desplazado al

d**?°. Entre otras, la obesidad

tabaquismo como la principal causa prevenible de enfermeda
tiene un importante impacto en la esperanza de vida, la DM2 y todas las enfermedades
cardiovasculares. En el Swedish National Diabetes Register, con mas de 13000 personas y
seguimiento a 6 afios, el riesgo relativo de enfermedad coronaria, ictus y mortalidad para un
IMC basal incrementado en cinco unidades, era del 14%, 11% y 27% respectivamente tras

ajustar por edad, sexo, tabaquismo y tratamiento hipolipemiante. Era del 9%, 7%, y 20%
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respectivamente, ajustado por hemoglobina glicosilada (HbAlc), presidon sanguinea,
medicacion hipolipemiante y microalbuminuria®. En una revisién sistematica, Guh y
colaboradores observaron que existia asociacion significativa entre la obesidad y la incidencia
de diabetes tipo 2, hipertension arterial, todas las enfermedades cardiovasculares, asma y
algunos tipos de cancer (mama, endometrio, colorrectal, rifion)*

La obesidad ha demostrado que disminuye la esperanza de vida hasta en 7 afios a la
edad de 40. El incremento en el riesgo de muerte con cada unidad de aumento del IMC
disminuye progresivamente con la edad pero persiste significativo hasta el grupo de edad
mayor de 75%. Por ejemplo el gobierno de UK estimaba en 2005 que un IMC de 25 Kg/m?’
disminuia la esperanza de vida en 2 afios, y que dada la epidemia de obesidad, el efecto
aumentaria hasta los 5 afios en el 2050. La evidencia de la que se dispone sugiere que se
puede prolongar la esperanza de vida mediante la reduccién de peso en individuos obesos®*. El
riesgo de HTA es hasta cinco veces mayor entre las personas obesas que en aquellas con peso
normal. Los estudios poblacionales sugieren que mas del 85% de la HTA aparece en individuos
con IMC > 25 Kg/m?, tanto por los efectos metabdlicos de la grasa como por el tipo de dieta
que les lleva a ese incremento del peso®.

Resultados del Asia-Pacific Cohort Collaboration Study, con mas de 300.000 adultos
seguidos al menos 7 afios, mostraban que por cada unidad de incremento en el IMC, existia un
9% de diferencia en los eventos por cardiopatia isquémica y del 8% en accidentes isquémicos
cerebrales *. También, otros estudios como el metaanalisis de McGee y colaboradores indica
que la obesidad es un factor de riesgo significativo para el desarrollo de enfermedad
cardiovascular y de mortalidad. El analisis de este estudio mostré que la obesidad (IMC>30)
estaba asociada a un riesgo relativo de mortalidad global de 1,22; de muerte por enfermedad
coronaria de 1,57; y otras enfermedades cardiovasculares de 1,48. Esto es en parte debido a su
asociaciéon con factores de riesgo tradicionales de enfermedad cardiovascular como la
hipertension, la dislipemia (en particular los bajos niveles de HDL y la hipertrigliceridemia), y la

resistencia a la insulina/tolerancia anormal a la glucosa37.

C. PATOGENIA |
|. METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS.

Metabolismo de las Lipoproteinas. El transporte de los lipidos en sangre -excepto el de los

acidos grasos no esterificados, que se unen a la albumina- se hace mediante complejos
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moleculares denominados lipoproteinas. Los lipidos se wunen a ciertas proteinas
(apolipoproteinas) que facilitan la estabilidad en un medio acuoso como es el plasma. Estas
adoptan una forma subesférica de manera que pueden albergar en su interior los lipidos mas
apolares - triglicéridos y ésteres de colesterol- y en su superficie los que no lo son tanto como
fosfolipidos y colesterol libre. No son moléculas de composicion y estructura fijas. Son
poblaciones de microemulsiones, formadas por particulas con una gran composicion
porcentual de lipidos y proteinas, de diferente tamafo, densidad y carga. Esta variabilidad en
la composicidn y estructura se debe a su metabolismo, un proceso continuo por el que estas
particulas experimentan diferentes grados de exposicién a la accidon de diversas enzimas, asi
como al intercambio de componentes lipidicos y proteicos con otras lipoproteinas y con células
durante distintos periodos®.

Mediante técnicas como la ultracentrifugacién podemos separar las diferentes clases de
lipoproteinas del plasma segun su peso especifico:

— los quilomicrones, cuya principal apolipoproteina es la Apo B48.

— las lipoproteinas de muy baja y baja densidad, cuya proteina principal es la Apo B100:
very low density lipoproteins (VLDL), intermediate density lipoproteins (IDL), low
density lipoproteins (LDL) y lipoproteina a (Lpa).

— las de alta densidad, high density lipoproteins (HDL), y sus subfracciones las HDL, y
HDL;, que son el grupo de lipoproteinas que no contienen Apo B sino Apo A, con un

metabolismo muy complejo y en cierto modo, opuesto al de los grupos anteriores.

La principal funcién de las lipoproteinas es pues la del transporte de lipidos, y esto tiene
lugar a través de varias rutas metabdlicas, intimamente relacionadas, pero en sentidos, si no
opuestos, diferentes, en funcion del origen y los diferentes destinos:

— La via exdgena: desde el intestino hacia los tejidos, que consumen acidos grasos como

fuente de energia, que los almacenan en forma de triglicéridos, o hacia el higado.

— La via enddgena, desde el higado (el colesterol que llega de la dieta o bien de sintesis

propia) hacia los tejidos que lo consumen o almacenan.

— El transporte reverso, desde los tejidos ricos en colesterol hacia los que los que lo

demandan para su metabolismo, o hacia el higado para su eliminacion.
En cada una de las rutas interviene principalmente una familia de lipoproteinas®?:

La via exdgena. Se basa en la maduracién de quilomicrones, que se van transformando desde

quilomicrén naciente, a maduro y a residual, mediante le intercambio de Apo Cy E con las HDL
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y a la accién de la lipoprotein lipasa (LPL), sobre parte de sus triglicéridos. El quilomicrén
residual, es retirado de la circulacién por la interaccion de apo E con receptores hepdaticos
especificos.

La via enddgena. También denominada cascada lipolitica, se basa en la transformacién de las

VLDL en IDL, y estas en LDL, también, por la accion sucesiva de la LPL y el intercambio de
apoproteinas con las HDL. Las LDL por medio de receptores celulares para apo By son
internalizadas y degradadas, liberando colesterol en el espacio intracelular. Cuando esta
interaccion es defectuosa, la LDL se acumula en el espacio extracelular, padeciendo
modificaciones como la oxidacidén, siendo eliminadas por la via del receptor denominado
basurero (scavenger).

Transporte reverso. Es la ultima parte del metabolismo lipoproteico (si bien no es un proceso

bioldgico lineal), que dirige el flujo de colesterol desde células donde abunda éste hacia células

con menor contenido, o bien hacia el higado para su reciclaje o eliminacion por la bilis.

A modo de resumen, sin entrar en profundidad, se describen brevemente las diferentes etapas

del metabolismo lipoproteico:

I. Absorcion de lipidos de la dieta. Los lipidos complejos, esto es, los que contienen acidos
grasos esterificados en su estructura, deben ser hidrolizados para poder ser absorbidos
posteriormente. De forma general, son dos los procesos fundamentales, la emulsion y la
digestion, principalmente mediados por la secrecion biliar y pancredtica. El resultado es la
formacién de pequefias vesiculas y micelas, estables en el medio acuoso, por la disposicion de
sales biliares en el borde externo, albergando en su interior fosfolipidos y acidos grasos
libres®. Las micelas atraviesan la capa de agua que recubre las microvellosidades de la mucosa
intestinal y entran en contacto con la membrana apical de los enterocitos, permitiendo la
absorcién de los lipidos. Esta absorcidén es un proceso, que para los acidos grasos libres y los
monoglicéridos no implica gasto energético (principalmente lo hacen por difusién), y que en el
caso de los esteroles de la dieta es mds complejo. Existe un transporte micelar mediante el
cual los esteroles de la dieta (colesterol, fitoesteroles y otros) alcanzan los lisosomas por via
endocitica; después:

- Los fitoesteroles salen a la luz intestinal por la accion de transportadores de la familia

de las ABC (ATP-binding-cassette), ABCG5-ABCGS.
- Mientras, el colesterol es dirigido al reticulo endoplasmatico para su metabolizacién.

Es esterificado con un 4cido graso, principalmente acido oleico por la accion de la
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acilcoenzima A-colesterol aciltransferasa (ACAT), para luego depositarse en el

citoplasma o bien incorporarse a las lipoproteinas para su exportacion a la sangre®.

Il. Metabolismo de los quilomicrones. Una vez en el citoplasma del enterocito, los lipidos de la
dieta, junto con apolipoproteinas especificas, son ensamblados para formar quilomicrones,
que seran secretados a los vasos linfaticos para su transporte a otros tejidos. Se sintetizan
principalmente durante el periodo absortivo, regulado por la composicién de la ingesta y la
disponibilidad de lipidos. Los quilomicrones son el medio de transporte de los acidos grasos, el
colesterol dietético y ciertas vitaminas liposolubles, desde el intestino hacia el higado y el resto
de tejidos. Los triglicéridos suponen el 85% de su masa, y aparte de otro lipidos y
apolipoproteinas (que en el caso de la apo E, la adquieren una vez se encuentran en la linfa o
en el plasma, por transferencia de otras lipoproteinas), la apo Byg, es el componente proteico
esencial.

El proceso comienza con la sintesis de |la apolipoproteina (apo) Bss. A medida que se
transcribe el ARNm, en la misma luz del reticulo endopldasmico, se van asociando los lipidos
complejos, transferidos por la proteina microsomal transferidora de triglicéridos (MTP), que
transfiere principalmente triglicéridos, pero también fosfolipidos y ésteres de colesterol. El
complejo entre la apo B y los lipidos va adoptando la conformacién de una particula
lipoproteica, aunque pequefia y relativamente pobre en triglicéridos, que debe fusionarse con
otro complejo rico en triglicéridos pero carente de apo B,g para formar un quilomicrén. Desde
alli, a través del aparato de Golgi, son exocitadas a través de vesiculas, por la membrana
basolateral hacia la linfa mesentérica. Llegan a la sangre a través de conducto torécico, y alli
adquieren apo C y E de las HDL. La presencia de apo C-ll en este momento permite a los
quilomicrones ser substrato para la lipoproteinlipasa (LPL), que hidroliza sus triglicéridos,
facilitando la provisién de acidos grasos a los tejidos subyacentes. Los ataques lipoliticos
sucesivos de la LPL, y la cesidon de colesterol y fosfolipidos a las HDL, genera particulas cada vez
mas pequefias y pobres en triglicéridos, hasta el quilomicrén residual o remanente. La
presencia de apo E permite que sean reconocidos por receptores hepaticos como el receptor
de lipoproteinas de baja densidad (r-LDL) y el receptor relacionado con el r-LDL (LRP), que

median su captacién y su eliminacién final del plasma®.
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Figura 4. Metabolismo de los quilomicrones, VLDL, IDLy LDL. Adaptado de Rader, J Clin Invest. 2003

lll. Metabolismo de las lipoproteinas de muy baja y baja densidad.

Las VLDL. La funciéon de las VLDL es la del transporte de los triglicéridos de sintesis enddgena a
los tejidos periféricos. Son particulas sintetizadas en los hepatocitos en un proceso analogo a
los quilomicrones, aunque su proteina constitutiva fundamental es la apo Byq. La sintesis se
regula en funcion de la cantidad de acidos grasos de la que disponga el higado, suma de la
propia sintesis, los procedentes del tejido adiposo y los cedidos por los quilomicrones.

Un vez secretadas al plasma, adquieren apo C-ll y E de las HDL, convirtiéndose en sustrato para
la LPL, hidrolizando sus triglicéridos y dejando los acidos grasos en disposicién de ser captados
por las células de los tejidos subyacentes. A la vez que la lipdlisis, las VLDL intercambian
triglicéridos por ésteres de colesterol con las HDL, y con las VLDL mas grandes y ricas en
triglicéridos, mediante la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP). De esta
manera, una proporcion de las VLDL se convierten en lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL). El resto, abandona la circulacién como VLDL residuales hacia el higado previa interaccion

con los receptores especificos r-LDL y LRP, gracias a la presencia de apo E*
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Las IDL. Son las lipoproteinas intermedias en la cascada de la lipdlisis. Conservan la apo B,
que identifica su procedencia, y por la accion de la lipasa hepatica endotelial acaban dando

origen a las LDL.

Las LDL. Son el resultado del catabolismo de las VLDL e IDL. En condiciones normales, menos
de la mitad de las VLDL se convertiran en LDL. Estas constituyen una reserva circulante de
colesterol: cuando las células requieren abastecerse de colesterol, expresan el r-LDL en su
membrana y captan estas proteinas para degradarlas. El higado es el principal destino de las
LDL, que utiliza el colesterol para excretarlo a la bilis, utilizarlo para la sintesis de acidos
biliares, o bien devolverlo a la circulacion en forma de VLDL. La concentracién de LDL en
plasma viene determinada por la tasa de produccién de VLDL, por un lado, y la tasa de
eliminacion de VLDL residuales, IDL y las mismas LDL, por otro. Cuando el higado recibe un
exceso de colesterol y acidos grasos de la dieta, se inhibe la expresidon de r-LDL hepatico. Al
tiempo, se estimula la secrecidon de VLDL, y consecuentemente la produccion de LDL en
plasma. Se produce un desequilibrio entre la tasa de entrada del colesterol en el plasma y la
tasa de eliminacién de las LDL, aumentando su concentracién en el plasma. Este desequilibrio
metabdlico, propiciado por las ingesta rica en colesterol y acidos grasos, es la causa principal

de hipercolesterolemia moderada en seres humanos™.

IV. Metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad. Profundizaremos un poco mas en un

capitulo mas adelante. Existe una enorme heterogeneidad en la composicidn y la estructura de
esta fracciéon lipoproteica, traduciéndose en un metabolismo muy complejo. La apo A-l es su
componente proteico fundamental, de origen hepatico e intestinal. Las HDL participan en lo
que se denomina transporte reverso del colesterol (desde los tejidos periféricos hasta al
higado), aunque también desempefian un papel importante en otros procesos fisiolégicos

(proteccién frente a lipoperoxidacidn lipidica, modulacidn de la funcién endotelial, etc....).
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Fig 5. Metabolismo de las HDL. Biosintesis de las HDL. Adaptado de Rader, J Clin Invest 2006

En el espacio intersticial, las HDL recogen el colesterol libre de las células, bien
mediante difusidn del colesterol a favor de gradiente desde la membrana celular al medio
(poco eficiente y no especifico de las HDL), bien por interaccidén de la particula o parte de ella
con la superficie celular, activdndose la translocacidn del colesterol intracelular a la membrana
y posteriormente incorporandose a la HDL*. En este proceso hay que destacar el papel de dos
proteinas: el receptor CLA-1/SR-Bl, y una proteina de la familia de los transportadores de
membrana ABC (ATP Binding-Cassette, con dominio de unién al ATP), la ABCA1, la funcion de
la cual consiste en translocar el colesterol libre y los fosfolipidos desde la cara citoplasmatica a
la cara externa de la membrana, para ser donados a moléculas aceptoras, en un proceso que
requiere el consumo de ATP®. La expresion de ABCAL se estimula en respuesta al aumento en
el contenido celular de colesterol con lo que se favorece la eliminacidn de éste, y su actividad
es limitante en el transporte reverso de colesterol y en la propia generacién de HDL.

En el caso de los macréfagos, las HDL también pueden recoger el colesterol mediante
un proceso denominado retroendocitosis, por el que la particula lipoproteica es endocitada y
posteriormente secretada portando colesterol. Ademds, estas células pueden excretar

colesterol asociado a apo E de sintesis propia, originando un subtipo de HDL, las yLpE™.
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Fig 6. Metabolismo de las HDL. Captacién hepatica de las HDL. Adaptado de Rader, J Clin Invest 2006

Las particulas que mas avidamente captan el colesterol de las células son las formas
immaduras de HDL, preB;, que aumentan progresivamente de tamafio a medida que
incorporan lipidos a a su estructura (prep, preBs), esterificindolos por la accion de la LCAT y
disponiéndolos en su interior apolar, hasta transformarse en una HDLs;, madura. Esta sigue
recogiendo colesterol y fosfolipidos de las células y de las apolipoproteinas con apo B para
convertirse en HDL, de mayor peso molecular. Una vez en este punto, el destino del colesterol
y de los otros lipidos se diversifica.

- La lipasa endotelial hidroliza los fosfolipidos y la LPL los triglicéridos, generando de
nuevo HDL;, disocidandose parte de la apo A; para reiniciar el ciclo aceptor de
colesterol, y facilitando la interaccion de la HDL resultante con receptores especificos
del higado y los érganos esteroidogénicos.

- El colesterol, por su parte sigue varios caminos: una vez formada HDL,, por la accion de
la CETP, cede ésteres de colesterol a VLDL y LDL, que lo ceden a los tejidos
(principalmente al higado), a cambio de triglicéridos.

- La fraccién de HDL que ha adquirido apo E, puede ser reconocida por los receptores
LRP y r-LDL de la superficie celular, para donar colesterol directamente, proceso que
también puede darse si la particula HDL interacciona con el receptor CLA-1/SR-BI, y sin
ser captada, cede ésteres de colesterol, dando lugar a una particula mds pobre en

colesterol que puede retomar el ciclo.
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V. Control del metabolismo lipidico. La mayoria de los mecanismos de control de la
homeostasis lipidica se basa en la regulacidn de la expresidn genética de las proteinas clave en
su metabolismo. Desde las enzimas asociadas a las lipoproteinas, a las propias estructurales o
los receptores celulares que interactian con ellas o que modulan las transformaciones de los
acidos grasos y lipidos mas complejos. Esta regulacién se efectua de varias formas: mediante
factores de transcripcion (como los SREBP) que se activan en respuesta a la variacién de las
concentraciones celulares de acidos grasos, esteroles y acidos biliares, para mantener el
aporte adecuado de lipidos a la célula, y prevenir los efectos toxicos de un exceso de los
mismos. También se puede regular la expresion proteica mediante receptores nucleares que
se activan por ligandos de naturaleza lipidica, como el LXR (liver X receptor), FXR (farnesoid X
receptor), RXR (retinoid X receptor), y PPAR (receptor de los activadores de proliferacion

peroxisomal).

SREBP (sterol regulatory element-binding protein). Los factores SREBP presentan un
procesamiento proteolitico dependiente del contenido celular de colesterol, el cual les faculta
para unirse a elementos de respuesta (SRE) situados en los promotores de genes especificos.
Ejercen una retroregulacidn positiva en respuesta a la disminucién de la concentracidon celular
de colesterol, incrementando su biosintesis y la captacion mediante la expresién de diversas
enzimas (HMG-CoA sintasa, reductasa...) y del r-LDL respectivamente. De forma inversa, el
colesterol y los acidos grasos, provocan disminucién de la forma activa de estos factores de

transcripcion®’.

Liver X receptor (LXR). A pesar de su nombre, sus dos isoformas, a y B, tienen una amplia

distribucidn en diversos tejidos, no solamente en higado. Estos receptores funcionan como
sensores del contenido celular de colesterol, pero de forma contraria a los SREBP. LXR favorece
el procesamiento y la eliminacion del exceso de colesterol, utilizando como ligando a diversos
oxiesteroles cuyas concentraciones estan en funcién de la afluencia de colesterol. Los efectos
son diversos en funcién de los tipos celulares donde se expresa (principalmente en
hepatocitos, adipocitos, macrdéfagos y enterocitos) pero de forma global, coordina el
transporte reverso de colesterol y controla la absorcion intestinal de esteroles*®*:
— Estimula la expresién de transportadores de membrana de la familia de los ABC.
Induce la expresion de ABCAL, y con ello, la exportacién de colesterol, junto con
fosfolipidos, a las formas immaduras de HDL, iniciando el transporte reverso del

colesterol. Activa la expresién de ABCG1 en los macrdfagos (que también resulta en un

aumento de la excrecién de lipidos), y de ABCG5 y ABCGS8 en intestino delgado e
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higado, reduciendo la absorcion de esteroles y promoviendo la excrecidn de éstos a la
bilis, respectivamente.

— Induce la sintesis de apo E en macréfagos y adipocitos, de forma que en respuesta a la
carga de colesterol intracelular, se excretan al medio complejos lipoproteicos
formados por apo E y colesterol.

— Regula el metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas mediante la expresion de

CETP, controlando asi, el intercambio de ésteres de colesterol y triglicéridos entre las

HDL y las VLDL del plasma.

LD 4
{High Cholestarol
Diwl-incuced, Mica)

Fig 7. Efectos de LXR y PPARa sobre el metabolismo lipidico. Adaptado de Kino, Molecular Interv. 2004

Farnesoid X receptor (FXR). Controla el ciclo de los acidos biliares, limitando la acumulacion

hepatica de éstos por inhibicion de la sintesis en respuesta a su concentracidén y mediante la
estimulacién de la excrecion a la bilis; y facilitando su reciclaje desde el ileo hacia la circulacién
portal *°. También, al igual que otros receptores nucleares, regula la expresion de proteinas
implicadas en el metabolismo lipoproteico, como la PLTP (proteina transferidora de

fosfolipidos) y la apo C-II.

PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor). Son receptores presentes en diversas rutas
metabdlicas relacionadas con el equilibrio energético, ademas de la lipidica. Existen tres
subtipos, alfa (a), B o & (beta o delta), y gamma (y). Son activados por &cidos grasos
poliinsaturados y por agentes sintéticos como los fibratos (PPAR a), que disminuyen la
concentracion circulante de triglicéridos, y las glitazonas (PPAR y), que aumentan la

sensibilidad a la insulina®*2,
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- PPARaq, regula el catabolismo de los acidos grasos, estimulando su captacién celular y la
subsiguiente B y w-oxidacién en los orgdnulos intracelulares. Por otra parte, controla el
metabolismo extracelular de las VLDL porque regula directamente la transcripcidn de la
apolipoproteina C-lll (ademas de controlar la disponibilidad de acidos grasos para la
sintesis de triglicéridos), y de las HDL, estimulando la sintesis de apo A-l y apo A-ll por las
células hepaticas, resultando en un aumento de la concentracién de HDL.

- PPARYy, se expresa principalmente en el tejido adiposo y en los macréfagos. Este receptor
promueve la diferenciacion del adipoblasto en adipocito, resultando en un aumento de
la captacidén y el almacenamiento de acidos grasos, y estimula tanto la captacion de LDL
oxidadas por parte de los macréfagos, proceso importante en el desarrollo de la placa de
ateroma como la expresién de CLA-1/SR-BI, potenciando la extraccién de colesterol
celular por las HDL, coordinando una respuesta crucial para eliminar el colesterol del

organismo, limitando su acumulacidn en la intima arterial.

La fisiopatologia de la regulacion de los receptores PPAR, y su relacién con la

arterioslerosis, merece un capitulo aparte, y se vera mas adelante.
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Fig 8. Efecto general de la activacién de los receptores PPAR. Adaptado de Lee, Endocrinology 2003
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C. PATOGENIA
Il. ARTERIOSCLEROSIS Y METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

La arteriosclerosis. Es un proceso multifactorial en constante investigacidon, y la enorme
prevalencia y el elevado coste social de las sus complicaciones justifican la intensidad y el coste
de su estudio. A pesar de numerosos ensayos y un cada vez mayor conocimiento sobre el
tema, no estan bien definidos los pardmetros que permiten predecir la progresién o regresiéon
de las lesiones ateromatosas en sujetos con riesgo o ya con alteraciones establecidas. Asi,
resultan particularmente interesantes los factores que tienen un papel importante en el inicio
y el desarrollo de la lesidn, ya que la modificacion de estos factores, que favorecen o
predisponen el desarrollo de la arteriosclerosis puede conseguir un descenso de la
morbimortalidad cardiovascular. El conocimiento en profundidad de estos aspectos podria
alterar favorablemente la historia natural de las placas de ateroma, si logramos intervenir
modificando la evolucién de ciertos mecanismos patogénicos.

Muchos son los factores implicados en la aparicidn y el desarrollo de la placa de
ateroma. Clasicamente se venian considerando dos grandes teorias patogénicas que
apuntaban hacia lo que, hoy es sabido, son dos importantes procesos en la evolucion de la
aterosclerosis: el depdsito de material lipidico en el espacio subendotelial y los fenédmenos
trombodticos. A ellos se les une el concepto de respuesta inflamatoria créonica de la pared

vascular y de disfuncién endotelial.

disfuncidn endotelial
depésito lipidico subendotelial
modificacidn de lipoproteinas de baja y alta densidad

respuesta inflamatoria crénica

fendmenons tromhaticos

Tabla 6. Puntos clave en la formacion de la placa de ateroma

Depdsito lipidico. Papel del colesterol. A lo largo de este siglo se han ido acumulando un

enorme volumen de argumentos que resaltan la trascendencia del colesterol, y los lipidos en
general, como elemento crucial en el desarrollo de la placa de ateroma. A modo de resumen
de todas las evidencias que permitiria considerar el papel etiolégico del colesterol:

— El colesterol esta presente en la placa de ateroma desde el comienzo de su formacion

y los lipidos en general pueden llegar a suponer hasta un 60% del peso de la placa®.
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Ademas el contenido en colesterol y lipidos es tanto mayor cuanto mas grave es la
. . . , 54
placa de ateroma y procede del que circula en plasma unido a lipoproteinas™.
— La hipercolesterolemia experimental en modelos animales da lugar a la aparicion de
55
placas de ateroma™.

— Los estudios epidemioldgicos, definieron cdmo la hipercolesterolemia mantenida a la
largo de los afios se asociaba con una elevada incidencia de episodios coronarios™®. Asi,
los estudios de intervencidon hipolipemiante, demuestran que una reduccidn
mantenida en las concentraciones de colesterol plasmatico produce una disminucion
en las manifestaciones clinicas de la enfermedad arteriosclerdtica y a una detencidn en

la progresién de las placas de ateroma®”*.

Se entiende la aterosclerosis como una respuesta inflamatoria crénica ante el dafio

endotelial®. Distintos estimulos (mecanicos, qguimicos, toxicos, virales e inmunoldgicos) dafian
el endotelio, el cual responde elaborando una serie de mediadores celulares que provocan la
proliferacién y también la migracidn de los macréfagos y miocitos hacia la intima, ademas de la

secreciéon de diversos componentes conjuntivos: proteoglicanos, fibras eldsticas y colagenas.

La conjuncidn de las hipdtesis lipidica e inflamatoria pasa por el hecho de que el endotelio

danado o disfuncionante tiene capacidad de modificar las LDL que contacten con su superficie,

facilitando su atrapamiento subendotelial. A su vez, estas LDL oxidadas tendrian una
importante capacidad quimiotdactica sobre monocitos circulantes y células del musculo liso de
la capa muscular del vaso, posibilitando asi el comienzo del fenédmeno inflamatorio
subendotelial, y destacando la importancia de las LDL modificadas como elementos
proaterogénicos®®. Se explicaria asi la distribucién local de las placas de ateroma, que suele
coincidir con zonas hemodindmicamente comprometidas o con puntos que tienen una
superficie endotelial disfuncionante, y que las lesiones sean tanto mas importantes cuanto
mayores sean las cantidades de LDL circulantes y menor sea su capacidad intrinseca de resistir
agresiones prooxidantes.

Este fendmeno se explica con mas detalle mas adelante. La contribucién de la modificacion

de las HDL a la placa de ateroma, es motivo de un capitulo aparte.

La disfuncidn endotelial es un proceso patoldgico de afectacidn sistémica. El endotelio tiene

numerosas funciones especializadas en la homeostasis vascular, de ahi que, su actividad

deficiente, se haya detectado en practicamente todas las enfermedades de origen
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cardiovascular, existiendo no sélo cuando las manifestaciones clinicas son evidentes, sino en
estadios tempranos preclinicos®".

Se define como la falta de relajacidon vascular endotelio-dependiente a través del
sistema NO/GMPc (6xido nitrico/monofosfato de guanosina ciclico), y es un marcador
excelente de riesgo cardiovascular, ya que su estado es un indice integrado de factores

proaterogénicos y ateroprotectores®*®®

. La edad, la hipertensién arterial, el tabaquismo, la
hiperlglucemia y la hiperlipemia entre otros, pueden afectar a la funcionalidad del endotelio.

