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Introduccién

La enfermedad cardiovascular aterosclerdtica es una afeccién cronica que se desarrolla de
manera insidiosa a lo largo de la vida. La sintomatologia caracteristica suele aparecer en esta-
dios avanzados de esta enfermedad. A pesar de que la mortalidad cardiovascular ha disminuido
considerablemente en las tltimas décadas en muchos paises europeos, la enfermedad cardio-
vascular aterosclerdtica es una de las principales causas de muerte prematura en Europa. Se
estima que mas del 80 % de la mortalidad cardiovascular total ocurre actualmente en paises

en desarrollo.

Esta enfermedad causa ademéas un elevado ntmero de casos de discapacidad siendo la
causa somética més importante de pérdida de productividad'. Esta patologia constituye la
primera causa de morbilidad y mortalidad en muchos paises del mundo, y sus consecuencias se
presentan en todos los érganos y tejidos; en muchas ocasiones con graves lesiones y resultados

fatales (Alfonso et al., 2001).

La enfermedad cardiovascular estd muy relacionada con el estilo de vida, especialmente
con el consumo de tabaco, los habitos alimentarios poco saludables, la inactividad fisica y el
estrés psico-social. Segtun la Organizacion Mundial de la Salud (OMs), la mera modificacion
del estilo de vida podria prevenir més de las tres cuartas partes de la mortalidad cardiovas-
cular. La prevencién de la enfermedad cardiovascular —que sigue siendo un reto importante
tanto para la poblacién general como para los responsables politicos y los profesionales de la
salud— se define como una serie de acciones coordinadas, poblacionales e individuales, diri-

gidas o erradicar, eliminar o minimizar el impacto de las enfermedades cardiovasculares y la

1Se estima que la pérdida total de afios de vida por discapacidad aumentara de 85 millones (dato corres-
pondiente a 1990) a 150 millones (estimacién para el afio 2020).
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discapacidad asociada a ellas (Perk et al., 2012).

Existe un gran numero de personas asintomaticas en grave riesgo de sufrir un evento
cardiovascular por presentar dos o més factores de riesgo. En mas del 60 % de los casos no se
controlan estos factores de forma adecuada, siendo todavia las mejoras algo escasas. Mas de
un tercio de los pacientes con infarto agudo de miocardio muere antes de llegar al hospital sin
recibir un tratamiento eficaz (Banegas et al., 2006).

El desarrollo y progresiéon de las lesiones ateroscleréticas ha sido estudiado de forma ex-
tensa (Marinou et al., 2010) y se sabe que es un mecanismo complejo que requiere multitud de
pasos. Existe un gran nimero de factores genéticos, metabolicos y ambientales que intervienen
en la formacién y evolucién de la placa de ateroma. La oxidacién de las lipoproteinas y los
procesos oxidativos en general juegan un importante papel en la patogénesis de la ateroscle-
rosis. De hecho, estudios in vitro (Jialal y Grudy, 1992; Kleinveld y Demackeret, 1994) han
atribuido a las moléculas de c—LDL (lipoproteinas de baja densidad) la capacidad de actuar
como agentes aterogénicos, ya que las moléculas de ¢c—LDL oxidadas muestran una multitud
de potenciales efectos aterogénicos in vivo e in vitro. Particulas tipo lipoproteina con dano
oxidativo han sido aisladas de las lesiones ateroscleréticas. Las células que existen en la pared
arterial en mayor cantidad, células endoteliales, monocitos/macrofagos y células de la mus-
culatura lisa, son capaces de producir una modificacién oxidativa de las moléculas de c—LDL.
La modificacién oxidativa de las moléculas de c-LDL producida por los macréfagos también
ocurre de forma independiente de su unién al receptor de ¢c—LDL. Las moléculas de ¢—LDL

oxidadas son proaterogénicas por diferentes mecanismos (Ramirez-Tortosa et al., 1999):

= Son captadas mas facilmente por parte de los macréfagos, que se enriquecen en ésteres

de colesterol y se convierten posteriormente en células foam (células espumosas).

= Presentan una accidén quimiotactica de los monocitos circulantes y linfocitos T, que

deriva en acciones citotoxicas.
= Alteran la agregacién plaquetaria.

La hipotesis oxidativa de la aterogénesis ? y la accién de micronutrientes como las vitaminas

antioxidantes en el proceso de oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (¢c-LDL) ® han

2La hipotesis oxidativa fue propuesta inicialmente por Steinberg et al. (1989).
%low density lipoprotein



constituido un atractivo desafio en las investigaciones actuales por sus implicaciones en la
medicina preventiva. En los altimos anos la hipétesis de que los antioxidantes que inhiben la
oxidacién de las c—LDL pueden reducir la incidencia de eventos coronarios ha creado nuevos
interrogantes. En este sentido se han realizado estudios aleatorizados frente a placebo y se han
obtenido resultados contradictorios. Asi, en diversos estudios realizados con vitaminas antioxi-
dantes en humanos, los resultados obtenidos sugieren que estas sustancias pueden disminuir
la incidencia de aterosclerosis y sus complicaciones (Guerra, 2007).

Diferentes estudios experimentales, epidemioldgicos y clinicos han subrayado el papel que
desempenan los lipidos en las ECV. Esta realidad ha contribuido al éxito de los farmacos hipo-
lipemiantes y en particular, de las estatinas. Las estatinas son los medicamentos méas avalados
por ensayos clinicos aleatorios y meta—analisis que demuestran su eficacia para reducir de
forma significativa los niveles de colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad y el riesgo
de ECvV, la morbilidad y la mortalidad cardiovascular, sin limite inferior a partir del cual la
disminucion de lipidos no es beneficiosa (Martinez et al., 2004). Por tanto, las estatinas son
los farmacos que méas han contribuido a la prevencion de las enfermedades cardiovasculares
en la poblacién mundial y su uso sigue aumentando dia a dia, sobre todo en las personas de
edad media o avanzada. Estos farmacos pueden disminuir el ¢-LDL por encima del 50 % y 20
anos después de su comercializacién, siguen siendo los mas eficaces para tratar la hipercoles-
terolemia. Las estatinas disminuyen ademés la concentracién de triglicéridos plasmaéticos y,
aunque en menor grado, aumentan la concentraciéon de las lipoproteinas de alta densidad 4
(c-HDL). Numerosos estudios experimentales han demostrado que las estatinas tienen ademés
otros efectos no relacionados con el metabolismo lipidico, los denominados efectos pleiotréo-
picos, que en su mayoria pueden ser protectores frente a la aterosclerosis. Entre ellos, cabe
destacar sus acciones antiinflamatoria, antioxidante y antitrombética. Sin embargo, no todos
los efectos de las estatinas pueden considerarse favorables. Al tratarse de farmacos que inhi-
ben la cadena de sintesis de colesterol en su inicio, su accién repercute sobre distintas rutas
bioquimicas con efectos fisiologicos son muy diversos (Pinto y Formiga, 2012).

Los controles por los que tiene que pasar un medicamento son muy estrictos y los farmacos
actuales son, en general, bastante seguros, pero las reacciones adversas siguen apareciendo.

Por ello se ha suscitado un renovado interés por los medicamentos naturales de origen vegetal.

*high density lipoprotein
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Las plantas han sido utilizadas como remedio a lo largo de la historia para las dolencias de los
seres humanos y se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la composicién de
muchas plantas medicinales (Pamplona, 2007). La OMS estim6 que un 80 % de la poblacion
todavia confia en su uso para el cuidado de su salud (Asgary et al., 2012).

La Sideritis Hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia es una planta perteneciente a la familia
de las labiadas, que contiene compuestos fenélicos y flavonoides con posibles propiedades
antioxidantes. No existe en la literatura ningn estudio que valore la actividad antioxidante
de esta planta y su accién protectora frente a la aterosclerosis y prevencién de ECV, siendo
por tanto éste el primero relacionado con el interés que pueda tener su uso en este campo.

Los modelos animales han jugado un papel muy importante en el conocimiento del progreso
v evolucion de las ECV asi como en la forma de actuar para evitarlos. En el estudio de las ECv,
el uso de ratas y ratones es inapropiado debido a diferencias muy marcadas en el metabolismo
de lipoproteinas, hallazgos patofisiolégicos de aterosclerosis y funcién cardiaca. Sin embargo, el
metabolismo lipoproteico y las lesiones ateroscleréticas en conejos y en el hombre se asemejan
mucho, lo que ha llevado a desarrollar varios modelos animales para estas enfermedades en
conejos (Kobayashi et al., 2011).

En el estudio experimental correspondiente a la presente Tesis se evaluard la eficacia
de la planta Sideritis Hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia en la prevencién y tratamiento
de la hipercolesterolemia en conejos. A tal fin se utilizara la simvastatina como sustancia
patron de referencia. En el estudio se utilizaran los datos obtenidos en un trabajo realizado
anteriormente (Sierra-Vega et al., 2012), en el que se evalud la actividad antioxidante in vitro
de la infusién acuosa de la planta en estudio de manera comparada con la obtenida por un
patron antioxidante conocido como es el acido ascérbico.

A partir de las afirmaciones expuestas anteriormente, con la realizacion de este trabajo se

pretenden alcanzar los siguientes objetivos:

» Determinar los niveles de colesterol total (CT), apolipoproteina—B (apo—B), triglicéridos
(TG), c-HDL, ¢-LDL, lipoproteina de muy baja densidad ® (c-VLDL) e indice aterogénico
(1A) en las muestras de sangre extraidas a los conejos al inicio del estudio y tras cinco

y diez semanas desde su inicio.

Svery low density lipoprotein



= Evaluar la actividad hipocolesterolemiante de Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopi-

folia y su eficacia preventiva, utilizando como patrén simvastatina.






Revisiéon bibliografica

2.1. Mecanismos de accién hipocolesterolemiante de las plantas

Algunas plantas se caracterizan por su actividad hipocolesterolemiante. Esta se desarrolla
a través de distintos mecanismos: principalmente por su accién antioxidante, por inhibicién

de la sintesis de colesterol, de su absorcién o por aumento de su catabolismo.

2.1.1. Accion antioxidante

Un radical libre es cualquier especie quimica (4tomo, i6n o molécula) capaz de existir de forma
independiente, presentando uno o mas electrones desapareados en su estructura. Es el caso
del anion superoxido (O ), del radical hidroperéxido (HOO) y del radical hidroxilo (OH").
Las especies reactivas incluyen no sélo los radicales libres propiamente dichos, sino también
algunas especies no radicales sin electrones desapareados. Poseen al menos un electrén en
un orbital de mayor contenido energético correspondiente a su estado fundamental, lo que
las hace més reactivas, pudiendo incluso generar radicales libres. Las més importantes son
las especies reactivas del oxigeno (ERO). Algunos ejemplos son el ozono (O3), el perdxido de
hidrégeno (H2O2), el acido hipocloroso (CIOH) y el oxigeno singlete (*O3) .

Estos radicales libres y especies reactivas pueden provenir de una fuente de naturaleza en-
doégena, o exdgena. Entre las endogenas se encuentran el sistema de transporte electrénico
mitocondrial, el sistema de transporte electronico microsomal, diversas enzimas oxidativas ci-
tosolicas y peroxisomales, las hemoproteinas y la actividad derivada del proceso de fagocitosis.
Entre las fuentes exdgenas destacan los xenobioéticos, determinados venenos o toxinas, diver-

sas moléculas propias de los fen6menos de la polucién, las radiaciones ionizantes, farmacos
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diversos, el ozono, hiperoxia e isquemia, alcohol, etc. (Lorenzo et al., 2012).

Se ha demostrado que tanto los radicales libres como las especies reactivas se producen de
forma constante in vivo en todas las especies que utilizan el oxigeno, por lo que éstas deben
poseer un sistema de defensa antioxidante para protegerse de ellos, ademés de mecanismos

reparadores que impidan la acumulacién de las moléculas oxidadas.

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones en presencia de un sus-
trato oxidable (biomolécula), retrasa o previene la oxidacion del mismo, siendo frecuente que
ellas mismas se oxiden. La salud del organismo depende en gran medida de sistemas anti-
oxidantes que acttan evitando la formacion de radicales libres y especies reactivas. Entre las
sustancias de origen natural con accién antioxidante se encuentran algunas vitaminas, el 4cido
drico, carotenoides, fenoles y polifenoles. De forma breve nos referiremos a continuacién a su

mecanismo de accién y citaremos plantas que las contienen.

Vitaminas antioxidantes

La vitamina E actda como un potente antioxidante lipofilico y supresor del dano oxidativo
en membranas biologicas, lipoproteinas y tejidos, considerdndose el mejor antioxidante lipo-
soluble en células de mamifero y sangre. Esta vitamina contiene un grupo hidroxilo fenélico,
responsable de su actividad antioxidante y una cadena lateral que favorece su insercién en
la regién lipofilica de la membrana. En un ambiente de estrés oxidativo, este antioxidante
transfiere su hidrégeno fendlico al radical libre convirtiéndose a la vez en un radical tocofe-
roxilo. Este radical puede seguir varias vias, siendo una de ellas su regeneracién a vitamina
E mediante agentes reductores, siendo el dcido ascérbico el més eficiente en un ambiente hi-
drofilico y la coenzima Q en un ambiente hidrofébico. Los aceites de Glicine maz, L. (soja),
Gossypium barbadense, L. (algodén) y Zea mays, L. (maiz) contienen vitamina E. El aceite
de la Roystonea regia, (Kunth) O.F.Cook (palma real) contiene antioxidantes naturales como

los tocoferoles, vitamina E y tocotrienoles.

La vitamina C es un excelente antioxidante hidrosoluble. Su principal mecanismo antioxi-
dante es la regeneracion de la vitamina E a través de su interacciéon con el radical tocoferoxilo.

La Psidium gajaba L. (guayaba) presenta un alto contenido en vitamina C.
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Acido trico

Producto de oxidacién de la hipoxantina y xantina a través de la xantina oxidasa y xantina
deshidrogenasa. Es un potente inactivador del oxigeno singlete y atrapa radicales peroxilos en
fase acuosa de modo mas eficaz que el acido ascorbico. El efecto antioxidante del acido trico

in vivo depende directamente del nivel de alantoina, uno de los productos de su oxidacién.

Carotenoides

Existen més de seiscientos carotenoides, de los cuales cerca de cincuenta son precurso-
res de la vitamina A o retinol. Pueden actuar como antioxidantes debido a su doble sistema
de enlaces conjugados. Se ha comprobado su capacidad de reaccionar con el oxigeno single-
te,'radical peroxilo, anién superéxido y otras especies reactivas. Sin embargo, su capacidad
antioxidante depende de la concentraciéon de oxigeno existente, de su estructura quimica y
del efecto potenciador de otros antioxidantes. Aunque en la naturaleza se encuentran cientos
de carotenoides hay muy pocos en tejidos humanos, siendo los mayoritarios el 3—caroteno, o
caroteno, licopeno, astaxantina y lutefna. Existen plantas como la Daucus carota, var. sativa
Hoffm. (zanahoria), la Curcubita mazima, Duch. (calabaza), y otros frutos coloreados, con un

amplio contenido en B-carotenos, precursores de la vitamina A (Lorenzo et al., 2012).

Fenoles y polifenoles

Constituyen un amplio y heterogéneo grupo de compuestos que se subdivide en clases:

flavonoides, acidos fenoélicos, taninos y estilbenos (figura 2.1).

Flavonoides

Los flavonoides son el grupo mas ampliamente distribuido en las plantas. Existen seis sub-
clases: antocianinas o antocianidinas, flavonas (apigenina), flavonoles (quercetina, figura 2.2),
flavanonas (naringenina), flavanoles (epicatequina) e isoflavonas (genisteina). Presentan una
amplia actividad farmacolégica, ya que pueden quelar iones metdlicos, catalizar el transporte
de electrones y secuestrar radicales libres. Los criterios quimicos para establecer la actividad
antioxidante de los flavonoides son la presencia de las siguientes estructuras: un grupo O-

dihidroxi en el anillo B que le confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en

! importante en la proteccién de tejidos en plantas



10 Revision bibliografica

la deslocalizacién de los electrones, doble enlace 2,3 conjugado con el grupo 4-oxo en el anillo
¢, grupo OH en los carbonos 3 v 5 de los anillos ¢ y A y funcién 4-oxo en el anillo C para
ejercer el méximo potencial antioxidante.

La configuracion del anillo B es la mas importante para determinar la capacidad de captura
de las especies reactivas del oxigeno, de las especies reactivas del nitrégeno, radicales peroxilo
y superoxido. Estas presentan una actividad quelante, impidiendo la existencia de cationes

divalentes libres.

Acidos fenélicos

Son principalmente los dcidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos, que aparecen general-
mente en forma de ésteres, destacando el acido cafeico. Abundan en la frutas verdes, sobre

todo en la piel, siendo responsables de sus propiedades astringentes.

Taninos

Son compuestos de elevado peso molecular, altamente hidroxilados, pudiendo formar com-
plejos insolubles con hidratos de carbono y proteinas. Destaca el acido galico. Se encuentran

en numerosos cereales, frutos secos, etc.

Estilbenos

FEl mas representativo es el resveratrol, encontrado en uvas y vinos. Es capaz de inhibir la

oxidacion de las moléculas de ¢-LDL (Lorenzo et al., 2012).

Papel de los antioxidantes en la aterosclerosis

Cuando la defensa antioxidante no es suficientemente efectiva, se incrementa la formaciéon
de radicales libres en el organismo, proceso denominado estrés oxidativo. El estrés oxidati-
vo ha sido asociado a la patogénesis de muchas enfermedades, como la aterosclerosis. En la
aterosclerosis, la formacion de las ¢-LDL oxidadas es un factor de riesgo clave y juega un pa-
pel importante en los mecanismos patogénicos de esta enfermedad. De hecho, varios estudios
inmunoquimicos con anticuerpos monoclonales especificos para proteinas de unién a lipidos
oxidados han puesto de manifiesto la presencia de ¢—LDL oxidadas en la pared arterial y va-

rios autores las han aislado en lesiones aterosclerdticas, tanto en el hombre como en animales.
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Figura 2.1: Distintas estructuras quimicas de fenoles y polifenoles (Fuente: Lorenzo et al., 2012)
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Figura 2.2: Estructura molecular de la quercitina (Fuente:Lorenzo et al., 2012)

Asimismo, la oxidacion de los lipidos de la pared vascular contribuye al desarrollo de esta
enfermedad y la ingesta de dietas pobres en sustancias antioxidantes es un factor de riesgo.
La «hipdtesis oxidativa de la aterosclerosis» admite que es la acumulacién de colesterol mini-
mamente oxidado, principalmente en forma de ¢-LDL, la causante del inicio de la cascada de
sucesos que al final se manifiesta en la acumulacién de células espumosas y en la formacién
de la placa de ateroma. Los principales factores de riesgo de esta enfermedad son la oxidacién

y la posterior acumulacion de las c-LDL (Verdu, 2009).

Los antioxidantes eliminadores de radicales libres tienen la capacidad de inhibir la pero-
xidacioén lipidica actuando sobre la cadena transportadora de electrones peroxilo, impidiendo
asf la progresion de dicha peroxidacién mediada por radicales libres, a pesar de la presencia
de especies iniciadoras del proceso. Varios antioxidantes lipofilicos como el o—tocoferol, ubi-
quinol y -caroteno se encuentran en la particula de ¢-LDL y su efecto sobre la inhibicién
de la oxidacién de las ¢c—LDL ha sido estudiado ampliamente. Ademéas de estos antioxidantes
intrinsecos se han estudiado otros antioxidantes naturales y sintéticos para evaluar sus efectos
protectores sobre la oxidacion de las c—LDL. Algunos compuestos clasificados como antioxi-
dantes han demostrado tener propiedades antiaterosclerdticas, destacando la gran familia de
los compuestos fenélicos. Se han desarrollado numerosos estudios sobre las propiedades anti-
aterogénicas de estos compuestos, atribuyendo su accién, principalmente, a su capacidad para

inhibir la oxidacién de las ¢-LDL (Verdu, 2009).
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Plantas que ejercen una funcién antioxidante
Salvia miltiorrhiza, Bunge.

Wu et al. (1998) estudiaron el efecto ateroprotector del acido salvianolico B, polifenol
presente en la planta Salvia miltiorrhiza, Bunge de conocida actividad antioxidante por su
capacidad para captar el radical 1,1-difenil-2—picril-hidrazil e inhibir la oxidacién de las
moléculas de c-LDL de forma més efectiva que el probucol. La administraciéon de esta planta a
conejos tuvo un efecto hipocolesterolemiante. Ademas, las moléculas de ¢—LDL de los animales
a los que se administré esta planta mostraron una mayor resistencia a la oxidacién inducida
por Cu?Ty contenfan una mayor concentracién de vitamina E que las c-LDL de los animales

no tratados.

Ficus bengalensis, L.

Shukla et al. (2004) atribuyen a la corteza de Ficus bengalensis, L. propiedades antioxidan-
tes, al observar una disminucién en los niveles de los productos resultantes de la peroxidacion
lipidica mediante la captacién de radicales libres como el anién superéxido, hidroxilo y peré6-

xido.

Origanum onites, L.

Ozdemir et al. (2008) demostraron que la planta Origanum onites, L. presenta una activi-
dad antioxidante debido a que produce un incremento en la actividad de la enzima paraoxonasa—
1 (PON—1)2, que tiene un importante papel en la proteccién de las moléculas de c-HDL y c-LDL
frente a la oxidacién, mediante la activacién de fosfolipidos y productos de la peroxidaciéon

lipidica.

Zea Mays, L.

Arroyo et al. (2007) estudiaron la actividad hipocolesterolemiante y antioxidante del ex-
tracto hidroalcohélico de la planta Zea Mays, L. cuando fue administrado a ratas hiper-

colesterolémicas. Se observé una disminucién del colesterol total, no existiendo diferencias

2La enzima paraoxonasa-1 (PON-1), integrante de las c—HDL, previene la oxidacién de lipoproteinas e hi-
droliza la homocisteina tiolactona.
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significativas en los niveles de triglicéridos y c-HDL. Los radicales libres disminuyeron en fun-
cion de la dosis administrada. Para una dosis de 1000 mg/kg, los niveles de malonildialdehido

se redujeron muy significativamente (56,4 %).

Coriandrum sativum, L.

Joshi et al. (2012) investigaron la actividad antioxidante e hipocolesterolemiante de la
planta Coriandrum sativum, L. una vez administrada a conejos a los que se les habia inducido
una hipercolesterolemia. La administracion de la planta produjo una disminucién significativa
en el nivel de peroxidacién lipidica y un incremento en las actividades glutatiéon reductasa
(GRD) y catalasa. Ademés, también disminuyeron los niveles de los parametros lipidicos (a
excepcion de c—HDL, que se increment6) en comparacion con los animales a los que no se habia

administrado el tratamiento.

Curcuma longa, L.

Ling et al. (2012) estudiaron el efecto hipolipemiante y antioxidante obtenido después de
administrar el aceite obtenido del rizoma de la planta Curcuma longa, L. a ratas hipercoles-
terolémicas. Los niveles en sangre de CT, c-LDL, acidos grasos libres y TG circulantes expe-
rimentaron una reduccién significativa. Los niveles de c—HDL se incrementaron también de
forma significativa. Las actividades de la superdxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxida-
sa (GPX) se incrementaron, mientras que la actividad del malonildialdehido (MDA) disminuyo,
suprimiendo reacciones oxidativas. Estos hallazgos indicaron que el aceite extraido del rizoma

de esta planta proporciona un efecto protector frente a enfermedades cardiovasculares.

Panax ginseng, C.A.Mey.

Lee et al. (2013) demostraron la actividad hipocolesterolemiante y antioxidante de la
planta Panax ginseng, C.A.Mey. mediante su administraciéon a conejos hipercolesterolémicos
durante 4 semanas. Los efectos observados en los animales fueron una disminucién de los
valores de los parametros lipidicos y de la peroxidacion lipidica (bajos niveles de MDA) y un

incremento de la enzima SOD.
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Ilex paraguensis, A.St.-Hil.

Bravo et al. (2014) investigaron los efectos de la administracion de la planta Ilez paraguen-
sis, A.St.-Hil. en ratas hipercolesterolémicas. Los resultados mostraron una potente actividad
hipolipemiante reflejada en una disminucién de los parametros lipidicos. Ademas los niveles

de MDA decrecieron, mostrando una menor peroxidacién lipidica.

2.1.2. Inhibicién de la sintesis de colesterol

Los fitoesteroles son los esteroles presentes en las plantas que forman parte de la estructura
de las membranas celulares y presentan una estructura similar a la del colesterol. Erinc et al.
(2009) estudiaron la concentracion de esteroles del aceite de semilla de adormidera (Papaver
somniferum, L.), encontrando que los principales esteroles eran el -sitosterol (de 663,91 a
324439 mg/kg), el campesterol (de 228,59 a 736,50 mg/kg) y el A-5-avenasterol (desde
103,90 a 425,02 mg/kg).

Los fitoesteroles con doble enlace en el C22 de la cadena lateral, como el estigmasterol
y el brasicasterol, impiden la sintesis de colesterol porque inhiben de forma competitiva a la
esterol reductasa, enzima que cataliza la conversién de demosterol en colesterol, acumulandose
éste y otros precursores de cadena lateral insaturada en el C24 (Fernandez et al., 2003).

Murty et al. (2010) observaron que el mecanismo hipocolesterolemiante de Arborium plus
(formula herbal compuesta por las especies Hyppophae ramnoides, L. y Rhododendron arbo-
rewm, Sm.) es muy similar al producido por las estatinas, sugiriendo una posible implicacion
de la inhibicién de la enzima HMG—CoA-reductasa en la accién antiaterogénica de ésta formu-

lacion.

2.1.3. Inhibicién de la absorciéon de colesterol

Los fitosteroles presentes en las plantas también son capaces de inhibir la absorcién de
colesterol, tanto enddgeno como exdgeno. Al ser los fitosteroles méas lipofilicos que el coles-
terol, desplazan a éste de las micelas que lo solubilizan y que permiten su absorcién por un
transportador activo (Plat y Mensink, 2005). El grado de lipofilia del esterol vegetal depende
de la extensién y complejidad que tiene la cadena lateral presente en su estructura.

Los fitosteroles pueden actuar por tres mecanismos:
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= Desplazamiento por competencia al colesterol de la micela mixta, con lo cual éste no

seré absorbido y serd eliminado con las heces (Ros, 2006).

= Inhibicién de la accién de la enzima ACAT (Acil-CoA—colesterol—-aciltransferasa), impi-

diendo la esterificacién del colesterol y su absorcién por el enterocito.

» Excrecion del colesterol no esterificado en el enterocito al lumen intestinal a través de
un transportador ABC (ATP Binding Casette), que utiliza la energia aportada por la

hidrolisis del ATP (adenosin trifosfato) para la eliminacion del colesterol.

La reduccién de la absorcion de colesterol determina que llegue menos colesterol al higado,
teniendo dos efectos compensatorios: aumento de la sintesis e incremento de la expresion de
los receptores de las lipoproteinas de baja densidad. El efecto final es una disminucién en las
cifras de ¢T (Munoz Jauregui et al., 2011).

Arroyo et al. (2007) propusieron que la accion hipocolesterolemiante de Zea Mays, L. (maiz
morado), sobre todo reflejada en la disminucién de los niveles séricos de CT, podria deberse a

su abundancia en taninos, que impedirian la absorcién de éste a nivel intestinal.

2.1.4. Aumento de la excrecién y el catabolismo del colesterol

Ramirez-Tortosa et al. (1999) estudiaron el efecto hipocolesterolemiante de la planta Cur-
cuma longa, L. rica en un pigmento amarillo, la curcumina, que es utilizado como especia y
como colorante alimentario. La administracién del extracto etandlico de la planta a conejos
hipercolesterolémicos di6 como resultado la disminucién de los niveles de lipidos en sangre.
Estos autores explicaron el mecanismo de accién de la planta por la capacidad de la curcumina
para incrementar la excrecién de colesterol en bilis, ademés de producir una disminucién en
la saturacién de colesterol en bilis y un aumento de la excrecién fecal de colesterol.

El hongo Lentines edodes, Berk. Pegler es rico en eritadenina, compuesto con propiedades
hipocolesterolemiantes debido a que produce una aceleraciéon de la excrecién de colesterol
en las heces. Esta afirmacion fue realizada por Tokuda y Kaneda (1979), que consiguieron
dilucidar este mecanismo mediante la determinacién de las cantidades de esterol y acidos
biliares excretados por ratas en heces.

El incremento en la excreciéon de colesterol producida por la administracion de la planta

Hibiscus saddarifa, L. puede ser debido a su riqueza en pectinas, que producen un atrapa-
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miento de los 4cidos biliares en el intestino y un incremento del catabolismo del colesterol
(Hirunpanich et al., 2006). También puede producirse por una esterificacion del C16 de los
triglicéridos, o por una inhibicién de las lipasas, impidiendo la absorciéon de las grasas y
favoreciendo su eliminacion (Carvajal-Zarrabal et al., 2009).

Uno de los posibles mecanismos de accién del extracto acuoso de las hojas de Chamaerops
humilis, L. podria ser la estimulacion de la enzima que cataliza la conversiéon de colesterol en

acidos biliares, la enzima CYP7A1 (colesterol-7-a-hidroxilasa) (Gaamoussi et al., 2010).

2.1.5. Regulacién genética

Los factores proaterogénicos como las c—LDL oxidadas y las citokinas inducen muchas
clases de genes implicados en la expresiéon de moléculas de adhesién y citokinas liberadas de
células endoteliales, aumentando la proliferacién de las células del misculo liso. Se sabe que
la vitamina E y la curcumina inhiben la formacion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF—
), una citokina proaterogénica. También los antioxidantes fenélicos han sido estudiados por
su capacidad de regulacién de la expresion de genes implicados en la degradacién proteica
v en las rutas de transcripcidon. Las investigaciones actuales sobre patologia aterosclerética
tienen como objetivo la busqueda de una estructura, especifica para cada antioxidante o un
determinado grupo de compuestos, que regule las rutas de transcripcion y los lugares de unién
a la region del promotor del gen (Verdu, 2009).

Janeesh y Abraham (2013) encontraron que la administracién de la planta Vigna ungui-
culata a conejos hipercolesterolémicos normalizé la expresiéon genética de genes implicados en
aterogénesis y enfermedades cardiovasculares, como los genes que codifican para interleukina—
10 (1.-10), PON—1, interleukina—6 (1L—6) y ciclooxigenasa—2 (COX—2).

La principal antocianina (cianida—3-glucésido) presente en la planta Zea Mays, L. produce
un incremento de la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa, frenando la evolucién de la
aterosclerosis por sus acciones vasodilatadora y protectora de la oxidacién de la molécula de
c-LDL (Arroyo et al., 2007).

Jeon et al. (2004) describieron la capacidad hipocolesterolemiante de la naringenina (una
glicona de la naringina, flavonoide presente en los citricos) en un cultivo de células hepaticas
HEPG2. Este compuesto redujo la disponibilidad de los lipidos para el ensamblaje de la apo—B,

las actividades de ACAT—1 y ACAT—2 en dichas células y de forma selectiva la expresion de la
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ACAT-2, incrementando la expresién de los receptores para ¢—LDL.

2.2. Caracteristicas botanicas y acciones farmacolégicas de Si-

deritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia

El género Sideritis pertenece a la familia de las labiadas. Este género comprende mas de 150
especies que se encuentran distribuidas en regiones de clima templado y tropical del hemisferio
norte, desde las Bahamas hasta el oeste de China, y desde Alemania hasta Marruecos. Muchas
especies se ubican fundamentalmente en el area mediterrdnea, desde las Islas Canarias y
Madeira hasta el Caucaso. Espana y Turquia poseen el mayor ntmero de especies diferentes.
En Espaitia, muchas de ellas se encuentran en el suroeste de la Peninsula Ibérica y en las Islas
Canarias. En Turquia, predominan en las regiones Marmara y Aegea (Gusvenc et al., 2005).

El género Sideritis es uno de los mas interesantes de la Peninsula Ibérica debido a la
existencia de un gran ntimero de especies endémicas ibérico—espafiolas, a su gran variabilidad,
v a la capacidad de hibridacién de todos sus taxones. Todo ello contribuye a que este género
sea uno de los mas interesantes y complicados de la flora espaniola peninsular. También hay que
considerar su variabilidad ecolégica, ya que este género practicamente se encuentra distribuido
en toda la Peninsula, y casi todas sus especies presentan en comin el poseer unas marcadas
apetencias heliofilas (Abreu, 1982).

El nombre del género Sideritis deriva de la palabra griega «sideros» (hierro) en referencia
al uso de estas plantas, ya desde tiempos muy antiguos, para curar las heridas producidas con
armas de este metal (Font Quer, 2000). Ademéas de sus propiedades vulnerarias, las especies
pertenecientes a este género han sido utilizadas de forma popular durante siglos por sus
propiedades antiinflamatorias, antiulcerogénicas, digestivas y antimicrobianas (Burgos et al.,
2009). El uso terapéutico de las especies pertenecientes al género Sideritis fue mencionado
por primera vez por Dioscérides en su libro «de Materia Medica», escrito en el siglo T donde
se incluye una planta, denominada «siderite», «efectiva para el tratamiento de enfermedades
de la piel y respiratorias, como antidoto frente a mordeduras de serpiente, para favorecer la
digestion y como diurético» (Font Quer, 2000).

Las especies pertenecientes al género Sideritis han sido objeto de interés para muchos

boténicos desde muy antiguo debido a las dificultades encontradas en su identificaciéon. En
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el siglo XvII Morison (1680-1699) identific6 la planta conocida como Herba Judicae, utilizada
de forma tradicional por los judios como «vulneraria». Linneo definié de forma concreta el
género, describiendo once especies del mismo. Sideritis hyssopifolia, L. no fue conocida hasta
los siglos XVII-XVIII como una especie incluida dentro del género Sideritis, espacio de tiempo
en el que esta especie comienza a mencionarse y aparecer en algunos grabados (Obon y Rivera,

1994).

La importante y extensiva utilizaciéon de las plantas pertenecientes al género Sideritis en
la medicina tradicional mediterrdnea ha sido puesta de manifiesto en numerosos articulos de
etnofarmacologia. Font Quer (2000) senalé en su libro «El Dioscorides Renovado» un uso
generalizado de Sideritis angustifolia, Lag. como vulnerario principal en medicina veterinaria

en Catalufia en la primera mitad del siglo XX.

FEn las décadas recientes se han llevado a cabo importantes investigaciones en este géne-
ro, basadas fundamentalmente en sus propiedades boténicas, fitoquimicas y farmacologicas

(Gonzalez-Burgos et al., 2011).

Es importante senalar que el género Sideritis contiene un gran nimero de especies endé-
micas. De las 46 especies, 12 subespecies y dos variedades que crecen en Turquia, 36 especies,
10 subespecies y 2 variedades de ellas son endémicas (ratio de un 77 % de endemismo) (Ca-
rikci et al., 2007). De las 25 especies Sideritis que crecen en Marruecos, 16 son endémicas
(Ghoumari et al., 2005). La Peninsula Ibérica y las Islas Baleares contienen 49 especies per-
tenecientes al género Sideritis, siendo 36 de ellas endémicas; en las Islas Canarias este género
estd representado por 19 especies endémicas (Fraga et al., 2009; Morales, 2000; Morales et al.,

2010).

La especie Sideritis hyssopifolia, L. se encuentra principalmente en la Cordillera Canté-
brica, localizdndose en zonas montafiosas de Palencia, Leén y Burgos; y mas raramente en

Sierra Nevada. También en los Pirineos, Francia e Italia.

La Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia es planta muy poco estudiada y es la que
utilizaremos para la realizaciéon de nuestro estudio. Denominada comtnmente «hisopilloy, «té
de pena» o «té de Picos», es ademads una labiada tipica exclusivamente de terrenos htimedos
v rocosos del norte de Espafia. Esta planta es endémica, dentro de la Peninsula Ibérica, de

las Cordilleras Cantabrica y Pirenaica, y mas concretamente de los Picos de Europa.
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2.2.1. Taxonomia

La planta objeto de estudio en esta memoria, Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia,

presenta la siguiente clasificacién taxondmica:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Lamioideae
Geénero: Sideritis

Especie: Sideritis hyssopifolia, L.
Subespecie: Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia

Actualmente la clasificacion del género Sideritis estd basada en aspectos morfoldgicos, cario-
logicos, palinologicos y genéticos. De acuerdo a estas caracteristicas el género Sideritis ha sido
clasificado en dos subgéneros: Sideritis y Marrubiastrum (Serna-Ramos et al., 1994).

Oboén y Rivera (1994) y Paz y Sosa (1992) hicieron una revision de estos dos subgéneros,
proporcionando llaves dicotémicas, descripciones de las diferentes especies pertenecientes a
cada subgénero y mapas de distribucion e ilustraciones. Una diferencia significativa entre los
subgéneros Sideritis y Marrubiastrum radica en el numero de cromosomas. Mientras que el
género Sideritis exhibe una continuidad de nueve ntimeros diploides (Boszcaiu et al., 1998),
el subgénero Marrubiastrum presenta una gran variacién en el ntimero de cromosomas, te-
niendo el mayor nimero de series aneploides descritas de todas las plantas que crecen en las
islas oceanicas (Marrero, 1986, 1988, 1992; Barber et al., 2000). Adema4s, los estudios pali-
noldgicos han revelado la naturaleza euripalinolégica del subgénero Sideritis y la naturaleza

stenopalinologica del subgénero Marrubiastrum (Serna-Ramos et al., 1994).
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La mayor parte de las plantas pertenecientes al género Sideritis spp. corresponden al
subgénero Sideritis. Fste subgénero, con un total de aproximadamente 125 especies, incluye
especies endémicas continentales repartidas a lo largo de toda la regiéon Mediterranea Occi-
dental, especialmente el sureste de Espana y el Noroeste de Africa (Obon y Rivera, 1994). El
subgénero Sideritis se divide a su vez en 4 secciones. Dos de las secciones que incluyen espe-
cies perennes, Sideritis y Empedoclea, que estan distribuidas en el drea Mediterranea Oeste
(principalmente en la Peninsula Ibérica) y en la zona Este del Mediterraneo (Balcanes, Tur-
quia y Siria), respectivamente. Las otras dos secciones incluyen un pequeno grupo de especies
anuales, Hesiodia y Burgdorfia, que crecen en las regiones Mediterranea y de Asia Central.
Muchas de estas especies son subfrutescentes pero no realmente lenosas.

El subgénero Marrubiastrum incluye 24 especies lefiosas perennes endémicas que crecen
en los archipiélagos de Madeira y Canarias. Las especies pertenecientes al subgénero Marru-
biastrum estan divididas en 3 secciones: Empedocleopsis, Marrubiastrum y Creticae (Barber
et al., 2002).

Las distintas secciones que encontramos dentro del género Sideritis se encuentran esque-
matizadas en la figura 2.3. Se conocen muchos hibridos entre las especies pertenecientes al
género Sideritis. Como resultado de estas hibridaciones, la clasificaciéon taxonémica de estas
especies es bastante dificil. Para mencionar algunos ejemplos, Sideritis rodriguezii, Borja. es
un hibrido entre Sideritis serrata, Lag. y Sideritis bourgaeana, Boiss. (Rivera y Obon, 1990),
Sideritis laderoi, Socorro & Garcia-Granados es un hibrido entre Sideritis hirsuta, L. v Side-
ritis lagascana, Wk. (Socorro et al., 1984) y Sideritis arizagae, Font Quer. es un hibrido entre
Sideritis hyssopifolia, L. y Sideritis incana, L. (Mateo y Pisco, 2000). Para aclarar la clasifica-
cién sistematica de las especies pertenecientes a éste género se utilizan caracteres morfolégicos
seguros y el andlisis mediante un detector cromatografico de alta eficacia de metabolitos se-
cundarios como diterpenoides y flavonoides, que actiian como marcadores quimiotaxonémicos
propios de esa especie. Asi pues, los analisis realizados mediante un cromatégrafo de liquidos
de alta eficacia dotado con detectores de ultravioleta y diodoarray (HPLC-UV/DAD) revela-
ron que el contenido en agliconas flavonoides ayuda a distinguir la diferencia entre Sideritis
scardica, Gris. y Sideritis raeseri, Boiss. & Heldr. La primera es rica en 5,7-hidroxi-flavonas,
como el criseriol, mientras que Siderilis raeseri, Boiss. & Heldr. es rica en 8-hidroxi-flavonas

como la hipolaetina y el 4- metiléter presente en la isoscutelareina (Janesca et al., 2007). Las
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Género
Sideritis

Figura 2.3: Division botdnica del género Sideritis

diferencias en cuanto a la composicion en flavonoides ha sido también utilizada para hacer una
distincién entre dos de las secciones existentes dentro de la clasificacion del género Sideritis.
Los 7-glicosidos de las 8-hidroxiflavonas (isoscutelareina, hipolaetina y sus metiléteres) son
caracteristicos de la seccion Sideritis. Los 7T—glicosidos de las flavonas apigenina, luteolina y
crisoeriol han sido detectados en la seccion Hesioda (Tomas-Barberan et al., 1988). Ademas de
estos aspectos, se ha observado una variacién estacional en la cantidad de flavonoides presentes
en Sideritis spp. Como un ejemplo de esto, los niveles del flavonoide hipolaetina—8—glucosido
aislado de las partes aéreas de Sideritis mugronensis, Borja. mostraron su nivel maximo en

los inicios del verano (Manez y Villar, 1990).

2.2.2. Descripcién botanica

La Sideritis hyssopifolia, L. es una pequena mata lenosa, de color verde amarillento. Sus

tallos de seccion cuadrangular pueden alcanzar los 40 cm y estan ramificados desde la base,



2.2 Caracteristicas botanicas y acciones farmacolégicas de Sideritis hyssopifolia,
L. subsp. hyssopifolia 23

con pelos en dos caras opuestas y glabros en las otras dos.

Las hojas, opuestas y perennes, de hasta 20 x 5 mm, son de forma linear—lanceoladas, con
la base ligeramente cuneada y abrazadora, sésiles, el dpice agudo, con el margen dentado en
la mitad distal y pelos simples tanto en el haz como en el envés.

Las flores se retinen en verticilastros formando una inflorescencia con forma de espiga,
de hasta 50 x 15 mm, en el final de las ramas superiores de la planta; tienen unas bricteas
triangular—ovadas, de unos 10 x 8 mm, de apice agudo y margen algo espinoso. El céliz
es acampanado, de 6 a 8 mm, con los dientes igualando casi la longitud del tubo (4-5 mm);
diente superior algo més largo con carpostegio en el interior. Las bracteas del caliz son también
dentado—espinosas con una longitud igual o superior al caliz. La corola, amarilla, bilabiada con
el labio superior largo y escotado, es més corta que el céliz. El androceo tiene 4 estambres casi
sésiles, de los cuales 2 son maés cortos; tienen los filamentos curvados y pelosos en el borde. El
gineceo consta de un ovario stipero superficialmente dividido en 4 y del que surge un estilo. Fl
fruto es un tetraquenio de hasta unos 2 mm y de color marrén oscuro (Menendez Valderrey,
2008). En las figuras 2.4 y 2.5 se muestran dos imégenes de la planta.

La Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia presenta las mismas caracteristicas, con
las excepciones de que puede alcanzar los 50 cm de altura y sus tallos no estdn excesivamente
ramificados. Ademés, las hojas superiores son méas estrechas que las inferiores. Sus inflores-
cencias son cilindricas, con un tinte amarillo—verdoso en la base. Posee unas bracteas ovales y
un carpostegio discontinuo. Presenta glandulas escasas en la parte exterior del cdliz, ademas

de estambres de 1 mm y un estilo de 3-4 mm (Oboén y Rivera, 1994).

2.2.3. Habitat y ecologia

La Sideritis hyssopifolia, L. crece en roquedos, fisuras y rellanos, matorrales y pastizales
de escasa cobertura vegetal, soleados y de naturaleza caliza, desde el nivel del mar a los
1900 m de altitud. Florece de abril a agosto (Menendez Valderrey, 2008). Es una planta que
no soporta la sombra, necesita luz. Requiere de una temperatura fresca para su desarrollo,

en piso subalpino, fundamentalmente. Es caracteristica de un clima continental, soportando
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Figura 2.4: Imagen de la planta Sideritis hyssopifolia, L., «hisopilloy o «té de rocay (Fuente: Morales
et al., 2010)
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Figura 2.5: Detalle de las inflorescencias de Sideritis hyssopifolia, L. (Fuente: Morales et al., 2010)
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Figura 2.6: Detalle de la flor de Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia (Fuente: Morales et al.,
2010)

grandes variaciones de temperatura. Predomina en suelos secos, actuando como indicadora
de un grado de sequedad moderada. Se desarrolla en suelos exclusivamente bésicos, con un
pH mayor a 6, y pobres en nitrégeno., actuando también como indicadora de suelos ricos en

bases (Morales et al., 2010).

La Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia, crece en céspedes, sobre rocas calizas y en
suelos pedregosos, en habitat himedo y montanoso. Florece entre julio y agosto, y fructifica
entre agosto y septiembre (Mayor Lopez y Alvarez Rodriguez, 1980; Polunin, 1982; Obon y

Rivera, 1994). En la figura 2.6 se muestra una fotografia de esta planta.

2.2.4. Composicién quimica

Los principales compuestos quimicos estudiados en el género Sideritis se describen a con-

tinuacién:
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Flavonoides

= Aglicones libres: xantomicrol, cirsimaritina, cirsiliol, cirsilineol, 8-metoxi—cirsilineol,
gardenina B, gardenina D, 5-demetilnobiletina y sideritoflavonas (en general se denomi-

nan polimetoxiflavonas).

La sideritoflavona suele ser el componente mayoritario en casi todas las especies. Estos
compuestos constituyen un signo de evolucién, ya que se considera a las especies que los
contienen en elevadas cantidades como especies més desarrolladas. Esto se debe a que
estos compuestos permiten la adaptacién a ambientes aridos. Las plantas pertenecientes
al género Sideritis que no los producen, como es el caso de Sideritis hyssopifolia, L.,
crecen en zonas htmedas, donde no los necesitan. Las especies que presentan estos

compuestos como su componente mayoritario son tipicas de climas aridos.

» Heterdsidos vacuolares: 7—alosil (1 — 2) glucésidos de crisoeriol, luteolina, apigeni-
na e isoscutelareina, asi como derivados de éstos, como los acil-glucosidos (Gabrieli y

Kokkalon, 1990; Venturella et al., 1995).

Barberan et al. (1985) y Palomino et al. (1996) determinaron la presencia de flavonoi-
des en diversas especies espanolas pertenecientes al género Sideritis por HPLC (croma-
tografia liquida de alta eficacia)®. Se detect6 principalmente la presencia de flavonas,
frecuentemente metoxiflavonas, como la desmetilnobiletina (S. jahandiezii, Font Quer),
sideritoflavona (S.maireana, Font Quer & Pau) o xantomicrol (S. briguetiana, Font Quer
& Pau). Ademas, algunos estudios han revelado la presencia de flavonas metiladas y fla-
vanonas en diversas especies procedentes de las Islas Canarias (Fernandez et al., 1988).
Se establecié una correlacion entre el tipo de flavonoide y la distribucién geografica: las
5,6,7-flavonas trioxigenadas (cisirmaritina, salvigenina o nepetina) son predominantes
de especies Macaronésicas, mientras que la presencia de 5,6,7,8—flavonas tetraoxigena-
das (sideritoflavona, xantomicrol o gardenina-B) es tipica de las especies mediterrédneas

(Gil et al., 1993).

% high—performance liquid cromatography
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Terpenos

Encontramos una gran variedad de diterpenos en el género Sideritis. Se han encontrado
por lo menos 160 diterpenos diferentes con una variabilidad estructural importante, aislados
e identificados de la parte aérea de las plantas (Piozzi et al., 2006). Un importante nimero
de estudios han puesto de manifiesto la presencia de diterpenoides, especialmente en aquellas
plantas que crecen en la Peninsula ibérica y en las Islas Canarias (Gomez-Serranillos et al.,
1997). Son frecuentes en el género Sideritis los diterpenos derivados del anillo kaureno, como
el foliol, sidol, lineariol, sideridiol e isolinearol. Son también bastante comunes los diterpenos
derivados del labdano (ribenol y andalusol), beyerano (tobarrol y conchitriol), rosano (lagasca-
triol) y atisano (serradiol) (Gonzalez-Burgos et al., 2011). Un componente muy caracteristico
del género Sideritis es el borjatriol (Jimenez et al., 1990). El género Sideritis también posee

sesquiterpenos (Cabrera et al., 1988).

Aceites esenciales

Baser (2002) y Kirimer et al. (2004) clasificaron las especies pertenecientes al género

Sideritis de Turquia en 5 grupos, en funcién del principal aceite esencial encontrado:

Ricos en monoterpenos hidrocarbonados

Ricos en monoterpenos oxigenados

Ricos en sesquiterpenos hidrocarbonados

Ricos en diterpenos

Otros

El 57% de las especies pertenecientes al género Sideritis de Turquia contiene monoterpe-
nos hidrocarbonados como mayor constituyente. Los aceites esenciales que se encontraron
en mayores cantidades fueron o-—pineno, 3—pineno, B-felandreno, sabineno y mirceno. Los
constituyentes principales encontrados en las especies ricas en sesquiterpenos (27 % de las
especies pertenecientes al género Sideritis de Turquia, aproximadamente) fueron cariofileno,
germacreno y calameno. No es frecuente la presencia de derivados oxigenados en las especies

pertenecientes al género Sideritis de Turquia.
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Los monoterpenos hidrocarbonados también han sido el principal constituyente encontrado
en las especies pertenecientes al género Sideritis que crecen en Grecia y en Espana (Pala-Paul

et al., 2006).

Otros componentes

(Gonzalez-Burgos et al., 2011) encontraron que existen dentro del género Sideritis otros
componentes como los esteroles (B—sitosterol y derivados), alcoholes y parafinas lineales y
4cidos grasos y sus ésteres, taninos catéquicos, cumarinas, antocianos, iridoides, saponinas y
alcaloides.

Rodriguez-Lyon et al. (2000) demostraron la presencia de cuatro flavona glicésidos en la
especie Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia aislandolos mediante técnicas de espectro-
fotometria UV, espectrometria de masas y espectroscopia por resonancia magnética nuclear
en 1D y 2D. Los componentes aislados fueron los siguientes: 4 "~O—metilisoscutelareina—7—0O—
[6" " "~O—acetil-D—allopyranosyl-1—2|-6 " ‘~O—acetil-3-D—glucopiranosido (1), hipolaetin—7—
O-[6"""—O-acetil-D—alopiranosil-1—2]-3-D—glucopiranésido (2), hipolaetin-7-O—[6"""—O—
acetyl-D—allopyranosyl-1—2|-6 " "~O-acetyl-3—D—glucopiranésido (3) e isoscutelarein—7-O—

[6-O—acetil-D—allopyranosil-1—2|3—D—glucopiranésido (4) (figura 2.7).

2.2.5. Actividad farmacolégica

Actualmente, la importancia del género Sideritis radica en el tipo de patologias para las
que se utilizan las preparaciones de las partes aéreas de estas plantas: gastritis, tlcera géstrica,
inflamacion de membranas mucosas, quemaduras y heridas, por citar algunas. Se preparan
infusiones y decocciones de las partes aéreas y se administran por via oral o tépica, indistin-
tamente, en forma de compresas o banos en el ultimo caso. Ademas, algunos componentes
aislados del género Sideritis han demostrado presentar propiedades antiproliferativas, anti—
VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) e inhibidoras del apetito (Burgos et al., 2009). Las
plantas pertenecientes al género Sideritis ha sido utilizado en la medicina tradicional en forma
de infusién de las partes aéreas, por via oral o administradas de forma tépica, como antiinfla-
matorios, antiulcerosos, antimicrobianos, vulnerarios, antiespasmoédicos, anticonvulsivantes,
analgésicos y carminativos. La infusion de las partes aéreas de diversas plantas endémicas

espafiolas pertenecientes al género Sideritis han sido utilizada por sus propiedades gastropro-
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Figura 2.7: FEstructura quimica de algunos flavona glicésidos de Sideritis hyssopifolia, L. subsp.
hyssopifolia (Fuente: Rodriguez-Lyon et al., 2000)
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tectoras, mientras que la decoccién de las hojas ha sido empleada como antiinflamatorio y
antirreumatico. Ademas, el extracto acuoso de los tallos se ha utilizado de forma externa para
la desinfeccién de heridas y quemaduras.

En Turquia y Grecia, la parte aérea de estas plantas se utiliza para la preparaciéon de
remedios herbales y tés tradicionales. Estos tés, a veces servidos con miel y limén, son bien
conocidos por su agradable olor, por su gusto especial y por su color amarillo. El té obtenido
de éste grupo de plantas es utilizado contra los desérdenes gastrointestinales como el dolor de
estémago, indigestion y flatulencia; y para aliviar los sintomas del resfriado comun, incluyendo
fiebre, resfriado y garganta irritada. También es utilizado como ténico y diurético (Gonzalez-
Burgos et al., 2011).

Podemos encontrar englobadas en el género Sideritis actividades farmacolégicas como las

siguientes.

Actividad antiinflamatoria

Las especies pertenecientes al género Sideritis son una importante fuente de compuestos
de naturaleza antiinflamatoria. Existen numerosos estudios que validan su utilizacién en la
medicina tradicional debido a esta indicaciéon terapéutica.

Navarro et al. (2001) estudiaron el efecto antiinflamatorio de una fraccion esterélica com-
puesta por campesterol, stigmasterol y 3-sitosterol obtenida del extracto acetonico de Sideritis
foetens, Clemente ex. Lagasca. La administracion oral de 30 a 60 mg/Kg de la fraccion es-
terdlica inhibid la formacién de edema en la pata del ratén entre 3 y 7 horas después de la
administraciéon de carragenanos. El mayor efecto antiinflamatorio fue obtenido 3 horas des-
pués, con valores de 30,1 % para 30 mg/Kg v 37,4 % para 60 mg/Kg de la fraccion esterolica.
Ademas, la aplicacion topica de 0,25 %, 0,5 % y 1 mg por oreja de la fraccion esterdlica redujo
la formacion de edema en los ratones a los que se le aplicd. Se obtuvieron unos porcentajes de
inhibiciéon de 41,43 % y 58,7 %, respectivamente, asociado a una disminucion de la infiltracion

de neutroéfilos en los tejidos inflamados.

Actividad antioxidante

Tunalier et al. (2004) estudiaron la actividad antioxidante de los extractos metanoélicos de

27 plantas pertenecientes al género Sideritis mediante la medida de Fe2+ como inductor de la
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peroxidacién del 4cido linoleico. En todos los casos, el incremento en la concentracién generaba
un aumento en la actividad antioxidante. Ademés, el estudio de la actividad captadora de
radicales libres mediante el método de DPPH (2,2—difenil-1-picrilhidrazil) mostré que cuanto
més alto es el contenido fenolico mayor es la actividad captadora de radicales libres. La plantas
que presentaban una mayor cantidad de compuestos fenélicos y por tanto una mayor actividad
fueron Sideritis amasiaca, Bornm. y Sideritis germanicopolitana, Bornm spp. viridis Hausskn.
ex Bornm.

Gabrieli et al. (2005) investigaron la actividad antioxidante de nueve 7-O-alosil glucosidos
de 5,8—dihidroxi—flavonas sustituidas aisladas del extracto metandlico de las partes aéreas de
Sideritis raeseri spp. raeseri mediante el método de DPPH y el método de quimioluminis-
cencia luminal inducida por co (11) EDTA. El resultado fue la observacion de una actividad
antioxidante moderada en comparacién con antioxidantes potentes, como quercitina y trolox.

En nuestro grupo de investigacion se evalu6 la actividad antioxidante de la infusién acuosa
de la planta en estudio, Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia, comparando dicha acti-
vidad con la obtenida con un patrén antioxidante de actividad conocida: el acido ascérbico.

La actividad antioxidante fue superior en las muestras mas concentradas (3 g de planta)
que en las menos concentradas (1 g de planta). Las muestras més concentradas alcanzaron un
porcentaje de inhibicion de un 70,82 % a los 7 minutos de lectura de la absorbancia, para un
tiempo de infusion de 10 minutos. En las muestras menos concentradas se obtuvo un 27,64 %
de inhibicién de la formacién de radicales libres a ese mismo tiempo.

La inhibicién de la formacién de radicales libres de la planta, expresada como capacidad
antioxidante equivalente a la del acido ascorbico (AEAC), fue de 2419,35 mg de acido ascérbico

por 100 g de planta para un tiempo de infusion de 10 minutos (referencia).

Actividad antiulcerogénica

Alcaraz y Tordera (1988) estudiaron la actividad antiulcerogénica de hipolaetin—8-O-D—
glucésido, un flavonoide aislado de las especies Sideritis leucantha, Cav. que se encuentra
presente en diversas especies pertenecientes al género Sideritis (Sideritis mugronensis, Borja.,
Sideritis angustifolia, Lag. y Sideritis saetabensis, Rouy.). Este flavonoide redujo las lesiones
gastricas y las tdlceras inducidas en ratas debido a un incremento en la produccién de moco

y un decrecimiento de la acidez. De acuerdo con otros estudios, la presencia de un grupo
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pirocatecol en la posicién 3—4 del esqueleto del flavonoide esté relacionado con un incremento

de la actividad antiulcerogénica.

Actividad analgésica

Dosis de 400 mg/Kg por via oral del extracto de éter de petrdleo obtenido de las flores
de Sideritis taurica, Steph. ex Willd. mostr6 una actividad analgésica similar a la producida
por una dosis de 400 mg/Kg de acido acetilsalicilico a los 45 y 60 minutos (Aboutabl et al.,
2002).

Actividad antimicrobiana

Gonuz y Aysel (2006) estudiaron los extractos metanolicos de siete especies pertenecientes
al género Sideritis endémicas de Turquia 4. Estas especies mostraron una actividad antifungica
contra Candida albicans clotrimazol-resistente. Sideritis trojana, Bornm. y Sideritis bilgerana,
P.H.Davis mostraron la mayor actividad. Relativo a estos resultados, los autores sugieren que

estas especies podrian ser utilizadas potencialmente para el tratamiento de la candidiasis.

La Sideritis hyssopifolia, L. ha sido una planta utilizada de forma tradicional como diuré-
tico, astringente, depurativo y antirreumatico. Se utilizan las inflorescencias o la planta entera
en forma de infusion o decoccién para su uso interno. En uso externo se emplean las hojas
aplicadas como emplasto para aplicar en heridas y reducir la inflamaciéon (vulnerario, anti-
séptico, antiinflamatorio). También ha sido usada por su efecto antidiarreico. Es una planta
muy popular en los Picos de Europa y los Pirineos como digestivo y para el tratamiento de

ulceras gastricas (Pardo de Santayana et al., 2005).

La Sideritis Hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia es una planta utilizada como antiacido,
antiflatulento y antiulceroso en los transtornos gastricos (Morales, 2000). Su riqueza en fla-
vona—glicosidos le confieren actividad antioxidante (Rice-Evans et al., 1996). Esta planta se

utiliza habitualmente por sus propiedades digestivas.

4 Sideritis condensata, Boiss. & Heldr., Sideritis bilgerana, P.H. Davis, Sideritis trojana, Bornm., Sideritis
sipylea, Boiss., Sideritis dichotoma, Huter., Sideritis rubriflora, Hub.-Mor. y Sideritis galatica, Bornm.
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2.2.6. Interacciones planta—farmacos

No se ha encontrado ningun trabajo en el que se estudie la interacciéon de Sideritis hysso-

pifolia, L. con otros medicamentos.

2.3. Otras plantas de la familia Lamiaceae con accién hipoco-

lesterolemiante

La familia Lamiaceae comprende aproximadamente 224 géneros y 5600 especies, distribui-
das por todo el mundo (Fontes Esteves y Machado Kuster, 2008). Un gran ntumero de plantas
pertenecientes a esta familia han sido ensayadas en animales de experimentacién y estudiadas

por sus posibles propiedades hipolipemiantes y protectoras frente a la aterosclerosis:

2.3.1. Ajuga Iva, (L). Schrb.

La Ajuga Iva, (L). Schrb. es una planta utilizada en medicina tradicional en Algeria,
tiene propiedades antidiabéticas, antifingicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, febrifugas
y antiheminticas. Chenni et al. (2007) estudiaron el efecto hipolipemiante de la administracion
del extracto acuoso de esta planta en ratas hipercolesterolémicas. Los resultados de este estudio
demostraron una disminucion en los niveles de CT y TG y un incremento del status antioxidante

5 pudiendo producir también una reduccién en la absorcién intestinal de colesterol.

2.3.2. Ballota Limbata, Benth.

La Ballota Limbata, Benth. es una planta que crece en el noreste de Pakistdn (Ahmed
et al., 2009). Su extracto metanolico y sus fracciones etilacética y butandlica presentan una
gran riqueza en compuestos polifendlicos que le confieren propiedades antioxidantes (Waheed

et al., 2014).

2.3.3. Ballota undulata, (Sieber & Fresen) Benth.

El efecto hipolipemiante de Ballota undulata, (Sieber & Fresen) Benth. fue demostrado

por Qazan (2008), que administro el extracto etanolico de esta planta a conejos hipercoles-

5Este incremento de la actividad antioxidante se produce mediante la reduccién de la peroxidacion lipidica
en plasma y el incremento de enzimas antioxidantes.
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terolémicos a una dosis de 1,2 g/Kg por dia. Se observé una disminucién en los niveles de

colesterol sérico y triglicéridos.

2.3.4. Lamium album, L.

Lamium album, L. es una planta originaria de Europa, Oeste de Asia y Norte de Africa. Es
una planta rica en iridoides, compuestos fenolicos, terpenos y aceites esenciales. Presenta gran
variedad de acciones farmacoldgicas, destacando sus propiedades antioxidantes, demostradas

por varios autores en diferentes estudios (Yordanova et al., 2014).

2.3.5. Marrubium alysson, L.

Marrubtum alysson, L. es una planta ampliamente distribuida en Egipto que ha sido uti-
lizada en la medicina tradicional por sus propiedades hipoglucemiantes, para el tratamiento
de catarros, asma, como diurético, inductor del apetito, astringente, gastroprotector y anti-
viral. Essawy et al. (2014) estudiaron el efecto de la administracion de diferentes extractos
de la planta en conejos hipercolesterolémicos, demostrando las propiedades de la planta como

estabilizador de la placa aterosclerética, hipolipemiante y antioxidante.

2.3.6. Melissa officinalis, L.

El aceite esencial de Melissa officinalis, L. presenta una capacidad captadora de radicales
libres muy elevada porque es capaz de reducir la formacién de radicales DPPH e hidroxilo.
Los compuestos que le confieren una mayor actividad captadora de radicales libres son los
aldehidos monoterpénicos y cetonas®, ademas de los hidrocarburos mono y sesquiterpénicos’,
que presentan una mayor actividad farmacolégica cuanto mayor es la dosis empleada. Ademés,
la inhibicién dosis—dependiente de la peroxidacién lipidica cuando se aplica el sistema de
induccion Fe?t/H>05 es también considerable (Mimica-Dukik et al., 2004).

Karimi et al. (2010) estudiaron el efecto de la administracién de las hojas de esta planta
a conejos hipercolesterolémicos, a los que se administré 1% y 3% de su aceite esencial. La

administracion de la planta produjo la disminucién significativa de los niveles de lipidos y

lipoproteinas séricas en comparacién con el grupo al que se administré una dieta estandar, no

Sneral, geranial, citronelal, isomentona y mentona
"E—cariofileno
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existiendo diferencias significativas en los valores de 1A.

2.3.7. Melittis melissophyllum, L.

La riqueza en flavonoides de Melittis melissophyllum, L.8, proporciona a esta planta una
actividad antioxidante y protectora frente a enfermedades cardiovasculares y varia en funcién

de la época de recogida de la planta® (Skrzypczac-Pietraszek y Pietraszek, 2014).

2.3.8. Ocimum basilicum, L.

Ocimum basilicum, L. (albahaca) es una planta nativa de Asia, Africa, Sudamérica y de
toda la zona mediterranea y es utilizada por sus propiedades antiinflamatorias, vasorelajan-
tes y antiagregantes plaquetarias. El efecto hipolipemiante de esta planta fue estudiado por
Harnafi et al. (2013), que observaron una disminucion significativa de los niveles de T, TG y
¢—LDL, ademas de un incremento de ¢c—HDL. Se produjo también una reduccién en los valores
de 1A y ratio c—LDL/c—HDL en comparacién con los animales no tratados. Ademas los resul-
tados obtenidos con la planta fueron muy similares a los obtenidos con la administracién de

fenofibrato.

2.3.9. Ocimum sanctum, L.

La administracion del aceite de las semillas de Ocimum sanctum, L. a conejos hipercoles-
terolémicos durante 4 semanas produjo una disminucién significativa de los niveles de CT, TG,
c—LDL y ¢—VLDIL en comparaciéon con los animales no tratados. Ademas también se observo

una disminucion significativa de los valores de 1A en los animales tratados (Gupta et al., 2006).

2.3.10. Salvia Hispanica, L. (Chia)

Salvia Hispanica, L. (Chia) es una planta anual, de verano, originaria de dreas montafio-
sas de México y era utilizada por la cultura maya para proporcionar fuerza. Su riqueza en
flavonoides, vitaminas del grupo B y fibra soluble le confiere actividad protectora frente a la
aparicién de enfermedades cardiovasculares. Los flavonoides le proporcionan actividad anti-

oxidante, las vitaminas del grupo B evitan la aparicién de depositos de placas en las paredes

8cinarésido, rutina, miricetina, quercitrina, quercitina, luteolina, kaempferol y apigenina
“mayor en mayo que en septiembre
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arteriales y su riqueza en mucilagos (alrededor de un 27 %) reduce la absorcion de colesterol

(Cahill, 2003).

2.3.11. Salvia officinalis, L.

Kianbakht et al. (2011) estudiaron el efecto de la administracion del extracto de las hojas
de Salvia officinalis, L. a pacientes hipercolesterolémicos observando que resulta efectiva para

el tratamiento de la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.

2.3.12. Teucrium arduini, L.

Teucrium arduini, L. es una planta tipica de las regiones balcanicas distribuida a lo largo de
la costa adridtica. Sus hojas, flores y tallo constituyen una fuente de compuestos polifendlicos
(quercitina, acido fertlico y acido rosmarinico) con propiedades captadoras de radicales libres

(Kremer et al., 2013).

2.3.13. Thymbra spicata L., var. spicata Ph. Davis

Kupeli Akkol et al. (2009) evaluaron la capacidad hipocolesterolemiante y antioxidante
de los extractos acuoso, etilacético y dietiléter de la planta Thymbra spicata, L. var. spicata
Ph. Davis'%en ratones hipercolesterolémicos. La administracion del extracto dietiléter produ-
jo una disminucién de los niveles de CT, ¢—LDL, TG y MDA, ademés de un incremento de los
niveles de ¢c—HDL, GRD (glutation reductasa), SOD y CAT (catalasa) en comparaciéon con los
animales a los que no se les administré la planta. El extracto acuoso mostré el mismo perfil,
a excepcion de la CAT, cuyos niveles disminuyeron. Los niveles de CT, TG y MDA decrecieron
con la administraciéon del extracto etilacético, mientras que la concentracién de GSH se in-
crementd. El extracto dietiléter, y parcialmente el extracto acuoso, mostraron una actividad

hipocolesterolemiante y antioxidante significativas.

2.3.14. Ballota nigra, L., Galeopsis tetrahit L., Lamium maculatum, L.,

Leonurus cardiaca, L. y Marrubium vulgare, L.

Matkowsky et al. (2008) estudiaron la actividad antioxidante de 5 plantas pertenecientes a

la familia Lamiaceae, subfamilia Lamioideae: Ballota nigra, L., Galeopsis tetrahit, L., Lamium

10 rica en flavonoides, terpenoides e isoprenoides como timol y carvacrol
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maculatum, L., Leonurus cardiaca, L., y Marrubium vulgare, L. Todas ellas crecen silvestres

en zonas de climas templados.

B. nigra, L. es una de las plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae mas frecuente
en algunas zonas de Europa. Ha sido utilizada en la medicina tradicional y oficial por sus
propiedades sedantes, neuroprotectoras, espasmoliticas, antiinflamatorias y antidiabéticas. Es

rica en glicosidos feniletanodlicos y fenilpropanélicos, flavonoides cumarinicos y diterpenos.

G. tetrahit, L., es un hibrido entre G. pubescens, Besser y G. speciosa, Mill. y crece en
Europa y América del Norte. Las especies pertenecientes a su género han sido utilizadas
como expectorantes, como terapia complementaria para la tuberculosis y otras afecciones
pulmonares, asi como para curar heridas y picaduras de insectos. Destacan en su composicién

fenilpropanoides, iridoides, flavonoides y taninos.

L. maculatum, L. no ha sido reconocida como una planta medicinal, pero ha sido utilizada
de forma tradicional para mejorar la circulaciéon sanguinea, problemas digestivos y para preve-
nir el sangrado uterino. En su composicién predominan los glicésidos feniletandlicos, algunos

iridoides, flavonoides y diterpenos.

L. cardiaca, L., utilizada como ténico cardfaco, hipotensora y sedante suave, contiene

diterpenos derivados del labdano, flavonoides, betonicina e iridoides.

M. vulgare, L., cuya composicion fitoquimica incluye diterpenoides labdénicos (marrubii-
na, premarrubiina, marrubenol), glicosidos fenilpropanoélicos, flavonoides, taninos, alcaloides
pirrolidinicos, sesqui y monoterpenos (estos dos tltimos, componentes del aceite esencial),

destaca por sus propiedades expectorantes, estoméquicas, espasmoliticas e hipotensoras.

Estos autores realizaron ensayos de captacién de radicales libres OH y DPPH, ademés
del estudio del poder reductor de iones de transicién metalicos, del extracto metandlico y las
fracciones de creciente polaridad petroéleo éter, diclorometano, etilacética y butanélica de cada

una de las plantas.

Concluyeron que todas las plantas estudiadas pueden proporcionar suficiente proteccion
antioxidante mediante mecanismos complementarios: actividad captadora de radicales libres
y reduccién de iones metalicos. Ademés las fracciones polares de L. cardiaca, L. y B. nigra,

L. fueron las méas potentes.
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2.3.15. Ballota rotundifolia, L. y Teucrium chamaedrys, L. (C. Koch)

Gursoy y Tepe (2009) determinaron las propiedades antioxidantes de los extractos meta-
nolicos de las especies Ballota rotundifolia, L. v Teucrium chamaedrys, L. C. Koch, ambas
pertenecientes a la familia Lamiaceae. Las fracciones polares mostraron una capacidad anti-

oxidante importante.

2.3.16. Coleus blumei, L. , Mentha arvensis, L., Ocimum basilicum, L. y

Orthosifon stamineus, Benth.

Zacaria et al. (2008) sugirieron después del estudio in vitro de su actividad antioxidante,
que las plantas Coleus blumei, L., Mentha arvensis, L., Ocimum basilicum, L. y Orthosip-
hon stamineus, Benth., pertenecientes a la familia Lamiaceae, podrian ser utilizadas como

protectoras frente a enfermedades cardiovasculares.

2.4. Aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares

La aterosclerosis es un sindrome caracterizado por el depésito e infiltraciéon de sustancias
lipidicas en las paredes de las arterias de mediano y grueso calibre, ademés de depoésitos de
colesterol y calcio (placas de ateroma). Es la forma més comin de arteriosclerosis, término
general utilizado en medicina para referirse al endurecimiento de las arterias. La aterosclerosis
suele transcurrir sin sintomas durante afios hasta que ocurre la trombosis, causa fundamental
de las enfermedades coronarias, cerebro vasculares y arteriales periféricas, provocando anginas

inestables, infarto de miocardio y muerte sibita (Guerra, 2007).

