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Fundamento. Las estatinas son agentes
hipolipemiantes que no sélo mejoran la
concentracién de colesterol sino también
la de triglicéridos (TG). Mientras su accién
hipocolesterolemiante implica la inhibicién de la
colesterogénesis a través de su accién sobre la
HMG-CoA reductasa, el mecanismo de su accién
hipotrigliceridemiante no es tan conocido. El
receptor activado por proliferadores peroxisomales
tipo alfa (PPARa) es clave en el metabolismo
lipidico y se ha relacionado con la afectacion
farmacoldgica de la trigliceridemia (tal es el caso
de fibratos).

Métodos. El presente trabajo se ha llevado a
cabo para determinar el efecto agudo de una dosis
elevada de lovastatina sobre la expresion hepatica
de dicho receptor en ratas normolipémicas, asi
como de alguno de sus genes diana. Paralelamente,
se realiz6 un estudio ex vivo de la actividad
lipolitica del tejido adiposo blanco.

Resultados. A 1,5, 3 y 7 h (tiempos de estudio) de
la administracién del farmaco no hubo afectacién
de la colesterolemia y, aunque tampoco parecia
verse afectada la concentracién de TG en plasma,
sf que se observaba una acci6n
hipotrigliceridemiante a las 7 h. En cuanto a las
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expresiones de PPARa y la de su gen diana, acil-
CoA oxidasa peroxisomal (ACO), se comportaron
de manera paralela, esto es, una tendencia
significativa a aumentar en los animales tratados a
las 7 h de la administracién. En cuanto a la
expresion de apolipoproteina CIII no habia
cambios, y la de fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(PEPCK) parecia responder bien en los dos grupos
al perfil de FFA en plasma. En cuanto a la lip6lisis,
cuyos valores basales se incrementaron a lo largo
del estudio, se veia considerablemente reducida
por accion del farmaco a las 7 h, mientras que,
curiosamente, a las 3 h de la administracién el
tejido adiposo de las ratas tratadas parecia mas
sensible a la adrenalina que el de las controles.

Conclusiones. Por todo ello, el efecto
hipotrigliceridemiante de la lovastatina parece
estar relacionado con una induccion de la
expresion hepatica de PPARa y de genes de la
R-oxidacién peroxisomal y con un efecto
antilipolitico en el tejido adiposo.
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STUDY OF THE MECHANISM
OF HYPOLIPEMIANT EFFECT OF LOVASTATIN
IN THE RAT

Background. Statins are hypolipidemic drugs that
not only improve cholesterol but also triglyceride
levels. Whereas their cholesterol-lowering effect
involves inhibition of cholesterogenesis through
inhibition of enzyme 3-hidroxy-methylglutaryl CoA
(HMG-CoA) reductase, the mechanism by which
they reduce triglycerides remains unknown.
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Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
(PPAR-) is crucial in lipid metabolism and has
been related to the pharmacologic effect on
triglyceridemia (as is the case of fibrates).

Methods. This study was carried out to
determine the effect of acute administration of a
high dose of lovastatin on hepatic expression of
both PPAR-o and some of its target genes in
normolipidemic rats. In parallel, the ex vivo
lipolytic activity of white adipose tissue from the
same rats was also studied.

Results. Cholesterolemia was not affected by the
drug at the times considered (1,5, 3 and 7 hours
after administration of the drug) and, although
triglyceridemia did not seem to be affected by the
treatment, a hypotriglyceridemic effect was
observed at 7 hours after administration.
Expression of PPAR-o and its target gene,
peroxisomal acyl-CoA oxidase (ACO) were similarly
affected by the treatment, showing a trend to
increase in treated animals. This increase was
statistically significant at 7 hours. Expression of
apolipoprotein CIII remained unchanged but that
of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)
seemed to be sensitive to the plasma FFA profile in
both animal groups. Regarding adipose tissue
lipolytic activity, the basal values, which increased
throughout the study, were markedly reduced by
lovastatin at 7 hours after administration.
However, at 3 hours after administration adipose
tissue from treated rats seemed to be more
sensitive to epinephrine than tissue from control
rats.

Conclusions. The results of this study suggest
that the hypotriglyceridemic effect of lovastatin is
related to both induction of hepatic expression of
PPAR-a and genes related to peroxisomal
B-oxidation, as well as to the antilipolytic
effect on adipose tissue.

Key words:
Statins. PPAR. Gene expression. Lipolysis. Triglycerides.

Introduccién

Las estatinas son agentes hipolipemiantes que
reducen la concentracién de colesterol, aunque
también se ha descrito que disminuyen la de tri-
glicéridos. Es bien sabido que su accién hipoco-
lesterolemiante implica la inhibicién de la sintesis
de novo del colesterol celular a través de la inhibi-
cién competitiva de la enzima limitante de la via,
la HMG-CoA reductasa. Sin embargo, el mecanis-
mo de su accién hipotrigliceridemiante no es tan
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conocido y ello fue el propésito del presente estu-
dio. Asi, y con objeto de remarcar los posibles
efectos que la estatina tuviera sobre los pardme-
tros aqui estudiados, se utilizé una dosis elevada
de farmaco, aunque del mismo orden de magni-
tud que las usadas en otros estudios'?. En cir-
cunstancias normales, las concentraciones plas-
maticas de lovastatina en pacientes que reciben
esta terapia son bajos. Sin embargo, hay ciertas
ocasiones, como ocurre en los pacientes trans-
plantados que reciben ciclosporina junto con esta-
tinas, en los que las concentraciones de lovastati-
na en plasma pueden llegar a ser veinte veces
superiores, por lo que no se recomienda la toma
conjunta de ambos farmacos*’. Atin mas, el citado
efecto hipotrigliceridemiante de la lovastatina es,
en estos casos, también evidente>”.