La disfuncién del endotelio desempefia un papel muy importante en todas las etapas de la
arteriosclerosis. Ademads de marcar que existe una deficiente respuesta vasomotora, denota lo
que se llama un ambiente de “activacién endotelial”, caracterizado por estados
proinflamatorios, proliferativos y procoagulantes. Durante periodos prolongados en la historia

natural de la arteriosclerosis, la disfuncidon endotelial es reversible si se corrige, por ejemplo, la

hiperlipemia, ya sea por medio de la dieta o bien farmacolégicamente®.

Arteriosclerosis y modificacién de las LDL. Como se ha dicho es fundamental para el desarrollo
de la placa de ateroma, que en las fases iniciales se acumulen LDL en la matriz subendotelial.
Esta acumulacidon es mayor cuando existen concentraciones elevadas de LDL circulantes. Las
LDL nativas son modificadas por oxidacion, lipdlisis, protedlisis, glicosilacion, asociacién con

proteoglicanos o incorporacion en immunocomplejos&—"66

. En contacto con las LDL modificadas,
los monocitos las fagocitan y se activan, transformandose en macréfagos, que acumulan en su
interior colesterol en elevadas concentraciones, y les proporciona el aspecto de células
espumosas®’. La endocitosis de LDL altamente oxidadas estd mediada por un grupo de
receptores que reconocen una gran variedad de ligandos (receptores basureros), cuya
expresion esta regulada por el PPARYy, y por citocinas como TNFa y el IFNy. En este proceso el
macroéfago libera proteasas que contribuyen a la rotura de la lamina elastica externa, y elabora
citocinas que contribuyen a la migraciéon, desdiferenciacion y proliferaciéon de las células del
musculo liso®.

Asi, pues las anomalias lipidicas se han reconocido como factores patogénicos clave en el
desarrollo de aterosclerosis. Tanto estudios en animales de experimentacién como analisis
epidemioldgicos y ensayos de intervencidon farmacoldgica han mostrado un incremento de
lesiones arteriosclerosas ante concentraciones séricas de colesterol elevadas. Los puntos clave
de la hipotesis lipidica son:

— Las concentraciones elevadas de LDL y disminuidas de HDL son importantes factores

de riesgo de aterosclerosis y sus consecuencias®.
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— En las fases iniciales de la aterogénesis, el aumento de la permeabilidad endotelial
favorece el transporte de las LDL hacia la intima arterial, donde interaccionan con
elementos de la matriz”°.

— La maodificacion oxidativa de las LDL es un prerrequisito para ser acumuladas en el
interior de los macréfagos. Estas particulas causan dafio endotelial y promueven

. . . . o 71
cambios inflamatorios e inmunoldgicos’.
— La modificacién de las LDL puede ser evitada por la accidn de lipoproteinas de alta

densidad y proteinas asociadas a éstas como la paraoxonasa 1 (PON 1)2.
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Fig 9. Arteriosclerosis; etapas: desde la estria grasa (a) hasta la lesion vulnerable (c) y/o obstructiva (d). Adaptado

de

El primer cambio histopatolégico en el proceso aterogénico se inicia con la
acumulacién local de lipoproteinas de baja densidad en el espacio subintimal donde por la
asociacion con componentes de la intima. Estas interacciones van a incrementar el tiempo de
estancia de estas particulas en la intima y su sensibilidad a experimentar modificaciones,
predominantemente oxidativas e hidroliticas. Una vez las lipoproteinas apo B forman
complejos con elementos de la intima extracelular, se convierten en una particula modificada,
puesto que se encuentra limitada su capacidad de regresar al plasma. Cada uno de los
componentes de las lipoproteinas puede ser degradado por enzimas que se encuentran en la
intima arterial’>.

Una vez que las LDL han formado complejos reversibles e irreversibles con los
proteoglicanos arteriales de la intima, y han sido expuestas a las reacciones de hidrdlisis y

oxidacion, son internalizadas por los macroéfagos derivados de los monocitos que han invadido

la intima y por las células del musculo liso que han migrado desde la media, lo que da lugar a
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las caracteristicas células espumosas, que reciben su nombre por el aspecto vacuolado que
presentan’®. Las vacuolas estdn llenas de lipidos, principalmente ésteres de colesterol,
colesterol, triglicéridos y fosfolipidos’. Esta vacuolizacion de los macréfagos es un mecanismo
de defensa (en su interior el colesterol se encuentra esterificado) para evitar la lisis celular por
la entrada excesiva de LDL y colesterol libre. Sin embargo, esto es una solucién temporal,
puesto que si el macréfago sigue captando LDL modificada, saturara la capacidad de
neutralizar colesterol libre. Los centros necréticos en los ateromas es producto de la lisis de las
células espumosas que han saturado su capacidad de control sobre el colesterol libre. La
necrosis celular que acontece posteriormente, con liberacion de lipidos a partir de las células
espumosas y enzimas lisosomales, modifica o dafia mds las células de la intima y los
componentes intersticiales e induce una segunda cascada de respuestas inflamatorias dentro
de la intima arterial. Por tanto una gran parte de la respuesta tisular responde a un proceso
inflamatorio crénico iniciado por la sedimentacion de las LDL.

Las lipoproteinas apo B pueden incorporarse a macréfagos por dos vias: la fagocitosis
de agregados formados en la intima, y la endocitosis mediada por receptor. La internalizacidn
de las LDL nativas por esta via, se realiza a través del receptor especifico apo B/E y no lleva a la
acumulacién de colesterol porque puede disminuir la expresion de receptores, reducir la
sintesis enddgena de colesterol, y activar la esterificacién del colesterol libre intracelular. Por
el contrario, la LDL modificada, es Unicamente reconocida por un receptor no especifico cuya
funcionalidad no se modifica por la entrada de colesterol a la célula. Esta familia de receptores
son conocidos con el nombre de basureros (scavengers), y se caracterizan por su baja afinidad.
El reconocimiento de la LDL por su receptor depende de la afinidad existente entre la carga
negativa del dominio de unién del receptor celular para las LDL (r-LDL), con la carga positiva de
los aminoacidos lisina y arginina presentes en la apoproteina (apo) Bio, que es la principal
proteina de la LDL. La modificacion quimica de la LDL enmascara la carga positiva de los
residuos lisina de la apo B, provocando la pérdida de afinidad entre receptor y LDL®. Al mismo
tiempo, este incremento de la carga negativa de la LDL aumenta la afinidad de la LDL por el
receptor scavenger (basurero). Se observé que la expresion del receptor scavenger no estaba
regulada por el contenido intracelular del colesterol y, por lo tanto, permitia la acumulacion
incontrolada de ésteres de colesterol en el citoplasma del macréfago convirtiéndolo en célula
espumosa’’.

Son diversas las modificaciones de la LDL que se pueden realizar in vitro, aunque
dificilmente pueden darse en una situacidén fisiolégica. Las modificaciones que tienen

relevancia in vivo son: la oxidacion (la mas importante y estudiada de todas), la glicacidon no
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enzimatica, la desializacidn, la electronegatividad, la agregacidn, la formaciéon de complejos

con proteoglicanos, o algunos tipos de modificacién inducidos por diversas enzimas lipoliticas.

Las LDL oxidadas intervienen practicamente en todas las etapas del proceso de formacion

de la lesién arterosclerética. Como resumen, los efectos de la LDL oxidada pueden resumirse

en los siguientes puntos78:

Formacidn de células espumosas. La modificacién de los residuos de lisina de la apo B
por productos de oxidacidn de los acidos grasos poliinsaturados, elimina la afinidad
por el r-LDL. Este hecho, implica, a su vez, el reconocimiento de la LDL oxidada por el
receptor scavenger, y la consiguiente acumulacion intracelular de ésteres de colesterol
y formacion de células espumosas.

Citotoxicidad. La LDL oxidada es citotdxica para practicamente todas las células de la
pared arterial, pero especialmente para las células endoteliales’.

Inflamacion. Productos de la oxidacidén son capaces de activar una serie de factores de
trascripcién (NF-kB, AP-1, PPAR alfa y gamma) para estimular la expresion de factores
de crecimiento (factor estimulador de colonias, CSF; factor de crecimiento epidérmico,
EGF), quimioquinas (proteina quimiotactica para monocitos, MCP-1; moléculas de
adhesién vascular, VCAM-1, e intercelular, ICAM-1) y citocinas (IL 1,6 y 8), etc...%.
Inhibicion de vasodilatacion. La LDL oxidada inhibe la accidn vasodilatadora del 6xido
nitrico en células endoteliales®.

Actividad protrombédtica. La LDL oxidada induce la expresién de factor tisular,
endotelina-1 e inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1)%%%.

Respuesta inmunoldgica. La LDL oxidada es capaz de actuar como antigeno,

induciendo una respuesta inmunoldgica, y la generacién de autoanticuerpos®.

Como se explica en mas detalle en capitulos posteriores, la LDL no es la Unica lipoproteina que

padece modificaciones en sus propiedades quimicas y fisicas que acaban resultando en

particulas aterogénicas. Otra familia de lipoproteinas, las HDL, si bien en sentido contrario,

modifican su estructura y en consecuencia sus funciones ateroprotectoras, en determinados

ambientes metabdlicos.
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C. PATOGENIA |
ll. DM, OBESIDAD Y METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS. CONCEPTO DE
DISLIPEMIA ATEROGENA.

La dislipemia aterdgena y su relacién con la enfermedad arterial coronaria. La dislipemia

aterdgena, caracterizada principalmente por triglicéridos (TG) elevados y HDL-c bajo, es un
fenotipo asociado con un incremento del riesgo cardiovascular. La concentracion de
triglicéridos elevados en ayunas, son de hecho, un factor de riesgo independiente para
enfermedad arterial coronaria. Estaban independientemente asociados con la incidencia de
enfermedad arterial coronaria en el “Paris Prospective Study”, el “Prospective Cardiovascular
Munster Study” y el “Copenhagen Male Study”, y el analisis multivariante ajustado por HDL-c,
obesidad, diabetes y otros factores de confusién, demostraron una asociacidn

88 También el descenso del HDL-c es claramente un factor de

estadisticamente significativa
riesgo independiente para enfermedad arterial coronaria, como se demostré ya en el
“Framingham Heart Study” y confirmado en otros posteriormente®’.

La prevalencia de dislipemia aterégena, definida como anormalidades en el eje TG-
HDL-c, es muy alta en pacientes con enfermedad arterial coronaria. Por ejemplo en el
“Veterans Affairs High-Density Lipoprotein Intervention Trial”, el 33% tenian Triglicéridos
elevados (>200 mg/dL) y el 64% tenian bajos niveles de HDL-c (<40 mg/dL)®. En el “Third
National Health and Nutrition Examination Survey —NHANES Ill-”, la prevalencia de triglicéridos
elevados (>150 mg/dL) fue del 30%, y la de bajos niveles de HDL-c (<40 mg/dL en hombres y
<50 mg/dL en mujeres) fue del 37%; en esta muestra la prevalencia de obesidad era del 39%, y
existia un solapamiento significativo entre los tres fenotipos®. La dislipemia aterégena estd
fuertemente asociada con la obesidad y la diabetes tipo Il, es frecuente, y es un importante
factor de riesgo para eventos cardiovasculares. Asi, comprender las relaciones fisiopatoldgicas
entre obesidad y dislipemia aterégena es de gran importancia para reducir el riesgo
cardiovascular en personas obesas. El adipocito y las diversas vias metabdlicas de las
lipoproteinas son los puntos clave de esta relacidn, que cuando se alteran, favorecen la

aparicion de arteriosclerosis y sus consecuencias clinicas.

La captacion de los acidos grasos derivados de lipoproteinas v su almacenamiento por tejido

adiposo. El tejido adiposo es responsable de la captacidn coordinada, el almacenaje, y la
liberacion de energia en forma de triglicéridos (almacenaje), y acidos grasos (captacion vy
liberacion). Adquiere los acidos grasos de la dieta por la via del metabolismo de lipoproteinas

ricas en triglicéridos, principalmente quilomicrones. El musculo esquelético y cardiaco tiene la
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habilidad de hidrolizar los triglicéridos de los quilomicrones y extraer acidos grasos segun sus
necesidades metabdlicas, pero la mayoria de la energia en forma de triglicéridos de los
quilomicrones se dirige hacia el tejido adiposo durante la fase postpandrial para el almacenaje.
En los capilares del tejido adiposo, los quilomicrones se encuentran con la enzima lipoprotein
lipasa (LPL), sintetizada por los adipocitos. La apoC-ll de estas lipoproteinas actia como
cofactor de la LPL, iniciando la hidrdlisis de los triglicéridos y la liberacion de acidos grasos no
esterificados, que son captados por los adipocitos adyacentes. La expresion de la LPL derivada
de adipocitos y su actividad se incrementa en la fase postpandrial, mientras que en la fase de
ayuno, disminuye. En contraste, la LPL muscular aumenta casi el doble que la del tejido
adiposo en la fase de ayuno, dirigiendo los acidos grasos derivados de los triglicéridos hacia el
musculo para la utilizacién de energia. Una vez que los acidos grasos son captados por el
adipocito, se esterifican para poder ser atrapados en el interior celular y prevenir la difusion

fuera®™.

Fig 10. Captacion de acidos grasos y lipdlisis. Acciones de LPL y HSL en el tejido adiposo. Adaptado de

Lipdlisis de Triglicéridos vy liberacién de NEFAs por el tejido adiposo. La lipdlisis se define como

el catabolismo de los triglicéridos en respuesta a los requerimientos celulares de acidos grasos,
tanto cuando son necesarios como sustrato de energia o para la sintesis de muchos lipidos,
como cuando es preciso retirarlos porque estan presentes en exceso. Pueden ser tan
sumamente importantes para la formacién de membranas, la sefializacién celular o la
obtencién de energia como téxicos cuando exceden la demanda; de ahi que exista un érgano
especializado como el tejido adiposo que los convierte en moléculas inertes por esterificacion

con glicerol y formacién de Triglicéridos.

34



Como ya se ha visto previamente, la hidrdlisis de esos triglicéridos tiene lugar a tres
niveles diferentes: la lipdlisis gastrointestinal para la grasa dietética; la lipdlisis vascular
responsable de la hidrélisis de los triglicéridos asociados a lipoproteinas; y la lipdlisis
intracelular que cataliza la liberacion de acidos grasos desde las gotas lipidicas donde se
almacenan Triglicéridos para la exportacidon desde el tejido adiposo, o su metabolismo en otros
tejidos. Esta lipdlisis intracelular se produce principalmente por la accién de lipasas neutras
pero también por las lipasas acidas lisosomales.

La hidrdlisis neutra de los triglicéridos requiere tres pasos consecutivos que son
llevados a cabo por al menos tres enzimas diferentes: la ATGL — adipose triglyceride lipase-,
que cataliza el paso inicial convirtiendo los triglicéridos en diacilglicéridos (DGs); la HSL —
hormona sensitive lipase- que convierte DGs en monoacilglicéridos (MGs); y la MG lipasa que
los hidroliza en 4cidos grasos y glicerol. En el tejido adiposo ATGL y HL son las responsables de
mas del 90% de la hidrélisis de los triglicéridos. La insulina y el la ingesta de comida son
reguladores negativos de la acciéon de estas enzimas, promoviéndose el almacenaje de TG.
Contrariamente, durante la fase de ayuno, los niveles de insulina estan bajos, y se promueve la
hidrélisis de los triglicéridos. También las catecolaminas, a través de la estimulacion de los
receptores B, los glucocorticoides y los agonistas de los receptores PPAR, regulan
positivamente su activacion®*,

Los triglicéridos también pueden ser hidrolizados por la enzima LAL —lysosomal acid
lipase- en lo que se conoce como autofagia o lipdlisis acida ya que se produce en el interior de
los lisosomas una vez se endocitan las gotas lipidicas. Tiene diferentes funciones segun el
tejido; en el higado la autofagia contribuiria a la lipdlisis en condiciones de dietas ricas en grasa
o en periodos largos de ayuno; pero en el tejido adiposo se relaciona con la diferenciacién de
adipocitos y la lipogénesis pero no con la lipdlisis.

Ademas de ser substrato energético y precursores de otros lipidos los acidos grasos
estan directamente involucrados en vias de sefalizacidon celular y transcripcion genética.
Pueden unirse y activar receptores nucleares de la familia de los factores de transcripciéon que
controlan la expresion de genes implicados en la homeostasis energética. Tanto la
concentracion de dacidos grasos en plasma como en el interior celular estd correlacionada
positivamente con el aumento de la resistencia a la insulina. También el incremento del
contenido celular en triglicéridos esta fuertemente asociado a la resistencia a la insulina en el
musculo esquelético y el higado, pero sdlo son marcadores y no reguladores de la accién y las

vias de sefializacién de la insulina como lo es la propia lipdlisis®>**

. La familia de receptores
nucleares PPAR requieren acidos grasos para su activacion, sin embargo estos precisan un ciclo

de esterificacion y rehidrélisis por parte de enzimas como ATGL y HSL para poder actuar como
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ligandos de PPAR. La lipdlisis no sélo es necesaria para PPARa, altamente expresado en tejidos
oxidativos, sino también para activar PPARy, mas implicado en la sintesis lipidica. Como
ejemplos, la activacion de PPARy por rosiglitazona se asociaba con un incremento de la lipdlisis
en tejido adiposo blanco en ratas por induccién de ATGL y HSL. Por otra parte, la deficiencia en
HSL llevaba a la regulacién a la baja de genes diana de PPARy en el tejido adiposo en modelos

experimentales™*®.

Resistencia a la insulina y alteracion del atrapamiento de acidos grasos por el tejido adiposo. La

obesidad y la resistencia a la insulina que se observa en la DM2, se asocian tanto al
atrapamiento defectuoso de los acidos grasos en los adipocitos, como a la lipdlisis excesiva,
como al incremento de los NEFAs circulantes con niveles superiores a los requerimientos
metabdlicos de otros tejidos.

Se han postulado diversos mecanismos para esta relacidon de los acidos grasos con la
resistencia a la insulina. El incremento celular de NEFA puede facilitar la sintesis de lipidos
lipotdxicos que interfieren en la sefializacién funcional de la insulina, como las ceramidas®’.
También directamente o a través de la produccion de especies reactivas del oxigeno pueden
activar kinasas que inactivan la respuesta a la insulina®.

La obesidad de forma aislada se asociada con trastornos funcionales de otra enzima
lipolitica, la lipoprotein lipasa (LPL). La actividad global de la LPL en obesos esta disminuida, y
se incrementa en respuesta a la pérdida de peso y la terapia intensiva con insulina en los

9100 ) 5 resistencia a la insulina, altera la

pacientes que ademas asocian diabetes tipo 2
regulacion positiva de la LPL y el atrapamiento efectivo de los acidos grasos'®.

Este flujo aumentado de NEFA desde el tejido adiposo conlleva un incremento de la
recaptacion de estos dacidos grasos por el higado, aumento de la lipogénesis hepatica y la
produccién de VLDL, dando lugar al perfil lipidico plasmatico conocido como dislipemia

aterégena'®.

Sobreproduccion de VLDL hepaticas en estados de resistencia a la insulina. El aumento de

lipoproteinas apo B, particularmente de lipoproteinas ricas en triglicéridos es una
caracteristica de la obesidad y la resistencia a la insulina. Como se ha dicho, uno de los
principales motivos es el aumento del flujo de NEFA desde el tejido adiposo hacia el higado. El
higado es un drgano eficiente en retirar los NEFA de la circulacién. Algunos acaban en la via de
la B-oxidacién de los acidos grasos, pero muchos NEFAs son reesterificados en Triglicéridos™®.
Estos triglicéridos sintetizados de nuevo por el higado pueden ser cargados en apoproteinas

apo B-100 e incorporados a VLDL para su secrecidén en un proceso que requiere de MTP (que
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se encuentra regulada positivamente en estados de Rl). Los triglicéridos que son transportados
al interior del higado tienen dos destinos posibles: almacenarse en el citoplasma, o ser
secretados a la circulacién como VLDL apo-B. Los precisos mecanismos moleculares que llevan
de la resistencia a la insulina a la sobreproduccién de VLDL estdn sin definir. Los acidos grasos y

la regulacién de la lipdlisis intra y extracelular, parece que tienen un papel importante.

Fisiopatologia de HDL-c bajo en la obesidad. Los niveles bajos de HDL-c son muy comunes en la

obesidad™. Sin embargo, los mecanismos de la reduccién de HDL-c en obesidad y otras
situaciones de resistencia a la insulina no estan bien establecidos y son diversas las causas que
se postulan:

- Una de las causas son los niveles elevados de lipoproteinas ricas en triglicéridos. Existe
una interaccién importante entre las lipoproteinas ricas en Triglicéridos y las HDL
durante su metabolismo. Con la hidrdlisis por parte de la LPL de los triglicéridos de los
quilomicrones y VLDL, el exceso de fosfolipidos de superficie y apoproteinas (incluyendo
apoA-l, apoC, y apoE) son transferidos a las HDL. Asi, la alteracion de la actividad LPL,
que resulta frecuente en los estados de obesidad y resistencia a la insulina, es un factor
que reduce los niveles de colesterol unido a HDL por un menor intercambio con VLDL.

- Como se ha visto, los ésteres de colesterol son transferidos desde las HDL a las
lipoproteinas ricas en triglicéridos a cambio de Triglicéridos mediante la proteina
transferidora de ésteres de colesterol (CETP). El incremento de los niveles de particulas
aceptoras ricas en triglicéridos (QM, VLDL) aumenta la tasa de intercambio mediado por
la CETP, resultando en un mayor contenido de colesterol fuera de las HDL y una

reduccion de los niveles de HDL-c'®

. Ademas, el proceso de transferencia mediado por la
CETP enriquece las HDL con Triglicéridos, resultando en particulas que son mejor
sustrato para la lipasa hepatica. La hidrdlisis de los triglicéridos de las HDL por esta
enzima lleva a la formacidon de particulas de HDL mas pequefias que son mas
rapidamente catabolizadas'®. También, por tanto, el incremento en la concentracién de
lipoproteinas ricas en triglicéridos, resulta en un mayor intercambio mediado por la CETP
de colesterol fuera de las HDL y triglicéridos dentro de ellas, llevando a niveles mas bajos
de HDL-c. Los pacientes obesos frecuentemente tienen niveles bajos de HDL-c incluso
cuando los triglicéridos en ayuno son normales, sugiriendo que existen otros
mecanismos que contribuyen a esa disminucidon en su concentracion mas alla del
aumento de las lipoproteinas ricas en Triglicéridos. El tejido adiposo secreta y es una
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fuente importante de CETP en plasma humano™'. Ademas, la actividad y la masa de

CETP aumentan y se correlacionan con los niveles de leptina en plasma, por lo que se
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sugiere que la produccién de CETP por el tejido adiposo en estados de obesidad podria
directamente llevar a la reduccién de HDL-c, incluso sin aumento de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos'®.

Otras proteinas derivadas de los adipocitos podrian influir directamente en el
metabolismo de las HDL, como por ejemplo la adiponectina, cuyos niveles se encuentran
reducidos en los estados de obesidad y la resistencia a la insulina, y que se correlacionan
con los niveles de HDL-c en plasma'®. Ademds, la pérdida de peso estaba asociada con el
incremento de adiponectina asi como de HDL-c, y los cambios en estos parametros
estaban correlacionados incluso después de ajustar por cambios en la adiposidad y la
sensibilidad a la insulina™®. También existe una fuerte correlacién negativa entre la tasa
de catabolismo de apo A-l y los niveles plasmaticos de adiponectina, consistente con una
accién directa sobre el metabolismo de las HDL'"".

Como se ha dicho, la lipasa hepatica (HL) estd incrementada en los estados de obesidad y
resistencia a la insulina. Después del enriquecimiento de Triglicéridos mediado por CETP,
las HDL son mejores sustratos para HL y son mds rdpidamente aclarados de la
circulaciéon, como resultado de la lipdlisis mediada por esta enzima. La base del
incremento en la actividad HL en la obesidad vy la resistencia a la insulina tampoco esta
determinada todavia.

La lipasa endotelial (EL), podria tener un papel importante contribuyendo a reducir los
niveles de HDL-c en la obesidad y la resistencia a la insulina. EL tiene importantes efectos
en el metabolismo de HDL en ratones; la sobreexpresion reduce los niveles de HDL-c
mediante el aumento de su tasa de catabolismo, mientras que la inhibicidn o la delecién

genética los aumenta por descenso de su catabolismo***'*

. También existen datos que
sefialan que la EL es relevante en el metabolismo de HDL en humanos, y que sus niveles
estdn correlacionados significativamente de forma negativa en la obesidad y el sindrome
metabdlico. Es importante sefialar, que la expresidn de EL por células endoteliales y
macréfagos esta regulada positivamente por estimulos inflamatorios, y que la obesidad
es un estado proinflamatorio caracterizado por la infiltracion de macréfagos del tejido
adiposo y los niveles elevados de marcadores plasmaticos de inflamacion™*.

Finalmente, el tejido adiposo podria ser un importante origen de flujo de colesterol hacia
HDL, que podria alterarse en los estados de resistencia a la insulina. El tejido adiposo
contiene aproximadamente el 25% del colesterol corporal total en sujetos flacos y mas

15 Diversos estudios

aun en obesos, y la gran mayoria del colesterol esta no esterificado
han demostrado que los adipocitos expresan los principales transportadores como

ABCA1, ABCG1 y SR-BI. Es posible, aunque no demostrado, que estos transportadores
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sean disfuncionantes en la obesidad y la resistencia a la insulina, con descenso de flujo

de colesterol hacia HDL, resultando en una disminucidn de su concentracion.

D. PATOGENIA I
l. LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL). ESTRUCTURA Y FUNCION. PROTECCION
VASCULAR POR HDL.

Estructura. La HDL plasmatica es una lipoproteina muy heterogénea formada por diversas
subespecies de particulas con diferente forma, densidad, tamafo y composicidn en
apoproteinas y lipidos. La mayoria del colesterol HDL se transporta en esféricas particulas de
HDL, y HDL;, clasificadas como a-HDL por su migracion en el gel de agarosa de una
electroforesis. Un porcentaje mas pequeiio lo forman particulas discoidales con movilidad
electroforética preB, mas immaduras. Esta heterogeneidad estructural tiene implicaciones
funcionales: las densas y pequefias HDL (principalmente preB-HDL) muestran una gran
capacidad para atraer el flujo de colesterol, permiten una proteccién mas potente frente a la
oxidacion de las LDL y poseen mas propiedades antiinflamatorias que las a-HDL™®.

Como se ha dicho, las HDL son sintetizadas a través de una via compleja. El ensamblaje
inicial implica al transportador de la superficie celular ABCA1, para la transferencia de
fosfolipidos y colesterol hacia apo A-l1 pobre en lipidos. A continuacién sigue el remodelado en
el plasma de las particulas de HDL mediante la esterificacidn del colesterol por la encima LCAT,
el intercambio entre las HDL y otras lipoproteinas tanto de apoproteinas y lipidos, y la
transferencia de colesterol celular adicional a las particulas crecientes por el receptor SR-Bl y el
transportador de la superficie celular ABCG1''.

Finalmente la hidrdlisis de los lipidos que forman la particula de HDL esta mediada por
varias lipasas (lipoprotein lipasa, lipasa hepatica, y lipasa endotelial), y el intercambio de

lipidos mediante la proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP) y la proteina transferidora de

ésteres de colesterol (CETP).
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Fig 11. Biogénesis y catabolismo de las HDL. Adaptado de Zannis, ] Mol Med 2006

La concentracion, composicion, forma y tamafio de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) ademas de por los factores moduladores que controlan el metabolismo lipoproteico
general, y que ya se han comentado, estdn determinadas por numerosas proteinas que
influencian su biogénesis, remodelado y catabolismo, y que tienen importantes papeles en las
funciones pleiotrépicas de las HDL. Sin ser una descripciéon detallada, fuera del ambito de esta

tesis, las mdas importantes son:

- ApoA-I. La Apo A-l es el principal componente proteico de las HDL (casi un 70% de la masa
proteica) pero también la encontramos en pequefias cantidades asociada a los quilomicrones.
Las particulas esferoidales de HDL contienen de 2 a 4 moléculas de Apo A-l mientras que las
discoidales Unicamente dos. Se sintetiza en el higado e intestino con una estructura
secundaria consistente en unidades repetidas que forman diez hélices-a antipaticas.