2.4.1. Historia

La primera evidencia sobre la existencia del colesterol se la debemos al fisiélogo y anato-
mista francés Poulletier de la Salle, quien en 1769 aislé una sustancia de caracter «aceitoso»
(segtin su propia definicion) desde la vesicula biliar de cadaveres. Lo que realmente extrajo
fueron célculos biliares y la sustancia «aceitosa» la obtuvo al macerar y tratar de extraer de
los calculos su contenido. Quien redescubrié el colesterol anos después fue el quimico francés
Michel-Eugéne Chevreul (1786-1889) a quien se reconoce como el «padrey del conocimiento

que actualmente tenemos sobre los lipidos en general y sobre las grasas y aceites en particular
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(Valenzuela y Morgado, 2005). Chevreul, en 1824, separ6 de la bilis humana una sustancia
que identific6 como «similar a una grasay y que llamo «colesterinay (la que no era otra cosa
que el colesterol). Mas aun, identifico6 que la colesterina era el principal componente de los
calculos biliares, algo ya observado por de la Salle. Transcurrieron muchos afios mas para que
la comunidad cientifica y médica estableciera una vinculacién entre la formacion de placas de
ateroma y la aterosclerosis. Se describen a continuacion los origenes de la aterosclerosis asi co-
mo los principales descubrimientos que permitieron establecer la asociacion entre el colesterol,
la aterogénesis y las enfermedades cardiovasculares.

La aterosclerosis aquejé entre otras poblaciones a los egipcios ya que de sus momias tene-
mos evidencia de la enfermedad. En la época de los romanos y de los griegos, y posteriormente
durante la Edad Media, muchas muertes atribuidas a «envenenamiento» resultaron ser, de
acuerdo a lo que interpretan los historiadores y patoélogos, infartos fulminantes.

Sin embargo, durante muchos siglos esta enfermedad no recibié ninguna atencién por
parte de los cientificos. Incluso, cuando el médico inglés Caleb H. Parry publicé en 1799 su
descubrimiento de que la «syncope anginosa®», o mejor conocida como «angina pectorisy, se
debia a la obstrucciéon de las arterias coronarias, el hallazgo atrajo muy poca atencién.

Durante el siglo X1X el interés por la aterosclerosis comenzé a aumentar en el mundo
cientifico. Para explicar su origen en aquella época se proponian tres enfoques diferentes. El
primero postulaba que la aterosclerosis era un proceso de envejecimiento y no de enfermedad.
El segundo enfoque, difundido por Rudolf Vilchow, propuso que la aterosclerosis era realmente
una enfermedad que tenfa su origen en alguna alteraciéon metaboélica de las propias arterias. La
tercera vision, defendida por el patologo austriaco Karl Rokitansky, proponia que el proceso
de la aterosclerosis evoluciona a partir de coidgulos que se adhieren a las arterias y que se
transforman de forma gradual en placas ateroscleréticas tipicas.

Por otra parte también existia una gran confusiéon sobre qué capa de la arteria estaba
implicada en el comienzo del proceso (atin no totalmente aceptado como una enfermedad en
aquella época). Algunos patologos pensaban que el proceso aterogénico se inicia en el revesti-
miento interno o intimo de la arteria, mientras que otros afirmaban que afectaba ante todo a
la capa muscular intermedia. También estaban los patélogos que insistian que la capa externa
o adventicia de la arteria era el sitio inicial de la formacién del ateroma. Fue F. Marchand,

patoélogo francés-aleman, quien en 1904 introdujo el término de aterosclerosis, afirmando que
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la patologia se inicia en el revestimiento interior de la arteria. Marchand diferencié esta lesion
de cualquiera que comenzara en otras capas de la arteria.

AL TIgnatowsky intent6é en 1908 inducir ateroesclerosis en un animal de experimentacion.
Escogié un animal herbivoro, el conejo, pensando que serfa un modelo muy propenso al desa-
rrollo de esta patologia. Alimentd conejos con una mezcla de leche y huevos y observo que
a las pocas semanas de aportar la dieta, la aorta de los conejos mostraba las mismas placas
blanco—grisdceas observadas en la aorta de los humanos fallecidos de problemas cardiovascu-
lares. Asi, obtuvo por primera vez la reproduccién experimental de la patologia, aunque su
interpretacion fue errénea. Ignatowsky propuso que era la proteina contenida en la leche y los
huevos la que producia los ateromas.

La primera indicacién de que el colesterol podria estar implicado en el origen de la ateros-
clerosis se produjo cuando el patdlogo aleman A. Windaus comunicd en 1910 que las lesiones
ateromatosas contenian seis veces mas colesterol libre que una pared arterial normal, y veinte
veces més colesterol esterificado. Sin embargo, los estudios de Windaus no dieron lugar al
descubrimiento de la causa principal de la arteriosclerosis. Posteriormente, el médico ruso
Nikolai Anichkov centr6 su atencion en el desarrollo experimental de la arteriosclerosis y su
relaciéon con el huevo de gallina.

Mas tarde, un colaborador de Anichkov, N. W. Stuckey, repiti6 el experimento de Ig-
natowsky, salvo que dio a sus conejos tres suplementos diferentes. El primer grupo recibio
un homogenizado de tejido muscular de pollo; el segundo grupo un homogenizado de clara
de huevo, y el tercero recibié solo yema de huevo. El resultado fue que sélo la aorta de los
conejos alimentados con yema de huevo mostraba placas ateromatosas. Este hallazgo dejo
suficientemente claro que no era la dieta de proteinas, como Ignatowsky crefa, lo que causaba
la ateroesclerosis en los conejos, sino una sustancia contenida en la yema del huevo pero no
en la clara.

Fue otro estudiante de Anichkov, Sergei Chalatov, quien observd que en los ateromas de
los conejos alimentados con yema de huevo se producian pequenas gotitas de grasa que eran
birrefringentes. Posteriormente descubrié que el origen de esas gotitas se debfa al actimulo de
colesterol en las arterias. También descubrié que no todos los animales desarrollaban ateromas
a pesar de los altos niveles de colesterol plasméatico que alcanzaban. Propuso que el colesterol

no era el iinico causante de la patologia, y que habia otros factores, que sin embargo no pudo
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identificar, que también incidian con tanto o mas efecto que el propio colesterol.

El patélogo Timothy Leary postulé en 1935 que la aterosclerosis era causada por un
exceso de colesterol plasmético. En 1940 comenzaron las mediciones del colesterol plasmatico
en pacientes y a aquellos que lo tenfan alto, segiin las estadisticas de la época, se les aconsejaba
disminuir en la dieta el consumo de colesterol, particularmente el consumo de huevos de gallina
(Valenzuela y Morgado, 2006).

En un articulo publicado en Science en 1950, Gofman comunicé que al separar el suero de
conejos alimentados con colesterol, segin los protocolos de Anichkov, mediante el uso de la
ultracentrifuga, el colesterol se separaba en dos fracciones claramente identificables (Gofman
y Lindgren, 1950). Una fracciéon practicamente flotaba en la superficie del suero después
de la ultracentrifugacién y era una mezcla de proteinas, fosfolipidos y colesterol, es decir,
una lipoproteina. Gofman la denominé «low density lipoprotein» o «lipoproteina de baja
densidad», y que no era otra cosa que la lipoproteina conocida como c—LDL. La otra fraccién,
también de caracter lipoproteico, era de mayor densidad, por lo cual fue denominada «high
density lipoprotein» o «lipoproteina de alta densidad», y corresponde a la lipoproteina que
identificamos actualmente como ¢-HDL. Gofman también observd que mientras en los conejos
no alimentados con colesterol, la mayor parte del colesterol era transportado en las ¢—HDL,
en los conejos hipercolesterolémicos el colesterol era mayoritariamente transportado por las
recientemente descubiertas c—-LDL. Posteriormente, Gofman y su grupo ultracentrifugaron el
suero de 104 hombres con antecedentes previos de aterosclerosis y de infarto. En 101 de ellos
encontraron elevado el colesterol contenido en las ¢-LDL. Otro hallazgo de Gofman se refiere
a que no es el CT el indicador de riesgo cardiovascular, sino el c—LDL. Durante la década de
1960 y 1970 se desarroll6 la técnica de electroforesis, que permite la separacion e identificacion
de las lipoproteinas del suero sanguineo, con lo cual fue posible la realizacién de numerosos
estudios epidemioldgicos que le dieron mucha importancia al peligro potencial del c—LDL.

De forma paralela, pero absolutamente independiente de los estudios de Gofman, Lawrence
Kinsell, un médico clinico californiano, descubrié en 1952 que la alimentacién con vegetales,
asociada a una disminucién de la ingesta de productos animales, producia una disminucién
del colesterol plasmatico, particularmente del c—LDL (Kinsell et al., 1952). Este estudio fue
confirmado posteriormente por otro grupo de investigadores encabezados por E. H. Ahrens

quienes, ademads, asociaron al consumo de grasas insaturadas con la reduccién del colesterol
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plasmatico (Ahrens et al., 1954) .

En 1958, William Dock publicé un articulo en la revista Circulation en el que afirmaba
que el colesterol y la composicion de la dieta, desempenan un papel fundamental en el mayor o
menor desarrollo de la ateromatosis en las arterias tanto grandes como pequenas. También el
Seven Countries Study de Ancel Keys, realizado entre los afios 1950 y 1960, ayudé a establecer
la conexién entre el consumo de grasa en la dieta, la dislipemia y el riesgo coronario, al observar
cémo en poblaciones con mayor porcentaje de grasa saturada en la dieta, el nivel de colesterol
era mas alto y era mayor la mortalidad por enfermedad coronaria (Keys, 1970).

Por tanto, a mediados del siglo XX se habia conseguido relacionar la aterosclerosis con
la hipercolesterolemia. Hubo que esperar a la segunda mitad de siglo para poder descubrir
algo que hoy en dia es evidente: que la aterosclerosis es una enfermedad multifactorial. Los
factores de riesgo cardiovascular, hipertension arterial, diabetes mellitus, hipercolesterolemia o
tabaquismo, ponen a un individuo en riesgo de padecer arteriosclerosis, y este riesgo es mayor
cuantos mas factores coincidan. Hasta que el Framinghan Heart Study no se puso en marcha
en los afios 1950 esta idea no fue realmente considerada. No habia datos en las placas de
ateroma que hicieran pensar que el tabaquismo o la hipertensiéon jugasen un papel etiologico
en la aterosclerosis.

El Framinghan Heart Study identifico los principales factores de riesgo (hipertension arte-
rial, hipercolesterolemia, tabaquismo, obesidad, diabetes e inactividad fisica) y enfatizé en la
necesidad de que coincidan dos o tres factores asociados para que se produzca la enfermedad
cardiovascular. Fn este estudio se sigui¢ el desarrollo de la patologia cardiovascular en un
periodo largo de tiempo en un gran grupo de participantes de la ciudad de Massachussets
(Boston), que no habian desarrollado atun sintomas de esta enfermedad. Para ello se diseni6
un estudio epidemiolédgico longitudinal en esta poblacion, con el fin de poder determinar la
prevalencia, incidencia, morbilidad y mortalidad de las enfermedades cardiovasculares. Ha si-
do el proyecto de investigaciéon més ambicioso sobre patologia cardiovascular realizado en la
segunda mitad del siglo xX. En la actualidad han participado en el estudio y han sido seguidas
tres generaciones de pacientes. La cohorte original incluia a 5209 varones y mujeres de edades
entre 30 y 62 anos de la ciudad de Framinghan. Se les realizé una extensa exploracion fisica
y unas entrevistas sobre el estilo de vida. Posteriormente se analizé todo ello con el fin de

encontrar un modelo comun relacionado con el desarrollo de la enfermedad cardiovascular. En
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1971 el estudio incluyo a la segunda generacién. Eran los hijos y los esposos o esposas de los
participantes originales. La tercera generacién son los nietos de la cohorte original. Uno de
los principales fines del estudio de la tercera generacién es determinar los factores genéticos
que se relacionan con la enfermedad cardiovascular.

FEste estudio también le ha dado gran relevancia a los aspectos relacionados con su pre-
vencion, ha conseguido modificar ciertos habitos de vida poblacionales (disminuir el consumo
de tabaco, realizar ejercicio fisico moderado, consumo de dietas bajas en grasas, etc...) y ha
cambiado el tratamiento y el curso de la patologia cardiovascular. También ha aportado in-
formacién valiosa sobre determinados factores relacionados con la patologia cardiovascular y
sobre los que existian incertidumbres, como los TG, el ¢—HDL, la edad, el sexo o los facto-
res psicosociales. Aunque la cohorte Framinghan sea principalmente blanca, ha mostrado la
importancia de los factores de riesgo cardiovascular identificados al poder extrapolarse casi
mundialmente su patrén de riesgo entre grupos raciales y étnicos diferentes.

FEn las altimas décadas la investigacion en ateromatosis ha alcanzado un gran desarrollo.
Ha permitido definir y delimitar con mayor precisién el papel de los diferentes factores y
marcadores de riesgo cardiovascular. Cémo interaccionan, si son etioldgicos o no, los objetivos
que deben perseguir las estrategias diagnoésticas, preventivas o terapéuticas, asi como el grado
de control sobre los factores de riesgo que se debe buscar tanto en prevencién primaria como
secundaria. Actualmente esta investigacion continda con el fin de maximizar el manejo de
la enfermedad que causa mayor morbimortalidad en los paises occidentales (Herreros-Ruiz y

Bandrés, 2009).

2.4.2. Factores de riesgo cardiovascular (FRCV)

El término «factor de riesgo» en relaciéon a enfermedad cardiovascular y particularmente
a enfermedad coronaria fue utilizado por primera vez en el afio 1961 en un articulo publicado
en el estudio Framinghan. Los factores de riesgo en si mismos, y particularmente los niveles
elevados de colesterol sérico, tensién arterial y tabaquismo, han sido considerados en estudios
epidemiolégicos prospectivos desde su deteccién sobre el ano 1940. Se han llegado a relacio-
nar mas de 300 factores de riesgo relacionados con enfermedad coronaria y ataque cardiaco.
Algunos de estos factores de riesgo no son nuevos, pero necesitan ser especificados y medidos

de forma mas precisa, mientras que otros han surgido recientemente. S6lo unos pocos factores
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de riesgo son capaces de explicar esta epidemia mundial y el alto riesgo cardiovascular de las
poblaciones. Factores sociales, econémicos y ambientales, asi como influencias comerciales son
importantes determinantes de la aparicién de estos factores de riesgo. Los principales factores
de riesgo para la aparicion de enfermedad coronaria se resumen en la tabla 2.1 (Prasad et al.,
2010).

Existen variaciones significativas en el impacto de los factores de riesgo sobre la aparicion
de las distintas enfermedades cardiovasculares. La hipertension y el perfil lipidico confieren un
riesgo incrementado moderado de aparicién de enfermedad cardiovascular. Para la enfermedad
periférica arterial, el tabaco y la diabetes son los més significativos. De forma similar facto-
res de riesgo como la hipertension, la hipertrofia ventricular izquierda, la existencia de una
enfermedad coronaria previa y la diabetes son vitales para la aparicién de un fallo congestivo
coronario.

Estos factores de riesgo comunes tienen un grado distinto de influencia sobre la persona
en funcion de la edad en ambos sexos. En general, las mujeres presentan un menor riesgo de
padecer una enfermedad cardiovascular. La presencia de diabetes o niveles elevados de c—LDL
en mujeres iguala la diferencia del riesgo que pueda existir entre ambos sexos. El tabaquismo
es un factor de riesgo significativo en varones, no acumulativo, y su efecto es reversible después
de dejar de fumar. Algunos como la dislipemia, diabetes y fibrindgeno, reducen su impacto a
medida que avanza la edad. La hipertension sistolica, de forma aislada, es un factor de riesgo
significativo de prevalencia mayoritariamente en la vejez. La obesidad y el sobrepeso confieren
el mayor perfil aterogénico y la inactividad fisica favorece la aparicién de riesgo cardiovascular
a todas las edades.

El reconocimiento a tiempo de estos factores de riesgo cardiovascular se traduce en benefi-
cios absolutos en cuanto a prevencién de complicaciones precoces que siguen apareciendo atin
cuando existe un control estricto de los factores. Se ha observado que la mitad de los pacientes
con un infarto agudo de miocardio no tiene el colesterol elevado ni la tensién arterial elevada,
en ocasiones son jovenes y sin antecedentes cardiovasculares. Esto ha obligado a profundizar
en cuanto al diagnoéstico precoz se refiere, entendiendo que los procesos de lesiéon endotelial se
suceden mucho tiempo antes de que se verifiquen cifras tensionales elevadas y estrias grasas.
Por lo tanto, la determinacién de lo que se conoce como marcadores bioquimicos de riesgo

(como por ejemplo los marcadores de inflamacion endotelial) nos han dado una idea clara del
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Factores de riesgo cardiovascular Otros factores de riesgo Factores de riesgo Factores de riesgo
importantes cardiovascular cardiovascular cardiovascular
modificables modificables no modificables de reciente incorporaciéon

Presién arterial elevada Nivel socioeconémico bajo Edad avanzada Exceso de homocisteina en sangre
Dislipemia Enfermedad mental Herencia o historia familiar ~ Coagulacién sanguinea anormal
Tabaco Estrés psicosocial Sexo
Sedentarismo Alcohol Etnia o raza
Dieta no saludable Uso de determinadas medicaciones
Diabetes mellitus (DM) Lipoproteina (a), LP(A)

Hipertrofia ventricular izquierda

Tabla 2.1: Principales factores de riesgo cardiovascular (Fuente: Prasad et al., 2010)
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riesgo subclinico de muchos pacientes que definitivamente se muestran negativos al escaneo
habitual de los factores tradicionales de riesgo. Entre estos biomarcadores utilizados para la
prediccion del primer evento cardiovascular se encuentran: hsCRP (proteina C-reactiva ul-
trasensible), BNP (péptido natriurético cerebral), NTpro—BNP (péptido natriurético pro-BNP),
aldosterona, renina, fibrindgeno, PAI-1 ( inhibidor del activador del plasminégeno-1), Dimero

D! y homocisteina (Amarista, 2008).

Aunque el significado relativo de estos factores de riesgo pueden diferir en distintas po-
blaciones, explican el 75 % de la epidemia global de enfermedad cardiovascular. Las vias que
causan la unién entre estos factores y la enfermedad cardiovascular son conocidas. Es evi-
dente que cuando se lucha contra la aparicion o la evolucion de estos factores de riesgo, las
consecuencias se reducen o se evitan. A este respecto la investigaciéon epidemiologica sobre
los factores de riesgo pueden, conjuntamente con la investigacion clinica y de laboratorio,

establecer caminos causales de apariciéon de la enfermedad.

La confluencia de varios factores de riesgo incrementa la posibilidad de aparicién de en-
fermedad cardiovascular. En Espaifia, la prevalencia de individuos que presentan dos factores
de riesgo es del 31 % en atencion primaria. En torno al 6% de los individuos presenta tres
factores de riesgo a la vez. Generalmente, las poblaciones que tienen varios individuos con alto

riesgo presentan un elevado riesgo de aparicion de enfermedad cardiovascular (Prasad et al.,

2010).

Para valorar correctamente el riesgo coronario se utilizan escalas como la de Framingham,
el score europeo (Systematic Coronary Risk Evaluation) o la escala de Framingham calibrada
para Espana. Estas escalas son pequefios cuestionarios o tablas que recogen los niveles que
tiene la persona de colesterol, la presion arterial, si es o no fumador, la edad, el sexo, si
presenta o no diabetes. Con estos datos se puede clasificar a la persona segin el riesgo de
padecer una cardiopatia coronaria en un tiempo determinado clasificindose en riesgo bajo,
ligero, moderado, alto o muy alto. En las tablas 2.2, 2.3, 2.4 y 2.5 se muestran las escalas
de Framingham calibradas para la poblacién espafiola, segin el Registro Gerundense del

Corazén (REGICOR) '2(Cabadés, 2007; Solanas et al., 2003) y referidas tanto a hombres como

Hproductos de degradacion de la fibrina detectados cuando el trombo, en un proceso de coagulacion es
proteolizado por la plasmina.

12F] estudio REGICOR se inici6 en 1978 y constituye una importante contribucién al conocimiento de la
epidemiologia del infarto agudo de miocardio (1aAM) en Espaiia.
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a mujeres, diabéticos y no diabéticos de entre 35 y 74 anos. Para calcular el riesgo de padecer
una enfermedad coronaria a 10 afios se escoge en primer lugar la tabla que nos interesa en
funcion del sexo, presencia o ausencia de diabetes, consumo de tabaco y edad del/la paciente.
Posteriormente debe buscarse el punto de unién entre el valor de su presion arterial sistélica
v diastélica y sus niveles de colesterol. La escala de colores nos indica el riesgo a 10 afios en

funcion del valor encontrado (Marrugat et al., 2011).

Hombres con diabetes

No Fumadores Fumadores
5 ) o~

N mmol/L

R I
RS S |
\2 < wn =)

-
<+
mmol/L Vv

>=160/1004—| 7 |12 |14 gk >=160/100
140-159/90-99—( 6 | 11|13 0 Edad 140-159/90-99
130-139/85-89 | 5 10| 14 B¢ 65-74 130-139/85-89
120-129/80-84 7181112 120-129/80-84

a <120/80 | 718|11|12 <120/80

I

E >=160/100 |— 911214 12 0 —] >=160/100

N— Q — - -

g 140-159/90-99 f— 718 |11]13 Edad 11| 13 [EEAPIN—] 140-159/90-99

'_6 130-139/85-89 — 719110 55-64 11]14 —] 130-139/85-89

"%' 120-129/80-84 51718 8 |11 | 13 [—§120-129/80-84

© <120/80 51718 7 | 8 |11 |13 |—4<120/80

~

S

S >=160/100 89 8|9 [13 —J >=160/100

e

g 140-159/90-99 718 Edad 7 19 |12 13 |4 140-159/90-99

T 130-139/85-89 617 45-54 6|7 11 [—§130-139/85-89

E 120-129/80-84 515 515 8 |—4120-129/80-84

© <120/80 515 5(5(7]8 |—4<120/80

c

o

(%]

g >=160/100 >=160/100
140-159/90-99 Edad 140-159/90-99
130-139/85-89 35-44 130-139/85-89
120-129/80-84 120-129/80-84

<120/80 <120/80
mie 8 8 8 R B 8 8 § § 8 m
V. & & o A vV & & & N
2 R I 2 ] X

Riesgo a 10 afios Colester0| C0|eSter0|
Muy a\to- > 15%

Atto [[T7] 10-14%
Moderad 5-9%
’ e;jzg 5% Si el colesterol HDL <35 mg/dL: riesgo real = riesgo x 1,5

Si el colesterol HDL >60 mg/dL: riesgo real = riesgo x 0,5 ESDCCV0175

Tabla 2.2: FEscala de Framingham aplicada a la poblacion espariola para hombres con diabetes (Fuente:
Cabadés, 2007; Solanas et al., 2003)
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Mujeres con diabetes

No Fumadoras Fumadoras
N B L3 3R L
mmol/L Q\'/: :‘ g‘ S‘ 'l?; ‘\'/: :‘ E S‘ '/ﬁ mmol/L

>=160/100 |— 111313 1114

8 >=160/100
140-159/90-99—| 7 | 9 [11| 11|14 Edad 12|14 | 14 M —] 140-159/90-99

6

6

9
130-139/85-89 65_74 719 11|11 —j 130-139/85-89
120-129/80-84 719 11|11 —] 120-129/80-84
<120/80 Bl 6] 7]7 ]9 [H<t2080

~

[=))

T

E >=160/100 11|14 — >=160/100
N Q = - ¢
g 140-159/90-99 Edad 9112|1414 140-159/90-99
= 130-139/85-89 55-64 | 79 [11]11 —] 130-139/85-89
B 120-129/80-84 719 ([11]11 —] 120-129/80-84
©

5 <120/80 B4l e[ 7]7]9 <1200
~

©

L

S  >=160/100 719 |11|11 —>=160/100
)

%} N R 1 140- -
‘& 140-159/90-99 Edad 6 (719 (10|12 |—4140-159/90-99
s 130-139/85-89 45-54 | 5|6 7 |10 [—130-139/85-89
% 120-129/80-84 516 (7|7 (10]|—120-129/80-84
© <120/80 <120/80

c

9

w0

Y >-160/100 >=160/100
o

140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84

140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84

Edad
35-44

<120/80 <120/80
mgidl 8 & & R 8 8 &8 & R 8 myd
= 2 & 8 & 2 3 &8 8§ &
\% OI S S Al v S S S Al
O e o <
- ~N ~ — ~N ~
Riesgo a 10 afios Colesterol Colesterol
Muy a\lo- >15%
Alto [TT7] 10-14%
Moderado[ | 5-9%
Bajo- <5 Si el colesterol HDL <35 mg/dL: riesgo real = riesgo x 1,5
o
Si el colesterol HDL =60 mg/dL: riesgo real = riesgo x 0,5

Tabla 2.3: Escala de Framingham aplicada a la poblacion espaniola para mujeres con diabetes (Fuente:
Cabadés, 2007; Solanas et al., 2003)
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Hombres sin diabetes

No Fumadores Fumadores

-

~

voen
S SR SN
< v © A mmol/L

>=160/100
140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84
<120/80

>=160/100
140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84
<120/80

>=160/100
140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84
<120/80

>=160/100 |— 5|6
140-159/90-99 |— 516 Edad
130-139/85-89 — 45-54
120-129/80-84 —
<120/80f—
>=160/100 |—
140-159/90-99 |— Edad
130-139/85-89 | 35-44
120-129/80-84 —
<120/80f—

>=160/100
140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84
<120/80

Edad
55-64

[10]
9
7
5
5

—] 140-159/90-99
—] 130-139/85-89
—] 120-129/80-84
—] <120/80

.— >=160/100
9
7
6
6

ujun|fo ||

>=160/100

140-159/90-99
130-139/85-89
120-129/80-84

Presion arterial sistdlica / diastdlica (mm Hg)

<120/80
mgidl 8 & & R 8 8 &8 & R 8 myd
— — o o~ o~ — — o~ o~ o~
V o o o AN V. s & & N
o < o <
- & & - & &
Riesgo a 10 afios Colesterol Colesterol
Muy a\lo- > 15%
Alto [TT7] 10-14%
Moderado[ | 5-9%
Bajo- <s% Si el colesterol HDL <35 mg/dL: riesgo real = riesgo x 1,5
Si el colesterol HDL >60 mg/dL: riesgo real = riesgo x 0,5

Tabla 2.4: Escala de Framingham aplicada a la poblacion espanola para hombres sin diabetes (Fuente:
Cabadés, 2007; Solanas et al., 2003)
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Mujeres sin diabetes

No Fumadoras Fumadoras
S FF R a 25§ R 4
mmol/L M :‘ g‘ $~ N M :‘ E $‘ N mmol/L
>=160/100 6|8 |10[10| 13 |4>=160/100
140-159/90-99 Edad 517 8] 8 |11 |—4140-159/90-99
130-139/85-89 65-74 516 9 [—4130-139/85-89
120-129/80-84 5 9 [—f120-129/80-84
— <120/80 5 |—§<120/80
[=)]
I
E o100 8 [10]10]13]>=1s0/100
o 140-159/90-99 Edad [517]8 11 | 140-159/90-99
% 130-139/85-89 55-64 130-139/85-89
"g 120-129/80-84 120-129/80-84
Eo] <120/80 <120/80
~
S
S >=160/100 >=160/100
)
[%2] - K - -
‘G 140-159/90-99 Edad 140-159/90-99
T 130-139/85-89 45-54 130-139/85-89
E 120-129/80-84 120-129/80-84
© <120/80 <120/80
c
0
0
g >=160/100 >=160/100
140-159/90-99 Edad 140-159/90-99
130-139/85-89 35-44 130-139/85-89
120-129/80-84 120-129/80-84
<120/80 <120/80
me g 8 B R B g8 8 & g ma
\% S OI S Al v Q' 6 S Al
2 R I 2 R &
Riesgo a 10 afos Colesterol Colesterol
Muy a\lo- >15%
Alto [TT7] 10-14%
Moderado 5-9%
Bajog <s% Si el colesterol HDL <35 mg/dL: riesgo real = riesgo x 1,5
Si el colesterol HDL =60 mg/dL: riesgo real = riesgo x 0,5

Tabla 2.5: Escala de Framingham aplicada a la poblacion espaniola para mujeres sin diabetes (Fuente:
Cabadés, 2007; Solanas et al., 2003)

Es importante senalar que niveles no demasiado elevados de varios factores de riesgo
puede contribuir a incrementar de forma significativa el riesgo de padecer en un futuro una
enfermedad cardiovascular, con relaciéon al incremento importante de los niveles de un tGnico
factor de riesgo, pero a gran escala. Para prevenir la aparicién de enfermedad cardiovascular
en personas que todavia no la han desarrollado, asi como para evitar su progresiéon en personas
ya enfermas, es necesario actuar de forma conjunta sobre todos los factores de riesgo mediante

las modificaciones en los estilos de vida y la utilizacién de medicamentos en caso necesario.
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Tabaquismo

Los primeros trabajos que relacionaron el tabaco con la enfermedad cardiovascular fueron
el Minnesota Business Men Study (Keys et al., 1963) y el Framinghan Study. Este ultimo
establecio la conocida relacion dosis—efecto (cada 10 cigarrillos diarios, un 18 % de incremento
de mortalidad en hombres y 31 % de mortalidad en mujeres). Hoy dia se considera al tabaco
como un factor determinante en el calculo del riesgo cardiovascular.

El efecto sinérgico de los factores de riesgo fue bien estudiado por el Multiple Risk Factor
Intervention Trial (MRFIT) (Cutler et al., 1986), que examiné la mortalidad por enfermedad
coronaria en una cohorte de 316.099 varones. El numero de cigarrillos diarios fue un fuerte
predictor y su efecto fue sinérgico con los deméas factores. Asi, los fumadores con la presion
sistolica y el CT en el quintil superior tuvieron una mortalidad coronaria 20 veces mayor que
los no fumadores en el quintil inferior de colesterol y presién sistélica.

En fecha mas reciente, en el estudio INTERHEART'? (Teo et al., 2006) se incluyeron 15.152
casos de 1AM y 14.820 controles de 52 paises distintos con el fin de determinar la relacion entre
varios factores de riesgo modificables, entre los que se encontraba el tabaco y la incidencia
de infarto agudo de miocardio. Tras un analisis multivariante, el tabaquismo activo y la ratio
apo—B/apo—A1 fueron los dos factores principales cuando se compararon el quintil méas bajo
con el més alto.

Esta demostrado por tanto que la mortalidad por enfermedad coronaria se eleva en los
fumadores, de forma que aumenta entre dos y cuatro veces la probabilidad de padecer en-
fermedad coronaria y cerebrovascular. Se ha observado ademdas una buena correlaciéon de la
incidencia de enfermedad coronaria con los marcadores bioquimicos de la intensidad del con-
sumo como las concentraciones de nicotina, cotinina o de monoéxido de carbono (Saban Ruiz

y Fabregate Fuente, 2012).

CT y c- LDL

Las niveles sanguineos de ¢c-LDL son uno de los principales marcadores de riesgo atero-
génico. Las moléculas de c-LDL presentan un contenido elevado en ésteres de colesterol, en

mayor grado que las c—VLDL. El grupo de las moléculas de c—LDL es heterogéneo. Su tamano

13Estudio caso-control, multicéntrico.
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varia en funcion de la cantidad de lipidos que tenga en su niicleo. Si esta cantidad disminuye,
el tamano de las moléculas de c-LDL también disminuye, generdndose un incremento en la
densidad y concentraciéon de proteinas. El patrén normolipémico o patrén A se caracteriza
por el predominio de moléculas de c—LDL grandes. Por otro lado, el patréon B se asocia a la
abundancia de moléculas de c-LDL pequenas y densas. Los individuos con alto riesgo car-
diovascular presentan niveles elevados de estas moléculas de ¢c—LDL pequenas y densas. La
elevada aterogenicidad de estas moléculas se debe a que presentan una mayor susceptibilidad
oxidativa, menor afinidad por el receptor de las ¢c—LDL y mayor capacidad de unién a los
proteoglicanos en la pared arterial (Castillo et al., 2011).

Existe una relacién directa entre los niveles incrementados de CT y la aparicién de un
ataque cardiaco en pacientes varones europeos, americanos y japoneses (Cui et al., 2012).
También se ha establecido que los niveles elevados de CT sérico estd asociado a un incremento
de la mortalidad cardiovascular en adultos de mediana edad (Weiss et al., 2013).

Los niveles elevados de CT y ¢—LDL estan asociados de forma independiente con un riesgo
alto y continuo de enfermedad cardiaca isquémica, incluso en poblacién joven y con un riesgo
alto de enfermedad coronaria cardiaca.

En Espana se han realizado pocos estudios en los que se evaliien los niveles poblacionales
de colesterol. El primero se desarrollé en individuos entre 35 y 64 afios en 1990. El segundo
estudio se realiz6 en individuos entre 5 y 59 afios, entre 1992 y 1994. El estudio maés reciente
fue el Estudio de Nutricién y Riesgo Cardiovascular (ENRICA)', realizado desde junio de 2008
hasta octubre de 2010 en 12948 individuos de 18 anos en adelante. Los resultados mostraron
que, de la poblacion adulta, el 50,5% tenia hipercolesterolemia (CT mayor o igual a 200
mg/dl o tratamiento farmacologico) y el 44,9 % colesterol unido a c—LDL (CT mayor o igual
a 130 mg/dl o tratamiento farmacolégico) sin diferencias importantes entre sexos. Ademas,
el 25,5 % de los varones tenia colesterol unido a ¢—HDL menor de 40 mg/dl y el 26,4 % de las
mujeres colesterol unido a ¢—HDL menor de 50 mg/dl. Asimismo, el 23,2% de los varones y
el 11,7% de las mujeres tenian los TG mayores o iguales a 150 mg/dl. La frecuencia de la
dislipemia aumenté hasta los 65 afios, excepto la de colesterol unido a ¢c-LDL que no varié
con la edad. Entre los que tenian ¢—LDL elevado, el 53,6 % lo sabian. De ellos, el 41,1 %

estaba tratado con hipolipemiantes, y de éstos, el 55,7 % estaba controlado (el 13,2 % de todos

HMEstudio transversal que examina la prevalencia y el manejo de la hipercolesterolemia en Espaiia.
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los hipercolesterolémicos). El control de los niveles elevados de ¢—LDL se increment6 con la
edad y con el nimero de visitas al especialista pero disminuy6 en personas diabéticas o con
enfermedad cardiovascular. De este estudio se concluyé que la mitad de la poblacién espanola
presenta niveles de colesterol elevados y que el control del colesterol es pobre, particularmente
en aquellos con mayor riesgo cardiovascular como los diabéticos o los enfermos cardiovasculares

(Guallar-Castrillon et al., 2012).

C—HDL

Las moléculas de ¢—HDL son las lipoproteinas que presentan mayor densidad (1,063-1,21
g/ml) pero el menor tamafio (4-13 nm). El 50 % de su composicién son proteinas y el otro
50 % son lipidos. En el nicleo proteico encontramos un 35 % de apo—a1l, 10% de apo—A2 y
5% de apo—C.

El nucleo lipidico esta constituido por un 25 % de fosfolipidos, 20 % de colesterol esterifi-
cado y 5% de triglicéridos. El papel que juega esta lipoproteina en nuestro organismo es el
transporte del colesterol desde los tejidos periféricos, incluyendo la pared arterial, hasta el
higado para su posterior excrecién en forma de sales biliares. A este proceso se le denomi-
na transporte reverso del colesterol (TRC). Las moléculas de ¢—HDL también se encargan de
transportar el colesterol a érganos endocrinos para la sintesis de hormonas esteroideas.