El receptor activado por proliferadores peroxi-
somales (PPARa), proteina clave en el metabolis-
mo lipidico y lipoproteico?, se ha relacionado con
la reduccién farmacolégica de la hipertrigliceride-
mia, en concreto con el mecanismo de accién de
fibratos®. Se ha descrito que las estatinas son tam-
bién capaces de estimular la expresion y/o activi-
dad transcripcional del PPARa en determinadas
circunstancias: in vitro, en células de glioma hu-
mano'?, en células de hepatoma humano!! y en
hepatocitos humanos'?; e in vivo, en higado de ra-
tas hipertrigliceridémicas por una dieta rica en
fructosa®.

La activacién del PPARa puede influir en las
concentraciones de triglicéridos ya que dicha acti-
vacién suele venir acompanada de un aumento
concomitante del catabolismo hepético de los 4ci-
dos grasos y, por tanto, comprometiendo el sumi-
nistro de sustratos para la sintesis de triglicéridos
y su liberacion a la circulacion desde el higado.
No obstante, existen otros posibles puntos de re-
gulacion. Asi, por ejemplo, la liberacién de acidos
grasos por el tejido adiposo, el catabolismo de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos por los tejidos
extrahepaticos, la captacion de los FFA por los te-
jidos y la propia sintesis hepética de TG. Sin em-
bargo, de todos ellos, la actividad lipolitica del te-
jido adiposo no ha sido contemplada como
posible sitio de actuacion de las estatinas, que pu-
diera ayudar a explicar su accién hipotrigliceride-
miante.

Por todo ello, en el presente estudio se investigd
el efecto del tratamiento agudo con una dosis ele-
vada de lovastatina en ratas normolipémicas, inte-
resandonos principalmente su accién sobre la tri-
gliceridemia. Por ello, nos centramos en dos rutas
relacionadas con el suministro adecuado de FFA
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para la sintesis hepética de triglicéridos: el catabo-
lismo hepético de acidos grasos libres y su libera-
ci6n a la sangre desde el tejido adiposo.

Material y métodos

Material
La lovastatina fue cedida por Merck Sharp & Dohme de Es-
paia, S.A.

Tratamiento de los animales

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 210-225 g,
alimentadas ad libitum con pienso de mantenimiento RMM
(Harlan Interfauna Ibérica, S.A.) y sometidas a un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h con una temperatura estable de 20-24
°C y una humedad relativa de 55 + 10%. Se administré una
unica dosis de lovastatina de 500 mg/kg de peso corporal o
bien el vehiculo (Tween-80 al 2%) mediante sonda gastrica,
sin anestesia, a las 9:00 h de la mafiana. A 1,5, 3 y 7 h después
de dicha administracién, los animales fueron sacrificados por
decapitacion con guillotina y sin anestesia. Un lote de anima-
les, elegidos al azar y que no habian recibido tratamiento al-
guno, fueron igualmente sacrificados a las 9:00 h de la mana-
na y representaron el grupo experimental de tiempo 0; esto es,
previo a la administracion. El tejido adiposo epididimal fue
recogido en suero salino para seguidamente realizar los estu-
dios de actividad lipolitica. Tanto el higado como los prime-
ros 10-12 cm del intestino delgado a partir del estémago (con-
siderados como duodeno) fueron extraidos e inmediatamente
sumergidos en N, liquido y almacenados a -80 °C hasta su
procesamiento para realizar estudios de expresiéon génica. La
sangre fue recogida en un tubo con EDTA, y tras centrifuga-
cién el plasma se congel6 a -20 °C para subsiguientes valora-
ciones.

Pardmetros plasmdticos

El colesterol, los triglicéridos y los acidos grasos libres
(FFA) fueron valorados empleando kits comerciales (Menarini,
en los dos primeros casos y Wako Chemicals, en el dltimo). El
glicerol plasmatico fue valorado siguiendo el método descrito
por Garland y Randle', previa desproteinizacion del medio®.