No sdlo tiene un papel estructural central, interviniendo en la maduracion de las HDL
(es cofactor de LCAT) sino que interviene en las principales funciones de estas particulas
lipoproteicas. La apoproteina libre de lipidos interactia funcionalmente con ABCA1l vy
promueve el flujo de colesterol y fosfolipidos. Cargada de lipidos, activa a la enzima LCAT,
interactua funcionalmente con el receptor para las HDL (SR-BI) y promueve la captacion de los
ésteres de colesterol transportados por las HDL por parte del higado y los tejidos

esteroidogénicos.
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La sobreexpresién de Apo A-l previene la arteriosclerosis en modelos animales
(ratones) deficientes en apo E que desarrollan arteriosclerosis masiva y en aquellos

18 De forma similar, administrada en humanos durante

alimentados con una dieta aterogénica
5 semanas, reportaba reduccion en el tamafio de la placa de ateroma por ultrasonidos'*’. Sin
embargo en ratones modificados genéticamente por inactivacion del gen de la Apo A-l
(knockout) no desarrollan mas arteriosclerosis que los controles alimentados con dieta rica en
grasa, aunque si muestran un descenso importante de la cantidad de HDL y un déficit funcional
de la enzima LCAT™. Esto sugiere que el aumento de Apo Al y HDL previene la arteriosclerosis
pero su deficiencia no favorece el desarrollo de la misma sin que existan otros factores
asociados.

Ademas no es sélo un aspecto cuantitativo el que le confiere una importante funcién
protectora a la Apo A-l. Los individuos que poseen la forma Apo A-l Milano, tienen bajos los

niveles de HDL-C, pero paradéjicamente estdn protegidos de la enfermedad arteriosclerética, o

al menos no muestran mayor incidencia de esta, posiblemente por una mejor funcionalidad*'.

- Apo A-1V. Se expresa mayoritariamente en el intestino. Es también una apoproteina que se
encuentra asociada a HDL y a la fraccion no lipoproteica del plasma en situacién de ayunas, o a
los quilomicrones en el periodo postpandrial.
Funcionalmente, tiene un efecto estabilizador de LCAT, activando el flujo de colesterol
(interviniendo en el transporte reverso del colesterol) y afecta de forma indirecta a la accién
de la LPL sobre los quilomicrones™**%,

La sobreexpresién de esta apoproteina (en concreto Apo A-IV humana) en ratones
transgénicos reduce las lesiones arteriosclerosas cuando se les alimenta con dieta rica en

grasas y también en ratones knockout de Apo E***.

- ABCA1 (ATP-binding casette transporter type 1). Forma parte del sistema de flujo centrifugo
de colesterol y fosfolipidos celulares. Pertenece a la familia de los ATP binding-cassette, y su
funcién consiste en translocar el colesterol libre y los fosfolipidos desde la cara citoplasmatica
a la cara externa de la membrana, para ser donados a moléculas aceptoras, en un proceso que
requiere el consumo de ATP. La expresion de ABCA1 se estimula en respuesta al aumento en el
contenido celular de colesterol con lo que se favorece la eliminacion de éste, y su actividad es
limitante en el transporte reverso de colesterol y en la propia generacién de HDL. Tiene un
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papel fundamental en el RCT y en la susceptibilidad a la arteriosclerosis . Las mutaciones en

ABCA1 bloquean la formaciéon de HDL discoidales y esféricas, y su déficit de aumenta la

susceptibilidad a la arteriosclerosis de los ratones apo E-/-.
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- SR-Bl. (scavenger receptor class B type 1). La interaccién funcional de las HDL con este
receptor promueve la captacion selectiva de lipidos asi como el flujo de colesterol celular no
esterificado. La sobreexpresion en ratones induce el aclaramiento rapido de las HDL-c y su
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transporte hacia la bilis*’. También, la deficiencia de SR-Bl aumenta la susceptibilidad a la

arteriosclerosis de los ratones apo E-/-1%,

- CETP. (cholesterol ester transfer protein) La proteina transferidora de ésteres de colesterol
media el intercambio de lipidos entre las HDL y las lipoproteinas que contienen apo B. El efecto
neto es la deplecidn de ésteres de colesterol. Por una parte, la inhibicidon de la CETP favorece el
transporte del colesterol por las HDL sobre las lipoproteinas aterogénicas, pero, en si, la
transferencia hacia estas lipoproteinas apo B es una forma de transporte reverso hacia el
higado. El tratamiento con inhibidores de CETP (p.e torcetrapib) produce un aumento de los
niveles de HDL-C, lo cual no indica necesariamente un aumento de la funcionalidad y las

propiedades protectoras de las particulas.

- PON-1, PON-2, PON-3 (paraoxonase). La paraoxonasa humana (PON-1) es una glicoproteina

calcio-dependiente que se encuentra unida a las particulas de HDL. Se ha intentado demostrar
que la paraoxonasa sérica disminuye el riesgo de enfermedad coronaria por su accion
destructora de moléculas proinflamatorias involucradas en la iniciacion y progresién de las
lesiones arteriosclerdticas. El potencial antiaterogénico de esta enzima vendria dado por su
capacidad de hidrolizar lipidos oxidados, limitando su acumulacién en las LDL. La unién entre la
paraoxonasa Yy la particula de HDL se constituyd, en parte, como una posible explicacion a la
relacidn inversa entre los valores de HDL y la enfermedad coronaria mostrada en distintos
estudios poblacionales. Distintas situaciones fisiopatoldgicas vinculadas a un aumento del
estrés oxidativo y factores ambientales producen una disminucién de la actividad sérica

pa raoxonasa129’13°.

- PAF-AH. (platelet-activating factor acetylhydrolase) Las propiedades antioxidantes de las HDL
no son exclusividad propia de la enzima paraoxonasa. La mas importante es la acetilhidrolasa
del factor activador de plaquetas (PAF-AH). Aproximadamente el 70% de la actividad
plasmatica de esta enzima se asocia a las LDL y el resto a las HDL. La actividad enzimatica PAF-
AH, inactiva el factor activador de plaquetas e hidroliza lipidos peroxidados aunque su papel

antiaterogénico es controvertido®®.
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En ausencia de PON-1, la actividad PAF-AH es incapaz de preservar las propiedades
antioxidantes de las HDL, y por ello se ha propuesto una actuacién coordinada de ambas

enzimas in vivo, ya que difieren en su afinidad hacia fosfolipidos oxidados**.
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Fig 12. Metabolismo HDL y proteinas importantes como posibles dianas terapéuticas. Adaptado de Lee, Heart 2007

Funcionalidad HDL. Como se ha mencionado, haciendo referencia al pleiotropismo de los

efectos bioldgicos de las HDL, sus funciones son varias:

- RCT (reverse cholesterol transport). EI mecanismo mds conocido para la ateroproteccion
mediada por HDL se basa en que estas particulas promueven la retirada del colesterol de
células periféricas, incluidos los macréfagos del interior de la pared arterial, llevandolo al
higado para su excrecién en las heces a través de la bilis. Este proceso, denominado,
transporte reverso del colesterol (RCT), resulta en un transporte neto de colesterol desde la

pared arterial hasta la bilis, previniendo la acumulacidn de colesterol a ese nivel, la
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desestabilizacion de la placa de ateroma y los consiguientes eventos cardiovasculares
agudos™.

El movimiento de intercambio de colesterol no esterificado entre las células vy
aceptores extracelulares puede ocurrir simplemente por difusién a favor de gradiente de
colesterol o a través de vias mediadas por proteinas:

o una via unidireccional (célula hacia aceptor), dependiente de ATP, mediada por el

transportador ABCA1 (ATP binding cassette Al)

o una ATP-dependiente mediada por el transportador ABCG1

o y una bidireccional, ATP-independiente que incluye a los receptores scavenger Bl

(SR-BI).

Las apoproteinas pobres en lipidos, principalmente Apo A-l, son los aceptores
preferidos por ABCA1L. La interaccion de ABCA1 con Apo A-l promueve el flujo centrifugo de
colesterol y fosfolipidos hacia Apo A-l, generando pequefias y discoidales prep-HDL, que
todavia retiran mas colesterol por la misma via.

Por el contrario ABCG1 promueve el flujo de colesterol hacia las formas maduras de a-
HDL pero no hacia las Apo A-l pobres en lipidos. Tanto ABCA1 como ABCG1 son proteinas de
membrana abundantes en macréfagos, especialmente tras se cargados con colesterol,
indicando la importancia en la ateroproteccién mediada por HDL"****.

Una vez en las particulas HDL, el colesterol es esterificado por la acciéon de la enzima
lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT). La mayor parte de los ésteres de colesterol son
transferidos a las lipoproteinas ricas en triglicéridos por la accion de la proteina transferidora
de ésteres de colesterol (CETP), que se metabolizan hacia particulas remanentes y retiradas de
la circulaciéon por el higado, bien directamente, o tras la conversidn primero a LDL. La otra ruta
alternativa que siguen los ésteres de colesterol es también hacia el higado a través del

receptor SR-BI (este receptor puede ademads promover la retirada directa del colesterol no

esterificado por el higado).

Ademas del papel del HDL en el RCT, otras funciones contribuyen a la ateroproteccién
mediada por estas lipoproteinas:

— HDL tiene propiedades antioxidantes a través de varios mecanismos. Puede limitar los

efectos proaterogénicos de las particulas LDL oxidadas mediante la retirada de
hidroperoéxidos de los lipidos de las LDL, hecho que se ha demostrado tanto in vitro

136,137

como in vivo . Se atribuye al alto contenido en antioxidantes, las propiedades

antioxidantes de Apo A-1, y la asociacion de esta lipoproteina con enzimas como la
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paraoxonasa (PON), la acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas (PAF-AH), y la
glutation peroxidasa (GPX)"®.

A nivel endotelial promueve la proliferacién celular y disminuye la apoptosis celular**?.

Previene la disfuncién endotelial, uno de los eventos iniciales de la aterogénesis. El

oxido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGIl,) median en la relajacién de las células de
musculo liso y tienen un potente efecto antitrombdtico; un descenso en su
biodisponibilidad es un hecho prominente en la disfuncidon endotelial. En cultivos de
células endoteliales, HDL activa la sintasa endotelial de NO (eNOS), a través de la unién
de apo A-l con SR-BI, y por tanto aumenta la produccién de NO. En plasma humano,
HDL-C es un potente predictor independiente de la vasodilatacién mediada por NO**.
HDL también mejora la produccién de prostaglandina (PGI,) en células endoteliales en

cultivo, induciendo la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2).

HDL regula negativamente la expresion de moléculas de adhesién (CAMs), inhibe la

produccién de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, y aumenta la expresiéon de
citocinas antiinflamatorias en cultivos celulares. En plasma humano, los niveles de

HDL-C se correlacionan inversamente con niveles de CAMs solubles e IL-6*°.
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Fig 13. Propiedades y efectos antiaterogénicos de las HDL. Adaptado de Hausenloy, Heart 2008

Evidencia experimental de la proteccién vascular por HDL. Los modelos animales han

contribuido considerablemente al conocimiento de la aterogénesis y la influencia de los lipidos

y de los tratamientos que modifican su perfil. En las primeras lineas de investigacién, monos

45



con dietas con alto contenido en grasa, acababan desarrollando hipercolesterolemia vy
arteriosclerosis acelerada, mientras que el seguimiento con dieta normal, hacia que la

141 Actualmente los modelos animales, son ratones o ratas,

enfermedad regresara en parte
gue permiten una precisa manipulacion genética.

La primera evidencia experimental de los efectos protectores del HDL fue obtenida por
Badimon vy colaboradores que realizaron inyecciones de HDL purificado en conejos
alimentados con dieta rica en colesterol, y observaron que disminuia la arteriosclerosis tras 90
dias con respecto a los controles™. Mas recientemente, la posibilidad de mantener
elevaciones mantenidas de HDL-C en ratones mediante la expresidn transgénica de su principal
apoproteina, Apo A-l, ha permitido series de experimentos determinando el efecto de esos
niveles de HDL en el tamafio y composicion de la placa, ademads de en el remodelado avanzado
de estas. La naturaleza dinamica y reversible mostrada en estos animales, eleva la posibilidad
de que usando nuevos tratamientos se llegue a la regresién y el remodelado cinicamente
importante de las placas de ateroma en humanos. Sin embargo los descubrimientos en

modelos animales no siempre llevan a tratamientos clinicamente eficaces (ACAT inhibitors,

CETP inhibitors...)**.

D. PATOGENIA I
Il. DISLIPEMIA ATEROGENA Y HDL. MODIFICACION PROATEROGENICA DE LAS HDL.

La DLP aterdgena que caracteriza los estados de obesidad y DM2, que se postula como
uno de los mecanismos fundamentales en el desarrollo de arteriosclerosis acelerada,
posiblemente no sea Unicamente una cuestion cuantitativa sino cualitativa. En algunos
subgrupos poblacionales, los niveles bajos de HDL-C no confieren mayor riesgo CV como
ocurre en los portadores de apo Al Milano; y al revés, como muestran los resultados de un
estudio reciente de intervencién farmacoldgica, con un inhibidor de la enzima CETP, en el que
los pacientes tratados, presentaban incremento significativo de su HDL-C pero no
experimentaban impacto favorable en cuanto a la arterosclerosis sino lo contrario (el ensayo
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se suspendid por importante morbilidad asociada)™. Es decir, la concentracién de HDL en un

momento determinado no da informacidn directa sobre el estado del transporte centripeto de
colesterol desde las células al higado, ni sobre las acciones antiinflamatorias, antioxidantes,
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antitrombdticas que tienen las HDL™™. Los niveles bajos de HDL son un importante factor de
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riesgo cardiovascular, pero pueden no ser sino “la punta del iceberg” de un trastorno funcional
subyacente de estas lipoproteinas y su capacidad para frenar y/o revertir la arteriosclerosis.
Las funciones protectoras frente a la arteriosclerosis estan influenciadas por interacciones
con proteinas de la propia via metabdlica u otras, lipidos, agentes oxidantes, etc... en los
diversos ambientes celulares en los que se puede encontrar una molécula de HDL durante su
metabolismo. Asi, las particulas de HDL son susceptibles de modificaciones estructurales que
pueden afectar al contenido en lipidos, apolipoproteinas, enzimas y proteinas transferidoras,
provocando cambios sustanciales que llevan incluso a HDL disfuncionantes que podrian
promover el proceso aterogénico. Estas modificaciones pueden tener lugar por diversos
mecanismos, fundamentalmente en microambientes inflamatorios como la placa

arterioslerotica:

no-enzimaticos, por iones metalicos en las placas de arteriosclerosis.

— enzimaticos, por enzimas celulares que degradan las apoproteinas, crean agregados, o
inducen la oxidacién de sus componentes

— por proteinas de fase aguda, que modifican la estructura de las HDL

— modificaciones metabdlicas (glicosilacién) que ocurre con exceso de glucosa.

Estos cambios se asocian con modificaciones en las funciones biolédgicas de las HDL, ya que
se ha demostrado que disminuyen la capacidad de estas particulas para promover el
transporte reverso del colesterol, provocan que tengan accidn citotdxica sobre macréfagos y
células linfoblastoides en cultivo, y se alteren sus propiedades antiinflamatorias. La gran
mayoria de estos efectos se deben a las alteraciones que sufren las enzimas asociadas a las

HDL™,

Modificaciones enzimaticas.

- Mieloperoxidasa (oxidacién, nitrosilacién y tirosilacion). La mieloperoxidasa (MPO) es una

proteina secretada por fagocitos y se encuentra expresada en las lesiones aterosclerdticas. Es
capaz degenerar especies reactivas oxidantes, modificando las HDL de diversas maneras. El
mayor producto de la actividad MPO es el acido hipocloroso (HOCI), que puede modificar

diferentes biomoléculas por clorinacién y/o oxidaciéon'’**

. En las HDL provoca la disminucién
de la actividad PLTP y de la formacion de Apo A-l de elevado peso molecular (similar a las
observadas tras oxidacion mediada por Cu). Esto conlleva un descenso en el flujo centrifugo de

colesterol por dos mecanismos: Las HDL modificadas por HOCI pierden la capacidad de
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promover este flujo dependiente de los transportadores ABCA-1, y aunque aumenta su
afinidad por SR-BI, la unidn es defectuosa, incapaz de soportar eficientemente la transferencia

1910 Ademds se observa que la incubacion de

bidireccional de colesterol por este receptor
células endoteliales con HOCI-HDL atenua la expresion y la actividad de la sintasa endotelial de

oxido nitrico™™.

Otros reactivos producidos por la MPO son el radical diéxido de nitrogeno, que
promueve la nitrosilacion de la apo A-l; y el radical tirosilo. En la nitrosilacién, a diferencia de la
clorinacién (modificacidon por acido hipocloroso), el flujo de colesterol mediado por ABCA1 se
afecta sélo minimamente, sugiriendo que las dos modificaciones afectan a la conformacién de
ApoA-| de forma diferente™***>,

La exposicion de lipoproteinas a los radicales tirosilo induce el agregado de
apoproteinas con la formacidn de dimeros y trimeros de apo A-l, y la formacidn de complejos
Apo A-I/Apo A-lll, y la peroxidacién lipidica. Se observa que las HDL tirosiladas pueden
promover el flujo de colesterol desde fibroblastos humanos y disminuir la formacién de placas
de ateroma en ApoE-deficient mice, aunque datos opuestos, sobre otras estirpes celulares,
muestran que esta modificacion hace que las HDL sean aceptores de colesterol menos

eficientes®™**.

- Enzimas de las células cebadas (chymase and tryptase). Las células cebadas son componentes

del sistema immune y estan presentes en la intima arterial. Tras ser activadas estas células se
degranulan y liberan varios componentes con actividad bioldgica, entre ellos, enzimas
proteoliticas como la quimasa y la triptasa. Estas, son capaces de degradar apoproteinas,
principalmente las Apo A-l y IV que se encuentran en las particulas pref. Por ello, las HDL
modificadas por la accidon de estas enzimas, muestran alteraciones en el flujo de colesterol

156,157

mediado por ABCA-1, sin afectar la via de SR-BI

- MMPs. (Matrix metalloproteinases) Las metaloproteinasas de la matriz son una familia de
proteasas que actlan en la degradacién de componentes de la matriz extracelular. La actividad
MMPs se ha implicado en el remodelado vascular tanto en situaciones fisiolégicas como
patoldgicas, contribuyendo al adelgazamiento de la pared arterial y desestabilizando las placas
de ateroma. Ademas podrian contribuir a la génesis de estas placas alterando el papel
ateroprotector de las HDL, ya que como se ha demostrado, la incubacién de HDL; con
diferentes MMPs causa la pérdida completa de particulas preB, reduciendo el componente de

alta afinidad en el eflujo de colesterol desde los macréfagos™®.
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- Enzimas asociadas a los Polimorfonucleares. Los leucocitos polimorfonucleares estan

presentes en las etapas iniciales del desarrollo de las lesiones aterosclerdticas, y se les implica
en la modificacion de las lipoproteinas de baja y alta densidad mediante la produccién de
grandes cantidades de especies reactivas del oxigeno y enzimas proteoliticas. Las HDL
modificadas por la accidon de elastasas, son reconocidas por SR-Bl y mas eficientemente

internalizadas por macréfagos™®*.

- EL (endotelial lipase). La lipasa endotelial tiene una accién fundamentalmente fosfolipasa con
las HDL como sustrato preferido. La expresiéon de EL se encuentra aumentada durante el
proceso inflamatorio, y podria estar involucrada en la aterogénesis. La incubacién de HDL con
EL resulta en un descenso del contenido en fosfatidilcolina, y dado que la composicién de
fosfolipidos es una de los factores principales en el flujo de colesterol dependiente de SR-BI,
las HDL modificadas por EL muestran una disminucién en la capacidad de asociarse con estos

receptores, y se altera el flujo de colesterol™".

- SAA. (serum amyloid A protein). La proteina amiloide A del suero, es una proteina de fase
aguda sintetizada por el higado durante la inflamacién. En el plasma se asocia a HDL, alterando
sus propiedades fisicoquimicas. SAA desplaza a Apo A-l, induce un aumento de tamafio en la
lipoproteina y altera la capacidad de proteger a las LDL de la oxidacién, probablemente por
afectar a sus enzimas. Ademas, in vitro, estas particulas modificadas, son menos eficaces en

retirar el exceso de colesterol de los macréfagos.

- sPLA2. (secretory phospholipase A2) La fosfolipasa “secretory” A2 tipo Il es una enzima que se
expresa durante la inflamacién, y posiblemente involucrada en la aterogénesis. De hecho, sus
niveles circulantes estdn elevados en la aterosclerosis y a nivel de la palca de ateroma
también'®. El tratamiento de HDL con sPLA2 provoca hidrélisis de fosfolipidos, y la
presentaciéon de algunos dominios de apoproteinas en superficie, que podria ser el
responsable de la elevada capacidad de unidn a las células, y el rapido catabolismo de estas

particulas modificadas'®.
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Modificaciones no enzimaticas

- Metales de transicién. Cu™’. Las placas de aterosclerosis contienen iones metalicos libres. La

produccidén de radicales del oxigeno inducida por estos metales se sugiere tiene un papel en la
enfermedad cardiovascular, probablemente debido a la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad. La modificacion de las lipoproteinas de alta densidad por el cobre, induce la
peroxidacion de los lipidos, y la oxidacién de las apoproteinas determinando la aparicion de
agregados con mayor peso molecular'®*. A nivel de efectos bioldgicos:

- En macrofagos. Las modificaciones en las HDL reducen la capacidad de estas particulas de
estimular el flujo de colesterol desde los macréfagos cargados de lipidos. Ademads, se ha
observado que son citotdxicas para este tipo de células ***.

- En células endoteliales. Las HDL oxidadas por cobre se unen a las células endoteliales
promoviendo la activacidn de kinasas intracelulares, NF-kB, Cox-2 y el aumento en la

produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y en la expresion de PAI-1 .

Modificaciones metabdlicas

- Glicosilacion. Los individuos con diabetes del tipo 2 presentan niveles mas bajos de HDL, que
se cree es el responsable del riesgo cardiovascular aumentado que presentan. Los sujetos
afectos de diabetes tipo 1 desarrollan aterosclerosis severa independientemente de los niveles
normales o altos de HDL. Una posible explicacion es que la hiperglucemia induce alteraciones
funcionales en las HDL que contribuirian a acelerar la aterosclerosis. La glucosa induce una
reaccién no enzimatica con proteinas formando primero productos reversibles (bases de
Schiff, compuestos de Amatory), y posterioremente irreversibles (los AGEs o advanced
glycation end products).

En los sujetos diabéticos, las HDL se encuentran altamente glicosiladas. La glicosilacidn
in vitro de las HDL aumenta la peroxidacidn lipidica, acelera su catabolismo y reduce la

166167 Aumenta ademas la susceptibilidad de estas particulas por

capacidad de promover el RCT
se oxidadas. La glicoxidacion in vitro, reduce la habilidad de las HDL de retirar los lipidos
peroxidados de las membranas aun preservando la actividad PON1, induce la apoptosis de
células endoteliales, la liberacién de perdxido de hidrégeno y la regulacidon negativa en la

expresion de catalasa, CuZn-superéxido dismutasa, y sintasa endotelial de NO.

- Homocisteilacidn. Existe evidencia de que los niveles elevados de homocisteina estan

asociados con un aumento del riesgo de aterosclerosis y enfermedad cardiovascular. Se ha
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hipotetizado con que el dafio vascular inducido por la homocisteina puede ser debido a un
derivado reactivo, homocisteina-thiolactona (Hcy-thiolactona), que reacciona
espontdneamente con los grupos amino de los residuos de lisina de la apoproteinas. Las
homocystamida-LDL (Hcy-LDL), se agregan, inducen su captacidon por macréfagos y provocan
dafio oxidativo en las células endoteliales. Los cambios inducidos por la homocisteinacién de

las HDL, se reflejan en una disminucion de la actividad PON*®°.

D. PATOGENIA1I
. MICROALBUMINURIA (MAU) COMO SIGNO PRECOZ DE DANO ENDOTELIAL
GENERALIZADO

El hallazgo de albumina en orina es un fendmeno normal en todos los individuos que
con métodos sensibles de medicion, su valor normal es de menos de 30 mg/dia. Valores
persistentes entre 30 y 300 mg/dia se consideran como microalbuminuria y mayores a 300
mg/dia se consideran macroproteinuria o proteinuria clinica. La microalbuminuria es el
hallazgo clinico mas temprano de la enfermedad renal y es considerado un marcador

independiente de enfermedad cardiovascular.

Para aparecer en la orina la albimina es filtrada en los glomérulos renales atravesando
tres niveles: las fenestraciones endoteliales, la membrana basal y las hendiduras
diafragmaticas que dejan los pedicelos de los podocitos. Una vez filtrada la albumina en el
lumen del tubulo proximal puede seguir tres vias distintas. La primera, ser absorbida por la
célula del tubulo por un proceso de endocitosis, transportada en su interior y finalmente ser
secretada en la membrana opuesta por exocitosis. La segunda via es entrar a la célula y ser
destruida en los lisosomas de la misma total o parcialmente. Y por ultimo la albimina filtrada

puede pasar inalterada por los tubulos renales y ser excretada en la orina.

Comenzo a utilizarse en diabéticos tipo 1, para los que demostré que era el marcador
mas temprano de dafio renal y un predictor de riesgo de progresion hacia la insuficiencia renal
terminal. Si bien, en pacientes con diabetes tipo 2 también es un marcador precoz de dafio
renal, el significado del hallazgo de microalbuminuria tiene un valor agregado, ya que es un

mejor predictor de riesgo cardiovascular elevado, posiblemente por su mayor edad, afios de
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HTA o dislipemia y por lo tanto mayor riesgo cardiovascular. Aproximadamente un 30% de las
personas con Diabetes tipo 1 y un 40% de aquellos con Diabetes tipo 2 tienen
microalbuminuria, y en estos pacientes (DM 2) el riesgo de muerte por enfermedad
cardiovascular podria aumentar en un 100-150 % en funcién del grado de MAU'°.

Las actuales recomendaciones del INC 7 (Seventh report of the Joint National Comittee

on the prevention, detection, evaluation, and treatment of high blood pressure), reconocen a la

MAU como un factor de riesgo cardiovascular'’*.

La MAU se asocia con los componentes del sindrome metabdlico (fundamentalmente
contribuyen a esto, las alteraciones del metabolismo hidrocarbonato, y la hipertensidn
arterial): obesidad abdominal, intolerancia a la glucosa/hiperinsulinemia/resistencia a la
insulina, dislipidemia caracteristica (descenso de HDL y aumento de Triglicéridos), e
hipertension®’?, y sugiere aumento de permeabilidad vascular por dafio endotelial precoz e
inicio del proceso de arteriosclerosis.

Incluso en pacientes no afectados por hipertension arterial ni diabetes, la presencia de
MAU se relaciona con disfuncién endotelial y riesgo cardiovascular, observdandose un descenso

de la hiperemia mediada por flujo tras oclusién braquial®’>.

En resumen, la MAU es un indicador de dafio endotelial generalizado, punto clave en el

posterior desarrollo de aterosclerosis.

E. ENFOQUE GENERAL DEL TRATAMIENTO DE LA DISLIPEMIA EN LA DM Y OBESIDAD. HDL
COMO DIANA TERAPEUTICA.

l. MANEJO FARMACOLOGICO Y NO FARMACOLOGICO DE LA DISLIPEMIA EN DM Y
OBESIDAD

Manejo No Farmacolégico. Los pacientes con DM2 y/o obesidad frecuentemente padecen lo
que denominamos dislipemia (mixta) aterégena, caracterizada por niveles bajos de HDL,
elevados de Triglicéridos y particulas LDL pequefias y densas.