Diferentes autores han demostrado que la elevacion de los niveles de ¢—HDL constituye un
beneficio para el tratamiento y prevencion del desarrollo de una enfermedad cardiovascular.
En la tabla 2.6 se muestran los principales estudios que reflejan una asociacién inversa entre
la concentracién de colesterol asociado a c—HDI y riesgo cardiovascular.

Estos estudios ratifican la hipétesis primera de que una baja concentracién de c—HDL pre-
dice episodios cardiovasculares, presentando los individuos con unos valores de c—HDL menor
a 35mg/dl una incidencia 8 veces superior de episodios cardiovasculares que los individuos
con ¢c-HDL mayor a 65mg/dl.

La elevacion de los niveles de c—HDL supone ademés, segin diversos autores, un beneficio
adicional a la reduccién de los niveles de c—LDL con estatinas. Se ha establecido gracias a varios
estudios observacionales que por cada reduccion de 1 mg/dl en los niveles de c—LDL se aumenta
en un 2 0 3% el riesgo de enfermedad cardiovascular. Por contra, cada incremento de 1 mg/dl

en los niveles de ¢c—HDL se genera una reduccion de un 6 % en el riesgo de muerte coronaria,
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independientemente de los valores de ¢—LDL (Alfonso y Ariza, 2008). Ademas se demostro
que por cada incremento en 1 mg/dl en los valores de c—HDL se producia una reduccion del
riesgo cardiovascular del 1,9-2,3 % en los varones y del 3,2% en las mujeres. Esta relacion se
mantiene incluso ante valores de ¢—LDL bajos. Se observo también una reduccion de un 21 %
del riesgo cardiovascular por cada 5mg/dl de elevaciéon del c—HDL.

Se estudi6 ademés una interaccién muy importante: cuanto menores eran los valores de
c—LDL, mayor era el impacto protector de elevar las concentraciones de c—HDL. Se trata de
una observacién de importancia capital en un momento como el actual en el que las guias
recomiendan valores de ¢—LDL < 70 mg/dl en pacientes isquémicos o diabéticos.

Otro dato relativo a c—HDL es que en pacientes ancianos mayores de 85 anos, los valores
bajos de c—HDL y no los elevados de ¢c—LDL eran predictores de enfermedad cardiovascular.

Por otro lado sabemos que para detener la progresién de una placa aterosclerética son
necesarios de forma simultanea tanto unas concentraciones de c-LDL menores a 87,5 mg/dl
asi como una elevaciéon mayor de 7,5% en los valores de ¢—HDL.

Esta relacién inversa entre c—HDL colesterol y riesgo cardiovascular adquiere una radical
importancia al constatar la enorme prevalencia de las concentraciones bajas de c—HDL coleste-
rol en la poblacién; se trata de la alteraciéon del perfil lipidico més frecuente en la enfermedad

cardiovascular prematura (Badimoén et al., 2010).

TG

Niveles elevados de TG se han relacionado con la aparicién de enfermedad coronaria, tanto
en hombres como en mujeres. Los niveles altos de TG normalmente van acompanados de niveles
bajos de c—HDL, asociando también esta combinacién a la presencia de riesgo de enfermedad
coronaria incrementada (Roeters et al., 2002).

El estudio PROCAM (Prospective Cardiovascular Miinster Study) ' incluyo a 4849 hombres
de mediana edad en los cuales se estudi6 la incidencia de enfermedad coronaria durante 8 afios,
en funcién de los factores de riesgo presentes al comienzo del estudio. Se comprob6 que los

niveles circulantes de TG fueron un factor de riesgo independiente para la aparicion de eventos

cardiovasculares, independientemente de los niveles séricos de c—HDL o ¢—LDL (Assmann et al.,

15E] objetivo principal de este estudio fue la deteccién de factores de riesgo de cardiopatia coronaria, ictus
y otras enfermedades.
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1998).

En el Copenhaguen Male Study'®, estudio prospectivo que se prolongé durante 8 afios, se
incluyd a 2906 hombres que no padecian enfermedad cardiovascular. El riesgo de aparicion de
enfermedad cardiaca isquémica fue un 50 % mas alto en aquellos que presentaban unos niveles
de TG situados en el tercio medio de los niveles normales de TG y 120 % mas alto en aquellos
con unos niveles de TG situados en el tercio superior, en comparacién con aquellos situados
en el tercio més bajo. Estas estimaciones fueron realizadas haciendo un ajuste de los factores
de riesgo medidos, como eran la edad, indice de masa corporal, ingesta de alcohol, tabaco,
actividad fisica, hipertension, diabetes, y niveles de c¢-HDL y ¢~LDL (Jeppesen et al., 1998).

Posteriormente, el debate sobre los TG se focalizé en si eran los niveles de TG en ayunas o
los niveles posprandiales los que presentaban un mayor riesgo cardiovascular. Los resultados
de los diferentes estudios sugirieron que la medida de los niveles de TG en ayunas reflejan de
forma mas precisa la presencia de lipoproteinas remanentes aterogénicas (Harchaoui et al.,
2009). En el Copenhaguen City Heart Study 17, que incluyé 19329 hombres con una media de
edad por encima de los 26 anos, los niveles de TG posprandiales estuvieron asociados con un
riesgo incrementado de infarto de miocardio, enfermedad isquémica cardiaca y muerte. Una
ampliacion de este trabajo realiz6 el estudio en 33.391 habitantes de Copenhague, Dinamarca
(Langsted et al., 2008). Ademas, datos obtenidos de un estudio prospectivo en 26330 mujeres
sanas reveld que la asociaciéon con la enfermedad cardiovascular fue superior para los niveles

de TG posprandiales , comparados con medidas de TG en ayunas (Mora et al., 2008).

APO—A1 Y B

La apo—A1l es la mayor apolipoproteina de la molécula de c—HDL. Tanto las particulas
aterogénicas como las particulas ¢c—LDL, c—VLDL y los remanentes de particulas ricas en TG
contienen una molécula de apo—B. Por tanto, la apo—B da una estimacién precisa del niimero
total de particulas aterogénicas (Roeters et al., 2002).

La apo—B es la mayor lipoproteina estructural asociada a las lipoproteinas de ¢—VLDL,
c¢-LDL y quilomicrones. Su misiéon fundamental es la secrecién de lipoproteinas ricas en trigli-

céridos desde el intestino y el higado a otros tejidos. La apo—B existe en dos formas distintas:

16Este estudio identifico los estilos de vida que favorecen la obesidad e investigd cuales son las causas que
originan las diferencias sociales con respecto a este factor de riesgo.
"Estudio epidemiologico prospectivo iniciado en 1976.
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apo B—100, componente mayoritario de las c-LDL, sintetizada en el higado y presente en el
plasma como parte de c—VLDL y la apo B—48, componente mayoritario de los quilomicrones y
sintetizada en el intestino.

Recientes estudios han demostrado que la determinaciéon de los niveles de apo—Al y B
nos proporcionan una estimacién mas precisa de aparicion de enfermedad cardiovascular ate-
rosclerética que las determinaciones tradicionales hasta ahora siempre consideradas como los
niveles de €T, c-HDL y ¢-LDL (Acevedo et al., 2012). Debido a que la proporcion relativa de
los distintos componentes lipidicos y proteicos en las particulas lipoproteicas no es constante
por un continuo intercambio de elementos, los individuos con enfermedad coronaria sufren
cambios en las concentraciones de apo—Al y apo—B parecidos a los cambios en la concen-
tracién de c-HDL y ¢-LDL. Asi pues, la determinacién de los niveles de apolipoproteinas nos
proporciona una estimaciéon del nimero de particulas circulantes y constituye una medida mas
representativa del riesgo aterogénico real (Prat, 2003).

FEl ratio apo—B y apo—A1l ha sido asociado con el sindrome metabélico. También se ha
relacionado con cambios en la relacion entre el grosor de las capas intima y media de la
arteria cardtida después de tres anos de seguimiento. Existe una fuerte colinealidad en la
relacion entre apo—B y apo—A y los lipidos aterogénicos (Wallenfeldt et al., 2004).

Por otra parte diversos estudios muestran que los anticuerpos 1gG frente a la apo—Al es-
tan incrementados en muchas enfermedades asociadas a un riesgo cardiovascular alto (lupus
eritematoso sistémico, sindrome coronario agudo, artritis reumatoide, estenosis carotidea se-
vera, etc.). Los niveles elevados de anticuerpos anti apo—A1 han sido relacionados también con
vulnerabilidad de placa aterosclerttica en pacientes con estenosis carotidea severa (Teixeira

et al., 2012).

LP(A)

La molécula de LP(A) esta formada por una molécula de ¢—LDL que estd unida mediante
un puente disulfuro a la apolipoproteina—A y tiene una estructura muy parecida a la del
plasminégeno (Roeters et al., 2002).

Los niveles plasméticos de LP(A) estan mediados por el gen LP(A) situado en el cromosoma
6¢22-28 teniendo la dieta poca influencia sobre dichos niveles.

El potencial aterotromboético de esta lipoproteina es conocido: se incorpora a los macroéfa-
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gos transformandolos en células espumosas con la consiguiente liberaciéon de citocinas. Estas
estimulan la proliferaciéon de células musculares lisas en la pared de las arterias, lo que con-
tribuye a la progresion de la placa de ateroma. Ademés debido a la similitud que presenta la
LP(A) con el plasminogeno, compite con éste por los sitios de union a la fibrina, favoreciendo
en mayor medida la formacion de episodios tromboticos (Carbayo, 2011).

Numerosos estudios han demostrado que los niveles de LP(A) elevados son, de forma
independiente y lineal, predictivos de una futura enfermedad cardiovascular. Por ejemplo,
Kamstrup et al. (2009) demostr6 que existe una relaciéon causal entre los niveles elevados
de LP(A) y un riesgo incrementado de infarto de miocardio. Un incremento de los niveles
de LP(A) por encima de 30 mg/dl se ha asociado de modo independiente con la arteriopatia
periférica (Aboyans et al., 2006), con el accidente cerebro-vascular (ACV), excepto en hombres
blancos, (Ohira et al., 2006) y con la reestenosis coronaria después de angioplastia y bypass
coronario (Pinto y Meco, 2005). Los niveles elevados de esta lipoproteina estan asociados a
patrones severos de aterosclerosis coronaria en individuos jovenes (Zorio et al., 2006). Similar
efecto ocurre cuando el aumento de los niveles de LP(A) coincide con valores de colesterol

transportado en las c—LDL superiores a 120-130 mg/dl (Illingworth, 1999).

Obesidad

La obesidad es un serio problema de salud ptblica y tiene una alta prevalencia en los
paises desarrollados. Eleva la mortalidad y disminuye la esperanza de vida y la calidad de
vida especialmente en los adultos jovenes.

Un estudio de Salud Regional llevado a cabo en Castilla y Leén en el ano 2003 encontro
que el 35,9 % de la poblacion tenia sobrepeso, porcentaje muy similar a la media nacional, y
el 11,7 % eran obesos, valor que se encuentra por debajo de la media nacional.

Conjuntamente con la hipertension, la diabetes, el tabaquismo y la hiperlipidemia, el
exceso de peso se reconoce como un factor que ha contribuido a una prevalencia incrementada
de enfermedad vascular isquémica, de forma directa o a través de interacciones con otros
factores de riesgo.

Garcia et al. (2001) realiz6 un estudio transversal de la obesidad en una muestra aleatoria
de 4012 personas de edad mayor o igual a 15 afios en Castilla y Leén y estimé la prevalencia

de obesidad (indice de masa corporal mayor o igual a 30) y de obesidad abdominal (perimetro
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de cintura mayor a 102 cm en varones y mayor a 88 cm en mujeres). Calcul6 ademas la rela-
cién de ambos tipos de obesidad con otros factores de riesgo cardiovascular estimando que la
prevalencia de obesidad era de un 21,7 %, mayor en mujeres (23,2 %) que en varones (20,4 %).
También estimé que la prevalencia de obesidad abdominal (36,7 %), era mayor también en
mujeres (50,1 %) que en varones (22,8 %). La mayor parte de los factores de riesgo (hiperten-
sion arterial, diabetes e hipercolesterolemia) eran mucho mas frecuentes en individuos obesos
que en los que presentaban un IMC normal. El riesgo Score y Framingham a 10 anos también

fue superior en obesos.

Hipertension arterial (HTA)

La HTA es la afeccién cronica mas frecuente de la poblaciéon adulta en el mundo. Se
comporta como factor de riesgo para padecer las enfermedades que se encuentran entre las
maés importantes causas de muerte en los paises desarrollados y en la mayor parte de los paises
en vias de desarrollo como son la cardiopatia isquémica, los ACV, la insuficiencia cardiaca y
la enfermedad renal crémnica. La participaciéon de la HTA en el desarrollo de estas afecciones se
acrecienta notablemente cuando coexiste con otros factores de riesgo cardiovascular como la
dislipidemia, el tabaquismo, la obesidad, el sedentarismo o la diabetes mellitus. El papel de
la HTA en estas situaciones es de mayor trascendencia cuando no se logra un control 6ptimo
de la afeccion. Este es un hecho de gran preocupacion en la comunidad cientifica pues tanto
en el orden poblacional, como en el individual, alcanzar eficientemente los valores o cifras de
presién arterial considerados como normales se dificulta significativamente y a través de los
anos, se ha hecho mas dificil y no satisfactorio en la inmensa mayoria de los paises (Medina,
2012).

Actualmente se acepta que un paciente hipertenso diagnosticado como tal, tiene control
de la HTA cuando presenta cifras de presién arterial menores de 140 mmHg de presion ar-
terial sistolica e inferiores a 90 mmHg de presion diastolica (Chobanian et al., 2003). Los
estudios al respecto se refieren a veces de manera no muy explicita a mediciones ocasionales
de la presién arterial, a estudios programados de prevalencia en una comunidad o pafs con
elaborados disefios muestrales y con cifras de presién arterial recogidas en 2 6 3 mediciones
casuales y aceptacion de valores promedios de dichas mediciones; algunos de estos estudios se

efecttian con equipos automaticos o semiautomaticos de medicién de la presién arterial que
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a veces tienen notables variaciones entre una y otra medicion. Se consideran més efectivas
las mediciones por el método auscultatorio, aunque también es cierto que en estos casos, el
efecto o fenomeno de la «bata blanca» puede influir en los valores (Pickering et al., 2006).
La comunidad cientifica acepta también que para que los hipertensos con diabetes mellitus
o con enfermedad renal cronica tengan controladas las cifras de HTA deben deben alcanzar
valores menores de 130 mmHg de presién arterial sistolica y de 80 mmHg de presion arterial
diastolica (Arauz-Pacheco et al., 2002).

Muchos estudios han demostrado que la presién arterial elevada esti estrechamente re-
lacionada con un incremento del riesgo cardiovascular e incremento de mortalidad. En una
revision realizada por Mancia et al. (2009) se analizaron los principales estudios realizados
en diferentes poblaciones de hipertensos con relacion a los beneficios o los riesgos obtenidos
segun las cifras alcanzadas. De los cinco estudios evaluados, Oslo Study of treatment of mild
hypertension (0SLO study) '8, Hipertension detection and follow-up program (HDFP-Stratum
) 19 Australian therapeutic trial in mild hypertension (AUSTRALIAN) 20 Medical research
Council trial of treatment of mild hypertension (MRC-mild) 2! y Felodipine event reduction
(FEVER) 22 en cuatro se encontrd que la presion arterial sistolica se redujo a menos de 140
mm de Hg en el grupo de tratamiento activo y en tres de ellos se observé un efecto beneficioso
de esta reduccion en la tasa de eventos cardiovasculares. En el estudio FEVER se observé una
caida de la presion arterial de 142 mm Hg a 137 mm Hg, demostrando significativos beneficios

cardiovasculares.

DM

La DM es una de las enfermedades con mayor impacto socio—sanitario, no sblo por su
elevada frecuencia sino sobre todo, por las consecuencias de las complicaciones crénicas que
comporta esta enfermedad, el importante papel que desempefia como factor de riesgo de

aterosclerosis y de patologia cardiovascular (Bosch et al., 2002).

¥ Estudio realizado en 1972-1973 en 785 hombres entre 40 y 49 afios durante 5 afios para evaluar el efecto
de la administracion de diferentes antihipertensivos sobre la aparicion de complicaciones cardiovasculares.

19Estudio iniciado en 1971 donde se evalué el efecto de la administraciéon de terapia antihipertensiva sobre
la morbilidad y mortalidad cardiovascular.

20Estudio realizado en 3427 hombres y mujeres entre 30 y 69 afios con una hipertensién media.

21 Estudio realizado en 4396 pacientes hipertensos entre 65 y 74 afios.

22Ensayo realizado en 9800 chinos de ambos sexos, entre 50 y 79 afios a los que se administré felodipino
frente a placebo durante 40 meses y se valoro el efecto de su administracion.
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El riesgo de mortalidad de un paciente diabético es igual que el de un no diabético que
ha sufrido un infarto de miocardio (alrededor de un 20 %) y este riesgo se triplica en aquellos
diabéticos que sufren un infarto. Por esto no resulta sorprendente que la expectativa de vida
de un paciente al que se le diagnostica de diabetes tipo 2 se reduzca en un 30 %. Ademaés,
cuando contraen una patologia cardiovascular la mortalidad es mucho mayor en diabéticos
que en no diabéticos (Pyorala, 2000). Estos datos han llevado a que diversas instituciones
cientificas como la American Heart Association, hayan declarado la diabetes como uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular (Grundy et al., 1999).

Por otro lado los pacientes diabéticos tienen una mayor probabilidad de presentar un si-
drome coronario agudo o incluso muerte subita de forma silente. La diabetes aumenta también
el riesgo de aterosclerosis carotidea; alrededor del 13 % de los pacientes diabéticos de mas de
65 afios ha sufrido un accidente cardiovascular. La mortalidad por accidente cerebrovascular
es casi el triple entre los pacientes diabéticos (Bosch et al., 2002).

FEn el caso de individuos genéticamente predispuestos, la obesidad y el sedentarismo con-
ducen a la resistencia a la insulina, estado que precede a la diabetes tipo 2 y que suele
acompanarse de otros factores de riesgo cardiovascular, como la dislipidemia, la hipertension
y factores protromboticos (Gray et al., 1998). La frecuente asociacion de estos factores de ries-
go en un mismo individuo es lo que se denomina sindrome metabélico. La evidencia clinica
de resistencia a la insulina incluye la obesidad abdominal, hipertensién arterial leve, elevacién
ligera de los triglicéridos (150-250 mg/dl), disminucion del c—HDL, ligera elevacion del ¢-LDL
(130-159 mg/dl) y, en algunos casos, hiperglucemia leve (110-126 mg/dl). El reconocimiento
de éste sindrome es fundamental para la prevencién primaria de la enfermedad cardiovascular,
que constituye la principal causa de muerte en los pacientes diabéticos.

Pinto6 et al. (2007) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el patron y los factores
predictivos de enfermedad cardiovascular en un grupo de pacientes ambulatorios con diabe-
tes tipo 2 e hipercolesterolemia en el sur de Europa. En este estudio prospectivo, abierto y
observacional se incluy6 a pacientes de ambos sexos (62+8 anos) con diabetes tipo 2 e hi-
percolesterolemia. Se registraron las manifestaciones clinicas de ECV incluidos la angina, el
infarto de miocardio, el ictus y la enfermedad arterial periférica; la glucosa y la hemoglobina
glucosilada (HBA{¢). Los factores de riesgo cardiovascular se evaluaron cada 4 meses durante

un periodo de seguimiento de 2 afnos, que fue completado por 838 pacientes. En total, 81
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pacientes (9,6 %) presentaron un episodio de ECV y 9 fallecieron durante el seguimiento. La
ECV fue mas frecuente en los pacientes con historia previa de enfermedad isquémica que en
los pacientes sin ella. La angina o el infarto de miocardio previos fueron los predictores mas
potentes del riesgo cardiovascular seguidos del ictus previo, el exceso de colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad, la arteriopatia periférica, el exceso de HBA1. y la obesidad.
En este estudio se concluyé que la incidencia de ECV en este grupo de pacientes con diabetes
tipo 2 e hipercolesterolemia fue elevada. El hecho de haber presentado un episodio isquémico
previo y el exceso de c—L.DL durante el seguimiento son los predictores mas potentes del riesgo
de presentar futuros episodios de ECV.

Por otra parte, la influencia de la diabetes sobre la aparicion de episodios cardiovasculares
es mayor en mujeres que en hombres (Lee et al., 2012).

Noto et al. (2009) realizaron el seguimiento durante 15 afios de un grupo pacientes de 65
a 85 afos con diabetes mellitus e hipertension arterial evaluando la relacion de estos factores
de riesgo con la apariciéon de episodios cardiovasculares. Se encontro que la hipertension y la
diabetes estuvieron asociadas de forma independiente con la aparicién de eventos cardiovas-
culares. Los pacientes con diabetes mellitus e hipertensién mostraron una mayor proporcién

de eventos cardiovasculares en comparacién con los que sélo presentaban diabetes, o s6lo HTA.

Fibrinogeno (FG)

El fibrin6geno (FG) es la proteina de la coagulacion més abundante en la circulacion. Es
precursor de la fibrina, principal componente del trombo. La concentracién plasmética de FG
se incrementa durante la inflamacion por lo que es considerado uno de los indicadores del
estado inflamatorio.

En los ultimos afios el FG ha sido considerado un factor de riesgo cardiovascular. Nume-
rosos estudios lo han relacionado tanto con la enfermedad arterial coronaria (EAC) como con
otras formas de enfermedad aterotromboética (EAT) incluyendo enfermedad vascular cerebral
y enfermedad arterial periférica. El FG se correlaciona con la progresion de las placas ateros-
cleréticas carotideas y es predictivo de la gravedad de la aterosclerosis de la aorta toracica y
de las placas silenciosas.

El rG proporciona un riesgo adicional a los tres factores convencionales de riesgo cardio-

vascular més importantes (colesterol, hipertension y tabaquismo) y es el factor predictivo de
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mayor peso de mortalidad por causas cardiovasculares, aiin mas que la hipertension arterial
v el colesterol.

Desde el punto de vista fisiopatologico se pueden identificar dos etapas en la participacion
del FG en la enfermedad cardiovascular. En la primera etapa de formacion de la placa de
ateroma el FG participa activamente en el proceso en la agregacion plaquetaria al unirse a la
glucoproteina 11B/111A para formar el puente de unién entre varias plaquetas. Se ha observado
que los individuos con concentraciones elevadas de FG tienen mayor agregabilidad plaquetaria
inducida por adenosin difosfato (ADP); ésta depende a su vez de variantes polimoérficas de la
glucoproteina IIIA.

La segunda etapa ocurre durante el desarrollo de la aterosclerosis. El FG se deposita en
la pared arterial, sobre todo en los sitios de formacion de una placa aterosclerdtica donde
es convertido en fibrina; ésta se acumula, al igual que los productos de desintegracion de
la fibrina, actuando como estimulo para la migracién y proliferaciéon de células de misculo
liso; con ello, el FG contribuye al crecimiento de la lesién. Existe una relacion directa entre
la concentracion de FG y la viscosidad plasmatica con la gravedad de enfermedad arterial
coronaria y con la disminucién del flujo sanguineo, particularmente en los sitios de estenosis
vascular como los que produce la placa aterosclerédtica. La viscosidad plasmatica también se
incrementa por la agregacién eritrocitica dependiente del FG. Los niveles plasméaticos de FaG
se han relacionado con una mayor tendencia a formar fibrina en respuesta a la trombina y
a generar trombos de mayor tamafio, con una estructura que los hace resistentes a la accién
fibrinolitica. En los siguientes dias a un infarto del miocardio el FG se incrementa como parte
de la respuesta inflamatoria a la necrosis tisular y podria estar relacionado con los eventos de
retrombosis y re-infarto (Izaguirre y Zaldivar, 2003).

Meade et al. (1980) realizaron un estudio en 1510 individuos mayores de 40 afos de
edad. El 2% de los individuos que murieron por IAM en un periodo de 6 anos, tenfan el FG
incrementado en relaciéon a los que no tenian enfermedad arterial coronaria. Més tarde los
mismos autores comunicaron el seguimiento entre 7 y 13 afios de 1511 hombres de raza blanca
donde confirmaron que el FG es un factor de riesgo para EAT con mayor valor predictivo que
el colesterol; niveles elevados de FG se acompanaron de un 84 % de riesgo de sufrir 1AM en los
siguientes 5 afios independientemente de la edad (Meade et al., 1986).

De esos hallazgos se derivaron mas de 30 estudios prospectivos que han relacionado al



2.4 Aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares 65

FG con el riesgo de sufrir enfermedad arterial coronaria. Un meta—anélisis publicado en 1993
revel6 un riesgo relativo de eventos cardiovasculares de 2.45 (intervalo de confianza o IC
95 %, 2.05 a 2.93) en el tercil superior de la concentracion de FG, comparado con el tercil
inferior de dicha concentracion (Ernst y Resch, 1993). Ademés se descubrio que los niveles de
FG en particular se incrementan mas en la mujer en relacion a la edad (Roeters et al., 2002),
comprobandose también que en individuos de edad avanzada, la concentracién de FG tiene una
relacion indirecta con la actividad fisica (Goya et al., 2002). Aunque el tabaquismo aumenta
el riesgo de enfermedad cardiovascular, el incremento del riesgo por el FG es independiente del
que proporciona el tabaquismo, que eleva los valores de FG en proporcién directa al niimero de
cigarrillos por dia (Kannel et al., 1987). También existe una relacion directa entre los niveles
de ¢T y de Fa. La concentracion elevada de LP(A) asociada al aumento del FG plasmatico
incrementa el riesgo cardiovascular a 2.5 (1c 95%, 1.2 a 5) (Cantin et al., 2002). Por el
contrario, el consumo moderado de alcohol los reduce.

Debido a que no existe una estandarizacién universal para la determinacién del FG, el
valor predictivo que pueda tener la cuantificaciéon aislada del FG es limitado y sugiere que la
determinacién rutinaria de FG en individuos sanos no es 1til para evaluar el riesgo individual

de trombosis (Chandler et al., 2002).

Hiperhomocisteinemia

En 1969, Mc Cully fue el primero en sugerir que la homocisteina podria estar implicada en
la patofisiologia del proceso ateroscler6tico. Desde entonces numerosos estudios observaciona-
les han asociado la hiperhomocisteinemia con el riesgo cardiovascular y han considerado a la
homocisteina como un factor de riesgo cardiovascular de forma independiente (Ntaios et al.,
2009).

Elevaciones moderadas de homocisteina en sangre pueden actuar como un factor de riesgo
de aparicion de aterosclerosis en la poblacion general (McCully y Wilson, 1975). La concen-
tracion normal de homocisteina en sangre es de 5 a 15 umol/l. Concentraciones superiores a
15 umol/l se consideran como hiperhomocisteinemia y se clasifican de la siguiente manera:
leve: 15-30 pmol/l; moderada: 30-100 ymol/l ; grave:> 100 ymol/] (Trabetti, 2008).

La incidencia de hiperhomocisteinemia varia entre las poblaciones y depende de la edad,

sexo, estilo de vida (tabaco, alcohol, consumo de café, dieta, uso de suplementos vitaminicos
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y de minerales) y variabilidad genética (Bree et al., 2002) .

Factores genéticos - Historia familiar

El comportamiento hereditario de la enfermedad coronaria ha sido ampliamente demos-
trado por muchos autores. Uno de los multiples estudios sobre este tema investigé los genes
implicados en la sintesis de FG e IL-6. La molécula de FG esta formada por tres pares de
cadenas (a, 3, v), unidas por puentes de disulfuro. Los tres genes que codifican su sintesis se
encuentran muy cercanos uno de otro en el cromosoma 4 y algunos estudios sugieren que la
regulacion en la sintesis de las tres cadenas depende del gen de la cadena beta. El FG tiene
una variacién condicionada genéticamente; de los cuatro haplotipos comunes de la cadena 3,
el polimorfismo genético del alelo 455G > A se ha asociado con mayores niveles plasméaticos
de FG. Los individuos con este alelo podrian tener hasta un 40 % més de riesgo para desa-
rrollar un evento trombético. También se ha especulado que algunos individuos tendrian un
genotipo que les haria responder con mayor facilidad a los estimulos inflamatorios externos
que les colocaria en un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria. Por otra parte la 1.6
regula varios de los componentes de la respuesta inflamatoria y el polimorfismo del alelo 174G
> (C del gen que codifica su sintesis se ha relacionado con un riesgo particular de trombosis
y enfermedad arterial coronaria. Ambos alelos del FG y de 1.—6 estarian involucrados con los
niveles elevados de FG en el plasma y por lo tanto con el mayor riesgo de sufrir enfermedad
arterial coronaria. En la poblacion europea se ha estimado que hasta el 2% de los individuos
tendrian esta combinacion patogénica (Izaguirre y Zaldivar, 2003).

FEl estudio REGRESS consisti6 en la evaluacion de la hipotesis de que la interaccion entre el
polimorfismo genético de PLA1A2 23 y los niveles en sangre de FG que existe en el proceso de
agregacion plaquetaria tiene influencia en el riesgo de aparicion de eventos cardiovasculares. El
estudio de esta hipdtesis realizada en un grupo de pacientes con enfermedad coronaria arterial
sintomatica llevé a la observacién de una interaccion estadisticamente significativa entre una
variante genética del receptor del FG para plaquetas y los niveles de FG en la determinacion
del riesgo de aparicion de eventos cardiovasculares. Por tanto este genotipo puede tener un
papel muy importante como factor de riesgo genético en la aparicién de eventos de tipo

cardiovascular (Boekholdt et al., 2004).

Z3un componente proteico del receptor para plaquetas del FG



2.4 Aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares 67

Otros estudios de genoma completo han demostrado asociaciéon entre distintos polimorfis-
mos de nucleétidos (SNP)?* y enfermedad coronaria e 1AM en diversas regiones cromosémicas:
Ip13.1, 2936.3, 9p21 y 10q11.21. Los SNP de 9p21 constituyen un haplotipo de riesgo; las
asociaciones detectadas en esta region han sido replicadas en diversas poblaciones y se ha en-
contrado una relacién con afecciones como aneurisma aértico abdominal e intracraneal, rigidez
arterial y calcio coronario. El haplotipo de riesgo de 9p21 estéd localizado en una zona sin no-
tacion génica cercana a CDKN2A y CDKN2B, actuando como genes supresores de tumores y que
codifican a inhibidores de las kinasas que intervienen en el ciclo celular. Diferentes estudios
de expresion genética han encontrado que la expresion de niveles de CDKN2A y CDKN2B estan
corregulados y asociados con el haplotipo de riesgo asi como con la severidad aterosclerética,
lo que apunta a la relevancia de esta region en la enfermedad coronaria. En las restantes
regiones los SNP asociados se encuentran en genes con funciones conocidas en la enfermedad
aterosclerdtica (Companioni et al., 2011).

La cardiopatia isquémica (CI) tiene un componente genético significativo y en los tltimos
afos se han identificado variantes genéticas asociadas con ella. Se realizé6 un estudio para
evaluar la magnitud de la asociacién entre una puntuacion individual de riesgo genético,
basada en el niimero de alelos de riesgo acumulados en un conjunto de variantes genéticas de
interés y la presencia de CI. La conclusiéon de este estudio fue que las nueve variantes genéticas
asociadas con CI independientemente de los factores de riesgo cardiovascular permiten crear
una puntuacién de riesgo genético de CI que se asocia con la presencia de la enfermedad

(Lluis-Ganella et al., 2010).

Infecciones

Aunque la presencia de infecciones constituyé una de las primeras hipdtesis que intento
explicar el mecanismo de produccién de la aterosclerosis a finales del siglo XI1x rapidamente se
abandond por completo debido al escepticismo de las principales corrientes de la medicina de
aquel entonces. La realizacién de nuevos descubrimientos y la incapacidad de los factores méas
conocidos para poder explicar la incidencia de la enfermedad hicieron renacer el interés en la
infeccion desde el dltimo cuarto del siglo pasado hasta convertirla en verdadera actualidad.

La infeccion favorece el riesgo de enfermedad cardiovascular principalmente por haberse

2 . . L. L. . L.
4variaciones de un tnico nucledtido entre dos secuencias de nucleotidos.
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relacionado con el proceso arteriosclerdtico de los vasos sanguineos (entre ellos, las arterias
coronarias) produciendo infarto agudo de miocardio y por desencadenar alteraciones en la
conduccién de los impulsos nerviosos en el corazén que provocan arritmias como la fibrilacién
auricular y ventricular. También mediante la infeccién de los tejidos del corazén con afecta-
cion del musculo cardiaco (miocarditis), de las valvulas (endocarditis) y de la cubierta que
reviste el corazon (pericarditis). Ademés se ha relacionado la infeccién con la reestenosis tras
procedimientos coronarios, como la angioplastia, y con la arteriosclerosis acelerada tras un
trasplante cardiaco.

Los microorganismos relacionados con el riesgo cardiovascular son: Chlamydophila pneu-
moniae, citomegalovirus, Helicobacter pylori, virus del herpes simple, virus de la hepatitis A,
B y Cy virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), microorganismos productores de infec-
ciones periodontales y microorganismos productores de infecciones agudas sistémicas (Farré

y Miguel, 2009).

Inflamacion

La proteina C reactiva (CRP) es una proteina homopentamérica de fase aguda producida
en el higado que se une de forma especifica a la fosforilcolina mediante un enlace de tipo calcio-
dependiente. Sus niveles se incrementan de forma drastica durante los procesos inflamatorios.
Este incremento de CRP se debe al aumento de la concentracién plasmatica de 11.-6 producida
de forma predominante por macréfagos y adipocitos.

Actualmente se considera a CRP como un factor de riesgo independiente de enfermedad
cardiovascular ademés de ser un marcador prototipo de una infeccién subyacente. Los indi-
viduos con altos niveles de CRP estan més predispuestos a desarrollar un ataque cardiaco,
un infarto miocardico y una enfermedad vascular periférica significativa. Un nivel de CRP
por encima de 2,4 mg/L, esta asociado a un doble riesgo de evento coronario comparado con
niveles de CRP por debajo de 1 mg/1 (Seo, 2012).

Young y Woodside (2001) evaluaron los cambios en los niveles de CRP y de algunos factores
de riesgo cardiovascular después de un afio de intervenciones en la dieta y en la actividad fisica
para investigar si las modificaciones en los niveles de CRP ocurrian a la vez que los cambios
en otros factores de riesgo cardiovascular o si éstos se producian de forma independiente.

El estudio se realizé en 143 hombres y 133 mujeres con dislipemia que fueron divididos
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en varios grupos: sélo actividad fisica, sélo dieta pobre en grasas, dieta mas ejercicio fisico
y control. Se midieron los siguientes parametros sanguineos: CRP, c—HDL, ¢c—LDL, niveles de
glucosa e insulina en ayunas y a las 2 horas de haber ingerido alimento ademés del perimetro
de la cintura y la presiéon arterial. FEstas mediciones se realizaron al comienzo del estudio y
posteriormente. La conclusion del estudio fue que la modificacién de la dieta y de la actividad
fisica induce cambios en los niveles de CRP de forma independiente a los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales en personas con dislipemia.

Li y Fang (2004) también incluyeron a la CRP como un factor de riesgo cardiovascular
independiente en una gran variedad de enfermedades cardiovasculares, especialmente en el
sindrome coronario inestable. También indican que los tratamientos que reducen los niveles
de CRP pueden ser beneficiosos para la prevencién primaria y secundaria de la enfermedad
cardiovascular. El tratamiento con una dosis inica a dosis elevada o una dosis comtn durante

un periodo corto de tiempo de simvastatina puede reducir rdpidamente los niveles de CRP.

Factores psicosociales

Los factores psicosociales, englobando los factores socioecon6micos y sociales, han sido
relacionados con la aparicién de enfermedad cardiovascular tanto en hombres como en mujeres.