Andlisis del ARN

El ARN de las muestras de higado obtenidas a las 3 y 7 h tras
la administracion de la lovastatina o del placebo fue extraido em-
pleando el reactivo Ultraspec™ (Biotecx Labs), segtin indicacio-
nes del fabricante. La concentracién del ARN total extraido se
determiné midiendo su absorbancia a 260 nm, obteniéndose en
todos los casos una relacién de absorbancias a 260/280 entre 1,8
y 2,0. Fueron desnaturalizados 10, 20 y 30 pg de ARN total y se
fijaron en una membrana de nylon Hybon™-N (Amersham
Pharmacia), para los analisis de dot blot (PPAR). Por otro lado,
20 pg del ARN total extraido fueron desnaturalizados, separados
en un gel al 1,2% de agarosa y formaldehido y transferidos a una
membrana de nylon, para los analisis de Northern blot (PEPCK,
ACO y apo-CIII). Se utilizaron los siguientes fragmentos del ADN
complementario de rata: del PPARo. (cedido por Hebe Guardio-
la-Diaz y J.A. Gustaffson, Instituto Karolinska, Suecia), de la
PEPCK (obtenido de D.K. Ganner, Vanderbilt University Medical
School, EE.UU.), de la ACO (donado por T. Osumi, Harima
Science Park City, Japén), de la apolipoproteina CIII (cedido por
J. Auwerx, Instituto Pasteur, Francia) y del gliceraldehido-3-fos-
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fato deshidrogenasa (G3PDH), que fue obtenido por PCR'. Las
sondas fueron marcadas con [0-?P]-dCTP mediante el kit Mega-
prime™ (Amersham Pharmacia) e hibridadas con las membra-
nas a 42 °C durante una noche. Después fueron lavadas dos ve-
ces con una solucién de SSC 2X, SDS 0,1% a 42 °C, en el caso
del PPARa y a 53 °C, para los restantes. Tras los lavados, las
membranas se pusieron en contacto con una pelicula fotografica
X-OMAT-AR (Kodak) y se dejaron impresionar a -80°C en un in-
tervalo de tiempo entre 1y 7 dias. Tras su revelado, la intensidad
de las bandas de la autorradiograffa se cuantific6 mediante den-
sitometria utilizando un escéaner GS-700 Imaging Densitometer
(Biorad) y el programa informatico Molecular Analyst™ 1.4
(Biorad). Posteriormente, las membranas eran deshibridadas en
un bafo a 75 °C, 1 h, con una solucién de SSC 1X, SDS 0,5% y
pirofosfato sodico 0,1%, con agitacién suave, para su posterior
reutilizacion. Para los analisis de dot blot, la linealidad de la rela-
cién entre la intensidad de la sefial y la concentracién de ARN se
confirmé para cada muestra y sonda utilizadas.

RT-PCR semicuantitativa

El ARN total de las muestras de duodeno era extraido em-
pleando RNeasy Mini kit (Qiagen), segtin indicaciones del pro-
veedor. Tres pg de ARN eran tratados con DNasa I, libre de
RNasas (Roche), tras lo cual se llevaba a cabo la transcripcién
inversa. Para ello, el ARN junto con oligo-dT 3,5 uM (Sigma)
eran sometidos a 70 °C durante 10 min. Posteriormente, se
afiadia el tamp6n 1X First Strand (Gibco), 10 mM de DTT
(Gibco) y 2 mM de dNTPs (Roche), sometiéndose la mezcla a
42 °C durante 2 min. Por tltimo, se afiadieron 10 U/l de la en-
zima Superscript™ IT RNase H~ Reverse transcriptase (Gibco),
incubandose todo ello a 42 °C durante 50 min, seguido de otros
15 min a 70 °C. Para llevar a cabo el paso correspondiente a la
PCR, en el caso del PPAR0 la secuencia de los cebadores em-
pleados fue la siguiente: PPAR« sense, 5-CCT TTT TGT GGC
TGC TAT-3’ y PPARa antisense, 5-TCC CTG CTC TCC TGT
ATG-3'. La mezcla de PCR consistia en 800 pM de dNTPs, 0,8
pmol/ul de cada cebador y 0,5 U de la enzima Taq DNA poly-
merase (Biotools). La reaccién de PCR fue: 94 °C, 3 min, 35 ci-
clos (94 °C, 30s; 56 °C, 30's; 72 °C, 60 ), y para finalizar, 72 °C,
5 min. Para la G3PDH, empleada como control, la secuencia de
los cebadores fue: G3PDH sense, 5-ACC ACA GTC CAT GCC
ATC AC-3" y G3PDH antisense, 5-TCC ACC ACC CTG TTG CTG
TA-3". La mezcla de reaccién en este caso fue 800 pM de
dNTPs, 0,8 pmol/ul de cada cebador y 1,5 U de la enzima Accu-
Taq™ LA DNA polymerase (Sigma). La reaccion de PCR fue: 94
°C, 4 min y 30 s, 35 ciclos (94 °C, 30 s; 55 °C, 30 's; 72 °C, 60 s),
y finalmente, 72 °C, 5 min. En ambos casos, los productos de
PCR fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa
al 2%. Tras tincién con bromuro de etidio, la intensidad de las
bandas se cuantificé mediante densitometria, utilizando un es-
caner GS-700 Imaging Densitometer (BioRad) y utilizando el
programa informético Molecular Analyst™ 1.4 (BioRad).