Las diversas guias terapéuticas de practica clinica que existen al respecto reconocen
que la intervencidon sobre el estilo de vida es el primer peldafio en el manejo de la dislipemia

de estos pacientes aunque frecuentemente cuando no se consiguen los objetivos se debe
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asociar un tratamiento farmacoldgico. Los otros dos puntos importantes en el manejo no

farmacoldgico de los pacientes con DM2 y obesidad son la actividad fisica y la dieta """,

- Ejercicio fisico. El incremento de la actividad fisica (no sélo en frecuencia sino en intensidad)
tiene efectos beneficiosos en la sensibilidad a la insulina y el perfil lipidico.

- Dieta. La evidencia de diversos ensayos al respecto, sustenta que el uso de dietas
hipocaldricas, pobres en grasas saturadas y ricas en acidos grasos Omega3, junto con la
restriccion de la carga de carbohidratos (punto este, al parecer, con mayor impacto a largo
plazo), son las que deberian ser prescritas a estos pacientes dada su contrastada eficacia en
reducir el peso, y controlar el perfil metabdlico de lipidos e insulina. EIl NCEP ATP Il revisado
(National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Ill) junto a la American Heart
Association Nutrition Committee recomiendan una ingesta de grasa del 25-35% total de las
calorias diarias como parte de los cambios terapéuticos en la dieta de los pacientes diabéticos
y obesos, si bien no es el nico punto importante a tener en cuenta®*'’®.

Las dietas pobres en carbohidratos son Utiles en mejorar los indices glucémicos asi
como los parametros lipidicos (disminuyen Triglicéridos y elevan HDL), de forma aislada,
incluso mejor que Unicamente una dieta pobre en calorias’’’. Las dietas restrictivas con la
cantidad de calorias y grasas ingeridas, tal y como muestra el estudio de Howard vy
colaboradores*’®, aunque efectivas en reducir el peso a largo plazo, serian menos efectivas en
modificar y mejorar la dislipemia mixta (Unicamente con minimos cambios en HDL vy
Triglicéridos) si bien consiguen reducir el colesterol total y el LDL.

El enriquecimiento con acidos grasos Omega3 tiene un particular beneficio sobretodo
en los enfermos con enfermedad arterial coronaria, aunque en los estudios en que se
demuestra, estaba siempre asociado a un tipo de dieta Mediterranea, rica en fruta, vegetales,

cereales, y pobre en carnes y huevos*’**®.

Manejo Farmacolégico. Al igual que con medidas no farmacolégicas, las diversas guias
terapéuticas de practica clinica que existen sobre el tratamiento de la dislipemia en pacientes
diabéticos y obesos (en muchas de ellas se hace mencién al denominado Sindrome
Metabdlico) reconocen que tras la intervencidn sobre el estilo de vida, la siguiente actuacion
debe ir dirigida a reducir el exceso de LDL-c con una estatina como la primera intervencion
para reducir el riesgo cardiovascular de estos pacientes.

A modo de resumen, una breve descripcion de las opciones terapéutica

hipolipemiantes que existen hoy en dia, seria:
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Disminucidn intensiva de LDL.

1. Monoterapia con estatinas. Como se ha mencionado, la adiciéon de una estatina en el primer

escalén de tratamiento es una opcidon mas que contrastada. Sélo a modo de ejemplo en el
metaanalisis de Baigent y colaboradores, con 90.000 pacientes de 14 estudios, mediante el
tratamiento con estatinas se consigue una reduccidn de eventos coronarios del 23% por cada
mmol/L de reduccién de LDL-c*®.

Si bien existen diferencias entre guias de practica clinica, el abordaje general pasa por
reducir LDL-c > 30-40% hacia un objetivo de < 100 mg/dL. En algunos casos de alto riego se
recomienda incluso hasta 70 mg/dl. La evidencia que sustenta esta estrategia se basa
fundamentalmente en el ensayo TNT (Treating to New Targets) en el que 10.000 pacientes con
enfermedad arterial coronaria conocida fueron randomizados al tratamiento con dosis altas
(80 mg/dia) o dosis convencionales (10 mg/dia) de un tipo de estatina (Atorvastatina). Los
resultados mostraban una reduccién del riesgo relativo para eventos cardiovasculares del 25%

18 Asi la Gltima

en diabéticos y del 30% en los sujetos sin DM pero con sindrome metabdlico
revision del consenso NCEP ATP Ill, recomendaba un nivel objetivo de LDL-c de 70 mg/dL en

pacientes de alto riesgo, como los diabéticos.

2. Disminucidn intensiva de LDL. Estatinas + Ezetimibe. Uno de los aspectos negativos del

tratamiento intensivo con estatinas podria ser la tolerancia y efectos secundarios, de ahi el
papel potencial del Ezetimibe asociado a dosis bajas de estatinas. La estrategia combinada se
basa en ensayos clinicos en los que se demuestra que se reduce de forma significativa la
concentracion plasmatica de LDL-c. Sin embargo en cuanto a la reduccién de eventos
cardiovasculares no ha demostrado superioridad a la monoterapia'®’. Por eso se recomienda,

asociado a estatinas, como segunda o tercera linea de tratamiento.

Modificacién de la dislipemia aterégena

1. HDL y Triglicéridos. Las guias clinicas del NCEP ATP Ill, la ADA (American Diabetes

association) y la ESC/EAS (European Society of Cardiology/European Atherosclerosis Society),
recomiendan incrementar los niveles bajos de HDL a > 40 mg/dL en varones y >50 mg/dL en

160,161
%, Las

mujeres, asi como reducir los Triglicéridos a <150 mg/dL en sujetos de riesgo
estatinas tienen modestos efectos en los componentes de la dislipemia aterdégena

caracteristica de diabéticos y obesos. Asi, en la practica clinica lo recomendado es la adicién de
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un fibrato o niacina en su formulacién modificada a la terapia con estatinas para el manejo de

esta dislipemia mixta.

2. HDL vy Triglicéridos. Combinacidon de estatinas y fibratos. Los fibratos se unen al receptor

PPARa regulando la expresion de genes diana que controlan el metabolismo lipidico, asi como
procesos celulares con influencia en la progresion de la arteriosclerosis. Las acciones
hipolipemiantes incluyen al reduccion de la concentracion de Triglicéridos plasmaticos entre
30-50% y el aumento de las concentraciones de HDL entre un 5-15%. Asimismo la eficacia de la
terapia combinada de fibratos y estatinas (a considerar, el fenofibrato, en concreto, por el
menor riesgo de producir miopatia) se ha demostrado en varios estudios que incluyen

pacientes diabéticos y obesos con dislipemia aterégena™*.

3. HDL y Triglicéridos. Combinacién estatinas y Niacina. La Niacina es el farmaco mads potente

para aumentar los niveles de HDL-c y también es efectivo en reducir los Triglicéridos y el LDL.
Su uso no estd demasiado extendido por la intolerancia que provocaba (flushing,
principalmente), si bien las ultimas formulaciones comercializadas lo han controlado™®. El
acido nicotinico o niacina:

- Inhibe la sintesis de Triglicéridos hepaticos mediante la supresidon de la actividad
diacilglicerol aciltransferasa 2. Esto provoca la degradacion acelerada de apo B
intracelular y la disminucion de la secrecion de particulas VLDL y LDL.

- Retrasa el catabolismo de Apo Al en el higado y aumenta la vida media de las
particulas HDL, promoviendo el transporte reverso del colesterol.

- Inhibe la expresién de citocinas proinflamatorias y radicales libres del oxigeno en la
pared vascular.

Clinicamente los beneficios del uso de Niacina en monoterapia, y mejor en combinacidn

con estatinas, no sélo suponen un beneficio metabdlico en el perfil lipidico, sino también una
disminucién significativa de la mortalidad cardiovascular, como se vio en el Coronary Drug

Project186.
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E. ENFOQUE GENERAL DEL TRATAMIENTO DE LA DISLIPEMIA EN LA DM Y OBESIDAD. HDL
COMO DIANA TERAPEUTICA.

Il. LAS HDL COMO OBJETIVO TERAPEUTICO. APROXIMACION DESDE LA MEDICINA
TRASLACIONAL AL TRATAMIENTO DE LA DISLIPEMIA ATEROGENA

PPARYy (Peroxisome proliferator-activated receptor y) es un receptor nuclear que actia como
factor de transcripcion de diversos genes implicados en la homeostasis energética de todo el
organismo, la adipogénesis, y la sensibilidad a la insulina. Su actividad se regula por la unién de
pequefios ligandos lipofilicos —principalmente acidos grasos- que derivan de la nutricién y el

metabolismo®’

. Se podria decir que ayuda a traducir “qué comes” en “qué eres” ya que
permite a los acidos grasos alimentarios (ligandos de PPARy) modular la transcripcion de genes
implicados en el metabolismo de los acidos grasos, su almacenaje en Triglicéridos, asi como en
la diferenciacién de adipocitos; esto es forma grasa. Su actividad, pues, tiene una relacién
lineal con la adiposidad, y de forma indirecta (tanto por activacidn como por inhibicién, a
través de la grasa y adipocinas) modula favorablemente la sensibilidad a la insulina'®.

PPARy existe como un complejo con el receptor Retinoide X en el interior del nucleo

celular. Se expresa fundamentalmente en el tejido adiposo blanco (fundamental para

modulador la sensibilidad a la insulina), en el higado y en tejido muscular.

Agonistas PPARy totales/parciales. Los receptores PPARy estan compuestos de cinco dominios

diferentes; la regidon N-terminal o dominio A/B, el dominio C de unién al DNA (DBD), el E de
unién a ligando (LBD), los D y F. Los PPAR controlan la expresion genética mediante la union a
las secuencias de DNA denominadas elementos de respuesta a la proliferacién peroxisomal
(PPREs) en las regiones reguladoras de los genes de respuesta a PPAR. LBD es un dominio
inusualmente grande permitiendo a los PPARs interaccionar con varios ligandos
estructuralmente diferentes.

Cada complejo receptor-ligando asume una conformacién 3D ligeramente diferente.
Asi cada interaccién con cofactores, histonas y otros factores de transcripcién es Unica y
diferente, generando diferentes pero solapados patrones de expresién génica (figura). Las
diferencias en la conformacién que promueven los agonistas parciales (como Telmisartan)
podria contribuir a diferencias en la activaciéon de los receptores, confiriendo un potencial
adipogénico bajo en comparacién con agonistas totales (glitazonas) que es sabido que tienen

un potencial adipogénico alto y promueven la ganancia de peso la retencion de liquidos*®.
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PPARYy: de la inflamacidn a la arteriosclerosis. Ademas de las actividades ahorrativas en cuanto

al metabolismo energético en el tejido graso blanco, otras actividades PPARy modulan la

homeostasis lipidica de los macrofagos arteriales, en cuanto a la captacion de lipoproteinas

aterogénicas vy al flujo de colesterol.

La captacién por parte de los macréfagos de lipoproteinas aterogénicas en la pared

arterial genera depdsito de ésteres de colesterol y formacion de células espumosas, puntos

clave en el inicio y el desarrollo de la placa arteriosclerdtica. En este punto, el papel de PPARy

es ambiguo:

Por una parte, la activaciéon de PPARy induce la expresién del receptor “scavenger”
CD36, la recaptacidn de las LDL oxidadas y la formacion de células espumosas. Ademas
de la adquisicion de colesterol, los macrofagos se proveen de ligandos naturales de
PPARy llevando a la regulacion positiva de CD36. En este sentido, seria pro-
aterogénico™.

Por otra parte, la activacidn de PPARy promueve la extraccion de colesterol de los
macréfagos mediante ABCA1, estimulando la formacion de HDL y el transporte reverso
de colesterol. La expresidn de ABCA1 esta estrechamente regulada por el contenido de
colesterol celular mediante la activacion dependiente de esteroles de otro factor
nuclear, el LXR. PPARy ha demostrado activar ABCA1 indirectamente a través de la

191

transcripcién de LXR™".

Se podria decir, que uno de los mecanismos responsables del incremento de la

incidencia de arteriosclerosis, podria ser una mala adaptacién de los macréfagos, inducida o al
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menos mediada por PPARy, que ocurriria cuando los beneficios (estimulacién de la inmunidad
innata y el transporte reverso del colesterol) serian desbordados por los efectos
proaterogénicos (aumento de la captacién de LDLox), en condiciones en las que hubiera una

sobrecarga crénica de lipidos, como lo son el estilo de vida y alimentacién actual™®.

Telmisartdn como agonista PPARy. Recientemente se ha demostrado, que Telmisartan, un
antagonista no peptidico, competitivo y altamente selectivo del receptor AT1 de la
Angiotensina Il o AT Il (un ARA-II) con eficacia para el manejo de la hipertensidn, tiene
actividad como agonista parcial de PPARy. El comportamiento mostrado por Telmisartan tiene
importantes consecuencias desde el punto de vista terapéutico: sélo induce la activacion
parcial de los receptores, lo que resulta en mejoras en el metabolismo de la glucosa vy los
lipidos, teniendo menos efectos secundarios indeseables'®. En modelos animales ha
demostrado el potencial para atenuar la ganancia de peso y la adipogénesis mientras que los

agonistas PPARy convencionales promueven lo contrario.

Telmisartdan modula selectivamente la expresidon de genes diana de PPARy, cuando se
prueba en concentraciones terapéuticas. Por ejemplo:

— en adipocitos humanos, Telmisartdn mejora la expresidon del gen PCK1, que codifica
PEPCK-C (fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa), la enzima responsable de la glucogénesis
y la re-esterificacién de dacidos grasos, poniendo en relieve la habilidad de los
activadores de los PPARy para reducir los niveles de acidos grasos **.

— en preadipocitos 3T3L1, Telmisartdn provoca un aumento de las concentraciones del
ARNm de los genes aP2 y adiponectina. También induce la recaptacién de glucosa y la
expresion del transportador de glucosa GLUT4. La accién antidiabética asociada a su
actividad moduladora de PPARYy ha sido testada en ratas alimentadas con dieta rica en
grasa y carbohidratos. Tras 50 dias se redujo la concentracién de insulina en suero, la

glucosa plasmatica, y se atenud la ganancia de peso con los controles'®.
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Fig 15. Efectos de la modulacion de receptores PPARy y ATIl. Adaptado de Pershadsingh, 1JBCB 2006

Telmisartan: nefroproteccion y modulacién del metabolismo lipidico. Varios ensayos clinicos

prospectivos, han confirmado la eficacia antihipertensiva en un amplio espectro de pacientes,
tanto en monoterapia como asociado a diurético, y frente a otros farmacos antihipertensivos.
Estos efectos beneficiosos también se producen en los individuos hipertensos con otras
afecciones concomitantes como la DM2 vy la insuficiencia renal (incluso pacientes sometidos a
didlisis), y no sélo a nivel de la presidn arterial. Telmisartdn ha demostrado que en hipertensos
diabéticos mejora el perfil lipidico, y que en hipertensos con nefropatia cronica tiene efectos

nefroprotectores ralentizando la progresién a nefropatia terminal **’.

Telmisartan. Papel potencial en aterogénesis. Las propiedades moduladoras de PPARy podrian

tener implicaciones terapéuticas en la prevencion y el manejo de la arteriosclerosis. La
arteriosclerosis es una enfermedad multifactorial causada por la combinacion de, dislipidemia,
estrés oxidativo, inflamacién y proliferacién celular. Algunos activadores de PPARy han
demostrado inducir regresion de la placa de arteriosclerosis, reducir la progresion de
engrosamiento de la intima-media de cardtida comun, y reducir los marcadores de activacion
de células endoteliales y reactantes de fase aguda en pacientes con enfermedad arterial
coronaria y/o sindrome metabdlico'®. Telmisartdn, mediante el bloqueo de la accién de la
angiotensina y la estimulacién de la actividad PPARy, podria no sélo inhibir los mecanismos
proaterogénicos mediados por A-ll, sino estimular las vias de PPARy para prevenir la

arteriosclerosis.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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JUSTIFICACION

La enfermedad cardiovascular secundaria a aterotrombosis es la principal causa de
mortalidad en paises occidentales y esta convirtiéndose en la primera en paises en desarrollo.
Por ello la investigacidn en el campo de la arteriosclerosis es fundamental para poder paliar
esta situacion: desde la arteriosclerosis subclinica y el diagndstico precoz/prevencién primaria;
hasta las enfermedades secundarias a la progresion de la placa de ateroma y su tratamiento

efectivo cuando se manifiesta clinicamente.

Entre las causas que se identifican como responsables de esta situacién figuran, como
dos de las mas importantes, el incremento en la prevalencia de la Diabetes Mellitus
(principalmente tipo 2) y la Obesidad, frecuentemente asociadas, y que han adquirido
dimensiones de verdaderas epidemias en muchos paises.

La diabetes y la obesidad han incrementado su incidencia y prevalencia de forma
alarmante en las ultimas décadas. El nimero de casos de diabetes en el mundo se estima
actualmente en 284 millones de personas. Igualmente la prevalencia de la obesidad vy el
sobrepeso entre adultos mayores de 35 afios, se estima en 1.7 billones de personas alrededor
del mundo que padecen sobrepeso y 310 millones de personas obesas. Ambas condiciones,
como se ha dicho frecuentemente asociadas, suponen un exceso de morbilidad, mortalidad y
costes econdmicos derivados de las enfermedades consecuencia de ambas, entre las que

destaca la enfermedad cardiovascular, debida a arteriosclerosis.

La arteriosclerosis es una enfermedad sistémica (aunque con manifestaciones locales),
de naturaleza inflamatoria, que se caracteriza como hecho fundamental por el depdsito de
lipidos en la pared de las arterias de mediano y gran calibre. Asi uno de los grandes hitos de la
investigacion traslacional aplicada a la medicina, y un punto de inflexién importante en la
historia natural de la enfermedad arteriosclerética, haya sido la posibilidad de modificar el
metabolismo del colesterol con las conocidas estatinas (inhibidoras de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa); farmacos capaces de disminuir los niveles de
colesterol total y unido a lipoproteinas de alta densidad (LDL), asi como tener propiedades
antiinflamatorias y antitrombaéticas.

Aln asi, pese al tratamiento efectivo con estatinas y la reduccion del colesterol total y
LDL, un gran porcentaje de pacientes sigue padeciendo eventos cardiovasculares. Se ha
considerado responsable de este exceso de riesgo a los niveles disminuidos de lipoproteinas de

alta densidad (HDL). Es cierta la observacién de que las concentraciones elevadas de colesterol
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ligado a LDL, y sobretodo el descenso de colesterol ligado a HDL, son importantes predictores
de riesgo de eventos cardiovasculares (en realidad cada aumento de LDL eleva el riesgo
aproximadamente lo mismo, y sin embargo, cada descenso de HDL se acompaina de un riesgo
entre 2 y 3% mayor). Sin embargo la cuantificacién aislada de los niveles de HDL no predice
adecuadamente su composicidén, ni su funcién protectora frente a la arteriosclerosis
(antioxidante, moduladora de la inflamacidn, la adhesion plaquetaria, la coagulacién, etc...).
Ademas, en situaciones con una importante carga de stress oxidativo como son la diabetes y
la obesidad, la estructura y por tanto la funcidn de estas lipoproteinas se altera, perdiendo

propiedades antiaterogénicas e incluso promoviendo el efecto contrario.

La DM2 vy la obesidad, se caracterizan por un perfil lipidico llamado Dislipemia
Aterdgena, haciendo referencia a la asociacion que existe entre las alteraciones de las
lipoproteinas que transportan lipidos en sangre y el desarrollo, progresién y desestabilizacion
(responsable de los eventos clinicos) de las placas de ateroma. Se define por niveles elevados
de particulas LDL pequefias y densas (sdLDL, small-dense LDL) frecuentemente con niveles de
LDL totales normales, elevacion de triglicéridos (Triglicéridos); y un descenso de la

concentraciéon plasmatica de HDL.

Un atractivo campo de interés para la investigacion de posibles dianas terapéuticas en
el campo de la arteriosclerosis, es pues, el metabolismo de las HDL (ya que en si, la funcion de
estas particulas estd ligada a su composicién en un momento dado, y ésta depende de en qué
momento de su ciclo metabdlico se encuentre), para que interviniendo de una manera
controlada sobre enzimas, proteinas reguladoras, receptores, etc... se pueda modificar la
historia natural de la placa de ateroma y el exceso de riesgo cardiovascular que conllevan la

diabetes y la obesidad.

Se ha demostrado que la proteinuria puede ser un marcador precoz del dafio que
ambas entidades (DM y obesidad) producen en el arbol vascular. Este dafio inicial se debe a
un trastorno en la barrera de filtrado (membrana glomerular). Se produce a nivel de los
podocitos y en estudios recientes se ha relacionado con la alteracidon o disminucién en la
expresiéon de una proteina estructural denominada Nefrina. Esta precocidad en conocer el
impacto de la diabetes y la obesidad en la pared vascular se podria correlacionar en el tiempo
con las alteraciones en el metabolismo de las HDL y comprender mejor la magnitud de las

modificaciones proaterogénicas que sufren estas lipoproteinas
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Estudiando en un modelo animal de enfermedad cardiovascular precoz, secundaria a
Diabetes y Obesidad (y por tanto asumiendo el papel fundamental que tienen las lipoproteinas
en la aterogénesis), el metabolismo tisular de las HDL, y modificando su curso natural con
intervenciones no farmacoldgicas (dieta) y farmacoldgicas (antagonismo de los receptores
PPAR y) se pueden conocer cdmo (a nivel histoldgico, bioquimico y transcriptémico) se altera
el metabolismo de las HDL desde las primeras etapas, en que ya la Diabetes y la Obesidad han
provocado dafio vascular. Utilizaremos para ello un modelo experimental animal con ratas
obesas y/o diabéticas (Ziicker) para estudiar los cambios de estos pardametros debidos a la
evolucidn de la enfermedad y valorar el efecto del tratamiento con un antagonista de la
angiotensina-ll (Telmisartan) que tiene también efectos moduladores del metabolismo lipidico
y de la glucosa (efecto PPAR-Y) comparado con un tratamiento basado en medidas higiénico-
dietéticas semejantes a las que se aplican de entrada a un paciente en la practica clinica

habitual (ejercicio y dieta hipocaldrica).

El receptor nuclear PPAR-y actla como factor de transcripcién de diversos genes
implicados en el metabolismo lipidico y la sensibilidad a la insulina. Ademas de favorecer la
captacién de Triglicéridos y la diferenciacién de adipocitos en el tejido adiposo blanco,
modulan la captacién de lipoproteinas aterogénicas y al flujo de colesterol en los macréfagos

arteriales (puntos clave en la progresion de la lesion aterosclerdtica).

El Telmisartan es un antagonista no peptidico, competitivo y altamente selectivo del
receptor AT1 de la Angiotensina Il (ARA-II) con eficacia para el manejo de la hipertensidn, que
ademas tiene actividad como agonista parcial de PPARy,y puede modular selectivamente la
expresion de genes diana de este factor de transcripcion. Esto, podria tener implicaciones

terapéuticas en la prevencién y el manejo de la arteriosclerosis.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal.

El objetivo principal serd valorar el algunos aspectos del metabolismo de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en una situacion patolégica marcadamente aterogénica
como es la diabetes asociada a obesidad, antes de la fase clinica de la enfermedad, aunque ya
con evidencia de disfuncién endotelial por aparicion de microalbuminuria. Conocer asi,
marcadores de precocidad de dafo vascular en el campo de los lipidos y su respuesta a la

intervencion dietética y farmacoldgica.

Objetivos Secundarios.

- Demostrar que las alteraciones de las HDL que se observan en la llamada
dislipemia aterdgena de los estados de Diabetes y Obesidad, son modificaciones
estructurales que se han producido por cambios en su metabolismo tisular desde

fases tempranas.

- Conocer algunas de esas modificaciones estructurales mediante el estudio del
higado, del plasmay de la orina.
o A nivel bioquimico (parametros séricos de lipidos, glucosa, propiedades
antiinflamatorias/antioxidantes de HDL).
o A nivel transcriptdmico, de elementos de la propia via del metabolismo del

HDL. En concreto las apoproteinas constituyentes, Apo A-l y Apo A-IV

- Ver cémo influyen las modificaciones farmacoldgicas (interviniendo sobre los
receptores PPARy) y no farmacoldgicas (dieta) en ese metabolismo y en la
estructura de las HDL.

- Valorar la aparicién y el seguimiento de la microalbuminuria (MAU) como signo o
marcador de lesion vascular y su relaciéon con los pardametros lipidicos de los

sujetos a estudio.
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MATERIAL Y METODOS
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1. EL PROYECTO. AMBITO DE TRABAJO

El proyecto sobre el metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y su relacidn
con el dafio endotelial y renal es una prolongacion de otro proyecto de investigacién que ya
estaba en marcha y contaba con fondos de la Beca Multidisciplinar del Departamento de
Ciencia y Tecnologia del Gobierno de Aragéon, PM010/2006, “Expresion de nefrina como
marcador de dafo renal en un modelo experimental de obesidad y diabetes mellitus tipo 2.
Efecto renoprotector de medidas higiénico-dietéticas y fdrmacos antiproteinuricos” cuyo

investigador principal es el Dr. Pablo Ifigo.

El lugar de la realizacidon del proyecto ha sido la Unidad Mixta de Investigacion en el
ambito del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza, el Instituto Aragonés de Ciencias de la
Salud y la Facultad de Medicina de la Universidad de Zaragoza. Las determinaciones
relacionadas con la oxidacién de lipoproteinas, el perfil lipidico y la cuantificacion de
apoproteinas se llevaron a cabo en el Departamento de Bioquimica y Biologia de la Facultad de

Veterinaria de Zaragoza dirigido por el Profesor Jesus de la Osada.

2. ANIMALES

Los animales de experimentacidén utilizados pertenecen a tres tipos de ratas de uso habitual en
numerosas lineas de investigacion biomédica sobre diabetes y obesidad y que representan las
caracteristicas de la poblacién humana a estudio:

— Ratas Sprague-Dawley (Grupo SD, n=5), que representan la poblacidon sana, sin

diabetes ni obesidad.

— Ratas Ziicker (Grupo Z, n=5) que representan la poblacién con obesidad, sin diabetes

mellitus.

— Ratas Zlicker obesas y diabéticas (Grupo ZDF, n=28). Dentro de este grupo se formaron

varios subgrupos:

o en dos de ellos dejamos evolucionar la enfermedad sin tratamiento. Grupos

Vehiculo o placebo (ZDFV n=8), y el grupo Control (ZDFC n=4).

o otro grupo fue el de las ratas sometidas a dieta hipocaldrica para valorar el efecto
de medidas higiénico-dietéticas sobre las lesiones en drganos diana; grupo Dieta

(ZDFD, n=8)
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oy un tercer grupo de ZDF tratado con Telmisartdn, un farmaco antiproteinurico,
antagonista de los receptores AT-1 de la Angiotensina-ll con demostrado efecto

agonista PPAR-gamma (ZDFT, n=8)

Los animales (machos) fueron suministrados por la empresa Charles River (Charles
River Laboratories International, Inc. USA). Llegaron al estabulario con 8 semanas de vida, unos
250gr. de peso aproximadamente, y fueron puestos en cuarentena durante 2 semanas. Se
mantuvieron en la Unidad Mixta de Investigacidon de la Universidad de Zaragoza (Animalario
registrado ES 50290012007), en jaulas de makroldn, transparentes y autoclavables, provistas
de tapa del mismo material con filtro (BIOSIS S.L.) El lecho estaba formado por un granulado de
madera con un tamafio de 1000 a 3000 micras obtenido de BedCo. Los animales estuvieron en
un microclima controlado, con una temperatura maxima de 232 Cy minima de 202 C, humedad
maxima del 60% y minima del 50% y con una relacién de ciclo luz-oscuridad de 12 horas para

cada una de las fases.

Los animales se manipularon de acuerdo a las condiciones sobre proteccién de los
animales utilizados para la experimentacidn y otros fines cientificos (Real Decreto 1201/2005)
siguiendo las recomendaciones del Comité de Etica para la Experimentacién Animal de la

Universidad de Zaragoza.

Las dietas normal (pienso estandar para mantenimiento segun el tipo de animal) e
hipocaldrica 30% fueron suministradas por la firma comercial Purina (Nestlé Purina PetCare
Espafia S.A) y el contenido de las mismas valorado por un veterinario experto en Nutricién que

colabora con la Unidad Mixta de Investigacién.

Las muestras de orina se recogieron tanto de orina de 24 horas como de muestras de
orina reciente de la mafana mediante el uso de jaulas metabdlicas.