Henderson et al. (2013) investigaron la asociacion entre el estrés psicosocial y el riesgo de
mortalidad por ataque cardiaco en ancianos. Se analiz6 el stress que aparecia en pacientes de
65 anos en adelante (n = 4120 para mortalidad por infarto y n = 2649 para acontecimiento
cardiaco). Se midio la aparicion de sintomas de tipo depresivo, stress, sintomas neurdticos y
poca satisfaccion con el tipo de vida. El proceso de investigacion se realizé durante 6 afos. Se
identificaron 151 muertes por infarto y 452 acontecimientos cardiacos. La conclusién de este
estudio fue que los niveles elevados de estrés psicosocial estan relacionados con un exceso de

riesgo ataques cardfacos con mortalidad o sin ella.

Estrogenos

Los estrogenos tienen un papel muy importante en la enfermedad cardiovascular en la
mujer. La tasa de mortalidad en mujeres por enfermedad cardiovascular aumenta en aque-
llas que se encuentran en edad menopausica cuando los niveles de estrégenos se encuentran

disminuidos. Las vias por las que los estrégenos pueden actuar en la enfermedad cardiovas-
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cular son las siguientes: tienen efecto sobre la coagulacién, efectos endoteliales, citokinas y
moléculas de adhesién. También presentan otros efectos sobre el perfil lipidico, resistencia a la
insulina, antagonistas del calcio y sobre la distribucién de la grasa corporal. Por todo ello se
ha propuesto la administraciéon de los estrégenos como terapia hormonal en mujeres en edad
postmenopausica (Baker et al., 2003).

Saltiki et al. (2006) estudiaron cuéles son los factores predisponentes para la aparicion de
enfermedad coronaria arterial en mujeres. La severidad de la enfermedad coronaria arterial
se estudié en funcién del nimero de arterias que presentaban una estenosis severa y por la
presencia de angina e infartos de miocardio. El estudio se realizé en 108 mujeres mediante
angiografia coronaria. Se registré la funcion reproductora. El tiempo desde la aparicion de
menopausia (TSM) fue significativamente mas largo en aquellas mujeres que habian sufrido
angina e infartos de miocardio en comparacién con aquellas que no lo habfan sufrido. La edad
de aparicién de menopausia fue mas temprana en aquellas mujeres que ya habian sufrido
dos infartos de miocardio comparado con aquellas que habfan sufrido uno o ninguno. La
duracién total del ciclo menstrual estaba inversamente relacionado con el ntimero de infartos
de miocardio. Por tanto, la duracién de la exposicién total a estrégenos acttia como un factor
protector de forma independiente frente a la aparicién de infartos de miocardio en mujeres

postmenopausicas.

2.4.3. Fisiopatologia de la aterosclerosis

Los origenes de la hip6tesis de la oxidacion de las moléculas de c-LDL en la génesis de la
aterosclerosis fueron dados por Brown y Goldstein. Estos cientificos fueron los primeros en
proponer que las moléculas de c—LDL debian ser oxidadas para que fuesen internalizadas en
los macréfagos. Afirmaban que a partir de éstos se generaban las células espumosas y éstas a
su vez daban origen a las estrias grasas, que se forman en las arterias y constituyen el paso
inicial del proceso de formaciéon de la placa aterosclerdtica.

De estos primeros postulados surge la hipétesis de que «la inhibicién de la peroxidacién
lipidica de las ¢c—LDL debe reducir o retardar la aterosclerosis y repercutir clinicamente en una
reduccion de los eventos clinicos asociados a ellay (Steinberg et al., 1989).

Desde hace algunos anos, gran cantidad de evidencias experimentales se han acumulado

atribuyendo a los radicales libres y especialmente a la peroxidacién lipidica un papel prepon-
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derante en la patogénesis de la aterosclerosis debido a que las modificaciones estructurales que
experimentan las moléculas de c-LDL tras la accién oxidante de los radicales libres pueden
incrementar marcadamente sus caracteristicas aterogénicas (Steinberg, 1993).

Los radicales libres son especies quimicas que tienen en su orbital externo un electréon
no apareado, lo que les confiere una elevada reactividad. De esta forma los radicales pueden
oxidar y alterar moléculas biolégicas esenciales tales como 4cidos grasos poliinsaturados, DNA,
proteinas y carbohidratos produciendo un dafno en el funcionamiento celular que conduce a
la muerte. Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) presentes en las moléculas de ¢—LDL son
especialmente sensibles a la oxidacion (Llorente y Badimon, 1998).

Diferentes mecanismos podrian conducir a la oxidacién de las moléculas de c-L.DL. Uno de
ellos seria por medio de la enzima mieloperoxidasa que se expresa en los macrofagos presentes
en las lesiones aterosclerdticas. Otro serfa la glicosilacién, ya que la glucosa promoveria la
oxidacion acelerada de las ¢c-LDL (Griffith et al., 1988). Diversos estudios han sugerido que la
oxidacién enzimatica de las ¢—1L.DL puede producirse in vivo por su interaccién con la pared
arterial (Hurt-Camejo et al., 1992), células de la sangre (Watson et al., 1999), constituyentes
plasméticos (Guy et al., 1999) y componentes de la matriz de la pared arterial (Takahashi
et al., 2005). Estos pueden a través de diferentes enzimas hidrolizar los ésteres de colesterol,
fosfoglicéridos y triacilglicéridos dando lugar a nuevos productos. También la presencia de
lipoxigenasas expresadas en los macrofagos puede conducir a la formacion de hidroperoxidos
a partir de los acidos grasos de las ¢c—LDL, conduciendo a su oxidacién. Por otra parte la
presencia de colesterol oxidasas plasmaéticas pueden generar c-LDL enriquecidas con productos
del colesterol oxidado. El grado de oxidacién de las c—LDL resultarfa del balance entre las
propiedades oxidantes y las antioxidantes de la pared arterial.

Las c-LDL oxidadas son captadas con mayor facilidad por los macréfagos con formacion de
las células espumosas y necrosis. Esta captacion da lugar al enriquecimiento de los macréfagos
en ésteres de colesterol y a la formacion de células espumosas. Se conoce la existencia de
distintas etapas en el proceso de oxidacidon de las ¢—LDL en las que se genera una forma
intermedia, bioloégicamente activa, constituida por una pequena fracciéon de fosfoglicéridos
oxidados que se conoce con el nombre de c—LDL minimamente oxidada (MM—LDL). La oxidacion
de las MM—LDL hasta una forma reconocida por los receptores atrapadores (scavenger) de los

macrofagos es un paso regulador de la formacion de células espumosas (Witztum y Steinberg,
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1991).

Las células del endotelio vascular son activadas por las moléculas de ¢c—LDL oxidadas ge-
nerandose un incremento de la permeabilidad vascular y favoreciendo la infiltracion de c—LDL
hacia el espacio subendotelial de la pared vascular. Como consecuencia en estas regiones se
incrementa la expresion de moléculas de adhesién y quimiocinas atrayentes que favorecen la
reunion de células inflamatorias. Las c—LDI oxidadas tienen un elevado potencial aterogénico
va que al tener bloqueados residuos de lisina y arginina presentan una densidad de carga
positiva menor que las ¢—LDL nativas por lo que ya no son reconocidas por el receptor apo—
B100/E mientras que si lo son por el receptor scavenger de los macrofagos y células musculares
lisas de la pared vascular. Al no estar regulado, este receptor permite a las células cargarse
indefinidamente de colesterol hasta transformarse en células espumosas.

Los monocitos que penetran la pared arterial son capaces de diferenciarse a macrofagos,
un tipo celular que expresa receptores scavenger que les permiten captar las c—LDL oxidadas
v enriquecerse de material lipidico. La acumulacién de lipidos en estos macréfagos provocard
la formacion de las células espumosas, que son la base de la estria grasa tipica de la lesion
aterosclerdtica. El factor de transcripcion nuclear NF-xB ?°regula la expresion de muchos de
los genes inflamatorios relacionados con este proceso aterogénico incluyendo las moléculas
de adhesidn, las citocinas y las quimiocinas. La actividad de este factor de transcripcién es
inducida por multiples estimulos incluyendo las mismas citocinas proinflamatorias 26.

Las c—LDL oxidadas presentan un conjunto de propiedades citotoxicas y quimiotacticas
para el sistema monocito—macréfago que contribuye a aumentar su cardcter aterogénico. La
implicaciéon de las quimiocinas en el desarrollo de la aterosclerosis es cada vez més reconocida.
Estas quimiocinas son proteinas de pequeno tamaifo, solubles y que son secretadas por miul-
tiples tipos celulares cuya caracteristica principal es la capacidad de inducir la quimiotaxis
de distintas células diana, principalmente leucocitos circulantes. Muchos estudios describen
un aumento de la expresién y secrecién de quimiocinas en las lesiones ateroscleréticas, como
por ejemplo es el caso de la interleucina-8 (1L-8), la proteina quimioatrayente de monocitos
(MPC—1) y diversas quimiocinas de tipo CXC (también conocidas como quimiocinas de tipo o)

0 ¢C (quimiocinas y). De entre estas ultimas destaca la quimiocina CCL—20, también conocida

Zfactor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, complejo proteico que
controla la transcripcién del ADN.
Z6por ejemplo, TNF-a, la interleucina~1 (1L-1) y las ¢c-LDL oxidadas
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Figura 2.8: Esquema de los pasos iniciales del proceso de formacion de la placa de ateroma (Fuen-

te:Guerra, 2007)

como proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-3), que fue descubierta en 1997 y que se ex-

presa mayoritariamente en macrofagos, células dendriticas, linfocitos y granulocitos (Palomer,

2012).

En la figura 2.8 se muestran los pasos iniciales en el proceso de formacion de la placa de

ateroma.

El dano oxidativo que se produce por el desequilibrio entre fenémenos antioxidantes y

pro—oxidantes parece crucial en el origen de la ateroesclerosis y esto aumenta la posibilidad

que los antioxidantes como la vitamina €, B—caroteno y en especial, el o-tocoferol (vitamina

E) puedan prevenir o retardar el desarrollo de esta enfermedad (Oré et al., 2001).

2.4.4. Manifestaciones clinicas

Sindrome coronario agudo (SCA)

Hace referencia al grupo de sintomas atribuidos a la obstruccién de las arterias coronarias.

El sintoma méas comin que indica diagnostico de SCA es dolor en el pecho, generalmente

radiando hacia el brazo izquierdo o el 4ngulo de la mandibula, de tipo presién, y asociado con

niusea y sudoracién. El sindrome coronario agudo generalmente ocurre como resultado de
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uno de estos tres problemas: IAM con intervalo ST?” elevado en el electrocardiograma (30 %),

1AM sin ST elevado (25 %), o angina inestable (38 %) (Torres y Moayedi, 2007).

Eventos cerebrovasculares

Un accidente cerebrovascular, ictus, apoplejia, derrame cerebral, golpe o ictus apoplético,
ataque cerebrovascular o ataque cerebral es la pérdida brusca de funciones cerebrales causada
por una alteracién vascular, ya sea por interrupcién del flujo sanguineo o por hemorragia.
Puede causar parélisis. Se trata de un episodio agudo y afecta a las funciones del sistema

nervioso central.

Enfermedad arterial periférica

Ocurre cuando existe un estrechamiento de los vasos sanguineos fuera del corazén debido
a la presencia de placa aterosclerética en las paredes de las arterias que abastecen la sangre a
los brazos y las piernas. La placa hace que las arterias se estrechen o se obstruyan. Eso puede
disminuir o interrumpir el flujo sanguineo generalmente hacia las piernas, provocando dolor o
entumecimiento. Cuando la obstruccion del flujo sanguineo es lo suficientemente grave puede
causar la muerte de los tejidos. Si estos cuadros no se tratan puede ser necesario tener que

amputar el pie o la pierna (Badimon y Vilahur, 2013).

IAM

Conocido en el lenguaje coloquial como ataque al corazon, ataque cardiaco o infarto,
hace referencia a un riego sanguineo insuficiente, con dafio tisular, en una parte del corazon
producido por una obstrucciéon en una de las arterias coronarias, frecuentemente por ruptura
de una placa de ateroma vulnerable. La isquemia o suministro deficiente de oxigeno que resulta
de tal obstruccién produce la angina de pecho, que si se recanaliza precozmente no produce
muerte del tejido cardiaco mientras que si se mantiene esta anoxia se produce la lesiéon del
miocardio y finalmente la necrosis, es decir, el infarto. El infarto de miocardio es la principal
causa de muerte de hombres y mujeres en todo el mundo. La facilidad de producir arritmias,

fundamentalmente la fibrilacién ventricular, es la causa mas frecuente de muerte en el infarto

2periodo de tiempo que transcurre entre el inicio de la onda S y la finalizacién de la onda T en un
electrocardiograma.
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agudo de miocardio en los primeros minutos.

El pronostico vital de un paciente con infarto depende de la extension del mismo (es decir,
la cantidad de musculo cardiaco perdido como consecuencia de la falta de irrigacion sanguinea)

v la rapidez de la atencién recibida.

Aneurisma aértico

Es una dilatacién localizada que produce una debilidad en la pared de la arteria. En un
90 % de las ocasiones se debe a cambios degenerativos aterosclerdticos que se manifiestan
en un importante adelgazamiento de la capa muscular media. En el resto de los casos tiene
su explicacion en defectos en la construccién proteica de la pared adrtica, en traumatismos,

infecciones, necrosis quisticas de la media, arteritis, conectivopatias y disecciones.

Estenosis arterial renal (RAS)

La estenosis de la arteria renal (RAS) consiste en un estrechamiento de uno o de ambos
vasos sanguineos (las arterias renales) que llevan la sangre a cada rinén. Los rifiones ayudan
a regular la presién sanguinea. Cuando una arteria renal se estrecha, los rifiones trabajan con
mas esfuerzo. La RAS, que puede empeorar con el transcurso del tiempo, a menudo ocasiona
aumento de la presion arterial y dano a los rinones. Casi siempre (9 de cada 10 casos) el
estrechamiento es causado por la formacién de placa de ateroma. Con el tiempo la placa

acumulada causa obstruccion de las arterias renales.

Enfermedad arterial coronaria (EAC)

La EAC ocurre cuando las arterias que suministran la sangre al miisculo cardiaco se endu-
recen y se estrechan. A medida que la placa de ateroma avanza fluye menos sangre a través
de las arterias. Como consecuencia el musculo cardiaco no puede recibir la sangre o el oxigeno
que necesita. Eso puede conducir a dolor en el pecho (angina) o a un infarto. La mayoria
de los infartos ocurren cuando un coagulo subitamente interrumpe el suministro de sangre al

corazon causando un dafno cardiaco permanente.

Con el tiempo la EAC también puede debilitar el musculo cardiaco y contribuir a la pre-
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Figura 2.9: Principales efectos ateroprotectores del ¢—HDL (Fuente:Escola Gil et al. 2014; Rye y
Barter 2014; Rader 2014)

sencia de insuficiencia cardiaca ?® y arritmias 2°(Klingenberg et al., 2012).

2.4.5. Tratamiento
Estrategias para elevar las concentraciones de c—HDL

Los efectos beneficiosos del c—-HDL no solamente estdn mediados por el transporte reverso
del colesterol, sino también por sus efectos antioxidantes, antiagregantes, antiinflamatorios
y de mejora de la funcion endotelial (Mineo et al., 2006). En la figura 2.9 se muestran las
principales funciones que realizan las c-HDL como moléculas antiaterogénicas y los mecanismos

en los que intervienen para cumplir estas funciones?03132.

28Ge produce cuando el corazén no puede bombear la sangre adecuadamente al resto del cuerpo.

29Ge trata de cambios en el ritmo normal del corazon.

30l factor tisular procoagulante se libera con el dafio celular; participa junto con el factor vila en la
activacion del factor x por la via extrinseca.

311a E-selectina es una molécula liberada en el proceso inflamatorio que interviene en el proceso de adhesion
de los leucocitos circulantes al endotelio vascular. La unién firme y migracion transendotelial de estos leucocitos
esta mediada por la interaccion entre la v—CAM (molécula de citoadhesion vascular) y la icaM—1 (molécula de
adhesion intercelular-1), ademéas de otras moléculas antigénicas.

32La PGI2 o prostaciclina es un potente vasodilatador e inhibe la agregacion plaquetaria.
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Medidas no farmacolégicas

1. El ejercicio aerébico frecuente aumenta el ¢-HDL aproximadamente un 5 %. Este efecto
es precoz (aparece en menos de 2 meses) y parece ligado a la frecuencia, la intensidad y

la duracién del ejercicio.

2. Abandono del habito tabaquico: incrementa los valores de c—HDL en 5 mg/dl, incluso en

plazos tan cortos como 2 semanas después del cese.

3. Pérdida de peso: en pacientes obesos la pérdida de cada kilogramo de peso se asocia a

un incremento del c-HDL de 0,35 mg/dl.

4. El consumo de cantidades moderadas de alcohol (30-40 g diarios) incrementa las con-

centraciones de c—HDL un 5-15% y disminuye el riesgo cardiovascular.

5. Factores dietéticos: las dietas ricas en acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados
(pescado azul, frutos secos, aceite de oliva) elevan los valores de ¢-HDL y reducen el
riesgo cardiovascular. El consumo de acidos grasos saturados reduce el potencial antiin-

flamatorio del c—HDL, mientras que los acidos poliinsaturados mejoran dicho potencial.

En la tabla 2.7 se muestran las principales intervenciones a realizar para incrementar los

niveles de c—HDL.

Tratamiento farmacolégico

Fl tratamiento 6ptimo para la aterosclerosis es reducir las concentraciones de colesterol
de las lipoproteinas de baja densidad (¢c—LDL) o subir las de colesterol de las lipoproteinas de
alta densidad (c—HDL) desplazando el peso de la balanza hacia la disminucion de la lesion ate-
rosclerdtica. Por ello el mejor tratamiento farmacolégico contra la enfermedad aterosclerdtica
es la combinacién de ambas estrategias, como se muestra en la figura 2.10.

Existen diferentes tratamientos farmacol6gicos para incrementar los niveles de c-HDL, cuyo
resumen se encuentra en la tabla 2.8.

La fraccién de c—HDL en el plasma humano es muy heterogénea y consiste en diversas

subpoblaciones de particulas que varian en tamano, densidad y composicion. Actualmente no
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MEDIDAS NO FARMACOLOGICAS

PORCENTAJE DE INCREMENTO
DE C—HDL (%)

MECANISMO DE ACCION

Ejercicio aerdbico 5-10 Incremento de los niveles
de pre-B-HDL, LPL ¢, TRC y
subpoblaciones ateroprotectoras
Cese de habito tabaquico 5—-10 Incremento de los niveles

de LcAT b, LPL y TRC
Disminucién de CETP ©

Pérdida de peso

0,35 mg/dl/kg de peso perdido

Incremento de LCAT, LPL Y TRC

Consumo de alcohol 5—15 Incremento de ABC-A1, apo—Al, paroxonasa
Disminucién de CETP
Incremento de la ingesta 0-15 Mejora ratio c-LDL/c—HDL

de acidos grasos poliinsaturados

Incremento subpoblaciones ateroprotectoras

Tabla 2.7: Principales intervenciones terapéuticas no farmacoldgicas para incrementar los niveles de c-HDL (Fuente:Badimon et al. 2010)

“lipoproteinlipasa
*lecitincolesterol-acil-transferasa
‘proteina transportadora de ésteres de colesterol
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Figura 2.10: El mejor tratamiento contra la enfermedad aterosclerdtica es disminuir las concentra-
ciones de c—1LDL o elevar las de ¢c-HDL (Fuente: Badimdn et al. 2010).

conocemos el papel cardioprotector y ateroprotector que cumple cada grupo de moléculas.
Teniendo en cuenta que las terapias que se utilizan para incrementar los niveles de ¢—HDL
también actian de forma distinta sobre las distintas subpoblaciones de ¢c—HDL, es importante
el conocimiento de la funcionalidad de estas moléculas con la finalidad de conseguir una mejora
en la eficacia de los tratamientos (Escola Gil et al., 2014; Rye y Barter, 2014).

Entre los principales compuestos farmacologicos utilizados para corregir los niveles eleva-
dos de c—LDL destacan las estatinas

y entre ellas la simvastatina, que presenta efectos pleiotropicos antiinflamatorios derivados
de la inhibicién de la prenilacion proteica 3. Inhibe por tanto la produccién de las quimiocinas
MCP-1 y MIP—1 (proteina inflamatoria de macrofagos—1) en células endoteliales vasculares y

macrofagos humanos (Palomer, 2012).

2.5. Estatinas

En los afios 60, The American Heart Association comenzd a poner de manifiesto la im-
portancia de los niveles sanguineos de colesterol en el RCV. En aquel momento los tinicos

farmacos disponibles para reducir el colesterol en plasma eran algunos fibratos y la colestira-

33prerequisito bésico para la actividad de proteinas como la subunidad de las proteinas G y pequefias
proteinas de unién a GTP (guanosin—trifosfato), implicadas en procesos de expresion génica, apoptosis, trafico
transmembrana y proliferacién y migracion celular.
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HMG-CoA-reductasa
ACETIL CoA + ACETOACETIL CoA > | HMG-CoA [C———> ACIDO MEVALONICO

€l

Estatinas

ESCUALENO <:] GERANIL PIROFOSFATO <:] FARNESIL PIROFOSFATO

COLESTEROL |:> Lipoproteinas, acidos biliares, vitamina D, hormonas esteroideas

Figura 2.11: Via de sintesis del colesterol e intermediarios isoprenoides (Fuente:Lorenzo et al. 2012)

mina, todos ellos con una eficacia limitada. El descubrimiento de las estatinas por Endo en
el anio 1973 abri6é un nuevo camino en la terapia hipolipemiante al tratarse de sustancias con
elevada eficacia en la reduccion plasmatica de colesterol, lo que constituyo el punto de partida
para una nueva linea de trabajo que vio la luz con la comercializaciéon de lovastatina en el ano

1987 (Garcia-Sabina et al., 2012).

Las estatinas son un grupo de farmacos anédlogos del 4cido mevalénico que producen una
potente inhibicién competitiva y reversible de la HMG—COA-reductasa, la enzima limitante en

la sintesis endogena de colesterol (ver figura 2.11) (Lorenzo et al., 2012).

Las primeras estatinas que aparecieron fueron la mevastatina y la lovastatina. Se trata de
dos productos naturales obtenidos a partir del Penicilium citrinum y del Aspergillus terreus,
respectivamente. Tienen una estructura muy parecida a la de la hidroximetilglutaril-coenzima
A (HMG—CoA), que es el precursor inmediato del 4cido mevalénico y éste, a su vez, precursor
fundamental para la sintesis de colesterol. Demostrada su capacidad de inhibir la sintesis de
colesterol, la mevastatina no pudo ser utilizada en la clinica por su toxicidad: si en cambio la

lovastatina, de la cual se obtuvieron un derivado metilado, la simvastatina, y la pravastatina.
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Figura 2.12: Estructura quimica de las estatinas existentes en el mercado (Fuente:Lorenzo et al.
2012)

Estatina Dosis/dia % de disminucion de ¢-LDL
Rosuvastatina 540 mg 45 %
Pitavastatina ~ 2-4 mg 42 %
Simvastatina  10-80 mg 41 %
Atorvastatina 10-80 mg 38%
Pravastatina  20-80 mg 34 %

Lovastatina ~ 20-80 mg 30 %
Fluvastatina  40-80 mg 23 %

Tabla 2.9: Dosis diaria y porcentaje de disminucion de ¢—LDL de las estatinas (Fuente: Lorenzo et al.
2012)

Posteriormente se han sintetizado la fluvastatina, la atorvastatina y la rosuvastatina (Florez,
2013). La estructura quimica de las 7 estatinas comercializadas se expone en la figura 2.12.

La pitavastatina es la ultima estatina comercializada hasta el momento. La dosis diaria
requerida de cada uno de estos 7 tipos de estatinas y su eficacia en la disminucion de los
niveles de c—LDL se refleja en la tabla 2.9.

En el aspecto farmacocinético las estatinas presentan importantes diferencias entre si, en
aspectos como la semivida de eliminacion, los niveles plasméticos, la concentraciéon plasmatica
maxima, la biodisponibilidad, la unién a proteinas lipofilicas, el metabolismo, la presencia de
metabolitos activos y las vias de excrecion (Badimon, 2011).

Existen numerosos estudios en los cuales se compara la actividad de las distintas estatinas.

Sabemos que las formas activas de simvastatina y lovastatina son aproximadamente 10 y 4
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veces mas potentes que pravastatina en su accién inhibidora de la enzima HMG—CoA-reductasa.
Ademiés se ha demostrado que en cultivos de células hepaticas la simvastatina es capaz de
inhibir la incorporaciéon de Cl4-acetato a Cl4d—esterol 20 veces mas que pravastatina. Por
otra parte se ha visto que la simvastatina y la lovastatina son farmacos que tienen afinidad
por el higado. En ratas que recibieron lovastatina o simvastatina a dosis de 25 mg/kg, se
detectaron concentraciones de éstos farmacos en rifién, bazo, testiculos y glandula adrenal a
un 2-16 % de los niveles encontrados en el higado. También se ha observado que a ratas a las
que se administré simvastatina, lovastatina o pravastatina bajaron sus niveles de colesterol
plasmatico después de 4 dias de tratamiento. La administracién de dichos farmacos a dosis
de un 0,02 % redujo los niveles de colesterol plasmatico de las ratas en un 64 %, 33 % y 23 %,
respectivamente (Chao et al., 1991).

Desde la década de los noventa diversos ensayos clinicos han ido demostrando los efectos
beneficiosos del tratamiento con estatinas para la prevencién primaria y secundaria de enfer-
medad cardiovascular (Baker y Datta, 2011). De hecho se ha demostrado la existencia de una
relacién lineal entre la reduccién absoluta de ¢—LDL alcanzada y la incidencia de enfermedad
coronaria u otros eventos vasculares mayores. Ademds se han disipado en gran medida las
dudas sobre la seguridad y la tolerabilidad del tratamiento con estatinas, lo que las sitiia
como tratamiento de primera linea para la hipercolesterolemia y la prevencién de la enferme-
dad cardiovascular. En los dltimos anos diversos estudios clinicos han demostrado que cuanto
més drastica es la reducciéon de las cifras de colesterol menor es el riesgo de sufrir un evento
cardiovascular (Badimon, 2011).

Existen numerosos estudios que demuestran la eficacia de las estatinas en la prevencién de
la enfermedad cerebral vascular. A modo de ejemplo, en la tabla 2.10 se incluye un resumen.

Se han realizado varios ensayos clinicos controlados y aleatorizados con placebo con un gran
numero de pacientes para determinar los efectos de los inhibidores de la HMG—CoA-reductasa
en la morbilidad y mortalidad cardiovascular con resultados positivos.

Uno de ellos es el Scandinavian Simwvastatin Survival Study («4S»), publicado en 1994.
En este estudio se valora el efecto de la administracion de 20-40 mg/dia de simvastatina a
4444 pacientes con angina o que habian sufrido un infarto de miocardio y cuyo colesterol en
plasma era de 212,3 a 308,8 mg/dl. Se obtuvo una reduccién del c—LDL en suero de un 35 %

y un incremento del ¢—HDL en suero en un 37 %. El tratamiento se continué durante 5,4 afios
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Estudio AFCAPS/TexCAPS WOSCOPS HPS ASCOT
Niumero de pacientes 6.605 6.595 11.132 10.305
Ambos sexos Hombres Ambos sexos Ambos sexos
.. . .. 4573 anos 45—64 anos 40-80 anos 40-79 anos
Criterio de inclusiéon . .
CT y ¢c—LDL promedio sin antecedentes 1AM C¢T>135mg/dl HTA-+3FR
c—HDL bajo c—LDL>155mg/dl DM 0 HTA CcT<250mg/dl
Seguimiento 5,2 afios 4,9 anos 5 anos 3,3 afios
Intervencion Lovastatina 20-40 mg/dia  Pravastatina 40 mg/dia  Simvastatina 40 mg/dia  Atorvastatina 10 mg/dia
Reduccioén de lipidos ¢ LDL menor a 35 mg/dl  ¢-LDL menor a 50 mg/dl c¢-LDL menor a 38 mg/dl c¢-LDL menor a 38 mg/dl
Reduccion de eventos 37% 31% 25% 36 %

Tabla 2.10: Algunos estudios realizados que evalian el efecto de las estatinas sobre la enfermedad vascular cerebral (Fuente: Lorenzo et al. 2012)
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de media y produjo una reduccion del 28 % en el riesgo de muerte cardiovascular con una
reduccion del 30 % en la mortalidad por enfermedad coronaria y una reduccion del 15 % en la

incidencia de ictus (Rang et al., 2012).

Las estatinas también tienen efectos anabodlicos y antirresortivos sobre hueso ademas de
generar un incremento de la masa mineral 6sea en cadera y cuello femoral. Algunos estudios
han demostrado también que una dieta hiperlipidica promueve el dano renal mientras que las
estatinas le confieren un efecto renoprotector en la expresion de citocinas y quimiorreceptores.
Las estatinas han demostrado ademés su papel preventivo frente al cancer teniendo una clara
influencia en la evolucion a formas mas avanzadas y graves de cancer de prostata y constitu-
yendo un claro papel preventivo en el desarrollo de cancer de recto y colon. Por otra parte
pueden actuar como antirretrovirales impidiendo la replicacién del virus del VIH en la célula

(Lorenzo et al., 2012).

Los efectos adversos bien documentados relacionados con el uso de estatinas son la toxici-
dad muscular (miopatias y rabdiomiolisis) y elevacion de las enzimas hepaticas. Si se detecta
miopatia o rabdiomidlisis el tratamiento con estatinas debe retirarse de forma inmediata. Pue-
de observarse ademaés una elevacién de transaminasas en los primeros 6 meses del tratamiento
con estatinas. Se contraindican en pacientes embarazadas o en periodo de lactancia. La ma-
yoria, de las estatinas pueden ser recetadas de forma segura en insuficiencia renal e incluso
utilizarse para preservar la filtracién glomerular. El tratamiento con estatinas en nirios rara
vez estd indicado, tnicamente en casos de hiperlipidemia familiar (Fernandez-Aguilar et al.,

2008).

2.5.1. Propiedades fisico-quimicas

La simvastatina es un polvo soluble de color blanco, practicamente insoluble en agua y
soluble en cloroformo, metanol y etanol. Es realmente una lactona y es su metabolito -
hidroxilado (B-hidroxidcido de simvastatina o simvastatina acida) el que presenta actividad
farmacolégica. Su elevada lipofilia le permite atravesar las membranas celulares facilmente

por difusion pasiva (Badimon, 2011).
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2.5.2. Mecanismo de accién y propiedades farmacolbégicas

La simvastatina es un eficaz inhibidor competitivo y reversible de la enzima HMG—CoA—
reductasa. La afinidad de la simvastatina por la HMG—CoA-reductasa in vitro es 13.000 veces
mayor que la de su sustrato natural, el HMG—CoA. En consecuencia reduce la biosintesis

intracelular hepética del colesterol y disminuye su depoésito celular.

Puesto que la cantidad de colesterol intracelular guarda una relacién inversa con la velo-
cidad de sintesis de los receptores celulares para las c—LDIL, la reduccion de la concentracion
intracelular de colesterol provocada por la simvastatina ocasiona la estimulacién de la sin-
tesis de receptores de ¢c—LDL y su expresion en la superficie de las células hepéaticas. Estos
receptores cumplen la funcién de captar en las células hepaticas no s6lo a las ¢—LDL sino
también a sus precursores, las c—VLDL y sus remanentes, las lipoproteinas de densidad inter-

34 cuya hidrolisis produce las ¢c-LDL. Ya que la regiéon promotora del gen de

media (c—IDL)
la HMG—CoA-reductasa posee elementos de respuesta a esteroles (SREBP), la transcripcion de
este gen aumenta también al producirse la deplecion intracelular del contenido de colesterol.
Cuantas mas ¢c-VLDL y sus remanentes sean captados menor niimero de ¢c—LDL se formara; por
lo tanto, el aumento de receptores de c—L.DL inducido por la simvastatina no sélo reduce la
sintesis hepética de colesterol y su disponibilidad para incorporarse a las ¢c—LDL sino que por
un mecanismo indirecto aumenta el catabolismo de las c—VLDL y sus remanentes y reduce por
consiguiente el niimero de moléculas que deberfan convertirse en c-LDL. La accién sobre las

c—VLDL explica a su vez la reduccién en menor grado y més inconstante que la simvastatina

produce en los triglicéridos.

El higado es el 6rgano diana por excelencia de la simvastatina. Su gran capacidad para
retener la simvastatina durante el primer paso tras su absorcién intestinal (con lo que es
bajo el nivel alcanzado en el resto de los tejidos) y los fenomenos de compensacion que se
desarrollan en las células extrahepaticas hacen que la reduccién del colesterol en éstas sea

irrelevante y mantengan el nivel suficiente para llevar a cabo sus funciones (Florez, 2013).

Las principales propiedades farmacolégicas de las estatinas son:

34intermediate density lipoprotein
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Efectos sobre las lipoproteinas

La simvastatina produce una reduccion dosis—dependiente de los niveles plasmaticos de CT,
¢—LDL y TG y un discreto aumento de los niveles de c—HDL. La disminucién de c-LDL alcanza
su efecto maximo a las dos semanas de tratamiento. Para conseguir un descenso significativo
de ¢c—LDL basta una dosis de 5 mg de simvastatina diarios. Para obtener un descenso del
35 % o mas se deben administrar 20-40 mg de simvastatina diarios. La simvastatina también
modifica la expresion de las apolipoproteinas. Asi, reduce la apo—B100, que representa el
95% del contenido proteico de las ¢—LDL, la apo—C2, y la apo—E y aumenta la apo-Al y
la apo—A2, que representan el 80% del contenido proteico de las c—HDL. Estos cambios en
la composiciéon de apolipoproteinas determinan que las ¢—LDL sean menos susceptibles a la
oxidacion. Sin embargo, la simvastatina no modifica las concentraciones plasméticas de LP(A)

(Lorenzo et al., 2012).

Acciones pleiotrépicas

Los efectos de la simvastatina en la prevencién de episodios vasculares que no se deben a
la reduccion de las cifras de ¢—LDL se han denominado efectos pleiotrépicos.

Asi, por ejemplo, Yanez y Davalos (2008) demostraron que la simvastatina modifica la
funcién endotelial, estabiliza la placa de ateroma y disminuye la respuesta inflamatoria, al
disminuir la proliferacién y la migracién de células musculares lisas, la acumulacion de coles-
terol en los macréfagos y la expresion de metaloproteasas.

Shen et al. (2011) también afirmaron que la simvastatina posee beneficios independientes
de su actividad sobre el perfil lipidico que incluyen la mejora de la funcién endotelial, inhibicién
de la inflamacion, y reduccion del grado de infarto de miocardio o cerebral.

En un estudio preclinico realizado por Lee et al. (2009), se le atribuyen a la simvastatina
propiedades antitumorales administrandola conjuntamente con irinotecan, leucovorina y 5-
fluorouracilo.

Estas acciones pleiotropicas estédn relacionadas con la produccién de isoprenoides. La in-
hibicién de la sintesis de acido mevalénico disminuye la formacién de varios isoprenoides que
regulan diversas funciones celulares, como la isopentiladenosina (presente en algunos ARN de

transferencia), el geranil-geraniolpirofosfato y farnesilpirofosfato (ver figura 2.11). Estos dos
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ultimos regulan la isoprenilacion de dolicoles (participan en la sintesis de lipoproteinas), ubi-
quinona y hem A (participan en la cadena transportadora de electrones) y diversas proteinas
de senalizacion intracelular (por ejemplo, las proteinas G de pequenio tamafio RHO A, RAS,
RAC1 y CDC42) necesarias para la proliferacion y diferenciacion celular, la expresion génica,
el ensamblaje del citoesqueleto, el transporte de lipidos y proteinas y la fibrinolisis (Lorenzo
et al., 2012).