Estudio de la actividad lipolitica

El tejido adiposo epididimal fue empleado para determinar
la actividad lipolitica segtin un método previamente descrito!’.
Asi, inmediatamente después de su extraccion, el tejido fue
troceado, secado y pesado hasta obtener una cantidad aproxi-
mada de 0,7 g. Este fue digerido en una disolucién que conte-
nia 1 mg/ml colagenasa A (Roche) en tampén Krebs-Ringer bi-
carbonato (KRB) suplementado con 5,5 mM de glucosa y 4%
de albtimina bovina (BSA) libre de 4cidos grasos, a pH 7,4.
Tras incubacién a 37 °C y gaseo con carb6geno durante 30
min, se filtr6 la solucién resultante y los adipocitos obtenidos
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Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de lipidos

) Tiempo tras la administracion (horas)
Parametro Tratamiento
0 1,5 3 7

Colesterol Control 111,7+54 785+ 1,1 90,4 +2,4 84,6 +4,8

(mg/dl) Lovastatina 778 £1,2 83,129 90,5+3,4
Triglicéridos Control 103,6 £ 11,9 80,3 £ 15,1 81,4+29 86,9 £ 13,3
~ (mg/dl) Lovastatina 97,6 + 16,3 93,6 +6,2 52,4 + 4,4%
Acidos grasos libres Control 308,6 + 61,6 373,5+ 31,7 506,3 + 25,3 477,0 + 58,7

(uM) Lovastatina 4952 + 84,4 466,0 + 45,3 458,4 + 45,3
Glicerol Control 54,6 + 13,6 492 + 142 859+4,1 85,7+1,9

(pM) Lovastatina 70,3 +5,7 85,0=+9,4 80,7+ 7,5

El tiempo 0 corresponde al momento previo a la administracion. Los valores representados son las medias + error esténdar (n = 6). *p < 0,05, com-

paracion entre los dos grupos experimentales.

eran resuspendidos en tampén KRB 5,5 mM glucosa 4% BSA.
Alicuotas de dicha resuspension eran incubadas en presencia
de 10 mU de adenosina deaminasa (Sigma) y distintas concen-
traciones de adrenalina (10 a 1.000 nM) (Sigma) durante 90
min a 37 °C con agitacién de 60-70 ciclos/min. La reaccién era
detenida colocando los viales de incubacién en un bafio de
hielo y congelacion inmediata a -20 °C. Posteriormente, el gli-
cerol liberado al medio era determinado utilizando un kit co-
mercial (triglicérido GPO-Trinder, Sigma). Por otro lado, y en
paralelo, alicuotas de los adipocitos, iguales a las usadas en la
incubacién, eran sometidas a extraccion con una mezcla de
isopropanol-heptano (4:1), para hacer una estimacién de la
cantidad de lipidos totales existentes en el tejido en cada tubo
de incubacion.

Expresién de los resultados

Los valores corresponden a la media de los datos = el error
estandar y fueron comparados aplicando un test ANOVA de
una via, en el caso del estudio de la actividad lipolitica y de los
parametros plasmaticos, y el de la t de Student, en el caso de
los valores de expresion génica.

Resultados

Efecto de la lovastatina sobre las concentraciones
de lipidos en plasma

La administracién de una tnica dosis elevada
de lovastatina a ratas normolipémicas no produjo
cambios en la concentracién plasmatica de coles-
terol a ninguno de los tiempos estudiados, si lo
comparamos con los datos obtenidos en las ratas
control (tabla 1). Algo semejante se observé para
los triglicéridos en plasma, a excepcién de lo que
ocurria a las 7 h de la administracién, donde se
observé una clara tendencia hipotrigliceride-
miante de la lovastatina. En cuanto a las concen-
traciones plasmaticas de FFA y glicerol, sus valo-
res (tabla 1) aumentaron a lo largo del estudio en
los dos grupos, si bien en el caso de los animales
tratados con lovastatina ese aumento fue mas ra-
pido, observandose ya a las 1,5 h, aunque la dife-
rencia no llegara a resultar estadisticamente sig-
nificativa.
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Efecto de la lovastatina sobre la expresion hepdti-
ca de PPARw y genes relacionados

La expresion hepatica de PPARa tiende a au-
mentar a lo largo del dia en las ratas controles,
efecto que se potencia en las ratas tratadas con lo-
vastatina, de manera que a las 7 h de la administra-
cién, la diferencia de expresion entre los dos gru-
pos era evidente, aunque no llegé a ser significativa
(fig. 1). No obstante, el estudio de la expresion de
este mismo gen por técnicas mas sensibles (RT-
PCR) en el duodeno de estos mismos animales
mostré que, aunque a las 3 h del tratamiento no
habia diferencias (controles, 100 + 30% frente a
tratadas, 99 + 5%), si que se llegaron a encontrar
cambios significativos entre los dos grupos a las 7
h de la administracion (controles, 77 + 24% frente
a tratadas, 184 + 14; p < 0,05).

Por otro lado, la expresion hepatica de la fosfo-
enolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) parece verse
afectada tanto por el tratamiento como por el
tiempo de experimento transcurrido (tabla 2). Asi,
si se comparan los datos obtenidos para las ratas
controles a las 3 y 7 h, se puede observar que al
transcurrir el dfa aumenta la expresion de esta en-
zima. Ademas, la lovastatina llega a estimular de
manera significativa la expresion de este gen a las
3 h, aunque no a las 7, si bien esto podria deberse
a un enmascaramiento del efecto del farmaco por
el aumento que ya de por si se observa en las ra-
tas controles a las 7 h. En cuanto a la expresién
de la acil-CoA oxidasa (ACO) peroxisomal (tabla
2), muestra un gran paralelismo a lo comentado
para la expresién del PPARa, esto es, el farmaco
tiende a aumentar su expresion llegando a produ-
cir una diferencia significativa respecto a las ratas
controles a las 7 h del tratamiento. Para el caso de
la expresion de la apolipoproteina CIII (tabla 2),
no se detecté6 cambio alguno por causa del trata-
miento.
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Figura 1. Efecto de la administracion de lovastatina sobre la expresion hepatica de PPARa. Izquierda: autorradiografia representati-
va de las senales correspondientes al ARNm del PPARa y del gen G3PDH utilizado como control, para un animal en cada una de las
condiciones estudiadas. Igualmente, se indica la cantidad de ARN utilizado en cada caso (CON: control; LOV: lovastatina). Derecha:
la cantidad relativa de ARNm para PPARq, determinada por la densitometria de las bandas y normalizada con los datos obtenidos
para el ARNm de G3PDH, se representa usando unidades arbitrarias y considerando el valor del 100% al valor medio obtenido para
los animales controles a las 3 h de la administracién. Cada valor representa la media + error estandar para cuatro animales.