La obtencidon de muestras sanguineas realizadas a lo largo del estudio fueron extraidas
bien de la parte proximal de la cola del animal (dorsal) o bien, si no era posible o la muestra
era escasa, por puncion femoral.

El ultimo dia del modelo experimental se mantuvo a los animales 18 horas en ayuno,
tras lo cual se les anestesioé con Fluorane liquido sol. inhalatoria 100% (Isoflurano) de Abbott

Laboratories +0, . Todo el procedimiento se realizo bajo anestesia.
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Se extrajeron muestras de sangre por puncién en vena cava, esta muestra inicial sirvié
para determinar los parametros bioquimicos de cada animal. Se realizd la extraccién de
muestras de tejido renal, hepdtico y grasa subcutdnea. Al final de la cirugia, se guardé tejido
muscular cardiaco y aprovechando esta extraccidn de tejido se procedié a la cardiectomia para
llevar a cabo el sacrificio del animal. Estas muestras se almacenaron congeladas a -70 °C hasta
el momento de su analisis. Otra parte del higado se conservé en formaldehido para analisis

histoldgicos. Por ultimo el animal se guardd en formaldehido conservandose a temperatura

ambiente.
Comienzo del estudio tras - Dieta estandar, hipocaldrica y telmisrtan Ayuno
periodo de cuarentena - Determinaciones analiticas semanas de 18h
(154d)
v
4 Tejidos Analisis
Sangre / \histol(’)gico
Pardmet / Analisis de expresion ,
arametros R !
Bioquimicos ; l,r"f# e e
,u"'r |" I/ / Anélisis proteico

Figura 16. Calendario y esquema general del disefio experimental del estudio.

L1174

La rata SD (Sprague-Dawley). Es una linea no endogadmica de rata albina usada de forma muy
amplia en investigacion. Su gran ventaja es su conducta calmada y la facilidad de manejo. Esta
raza fue criada por primera vez en 1925 en las granjas Sprague Dawley, Wisconsin, USA.

Se han usado en practicamente todos los modelos de investigacion biomédica
incluyendo toxicologia, modelos de terapia génica, de nutricidon, stress oxidativo, estudios de
conducta y de memoria, de stress psiquico, de dafio neuronal, etc... No son ratas obesas ni con
predisposicion a la diabetes. El peso medio de un adulto varia desde los 300 g de una hembra,

a los 520 g de un macho.
La rata Z (Ziicker). Estas ratas fueron criadas para ser un modelo genético de investigacion en

obesidad e hipertensién. Su nombre se lo deben a Lois M. Ziicker y Theodore F. Ziicker,

investigadores pioneros en la genética de la obesidad. Existen dos tipos de ratas Ziicker: la rata
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delgada con el rasgo dominante o heterocigoto (Fa/Fa; Fa/fa), y la caracteristicamente rata
obesa, que es en realidad la portadora del rasgo recesivo en homocigosis (fa/fa) para la
mutacion fa en el dominio extracelular del receptor del receptor de leptina, capaces de llegar a
pesar mas de 1000 gramos y duplicar su peso. Las ratas Zlicker obesas tienen altos niveles de
lipidos y colesterol sangre, son resistentes a la accién de la insulina sin llegar a ser
hiperglucémicas, y ganan peso por el aumento tanto el nimero como el tamafo de los
adipocitos. Esta obesidad esta vinculada a su naturaleza hiperfagica, si bien las caracteristicas
metabdlicas mencionadas no se pueden explicar completamente por la cantidad de comida
que ingieren.

La contribucidon mas valiosa de la rata Ziicker ha sido el ser utilizada como modelo de
obesidad precoz (hiperplasica e hipertréfica), y poder estudiar aspectos como la etiologia, los

mecanismos, las patologias asociadas y el tratamiento de la obesidad".

La rata ZDF (Ziicker Diabetic Fatty; Rat ZDF-Lepr’/Crl). Es un modelo de rata endogamico que,
a través de mutaciones génicas (mutaciéon fa en el dominio extracelular del receptor de
leptina) y una dieta especifica, desarrolla diabetes tipo 2 y sus complicaciones de una forma
muy similar a los humanos. Sélo unas pocas lineas de ratas Ziicker obesas (fa/fa) muestran
tanto resistencia a insulina como hiperglucemia y diabetes, cridndose de forma separada al
resto, para conseguir un modelo de obesidad y de diabetes no insulinodependiente.
Alimentados con una dieta Purina LabDiet® 5008 los homocigotos recesivos ZDF
machos (fa/fa) desarrollan obesidad, hiperlipidemia, hiperglucemia postpandrial y finalmente
diabetes mellitus a las ocho semanas de vida si en su dieta existe al menos un 6.5% de grasa.
En su estado prediabético, el macho ZDF, inicialmente experimenta un incremento en su
insulinemia basal y en la concentracion de acidos grasos libres. Una vez se desarrolla
hiperglucemia (entre las 8 y 10 semanas), se colapsa la secrecion de insulina y se convierten en
diabéticos’. Las cepas homocigotas dominantes (+/+) y las heterocigotos (fa/+), permanecen

normoglucémicas’.

1.ILAR Journal 1990 V32(3). New Rat Models of Obesity and Type Il Diabetes
2.Diabetes 1995 Dec;44:1447-57. Evolution of beta-cell dysfunction in the male Ziicker diabetic fatty rat.
3.Proc Soc Exp Biol Med 1983 May;173:68-75. The diabetic Zlicker fatty rat.

3. LA DIETA

Todos los grupos desde su recepcién y a lo largo del estudio, salvo el de ratas ZDF con

restricciones dietéticas (ZDF D), recibieron una dieta estandar normal para ratas de laboratorio
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Purina LabDiet® 5008 diet y agua, ad libitum. El grupo de intervencion dietética recibié una
dieta hipocalérica con un 30% menos de calorias pero con una distribucion similar de estas
(27% proteinas, 57% carbohidratos, 16% grasa). Este tipo de dieta estandar es el aconsejado
por el suministrador de los animales, que de forma consistente ha sido ampliamente utilizada

para caracterizar el desarrollo espontaneo de diabetes en la rata ZDF.

Peso Calorias

Proteinas 23% Proteinas 26,8%
Carbohidratos 58,5% Carbohidratos 56,4%
Grasa 6,5% Grasa 16,7%

- AG saturados (2,51%), monoinsaturados (2,32%)

Fibra

“Ash” /Minerales 8,0%

Tabla 7. Distribucion porcentual por peso y calorias

4. DOSIFICACION DE FARMACOS ANTIPROTEINURICOS (Telmisartan)

El Telmisartan fue proporcionado por el propio fabricante del farmaco (Boehringer-
Ingelheim Pharmaceuticals, Inc., USA) en forma de principio activo puro. La dosis a la que fue
suministrado, segin datos recogidos de la bibliografia, era de 1,5 mg/Kg de peso v.o. Se
siguieron las recomendaciones del fabricante diluyendo el farmaco (polvo) en 1IN NAOH y
posteriormente en agua y HCL para pH 7.4. Las dosis se administraban cada 24h, por la
mafiana, para asegurar que los animales ingerian toda la cantidad de solucién que se les

suministraba

5. PARAMETROS SERICOS Y DE FUNCION RENAL

Se analizaron parametros biogquimicos habituales como glucosa y creatinina en suero (mg/dL),
y creatinina y albumina (mg/dia) en muestra de orina reciente y orina de 24h, recogidas

mediante el método de la jaula metabdlica.

Albuminuria de 24h

Se utilizd un kit de ensayo immunoenzimatico Rat Albumin EIA kit (SPI bio, Société de

Pharmacologie et d'Immunologie — BIO. 2, rue du Buisson aux Fraises Z.1l. de la Bonde F-91741 -
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Massy Cedex France) para determinacidon de la concentracidon de albumina en orina de 24h
que previamente se habia recogido en jaula metabdlica.

Este ensayo immunoenzimatico (EIA) se basa en la competencia entre la albimina no
marcada y la acetilcolinesterasa (AChE) unida a albumina de rata (actia como trazador) para
sitios especificos y limitados de antisuero de conejo anti-albumina de rata. Como se muestra
en la figura, el complejo antisuero de conejo anti-alboumina (albumina libre o el trazador) se
une a anticuerpos monoclonales de ratén anti-conejo que se encuentran adheridos a las
placas. Posteriormente estas son lavadas y se afiade Reactivo de Ellman’s (sustrato enzimatico
para AChE y cromdgeno) a la muestra. El trazador AChE actua sobre el Reactivo de Ellman’s
para producir un compuesto amarillento. La intensidad del color (determinada por
espectrofotometria) es proporcional a la cantidad de trazador unida e inversamente

proporcional a la cantidad de albumina libre presente.

Wells coated with reading
mouse IgG against rabbit
AChE AChE
+ A

T rat albumin antiserum

Il free rat albumin
(standard or sample)
Ellman's reagent
AChE

. rat albumin tracer

Immunological reaction washing
AChE AChE AChE AChE
Incubation
AChE — >
h = |

Creatinina en suero y orina. Albumindria en muestra reciente:

Se utilizé el kit de ensayo colorimétrico QuantiChromTM Creatinine Assay Kit (DICT-500)
(BioAssay Systems - 3423 Investment Boulevard, Suite 11, Hayward, CA 94545, USA), para los
tres tipos de muestra. Estd disefiado para medir creatinina/albimina directamente en
muestras bioldgicas sin tratamiento previo. Basado en el método Jaffe utiliza picrato que

forma un compuesto rojizo con creatinina. La intensidad del color, medida a 510 nm, es
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directamente proporcional a la concentracidn de creatinina en la muestra. Esta concentracion

se calcula:
[Cr] = (ODmuestra5-ODmuestral/ODstd5-ODstd1) x [STD] (mg/dL)

en donde OD 1y 5 son valores de la muestra y de un estandar para OD510 nm en los minutos

1y5

6. LiPIDOS Y LIPOPROTEINAS

Determinacion del colesterol total en plasma

La determinacidon cuantitativa de colesterol total se realizd previa hidrdlisis de los
ésteres de colesterol mediante la colesterol esterasa y posterior oxidacién del colesterol por la
colesterol oxidasa. El perdxido de hidréogeno liberado se utilizd para formar una quinona

coloreada cuya absorbancia maxima es a 500 nm

Colesterol +0, Colesterol oxidasa  Colest-4-en-Ona + H, 0,

»
»

2H,0, + 4-aminoantipirina + p-hidroxibecenosulfonato

peroxidasa

Quinoneimina coloreada + 4 H,O0

Para efectuar la reaccién, se incubaron 2 pul de muestra y 100 pl de reactivo durante 30
minutos a temperatura ambiente para asegurar que las reacciones se hubieran completado. En
cada placa se incluyeron un blanco, un calibrador de colesterol de 200 mg/d| de concentracion,
un control interno de calidad para verificar la reaccién (Cardiolipid Control Level 1 de Sigma)y
las muestras, todos ellos por triplicado. La lectura de las absorbancias se llevé a cabo en un

lector de ELISA Multiskan equipado con un filtro de 492 nm.

Determinacion del colesterol HDL

Determinacidn colorimétrica del colesterol HDL
El colesterol HDL se determind por el método enzimdatico descrito anteriormente
después de la precipitaciéon de las particulas que contenian la apolipoproteina B con acido

fosfotlngstico-MnCI2 (Roche, Barcelona). La precipitacion se llevé a cabo con PBS, plasma vy
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reactivo precipitante en una proporcién 1:1:5 mezclando y dejando actuar durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Posteriomente se centrifugd durante 7 minutos a 13000 rpm y se
recogié el sobrenadante. Para efectuar la reaccidn se mezclaron 15ul de muestra y 50 ul de
reactivo dejando actuar 30 minutos a temperatura ambiente para asegurar la completa

reaccion.

Determinacion fluorimétrica del colesterol HDL

Mezcla de reaccion

Enzimas: Peroxidasa de rdbano (HRP) 1U/ml, colesterol oxidasa 1U/ml y colesterol esterasa 0,1 uM
Amplex Red (ARr) 150 uM (Molecular Probes)
Tampodn 1x
Agua destilada y desionizada (ADDE)
Procedimiento

Se realizd una recta patron de colesterol en un rango de 1,25 a 10uM. En cada placa se
afiadieron 50ul de los estdndares de colesterol y de las muestras diluidas 100 veces
(sobrenadante resultante de la precipitacidon del plasma con el reactivo precipitante) y 50ul de
la mezcla de reaccién. Se incubd 30 minutos a 372 Cy se midid la fluorescencia usando un filtro
de excitacion de 550 nm y un filtro de 595 nm para la emisidn, se corrigié restando la
fluorescencia del blanco y se interpolé en la recta de calibracién realizada con los estandares

de colesterol.

Determinacidn de triglicéridos totales en plasma

Esta determinacidn se realizé siguiendo el protocolo de Roche en placa de 96 pocillos
basado en la hidrdlisis enzimatica de los triglicéridos y la determinacion subsiguiente del
glicerol formado en una reaccién colorimétrica. Para determinar la concentracion de
triglicéridos se utilizé un lector de ELISA Multiskan con un filtro de 492. En cada placa se
incluyeron un blanco, un control interno de calidad para verificar la reaccidon (Cardiolipid
Control Level 1 de Sigma) y las muestras, todos ellos por triplicado. Se incluyé también una
recta de calibrado con 7 puntos por duplicado en el rango de concentraciones de 0,1 a 3mM.
La recta de calibrado fue lineal hasta 3mM y se prepard a partir de diluciones sucesivas de la
solucion 6mM de glicerol en agua. Para los valores superiores a 3mM las muestras se diluyeron
para conseguir que los valores quedasen dentro del rango de linealidad de la recta de
triglicéridos. Para efectuar la determinacién se mezclaron 2ul de muestra y 100 ul del reactivo
dejando actuar 30 minutos a T2 ambiente para asegurar que la reaccion se hubiera

completado.
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Triglicéridos +3H,0 lipasa Glicerol + Acidos grasos

>
Glicerol + ATP Glicerol quinasa Glicerol-3-fosfato+ ADP
>
Glicerol-3-fosfato+02 glicerol-3-fosfato Dihidroxiacetona-fosfato + H,0,

deshidrogenasa

4-aminofenazona + 4-clorofenol + H,0,

peroxidasa

4-(p-benzoquinona-monoimino)- fenazona + H,0 + HCl

Separacion de lipoproteinas por cromatografia liquida de gel de filtracidn

Reactivos
Tampon de elucion PBS pH 7,4 (NaCl 136mM, KCl 0,2g/l, Na2HPO4 1,44g/] y KH2P0O4 0,24 g/|).
Tampdn de almacenamiento PBS pH 7,4, 0,1% NaN3 .
Columna cromatogrdfica HR 10/30 (GE Healthcare).
Matriz Superose 6B (GE Healthcare).
Equipo de FPLC (GE Healthcare).
Colector de fracciones (GE Healthcare).
Tubos Centricon n® 10 (Amicon Inc. Beverly, MA, USA).
Procedimiento

La cromatografia en gel se utilizé para separar las lipoproteinas segin su tamanio. La
matriz de la columna estad formada por pequefias esferas porosas formadas por un polimero
entrecruzado de agarosa, con poros de tamafio seleccionado para un rango de separacion
6ptima de 5x103-5x106 de peso molecular. Esto permite la entrada de proteinas de un cierto
tamafio las cuales son retenidas temporalmente, mientras que las moléculas mayores no
pueden penetrar y son eluidas mas rdpidamente. La salida de las proteinas de la columna
cromatografica se detecta normalmente por absorcidn de la luz, a una longitud de onda de 280
nm. Debido a la composicidon de sus aminodacidos, las proteinas absorben dicha radiaciéon y
utilizando un espectrofotémetro se puede detectar las proteinas eluidas en la cromatografia.
Los datos se registran en lo que se denomina diagrama de eluciéon indicando la posicién de las
proteinas que se han separado. Después pueden realizarse estudios de actividad bioldgica,

enzimatica, etc. de las proteinas fraccionadas.
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Calibrado de la columna

Para calibrarla fue necesario el calculo del volumen de vacio de la misma, volumen que
rodea a las bolitas del gel y es el Unico accesible a las moléculas grandes o excluidas y el cdlculo
del volumen total accesible sdlo para moléculas muy pequenas y que seria la suma del
volumen de vacio y del volumen del gel. Para ello se utilizaron azul dextrano (Pm 2.000.000) de
Pm tan elevado que es excluido de la columna y ferricianuro potasico (Pm 329) que penetra en

cualquiera de los poros del gel.

Analisis del perfil lipoproteico

Para analizar el perfil lipoproteico del plasma, se cargaron 100 ul de muestra procedente
de un pool de los animales de cada grupo en la columna. La filtracién se realizd con un
volumen de flujo de 0,3 ml/min y se recogieron fracciones de 0,5 ml en un colector. El
colesterol contenido en cada una de las fracciones lipoproteicas obtenidas se cuantificé segun
el método del apartado lll.4.a o b pero utilizando un volumen de muestra de 100 ul ya que las
muestras se habian diluido al pasarlas por la columna. Las fracciones fueron concentradas por
centrifugacién mediante tubos Centricon 10 anotandose el volumen final y cuantificandose la

concentracion proteica por el método de Bradford.

7. DETERMINACION DE APO A-1Y APO A-IV

Determinacion de la concentracidon plasmatica de apolipoproteinas mediante técnica de
immunoenzimatica (ELISA)

Reactivos

Tampon fosfato salino: PBS (pH 7,4) (NaCl 136mM, KCl 0,2g/I, Na2HPO4 1,44g/| y KH2P0O4 0,24 g/l)
Tampdn de bicarbonato 0,2 M (pH 9,6)

Tampdn de dietanolamina al 10% en MgCl2 0,5mM (pH 9,8)

TPBS: PBS con Tween 20 al 0,2% (pH 7,4)

Solucion de bloqueo: PBS con leche en polvo desnatada al 5% (pH 7,4)

Placas de 96 pocillos de poliestireno MAXISORP (Nunc)

Solucion de revelado: p-nitrofenilfosfato al 0,1% en tampdn de dietanolamina.

Anticuerpos primarios: Inmunoglobulina anti apoA-I de ratén generada en conejo ref K23001R
(Biodesign, Saco, ME), inmunoglobulina anti apoA-IV de raton generada en cabra (Santa Cruz
Biotechnology).

Anticuerpos secundarios: Inmunoglobulina anti IgG de conejo unido a fosfatasa alcalina (Sigma),

inmunoglobulina anti IgG de cabra unido a fosfatasa alcalina (Sigma)
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Procedimiento

Las diluciones del plasma total utilizadas para cada ensayo fueron las siguientes:
DILUCION MUESTRA AC PRIMARIO AC SECUNDARIO

APOA-I 1/25.000 1/800 1/10.000

APOA-IV 1/20.000 1/500 1/5.000

Se dispusieron 100 pul de la muestra diluida en tampdn bicarbonato por pocillo y se
incubaron toda la noche a 42 C. Se invirtié la placa para eliminar la muestra no fijada y se
afiadieron 200 pl/pocillo de la disolucion de bloqueo y se dejé agitando a temperatura
ambiente durante 30 min. Posteriormente se hizo un lavado para eliminar el bloqueo. Se
afiadieron 200 pl/pocillo de TPBS dejandolo 5 minutos con agitacidén a temperatura ambiente
repitiendo tres veces el proceso. Posteriormente se afiadieron 200 pl por pocillo del
anticuerpo correspondiente diluido en TPBS dejandolo actuar durante 1h 30 min a 372 C. Una
vez terminada la incubacién se realizé un lavado igual que el anterior. A continuacién, se
incubd con 200 pl/pocillo de anticuerpo secundario unido a fosfatasa alcalina diluido en TPBS
durante 1h 30 min a 372 C. Una vez realizado el lavado se afiadieron 200 pl/pocillo de la
solucidn de revelado, preparado extempordaneamente, dejando que se formara color durante
30 min. Se detuvo la reaccion afiadiendo 50ul de NaOH 1M en cada pocillo y tras 10 min en
agitacién para estabilizar el color y permitir que desaparecieran las burbujas se midié la

absorbancia a 430 nm utilizando el SPECTRAfluor Plus (Tecan).

Aislamiento de RNA

Reactivos

Agua tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC) 0,05% (v/v), dejar que actue el DEPC durante una noche y
posteriormente autoclavar durante 1 hora a 1 atmdsfera.

Tris/HCl 1 M (pH 8).

Na2EDTA 0,5 M (pH 8.0).

Solucién de Etanol al 75%.

10xTBE: Tris base 0,9 M, EDTA 0,5 M (pH 8,0), dcido bérico 0,9 M.

IXTE (pH 8,0): Tris/HCl 10 mM, (pH 8), EDTA 1 mM (pH 8.0).

Tampon de carga de RNA: Azul de Bromofenol 0,25% (p/v), Xileno de cianol 0,25% (p/v), Glicerol 50%
(p/v) EDTA 1 mM.

Reactivo de extraccion de RNA: Tri-Reagent (Sigmal).

Cloroformo.

Isopropanol.

Procedimiento
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Antes de comenzar la extraccién de RNA, se debe esterilizar todo el material y trabajar
con guantes para conseguir una atmédsfera lo mas limpia posible y libre de RNasas que
degradarian el RNA.

Las muestras de higado se transportaron en viales dentro de nitrégeno liquido o nieve
carbodnica para evitar la degradacion del RNA. Con unas pinzas estériles, se tomd una alicuota
del tejido de aproximadamente 100 mg y se introdujo inmediatamente en un tubo de cristal o
polipropileno estéril que contenia 1 ml del reactivo de extraccion. Se homogeneizd
inmediatamente y se dejé 5 minutos a temperatura ambiente, transfiriéndolo a continuacion a
un tubo tipo Eppendorf. A cada tubo se le afiadieron 200 pl de cloroformo, se agitaron
vigorosamente por inversién y se dejaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuaciéon se centrifugaron durante 20 minutos a 13000 rpm y 42 C recogiéndose la fase
superior acuosa en un nuevo tubo, a la que se le afiadié 0,5 ml de isopropanol. Se mezcld bien
y se dejé a temperatura ambiente durante 7 minutos, pasados los cuales se centrifugd 15
minutos a 13000 rpm y 42 C. Posteriormente, se elimind con cuidado el sobrenadante y se lavo
el precipitado con 1 ml de etanol al 75%, centrifugando de nuevo durante 5 minutos a 13000
rpm y 42 C para adherir el precipitado. Se decantdé de nuevo el sobrenadante y se dejd secar el
precipitado resuspendiéndolo después en 100 ul de agua tratada con DEPC.

La concentracion de RNA, se determind midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro a 260 y 280 nm, de tal modo que la relacién 260/280 debe ser superior a
1,7 para tener un RNA libre de proteinas. La concentracion del RNA se calculé teniendo en
cuenta que 1 A260= 40 pg/ml. La calidad del RNA se verificé mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1% en 1xTBE con bromuro de etidio poniendo en cada pocillo 500 ng de la
muestra. El resultado se visualizé en un transiluminador de UV. Las muestras se almacenaron a

-70°C.

Cuantificacion del RNAm por RT-qPCR
Tratamiento con DNasa

Mezcla de reaccion (50ul)

1 ul de Turbo Dnase AMBION

0,1 volumenes de Turbo Dnase Buffer (5 ul)

0,1 volumenes de Dnase Inactivation Reagent (5 ul)
Agua libre de RNasas

Procedimiento

Para eliminar el posible DNA gendmico contaminante se traté el RNA con la enzima

TURBO DNAse de AMBION (AMBION Inc. Austin, TX, USA). Para ello, el volumen
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correspondiente a 5ug de RNA total, medido espectrofotométricamente, se completé con
agua libre de RNasas hasta un volumen de 39 pl. Se afiadié 1 ul de la Dnasa (TURBO DNAse) y 5
ul del buffer de reaccidon (TURBO DNAse buffer). La mezcla se agitd suavemente y se incubd a
372 C durante 30 minutos. La inactivacion de la enzima se produjo anadiendo 5ul del
inactivador obteniéndose un volumen final de 50 pl, se mezclé bien y se dejé incubar 2
minutos a temperatura ambiente agitando dos o tres veces durante el proceso. Tras la
incubacién se centrifugd la muestra a 10.000g durante 1,5 minutos, el sobrenadante que
contenia el RNA limpio se transfirié a un tubo limpio con cuidado de no arrastrar restos del
pellet donde se encuentra el inactivador ya que podrian interferir en posteriores reacciones

enzimaticas.

Retrotranscripcidn. Obtencion de cDNA

Mezcla de reaccién inicial

1 ul Random primers 50ng/ul (Invitrogen).

1 ul dNTP mix 10mM (Invitrogen).

Volumen correspondiente a 500ng de RNA limpio con el kit Turbo Dnase Free.

Agua hasta un volumen final de 12 ul.

Se incuba la mezcla a 652 C durante 5 minutos y se enfria inmediatamente en hielo. Se recoge el
contenido del tubo por centrifugacion y a continuacion se afiade la siguiente mezcla:

Mezcla de reaccion de retrotranscripcidn

4 ul 5X First-Strand Buffer (Tris-HCl 250 mM (pH 8,3 a temperatura ambiente), KCl 375 mM, MgCl2 15
mM) (Invitrogen).

2 ul 0,1 M DTT (Invitrogen).

Se agita suavemente y se incuba a 25 2 C durante 2 minutos y se afiade la enzima retrotranscriptasa :

1 ul SuperScript™ Il RT (200 U/ul). (Invitrogen).

Se incuba a 25 2 C 10 minutos, 42° C durante 50 minutos y finalmente se inactiva la reaccion calentando

a 702 C durante 15 minutos.

Preparacion de la reaccion de Real Time PCR (PCR a tiempo real)

Se utilizaron cantidades iguales de RNA /cDNA en el andlisis cuantitativo por real time
PCR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el kit comercial Platinum SYBRGreen
gPCR Supermix—UDG (/nvitrogen, Madrid, Spain) y se preparo la siguiente mezcla de reaccion:

12,5 ul de Supermix UDG
0,5 ul de ROX (50x)
9 ul de agua estéril para uso en PCR

0,5 ul de primer directo
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0,5 ul de primer reverso

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados fueron las siguientes:
Apoal-directo, 5-GCT GAA CCT GAA TCT CCT GGAA-3’

Apoal-reverso 5-ACT AAC GGT TGA ACC CAG AGT GTC-3’;

Apoa4-directo, 5°- ACCCTCTTCCAGGACAAACTTG -3’

Apoa4-reverso 5- CCTTGGTTAGATGTCCACTCAGTTG -3

Ciclofilina B directo, 5'- GGA GAT GGC ACA GGA GGAA-3’

Ciclofilina B reverso 5°-GTA GTG CTT CAG CTT GAA GTTCTC AT-3’

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador ABI PRISM 7700 Sequence
Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA) siguiendo el protocolo estandar. La cantidad

AACt

relativa de todos los RNAms se calculd usando el método comparativo 2-"" . La ciclofilina B se

utilizé como control interno de referencia.

8. ENSAYOS DE OXIDACION DE LIPOPROTEINAS (DCF)

Se estudié la capacidad de las HDL de prevenir la formacién e inactivar fosfolipidos
oxidados mediante el método de la diclorofluoresceina. Es un método rapido que no precisa
cultivos celulares para analizar la capacidad de HDL para prevenir la formacion o inactivar
fosfolipidos oxidados. EI compuesto diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) (Sigma) emite
fluorescencia al reaccionar con especies reactivas del oxigeno. En este ensayo un sustrato
oxidable (LDL) es incubada junto con DCF y transcurrido un tiempo se mide la fluorescencia
que la oxidacion de las LDL ha producido sobre el DCF. Las HDL al evitar la oxidacidn de la LDL

evitan también la aparicion de la fluorescencia, pudiendo medir asi su capacidad antioxidante.

Reactivos y procedimiento: diclorofluoresceina, 25 ug palmitiol, araquidonil-fosfatidil colina

(Avanti), 1 ug de acido hidroxiperoxioctadecadienoico (Cayman) se mezclan con 25 ul de HDL
preparadas por FPLC. Se incuban a temperatura ambiente durante 8 horas en la oscuridad. La

lectura de fluorescencia se lee con excitacién a 485 nm y la emisidon se recoge a 530 nm.