Ramos-Esquivel y Leon-Céspedes (2007) consideraron ademas que mediante la isoprenila-
cién de las proteinas RAC1 generada por la accidon de la simvastatina se impide que éstas se
trasladen desde el citosol hasta la membrana celular, impidiendo la activacién de la NADPH

oxidasa 3°, y disminuyendo por tanto la formacién de radicales libres.

Efectos sobre la funcién endotelial

La disfuncién endotelial contribuye a la iniciaciéon del proceso aterosclerético. Se asocia
con una vasoconstricciéon producida por la acetilcolina y que implica la sintesis, liberacion y
actividad del 6xido nitrico por las células endoteliales (Echeverri et al., 2005).

El ¢xido nitrico es un gas generado en las células endoteliales mediante la actividad en-
zimatica de la 6xido nitrico sintasa endotelial (NOSe). El NO generado por la actividad de la
NOS, es responsable de la respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio. Se ha demostra-
do que ésta se encuentra reducida en modelos animales y en pacientes hipercolesterolémicos.
Las moléculas de c—LDL oxidadas inhiben la expresién de la NOSe, que viene determinada por
la unién al ARNy, de determinadas proteinas citosoélicas, que lo desestabilizan. Concretamen-
te, la uniéon de la proteina inductora de la disfuncién endotelial a la regiéon 3°-UTR del ARNy,
de la NOS, (EDIP) genera una desestabilizacion de éste, una menor producciéon de NO y por
consiguiente, una menor respuesta vasodilatadora de las células endoteliales (Jimeénez et al.,
2002).

La simvastatina restaura la funcién endotelial por varios mecanismos:

1. La administracién de simvastatina es capaz de generar una estabilizacién del ARNp, de
la NOSe, consiguiendo una mayor respuesta vasodilatadora del endotelio (Jiménez et al.,

2002).

35La enzima NADPH oxidasa cataliza la reaccion de oxidacion del NADPH a NADPT, utilizando para ello
oxigeno molecular y produciendo peréxido de hidrégeno.
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2. Es capaz de inhibir la expresion de ARNy, de pre—pro—endotelina—1 y disminuir la sinte-
sis de endotelina, péptido endotelial con propiedades vasoconstrictoras y proliferativas

(Sotomayor et al., 1999).

3. Actiia como molécula antioxidante y barredora de radicales libres disminuyendo la for-

macion de moléculas de ¢-LDL oxidadas y radicales superéxido (Lorenzo et al., 2012).

Echeverri et al. (2005) realizaron un estudio en sujetos con colesterol moderadamente eleva-
do (239,32 a 289,5 mg/dl). El tratamiento con 20 mg/dia de simvastatina, comparado con
placebo, increment6 (p<0,005) la respuesta vasodilatadora a la acetilcolina determinada por
el flujo sanguineo braquial cuatro semanas después del inicio de la terapia. Después de tres
meses adicionales de tratamiento el grupo que recibi6 simvastatina incrementé de forma mas
significativa (p<0,005) dicha respuesta en comparacion a la observada a las cuatro semanas

de tratamiento.

Efectos sobre la oxidacién de c—LDL

La simvastatina es capaz de disminuir el stress oxidativo mediante la reduccién de la produc-
cion de ERO (especies reactivas del oxigeno) y el incremento de la resistencia de las moléculas
de c-LDL a la oxidacion. Esta afirmacion fue hecha por Parizadeh et al. (2011), que encontra-
ron que el tratamiento con simvastatina durante 4 semanas reducia de forma significativa los

valores medios de PAB (balance pro-oxidante/antioxidante).

Ademas, Echeverri et al. (2005) comprob6 que las particulas de ¢-LDL oxidadas estan
cargadas electronegativamente. Posibles causas de la electronegatividad del c—L.DL incluyen la
glicacién y un contenido anormal de acido sidlico que es causa de citotoxicidad. En pacientes
con hipercolesterolemia familiar el tratamiento con 40 mg/dia de simvastatina disminuyo sig-
nificativamente la proporcion de c—LDL electronegativo después de tres meses de tratamiento
(29 %; p= 0,0002) y pasados seis meses (21 %; p<0,0001). Durante seis meses de terapia con
simvastatina la cantidad de colesterol transportado en c-LDL electronegativo sigui6 reducién-
dose hasta un 60 %.

Por su parte Iliodromitis et al. (2010) administraron simvastatina durante 3 semanas
obteniendo una reduccién de la magnitud de un infarto mediante la atenuacion del stress

oxidativo y nitrosativo en conejos normo e hipercolesterolémicos.
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Efectos sobre los componentes de la placa de ateroma

La rotura de la placa de ateroma se produce con mayor facilidad en las placas con alto
contenido en lipidos y macréfagos, factor tisular y moléculas de adhesion. Los macréfagos
activados de la placa ademas, liberan metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular
v destruyen la capa fibrosa facilitando la rotura de la placa. La simvastatina disminuye la
expresion de moléculas de adhesion en los monocitos y la entrada de éstos al subendotelio, la
oxidacion de las c-LDL, ademéas de la acumulacién de ésteres de colesterol en los macréfagos
de la placa. Todos estos efectos estabilizan la placa de ateroma y previenen su rotura (Lorenzo
et al., 2012).

Sotomayor et al. (1999) también afirmaban que la simvastatina es capaz de inhibir la
oxidacién de ¢c—LDL, contribuyendo este efecto antioxidante a la disminuciéon de la formacién
de células espumosas. Explicaron este efecto de la simvastatina por su unién a la fraccién
fosfolipidica de las c-LDL protegiendo al core de la lipoproteina de la accién oxidante de
radicales libres. Ademas la simvastatina es capaz de inhibir la migracién transendotelial de
neutrofilos asi como de alterar la capacidad quimiotactica de los monocitos.

Lu et al. (2009) administraron una dosis diaria de 2,5mg/kg de simvastatina a un grupo
de conejos durante 6 semanas. Los resultados mostraron una estabilizaciéon de placa ateros-
clerética y una inhibicién de la angiogénesis en ésta. Atribuyeron la accién a una disminucion
de la secrecion de MMPg (metaloproteinasas de la matriz extracelular), enzimas implicadas
en la digestion de la matriz extracelular y que aceleran la ruptura de la placa de ateroma.
También podria inhibir la expresiéon del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 36.
La inhibicién de la expresion del factor VIII relacionado con los antigenos (FVIIIRA) 37 podria

ser otro mecanismo implicado en este proceso.

Efectos sobre el proceso inflamatorio

La simvastatina es capaz de inhibir la isoprenilacién requerida para la activacion de las

proteinas guanosina trifosfatasas (GTPasas) *®(Ramos-Esquivel y Leén-Céspedes, 2007).

36factor de crecimiento que promueve la mitosis de las células vasculares endoteliales y que acelera la
formacion de la placa de ateroma.

3Tglicoproteina existente en las células endoteliales que participa en el proceso de angiogénesis.

38Proteinas pequefias que se encargan de activar la cadena de reacciones quimicas intracelulares que llevan
a la expresion y modulacion de sustancias y promotores inflamatorios como el NF—xB.
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Echeverri et al. (2005) relacionaron la presencia de marcadores inflamatorios como hs-
PCR, IL-6, molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM—1) y amiloide sérico A (SAA) con un
incremento en el riesgo de presentacién de un primer evento o eventos cardiovasculares re-
currentes. Ademas compararon los efectos con pravastatina, simvastatina y atorvastatina en
los niveles de hs—PCR en pacientes con hiperlipidemia combinada. Los tres medicamentos a
las dosis utilizadas demostraron tener efectos equivalentes sobre el c-LDL consiguiendo una
reduccion significativa de los niveles medios de hs—PCR (20 % con pravastatina, 23 % con sim-
vastatina y 28 % con atorvastatina). Estas reducciones no tuvieron correlacion con los efectos

sobre el c—LDL.

Efectos sobre la proliferacion, migracion y apoptosis de las células musculares lisas vas-

culares

La simvastatina es capaz de realizar una modulacién del crecimiento celular. Las proteinas
RAS y RHO regulan sefiales de traduccién que se encargan de la transcripcion de genes invo-
lucrados en la proliferacién y diferenciacion celular, asi como en la apoptosis. Mutaciones en
los genes que codifican estas proteinas forman oncogenes encontrados en una amplia variedad
de tumores; por ejemplo, en un 90 % de las neoplasias de pancreas, 50 % de las tumoraciones
de colon y tiroides y aproximadamente en un 30 % de las leucemias mieloides y en el cancer
de pulmo6n (Ramos-Esquivel y Ledn-Céspedes, 2007).

Sotomayor et al. (1999) también consideraron que la simvastatina es capaz de afectar a
los procesos de migracién y proliferacién celular induciendo la apoptosis de las células del
miusculo liso de la pared arterial en cultivo, relacionandose este efecto con la prenilacién de
proteinas RHO. Otro de los mecanismos de senalizacién celular afectado por la simvastatina
es la concentracién de Ca?' intracelular. En este sentido se ha comprobado que la incubacion
de células de musculatura lisa vascular con simvastatina es capaz de disminuir la liberacién
de Ca?" en respuesta a vasopresina y angiotensina II, agonistas que provocan la estimulacion,
tanto de la proliferacién como de la migracién de células de misculo liso vascular. Esta senal
calcica esta a su vez controlada por proteinas ¢ de bajo peso molecular que sufren el proceso
de prenilacién para su correcto funcionamiento.

La respuesta mitogénica de las células de musculatura lisa vascular también estd mediada

por la proteina kinasa C. Existen datos que confirman que la inhibicién de la HMG—CoA—
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reductasa generada por simvastatina es capaz de estimular la actividad proteina kinasa ¢
generando una inhibicién de la proliferacion de células de musculatura lisa vascular.

Por dltimo, sabemos que el tratamiento con simvastatina consigue inhibir la proliferacion
de miocitos de aorta. También logra inhibir la migracién asi como la hipertrofia de las células

de la musculatura lisa vascular.

Acciones antitrombaéticas

La hipercolesterolemia se asocia normalmente a trastornos que favorecen la coagulacion
asf como a un aumento de la reactividad de las plaquetas y a un incremento de los niveles de
tromboxano B2. Desde hace tiempo se sabe que en pacientes hipercolesterolémicos tratados con
simvastatina, estos parametros se normalizan. El tratamiento con simvastatina ha sido capaz
de disminuir ex vivo la produccién de tromboxanos A2 y B2. Ademés la inhibicién de la HMG—
CoA-reductasa incrementa la actividad fibrinolitica de las células endoteliales aumentando la

actividad del factor activador del plaminogeno tisular (Sotomayor et al., 1999).

Acciones protectoras vasculares

Carnicer et al. (2008) estudiaron el efecto de la administracién de simvastatina a ratones
con falta en los genes apo a y cbs, mostrando estos animales una hiperhomocisteinemia en
combinaciéon con una hipoalfalipoproteinemia inducida. Esta situacion generaba como resul-
tado una hipertensién y una disminuciéon de los niveles circulantes de é6xido nitrico. El ensayo
demostré que el tratamiento con simvastatina en este modelo de hipertensiéon moderada res-
taura los niveles de hipertensién arterial normal mediante el incremento de los niveles de éxido
nitrico y la reduccién de la actividad de la enzima convertidora de la angiotensina en plasma
probablemente a través de la disminucién de la peroxidacién lipidica.

Sotomayor et al. (1999) destaca también el efecto relajante de simvastatina sobre aorta
y arterias mesentéricas aisladas de rata y la modulacién por parte del endotelio de la accién

simvastatina sobre anillos de aorta.

Otras acciones

Existen numerosos estudios en los que se valoran otras acciones de simvastatina no men-

cionadas anteriormente. Por ejemplo, Skoglund y Aspenberg (2007) comprobaron el efecto
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beneficioso de su administracion directa sobre una fractura dando como resultado un efecto
positivo en los pardametros biomecanicos de ésta. Por otra parte, Khori et al. (2011) afirmé
que simvastatina posee un efecto potencial protector al reducir la velocidad de conduccién
ventricular en pacientes con taquicardia ventricular.

(Shen et al., 2011) demostraron que la administracion de simvastatina a dosis de 1,8
mg/Kg/dia a conejos®® es capaz de incrementar la densidad capilar de un miocardio isquémico

vy mejorar la funcién cardiaca después de un infarto agudo de miocardio.

2.5.3. Farmacocinética
Absorcion

La absorciéon de simvastatina en el hombre es buena y sus concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan al cabo de 1 a 3 horas. Presenta una lactona en su estructura, que
sufre un importante efecto de primer paso hepatico hidrolizandose en el higado y forméndose
su correspondiente [-hidroxiacido que es un potente inhibidor de la HMG—CoA-reductasa,
por lo que debe considerarse un profarmaco. La extraccién en el higado es dependiente del
flujo sanguineo hepatico. La hidrolisis llevada a cabo en el plasma humano es practicamente
despreciable. La biodisponibilidad del p-hidroxi4cido para la circulacion sistémica de una dosis
oral de simvastatina es menor de un 5%. La ingesta concomitante de alimentos no afecta a
la absorcién de simvastatina. No se produce acumulacién del farmaco después de multiples
dosis (Lorenzo et al., 2012; Departamento Técnico del Consejo General de Colegios Oficiales
de Farmacéuticos, 2014).

La simvastatina se administra por via oral (5-80 mg/dia). Si fuera necesario un ajuste de
dosis se realizaria como minimo cada 4 semanas llegando como maximo a 80 mg/dia. Esta
dosis se administra Gnicamente a pacientes que presenten una hipercolesterolemia grave y un
elevado riesgo de complicaciones cardiovasculares. Se administra en una tdnica dosis diaria
habitualmente con la cena ya que la sintesis de colesterol es méxima entre las 0.00 y las 4.00
horas (Lorenzo et al., 2012; Departamento Técnico del Consejo General de Colegios Oficiales
de Farmacéuticos, 2014)

La dosis inicial que se utiliza habitualmente para el tratamiento de la hipercolesterolemia

3Equivale a la dosis de 40 mg/dfa en humanos
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es de 10-20 mg/dia. Esta dosis puede ser de 20-40 mg/dia al comienzo del tratamiento para
aquellos pacientes que necesitan una disminucién de los niveles de ¢—L.DL mas importante.

Para el tratamiento de la hipercolesterolemia familiar homocigota se recomienda o bien la
dosis de 40 mg/dia en una tunica toma por la noche o la dosis de 80 mg/dia repartida en 3
tomas a lo largo del dia utilizando la dosis de 20 mg en las dos primeras tomas y la de 40 mg
en la toma de la noche.

Para aquellos pacientes que presenten un elevado riesgo de cardiopatia coronaria, presenten
o no una hiperlipidemia, la dosis utilizada es de 20-40 mg/dia en una sola toma por la noche
(Departamento Técnico del Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2014).

La dosis de simvastatina debe administrarse como minimo 2 horas antes o méas de 4 ho-
ras después de la administracion de un secuestrante de acidos biliares (resina de intercambio
i6nico) 4. La dosis empleada de simvastatina en el caso de tratamiento concomitante con
ciclosporina, danazol, gemfibrozilo u otros fibratos (a excepcion de fenofibrato) no debe exce-
der los 10 mg/dia. Por otra parte, la dosis utilizada de simvastatina en caso de tratamiento
concomitante con amiodarona o verapamilo no debe ser superior a 20 mg/dia.

En caso de insuficiencia renal moderada no deben realizarse ajustes en la dosis administra-
da. Por otra parte, la presencia de una insuficiencia renal grave no permite la administracion
de una dosis superior a 10 mg/dia, solamente en casos estrictamente necesarios y con mucha
precaucion.

En ancianos no son necesarios ajustes de dosis (Departamento Técnico del Consejo General

de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2014).

Distribucién

Se une en mas de un 95% a proteinas plasméticas (Lorenzo et al., 2012).

Metabolismo

El metabolismo hepético es muy intenso. La simvastatina se biotransforma en el higado a
través de la isoenzima CYP3A4 del citocromo P—450. Esta isoenzima metaboliza varios farmacos:

ciclosporina, eritromicina, imidazoles y etinilestradiol, lo que puede provocar interacciones

4%farmacos hipolipemiantes que se unen a los acidos biliares y evitan la formacion de colesterol, por ejemplo
la colestiramina.
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importantes (Lorenzo et al., 2012).

No s6lo el metabolismo hepéatico, sino también el intestinal, puede disminuir en gran
medida la disponibilidad de simvastatina. La expresiéon de la enzima CYP3A4 en enteroci-
tos maduros, localizada fundamentalmente a nivel de las vellosidades de la mucosa yeyunal,
es comparable o incluso sobrepasa la expresién de dicha enzima a nivel de los hepatocitos
(Watkins, 1992). Por lo tanto, la simvastatina presentara variaciones en su biodisponibilidad
en funcion del lugar del intestino en el que absorba, debido principalmente a las diferencias
regionales en la capacidad del intestino para metabolizar la simvastatina (Thorn et al., 2005).

Segiin Tubic-Grozdanis et al. (2008), la combinacion de liberacion controlada y retardada
dentro del intestino delgado distal y el colon proximal dio como resultado unos niveles plas-
maéticos de simvastatina més altos que una liberacién inmediata a igual dosis. Esto permitiria
reducir la dosis de la forma de liberacién prolongada, disminuyendo los efectos adversos de la

simvastatina.

Excrecion

La semivida de eliminacién de la simvastatina es corta, de 1,9 horas. Dada la variacion
circadiana de la actividad de la HMG—CoA-reductasa, esta corta semivida hace que sea mas
efectiva cuando se administra a tltima hora. Sus metabolitos se excretan en un 87 % por
via biliar y en un 13 % por via renal, por lo que sus niveles plasmaticos se incrementan en
pacientes con hepatopatias (Lorenzo et al., 2012).

La simvastatina es transportada activamente al interior de los hepatocitos por el trans-
portador 0ATP1B1* (Departamento Técnico del Consejo General de Colegios Oficiales de Far-

macéuticos, 2014).

Poblaciones especiales

Los individuos portadores del gen SLCO1B1 alelo ¢.521tc tienen una actividad transpor-
tadora OATP1B1 maés baja, siendo el transporte de simvastatina al interior de los hepatocitos
mas lento. La exposicién sistémica de estos individuos a simvastatina es mayor, pudiendo con-

ducir a un mayor riesgo de reacciones adversas (Departamento Técnico del Consejo General

41Proteina transportadora de membrana presente principalmente en higado y rifion que media el transporte
de los principales aniones organicos, como bilirrubina y numerosas hormonas, para su posterior excrecion.
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de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2014).

Diversos autores han estudiado el comportamiento cinético de simvastatina en conejos.
Dado que la biodisponibilidad sistémica de simvastatina es menor de un 5% y que se trata
de un principio activo lipofilico con una mala o muy mala solubilidad en agua, se disenaron
distintas formas de liberacién de esta estatina, con el fin de incrementar su biodisponibilidad
favoreciendo su solubilidad en agua. Por ejemplo, la sintesis de nanoparticulas de simvagtati-
na, que se llevé a cabo mediante la introduccién del polvo de la simvastatina en el interior de
estas particulas de un tamano aproximado de 200-600 nm. Asi pues, Shinde y More (2014)
llevaron a cabo el anélisis de la cinética de nanoparticulas de simvastatina en conejos albinos
comparando la biodisponibilidad de la administracién de una dosis oral tinica de nanoparticu-
las de simvastatina con la administraciéon de la droga pura y los comprimidos de esta estatina.
La determinacién de simvastatina se realizé en plasma mediante HPLC. Se estudiaron los pa-
rametros farmacocinéticos de area bajo la curva (AUC), concentracion maxima (Cpax), tiempo
empleado en alcanzar la concentracién maxima (t max), semivida de eliminacion (Ty; ), tiem-
po de respuesta media (MRT), constante de eliminacion (Ke) y biodisponibilidad relativa (F;)
42 para todas las formulaciones. Los resultados obtenidos fueron los representados en la tabla
2.11. La biodisponibilidad de simvastatina fue mayor para la formulacién de nanoparticulas
que para la administracién de la droga pura y en comprimidos. Teniendo en cuenta los resulta-
dos obtenidos esta forma de liberacién es muy adecuada para incrementar la biodisponibilidad

oral de simvastatina.

Yakusheva y Popova (2012) evaluaron la farmacocinética del B— hidroxiacido de simvas-
tatina (8HS)* en 6 conejos Chinchilla hembra a los que se les indujo un hipotiroidismo ex-
perimental mediante la administracion de tiamazol a dosis de 5 mg/kg durante 21 dias. La
simvastatina se administré en una tnica dosis de 24 mg/kg por via oral después de la adminis-
tracion de tiamazol (nivel basal) y en los dias 7, 14 y 21 después del cese de la administracion
de éste farmaco (nivel test). Para controlar el hipotiroidismo en los conejos se midieron los
niveles de tirotropina (TTH) y tiroxina (T4) en suero en los dias 7, 14 y 21 después de la
administraciéon de tiamazol mediante radioinmunoensayo. La concentracién de pHS en plasma

se determin6 mediante HPLC. Las muestras de sangre se recolectaron de la vena marginal de la

“2Cantidad de farmaco que ingresa a la circulacién sistémica y velocidad a la que se produce este ingreso.
43Este producto se obtiene tras la hidrolisis de simvastatina en el organismo.
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oreja después de 1, 2, 3,4,5,6,7,8, 9,10, 11 y 12 horas de la administracién de simvastatina.

FEn el dia 7 de hipotiroidismo la administracién de simvastatina produjo una disminucién
de los niveles de T4, Ciax, AUCg.00 ¥ AUCq de BHS en un 64,2 % (p<<0,001), 24,2 % (p<0,001),
21,3% (p<0,01) vy 19,1 % (p<0,05) respectivamente, en comparacion con los niveles basales.
Los valores de concentraciéon de TTH, tmax y volumen de distribucion (vq)** fueron mas eleva-
dos que los niveles basales, en un 192,3 %, 50 % (p<<0,001) y 53,3 % (p<<0,01), respectivamente.

FEn el dia 14 de hipotiroidismo, la administracién de simvastatina produjo una disminucién
de los niveles de T4, Cmax, AUC(.00, AUCq. de BHS en comparacion con los niveles basales en
un 53,3 % (p<0,001), 36,5% (p<0,001), 20,6 % (p<0,01) y 28,7% (p<0,05), respectivamente.
Los valores de concentraciéon de TTH, Tmax ¥ Vq fueron mas elevados que los niveles basales,
en un 146,1 % (p<0,001), 50 % (p<0,001) y 73,4% (p<0,001), respectivamente.

En el dia 21 de hipotiroidismo la administraciéon de simvastatina produjo una disminucién
de los niveles de T4, Cpaxy AUCq¢ de BHS en un 34,4 % (p<0,001), 19,9 % (p<0,001) y 19,5 %
(p<0,01) respectivamente, en comparacion con los niveles basales. Los valores de concentracion
de TTH, tmax y Vq fueron més elevados que los niveles basales, en un 115,3 % (p<0,001), 29 %
(p<0,001) y 73,4 % (p<0,001), respectivamente. Los valores de AUC(.o, no difirieron de forma
significativa del nivel basal.

Los autores concluyeron que se produce un decrecimiento de los valores de Cpax ¥ AUCo-o0
vy un incremento de tmax v Vq de BHS con respecto a los niveles basales en conejos con un
hipotiroidismo experimental. Ademas los principales pardmetros farmacocinéticos de BHS se

correlacionaron con los niveles séricos de T4 y TTH.

2.5.4. Reacciones adversas

La simvastatina es un farmaco bien tolerado aunque durante el tratamiento pueden apare-
cer reacciones adversas gastrointestinales (dispepsia, nauseas, flatulencia), cefalea, neuropatias
periféricas, dificultad para dormir y concentrarse y enrojecimiento cutaneo. También puede
producir hepatotoxicidad, caracterizada por anorexia, pérdida de peso, aumentos reversibles

de transaminasas y hepatitis. En el 1% de los pacientes tratados se puede producir un au-

44 Cuantifica la distribucion de un medicamento en todo el cuerpo después de su administracion por via oral
o parenteral. Es el volumen en el cual la cantidad administrada de farmaco necesitaria estar uniformemente
distribuida para que en todos los 6rganos o compartimentos haya una concentraciéon de éste igual a la que hay
en el plasma sanguineo.
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mento superior a tres veces en los niveles de transaminasas, efecto que depende de la dosis;
cuando se alcanzan estas cifras debe suspenderse el tratamiento observando que los niveles de

transaminasas se normalizan al cabo de 2-3 meses (Lorenzo et al., 2012).

La reaccién adversa mas grave es la miopatia, caracterizada por mialgia, debilidad y fatiga
muscular asociada a un incremento de los niveles plasméaticos de CK. Su incidencia es baja
(< 0.1%) pero aumenta con la dosis de simvastatina, o cuando se incrementan sus niveles
plasméticos. En raras ocasiones, la miopatia inducida por las estatinas puede progresar a rab-
domidlisis con mioglobinuria e insuficiencia renal aguda que puede llegar a ser mortal. Para
evitar la aparicién de miopatias se recomienda utilizar la dosis minima efectiva, indicar al
paciente que contacte con su médico si aparece un cuadro de debilidad y dolor muscular y
vigilar las posibles interacciones farmacolégicas. Cuando se sospeche la presencia de miopatia
se debe suprimir de forma inmediata el tratamiento con simvastatina (o con cualquier otro
farmaco con el que pueda interactuar) y determinar los niveles plasméticos de CK para con-
firmar el diagnéstico. La miopatia producida por simvastatina se ha atribuido a la inhibicion
de la sintesis de colesterol en el misculo estriado y su incidencia aumenta cuando se utilizan
combinaciones de simvastatina con otros hipolipemiantes. Para evitar su aparicién se reco-
mienda, cuando se asocian varios hipolipemiantes, que la dosis de estatina no sea superior al
25 % de la dosis méxima y que el paciente se mantenga bajo estricto control médico. El riesgo
de aparicién de miopatias graves aumenta en pacientes con insuficiencia renal o hepéatica,

hipotiroidismo, infecciones graves o edad avanzada (Lorenzo et al., 2012).

Kaminsky y Kosenko (2011) consideran que estos efectos secundarios de mialgia y rab-
domidlisis generados por simvastatina son debidos fundamentalmente al dafio mitocondrial
que genera el farmaco a nivel celular. Este dafio mitocondrial esta producido por una deple-
cion en el coenzima Q (CoQ)*, que genera un incremento del stress oxidativo mitocondrial
y una alteracion de la J-oxidacion de los 4cidos grasos, afectando también a las funciones
mitocondriales. La simvastatina provoca un dafio en el DNA, terminando en una apoptosis

celular.

“5Interviene en distintos procesos biolégicos como la cadena de transporte electrénico, la B-oxidacion de
acidos grasos y sintesis de nucleétidos. También se ha demostrado su implicacién en la actividad de enzimas
desacoplantes y en la apertura del poro mitocondrial y, por tanto, la regulaciéon de la apoptosis. Muestra
también una funcién antioxidante, ya sea de forma directa contra la formacién de lipoperéxidos o de forma
indirecta a través del reciclado de otros antioxidantes lipidicos como la vitamina E, o hidrosolubles como la
vitamina C o acido ascoérbico.
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Spalvieri y Oyola (2011) explican distintos mecanismos en los que la simvastatina estaria
involucrada en la patogénesis de la miopatia. En primer lugar debido a la deficiencia de coQ10,
disminuyendo la produccién de isoprenoides, en concreto, farnesilpirofosfato, intermediario en
la biosintesis de este coenzima, que se encarga de la produccién de energia mitocondrial.
Afirman que el bloqueo de la sintesis de colesterol por estatinas y en concreto, por simvas-
tatina, reduce el contenido en colesterol de las membranas celulares del musculo esquelético,
haciéndolas inestables. Consideran ademés que el desarrollo de miopatia es inducido por com-
plejas interacciones con otras drogas y por polimorfismos genéticos ubicados en el citocromo
P450. La simvastatina utiliza para metabolizarse, ademas de la via del CYP3A4, el sistema
enzimético CYP2D6. La caracteristica importante de este dltimo es que existen polimorfismos
genéticos poblacionales que son los responsables del amplio rango de actividad observado en
la enzima CYP2D6: desde un metabolismo ultra-rapido hasta ausencia absoluta de accién. Los
portadores homocigotas o heterocigotas de deficiencias en el alelo CYP2D6 metabolizarian la
simvastatina en baja proporcion (MP: metabolizadores pobres) permitiendo una permanencia

més prolongada en circulacién con mayor riesgo de efectos téxicos.

Nakahara et al. (1998) estudiaron la administraciéon de simvastatina en conejos durante
4 semanas hallando posteriormente una necrosis de las fibras musculares y degeneracién por

microscopia 6ptica asi como una hipercontraccién de miofibrillas por microscopia electrénica.

La fase Z del estudio A TO z (de la A la z) %6 probo la seguridad del uso de altas dosis
de simvastatina (80 mg) en comparacion con dosis estandar (20 mg), encontrando elevacion
de las enzimas hepaticas (tres veces sobre el limite superior normal) en 0,9 % de los pacientes
tratados con altas dosis versus 0,4 % de los tratados con dosis estandar. Ademéas se hallaron
aumentos en la CK (10 veces sobre el limite superior normal o miopatia) en 0,4 % de los
pacientes tratados con la dosis de 80 mg frente a 0,04 % de los pacientes tratados con la dosis
de 20 mg. Solamente en la administracién de simvastatina a 80 mg se observaron tres casos

de rabdomiélisis (0,1 %) (Vanegas y Jaramillo, 2008).

“®Este estudio compar6 el inicio temprano del tratamiento intensivo de una estatina contra el inicio tardio
de un esquema de tratamiento menos intensivo en pacientes con sindromes coronarios agudos durante dos afios
de seguimiento mostrando una tendencia hacia beneficio.
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2.5.5. Interacciones y contraindicaciones
Interacciones con medicamentos
Farmacos que se metabolizan por la via del CYP3A4 o que inhiben esta isoforma

Son farmacos que reducen el metabolismo de la simvastatina, por lo que incrementan sus
concentraciones plasméaticas y el riesgo de hepatotoxicidad y de miopatias. En el primer gru-
po encontramos a los antagonistas del calcio, ciclosporina, cimetidina, estrégenos, midazolam,
quinidina, tacrélimo, terbinafina y warfarina. Forman parte del segundo grupo los macroli-
dos (claritromicina, eritromicina, troleandomicina), antiftingicos (itraconazol, ketoconazol y
posaconazol), inhibidores de las proteasas (nelfinavir, ritonavir, saquinavir), antidepresivos
(fluoxetina, fluvoxamina, nefazodona, sertralina) y otros hipolipemiantes (gemfibrocilo) (Lo-

renzo et al., 2012).

Amiodarona. En 2008 la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA) advirtié que
se incrementaba el riesgo de rabdomiolisis cuando dosis superiores a 20 mg de simvastatina
se combinaban con amiodarona (Food and Drug Administration, 2011).

Marot et al. (2011) describieron el caso de una rabdomiolisis severa inducida por simvasta-
tina incrementada por la adicién de amiodarona al tratamiento estatinico crénico previamente
bien tolerado.

Por su parte, Ricaurte et al. (2006) estudiaron la aparicién de otro caso de rabdomio-
lisis asociado a fallo renal y posible hepatotoxicidad en un hombre de 72 afios que recibi6

amiodarona 200 mg/dia y simvastatina 80 mg/dia.

Diltiazem. La FDA solicité a los productores de especialidades que contenian simvas-
tatina que modificaran el etiquetado de éstas para indicar que los profesionales deben evitar
prescribir dosis de simvastatina superiores a 40 mg si el paciente esta recibiendo tratamiento

con diltiazem, pues aumenta el riesgo de miopatia (Food and Drug Administration, 2011).

Ciclosporina A. Gumprecht et al. (2003) afirmaron que el uso concomitante de inhibi-
dores de HMG—CoA-reductasa y ciclosporina A puede incrementar el riesgo de rabdomiolisis.
Describieron el caso de una mujer de 35 anos transplantada renal que desarrollé una rabdomio-

lisis después del tratamiento con simvastatina. Los pacientes transplantados renales tratados
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con ciclosporina A y que ademas estan recibiendo simvastatina como tratamiento hipolipe-
miante deben ser monitorizados cuidadosamente para controlar los niveles de ciclosporina A
v evitar una posible toxicidad muscular.

Ademas, Keogh et al. (2000) observaron un riesgo de aparicion de miositis de un 13,3 %
en pacientes tratados con ciclosporina y simvastatina a una dosis de 20 mg/dia.

Por su parte, Tong et al. (2005) describieron también un caso de rabdomiolisis de un
paciente transplantado por mieloma miltiple después del uso concomitante de ciclosporina y
simvastatina a dosis de 80 mg/dia.

La ciclosporina y la simvastatina se metabolizan en el higado y son sustratos del mismo
citocromo P450, la isoenzima CYP3A4. La coadministraciéon de ambas medicaciones se traduce
en un incremento de los niveles de simvastatina que se correlaciona con un aumento del riesgo

de desérdenes musculares.

Macrolidos: eritromicina y claritromicina. Molden y Andersson (2007) estudiaron
el caso de dos hombres de 83 y 78 anos de edad que estaban a tratamiento con simvastatina 80
mg/dia. Una o dos semanas después de estar a tratamiento con eritromicina y claritromicina,
respectivamente, fueron hospitalizados con sintomatologia de mialgia, dolor muscular, incapa-
cidad para levantar brazos y piernas, y niveles de creatina kinasa 60 veces por encima de los
normales. El mecanismo de interaccion fue la inhibicion del metabolismo del citocromo Pgsg y
el bloqueo del transporte de simvastatina por fosfoglicoproteina causando una elevacién en
los niveles séricos de simvastatina.

Kantola (1998) estudi6 el efecto de la administracion de eritromicina en la farmacocinética
de simvastatina. Administr6 1,5 mg/dia de eritromicina a un grupo de jévenes sanos durante 2
dias. En el segundo dia les administré 40 mg de simvastatina. Se midieron las concentraciones
de simvastatina, simvastatina acida y eritromicina durante 24 horas. La eritromicina elevé la
Cmax de simvastatina 3,4 veces y el drea bajo la curva de la concentracién sérica de simvastatina
frente al tiempo desde 0 hasta 24 horas, en 6,2 veces. Ademas aument6 la concentracion
méxima de simvastatina acida en 5 veces y el drea bajo la curva de concentracién sérica de
simvastatina acida frente al tiempo en 3,9 veces. La conclusién de este estudio fue que debe
evitarse la administracién conjunta de eritromicina y simvastatina. Como alternativa también

se puede reducir la dosificacion de eritromicina en un 50 % o un 80 % cuando se utiliza una
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dosis superior a 20 mg/dia de simvastatina.

Antifingicos: ketoconazol, itraconazol y posaconazol. Watkins et al. (2011) in-
formaron del caso de un paciente de 64 anos de edad que se encontraba a tratamiento con
ketoconazol para el cancer de préstata. También tomaba simvastatina y fenofibrato para el
tratamiento de la dislipemia. Después de un incremento en la dosis de ketoconazol el paciente
desarroll6 rabdomiolisis y fallo renal agudo, con valores elevados de CK (> 32.000 UI/L) y
creatinina sérica (4,2 mg/dl).

Ishigam et al. (2001) realizaron un estudio que consistia en la administracién de forma
concomitante de simvastatina e itraconazol. Los resultados de dicho estudio demostraron un
incremento del area bajo la curva (AUC) de simvastatina, lo que se tradujo en un incremento
de sus niveles plasmaéticos y por consiguiente de su toxicidad.

Krishna et al. (2012) determinaron el efecto del posaconazol en la farmacocinética de
simvastatina y midazolam. Realizaron un estudio en 35 voluntarios, a los que se les asigné
una de estas 3 dosis de posaconazol por via oral: 50, 100 o 200 mg. Todos los individuos
recibieron una dosis tnica de midazolam (2 mg) el dia 9, simvastatina (40 mg) en dosis Gnica
el dia 6 y posaconazol en dosis tnica (50, 100 o 200 mg) en los dias 1 al 7, también en dosis
unica. Ademéas se administré posaconazol mas midazolam (dia 8), posaconazol solo (dias 9
y10), posaconazol mas simvastatina (diall) y posaconazol solo (dias 12 y 13).