Efecto de la lovastatina sobre la actividad lipoliti-
ca del tejido adiposo

La actividad lipolitica del tejido adiposo fue es-
tudiada ex vivo en ratas controles y tratadas, tanto
en condiciones basales como en respuesta depen-
diente de la dosis a adrenalina (fig. 2). Asi, la lip6li-
sis del tejido adiposo epididimal no diferia entre
ratas controles y las que recibian lovastatina a las
1,5 h de la administracién (fig. 2, A), tanto si los
datos se representaban en valores absolutos como
en porcentaje frente al control respectivo (condi-
ci6n basal sin estimulacién). Sin embargo, cuando
el tejido adiposo procedia de ratas a las que se les
habia administrado la lovastatina 3 h antes, se ob-
servaba una mayor respuesta a la adrenalina, ya

que a partir de 100 nM de esta hormona, los adipo-
citos procedentes de ratas que habian recibido la
lovastatina liberaban mas glicerol al medio que los
de las controles (fig. 2, B). Curiosamente, el tejido
adiposo de las ratas que habian recibido el trata-
miento 7 h antes, parecfa presentar un efecto inver-
so que el observado a las 3 h, esto es, una menor
respuesta a la adrenalina que en el tejido adiposo
proveniente de las ratas controles. Sin embargo, si
se observa la grafica correspondiente a los valores
expresados en porcentajes, se puede observar cla-
ramente que la respuesta a la adrenalina resulté
ser la misma en ambos casos, lo que variaba era el
valor lipolitico basal (fig. 2, C), como se comentara
a continuacién.

Tabla 2. Efecto de la administracién de lovastatina sobre la expresion hepatica de genes relacionados

con PPAR«
PEPCK ACO apo CIII
Tiempo (horas) Control | Lovastatina Control | Lovastatina Control | Lovastatina
3 100,0 £ 22,6 185,0 £ 9,32 100,0 £ 2,4 1235+19,9 100,0 £ 2,0 112,723
7 181,9+ 17,8 180,1 £ 31,9 1324 £10,4 168,9 £ 7,3 106,9 £ 1,5 104,6 £ 4,9

Tras autorradiografia de las membranas Northern blot, la cantidad relativa de ARNm para cada gen correspondiente, determinada por densitome-
tria de las bandas y normalizada con los datos obtenidos para el ARNm de G3PDH, se presenta usando unidades arbitrarias y considerando el valor
del 100% al valor medio obtenido para los animales controles a las 3 h de la administracién. Los valores representados son las medias + error es-
tandar (n = 4). *p < 0,05, comparacién entre los dos grupos experimentales; p < 0,05, comparacion entre los tiempos de estudio, dentro de cada

grupo.
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Figura 2. Efecto de la administracién de lovastatina en la actividad lipolitica del tejido adiposo epididimal. Curvas dosis-respuesta
a la adrenalina de la actividad lipolitica ex vivo de adipocitos aislados a partir del tejido adiposo epididimal de animales tratados
con lovastatina o el medio, a diferentes tiempos tras la administracién: A, 1,5 h; B, 3 h; C, 7 h. Los datos se expresan: en las grafi-
cas de la izquierda, en valores absolutos (nanomoles de glicerol liberados al medio de incubacién por cada 100 g de lipidos totales),
o bien en las graficas de la derecha, en porcentaje frente a la liberacion basal de glicerol (ausencia de adrenalina). Se representan
tanto los datos experimentales obtenidos para cada grupo (m controles; [ lovastatina) como la representacion de la ecuacion de
Hill que mejor se ajusta a dichos datos (linea continua, controles; linea discontinua, lovastatina). Cada valor representa la media =
error estandar de seis ratas por grupo experimental.
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Tabla 3. Parametros farmacocinéticos y de lip6lisis basal

Lipolisis basal EC., (nM) Respuesta maxima
(nmol glicerol/100 mg de lipidos totales) 50 (porcentaje frente a lipdlisis basal)
Tiempo (horas) Control | p | Lovastatina Control | p | Lovastatina Control | p | Lovastatina
1,5 556,7+78,9* ns  699,1+88,6*> 182,6+257 ns 203,6+38,0 1171,3+117,72 ns 11183 +78,3*
3 991,5+134,1> ns 9857 +104,5* 1888 +26,0 <0,05 117,8 +17,6 678,5+41,0> <0,05 9244 +82,12>
7 929,3£87,1" <0,05 498,77+ 111,8> 1712+299 ns 171,6 +373 662,9 + 83,5" ns 754,0 + 133,5P

Los valores representados son las medias + error estdndar (n = 6). La comparacién entre los dos grupos experimentales para cada tiempo estudiado
y parametro, se presenta directamente en la tabla (ns: no significativo). Las letras superindices corresponden a la comparacion estadistica entre los
diferentes tiempos de estudio para cada grupo experimental, de manera que los valores que no tienen una letra superindice igual son significativa-

mente diferentes con una p < 0,05.