El ensayo se realizd en microplacas de fluorimetro negras (Nunc) con 3 ug de apoB de LDL,
2 nmoles de fosfolipidos de HDL y 2 pug de DCF por pocillo en salino con 0,02% de azida en un
volumen final de 150 pL. Después de un tiempo de incubaciéon de 3 h a 372C se midié la

fluorescencia con A de excitacion de 485 nm y A de emisidon de 530 nm.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Se estudiaron las diferencias en los valores medios obtenidos a lo largo de las mediciones

efectuadas en las semanas 10, 14 y 19 o al final en las variables analizadas.

Se obtuvieron en primer lugar los estadisticos descriptivos: la media, como indice de
tendencia central por tratarse de variables cuantitativas; la desviacion tipica, como indice de
variabilidad o de dispersion; el error tipico de estimacién del estadistico; el valor minimo y el

valor maximo.

Para el analisis comparativo, inicialmente se decidid, tras comprobar el supuesto de
homogeneidad de las varianzas necesario para la aplicaciéon de métodos paramétricos de
contraste de medias, realizar un ANOVA para muestras independientes de un solo factor y de
efectos fijos para cada una de las variables medidas. Después, utilizando la prueba post-hoc de
Tamhane de comparaciones multiples sin asumir el supuesto de homogeneidad de las

muestras, averiguar entre qué grupos se daban estas diferencias cuando las hubiera.

Dado que en la prueba de homogeneidad de varianzas realizada sélo unas pocas de las
variables del estudio cumplian dicho supuesto, se decidié utilizar los estadisticos robustos de

igualdad de medias para el andlisis comparativo, en concreto el test de Brown-Forsythe.

Estos andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa SPSS15 (SPSS Inc.) para PC.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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La obesidad y la diabetes, que en muchos casos se asocian, son estados de resistencia
a la insulina que generan una considerable morbilidad y mortalidad, principalmente por
enfermedades cardiovasculares que derivan de ambas situaciones, directa e indirectamente
tanto por los trastornos metabdlicos a nivel lipidico (dislipidemia aterégena) e
hidrocarbonado, como por un estado de inflamacidn crdnica y disfuncidon endotelial sistémica
que predispone a la arteriosclerosis.

En los ultimos afios, ha aumentado de forma considerable la prevalencia de estas dos
entidades patogénicas con una cada vez mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares,
y unas estimaciones para el futuro que han adoptado dimensiones de verdadera epidemia. Por
tanto ya no se trata Unicamente de un manejo terapéutico de las complicaciones mencionadas
(enfermedad coronaria, cerebrovascular, renal, etc...) sino de abordar de forma preventiva no
soélo la incidencia de obesidad y diabetes, sino los trastornos y alteraciones metabdlicas
iniciales que posteriormente, a modo de cascada de eventos sucesivos, generan una serie de
cambios que afectan a la regulacién de la correcta homeostasis de multiples érganos; desde la

expresion génica a la disfuncion sistémica.

Las rata Zicker obesa (fa/fa) es un modelo animal ampliamente utilizado para el
estudio de la obesidad en humanos, con el rasgo fa recesivo en homocigosis que resulta de
una mutacién génica en el receptor de la leptina. Estos animales no presentan hiperglucemia,
aunque si la mayoria de las caracteristicas de la diabetes mellitus no insulinodependiente
como la hiperinsulinemia, la resistencia insulinica, la intolerancia a la glucosa e hiperlipidemia.
El rasgo fa/fa provoca también hiperfagia, siendo en parte responsable de los rasgos
mencionados.

Por su parte las ratas Ziicker obesas y diabéticas (ZDF/Gmi-fa), que derivan de la
reproduccion controlada de una linea de ratas Zlicker obesas que desarrollaron hiperglucemia,
mantienen ademas las caracteristicas de la obesidad asociada a la diabetes mellitus no
insulinodependiente (NIDDM) en humanos (principalmente los machos, con una aparicién de
las diferentes alteraciones metabdlicas mas predecible). En estos animales la hiperglucemia se
desarrolla entre las 7 y las 9 semanas de edad, precedidos del desarrollo de obesidad y
resistencia a la insulina, primero, con niveles de insulina normales, luego elevados y finalmente
disminuidos sobre las 20 semanas de edad (de una forma similar a la pérdida progresiva de
respuesta insulinica a la glucosa que se observa en la NIDDM). Estos animales también
desarrollan neuropatia y retinopatia diabéticas, asi como proteinuria y glomerulosclerosis focal

espontdnea que deriva finalmente en fallo renal.
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Son multiples los abordajes que se estan realizando en el campo de la obesidad y la
diabetes. Uno de ellos se desarrolla en el ambito del metabolismo lipidico y la dislipidemia
aterdgena, por sus implicaciones directas con el desarrollo de arteriosclerosis. Las
lipoproteinas de alta densidad tienen un papel muy importante en la homeostasis de
lipoproteinas y colesterol, como parte de un sistema que almacena y utiliza los lipidos segun
necesidad, expulsando los excesos en situaciones normales, pero también evitando la
inflamacién y la oxidacidn de otras lipoproteinas en situaciones patoldgicas, el depdsito y

acumulo subintimal de estas y la formacioén de la placa de ateroma.

Con el modelo que se presenta en este estudio se queria hacer una caracterizacion del
perfil lipidico y lipoproteinas con especial interés en las HDL (expresion de apo Al, efectos
sobre la oxidacion de LDL mediante ensayo con DCF) en un estadio muy precoz de enfermedad
vascular como es el desarrollo de microalbuminuria, punto comun de todos los elementos del
sindrome metabdlico, y sefial de alarma sobre la funcidn endotelial y el riesgo de progresidn
de enfermedad renal y cardiovascular.

El hecho original de este estudio frente a otros que ya habian explorado lipidos,
lipoproteinas, dafio en la barrera de filtracién glomerular y progresion de nefropatia, etc... en
ratas ZDF, es la utilizacién de una dieta hipocaldrica y un farmaco agonista de PPARy como el
Telmisartan para valorar su efecto en las fases precoces de la albuminuria y la dislipemia
aterdgena. Ambas son estrategias de la terapéutica habitual en muchos pacientes con
hipertension arterial, diabetes y enfermedad renal crdénica, incidiendo en la finalidad clinica

con potencial utilidad en personas que tiene este proyecto, aun utilizando un modelo animal.
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SEGUIMIENTO DEL INCREMENTO DE PESO EN LOS DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES:

Figura 17. Incremento medio de peso
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Tabla 8. Incremento de peso medio
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
Diferencia SD 5 132,8 34,9 87,0 171,1
peso z 5 187,5 35,4 154,9 239,6
ZDFT 8 119,9 62,1 52,5 237,5
ZDFV 8 76,8 ° 22,2 46,6 104,1
ZDFC 4 64,9 *° 6,0 59,8 72,4
ZDFD 8 158,5 13,8 138,3 175,0
Total 38 123,8 52,9 46,6 239,6

Los datos se muestran como medias (g), desviacion tipica y valores minimo y maximo. Se utilizé el test de Brown-
Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones
multiples. Existen diferencias significativas en la concentracion plasmatica de colesterol en funcién de los distintos

tratamientos, p< 0.05 (*versus Z, ® versus ZDFD)

Existen diferencias significativas entre los incrementos de unos grupos y otros cuando
comparamos las medias de esos incrementos en las 19 semanas. Dichas diferencias se dan

entre el grupo Z y los grupos ZDFV y ZDFC siendo significativamente mayor el incremento de

89



peso para el grupo Z. Del resto es significativa también la diferencia entre los incrementos
ZDFCy ZDFD, siendo mayor el incremento en este ultimo grupo. Entre ZDFV y ZDFD, aunque no
se llegue al grado de significacion, la tendencia de la grafica muestra un mayor incremento de

peso en el grupo dieta controlada.

Si consideramos que el peso pueda ser un indicador de obesidad (como lo hacemos en
humanos cuando medimos el IMC), es un resultado poco esperable (si acaso las ratas con dieta
hipocaldrica, asi como las obesas no diabéticas y por supuesto las SD, deberian tener un peso
inferior a las otras ZDF). Sin embargo si consideramos la obesidad como exceso de adiposidad
(hecho que explica mucho mejor todos los cambios metabdlicos que ocurren), que el peso de
SD, Z y ZDFD sea mayor puede ser simplemente debido a la relacién entre materia

magra/grasa y a un catabolismo acelerado en diabéticos.

Corsetti y colaboradores®** observaron que en el caso del grupo de ratas macho (que
desarrollaban hiperglucemia incluso con dietas con bajo contenido calérico), el peso disminuyd
con los aumentos en contenido graso de la dieta, en los diversos momentos de medicidn
aunque sin diferencias estadisticamente significativas. Esta tendencia a un menor peso (o0 a un
incremento menor de peso) con dietas mas caldricas y con glucemias significativamente mas
elevadas para cada uno de los grupos en las diferentes semanas de vida, les sugeria que estaba
en relacion con un estado catabdlico severo, asociado con el desarrollo mas precoz y severo de

diabetes™.

En otro estudio anterior, Ohneda y colaboradores®®, observaron que el grupo de ratas
ZDF con acceso libre a una dieta sin restricciones, a medida que desarrollaban hiperglucemia la
diferencia inicial de peso (al principio la diferencia de peso a favor de las obesas-diabéticas es
muy evidente) frente a un grupo de ratas delgadas iba disminuyendo, apuntando a esa menor
ganancia de peso en diabéticos descontrolados (y una ganancia progresiva en el resto de los

grupos).

La intervencion con farmacos antidiabéticos con actividad moduladora de PPARy en

ratas ZDF (tiazolidinedionas, y una agonista experimental) en el estudio de Upton y

201

colaboradores™" también provocaba un mayor incremento del peso durante el seguimiento.
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Asi, nuestro grupo de intervencidon con dieta hipocaldrica, que desarrolla menos
hiperglucemia que los grupos vehiculo y control, muestra un incremento de peso mayor que
estos y similar a las ratas delgadas y a las obesas no diabéticas.

Los resultados de la comparaciéon de ganancias de peso medias de ratas obesas y
obesas diabéticas con y sin tratamiento farmacolégico (agonismo PPARYy), frente a un grupo de
ratas delgadas control de este estudio es muy similar al que podemos observar en nuestro

estudio con el grupo Telmisartan.

Este hecho hay que separarlo del que se ha observado en pacientes diabéticos en
tratamiento con algunas tiazolidinedionas (no otros farmacos con actividad PPARy como
Telmisartan), que incrementan el peso por retencién de agua®®

En personas, el peso no es el mejor indicador de obesidad, con o sin diabetes asociada,
como se ha demostrado en numerosos estudios, si bien en muchos casos puede ser suficiente.
Actualmente se sigue definiendo y categorizando la obesidad por medio del peso, en concreto

2% Sin embargo el IMC no refleja

relacionado con la altura, el indice de masa corporal o IMC
aspectos de la obesidad como el exceso de riesgo cardiovascular y la mortalidad porque no es
un buen indicador de adiposidad ni de arteriosclerosis. Diversos estudios epidemioldgicos
relacionando eventos cardiovasculares y mortalidad con obesidad han dado resultados
equivocos, con asociaciones lineales, en forma de J, de U... etc, e incluso inexistentes. En todos
estos estudios se ha utilizado el peso como indicador de obesidad en lugar de otras medidas

alternativas como la razdn cintura/cadera, circunferencia de cintura que parecen tener mejor

correlacion®®,
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SEGUIMIENTO DEL INCREMENTO DE LA CANTIDAD DE ALBUMINURIA DIARIA EN LOS
DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 18. Incremento de albuminuria diaria media
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Tabla 9. Incremento de albuminuria diaria media
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica

Diferencia SD 4 2,2 3,6 -0,7 7,5
albuminur 7 5 32,8 17,5 7.8 52,6
ia diaria ZDFT 8 73,1 54,2 -7,6 134,3

ZDFV 7 260,3 ab 124,8 28,8 412,4

ZDFC 4 226,1*>° 48,1 182,7 269,7

Z/DFD 7 107,6 64,5 39,4 199,9

Total 35 121,1 114,1 -7,6 412,4

Los datos se muestran como medias (mg/dL), desviacion tipica y valores minimo y méaximo. Se utilizé el test de
Brown-Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones

multiples. Existen diferencias significativas en la concentracidn plasmatica de colesterol en funcién de los distintos

tratamientos, p< 0.05 (° versus SD, ® versus ZDFD, € versus ZDFT)

La excrecion de albumina en orina se asocia con patologias como la hipertension

arterial, la diabetes, la obesidad, la resistencia a la insulina y la dislipemia asociadas a la
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obesidad. Dicho de otra forma, la encontramos en la progresion hacia la severidad en todos los

2 | a microalbuminuria (MAU), hecho mas precoz, se

componentes del sindrome metabdlico
relaciona con la disfuncion endotelial, punto critico y precoz en el desarrollo de enfermedad
cardiovascular. Estos cambios microvasculares pueden ser reversibles, y la microalbuminuria
puede regresar con el control de la hipertension y la obesidad/diabetes. En caso contrario, la
microalbuminuria y el desarrollo progresivo de arteriosclerosis lleva a cambios estructurales,
enfermedad macrovascular, alouminuria, y pérdida de funcién renal. Se podria considerar que
la MAU es una sefial que da el rifidn sobre la presencia de alteraciones en la funcién endotelial
(aumento de permeabilidad; alteracién de la respuesta vascular), la predisposicion a la
arteriosclerosis generalizada y el riesgo cardiovascular que ello conlleva. Actualmente la MAU
se considera un factor predictor de enfermedad y mortalidad cardiovasculares®®*®’

independientemente de otros factores de riesgo cardiovasculares cldsicos y de la funcidn

renal®%?%,

En nuestro estudio, y valorando la albuminuria como marcador de dafio vascular, podemos
considerar que estos resultados son esperables ya que los grupos de ratas obesas y diabéticas
sin ningun tipo de intervencién terapéutica tienen pérdidas mayores durante el seguimiento y

ya desde las primeras semanas:

Los grupos SD y Z muestran menor incremento de albuminuria que los ZDF de los
grupos no tratados ni con dieta ni con agonistas PPAR. Entre ellos, aunque con
diferencias pequefias, parece que el grupo de ratas obesas, pierde algo mas de
albumina en orina. Quiza con mas tiempo de evolucidn estas diferencias se vieran mas
grandes.

- Las ratas ZDF poseen un fenotipo realmente proaterogénico y con predisposicion al
dafio vascular precoz/microvascular®®, asi que los resultados de los grupos no
tratados, Vy C son los esperados, con incrementos significativamente mayores.

- El Telmisartadn es un potente farmaco antiproteinurico y protector renal*'!, de ahi las
diferencias significativas. Interesante remarcar, sobretodo, la precocidad con la que se
observan estos cambios.

- El grupo ZDFD se comporta de una forma similar a ZDFT aunque sin alcanzar la

significacion estadistica. Parece que una dieta hipocalérica puede proteger o

enlentecer la progresion de la enfermedad vascular precoz.
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Kasike y colaboradores®?

estudiaron la funcién y la estructura renal en ratas Zicker
obesas. Se basaban en experimentos previos en los que se observaba que la hiperfagia y la
obesidad de ese tipo de ratas se asociaban con glomeruloesclerosis espontanea focal (FGS). El
grupo de ratas obesas, frente a un grupo control de ratas delgadas desarrollaban expansion de
la matriz mesangial glomerular a las 14 semanas de edad, independientemente del clearance
de inulina y la fraccidn de filtracién renal normales. A las 28 semanas de edad la FGS era
evidente en 7 de 8 ratas, y todas, mostraban marcada FGS a las 68 semanas de estudio.
Demostraban que la albuminuria y la expansién de la matriz mesangial precedian el desarrollo
de FGS.

El mismo grupo, unos afios después, investigd el papel del metabolismo lipidico en el
desarrollo de albuminuria y FGS precoz en ratas Zicker, mediante la administracidon de
tratamiento hipolipemiante con dos farmacos diferentes (mevinolina, y 4cido clofibrico)*. Los
grupos de tratamiento hipolipemiante redujeron el colesterol en ayunas (sélo la mevinolina
redujo también los triglicéridos), y también la excrecion de albdimina en orina frente al grupo
vehiculo. En estos grupos de intervencion farmacolédgica se observaba una reduccién de la
albuminuria y de la expansion de la matriz mesangial y la celularidad. Ademas el porcentaje de
FGS fue significativamente menor que en el grupo vehiculo. Los resultados indicaban que un

metabolismo lipidico anormal era importante en la patogénesis de la albuminuria y la FGS.

Para investigar el efecto de la obesidad, la hiperinsulinemia, y la resistencia a la insulina en
la barrera de filtracion glomerular y el potencial efecto protector de las estatinas, Whaley-
Connell y colaboradores disefaron un experimento con ratas Zlicker obesas y otras delgadas a
las que se les administraba rosuvastatina o placebo durante 3 semanas’*. Estudios en
animales y en humanos sefalan los efectos beneficiosos de las estatinas en la reduccion de la
albuminuria y sobre la progresién de la enfermedad renal crénica, por sus efectos
hipolipemiantes asi como reduciendo la inflamacidn y el estrés oxidativo a nivel glomerular®®.
Observaron un aumento importante de la glucemia y los niveles de insulina en los grupos de
ratas obesas frente a las delgadas, sin que las obesas tratadas con el fdirmaco mostraran
reduccion en ninguno de los pardmetros. Tampoco el peso de las obesas con o sin tratamiento
diferia significativamente.

Analizaron la barrera de filtracion mediante microscopia electrénica, y estudiaron su
funcionalidad mediante la cuantificacidon de albuminuria. Observaron un incremento sustancial
del ratio albumina/creatinina en el grupo de ratas obesas no tratadas, frente a las tratadas con
rosuvastatina, y también, en ambos grupos, frente a las Zlicker delgadas. Los niveles bajos de

B-N-acetylglucosaminidasa marcaban el origen de la albuminuria en la barrera de filtracion y
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no en el tubulo proximal. Observaron también la alta correlacién de la insulinemia con la
albuminuria, no asi con la glucemia.

No encontraron diferencias en el grosor de la membrana basal glomerular entre los
controles obesos y delgados, aunque si con el grupo de las obesas con farmaco, que
mostraban un grosor significativamente menor. Observaron también un aumento de la
amplitud de la base de los podocitos en las obesas control frente a las delgadas, y una
tendencia hacia la disminucidn en el grupo de obesas con rosuvastatina, que se correlacionaba
con la albuminuria y la insulinemia.

Los resultados de este estudio sugieren un papel importante de la hiperinsulinemia y el
estrés oxidativo en la patogenia del dafio de podocitos/barrera de filtracion y la albuminuria,
independientemente de la hipertension, demostrando la importancia de una actuacion
hipolipemiante, en este caso con estatinas.

El efecto beneficioso de la dieta hipocaldrica en nuestras ratas ZDF (que ademds de obesas son

diabéticas) sobre la hiperlipidemia/dislipemia lo podriamos interpretar en este sentido.

En el estudio de Buckingham y colaboradores donde se administraba un farmaco
antidiabético del grupo de las tiazolidinedionas con actividad PPARy (Rosiglitazona)®'®, la
administracion del farmaco retrasaba la aparicién de proteinuria de los 3 a los 6 meses en el
grupo prevencion, y reducia la tasa de progresion de la misma en ambos grupos (prevencion y
tratamiento) una vez se establecia. La albuminuria tenia resultados superponibles.

En el estudio histolégico de los rifiones y el pancreas del grupo prevencion se observo
la ausencia de glomeruloesclerosis focal, asi como de hiperplasia de los islotes pancreaticos;
ambos, hallazgos prominentes en el grupo Ziicker obeso control. En el grupo tratamiento, los
cambios morfoldgicos eran intermedios.

Los mecanismos por los que la Rosiglitazona protegia frente al dafio glomerular, y una
vez establecido retrasaba su progresién, pudieran estar en relacién con su actividad PPARYy, la

mejora de la sensibilidad a la insulina, los efectos hipolipemiantes y el aumento de la

disponibilidad de acidos grasos en la membrana celular.

Numerosos estudios epidemioldgicos han mostrado la gran interrelacién patoldgica y

las complicaciones del fallo cardiorenal en poblacién con diabetes tipo 11>

. Baynes y Murray
investigaron la relacion temporal entre la enfermedad cardiaca y la renal en el modelo de
obesidad-diabetes de las ratas ZDF, para valorar el impacto del inicio de cada una de las

enfermedades en la otra*®.
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En el grupo de las ratas obesas, observaron que la excrecidn de albimina en orina
aumentaba de forma muy marcada a partir de las 24 semanas de edad, mientras que los
niveles de creatinina en orina disminuian significativamente desde el inicio del estudio frente
al grupo de delgadas, posiblemente por el efecto dilutorio (el consumo de agua y el volumen
de orina era superior). La ratio albumina/creatinina, un indicador de microalbuminuria, se
mantenia constante en las delgadas pero se incrementaba significativamente a partir de las 10

semanas en las obesas y diabéticas.

En nuestro estudio, también las ratas sin intervencidon (grupos vehiculo y control)
muestran incrementos progresivos de albuminuria en orina muy superiores que las ratas
delgadas del grupo SD y que las Ziicker que no son diabéticas.

° estudiaron la evolucién de los cambios bioquimicos y

Coimbra, y colaboradores™
morfoldgicos que conducian al fallo renal en la diabetes tipo Il y que precedian a la proteinuria
manifiesta, la glomerulosclerosis y el dafio tubulointersticial en ZDF. Inicialmente las
diferencias de peso eran significativas (mayor en las obesas), y en su caso, se mantenian asi
durante todo el estudio. El aumento de peso era progresivo y paralelo a la hiperinsulinemia y a
la hiperlipemia (principalmente a expensas de un incremento de los triglicéridos en plasma vy
del colesterol asociado a las HDL) del grupo obeso, que ya mostraban diferencias significativas
con el grupo delgado desde el principio. La hiperglucemia se desarrollaba a partir de las 14
semanas de edad en las ratas fa/fa. Hasta las 60 semanas de edad las lecturas de tensidn
arterial de ambos grupos eran comparables y se mantuvieron en el rango de la normalidad. La
funcién renal, medida como concentracién de creatinina y de urea en plasma se mantuvo
normal hasta la semana 40. Se observd un progresivo aumento de la proteinuria en las ratas
obesas, significativamente superior a los controles delgados, sobretodo a partir de la semana
18. La enfermedad renal progresiva de las ratas obesas y diabéticas se caracterizaba por un
dafio precoz a los podocitos seguido de la infiltracion glomerular de leucocitos, de dafo
tubulointersticial y de hipertrofia glomerular por depdsito de fibronectina y colageno, sin
todavia proliferaciéon celular mesangial, que formaria parte, entre otros procesos, de la via
comun mas tardia de enfermedad renal por otras causas. Sobre la patogenia que llevaba al
dafio inicial de los podocitos, proponian un mecanismo combinado entre la hiperinsulinemia y
la hiperlipidemia.

El mismo grupo, habia observado que la rata hiperinsulinémica GK (Goto-Kakizaki) con
diabetes tipo Il no desarrollaba glomerulosclerosis ni albuminuria pero si dafio a nivel de

220

podocitos™. El exceso de insulina precisaba de otro estimulo para el dafio en podocitos y fallo
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renal en las ratas fa/fa, que sugerian era la hiperlipidemia. Se habia descrito para entonces
que, in vivo las hipercolesterolemia en ratas se asociaba a glomerulosclerosis; la
hipertrigliceridemia aislada, a albuminuria, dafio podocitario y glomerulosclerosis; y que la
reduccion de hiperlipidemia con intervenciones dietéticas o con farmacos reducia la

glomerulosclerosis?'.

También en nuestro estudio, los dos grupos de ratas obesas y diabéticas sometidas a
tratamiento con Telmisartdan o con dieta, muestran niveles significativamente inferiores de
albuminuria. Si bien no disponemos de un estudio morfoldgico de los glomérulos de estos
animales que confirme el incipiente dafio podocitario, otros lo han hecho, con el mismo tipo
de animales en condiciones similares, y los resultados de albuminuria de sus ratas concuerdan
con los de nuestros grupos control y vehiculo.

El efecto de la dieta en comparacidn con el vehiculo/control es paralelo al de variables
como los triglicéridos y colesterol, remarcando la importancia del metabolismo lipidico en la
aparicion de albuminuria. El efecto del Telmisartdn podria estar en relaciéon tanto con su
actividad sobre el sistema angiotensina-aldosterona, como por su actividad PPARy y la
modulacién del metabolismo de los 4acidos grasos. Observamos una correlacion
moderadamente positiva entre triglicéridos e incremento de albuminuria (r= 0,52 p<0,05) y
ligeramente positiva entre colesterol total e incremento de albuminuria (r= 0,32 p<0,05), como

se muestra en las gréficas.

Figura 19. Analisis de asociacion entre diversos parametros
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SEGUIMIENTO DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE GLUCOSA EN LOS DIFERENTES
GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 20. Incremento de la glucemia media
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Tabla 10. Comparacidn del incremento de glucemia media

N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
Diferencia SD 5 9,6 36,5 -34,0 53,0
Glucemias Z 5 38,4 71,7 -28,0 154,0
ZDFT 5 218,6° 121,5 110,0 413,0
ZDFV 6 416,7°° 103,5 229,0 540,0
ZDFC 4 307,5%° 83,9 211,0 402,0
rZDFD 8 213,8° 130,2 71,0 368,0
Total 33 205,3 169,6 -34,0 540,0

Los datos se muestran como medias (mg/dL ), desviacion tipica y valores minimo y maximo. Se utilizé el test de
Brown-Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones

multiples. Existen diferencias significativas en funcién de los distintos tratamientos, p< 0.05 (° versus SD, ® versus Z)

El incremento de glucemias en el grupo SD es significativamente inferior al incremento
en ZDFV. También el incremento de glucemias en el grupo Z es significativamente inferior a

ZDFV, aunque ya no a los grupos intervencidn. Por su parte, en los grupos de ratas obesas y
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diabéticas no existen diferencias entre los incrementos de ZDFT, ZDFV, ZDFC y ZDFC a lo largo
de las 19 semanas aunque si valores mas elevados en aquellos animales que reciben vehiculo o
simplemente son controles. Los cambios que se producen entre los grupos ZDF, en concreto
ZDFT y ZDFD con ZDFV, no son estadisticamente significativos, pero si que muestran una
tendencia a la diferencia: las ratas desarrollan diferentes grados de hiperglucemia en funcién

de la dieta que reciben, y el Telmisartan parece que puede proteger de ello.

Clark y colaboradores fueron los primeros en obtener una linea de ratas diabéticas no
insulindependientes a partir de una colonia de ratas Ziicker obesas en 1980 en la Universidad
de Indiana. La rata Zicker obesa (fa/fa) se debe a un gen recesivo autondmico, y esta
caracterizada por ser hiperinsulinémica pero euglucémica. Se realizaron determinaciones de
glucemia a dos ratas macho Ziicker que observaron que orinaban excesivamente. Tenian una
glucemia en ayuno de 544 mg/dL y 474 mg/dL, que disminuyé en 3 semanas con dieta

22 pdemas de la

restrictiva (Unicamente 15g/dia) a 184 mg/dL y 175 mg/dL, respectivamente
incidencia de diabetes en la descendencia de las Ziicker obesas (observaron que en caso de
que se tratara de un rasgo monogénico, no estaba ligado al gen fa y se comportaba como
dominante) estudiaron en plasma y posteriormente en tejido (higado, pancreas y musculo) el
comportamiento de la glucosa y la insulina con sobrecargas orales de glucosa; asi como acidos
grasos, colesterol y triglicéridos; comparando grupos de ratas obesas diabéticas con y sin
restriccion dietética, frente a otras ratas Unicamente obesas y otras delgadas. Observaron que
los animales diabéticos eran siempre obesos y tipicamente con una edad de aparicidon de
hiperglucemia en ayuno de 6 meses (hecho que se observa de forma mucho mas precoz en
nuestro experimento y en otros previos). Los niveles plasmaticos basales de insulina de los
animales diabéticos estaban tan elevados como los de los obesos no diabéticos y euglucémicos
(y ambos superiores a las ratas delgadas). Sin embargo, los test de tolerancia a la glucosa
mostraron que los animales obesos y diabéticos no experimentaban un marcado aumento de
niveles de insulina en plasma en respuesta a la carga oral de glucosa; indicando un estado
mayor de resistencia a la accion de la hormona a nivel tisular. En el estudio de los tejidos,
observaron que las ratas obesas tenian un contenido de insulina pancreatica hasta 5 veces
superior que las obesas diabéticas, con concentraciones similares a las delgadas. Asi, ademas
de una sensibilidad tisular a la insulina disminuida, su capacidad secretora de insulina también

era menor, como ocurre en la diabetes tipo Il en humanos.