La administracién de simvastatina conjuntamente con posaconazol incrementé de forma
significativa la concentraciéon maxima del AUC para simvastatina (un incremento de 5 a 11
veces sobre su valor normal). Este hallazgo confirma que el posaconazol es un potente inhibidor

del cYP3A4 por lo que la simvastatina no debe ser administrada con éste farmaco.

Inhibidores de proteasas: nelfinavir, ritonavir, saquinavir. La hiperlipidemia es
una complicacién metabodlica que se desarrolla en pacientes con tratamiento antirretroviral y
se asocia preferentemente con los inhibidores de la proteasa. El grado de dislipemia en estos
pacientes es a veces suficientemente severo como para requerir dosis maximas de estatinas.

Los distintos estudios farmacocinéticos que evaltan la interaccién entre estatinas e in-
hibidores de la proteasa indican que la interaccién es muy relevante y potencialmente muy

peligrosa en el caso de simvastatina.
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Bradley et al. (2002) informaron del primer caso de muerte asociado a rabdomiolisis de un
paciente tratado con simvastatina y nelfinavir. El paciente también presentaba un historial
de hiperlipidemia y enfermedad arterial coronaria. Estaba a tratamiento, al principio con
simvastatina 10mg/dia. Se incremento6 la dosis a 80 mg/dia, al ver que la primera dosis no
era efectiva en el tratamiento de la hiperlipidemia. Unas semanas después de la iniciacion del
tratamiento con simvastatina a dosis elevada, el paciente comenzé a desarrollar una progresiva
debilidad muscular. Los resultados del laboratorio confirmaron una rabdomidlisis, con valores
de creatinina kinasa de 78.000 U/L.

El nelfinavir es un inhibidor de CYP3A4 y también es un sustrato para la glicoproteina P,
transportador bidireccional de medicamentos *7. La simvastatina es capaz de producir una
inhibicién de la glicoproteina P con un 150 8 de 9 um.

Por su parte, Hsyu et al. (2001) administraron 20 mg/dia de simvastatina a 32 pacientes
sanos durante los primeros 14 dfas del estudio. Posteriormente, desde el dia 15 al 28, administré
nelfinavir (1250 mg/dia). El estudio farmacocinético se realiz6 desde los dias 14 hasta el 28. Se
demostré que la administracion de nelfinavir incrementa el area bajo la curva de simvastatina
en un 505 % y su concentracion maxima en un 517 %. La conclusion del estudio fue que debe
evitarse la administraciéon conjunta de ambos medicamentos.

Fichtenbaum et al. (2002) demostraron que la adicion de ritonavir y saquinavir a un
paciente tratado con simvastatina incrementa las concentraciones de ésta en 32,2 veces. La

administracién de simvastatina debe ser evitada en pacientes tratados con éstos farmacos.

Antidepresivos: nefazodona. La farmacoterapia para la depresion y la hipercoleste-
rolemia puede resultar en una interaccién medicamento—medicamento peligrosa en la que esté
implicado el citocromo P450. La simvastatina se metaboliza a través de la isoenzima 3A4
mientras que la fluvoxamina y nefazodona la inhiben.

Thompson y Samuels (2002) describen los sintomas que presenté un hombre de 72 afios
de edad tras la administracién concomitante de simvastatina y nefazodona. El paciente refirié
a las 2 semanas después de iniciar el tratamiento con simvastatina sintomas de debilidad,

resfriado, fiebre y diagnostico provisional de sindrome viral. Posteriormente los resultados del

47Su inhibicién puede llevar a un incremento de las concentraciones de los medicamentos. Se encuentra en
la superficie de muchas células, incluyendo las células epiteliales intestinales, linfocitos y macrofagos.
48 Concentracion de simvastatina que causa el 50 % de inhibicion de la glicoproteina, p.
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test del laboratorio mostraron niveles de CK muy elevados.
Skrabal et al. (2003) también indicaron el caso de un paciente con rabdomiolisis que
ocurri6 después de que éste fuera tratado con simvastatina a dosis de 80 mg/dia de forma

concomitante con su tratamiento antidepresivo, nefazodona.

Antipsicéticos: risperidona. También han sido descritos casos de interacciéon entre
simvastatina y el antipsicotico risperidona. Un paciente esquizofrénico a tratamiento con ris-
peridona desarrollé6 rabdomiolisis en las extremidades inferiores debido a la administracién
conjunta de simvastatina. La risperidona interrumpié el metabolismo de la simvastatina debi-
do a la interaccién con el citocromo P450 y condujo a una elevacién de sus niveles en sangre,
generando la lesién muscular (Webber et al., 2004).

Vives et al. (2008) describieron el caso de un paciente que desarroll6 rabdomiolisis e insufi-
ciencia renal aguda secundaria a la interaccion de simvastatina, ciclosporina A y risperidona en
un paciente receptor de un transplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. La ciclos-
porina A es un farmaco inmunodepresor que se metaboliza en el higado a través del CYP3A4,
por lo que administrado conjuntamente con simvastatina puede producir toxicidad muscular
aguda. La asociacién de risperidona, un antipsicético atipico que también se metaboliza por
el citocromo P450, tanto por la isoenzima 3A4 como por la 2DA, fue el posible desencadenante

del cuadro de rabdomiolisis.

Otros hipolipemiantes: gemfibrocilo. Loriga y Pérez (1998) ya consideraban que la
administraciéon de todos los fibratos puede producir miositis pero el riesgo era mayor si se
asociaban con inhibidores de la HMG—CoA-reductasa pudiéndose producir incluso miopatia
grave.

Actualmente sabemos que nunca debera realizarse la asociacién de un inhibidor de la HMG—
coA-reductasa con gemfibrocilo por el riesgo de aparicion de importantes efectos adversos
(Cumplido, 2010).

Zimetbaum et al. (1991) indicaron que la administracion conjunta de gemfibrocilo e inhi-
bidores de HMG—COA-reductasa deberia hacerse con precaucién por implicar esta asociacién
un importante riesgo de incidencia de miositis hiperlipidémica, ademés de rabdomiolisis.

Por otra parte, Backman et al. (2000) realizaron un estudio doble ciego, ramdomizado
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y cruzado en voluntarios sanos, a los que administraron 600 mg de gemfibrocilo dos veces
al dia o placebo durante 3 dias. En el tercer dia ingirieron una dosis Gnica de 40 mg de
simvastatina. El area bajo la curva de simvastatina aument6é un 35% y la de simvastatina
acida un 185 %. La semivida de la simvastatina se incrementé en un 74 % y la de simvastatina
acida fue de un 51 % mientras que la concentracion maxima para simvastatina acida aumento
un 112 %. Asi pues el gemfibrocilo incrementa las concentraciones plasmaticas de simvastatina
y en particular, de su forma activa, la simvastatina 4cida, lo que sugiere que el mayor riesgo
de miopatia producido por la asociacion de los dos farmacos tiene al menos parcialmente un

origen farmacocinético.

Farmacos inductores de la via del cyr3a4

Este grupo de farmacos disminuye los niveles plasmaticos y la efectividad de la simvas-
tatina. Destacan los barbituricos, carbamazepina, fenitoina, nafcilina y rifampicina (Lorenzo

et al., 2012).

Rifampicina. Kirklund et al. (2000) realizaron un estudio ramdomizado y cruzado en
voluntarios sanos que recibieron durante 5 dias un tratamiento de 600 mg/dia de rifampicina o
placebo. Al sexto dia se les administré una dosis tnica de 40 mg de simvastatina por via oral.
Se produjo una reduccion del area bajo la curva de simvastatina y simvastatina acida en un
87% y un 93 %, respectivamente. Rifampicina no tuvo un efecto significativo en la semivida

de eliminacién de simvastatina y simvastatina acida.

Carbamazepina. Ucar et al. (2004) valoraron el efecto de la administracion de car-
bamazepina en un estudio ramdomizado y cruzado de dos fases en el que doce voluntarios
sanos tomaron carbamazepina durante 14 dias (600 mg diarios a excepcion de los primeros
2 dias, que tomaron 200 mg) o placebo. En el dia 15 cada sujeto ingirié 80 mg de simvasta-
tina. El area bajo la curva de simvastatina y simvastatina acida se redujo en un 75% y en
un 82 %, respectivamente. Por otra parte los valores medios de la concentracion maxima de
simvastatina y simvastatina acida se redujeron en un 68 % y la semivida de simvastatina en
un 62 %. La carbamazepina produce estas modificaciones probablemente por una induccién

del metabolismo de la simvastatina y simvastatina acida.
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Otros fArmacos: Niacina. En marzo de 2010 la FDA aprobé un cambio en el etiquetado
de las especialidades comercializadas en EE.UU. que contenfan simvastatina basindose en los
resultados de un ensayo clinico en curso, «The Heart Protection Study 2» (HPs—2), incluyendo
que los pacientes de descencencia china no deben consumir dosis de 80 mg de simvastatina
en combinacién con niacina debido a una mayor incidencia de miopatia. Se desconoce si otros

asiaticos tienen el mismo riesgo (Food and Drug Administration, 2011).

Interacciones con alimentos

La administracién concomitante de simvastatina con alimentos puede producir alteraciones
en su farmacocinética y farmacodinamia resultando en un alto riesgo de reacciones adversas
en algunas ocasiones o disminucion de la actividad farmacologica en otras (Andrés et al.,

2004).

Acidos grasos insaturados

Existe muy poca informaciéon sobre la relacién entre la ingesta de aceites insaturados y los
efectos de simvastatina a pesar de que los aceites culinarios contribuyen con mas del 50 % al
total de grasas ingeridas en la dieta. Se sabe que las dietas elevadas en grasas tienden a elevar
los niveles de colesterol (Vaquero et al., 2010).

De acuerdo con Dietschy (1998), los acidos grasos insaturados (&cido oleico mas que acido
linoleico) incrementan la expresion genética de los receptores para ¢-LDL manteniendo elevada
la cantidad y la actividad de estos receptores y decreciendo la concentracién plasmaética de
c—LDL.

Sanchez-Muniz et al. (2009) realizaron un estudio para determinar el efecto modulador de
dos tipos de aceites culinarios (aceite de oliva y aceite de girasol) sobre los efectos hipolipe-
miantes de la simvastatina en hombres con hipercolesterolemia severa y alto riesgo cardiovas-
cular. Los resultados demostraron que los valores de CT, los ratios CT/c—HDL y ¢—LDL/c—HDL
y el riesgo cardiovascular disminuyeron significativamente en el grupo que consumia aceite
de oliva. Los resultados sugieren que aunque simvastatina es un farmaco hipolipemiante muy
efectivo, la inclusién de aceite de oliva frente a aceite de girasol mejora dicho efecto en pa-
cientes con riesgo cardiovascular. La semivida de la simvastatina podria estar reducida debido

a un efecto activador del citocromo cuando la simvastatina es consumida por pacientes que
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siguen una dieta rica en aceite de girasol respecto a la misma dieta preparada con aceite de
oliva.

La simvastatina y los 4cidos grasos w3 tienen efectos diferentes pero complementarios
sobre el perfil lipidico. Mientras que la simvastatina reduce fundamentalmente las concentra-
ciones de colesterol (Alberts, 1988), los acidos grasos w3 disminuyen los niveles de triglicéridos
plasmaéticos especialmente en individuos con hipertrigliceridemia (Harris et al., 1997). Existen
estudios que corroboran que la administraciéon conjunta de simvastatina y acidos grasos w3 es
segura, efectiva y bien tolerada en el tratamiento de una dislipemia.

Nordgy et al. (1998) asociaron los acidos grasos w3 con simvastatina y comprobaron que
habia una disminucién en los niveles de colesterol y triglicéridos plasmaticos mientras que
las concentraciones de c—HDL no presentaron cambios. Los autores del estudio concluyeron
que la combinacién de simvastatina y acidos grasos w3 tiene un efecto aditivo y posibles
consecuencias clinicas beneficiosas si se asocian en terapéutica.

En otro estudio realizado por Durrington et al. (2001) en pacientes con enfermedad car-
diaca coronaria tratados con simvastatina (10-40 mg/dia), la adicién de acidos grasos w3
disminuy6 de forma significativa los niveles séricos de triglicéridos hasta un 35 % después de
48 semanas de tratamiento. Ademas las concentraciones de ¢—VILDL disminuyeron significati-

vamente, y los niveles de ¢—-HDL aumentaron un 18 % después de 18 semanas de tratamiento.

Zumo de pomelo

Lilja et al. (1998) realizaron un estudio en voluntarios sanos y comprobaron que la admi-
nistraciéon con jugo de pomelo produjo una Cpax 9 veces més alta y una AUC 16 veces mayor
para simvastatina que en ausencia del mismo. También simvastatina acida varié sus pardme-
tros farmacocinéticos con elevacion de la Cpax ¥ AUC 7 veces respecto a la administracion
con agua. El mecanismo probable de esta interaccién parece ser la inhibicién del metabolismo
de “primer paso” mediado por la isoenzima CYP3A4. En un estudio posterior se corroboraron
estos resultados (Lilja et al., 2000).

Existen numerosos compuestos activos en el zumo de pomelo. Estos incluyen compuestos
flavonoides (por ejemplo, naringenina, naringina, quercetina) y no flavonoides (6’,7'— dihidro-
xibergamotina). A estos componentes se les atribuye la acciéon inhibitoria especifica del jugo

de pomelo (Andrés et al., 2004).
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Fibra dietética

Aunque los efectos de la fibra dietética sobre los niveles de colesterol han sido profun-
damente investigados y sus beneficios probados, se sabe que su administracién conjunta con
simvastatina es capaz de potenciar los efectos de ésta (Vaquero et al., 2010).

Moreyra et al. (2005) evaluaron el efecto de la administracion de semillas de Plantago ovata
junto con 10 mg de simvastatina sobre los niveles de ¢c-LDL. Se comprob6 que la administracion
de fibra dietética junto con 10 mg de simvastatina es tan efectiva como la administraciéon de

20 mg de simvastatina sola.

Contraindicaciones

Se recomienda que la mujer utilice medidas anticonceptivas eficaces durante el tratamiento
v que lo suspenda si queda embarazada. Tampoco puede utilizarse simvastatina durante el
periodo de lactancia y en pacientes con hepatopatias o nefropatias graves (Lorenzo et al.,

2012).

2.5.6. Influencia genética sobre la accién farmacolégica de la simvastatina

Existe una considerable variacién interindividual en respuesta a la terapia con estatinas,
lo que ha llevado a numerosos investigadores a estudiar la repercusién a nivel genético que
pudiera tener la administracion de éstos farmacos. Por ejemplo, se ha demostrado que la
atorvastatina afecta a la expresion de diversos genes envueltos en diferentes procesos de he-
mostasis, inflamacion, apoptosis y aterosclerosis (Wibaut-Berlamoint et al., 2004). Ademas,
genes que codifican la respuesta inflamatoria de proteinas, como la proteina orosomucoide y el
receptor para la 1L—18, estan regulados de forma moderada por rosuvastatina (Schmidt et al.,
2008). Por otra parte también se sabe que las cascadas del complemento y de la coagulacion,
la linea celular hematopoyética y las rutas metabolicas del acido araquidénico estan asociadas
con la actividad farmacolégica de diversas estatinas (Llaverias et al., 2008).

También existen en la bibliografia diversas investigaciones que evaliian la influencia de la
variabilidad genética entre los distintos individuos sobre la accién farmacolégica de las esta-
tinas. Estos estudios demuestran que existe una variabilidad interindividual en la respuesta

frente a las estatinas incluyendo dentro de esta variabilidad genes involucrados tanto en las
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rutas metabodlicas de los lipidos como las no lipidicas. Por ejemplo, el gen HMGCR, que codifi-
ca para la HMG—COA— reductasa interviene en la respuesta farmacologica de las estatinas, asi
como genes que estan relacionados con el metabolismo del colesterol hepatico o en el meta-
bolismo y transporte de lipoproteinas plasmaticas. Dentro de este grupo encontramos genes
como el LDLR ¥ ¢cETP y apo-E 0 (Peters et al., 2009).

Peters et al. (2011) seleccionaron un total de 209 SNP y se analizaron por su posible
intervencién en la via implicada en la disminucién de los niveles de colesterol por accién
de las estatinas. Los genes que estuvieron implicados en la interaccién con el tratamiento
estatinico fueron los siguientes: SCARB1 rs4765615 mostro la interaccion maés significativa
con un efecto mas beneficioso en cuanto a la disminucién de los niveles de colesterol por
acciéon de las estatinas para los portadores de los alelos g9 y ag, que para los portadores
homocigéticos del alelo aa. También PCSK9 rs505151, ABCG5, LRP1, LIPC %' ABCA1, SOAT1
y PPARG.

Por su parte, Undas et al. (2009) determinaron que la sintesis de trombina asi como el
dano vascular y la disminucién de los niveles de trombina generado por la simvastatina en
los pacientes con enfermedad cardiaca isquémica son, por lo menos en parte, determinados
genéticamente por la variante del alelo +5466A>G (rs8917643) del gen que codifica para
el factor tisular (TF) 52. Existe una mayor velocidad de formacién de trombina por efecto
de la administracién de simvastatina en los individuos portadores este alelo que en aquellos
portadores del genotipo +5466 AA. Esto se debe a que los portadores del alelo +5466 G son mas
sensibles a la inhibicién de la isoprenilacién de proteinas de senalizacién que estéan implicadas
en la expresion del TF, principal responsable de los efectos que generan una disminucién de
los niveles de trombina por accién de las estatinas.

Vohl et al. (2002) desarrollaron un estudio en el que se demuestra que la influencia de
las dosis administradas de simvastatina y el polimorfismo de la apo—E en la respuesta de las
moléculas de ¢—LDL por efecto de la administracion de simvastatina esta condicionada por la

naturaleza del receptor para las c-LDL. Este estudio se realiz6 en 64 adolescentes (47 tratados

49Codifica para el receptor ¢-LDL.

%0Codifica para la apolipoproteina E.

51Este gen codifica para la lipasa hepéatica y puede afectar a la respuesta estatinica porque interviene en la
modulacién del tamafio y densidad de las moléculas de c-LDL.

52Es una glicoproteina de membrana presente en los fibroblastos de la pared de los vasos sanguineos y en
otras células (por ejemplo, los monocitos). Cuando entra en contacto con la sangre desencadena la cascada de
coagulacion por la via extrinseca.
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con simvastatina frente a 17 controles) que presentaban hipercolesterolemia familiar heteroci-
gbtica. Estos individuos se clasificaron en funcién de la clase de mutacion del gen que codifica
para el receptor de las moléculas de ¢c-LDL. Un grupo de individuos tenfan una mutacién que
codificaba para un receptor de las c—LDL defectuoso, y el otro grupo tenia otra mutacién que
codificaba para que no existiera receptor para las moléculas de c-LDL. La prevalencia de los
alelos de apo—E era similar en los dos grupos. El grupo de pacientes defectuoso en el receptor
para las ¢—LDL respondi6 al tratamiento con simvastatina en un 31,2% de descenso en los
niveles de ¢-LDL. En el grupo que no presentaba receptor el descenso fue del 39,3%. Las
respuestas medias de los dos grupos al tratamiento con simvastatina con respecto a los niveles
de apo—B, apo—Al y ¢—HDL fueron similares. La respuesta al tratamiento con simvastatina
fue proporcional a la dosis administrada de simvastatina expresada en mg/Kg/dia so6lo en los
individuos con receptor para las c-LDL defectuoso, contribuyendo en un 39 % a la variacion de
los niveles de colesterol total en este grupo. El genotipo apo—E fue responsable del 22,9 % de
la variacion de los niveles de c—L.DIL plasméatico en los individuos que no presentaban receptor
para las c—LDL, con una contribucién de un 19,6 % a esta variacion. Los portadores del alelo
E2 mostraron mayor disminucién de los niveles de c—LDL que los portadores de los alelos E3 y
E4.

La variacién de respuesta de las moléculas de c—-LDL para los distintos genotipos puede ser
debida a que cuando se sobrerregula la proteina mutada del receptor de las c—LDL ésta inter-
acciona con la proteina normal del mismo receptor y con sus mecanismos celulares inhibiendo
de forma parcial su funcién normal.

El 50 % de la variacion en la respuesta de los niveles de ¢c—LDL en heterocigoticos con un
receptor para las c—LDL defectuoso puede ser explicado por la dosis administrada de simvas-
tatina. Una posible explicacién para esto es que la sobreregulacién del alelo mutado para el
receptor de las c—LDL defectuoso sea proporcional a la dosis de simvastatina.

Ademas, los resultados de Leitersdorf et al. (1993) muestran que aproximadamente un
20 % de la respuesta de las moléculas de ¢—LDL a estatinas es explicada por el genotipo para
el receptor de las ¢c—LDL.

También se ha senalado que la existencia de polimorfismos genéticos pueden influir en
el metabolismo y transporte de simvastatina y en la posible toxicidad generada por ésta. Se

propone por tanto que los sintomas miopéticos generados por las estatinas se deben a una
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interaccion sinérgica entre factores genéticos y farmacologicos. Niemi et al. (2011) encontraron
que un SNP del gen SLCO1B1 codifica para un transportador de farmacos anidénico que se
encuentra localizado en la cara sinusoidal del hepatocito, principal transportador interno de
varias estatinas. Este SNP tiene una fuerte union con el SNp del alelo SLCO1B1*15 que esté
asociado a niveles plasmaticos elevados de estatinas debido a un transporte deficitario (Niemi,
2010). Ademéas un estudio llevado a cabo en individuos con diabetes tipo II que estaban
tratados con estatinas y ademéas eran portadores del alelo SLCO1B1*15 estuvo asociado a
un riesgo significativo de incremento de intolerancia a estatinas determinado por anomalias
en las pruebas bioquimicas realizadas a los distintos individuos asi como variaciones en las
prescripciones (Donnelly et al., 2011).

También se han desarrollado estudios en animales para demostrar la variabilidad interin-
dividual en la respuesta a simvastatina.

Wang et al. (2002) realizaron un estudio para comparar el efecto de la administracion de
simvastatina en el desarrollo de la aterosclerosis entre dos modelos animales: ratones deficientes
en el receptor para lipoproteinas ¢-LDL (LDLR-KO) y ratones deficientes en el receptor para
la apo—E (apo E-KO). También se estudiaron los efectos de la simvastatina en la funcion
endotelial y en la actividad de la dxido nitrico sintasa (NOs-3). La administracion de la misma
dosis de simvastatina a ambos grupos de ratones genéticamente diferentes generd efectos
opuestos. En los ratones LDLR-KO la administracién de simvastatina disminuyé los niveles
de colesterol sérico y produjo una regresion en la placa aterosclerética. También produjo una
mejora en la vasorrelajaciéon endotelial dependiente de NO y un incremento en la expresiéon de
NOs-3. No hubo cambios en la vasorelajacion endotelial mediada por 6xido nitrico.

Dowell et al. (1995) realizaron un estudio en conejos WHHL °® homocigéticos y hetero-
cigoticos para definir la progresion de la aterosclerosis y para determinar la capacidad de
simvastatina para atenuar la progresion de la enfermedad. La administracién de simvastati-
na en homocigéticos no gener6é ningtn cambio en los niveles de colesterol mientras que en
los conejos heterocigéticos la administracién de simvastatina tuvo un importante efecto hi-
polipemiante en individuos jovenes (3—6 meses), pero no en mas mayores. Debido a que la
simvastatina actiia en parte incrementando la sintesis de receptores para moléculas de c—

LDL, su administracién a heterocigéticos en los que sélo hay un gen defectuoso incrementa

33Watanabe heritable hiperlipidemic rabbits
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igualmente la sintesis de receptores para c—LDL provocando efecto hipolipemiante. Por el con-
trario, en individuos homocigoticos donde estan los dos genes defectuosos la estimulacion del
incremento de la sintesis de receptores para las moléculas de ¢— LDL no genera ningtn efecto.

También se examiné la capacidad contréctil de la aorta toracica en respuesta a fenilefrina
v la relajaciéon endotelio—dependiente en respuesta a carbacrol en los dos grupos de conejos.La
administracién de simvastatina fue capaz de retardar de forma significativa la pérdida de
funcién vasoactiva asociada al desarrollo y la progresion de la enfermedad aterosclerdtica
en conejos jovenes y adultos heterocigéticos. Esta tendencia también se observé en jévenes

homocigéticos, pero no en adultos homocigéticos WHHL.






Material y métodos

3.1. Obtencion de las muestras

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 48 conejos de raza neozelandés blanco,
cuyos pesos oscilaban entre 1,750 y 2,350 Kg. Siguiendo los requerimientos del Real Decreto
53/2013, los animales se instalaron en jaulas individuales que permitian separar las heces
en recipientes inferiores, fuera de su alcance. Las condiciones medioambientales fueron las
siguientes: temperatura, 194+2°C; humedad relativa, 55+10 % y fotoperiodos de 12 horas. La
alimentacién se hizo con pienso preparado especialmente para los conejos y disponian de agua
ad ltbitum. En la figura 3.1 se muestran las jaulas en las que estaban instalados los conejos
durante todo el ensayo.

Todos los animales utilizados estuvieron bajo las condiciones descritas desde una semana
antes de comenzar la experiencia hasta su finalizacién. Para llevar a cabo el estudio y poder
cumplir los objetivos propuestos, los animales se distribuyeron al azar en 4 lotes, de la siguiente

forma:

1. Grupo control: Este grupo se alimenté con pienso estandar, que presentaba la siguiente
composicion: proteinas 16,5 %, grasas 3,4 %, fibra 15,5 %, cenizas 7,2 %, almidon 19,3 %,
azucares 4,5 %, vitamina A 15000 ui/kg, vitamina Dg 1100 UI/Kg, vitamina E 100

mg/kg, vitamina K35 mg/kg y cobre 5 mg/kg (Ssniff-Alemania).

2. Grupo colesterol: El pienso utilizado para alimentar a este grupo de conejos era pienso

estandar enriquecido con un 0,20 % de colesterol.

3. Grupo Sideritis: El grupo de conejos que se aliment6 con la planta en estudio fue alimen-
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Figura 3.1: Jaulas en las que se encontraban instalados los conejos

tado con pienso estandar enriquecido con un 0,20 % de colesterol, al que se le anadio la
planta Sideritis hyssopifolia L. subsp. hyssopifolia. El pienso se dosifico con ésta plan-
ta a razon de 2,36 g de Sideritis hyssopifolia L. subsp. hyssopifolia/150 g de pienso.
Esta dosis fue calculada a partir de los datos obtenidos en un estudio previo. En él se
determind la actividad antioxidante «in vitro» de ésta planta comparandolos con la acti-
vidad antioxidante del 4cido ascérbico, expresada como AEAC o capacidad antioxidante

equivalente a la del acido ascorbico en mg de 4cido ascorbico/100 g.

4. Grupo Simvastatina: En este caso el pienso estandar estaba enriquecido con un 0,20 %
de colesterol. Se anadi6 simvastatina en una dosis de 20 mg/kg. Esta dosis se calcul6 a

partir de los datos recogidos en la bibliografia.

El pienso de los animales se controlaba diariamente. Se les proporcionaba 150 g de pienso
diario y al dia siguiente, antes de distribuir la comida, se comprobaba si habian ingerido toda
la racién administrada. Si quedaba algo, se retiraba y se anotaba la cantidad consumida.

Los conejos se mantuvieron 10 semanas en el animalario recibiendo el pienso correspon-
diente (figura 3.2). Cada semana se les hacia un control del peso.

Una vez concluido el perfodo de aclimatacion (1 semana) a todos los animales se les extrajo
sangre (semana 0). Posteriormente a las b semanas (semana 1), y a las 10 semanas (semana
2). Para ello se introducia al animal en un cepo, extrayendo la sangre de la vena marginal

de la oreja mediante la colocacién de una palomilla, retirando en primer lugar su capuchén,
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Figura 3.2: Piensos administrados a los conejos

e introduciéndola en la vena con el bisel hacia arriba. Esta sangre se depositaba en tubos
que contenian citrato o EDTA. El volumen extraido era de 3 ml de sangre para los tubos con
citrato y 8 ml para los tubos con EDTA. Las muestras de sangre se centrifugaban durante 20
minutos a 3000 r.p.m. para obtener el suero (tubos EDTA) o el plasma (tubos citrato). Una vez
centrifugados los tubos, se recogia la interfase amarillenta superior correspondiente al suero o
al plasma, con ayuda de una pipeta pasteur. El plasma o suero era transferido a unos tubos
eppendorf®) de 1,5 ml (suero) y de 0,5 ml (plasma). Las muestras se almacenaban en un

congelador donde se mantenian a - 80 °C hasta el momento de su procesamiento.

Para evitar errores todos los tubos se rotulaban segin el nimero de animal, la semana de

extraccién y su contenido siguiendo el procedimiento recogido en la figura 3.3.

Los tubos eppendorf®), a su vez, se introducian en botes, que se rotulaban en funcion del
nimero de animal y la semana de extracciéon. Cada bote contenia, por regla general, cuatro

tubos eppendorf de 1,5 ml con plasma y 3 tubos eppendorf de 0,5 ml con suero (figura 3.4 ).

Los botes se almacenaban a su vez en cajas, en las que se indicaba el grupo de animales
a los que pertenecian las muestras y la semana de extraccién. La distribucién de las cajas se

muestra en la figura 3.5.
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TUBO EPPENDORFE®

Rétulo del tubo eppendorf®

Animal (1 a 48) Suero (0)

Plasma + Citrato (1)

Semana (0, 1, 2)*

Direccion de lectura del rotulo

* Valores de semana:
0 =semanaO
1=semana5

2=semana 10

Figura 3.3: Rotulacion de los tubos eppendorf®) para almacenar las muestras de suero y plasma de
los conejos
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Rétulo de cada bote

Animal 1 a 48 Semana 0,1,2

Contenido de cada bote

Suero Plasma + Citrato

s Y SgoE) sSgooFY sg oSy

Figura 3.4: Contenido y rotulacion de los botes de almacenamiento de las muestras de cada animal
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CAJA

Ré6tulo de cada caja

Figura 3.5: Rotulacion de las cajas que contenian los botes donde se almacenaban las muestras de
suero y plasma
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3.2. Determinacién de parametros bioquimicos

A partir de las muestras séricas obtenidas de cada conejo se realizé la mediciéon de distintos
pardmetros correspondientes al perfil lipidico del animal: CT, c-HDL, c-LDL, TG y apo-B. La
cuantificaciéon de dichos parametros fue determinada mediante la utilizacién de distintos kits

de disgnoéstico basados en reacciones de coloracién.

3.2.1. ctT

La determinacion de colesterol total en suero se realiz6 mediante la utilizacién del kit Co-
lesterol MR, de Linear Chemicals. El kit incluye dos reactivos, R1 o monoreactivo y calibrador
o patrén de colesterol.

El monoreactivo esté formado por PIPES (acido 1,4 piperazina—N,N’—dietanosulfénico) 200
mmol/l pH 7,0, colato sodico 1 mmol/l, colesterol esterasa > 250 U/L, colesterol oxidasa > 250
U/L, peroxidasa > 1 KU/L, 4—aminoantipirina 0,33 mmol/l, fenol 4 mmol/l, tensioactivos no—
iénicos 2 g/l (p/v) y biocidas. La composicion del calibrador es de 200 mg/dl (5,18 mmol/1)
de colesterol.

Este kit emplea tres enzimas para la determinacién de colesterol:
1. Colesterol esterasa, que degrada el colesterol esterificado a colesterol y acidos grasos.
2. Colesterol oxidasa, que oxida el colesterol formando colestenona y agua oxigenada.

3. Peroxidasa, que actiia sobre la mezcla de fenol y 4-aminoantipirina que se encuentran
presentes en el monoreactivo y dan lugar a la formaciéon de un compuesto coloreado

(quinonaimina) proporcional a la concentracion de colesterol en sangre.

A partir del patron inicial (concentracion de colesterol de 200 mg/ml) se prepard una dilucion
10 de 20 mg/dl (D/10). Se calcularon posteriormente los volumenes de patron inicial o de
D/10 que seria necesario utilizar para obtener los distintos patrones, que nos serviran para
construir la recta de calibrado.

En el cuadro 3.1 se muestran los patrones (CP-1...CP-6), asi como su concentracion (mg/dl)
y los volimenes (ul) requeridos de patron inicial o D/10 para obtenerlos.

Una vez que tenfamos los patrones se procedia a la determinacion del colesterol. Para ello

se anadian 10 ul de patrén a una cubeta de plastico de 1 cm de paso de luz. Posteriormente
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Patron Concentracion Volumen
(mg/m1) (u1)
Cp-1 50 25 (D/10)
CP-2 70 36 (D/10)
CP-3 150 80 (D/10)
(o] 300 15 (Patron inicial)
CP—5 450 23 (Patron inicial)
CP—6 600 30 (Patron inicial)

Tabla 3.1: Volimenes de patrdn inicial o0 D/10 necesarios para obtener distintos patrones de CT

Patron  Concentracion de colesterol A4 Ag Ag Ay X D.E. CV.

(mg/mL)
cP-1 50 0,07 0,08 0,08 0,07 0,08 0,00 0,04
cp2 70 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,00 0,01
CP-3 150 0,25 0,25 026 025 025 000 0,01
CP4 300 0,48 0,51 053 0,52 051 002 0,03
CP-—5 450 0,74 0,76 0,78 0,79 0,77 0,02 0,03
CP—6 600 0,99 1,04 1,03 0,99 1,01 002 0,02

Tabla 3.2: Resultados experimentales de la determinacion de la absorbancia de los patrones para CT

se anadié en cada una de las cubetas 1 ml de monoreactivo manteniéndose después de mez-
clado 10 minutos a temperatura ambiente. Pasado éste tiempo se procedié a la lectura de la
absorbancia en un espectrofotémetro Hitachi Uv/VIS a una longitud de onda de 500 nm. Se
realizaron 4 medidas de absorbancia para cada patron (Aj... A4), reflejados en la tabla 3.2. A
partir de los valores obtenidos, se construy6 la recta de calibrado (figura 3.6).

La ecuacion de la recta de calibrado obtenida para el colesterol total fue a = 0,0017¢ —
0,0101, donde ¢ =concentraciéon de colesterol total y a = absorbancia.

La determinaciéon de la concentracién de colesterol en las muestras siguié el mismo proce-
dimiento que para los patrones.

Se realizaron 3 mediciones de absorbancia por cada conejo, Ag, A1 y Ag, correspondientes a
la semanas 0, 1 y 2, respectivamente. Estos valores de absorbancia extrapolados a la ecuaciéon
de la recta de calibracién, nos permitié calcular las distintas concentraciones de colesterol

total correspondientes a cada una de las muestras, expresadas en mg/ml.

3.2.2. c—HDL

La determinacién de c—HDL en suero se realizé mediante el kit Colesterol-HDL directo, de

Linear Chemicals. Este kit estd formado por tres reactivos:
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Figura 3.6: Recta de calibrado obtenida con los patrones de CT

» R1 (Reactivo 1). Formado por los siguientes componentes: Tampén MES (acido 2—(N—
morfolino) etanosulfonico) pH 6,5, TODB N,N-Bis (4-sulfobutil)-3-metilanilina, dcido po-

livinil sulfénico (Pvs), polietilenglicol metil éter (PEGME), MgCly, detergentes y EDTA.

» R2 (Reactivo 2). Tampo6n MES (acido 2—(N-morfolino) etanosulfénico) pH 6,5, colesterol

esterasa, colesterol oxidasa, peroxidasa, 4-aminoantipirina y detergentes.
» Patron o calibrador: tiene una concentracion de ¢-HDL conocida, 52 mg/dL.