De hecho, como se puede observar en la tabla 3,
la lip6lisis basal del tejido adiposo (en ausencia de
adrenalina) parecia aumentar con el transcurso del
dia, tanto en las ratas controles como en las que re-
cibieron lovastatina. Sin embargo, a las 7 h de reci-
bir la lovastatina, la lipdlisis basal no continta au-
mentada sino que, por el contrario, se encuentra
reducida de forma significativa (tabla 3). En cuan-
to a la concentracion de adrenalina en el medio de
incubacién necesaria para producir el 50% de la
respuesta maxima del tejido (ECs,), se pudo obser-
var (tabla 3) que en el tejido adiposo de las ratas
controles no habia cambio alguno entre los tres
tiempos estudiados, mientras que en el tejido pro-
cedente de los animales tratados con lovastatina
habia una drastica reduccién a las 3 h de haber re-
cibido el farmaco, lo que producia, en ese tiempo
de estudio, una diferencia significativa entre las ra-
tas controles y las tratadas. Para el caso de la res-
puesta maxima (tabla 3), en los animales controles
se pudo observar un valor significativamente ma-
yor si el estudio se realizaba a las 1,5 h del comien-
zo del experimento que si se llevaba a cabo a las 3
o alas 7 h, lo cual concordaria con los resultados
observados en lipdlisis basal para estos animales
(tabla 3). Sin embargo, en el caso de los animales
tratados, la elevada respuesta méaxima a la adrena-
lina, observada a las 1,5 h del estudio, se mantuvo
alas 3 h, pero no alas 7, por lo que se observé una
diferencia significativa a las 3 h del estudio entre la
respuesta maxima del tejido adiposo de las ratas
controles y el de las tratadas.

Discusion

El efecto hipotrigliceridemiante de las estatinas
es un hecho constatado®'*?, que ha recibido diver-
sas explicaciones. Por un lado se ha considerado
que se estarfa comprometiendo la salida de lipopro-
tefnas ricas en triglicéridos al hallarse reducida la
sintesis hepatica de colesterol (otro componente de
esas lipoproteinas) por dichos inhibidores de la
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HMG-CoA reductasa’®. Es mas, se ha observado que
las estatinas son mas eficaces en la rata disminu-
yendo las concentraciones de triglicéridos en plas-
ma que las del propio colesterol'*!3. De hecho, en el
presente estudio éste parece ser el caso, ya que la
accion hipotrigliceridemiante de la lovastatina (ob-
servada a las 7 h de la administracién) no se corres-
pondia con un efecto similar en la colesterolemia,
que no cambiaba a lo largo del estudio entre los
animales tratados y los controles. La falta de efecto
hipocolesterolemiante de estatinas en rata ha sido
descrito en numerosos trabajos e incluso en alguno
llegaron a observar cémo una unica dosis elevada
de pravastatina (500 mg/kg) a ratas tan sélo era ca-
paz de producir una ligera disminucién del coleste-
rol plasmatico 9 h después de haber sido adminis-
trado el farmaco! (referencias en este trabajo).

Por otro lado, el efecto hipotrigliceridemiante se
ha achacado a una estimulacion directa de las esta-
tinas sobre el aclaramiento de lipoproteinas ricas
en triglicéridos mediado por la lipoproteina lipasa
en los tejidos extrahepaticos®. De hecho, estos auto-
res observaron como una dosis diaria de 250 mg/kg
de simvastatina durante 4 dias conseguia reducir la
expresion hepatica de la apolipoproteina CIII, po-
tencial inhibidor de la lipoproteinlipasa, si bien
una dosis de 125 mg no llegaba a ser suficiente
para conseguir tal efecto. Por el contrario, en el
presente estudio una tnica dosis de 500 mg/kg de
lovastatina no afectaba, en los tiempos estudiados,
a la expresion de dicha apolipoproteina, por lo que
presumiblemente el efecto hipotrigliceridemiante
de la lovastatina aqui observado no podria expli-
carse como fruto de una reduccion en la cantidad
del inhibidor de la lipoproteinlipasa, apo-CIII, y
por tanto, de un aclaramiento favorecido de lipo-
proteinas ricas en triglicéridos.