Como se especifica en la ficha del suministrador, las ZDF macho (nuestro modelo)

desarrollan hiperglucemia alrededor de las 7 semanas de vida con la dieta adecuada. Leonard y
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colaboradores®” describieron las alteraciones metabdlicas del estado de resistencia a la
insulina en ratas Zlicker diabéticas frente a un fenotipo delgado, usando el método de la “pinza
hiperinsulinemia-euglucemia”. Las ZDF, precisaban un 89% menos de glucosa infundida para
mantener la los valores normales de glucosa en plasma. También mostraban una captacion de
glucosa mediada por insulina en musculo esquelético significativamente menor. Asi la cantidad
de glucégeno en musculo esquelético y cardiaco era significativamente menor, aunque al revés
en higado, en comparacién con el grupo de ratas delgadas.

El estudio fue realizado con ratas de 10 semanas de edad y claramente mostraba la
resistencia a la insulina de las ZDF para entonces, dada la menor o nula capacidad de la insulina
para estimular el uso y almacenamiento de la glucosa, aunque el desarrollo de hiperglucemia

siempre es posterior.

La hiperglucemia de las ZDF fa/fa (no las cepas salvajes) se inicia sobre las 7 semanas
de vida, y son completamente diabéticas entre la 10 y la 12 a medida que los niveles de
insulina descienden.

Ohneda y colaboradores®® estudiaron el impacto que tenia la dieta no controlada en el
desarrollo de diabetes en animales predispuestos, ZDF fa/fa, frente a delgados. Observaron
que, las ZDF controles desarrollaban hiperglucemia, poliuria y glucosuria a las 8 semanas de
edad, mientras que el grupo de ratas en tratamiento dietético se mantenian euglucémicas
durante los 3 meses de seguimiento. Asi, en las ratas control la estimulacién de secrecién de
insulina era nula a las 12 semanas de edad y la cantidad de células beta pancreaticas GLUT-2
positivas habia descendido un 30%. Por el contrario la restricciéon dietética durante 3 meses
previno la pérdida de secrecion de insulina estimulada por glucosa y la reduccién de células
beta pancredticas GLUT-2 positivas. Concluyen los autores, que en las ratas ZDF, la
incompetencia de las células beta y su reduccidon en nimero coinciden con la aparicién de la
hiperglucemia, y que las alteraciones metabdlicas descritas, en su caso, ocurrian sélo cuando la
ingesta caldrica es excesiva (a pesar de ser un modelo de obesidad genética con tendencia a la

diabetes).

Corsetti y colaboradores®* estudiaron el efecto de la cantidad de grasa de la dieta, en
concentraciones crecientes, en el desarrollo de diabetes no insulinodependiente, dislipidemia,
y alteraciones de marcadores séricos de disfuncién orgdnica en ratas ZDF obesas machos y
hembras). Las ratas macho, incluso alimentadas con dietas con bajo contenido en grasa,
desarrollaron diabetes, pero el proceso se mostraba mucho mas acelerado en funcién del

contenido de grasa de la dieta (hiperglucemia marcada y ya estadisticamente significativa a
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partir de las 13 semanas entre los grupos alimentados con un 12,3 Kcal% de grasa y un 25,9
Kcal%). Las hembras por su parte, sélo desarrollaban hiperglucemia con dietas marcadamente
lipidicas (48 Kcal%) —de una forma rdpida y glucemias muy elevadas-, e hiperglucemia
moderada a partir de las 9 semanas con la dieta 25,9 Kcal%. Por tanto en ZDF ratas machos
como hembras la hiperglucemia y la progresién hacia la diabetes estdan en funcion del

contenido en grasa de la dieta aunque de formas diferentes.

También el incremento de la glucemia de nuestro grupo de ZDF con dieta hipocaldrica
(30%) es casi la mitad del que observamos para el grupo vehiculo y control, aunque todavia
muy superior a los que muestran las ratas no diabéticas delgadas y obesas.

El mismo efecto que tiene la dieta hipocaldrica parece que se observa en el grupo de

ratas en tratamiento con Telmisartan.

Brown y colaboradores’® estudiaron el efecto del tratamiento con diferentes
agonistas PPARy (el compuesto GW1929 —agonista selectivo PPARy - y una tiazolidinediona)
sobre varios parametros metabdlicos (glucemia y hemoglobina glicosilada, acidos grasos,
triglicéridos, etc.), la sensibilidad a la accidn de la insulina y sobre la estructura pancredtica en
ratas ZDF. EL agonista selectivo se mostr6 mas potente que la tiazolidinediona. La
administracion de GW1929 durante 14 dias consiguié un descenso significativo de la glucosa
plasmatica en ayunas en todos aquellos animales que recibian la dosis de 5 mg/Kg, en el 75%
de los que recibian 1 mg/Kg, y en el 37.5% de los que recibian dosis de 0.5 mg/Kg. También la
hemoglobina glicosilada HbA1 descendia significativamente comparandola con el grupo
vehiculo control.

Tras dos semanas de tratamiento los niveles enddégenos de insulina descendian
significativamente (entre un 40 y un 70%) frente a los valores pretratamiento debido al fallo
pancreatico progresivo dependiente de la edad caracteristico de las ratas ZDF. Al finalizar el
periodo de tratamiento los niveles séricos de insulina de los grupos dosificados con 1y 5
mg/Kg de GW1929 no eran significativamente diferentes del grupo vehiculo; sin embargo la
glucemia y la concentracién de acidos grasos eran inferiores. A pesar de niveles circulantes
similares de insulina plasmdatica en ayuno, los animales que recibian tratamiento con el
farmaco experimental agonista PPARy, tenian una glucemia diaria mas normalizada tal y como
indicaban unos niveles de hemoglobina glicosilada significativamente inferiores al grupo
vehiculo. La sensibilidad tisular a la insulina, medida mediante la técnica de la “pinza
euglucémica-hiperinsulinémica”, mostraba que los animales tratados con la dosis de 5mg/Kg

de GW1929 eran significativamente mas sensibles a la accién de la insulina que las ratas
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tratadas con vehiculo. El estudio funcional e histolégico de los pancreas perfundidos demostré
la preservacion de la funcién de las células beta en las ratas ZDF tratadas con GW1929, asi

como de la morfologia de los islotes pancreaticos.

En nuestro estudio, el estado de resistencia a la insulina de las ratas Ziicker obesas y
diabéticas, seguidas durante 19 semanas explica las diferencias entre los grupos no diabéticos
(SDy Z) y los diabéticos. Aunque sin diferencias significativas entre los grupos ZDF (son grupos
pequefios), la tendencia de las ratas tratadas con dieta o con Telmisartan es clara frente a las
ratas tratadas con vehiculo o simplemente control, ya que estas muestran glucemias muy
superiores. Esta observacidn estd en consonancia con los resultados de los estudios previos
mencionados, bien por el efecto de la reduccion de la ingesta caldrica, bien por el efecto que el
agonista selectivo de PPARy, Telmisartan, pueda tener sobre la sensibilidad a la accién de la

insulina en tejidos.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE TRIGLICERIDOS EN LOS
DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 21. Concentracion plasmatica de triglicéridos
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Tabla 11. Comparacidn de la concentracidn de triglicéridos

N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica

TRIGLICERIDOS  SD 5 63,1 39,8 25,2 121,7
Z 5 364,9 201,8 147,5 652,2

ZDFT 8 1086,5 > 388,1 713,2 1748,6

ZDFV 7 1015,9° 654,2 411,2 2324,1

ZDFD 8 515,87 239,9 230,7 1010,5

Total 33 668,8 527,9 25,2 2324,1

Los datos se muestran como medias (mg/dL), desviacion tipica y valores minimo y méaximo. Se utilizé el test de
Brown-Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones
multiples. Existen diferencias significativas en la concentracion plasmatica de triglicéridos en funcidn de los distintos

tratamientos, p< 0.05 (aversus SD, ® versus Z, © versus ZDFD)

La concentracion de triglicéridos en los diferentes grupos se comporta de forma
esperable, aunque en algunos casos sin que las diferencias alcancen la significacion. Las ratas

delgadas SD muestran la concentracion menor de todos los grupos, con diferencias
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significativas respecto a las ratas obesas y diabéticas sea cual sea el tipo de intervencién a la
que se sometan. Por su parte las ratas ZDF en tratamiento con vehiculo y Telmisartan
muestran los niveles mas elevados (este ultimo grupo ligeramente superior) de todos.
Remarcar el efecto de la dieta sobre la cantidad de triglicéridos en plasma, puesto que las ratas
reducen su concentracion a valores cercanos al grupo de ratas no diabéticas en las que
solamente se expresa el rasgo obesidad.

La hiperlipemia/dislipidemia de las ZDF tiene un origen muy importante en el aumento
de triglicéridos en plasma. La gran mayoria de los estudios que se han mencionado en el
apartado anterior desarrollando la variable incremento de la glucemia plasmatica, arrojan
resultados sobre la concentracién de triglicéridos en plasma en los diversos modelos
experimentales que han utilizado sobre ratas Ziicker y/o Ziicker diabéticas en comparacion con
animales delgados no hiperlipémicos ni diabéticos, en un sentido similar a los de nuestro
estudio. Los animales obesos muestran mas hipertrigliceridemia que los que no lo son, y si
ademads se afiade el rasgo diabetes, el incremento es mayor. Por otra parte segun qué
intervenciones dietéticas (las dietas ricas en aceite de pescado y las caléricamente restrictivas)
disminuyen la concentracion de triglicéridos en plasma y algunos tejidos analizados, como

veremaos.

Aunque el principal objetivo del trabajo de Strobl y colaboradores®® era el estudio de
la regulacidn de la expresion del gen de Apo AlV en ratas Zicker frente a diferentes tipos de
dieta, también analizan otros parametros del metabolismo lipidico como es el colesterol total y
los triglicéridos. La media de triglicéridos en plasma en el grupo de las obesas sin ninguna
intervencién dietética especial era casi 6 veces la del grupo de ratas delgadas. Ellos como

OtrOSZ26

también observaron cémo la dieta rica en aceite de pescado reducia de forma
significativa la concentracion plasmatica de Triglicéridos, aunque todavia permanecia muy
superior al del grupo de ratas no obesas. La dieta enriquecida con sacarosa no mostraba ese
efecto, y la concentracion de Triglicéridos era similar al del grupo de ratas obesas con dieta

habitual.

Al igual que en nuestro estudio, las Zlicker obesas tienen cantidades muy superiores de
triglicéridos en plasma frente a las ratas delgadas. El tipo de dieta y la ausencia de animales
obesos y ademas diabéticos hace que no podamos extrapolar los resultados a nuestro grupo
ZDFD, aunque en ambos estudios la dieta hipocaldrica tiene un efecto hipolipemiante muy

importante.
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La concentracidn de triglicéridos (también de colesterol) en el plasma de las ratas
obesas Ziicker era muy superior a la de las ratas delgadas en el estudio de Blay vy
colaboradores®. Hicieron una descripciéon cuantitativa y cualitativa de las diferentes
fracciones lipoproteicas del plasma comparando ratas obesas (no diabéticas) y no obesas. Uno
de los resultados mas evidentes era la gran cantidad de triglicéridos en el plasma de las obesas
qgue se acumulaban principalmente en los quilomicrones. Asi, se incrementaba el nimero de
quilomicrones y también su tamafo por un mayor contenido lipidico. También en las VLDL se
producia un déficit relativo de apoproteina como en los quilomicrones debido al exceso de

triglicéridos.

La acumulacién de triglicéridos no sélo ocurre en el plasma de las ratas obesas. En el
estudio anteriormente mencionado de Leonard y colaboradores*®, analizaron la concentracion
de triglicéridos tanto en plasma como a nivel tisular (musculo, higado y tejido adiposo) en
ratas Zilicker obesas y diabéticas, comparandola con la de un grupo de ratas Ziicker pero no
obesas. Como en los experimentos anteriores, basalmente, la cantidad de triglicéridos
plasmaticos era muy superior en el grupo de las ZDF. Durante el “clamp” de la pinza
“euglucémica-hiperinsulinémica” la cantidad de triglicéridos en plasma aumentaba en ambos
grupos manteniendo diferencias significativas entre ellos; posteriormente, disminuian
progresivamente de la misma forma.

A nivel tisular, observaron que también la cantidad de triglicéridos era muy superior en
el grupo de ratas obesas y diabéticas. Se duplicaba en el corazén, aumentaba por cinco en
higado y por siete en el musculo esquelético. Paraddjicamente no encontraron diferencias
significativas en el tejido adiposo blanco entre uno y otro grupo. Una pequefa parte de esta
acumulacidén de triglicéridos se debia a una mayor incorporacién de glucosa a lipidos en los

tejidos mencionados.

En nuestro experimento Telmisartan parece tener un efecto nulo sobre la cantidad de
triglicéridos en plasma, con unos niveles similares al grupo vehiculo. Sin embargo en el estudio
de Brown antes mencionado, el tratamiento durante 14 dias con el agonista selectivo PPARy
GW1929, produjo un descenso significativo de la concentracion de Triglicéridos en plasma (de
928 mg/dL del grupo vehiculo a 121 mg/dL del tratado con dosis de 5 mg/Kg), con reducciones
paralelas de NEFA y glucemia.

También Benson y colaboradores, observaron una disminucion de triglicéridos y de

glucemia, en un modelo de ratas con diabetes inducida por una dieta de alto contenido en
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hidratos de carbono y grasa (ratas Sprague-Dawley) cuando se las trataba con Telmisartan a
dosis de 5 mg/Kg durante 5 semanas.”*®

Desconocemos si el tratamiento crénico o a dosis mayores con el farmaco (que
pudiera tener menor potencia que el experimental GW1929) produciria esas modificaciones en
ratas ZDF, pero lo Unico que podemos decir es que asi como el resultado de otras variables es
esperable en este grupo (glucemia, albuminuria y quiza NEFA), los triglicéridos no muestran el

descenso esperado.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA Y LA DISTRIBUCION RELATIVA DE
COLESTEROL EN LOS DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 22. Concentracion plasmatica de colesterol medio
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Tabla 12. Comparacidn de la concentracién de colesterol plasmatico
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
COLESTEROL SD 5 2,2 ,62 1,50 3,01
z 5 7,4%° ,62 6,44 8,11
ZDFT 8 7,1° 3,19 3,97 13,14
ZDFV 8 7,2 ab 2,70 3,68 11,13
ZDFD 8 3,1 ,63 2,42 4,08
Total 34 5,5 2,98 1,50 13,14

Los datos se muestran como medias (mmol/L), desviacion tipica y valores minimo y maximo. Se utilizé el test de
Brown-Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones
multiples. Existen diferencias significativas en la concentracion plasmatica de colesterol en funcidn de los distintos

tratamientos, p< 0.05 (*versus SD, b ZDFD)

El aumento del colesterol total también contribuye a la dislipidemia de las ratas ZDF,

siendo una de sus caracteristicas basales. Segun analizaron Blay**’ y colaboradores, la
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hiperlipemia que mostraban las ratas Zicker obesas (significativamente mayor que las
delgadas) se debia a la acumulacidén de Triglicéridos fundamentalmente en quilomicrones, y de

colesterol total, que lo hacia aumentando en todas las fracciones lipoproteicas.

Figura 23. Perfiles FPLC representativos de colesterol en plasma
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Distribucion de la cantidad de colesterol en plasma en las diferentes fracciones lipoproteicas mediante el analisis
por cromatografia liquida de muestras de plasma. Se observan diferencias en cantidad absoluta de colesterol entre

grupos por ambas técnicas pero no diferencias en composicion relativa de colesterol para la fraccién de las HDL.

El grupo de Blay tampoco observé diferencias en la composicidn lipidica porcentual
(aunque si en el tamafio y la distribucidén de apoproteinas en las ratas obesas) entre las

fracciones lipoproteicas.

Las ratas SD de nuestro estudio son las que presentan las concentraciones de
colesterol mas bajas, significativamente inferiores a las ratas obesas que no se encuentran en
tratamiento dietético, independientemente de que sean diabéticas o no. Es interesante

remarcar la precocidad con la que la dieta hipocaldrica administrada consigue reducir la
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concentracion de colesterol total a cifras similares a las del grupo de ratas delgadas. También
en el trabajo de Clark y Palmer el grupo de ratas ZDF con dieta restrictiva mostraba niveles de
colesterol y triglicéridos muy inferiores a las obesas (no habia grupo ZDF control), aunque

ligeramente superiores a las ratas delgadas, como en nuestro caso.

La concentracién de colesterol total en el plasma de las ratas del estudio de Corsettiy
colaboradores®* aumentaba progresivamente a lo largo de las 19 semanas de estudio, mas
cuanto mayor era el contenido en grasa de la dieta, de una forma paralela a la disminucién de
insulina y el desarrollo de hiperglucemia. Mientras, los triglicéridos se mantenian constantes
hasta la semana 19, cuando aumentaban de forma brusca, también mas cuanto mayor era el

contenido en grasa.

Ya hemos visto como la respuesta a la dieta rica en aceite de pescado fue una
disminucién de la concentracién de triglicéridos, pero sin embargo, ocurria lo contrario con el
colesterol, que ya basalmente mostraba una concentracidn dos veces superior que el grupo de
ratas delgadas, y ademas aumentaba en el grupo de ratas obesas que recibian ese tipo de
dieta. En nuestro caso la dieta es hipocaldrica sin cambiar el tipo de grasa con respecto a la

dieta basal, sélo su cantidad.

El hecho que el resultado del grupo de Telmisartan no sea significativo respecto a la
dieta, puede ser efecto del farmaco pero no podemos decir en qué sentido. Parece que la
tendencia es a que se comporte como los grupos Z y ZDFV, pero no sabemos si en grupos mas
grandes de ratas y/o de mayor edad podria tener efecto hipolipemiante con respecto al

colesterol total.

La adicién de un agonista PPARy como la Rosiglitazona desde las 6 semanas de edad
(grupo prevencidn) a las ratas obesas diabéticas hacia disminuir de forma significativa las
concentraciones de triglicéridos y colesterol analizadas a las 31 semanas frente a los grupos de
ratas control y tratamiento (este recibia Rosiglitazona a partir de las 24 semanas de edad)**°. El
descenso de la concentracién de colesterol del grupo prevencién, fue significativo pero todavia

persistia mas elevado que en el grupo de ratas delgadas.

En nuestro caso, no podemos asegurar que Telmisartan tenga efecto nulo como
ocurria para los Triglicéridos, o si bien, como otros agonistas PPARy, reduce el colesterol si el

tratamiento se prolonga durante mas tiempo.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE HDL-COLESTEROL EN LOS
DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 24. Concentracion plasmatica de HDL-colesterol
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Tabla 13. Comparacidn de la concentracidn plasmatica de HDL-colesterol

N Media Desviacion tipica  Minimo Maximo
HDL_PLASMA  SD 5 ,08 ,087 ,03 ,24
V4 5 ,92° ,26 ,54 1,27
ZDFT 8 ,48° ,19 ,14 ,72
ZDFV 8 ,71° ,40 ,14 1,37
ZDFD 8 ,31° ,074 24 ,45
Total 34 ,50 ,35 ,03 1,37

Los datos se muestran como medias (mmol/L), desviacidn tipica y valores minimo y maximo. Se utilizo el test de
Brown-Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones
multiples. Existen diferencias significativas en la concentracion plasmatica de HDL-colesterol en funcién de los

distintos tratamientos, p< 0.05 (* versus SD)

Era de esperar que esta variable fuese muy similar a la del colesterol total, teniendo en
cuenta que en ratas, la mayoria del colesterol en plasma se transporta en particulas de HDL.

Asi el grupo SD muestra la concentracién menor con diferencias significativas respecto al resto,
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y el grupo de las ZDF que recibe una dieta hipocalérica experimenta un descenso importante
de HDL-colesterol comparado con los grupos de ratas obesas y obesas-diabéticas que se
alimentan sin restricciones. El grupo de Telmisartan parece que se asemeja mas al de la dieta

que en las variables Triglicéridos y colesterol, como por otra parte era de esperar inicialmente.

Sparks y colaboradores?®® estudiaron los anomalias en los pardmetros lipidicos,
lipoproteinas y apoproteinas en ratas ZDF de forma basal, en dos momentos de la evolucién de
la diabetes como ocurre en humanos (a las 10 semanas — hiperglucemia e hiperinsulinemia-y a
las 20 semanas — hiperglucemia insulinopénica-), y también tras tratamiento con insulina, en
dos estudios diferentes.

Al igual que otros, observaron que a lo largo de la evolucidn de la diabetes asociada a
la obesidad (hacia la hiperglucemia franca y la disminucién progresiva de insulina) aumentaba
la concentracién de todos los parametros lipidicos y apoproteinas, con cambios en las
composiciones relativas de las diferentes fracciones lipoproteicas. Existia un marcado aumento
de los triglicéridos desde el inicio y tanto los acidos grasos como el colesterol sérico se
incrementaban principalmente a partir de la semana 10 de edad frente a un grupo control de
ratas delgadas. A las 10 semanas, LDL y HDL eran similares en ambos grupos, con un aumento
significativo a partir de entonces en las ratas obesas y diabéticas, mientras que la fraccién VLDL
ya se encontraba significativamente elevada en la semana 10. Asi, la hiperlipemia de la fase
hiperinsulinémica de las ratas ZDF era debida predominantemente a cambios en las
lipoproteinas ricas en Triglicéridos (VLDL) con ligeros cambios en el resto de fracciones, y el
aumento de las LDL y HDL se producia en la fase insulinopénica de los animales de 20 semanas,

a expensas de un aumento del colesterol asociado a estas lipoproteinas.

En nuestro caso, el andlisis en la semana 19, muestra esto en las ratas que no reciben
ningun tipo de intervencidon, un marcado incremento de HDL-colesterol frente a ratas
delgadas. La disminucién en el grupo de intervencion con dieta hipolipemiante va en
consonancia con los resultados previos de colesterol total; a menor contenido en grasa de la

dieta, menor es la cantidad de colesterol y HDL-colesterol en plasma.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE ACIDOS GRASOS NO
ESTERIFICADOS (NEFA) EN LOS DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES

Figura 25. Concentracion plasmatica de NEFA
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Tabla 14. Comparacion de la concentracion de NEFA plasmaticos
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
NEFA_ SD 5 25,24 3,24 21,95 29,75
Z 5 39,15 8,27 30,08 49,01
ZDFT 8 37,45 16,72 15,24 62,04
ZDFV 8 42,41 20,01 14,18 65,14
ZDFD 8 44,19 6,15 35,52 52,16
Total 34 38,66 14,15 14,18 65,14

Los datos se muestran como medias (mg/dL), desviacion tipica y valores minimo y méaximo. Se utilizé el test de
Brown-Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones
multiples. No existen diferencias significativas en la concentracién plasmatica de acidos grasos no esterificados

(NEFA) en funcidn de los distintos tratamientos.

Las ratas obesas Ziicker, diabéticas o no, presentan niveles mas elevados de NEFA en
plasma, independientemente de dieta o tratamiento farmacoldgico, que el grupo de ratas

delgadas. Quiza era de esperar que las ratas diabéticas y obesas tuvieran niveles superiores a
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las que sdlo son obesas dada la estrecha relacién entre NEFA y resistencia a la insulina.
También, que la dieta tuviera un efecto mas evidente sobre la concentraciéon de NEFA. El grupo
de intervencidn farmacoldgica con Telmisartan parece que si muestra una tendencia hacia una
ligera disminucion de la concentracion de NEFA, como en el estudio de Benson y

colaboradores.

Los niveles basales de acidos grasos en plasma de ratas Zlcker obesas y diabéticas en
el estudio de Leonard y colaboradores®”® eran superiores a los del grupo control de ratas
delgadas. Durante la infusidn de insulina y glucosa se producia un descenso significativo de los
NEFA en el grupo de las delgadas y sin embargo se mantenian constantes sin apenas cambios
en el grupo de las ZDF.

El incremento de NEFA plasmaticos basales es uno de los factores que disminuyen la
accion de la insulina y la captacién tisular periférica de glucosa por el musculo, asi como la tasa
de extraccion de glucosa hepatica®. La ausencia de modificacién de la concentraciéon de NEFA
en el grupo de obesas diabéticas durante la infusidn glucosa/insulina refleja la incapacidad de

la insulina para suprimir la lipdlisis del tejido adiposo.

En el estudio de Clark y colaboradores®?, la concentracién de acidos grasos en plasma
era significativamente superior en los grupos de obesas y obesas-diabéticas con dieta frente a
los grupos delgadas y obesas con dieta. En tejido hepatico, sin embargo, no se observaban esas
diferencias y los grupos mostraban concentraciones de acidos grasos similares. No se hizo
ningun grupo de seguimiento de ratas obesas y diabéticas sin intervencidn dietética bien como

control o con vehiculo.

En ambos estudios se cumple que el grupo de ratas delgadas (si bien no eran ratas
Sprague-Dawley) muestra concentraciones en plasma y en tejido inferiores a los grupos de
obesas y diabéticas, tanto de forma basal como tras estimulacién con glucosa e insulina. En el
grupo de sdélo obesidad del experimento de Clark, la dieta reduce significativamente la
concentracion de NEFA, mientras que en las obesas que ademas padecen diabetes no tiene

ese efecto (aungque no podemos comparar con un grupo ZDF sin dieta).
También en nuestro estudio la concentracion de acidos grasos es menor en las

delgadas, y parece que la dieta tiene un efecto nulo sobre la cantidad de NEFA circulantes en

las ratas obesas diabéticas.
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201 |as ratas Zucker obesas y diabéticas, asi como las

En el estudio de Upton y colaboradores
Zicker obesas, en tratamiento durante 3 semanas con una tiazolidinediona (MC-555)
experimentaron una significativa mejoria de su sensibilidad a la insulina. La concentracién de
NEFA disminuyd significativamente en ambos grupos y en el grupo de las obesas, incluso los
redujo por debajo de los valores plasmaticos basales de las ratas delgadas tratadas con
vehiculo. Este efecto hipolipemiante estaba en relacién con la accidn del farmaco sobre PPARYy,

incrementando la expresion de genes que codifican enzimas reguladoras de la lipdlisis en el

tejido adiposo.

El grupo de Oakes disefié un estudio dindmico del metabolismo lipidico®'. Utilizaron
ratas delgadas, obesas, y obesas en tratamiento con dos fdrmacos con efecto PPARy
(rosiglitazona a dosis de 1 o 10 umol/Kg/dia; y darglitazona con una potencia similar a dosis
altas de la rosiglitazona). Estudiaron la produccidon de VLDL/triglicéridos en el higado, su
aclaramiento, y la movilizacion y el destino de los acidos grasos del plasma. En las ratas obesas
sin tratamiento se observaba mayor disponibilidad sistémica de acidos grasos, con niveles en
plasma mdas elevados y mayor tasa de movilizacion que en el grupo de ratas delgadas. A
diferencia de otros, el tratamiento con tiazolidinedionas incrementd esa disponibilidad de
acidos grasos, principalmente a expensas de una mayor movilizacion. Las TZD aumentaban el
aclaramiento de los acidos grasos en plasma, pero también la tasa de aparicién, y asi la
concentracion de NEFA en el plasma del grupo con TZD no disminuia como ocurria en otros

experimentos.