En un reciente trabajo, Roglans et al'® pudieron
observar en ratas hipertrigliceridémicas por fructo-
sa que el tratamiento durante 2 semanas con una
dosis de 30 mg/kg de atorvastatina conseguia reba-
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jar las concentraciones plasmaticas de triglicéridos
al valor del de las ratas control. Uno de los efectos
que proponian como explicacién a ese resultado
era la estimulacién concomitante por la estatina de
las expresiones hepaticas de PPARa, de la ACO, y
de la CPT-I, asi como de la actividad de la R-oxida-
cién, parametros todos ellos reducidos por la ali-
mentacién con fructosa, que estaria generando un
mayor catabolismo de los FFA y, por tanto, una me-
nor sintesis hepatica de triglicéridos. Precisamente
en nuestro estudio hemos observado en ratas nor-
molipémicas cémo una unica dosis elevada de lo-
vastatina es ya capaz de promover la expresién del
PPAR« (tanto en higado como en duodeno), lo que
estarfa indicando que este farmaco es capaz de re-
gular la expresién de PPAR sin necesidad de que
previamente esté disminuida. Igualmente, la expre-
sién de ACO en higado se encontraba también au-
mentada por efecto de la lovastatina. Una estimula-
cién paralela de las expresiones de PPAR y ACO en
higado ya la habiamos encontrado anteriormente?!,
aunque en ese estudio se achaco a las concentra-
ciones elevadas de FFA en plasma. Sin embargo,
éste no serfa el caso del presente estudio, ya que a
las 7 h (cuando se observa la mayor estimulacién
de la expresion de PPAR y ACO) no se observaban
diferencias en las concentraciones de FFA entre las
ratas controles y las tratadas. Asi pues, la estimula-
cién a las 7 h de la administracién de la expresion
del PPAR y de su gen diana, ACO, por la lovastati-
na, podria estar originando un catabolismo aumen-
tado de los FFA en el higado, que diera cuenta del
efecto hipotrigliceridemiante tardio provocado por
dicha estatina.

Por otra parte, en estudios previos?, habiamos en-
contrado que la expresion hepatica de PEPCK se co-
rrelacionaba con la de PPAR, respondiendo de mane-
ra similar a factores plasmaticos tales como FFA e
insulina. Sin embargo, en el presente estudio pudi-
mos observar que, a diferencia de lo encontrado para
el PPARq, la expresion de PEPCK parecia estar mas
influida por la concentracién de los FFA en plasma
que por el farmaco. Asi, el aumento de su expresion,
observado ya a las 3 h de recibir el farmaco, podria
ser un reflejo del rapido aumento que también se
producia en la concentracién de los FFA plasmaticos
de las ratas sometidas a lovastatina. Posteriormente,
dado que las concentraciones de FFA llegaban a
igualarse en los dos grupos, la expresion de dicha en-
zima, también. De hecho, nosotros hemos observado
en ratas adultas que la expresién hepatica de PEPCK
responde de manera muy sensible a variaciones en la
concentracién de FFA en plasma (Panadero, Herrera
y Bocos, datos sin publicar).
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Otro punto de regulacion de la trigliceridemia es
la liberacién por el tejido adiposo de los productos
de su lipdlisis (FFA y glicerol), los cuales una vez
captados por el higado pueden ser utilizados prefe-
rentemente para la formacién de lipoproteinas ri-
cas en triglicéridos. De hecho, la accién hipotrigli-
ceridemiante de diversos farmacos, tales como
acido nicotinico y fibratos, se ha explicado en par-
te como un efecto inhibidor de esas sustancias so-
bre la lipdlisis del tejido adiposo®?*. Asi, en el pre-
sente estudio, se determiné la actividad lipolitica
basal del tejido adiposo, encontrandose que a las 7
h de la administracién, la lovastatina reducia sig-
nificativamente dicho parametro. Este efecto, cla-
ramente antilipolitico de la lovastatina, podria es-
tar influyendo en la accién hipotrigliceridemiante
que el farmaco ejercia precisamente a ese tiempo
del estudio. Por otro lado, en el grupo de ratas con-
trol a lo largo de todo el estudio, asi como en el
grupo de tratadas a los tiempos de 1,5y 3 h, se ob-
servaba un paralelismo entre la actividad lipolitica
del tejido adiposo (medido como lip6lisis basal) y
las concentraciones plasmaticas de sus productos
(FFA y glicerol), que aumentaban a lo largo del ex-
perimento. Este hecho posiblemente fuera debido
a que las ratas, como animales nocturnos que son,
se iban encontrando en un progresivo ayuno du-
rante la etapa diurna en la que se desarroll6 el es-
tudio®. Asi, es bien sabido que durante el periodo
diurno, en las ratas estaria disminuyendo progresi-
vamente la insulinemia (factor antilipolitico) y au-
mentando, por el contrario, las concentraciones de
adrenalina y glucocorticoides? (factores prolipoli-
ticos), lo que conllevaria un incremento paulatino
de la lipdlisis del tejido adiposo*”?. Sin embargo,
el claro efecto antilipolitico del farmaco, que se ha-
bia encontrado a las 7 h de la administracién, no
se vefa reflejado en las concentraciones plasmati-
cas de glicerol y FFA en ese tiempo del estudio.
Ello podria deberse a una menor utilizacién por el
higado de esos productos de la lip6lisis para la for-
macién de triglicéridos, dado que el farmaco esta-
ria afectando las rutas metabdlicas hepaticas im-
plicadas en dicha sintesis, como aqui ya se ha
comentado y han sugerido también otros"!¥. De
cualquier forma, este efecto antilipolitico de la lo-
vastatina estaria en consonancia con los resulta-
dos descritos por otros autores’, donde observa-
ron que las estatinas mostraban una clara
capacidad para reducir la concentracién plasmati-
ca de FFA.

Una posible explicacion para el efecto antilipo-
litico de la lovastatina aqui observado podria es-
tar relacionada con la inhibicién que la lovastati-
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na pudiera estar ejerciendo sobre la sintesis de
ubiquinona, descrita anteriormente en ratas®*.
Es sabido que este compuesto participa en la fos-
forilacién oxidativa, por lo que una reduccién en
su contenido estaria comprometiendo la disponi-
bilidad de ATP en la célula y, por ende, en los mul-
tiples procesos de fosforilacién/desfosforilacion.
Dado ademas que la forma activa de la HSL es la
fosforilada, la lovastatina podria estar asi bloque-
ando la tasa lipolitica del tejido adiposo. Curiosa-
mente, sin embargo, cuando nos fijamos en c6mo
la lovastatina afectaba a los parametros farmaco-
cinéticos de la lipdlisis, se pudo observar que pre-
vio a su citado efecto antilipolitico, dicho farmaco
provocaba, al menos ex vivo, una disminucién en
la EC50 para la adrenalina. Cambios en este para-
metro se suelen asociar a variaciones ocurridas en
la transmisién intracelular de la sefial o en el fun-
cionamiento de la HSL (a nivel de actividad, ex-
presién o localizacion). Sin embargo, se pudo ob-
servar que, al menos la expresion de dicha enzima
no era afectada por el tratamiento a ninguno de
los tiempos estudiados (datos no mostrados). Por
otro lado, se encontré que la respuesta maxima a
la adrenalina en los animales controles disminuia
con el transcurso del experimento, lo cual podria
achacarse a un aumento con el tiempo en las con-
centraciones en plasma de esta hormona prolipo-
litica, lo que estaria ejerciendo una desensibiliza-
ci6n homéloga del adipocito®'. Sin embargo, en
los animales tratados, esa menor respuesta a la
adrenalina observada a las 3 h en las ratas contro-
les no se daba. Ello podria deberse a que la lovasta-
tina estuviera provocando una hipersensibilizacién
de los adipocitos a la accién de dicha hormona.
Atn maés, esta posibilidad podria a su vez servir
para dar una explicacién al efecto antilipolitico
posterior de la lovastatina, de manera que el far-
maco en un primer momento estaria facilitando la
accion de la adrenalina, lo que a posteriori estaria
originando una desensibilizacion heteréloga del
adipocito®*33,

Son muiltiples los puntos de control en los cuales
la lovastatina podria estar afectando la actividad li-
politica del tejido adiposo y la actuacién de otras
moléculas sobre dicha via (catecolaminas, gluco-
corticoides, etc.), tal como se ha podido comprobar
para el caso de la insulina*. Asi por ejemplo, se ha
propuesto que la lovastatina inhibe la ruta de sefia-
lizacion de proteinas G pequeiias tales como Rho y
la cascada de cinasas correspondiente (Rho cinasa,
entre ellas)!'. Y en ese sentido resulta curioso que,
en el tratamiento de la osteoporosis inducida por
glucocorticoides, se ha descrito que la lovastatina
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es capaz de revertir la accién de los glucocorticoi-
des en el hueso, gracias a su accién inhibitoria pre-
cisamente sobre la ruta de la Rho cinasa!'%. Ya sea
a través de dicha ruta o con la participacién de
otras cinasas, como pudiera ser la proteina cinasa
activada por mitégenos (MAPK)* o incluso la fos-
fatidil inositol-3 cinasa (PI3K)*, la lovastatina po-
dria estar comprometiendo la fosforilacion de HSL
y, por tanto, su actividad y actuar asi de manera
opuesta a como lo hacen glucocorticoides y cateco-
laminas.

Si realmente el efecto de la lovastatina sobre la
actividad lipolitica del tejido adiposo estd ocurrien-
do como una acci6én opuesta a los glucocorticoides,
resultaria sorprendente su actuacién como factor
antilipolitico en tejido adiposo (efecto contrario al
tipico de los glucocorticoides) y, por el contrario,
promoviendo la expresion hepatica de PPAR y ACO
(en el mismo sentido que el descrito para los gluco-
corticoides?®*"). Ello podria estar sugiriendo que la
accion de lovastatina sobre estas dos vias estaria
ocurriendo a través de mecanismos diferentes en
cada caso.

Segun todo esto, el efecto hipotrigliceridemiante
de la lovastatina en ratas normolipémicas podria
deberse, por un lado, a un incremento de la expre-
sion de PPAR y genes relacionados con el catabolis-
mo de los FFA en el higado tales como la ACO, y
por otro a un efecto antilipolitico neto en el tejido
adiposo. Asi, el efecto hipotrigliceridemiante de las
estatinas se asemejarfa al mecanismo de accién
propuesto para los fibratos o ligandos del PPARa.
De hecho, se ha descrito que las estatinas pueden
actuar a través de un elemento respuesta presente
en el promotor de los genes diana que coincidiria
con el del PPAR (PPRE)'". Todos estos efectos de la
lovastatina aqui observados podrian reafirmar su
utilidad en la terapia contra un amplio abéanico de
enfermedades, desde aquellas en las que interesa
reducir tanto las concentraciones de colesterol
como las de triglicéridos, como es el caso de la
obesidad y la diabetes tipo 2, hasta aquellas en las
que un control de la movilizacién aumentada de li-
pidos podria resultar beneficioso, tal como ocurre
en la caquexia cancerosa®®* o en procesos inflama-
torios*.
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