En nuestro caso ya se ha comentado que el grupo de ratas obesas presentan mas NEFA
en plasma que las delgadas, y por el contrario a este estudio (aunque en consonancia con
otros), el Telmisartdn provoca un descenso de esa concentracién, posiblemente con ese

balance aclaramiento/aparicion de NEFA.
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DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE APOLIPOPROTEINA PLASMATICA Y DE LA CANTIDAD
DE RNAm EN TEJIDO HEPATICO DE APO Al y APO AIV

APQO Al EN PLASMA

Figura 26. Medias de Apo Al en plasma
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Tabla 15. Cantidad de Apo Al en plasma
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
Apo Al SD 5 ,29 ,07 ,18 ,37
z 5 ,65° ,03 ,61 ,70
ZDFT 8 ,78° ,14 ,48 ,92
ZDFV 8 ,94 ab ,14 ,76 1,17
ZDFD 8 ,80 22 ,06 ,72 ,88
Total 34 ,73 ,22 ,18 1,17

Los datos se muestran como medias, desviacion tipica y valores minimo y maximo. Se utilizé el test de Brown-
Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones

multiples. Existen diferencias significativas entre los grupos experimentales, p< 0,05 (*versus SD, ® versus Z)

En nuestro estudio obesidad y diabetes parecen tener un efecto sumatorio para
determinar la cantidad de Apo Al en plasma: las ratas delgadas del grupo SD tienen cantidades

de apoproteina en plasma significativamente inferiores a todas las obesas, y las ratas del grupo
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Z, Unicamente obesas, también inferiores respecto a las ZDF, obesas y diabéticas, aunque sélo
son significativas las diferencias frente a los grupos vehiculo y dieta. En el caso de las ZDF, no
se observan diferencias entre las ratas con o sin tratamiento del tipo que sea. Quizas se pueda
sugerir que la tendencia de alguno de ellos (en este caso el grupo vehiculo, con mayor
cantidad) sea hacia diferencias mas importantes con el resto.

No existen estudios en ratas ZDF como el que presentamos, que analicen en
profundidad la cantidad y la expresién de Apo Al en las condiciones en las que lo hacemos
(bajo tratamiento con dieta o con farmacos agonistas PPARy) en relacidon con capacidad

antioxidante de HDL y la aparicion de microalbuminuria como marcador de dafio vascular.

En relacion a las diferencias que observamos entre el grupo SD y el grupo de ratas
Zicker no diabéticas, otros como Blay-Peinado o Schonfeld y colaboradores, también habian
descrito ese aumento en Apo Al sérica entre fenotipos delgados y obesos®*>. En el segundo
caso, el incremento del nivel de Apo Al en plasma era hasta cuatro veces mayor, pero sin
embargo la tasa de secrecidn hepdtica era similar entre las ratas obesas y las delgadas,
sugiriendo un papel muy importante del intestino en ese incremento de la cantidad de

apoproteina circulante.

En el estudio de Sparks y colaboradores la cantidad global y el contenido relativo de
algunas apoproteinas sufria modificaciones en los diferentes grupos®’. Mientras que en las
delgadas la mitad de la Apo E sérica se encontraba en las HDL (el resto entre VLDL y LDL a
partes similares), a las 10 semanas el 75% de esa apoproteina se asociaba a VLDL y s6lo un 8%
a HDL, volviendo a algo menos del 20% a las 20 semanas de edad (40% en VLDL y algo mds en
LDL). En cuanto a Apo C dos tercios aproximadamente estaba presente en las HDL en el grupo
de las delgadas, con una distribucidn totalmente diferente en las ZDF que pasaban de un 37% a
valores similares al grupo delgado durante esas 20 semanas por traslocacién desde las VLDL. El
contenido en suero de Apo Al se debia principalmente a la cantidad asociada a las HDL, y lo
hacia en todos los grupos de forma similar (90% aprox. tanto en delgadas, como en ZDF de 10
y 20 semanas).

De forma global se observaba un incremento de la cantidad de Apo B y Apo C respecto
a las ratas delgadas. Los cambios especificos que ocurrian en las ZDF entre las 10 (estado
hiperinsulinémico) y las 20 semanas (estado insulinopénico) incluian un aumento significativo
de Apo B100, un ligero déficit relativo de Apo E (el incremento en el grupo de las delgadas era
algo mayor que en las ZDF) y un marcado incremento tanto de Apo AlV como de Apo Al, como

ocurre en nuestro modelo.
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Cuando, en otro estudio, hicieron un grupo de ZDF tratadas con insulina, observaron
que ese marcado incremento de HDL y Apo Al a las 20 semanas, se producia sélo en las que no

recibian tratamiento®*>.

En ratas Sprague-Dawley, Murao y colaboradores habian observado que glucosa e
insulina tenian efectos antagdnicos sobre el promotor hepatico del gen de Apo Al: la glucosa
disminuia y la insulina aumentaba la actividad del promotor de Apo Al in vitro, y la accidn
combinada de ambos (se conseguia un estado de hiperglucemia e hiperinsulinemia sin otros
trastornos metabdlicos anadidos, alimentando a ratas SD con una dieta rica en fructosa)
conseguia aumentar tanto a nivel de Apo Al RNAm como a nivel de proteina (la insulina activa

el promotor y ademas es hipoglucemiante).

Asi, en nuestras ratas ZDF de 19 semanas era de esperar que la hiperglucemia y la falta
de insulina resultaran en una disminucién de Apo Al y no lo contrario. Aunque no disponemos
de un modelo hiperglucémico/hiperinsulinémico para comparar. De momento conocemos que
el rasgo “diabetes” genera un aumento de Apo Al en plasma frente a ratas delgadas o sdlo
obesas en consonancia con los primeros estudios mencionados de Blay-Peinado o Sparks.

Destacar también el hecho de que estas diferencias entre Ziicker y Ziicker diabéticas
no se dan para la variable HDL, sugiriendo la posibilidad de que el incremento de HDL en
Zicker se deba a cambios en la composicidn relativa de otras apoproteinas, o que el aumento
de Apo Al en plasma de las Ziicker diabéticas se deba a la traslocacion de ese aumento de apo
a otras lipoproteinas por cambios en la contribucidn del intestino a esa cantidad circulante

total.

Apo Al es la proteina estructural fundamental de las HDL, con un papel muy relevante
en todas las etapas del metabolismo de esta lipoproteina. Es el aceptor de fosfolipidos y
colesterol, cofactor enzimdtico en su maduracién, y ligando de receptores que median en la
captacién de ésteres de colesterol por el higado y los drganos que sintetizan hormonas
esteroideas. El déficit de Apo Al se asocia con deficiencia de HDL, asi como la sobreexpresion
da lugar a un incremento de HDL capaz de prevenir la arteriosclerosis en modelos animales
predispuestos a ello?*.

Es un factor decisivo en la capacidad antioxidante de las HDL demostrado tanto in vivo

241242 ghservd en cultivo de células de la

como in vitro. El grupo de Navab y colaboradores
pared arterial, que Apo Al era capaz de retirar moléculas “semilla” de las particulas de LDL y

hacerlas resistentes a la oxidacién. Cuando se afiadia LDL al sistema de cultivo, quedaba
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atrapada en el espacio subendotelial, produciéndose fosfolipidos oxidados que estimulaban la
respuesta inflamatoria. Tras dos horas de incubaciéon con Apo Al se observaba que LDL en
contacto con el cultivo no se oxidaba. Ocurria lo mismo in vivo tanto en ratones como en
humanos, a los que se les administraba Apo Al. Se incubaban las muestras de LDL en el
cocultivo de células de la pared arterial a las pocas horas de la infusion de Apo Al, y se

observaba su resistencia a la oxidacion.

En nuestro estudio, observamos que los grupos de ratas diabéticas son las que
presentan unos niveles plasmdticos mas elevados de Apo Al, sin que se aprecien diferencias
importantes en los grupos de intervencion farmacoldgica o dietética (existe un ligero aumento
de la cantidad de apoproteina en el grupo vehiculo). Sin embargo, si son importantes las
diferencias en la capacidad antioxidante de las HDL de esos grupos como se observa en la
menor fluorescencia que genera el grupo de ratas con dieta en el ensayo con DCF. Otros
factores como las enzimas PON, PAF-AH... se han implicado en la proteccién antioxidante y
frente al dafio vascular de las HDL y no han sido determinadas en nuestro estudio.

No sdlo la sefial fluorescente del ensayo con DCF es menor, sino que también lo es la
cantidad de albumina que se encuentra en la orina del grupo de ratas con tratamiento
dietético, sugiriendo un papel protector a nivel vascular (a pesar de que el grupo con mayor
cantidad de Apo Al en plasma es el vehiculo).

La implicacidn de otras enzimas y otros mecanismos no relacionados con la oxidacion
de las LDL podria explicar la menor albuminuria del grupo de Telmisartan, ain no mostrando
una clara diferencia en su sefial de DCF respecto al grupo vehiculo.

Por otra parte la menor cantidad de Apo Al en el grupo SD, no implica mayor dafio
vascular, porque ademas de un perfil lipidico menos aterogénico, se observé que ratones
deficientes en Apo Al no tienen una susceptibilidad aumentada a la arteriosclerosis ni siquiera
cuando son alimentados con dieta rica en grasa, sugiriendo la necesidad de un segundo factor

predisponente”®.
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EXPRESION HEPATICA DEL RNAm DE APO Al

Figura 27. Expresion hepatica de RNAm Apo Al
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Tabla 16. Determinacion de la expresion de RNAm Apo Al
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
Apo Al ZDFT 8 ,75 ,19 ,55 1,07
Tejido ZDFV 8 1,01 ,42 ,66 1,96
ZDFC 4 1,04 ,32 ,58 1,30
ZDFD 8 ,72 ,31 ,30 1,28
Total 28 ,85 ,33 ,30 1,96

Los datos se muestran como medias, desviacidn tipica y valores minimo y maximo. Se utilizé el test de Brown-
Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones

multiples. No existen diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales para p< 0,05

Para valorar el origen de las pequefias diferencias (hay algo menos en T-D que en V)
que observamos en la cantidad de apoproteina en plasma, se midié la expresion hepatica de
Apo Al mediante Real Time PCR. Para el analisis de la expresion génica y la cuantificacidn de
RNAmM recuperamos todos los grupos de ratas obesas y diabéticas y nos centramos en la

influencia de la dieta y el tratamiento con Telmisartan sobre estas apoproteinas.
El analisis de Apo Al muestra diferencias entre grupos, aunque no alcanzan la

significacion estadistica. Aun asi parece que la tendencia de los grupos tratamiento (bien

dietético o farmacoldgico) es a tener una cantidad celular de Apo Al inferior a los grupos que
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no reciben intervencidn (vehiculo o sélo control), como ocurria en la cantidad de proteina en
plasma aunque de forma menos marcada.

Se ha mencionado ya el estudio de Murao sobre la actividad del promotor de Apo Al
frente a insulina y glucosa, in vitro, y en un modelo de rata con hiperglucemia e
hiperinsulinemia (ratas SD alimentadas con dieta rica en fructosa). Aunque no se ha
determinado la cantidad de insulina en plasma, por datos indirectos y por similitud de nuestro
modelo con otros, las ratas ZDF a las 19 semanas son, ademas de insulinopénicas, resistentes a
la acciéon de la insulina. Asi, seria de esperar que las ratas vehiculo y control expresaran menos
el gen de Apo Al. Sin embargo, en caso de que las diferencias en nuestro estudio sean ciertas,
la tendencia parece ser la contraria. In vitro es cierto que la glucosa y la insulina realizan
acciones contrarias, mientras que in vivo en el modelo de Murao, la
hiperglucemia/hiperinsulinemia resulta en un incremento neto de Apo Al. No conocemos,
pues, el efecto in vivo sobre el promotor del gen de Apo Al, de un modelo con
hiperglucemia/insulinopenia como son nuestras ZDF a las 19 semanas que ademas exhiben
una serie de alteraciones metabdlicas variadas del metabolismo lipidico/lipoproteico.

Ademas carecemos de datos suficientes, en relacion a nuestros resultados, para
sugerir que las pequefias diferencias en la cuantificacion de RNAm de Apo Al son una

tendencia hacia lo significativo; o bien asumir que no existen diferencias entre grupos.
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APO AlV EN PLASMA

Figura 28. Medias de Apo AIV en plasma
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Tabla 17. Determinacion de Apo AIV en plasma
N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
Apo AlV SD 5 ,69 ,31 ,15 ,89
YA 5 1,14 ,10 1,00 1,29
ZDFT 8 1,74°° ,32 1,26 2,10
ZDFV 8 1,38° ,23 ,87 1,60
ZDFD 8 1,44 2 ,15 1,19 1,71
Total 34 1,34 ,40 ,15 2,10

Los datos se muestran como medias, desviacion tipica y valores minimo y maximo. Se utilizo el test de Brown-
Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones

multiples. Existen diferencias significativas entre los diferentes grupos, para p< 0,05 (° versus SD, ®versus Z)

Los grupos de ratas no diabéticas muestran menor cantidad de Apo AlV en plasma que
el resto (son significativas las diferencias de SD frente a todas las demds, y las diferencias de Z
frente a los grupos obesas y diabéticas que reciben intervencidon farmacoldgica o dietéticas);
ademas las delgadas también tienen menor cantidad de esa apoproteina en plasma respecto a
las obesas no diabéticas.

Entre las ratas obesas y diabéticas hay ligeras diferencias entre los grupos, y, aunque
no con suficiente potencia estadistica, si que la tendencia del grupo tratado con Telmisartan
(mayor cantidad de apoproteina) frente al grupo vehiculo sugiere que esas diferencias sean
reales. El grupo tratado con dieta se comporta de una manera similar al vehiculo aunque las

diferencias que existen no permiten extraer ninguna conclusidn a ese respecto salvo hipotesis.
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EXPRESION HEPATICA DE RNAm DE APO AIV

Figura 29. Expresion hepatica de Apo AIV
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Tabla 18. Expresion de RNAm de Apo AIV

N Media Desviacion Minimo Maximo
tipica
Apo AlV ZDFT 8 1,15 ,76 ,30 2,12
ZDFV 8 ,98 ,59 ,31 2,15
ZDFC 4 1,11 ,61 ,60 1,95
ZDFD 8 1,75 ,66 1,30 3,14
Total 28 1,27 ,70 ,30 3,14

Los datos se muestran como medias, desviacion tipica y valores minimo y maximo. Se utilizé el test de Brown-
Forsythe como prueba robusta de igualdad de varianzas y la prueba post-hoc de Tamhane de comparaciones

multiples. No existen diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales para p< 0,05

Recuperando el grupo control y centrandonos en las ZDF, como ocurria con Apo Al,
tampoco las diferencias son significativas, aunque si que el resultado en las ratas con dieta
controlada parece tener una tendencia diferenciada con respecto a los otros tres grupos de
ratas obesas y diabéticas.

La cantidad de RNA de Apo AIV celular global en el grupo ZDFD es superior a los
demas, de forma inversa a lo que ocurria con Apo Al. Ademas en plasma las diferencias eran
pequefias, y en todo caso, la cantidad de Apo AlV circulante era inferior al grupo ZDFT y muy

similar al grupo ZDFV. También, el grupo de Telmisartan también parece tener resultados
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inversos en cuanto a cantidad de RNA de Apo AIV y proteina circulante respecto al grupo
vehiculo. Menos Apo AlIV en plasma que ZDFV pero mds a nivel de RNA celular; ambas

cantidades, eso si, sélo ligeramente diferentes.

No existen muchos estudios sobre estas apoproteinas en ratas Zlicker diabéticas, ni
descriptivos ni en los que se hayan comparado estrategias terapéuticas y su relacion con otros
parametros importantes del metabolismo lipidico.

Strobl y colaboradores™® estudiaron la regulacion de la expresién del gen de Apo AIV
por factores genéticos y nutricionales. Determinaron la cantidad nuclear y celular total de
RNAmM de Apo AlV en higados de ratas Ziicker obesas (no diabéticas) frente a ratas Ziicker sin
obesidad genética (Fa/-) no hiperlipémicas. También estudiaron la transcripcion del gen Apo
AlV, en un modelo experimental en el que se modificaba la dieta de los animales: una dieta
habitual frente a una enriquecida con aceite de pescado y otra enriquecida en sacarosa.
Observaron que, basalmente, sin intervenciones dietéticas, los niveles de RNAm de Apo AlV en
el higado de ratas Ziicker obesas eran muy superiores a los de las no obesas como ya habian
mostrado otros?’. Entre las ratas con dieta habitual la cantidad de RNAm a nivel hepatocelular
era al menos el doble en los animales obesos que en los delgados. Para determinar a qué nivel
de la expresidn génica se incrementaba la expresién de Apo AlV en las ratas Ziicker obesas,
midieron la transcripcion del gen aisladamente en el nucleo celular de los hepatocitos,
observando que no existian diferencias entre ambos grupos de ratas. Asi, serian mecanismos
postranscripcionales los responsables de esa mayor cantidad de RNAm de Apo AlV en el grupo
de las obesas: bien por estabilizacién postranscripcional o bien por un mas eficiente procesado
(0 ambos) de un transcrito primario de RNAm en el nucleo de los hepatocitos de las obesas; ya
que la tasa de transcripcidn nuclear era similar a las no obesas, pero sin embargo existia mas

RNAm en el citoplasma de las obesas.

La expresion hepatica de Apo AlV estd sujeta a regulacidn dietética. Una dieta rica en
sacarosa incrementé la produccién de Triglicéridos en el higado y reguld positivamente la

28 mientras que una dieta rica en aceite de

transcripcién hepdtica de RNAm de Apo AlV
pescado redujo la produccién de Triglicéridos y la transcripcién de Apo AIV en cultivos de
hepatocitos®>®.

En el estudio de Strobl, en el caso de la dieta rica en aceite de pescado se observd una
reduccion de la transcripcidon génica de RNAm en las ratas delgadas pero no se produjo ningun

cambio en las genéticamente obesas, sugiriendo que la obesidad genética alteraba la

influencia de la dieta en al regulacién génica de estas apoproteinas. Los resultados que
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obtuvieron en el grupo de ratas delgadas eran consistentes con otros trabajos. Obtuvieron
resultados similares in vivo, con una menor abundancia de RNAm ApolV en el higado de las
ratas delgadas alimentadas con una dieta rica en adiete de pescado; postulando que se debia a
un mecanismo posttranscripcional de regulacion negativa, y que aunque no podian explicar el
significado fisioldgico de este hecho, si que sugerian que ya que Apo AlV participaba de
manera importante en el transporte de Triglicéridos en plasma (transferencia ApoC Il hacia las
Lp rica en Triglicéridos —VLDL- para posterior catabolismo), el efecto de la dieta rica en aceite
de pescado seria parte de los mecanismo de regulacion del metabolismo de los triglicéridos
(los acidos grasos Omega 3 que contiene el aceite de pescado serian los mediadores en la
reduccion de Triglicéridos y VLDL)

La conclusidn importante del estudio, era que la obesidad genética anulaba la

supresion de la transcripcidn del gen de Apo AIV que provoca el aceite de pescado.

En nuestro caso también observamos un incremento de Apo AlV en ratas obesas ,
sobretodo si ademas son diabéticas, y aunque no disponemos de RNAm de SD ni Z, podrian
tratarse de mecanismos postranscripcionales similares ligados a los acidos grasos no
esterificados y el metabolismo de lipoproteinas ricas en Triglicéridos. En el grupo de la dieta
controlada frente al resto de obesas observamos que la cantidad de transcrito es mayor sin
que se traduzca en mayor cantidad de proteina en plasma, y en cambio para el grupo de

Telmisartan el efecto es inverso. Desconocemos los mecanismos precisos.

En los estudios mencionados de Sparks y Blay-Peinado se observaba un aumento de la
cantidad total de AIV aunque sin embargo parecia que existia cierta discordancia en la
cantidad relativa que va asociada a HDL u otras lipoproteinas. Sparks vio que Apo estaba en
plasma >90% asociado a HDL en todos los grupos. (Apo IV aumentaba un 73% en el grupo de
las 20, mientras que delgadas y 10 semanas eran similares), sin embargo, Blay-Peinado
observd un incremento muy importante de quilomicrones con aumentos moderados del resto
de lipoproteinas, aumentando la fraccién de Apo AlV asociada a Qm y permaneciendo estable

la de HDL (disminucién relativa al ligero aumento de HDL).

Quiza las diferencias que observamos en nuestro estudio sobre la cantidad circulante
de Apo AIV y la expresion hepatica en los diferentes grupos, pueda tener origen en esos
cambios relativos y la translocacion de parte de la fraccidn proteica hacia otras lipoproteinas,

como hipotetizamos para Apo Al.
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ANALISIS DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LAS HDL MEDIANTE EL ENSAYO CON DCF

(diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina)

Figura 30. Proteccion de la oxidacion de las LDL
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Se representa el ensayo de oxidacion y medida de fluorescencia de DCF, tal y como se describe en Material y
Métodos. Vemos la gréfica de las diferencias medias de sefial fluorescente entre muestras de LDL y LDL+HDL de los

diferentes grupos. Se observa tendencia hacia las diferencias entre grupos, sobretodo entre SD, ZDFV y ZDFD

El ensayo de incubacién de LDL con diacetato de fluoresceina (DCF) desarrollado por el
grupo de Navab®*® se basa en el hecho de que las especies reactivas generadas por las LDL
oxidadas reaccionan con DCF emitiendo fluorescencia de una forma proporcional al grado de
oxidacién. Es un ensayo rapido que evita la necesidad de utilizar cultivos celulares para
estudiar la habilidad de las HDL para prevenir la formacion o inactivar los fosfolipidos oxidados
de las LDL, y que muestra buena correlacidon con los resultados obtenidos los métodos de
estudio en cultivos celulares (en un medio de cultivo de células endoteliales y musculares lisas
en cultivo junto a LDL, por la accidon de compuestos derivados del metabolismo de los acidos
linoleico y araquiddnico, los fosfolipidos de las moléculas de LDL se oxidan e inducen una
respuesta proinflamatoria como la transmigracién de monocitos).

Cultivaron LDL control en un medio con células de la pared arterial, junto HDL de
pacientes con arteriosclerosis coronaria documentada, y también junto a HDL de un grupo

control sano. La formacion de LDL oxidadas por las células de la pared arterial, podia ser
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inhibida por HDL “normales”?*24

, que ademds inhibian la actividad quimiotdctica y la
transmigracién de monocitos.

De la misma manera, utilizaron el ensayo con DCF para testar el HDL de esos pacientes
frente al de los sujetos sanos ante la presencia de particulas LDL ligeramente oxidadas, y
observaron un incremento significativo de la sefial fluorescente con las HDL de los pacientes,

indicativo de la incapacidad de estas para frenar y/o inactivar la oxidacién de fosfolipidos.

El mismo grupo de Navab observé como las HDL de ratones susceptibles a
aterosclerosis inducida por la dieta, funcionaba de forma deficiente y era ademas
proinflamatorio en comparacién con el mismo grupo de ratones alimentado con una dieta

pobre en grasa, y también frente a ratones apoE “knockout” resistentes a aterosclerosis’®.

Gowri y colaboradores®® habian observado que la fraccion de HDL, de sujetos
diabéticos tipo Il con mal control glucémico (con un mayor contenido en triglicéridos que
HDL;) carecia de efecto para prevenir la oxidacion de LDL en un cultivo de macréfagos, y no asi
la fraccion HDL, de sujetos sanos. En el grupo diabético tanto la Apo B100 de las LDL como Apo
Al de las HDL mostraban cambios estructurales importantes. También observaron que existia
correlacién positiva entre la capacidad antioxidante de las HDL la actividad acetilhidrolasa
(PAF-AH) sdlo en los sujetos sanos; asi como una correlacién negativa entre la concentracion

de triglicéridos y esa capacidad antioxidante en el grupo de los diabéticos.

La cantidad de HDL en plasma depende del colesterol total y muestra gran
heterogeneidad en su composicidn, y como ya hemos visto no refleja su funcionalidad. Sin
embargo, la capacidad de inhibir la peroxidacién lipidica (asi como la eficiencia en el transporte
reverso del colesterol), permite valorar la integridad estructural y funcional de las particulas de

HDL.

Volviendo a nuestros resultados, el grupo de ratas delgadas y no hiperlipémicas, SD,
muestra una sefal de fluorescencia baja que indica menor oxidacién de sus LDL. Es interesante
ver la relacidn que existe entre las ratas obesas, y entre las que ademas de obesidad padecen
diabetes:

- Las HDL de las ratas ZDFV son mas disfuncionantes que las de las SD y las de las ZDFD a
la hora de evitar la formacién de fosfolipidos oxidados en las LDL, o por inactivacién de
los mismos). Una dieta controlada e hipocaldrica, pues, parece frenar los efectos de la

obesidad/diabetes sobre las HDL.
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En el grupo de las ratas con Telmisartdn la interpretacién puede ir en ambas

direcciones: el efecto del farmaco no es importante y la funcionalidad de las HDL se

asemeja al grupo vehiculo, o simplemente que su efecto es mas lento que el efecto de

una dieta hipocaldrica.

No hemos encontrado otros estudios que evallen

la capacidad antioxidativa vy

antiinflamatoria de las HDL en las situaciones que desarrollamos en este experimento, como

son la de un grupo de ratas obesas y diabéticas (que, por similitud a los modelos murinos y

humanos mencionados, tendrian unas particulas HDL poco eficientes y en cierto modo

proaterdgenicas) sometidas a dieta y/o bajo tratamiento con un farmaco modulador del

metabolismo de los acidos grasos como el Telmisartan.

Atendiendo al resto de resultados, como vemos en las graficas, parece existir correlacion

entre la actividad antioxidante de las HDL medida por DCF y la albuminuria (r= 0,64 p< 0,01),

indicativo de ese papel protector frente al dafio endotelial que provocarian las especies

oxidadas de las LDL y la inflamacidn posterior. Igual que en el estudio de Gowri vemos una

correlacién positiva entre la concentracion de triglicéridos y la sefial DCF (r= 0,62 p<0,01).

Figura 31. Asociacién entre diferentes parametros.
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Nuestro abordaje experimental nos ha permitido extraer conclusiones interesantes
cuando se comprarn los grupos intervencion frente al vehiculo, y que se podrian resumir de
una forma grafica en la siguiente figura (se describen con mas detalle en el correspondiente

apartado de la discusion de cada una de las variables).

albumindria colesterol

2

colesterol

2

albumindria

)

ZDF Dieta
Vs
Vehiculo
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Vs
Vehiculo

triglicéridos

’

Figura 32. Representacion esquematica de los resultados en los grupos intervencién.

triglicéridos
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CONCLUSIONES
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1. La asociacién de diabetes y obesidad en este modelo de rata ZDF genera una serie de
alteraciones metabdlicas desde etapas muy tempranas, con hiperglucemia y un tipo de
dislipidemia no sdlo caracterizado por el exceso de lipidos en sangre (hiperlipemia) sino por
un perfil que se ha demostrado promueve el desarrollo de arteriosclerosis (dislipemia
aterdgena): hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, y aumento de &acidos grasos no

esterificados en plasma.

2. La asociacién de diabetes y obesidad en este modelo de rata ZDF genera una serie de
alteraciones metabdlicas, que ya desde la semana 10, provocan la aparicidon y un rapido

incremento de microalbuminuria.

3. La intervencion dietética y farmacoldgica con agonistas PPARy (Telmisartan) en ratas ZDF
revierte en algunos casos, o atenua en otros, las alteraciones metabdlicas que de forma

espontdnea genera la diabetes y la obesidad en este modelo animal.

e Ladieta hipocaldrica disminuyé de forma significativa la concentracién de colesterol
total y colesterol-HDL respecto a los grupos vehiculo y control. También consiguié
disminuir la glucemia, la concentracidn de triglicéridos en plasma y la albuminuria.

e Eltratamiento con un farmaco con actividad agonista de PPARy consiguié disminuir la

albuminuria, y la glucemia a casi la mitad con respecto a los grupos vehiculo y control.

4. La intervencién dietética y farmacoldgica con agonistas PPARy (Telmisartdn) en ratas ZDF,
mejora o enlentece el dafio vascular y la aparicion de microalbuminuria que de forma

espontdnea genera la diabetes y la obesidad en este modelo animal.

5. La obesidad pero sobretodo la asociacion de diabetes y obesidad en este modelo de rata
genera un tipo de lipoproteinas de alta densidad (HDL) disfuncionantes, con una menor

capacidad de inhibir la oxidacion de las particulas de baja densidad (LDL).

6. La intervencion con una dieta hipocaldérica mejora la capacidad de las HDL para inhibir la

oxidacion de las particulas de baja densidad (LDL)

7. Existe una correlacion positiva media entre la sefial de DCF, y por tanto la oxidaciéon de las
LDL y la alteracion funcional de las HDL, con el dafio endotelial precoz y la aparicion de

microalbuminuria.
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