En el método de determinacién de c—HDL se utilizan distintos reactivos, como el acido polivi-
nil sulfénico (PVS) y polietilenglicol metil éter (PEGME), que reaccionan con las fracciones de
¢—LDL, ¢c—VLDL y quilomicrones (QM), quedando bloqueada su actividad frente a los enzimas
colesterol ozidasa (CHOD) y colesterol esterasa (CHER). Estas enzimas reaccionan selectiva-
mente con la fracciéon c—HDL, liberando HsOs, neutralizada mediante una reaccién de Trinder.
Se forma al final de la adicién de los dos reactivos una quinona, con un color caracteristico
proporcional a la concentracién de c—HDL de la muestra.

A partir de este patrén inicial (concentracion de 52 mg/dl) se prepar6é una dilucién 10
(D/10) de 5,2 mg/dl. Se calcularon posteriormente los voltimenes de patrén inicial o de D/10
que seria necesario utilizar para obtener distintos patrones, que nos servirdn posteriormente
para construir la recta de calibrado. En el cuadro 3.3 se muestran los distintos patrones (HP—

1...HP-5), asi como su concentracion (mg/dl) y los voltunenes requeridos (nl) de patrén inicial
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Patron  Concentraciéon Volumen
(mg/mL) (uL)

HP—1 20 40 (p/10)

HP-2 30 60 (D/10)

HP-3 40 80 (D/10)

HP—4 60 125 (p/10)

HP—5 80 15 (Patron inicial)

Tabla 3.3: Volimenes de patrén inicial o D/10 necesarios para obtener distintos patrones de c—HDL

Patron  Concentraciéon de c—HDL ~ Aq Ao Ag Ay X D.E. C.V.

(mg/mL)
HP 1 20 0,06 0,06 0,07 007 0,06 0,00 0,03
HP-2 30 0,00 0,09 0,09 009 0,09 0,00 0,03
HP-3 40 0,11 0,11 0,11 0,111 011 0,01 0,10
HP—4 60 0,16 0,17 0,17 018 0,17 0,01 0,05
HP-5 80 0,26 0,25 0,26 0,23 0,25 0,01 0,04

Tabla 3.4: Resultados experimentales de la determinacion de la absorbancia de los patrones para
¢—HDL

0 D/10 para obtenerlos.

Una vez preparados los patrones se procedié a la determinaciéon de las concentraciones
de c—HDL. Para ello se anadfan 10 pul de patrén en una cubeta de plastico de 1 cm de paso
de luz. Posteriormente, se anadi6 en cada una de las cubetas 750pl de R1 manteniéndose
después de mezclado 5 minutos en un bano termostatizado a 37°C. Transcurrido éste tiempo
se procedi6 a la adicién de 2501l de R2, homogeneizando y reservando de nuevo en el mismo
batio a 37°C. De nuevo, 5 minutos méas tarde se procedio a la lectura de la absorbancia en un
espectrofotometro Hitachi uv/vis a una longitud de onda de 600 nm. Se realizaron 4 medidas
de absorbancia para cada patron (Aj... Ay), reflejados en el cuadro 3.4. A partir de los datos
de absorbancia obtenidos se construy¢ la recta de calibrado (figura 3.7).

La ecuacién de la recta obtenida para el ¢—HDL fue a = 0,0032¢ — 0,0074 , siendo
¢ =concentraciéon de c—HDL y a =absorbancia.

A continuacion se midié la absorbancia correspondiente a las distintas muestras siguiendo
el mismo procedimiento que para los patrones. Se realizaron 3 mediciones de absorbancia
por cada conejo, Ag, A1y Ag, correspondientes a la semana 0, 1 y 2, respectivamente. La
extrapolacién de éstos valores de absorbancia extrapolados en la ecuacién de la recta de
calibracién, nos permitié calcular las distintas concentraciones de ¢—HDL correspondientes a

cada una de las muestras, expresadas en mg/ml.
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Figura 3.7: Recta de calibrado obtenida con los patrones de c—HDL

3.2.3. c-LDL

El kit utilizado para la determinacién de ¢—LDL en suero fue el ¢c—LDL directo, de Linear

Chemicals. Se trata de un método enzimético colorimétrico que contiene tres reactivos:

» R1 0 reactivo enzimatico formado por tampén GooD 100 mmol/l pH 7,0, CE 5 U/ml,

O 1 u/ml, catalasa 200 KU/L, HDAOS 1 mmol/1.
» R2 0 reactivo POD/4-AA. Contiene POD 15 U/ml y 4-AA 4 mmol/l.

= Patréon o calibrador. Es el mismo que el que se utiliza para la determinacién de la

concentracion de c-HDL. Presenta una concentracién de c-LDL conocida de 97,8 mg/ml.

Este kit permite cuantificar la concentracion de colesterol en las lipoproteinas de baja densidad
(c-LDL) en dos etapas. En la primera el colesterol de las lipoproteinas distintas a las ¢-LDL
presentes en la muestra se descomponen por la accion simultéanea de la colesterol esterasa (CE)
y la colesterol oxidasa (CO) a pH 7, dando como productos finales colestenona y peroxido de
hidrégeno, convirtiéndose éste ultimo en oxigeno y agua por accién de la catalasa. En una
segunda etapa, un tensioactivo que actia especificamente sobre la c—LDL se anade al producto
del paso anterior, cuantificAndose el colesterol residual mediante una reaccién tipo Trinder en

la que el derivado anilico, HDAOS !, y la 4-aminoantipirina (4-AA) se condensan por acciéon

'N—(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina
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Patron  Concentraciéon Volumen
(mg/ml) ()
LP—1 30 30 (p/10)
LP—2 80 85 (D/10)
LP—3 175 18 (Patrén inicial)
LP—4 325 34 (Patron inicial)
LP—5 450 48 (Patron inicial)
LP—6 600 64 (Patron inicial)

Tabla 3.5: Volimenes de patrén inicial o D/10 necesarios para obtener distintos patrones de ¢-LDL

del H204 en presencia de peroxidasa (POD) para formar una quinonaimina roja proporcional
a la concentracién de c-LDL de la muestra.

FEl procedimiento empleado para la determinacién de c—LDI en suero muy similar al rea-
lizado para la determinacion de c—HDL. A partir del patrén inicial (concentracién de 97,8
mg/ml) se prepard una dilucién 10 (D/10) de 9,78 mg/ml. Se calcularon posteriormente los
distintos volimenes que seria necesario utilizar para preparar distintos patrones de distintas
concentraciones a partir de las cuales construiremos la recta de calibrado. Los distintos pa-
trones (LP—1...LP—6), asi como su concentracion (mg/dl) y los volamenes (ul) requeridos de
patron inicial o D/10 para obtenerlos, se muestran en el cuadro 3.5.

Una vez preparados los patrones, se procedié a la determinacién de las concentraciones
de c-LDL. Para ello se afiadian 10 pul de cada patrén en una cubeta de pléstico de 1 cm de
paso de luz. Posteriormente, se afiadié en cada una de las cubetas 750l de R1 manteniéndose
después de mezclado 5 minutos en un bafio termostatizado a 37°C. Transcurrido éste tiempo
se procedi6 a la adicién de 250pnl de rR2, homogeneizando y reservando de nuevo en el mismo
bano a 37°C. De nuevo, 5 minutos més tarde se procedi6 a la lectura de la absorbancia en un
espectrofotometro Hitachi Uv/VvIS a una longitud de onda de 600 nm. Se realizaron 4 medidas
de absorbancia para cada patron (Aj... A4), reflejados en el cuadro 3.6. A partir de los datos
de absorbancia obtenidos se construyé la recta de calibrado 3.8.

La ecuaciéon de la recta obtenida para c-LDL fue a = 0,0029¢ — 0,0487, siendo ¢ =
concentracién y a = absorbancia.

Posteriormente se llevd a cabo la determinacién de las concentraciones de c-LDL en las
distintas muestras de suero pertenecientes a cada conejo. Se siguié el mismo procedimiento
que para los patrones. Se determinaron tres valores de absorbancia, A1, Ao y As para cada

conejo, correspondientes a las semanas 0, 1 y 2 respectivamente. Las concentracién de c-LDL
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Patron  Concentracion de ¢—LDL  Aq Ag A3 Ay X DE. CV.
(mg/mL)
LP—1 30 0,08 0,08 0,08 0,07 0,08 0,00 0,05
LP—2 80 0,19 0,19 0,18 0,18 0,18 0,01 0,03
LP—3 175 0,44 042 044 045 044 0,01 0,02
LP—4 325 0,89 0,92 0,78 0,87 0,87 0,05 0,06
LP—5 450 1,30 1,30 1,26 1,27 128 0,02 0,02
LP—6 600 1,74 173 1,72 1,75 1,74 0,01 0,01

Tabla 3.6: Resultados experimentales de la determinacion de la absorbancia de los patrones para

c-LDL
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Figura 3.8: Recta de calibrado obtenida con los patrones de c-1DL
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de cada muestra era calculado mediante la extrapolacién del valor de absorbancia a la recta
de calibrado. Este valor de concentracion es expresado en mg/ml.

Las concentraciones de ¢—LDL también se calcularon mediante la férmula utilizada por
Eblen-Zajjur y Eblen-Zajjur (2001), la formula de Friedewald ¢ — LDL = CT —c¢— HDL —
(TG/5), donde

¢ — LDL representa la concentracién de c—LDL en suero, en mg/ml.

CT representa la concentracion de CT en mg/ml.

¢ — HDL muestra la concentracion de c—HDL en suero en mg/ml.

TG indica la concentracion de TG en suero, en mg/ml.

3.2.4. TG

La determinacién de la concentraciéon de TG se realizé mediante la utilizacion del kit
triglicéridos MR, de Linear Chemicals. Se trata de un método enziméatico colorimétrico que

contiene los reactivos:

» R1 0 monoreactivo: formado por tampén PIPES (4cido 1,4 piperazina- N N’- dietanosul-
fonico) 50 mmol/1 pH 6,8, LPL (lipoproteina lipasa) > 12 Ku/l, Gk > 1kU/], GPO (gli-
cerofosfato oxidasa) > 10 KU/l, ATP (adenosin trifosfato) 2,0 mmol/1, Mg2*40 mmol/l,
POD > 2,5 KU/], 4-AA 0,5 mmol/], fenol 3 mmol/l, tensioactivos no iénicos 2g/1 (p/v)

y biocidas.

» Patron o calibrador: Contiene glicerol 2,26 mmol/], equivalente a 200 mg/dl de glicerol

trioleato.

El método utilizado por el kit para la determinacién de TG en suero se divide en varias eta-
pas. En primer lugar se produce una hidrélisis enzimatica de los triglicéridos a glicerol y
acidos grasos libres (FFA) por accion de la lipoprotein lipasa (LPL). Posteriormente el glice-
rol es fosforilado por el adenosin trifosfato (ATP) en presencia de glicerol-kinasa (GK) para
formar glicerol-3-fosfato (G-3-P) y adenosin difosfato (ADP). Mas tarde el G—3-P es oxida-
do por la glicerofosfato oxidasa (GPO), convirtiéndose en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
peroxido de hidrogeno. Por altimo, la accién conjunta de la peroxidasa (POD), el fenol y la
4-aminoantipirina (4-AA), se forma un cromégeno rojo proporcional a la concentracion de

triglicéridos presentes en la muestra.
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Patron  Concentraciéon Volumen
(mg/ml) (u)
TP-1 40 20 (p/10)
TP-2 75 40 (D/10)
TP-3 100 52 (D/10)
TP—4 150 80 (D/10)
TP-5 225 11 (Patrén inicial)
TP—6 300 15 (Patrén inicial)

Tabla 3.7: Volumenes de patron inicial o D/10 necesarios para obtener distintos patrones de TG

Patron  Concentraciéon de triglicéridos Ay Ag Ag Ay X DE. C.V.
(mg/ml)
TP-1 40 0,04 0,06 0,04 0,04 0,04 0,00 0,08
TP—2 75 0,10 0,09 0,10 0,10 0,170 0,00 0,03
TP-3 100 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,00 0,02
TP—4 150 0,21 0,20 0,20 0,21 0,21 0,01 0,05
TP-5 225 0,34 0,33 0,33 0,32 0,332 0,03 0,08
TP—6 300 0,52 047 046 047 048 0,03 0,05

Tabla 3.8: Resultados experimentales de la determinacion de la absorbancia de los patrones para TG

El procedimiento utilizado para la determinacion de triglicéridos fue el mismo que el
descrito para el calculo de las concentraciones de colesterol total.

En primer lugar se llevd a cabo la preparacion de los patrones de distintas concentraciones
a partir del patrén inicial (200 mg/dl). Primero se preparé la D/10, de 20 mg/dl y luego
se calcularon los volumenes (pl) de patron inicial o de D/10 que seria necesario anadir para

obtener las distintas concentraciones de patron (cuadro 3.7).

Posteriormente se procedié a la determinacién de triglicéridos. Para ello se anadian 10
1l de patron en cada cubeta de plastico de 1 cm de paso de luz. Luego se anadia cubetas 1
mL de monoreactivo manteniéndose después de mezclado 15 minutos a temperatura ambiente.
Pasado éste tiempo se procedio a la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro Hitachi
UV/VIS a una longitud de onda de 500 nm. Se realizaron 4 medidas de absorbancia para cada
patron (Ap... Ag), reflejados en la tabla 3.8. A partir de los valores obtenidos, se construy6 la

recta de calibrado (figura 3.9).

La ecuacién de la recta de calibrado es de a = 0,0017¢ — 0,0342, siendo ¢ =concentracién
v a =absorbancia.

Posteriormente se llevd a cabo la determinacion de las concentraciones de TG en las dis-

tintas muestras de suero pertenecientes a cada conejo. Se siguié el mismo procedimiento que
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Figura 3.9: Recta de calibrado obtenida con los patrones de TG

para los patrones. Se determinaron tres valores de absorbancia, A1, Ay y Ag para cada conejo,
correspondientes a las semanas 0, 1 y 2 respectivamente. Las concentracion de triglicéridos de
cada muestra era calculado mediante la extrapolacién del valor de absorbancia a la recta de

calibrado. Este valor de concentracion es expresado en mg/ml.

3.2.5. Apo-B

Para la determinacién de apo-B se utiliz6 el kit de apo—B de Spinreact. Se trata de un
ensayo turbidimétrico en el que los anticuerpos anti—apo—B forman compuestos insolubles
cuando se combinan con las apo—B de las distintas muestras, ocasionando un cambio de
absorbancia proporcional a la concentracién de apo—B de las muestras , y que puede ser
cuantificado por comparacién con un calibrador de apo-B de concentracién conocida. El kit

estd formado por tres reactivos:

» Diluyente (R1). Formado por Tris 100 mmol/l, PEG 4000, pH 7,2 y azida sodica 0,95

g/l.

» Anticuerpo (R2). Contiene IgG de cabra, anti-apo-B humana, tris mmol/l, pH 7,2 y

azida sodica 0,95 g/1.

» Calibrador o patron. Presenta una concentracion de apo—B conocida: 100 mg/dl.
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Patron  Concentracion Volumen (pl)
(mg/ml)

AP-1 20 40 (p/10)

AP—2 30 60 (D/10)

AP-3 40 80 (D/10)

AP—4 60 125 (D/10)

AP—5 80 15 (Patron inicial)

Tabla 3.9: Volimenes de patrén inicial o D/10 necesarios para obtener distintos patrones de apo—B

Patron  Concentracién de apo—-B  Aq Ao A3 Ayq X DE CV

(mg/ml)
AP 1 20 0,09 0,03 0,08 003 0,06 0,03 0,54
AP—2 30 0,06 005 0,06 0019 0,09 0,07 0,75
AP-3 40 0,22 0,21 0,23 022 022 001 0,03
AP—4 60 0,31 0,26 0,28 0,32 029 0,03 0,10
AP-5 80 0,40 0,43 045 042 043 0,02 0,05

Tabla 3.10: Resultados experimentales de la determinacion de la absorbancia de los patrones para
apo—B

A partir de este patron inicial se prepard una dilucion 10 (D/10), de 10 mg/ml. Se calcularon
posteriormente los volimenes de patron inicial o de D/10 que seria necesario utilizar para ob-
tener distintos patrones, que nos serviran posteriormente para construir la recta de calibrado.
En el cuadro 3.9 se muestran los distintos patrones (AP-1...AP-5), asi como su concentracion
(mg/dl) y los volamenes (pl) requeridos de patron inicial o D/10 para obtenerlos.

Posteriormente se procedié a la determinacién de la apo—B. Se anadieron 8ul de cada
patrén en una cubeta de polipropileno de 1 cm de paso de luz. Posteriormente, se anadioé
en cada una de las cubetas 750ul de diluyente (R1) manteniéndose después de mezclado en
un bafio termostatizado a 37°C. Se anadieron inmediatamente después 250l de anticuerpo
(R2), homogeneizando y reservando de nuevo en el mismo bafio a 37°C. Cinco minutos més
tarde se procedio a la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro Hitachi uv/vis a
una longitud de onda de 340 nm. Se realizaron 4 medidas de absorbancia para cada patron
(A1... Aq). A partir de los datos de absorbancia obtenidos y las concentraciones conocidas de
patrén (cuadro 3.10), se construy6 la recta de calibrado (figura 3.10).

La ecuacién de la recta de calibrado es a = 0,0029¢ + 0,0142, donde ¢ = concentracién de
apo—B y a = absorbancia.

A continuaciéon se procedié a la medicion de la concentracion de apo—B de las distintas

muestras. Se midi6 la absorbancia correspondiente a las distintas muestras siguiendo el mismo



132 Material y métodos

»
- wv

Absorbancia

o
w

i//ﬁ
0 &

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracion

Figura 3.10: Recta de calibrado obtenida con los patrones de apo—B

procedimiento que para los patrones. Se realizaron 3 mediciones de absorbancia por cada
conejo, Ag, A1y Ag, correspondientes a la semana 0, 1 y 2, respectivamente. Estos valores de
absorbancia extrapolados a la ecuacién de la recta de calibracién, nos permitié calcular las
distintas concentraciones de apo—B correspondientes a cada una de las muestras, expresadas

en mg/ml.

3.2.6. c—VLDL

A partir de las concentraciones obtenidas de triglicéridos para las diferentes muestras,
se procedié al calculo de las concentraciones de ¢—vLDL, utilizando para ello la férmula ¢ —
VLDL= TG/5 (Satheesh y Pari, 2008), siendo c—V LDL la concentracion de c—vLDL (mg/ml)

y TG la concentracion de TG (mg/ml).

3.2.7. 1A

El conocimiento de las concentraciones de ¢—VLDL, c-LDL y ¢—HDL facilité el calculo del

indice aterogénico, a partir de la siguiente ecuacion (Hassan y Abdel-Wahhab, 2012):

Ay ¢~ VLDL+c— LDL
- c— HDL

donde,

Al representa el indice aterogénico.
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¢ — VLDL representa la concentracion de c—VLDL, en mg/ml.
¢ — LDL representa la concentracion de c-LDL, en mg/ml.

¢ — HDL representa la concentraciéon de ¢-HDL, en mg/ml.

3.3. Equipos, material y reactivos empleados

Los reactivos que se emplearan para la realizacion del estudio se describen a continuacion:

Kit de diagndstico Linear Chemicals para la determinacion de la concentracién de CT

€Il Suero.

= Kit de diagnoéstico Linear Chemicals para la determinacion de la concentracion de c-HDL

en suero.

= Kit de diagnostico Linear Chemicals, para la determinacién de la concentracion de ¢—LDL

€Il Suero.

= Kit de diagnoéstico Linear Chemicals para la determinacion de la concentracion de TG

en suero.
= Kit de diagnostico Spinreact, para la determinaciéon de apo—B en suero.
= Agua tipo 1. Ultramatic Wasserlab, grado ultrapura.

Los equipos disponibles en nuestro laboratorio que se utilizaran para continuar con el proceso

experimental son los siguientes:

= Centrifuga modelo Kokusan H-103 N, utilizada para la centrigugaciéon de las muestras

de sangre inmediatamente después de ser extraidas del animal.

= Congelador de - 80°C modelo Skadi Green Line. Permite la congelacion, tanto de las

muestras de suero como de plasma, para evitar su deterioro.

» Espectrofotémetro Uv/vis Hitachi U—200. Se utiliza con el objetivo de medir la absor-
bancia correspondiente a cada una de las muestras de los animales, para la determinacion

de los distintos parametros bioquimicos.
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Hoja de calculo Microsoft Excel 2013, para el procesamiento de los datos.

Programa informéatico spss, para el anélisis estadistico de los resultados obtenidos.

El material que se utilizard como apoyo en el cumplimiento de los distintos procedimientos

experimentales estd reflejado en el siguiente listado:

Palomillas para la extraccion de sangre Vasocan@®) Braunule®), de Braun. Grosor 22G/1""

(0,9x25 mm) 36 ml/min, ref. 4248090.

Tubos Vacutainer®), donde se recoge la sangre que se extrae del animal. Unos contienen
citrato (BD Vacutainer@®) INC 0,109M, Ref.363047, 1,8mm, 13x75mm) y otros EDTA (BD
Vacutainer@®) sST 11 Advance Ref. 366468, 8,5 ml, 16x100 mm).

Xilol o xileno (Panreac). Se trata de dimetilbenceno, utilizado para dilatar y hacer mas

visible la vena de la que se va a extraer sangre.
Cepo. Lugar donde colocamos al animal al que se le va a extraer sangre.
Eppendorf de 0,5 ml y 1,5 ml, donde se almacenan las muestras, divididas en alicuotas.

Cubetas desechables de seccién cuadrada de plastico de 1 cm de paso de luz, para la

medicién de la absorbancia en el espectrofotémetro.

Vasos de precipitados de 100 ml y 200 ml, utilizado como medio de almacenamiento de

agua u otros reactivos, para su posterior utilizacion.

Matraces aforados 1 ml, utilizados para la elaboracién de diluciones de los patrones

empleados en la determinacién de los distintos pardmetros bioquimicos.

Bano termostatizado modelo Selecta, utilizado a 372, temperatura 6ptima para la sin-
tesis de los compuestos coloreados (a partir de la mezcla de reactivos y muestras), que
se utilizardn para la medicién de la absorbancia y posterior determinacién de la concen-

tracién de los distintos parametros bioquimicos en suero.

Pipetas de volumen variable (0,5-10 pl; 10-100 ul; 100-1000 ul) para reactivos y mues-

tras. Modelo eppendorf(®).

Pipetas Pasteur de vidrio.
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= Tubos de polipropileno de 25 ml con tapén.

3.4. Analisis estadistico

Para la realizacién del analisis estadistico de los conjuntos de datos relativos a los pesos
de los conejos, se utilizan los obtenidos al inicio, a la mitad y al final del estudio, llevindose
a cabo, en primer lugar, el analisis de la normalidad y de la uniformidad de la varianza.
La normalidad de los conjuntos de datos obtenidos para los pesos de los conejos durante el
estudio se determina mediante el test de asimetria. La prueba de Levene de homogeneidad de
varianzas sirve para determinar la uniformidad de la varianza correspondiente a estos datos.
El cumplimiento de las condiciones de normalidad y de uniformidad de la varianza en estos
valores permite la utilizaciéon posterior de los tests paramétricos: Anova de 1 via para ver la
existencia de diferencias significativas entre los pesos de los distintos grupos de tratamientos,
v el test de Duncan para ver entre qué pares de datos se producen esas diferencias. Si no
se cumple alguna de éstas condiciones, se emplean entonces test no paramétricos: test de
Kruskal-Wallis para ver diferencias entre los grupos de tratamiento y test de Wilcoxon para
diferencias entre las semanas de tratamiento.

Para el resto de los parametros estudiados (CT, c-HDL, ¢-LDL, ¢-VLDL, TG, apo-B e 1A) se
aplicara el test de asimetria para la comprobacién de la normalidad de los datos y la prueba de
Levene para la determinacién de la uniformidad de la varianza. La existencia de normalidad y
de uniformidad de la varianza permite la utilizacién de tests paramétricos: Anova de 1 o 2 vias
v test de Duncan. En caso contrario se aplican tests no parameétricos, como el test de Kruskal—
Wallis, que se utiliza para conocer la existencia de diferencias significativas en los valores
obtenidos para los distintos grupos de tratamientos. Si estas diferencias son significativas la
aplicacién del test U de Mann—Whitney permite determinar entre qué pares de grupos de
tratamiento se producen dichas diferencias. De la misma forma, el test de Friedman se emplea
para analizar la existencia de diferencias significativas entre las semanas de tratamiento. Fl
test de Wilcoxon nos sirve posteriormente para ver entre qué pares de grupos de datos se
producen dichas diferencias.

En todos los casos se utiliza como nivel de significacién para decidir si las diferencias son

o no significativas el de p<0,05.






Resultados y discusién

En este capitulo se muestran todos los resultados que se obtuvieron en el estudio que nos
ocupa. Durante el mencionado estudio fallecieron dos animales: uno del grupo control y otro
del grupo Sideritis. Estos acontecimientos ocurrieron siempre a las 5 semanas del periodo

experimental.

4.1. Peso de los animales

Durante todo el estudio se realizé un control de peso semanal a todos los animales, desde la
semana 1 a la 9, procediendo en la semana 10 al sacrificio de los animales. En los cuadros 4.1,
4.2, 4.3 y 4.4 se reflejan los datos obtenidos de estos controles de peso durante las semanas 1
a la 9 para el grupo control, colesterol, Sideritis y simvastatina, respectivamente. Los valores
de los pesos desde la semana 1 a la semana 9 se denotan por P; a Py, expresandose estos
valores en kg.

Los resultados obtenidos de los pesos iniciales (F;) y finales (Py) de los animales objeto
del proceso experimental, ademas de los incrementos de peso producidos en cada animal
(AP), asi como la media de estos incrementos de peso en cada grupo experimental (X) y sus
desviaciones estandar (DE) se hallan reflejados a modo de resumen en los cuadros 4.5, 4.6,
4.7y 4.8.

Se observa que el grupo experimental que alcanzé un mayor incremento de peso fue el
grupo colesterol (1,57 £ 0,20 kg) . El incremento de peso obtenido en los grupos tratados
con Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia y simvastatina fue inferior (1,43 + 0,24 kg

y 1,41 + 0,09 kg, respectivamente). Los valores medios de los porcentajes de incremento de
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Conejo P1 PQ P3 P4 P5 P6 P7 Pg Pg
(n°) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg)  (kg)
1 2,35 2,97 3,09 3,30 3,41 3,44 3,49 3,72 3,66
2 2,33 2,90 3,13 3,23 3,32 3,43 3,32 3,65 3,66
3 1,92 2,62 2,78 2,92 2,89 3,10 3,20 3,31 3,35
4 2,18 2,87 2,99 3,11 3,13 3,31 3,31 3,63 3,63
5) 2,38 3,05 3,14 3,22 3,31 3,43 3,46 3,58 3,57
6 1,97 2,26 2,52 2,69 2,94 2,83 2,98 3,18 3,18
7 2,05 2,34 2,51 2,75 2,94 3,00 3,14 3,26 3,52
8 2,16 2,50 2,77 2,96 3,14 3,13 - - -
9 2,14 2,52 2,69 2,89 3,01 3,12 3,31 3,48 3,62
10 2,34 2,46 2,71 2,93 3,09 3,12 3,15 3,32 3,49
X 4 DE 218+ 265+ 283+ 299+ 312+ 319+ 326+ 346+ 352+
0,16 0,28 0,24 0,21 0,18 0,21 0,16 0,20 0,16
Tabla 4.1: Pesos de los conejos del grupo control obtenidos durante todo el estudio
Conejo P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Pg Pg
(n°) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg)  (kg)
11 2,34 3,05 3,24 3,37 3,39 3,46 3,66 3,73 3,77
12 2,35 2,88 3,00 3,14 3,27 3,29 3,33 3,93 3,62
13 1,86 2,62 2,71 2,95 3,10 3,09 3,19 3,40 3,47
14 1,95 2,23 2,52 2,71 2,92 2,90 3,09 3,33 3,53
15 1,75 2,20 2,48 2,71 2,77 2,78 3,22 3,30 3,49
16 2,01 2,37 2,52 2,76 2,87 2,92 3,24 3,32 3,53
17 2,20 2,39 2,62 2,79 2,99 2,98 3,52 3,67 3,88
18 2,19 2,58 2,87 3,05 3,24 3,45 3,17 3,28 3,55
19 2,04 2,41 2,57 2,73 2,93 2,95 3,33 3,47 3,77
20 2,22 2,39 2,58 2,81 3,04 3,00 3,22 3,29 3,55
21 1,56 2,02 2,39 2,66 2,85 2,99 3,32 3,42 3,01
22 2,12 2,26 2,57 2,76 2,94 3,01 3,45 3,51 3,75
X4DE 206 £ 245+ 2674+ 287+ 3,03 307+ 331+ 3444+ 362+

024 029 025 022 019 022 016 015 0,14

Tabla 4.2: Pesos de los conejos del grupo colesterol obtenidos durante todo el periodo experimental
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Conejo P1 P2 Pg P4 P5 P6 P7 Pg Pg
(n°) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg)  (kg)
23 2,33 2,84 2,90 3,20 3,25 3,29 3,33 3,34 3,37
24 2,43 2,58 2,62 2,73 2,84 2,98 2,99 3,25 3,58
25 2,36 3,03 3,13 3,26 3,40 3,49 3,52 3,73 3,74
26 1,90 2,55 2,71 2,93 2,98 3,18 3,22 3,43 3,47
27 1,89 2,64 2,84 2,99 2,97 3,18 3,34 3,47 3.54
28 1,99 2,37 2,59 2,75 2,99 2,98 3,19 3,37 3,69
29 2,06 2,41 2,61 2,84 2,95 2,91 3,12 3,19 3.47
30 2,09 2,30 2,50 2,74 2,85 2,84 3,23 3,36 3,66
31 2,04 2,31 2,51 2,73 2,94 2,94 3,02 3,14 3,44
32 2,25 2,51 2,64 2,80 2,96 2,94 3,17 3,28 3,37
33 2,04 2,19 2,47 2,66 2,79 2,87 - - -
34 2,04 2,19 2,44 2,76 2,83 2,89 3,40 3,55 3,75

~vipp 212+ 249% 266+ 287+ 298+ 304+ 323+ 337+ 355+

0,18 0,26 0,20 0,19 0,18 0,20 0,16 0,17 0,14

Tabla 4.3: Pesos de los conejos del grupo Sideritis obtenidos durante todo el periodo experimental

Conejo P1 Pg P3 P4 P5 P@ P7 Pg Pg
(n°) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg) (kg)  (kg)
35 2,29 2,96 3,05 3.14 3,30 3,35 3,43 3,51 3,52
36 2,44 3,13 3,30 3,26 3,43 3,53 3,61 3,78 3,82
37 2,35 2,98 3,02 3.14 3,29 3,39 3,51 3,62 3,60
38 1,84 2,63 2,81 2,94 3,03 3,22 3,22 3,37 3,39
39 1,96 2,68 2,81 2,96 3,00 3,13 3,21 3,30 3,34
40 1,93 2,24 2,44 2,56 2,90 2,71 2,99 3,26 3,33
41 2,17 2,42 2,69 2,91 3,10 3,17 2,86 3,39 3,64
42 1,99 2,35 2,53 2,68 2,95 2,95 3,25 3,37 3,46
43 2,16 2,37 2,62 2,82 2,90 2,96 3,27 3,36 3,62
44 2,09 2,28 2,54 2,80 2,94 3,03 3.21 3,29 3,50
45 2,17 2,32 2,64 2,81 3,04 2,97 3,28 3,43 3,64
46 2,22 2,36 2,62 2.84 3,03 3,07 3,36 3,470 3,65

213+ 256+ 2,76 £ 291+ 3,08+ 3,12+& 327+ 343+ 354 %

XEDE “418 031 025 020 017 023 020 015 015

Tabla 4.4: Pesos de los conejos del grupo simvastatina obtenidos durante todo el periodo experimental
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Conejo P Py AP DAP
(%) (i) (kg) (e) (%)
1 2,35 3,66 1,31 95,74
2 2,33 3,66 1,33 57,08
3 1,92 3.35 1,43 74,48
4 2,18 3,63 1,45 66,51
5 2.38 3,57 1,19 50,00
6 1,97 3,18 1,21 61,42
7 2.05 3,52 1,47 71,71
8 2,16 - - -
9 2,14 3,62 1,48 69,16
10 2,34 3,49 1,15 49,15
X+ D.E. 218 +016 352+ 016 134+ 0,13 61,69 + 9,31

Tabla 4.5: Pesos de los conejos del grupo control obtenidos al comienzo y al final del periodo experi-

mental

Conejo P Py AP VYA
() (kg) (kg) (kg) (%)
11 234 377 1,42 60,78
12 2,35 3,62 1,27 53,96
13 1,86 3,47 1,61 86,32
14 1,95 3,53 1,59 81,49
15 1,75 3,49 1,74 99,60
16 2,01 3,53 1,52 75,92
17 2,20 3,88 1,69 76,45
18 2.19 3,55 1,37 62,44
19 2,04 3,77 1,72 84,47
20 9,99 3.55 1,33 59,77
21 1,56 3,51 1,95 124,87
99 9.12 3.75 1,63 76,91

X+ D.E. 205+024 362+014 157 +020 7858+ 19,63

Tabla 4.6: Pesos de los conejos del grupo colesterol obtenidos al comienzo y al final del periodo

experimental
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Conejo P Py AP VYA
(09) (kg) (g) (kg) (%)
23 2.33 337 1,04 44 64
24 2,43 3,58 1,15 47.33
25 2.36 3.74 1,38 58,47
26 1,90 3,47 1,57 82,63
27 1,89 3.54 1,65 87.30
28 1,99 3,65 1,70 85,43
29 2,06 3,69 1,41 68,45
30 2,09 3.47 1,57 75,12
31 2,04 3,66 1,40 68,63
32 2,25 3,44 1,12 49,78
33 2,04 - - -
34 2.04 3.64 1,71 83,82

X+ DE. 212+018 323+032 143+ 024 6833+ 16,08

Tabla 4.7: Pesos obtenidos de los conejos del grupo Sideritis al comienzo y al final del periodo
experimental

Conejo P Py AP %P
(%) () () (e) (%)
35 2,29 3,52 1,23 53,54
36 2,44 3,82 1,38 56,68
37 2.35 3,60 1,25 52,97
38 1,84 3,39 1,55 84,59
39 1,96 3,34 1,39 70,82
40 1,93 3,33 1,40 72,48
A1 2.17 3,64 1,47 67,93
42 1,99 3,46 1,47 74,16
43 2.16 3,62 1,46 67,69
44 2,09 3,50 1,41 67,22
45 2,17 3,64 1,47 67,74
46 2,99 3.65 1,42 63,97

X+ D.E. 213+0,18 354+0,15 141 +0,09 66,65 + 9,04

Tabla 4.8: Pesos obtenidos de los conejos del grupo Simvastatina al comienzo y al final del periodo
experimental
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peso de los distintos grupos experimentales fueron 61,69 + 9,31; 78,58 + 19,63; 68,33 + 16,08
y 66,65 + 9,04 %, en los grupos control, colesterol, Sideritis y simvastatina, respectivamente.
Los conejos que incrementaron en menor medida su peso fueron los pertenecientes al grupo
control, aunque no habia diferencias significativas en el peso entre los 4 grupos.

Se realiz6 el test de asimetria, que dio como resultado que habia normalidad y el test de
Levene indico que las diferencias entre los datos no eran significativas y por tanto habia uni-
formidad de la varianza. El cumplimiento de estas dos condiciones nos permitié la realizacién
de Anova de 1 via, que indic6 que no habia diferencias significativas entre los pesos inicial,

intermedio y final de los distintos grupos de tratamiento (p<0,05).

4.2. Andalisis de CT en suero

A partir de la recta de calibrado obtenida para el CT, cuyos datos se encuentran reco-
gidos en el cuadro 3.2 de esta memoria (Material y métodos), se procedié al calculo de las
concentraciones de CT de cada una de las muestras de suero de los animales. Los resultados
experimentales obtenidos de concentracién de CT en suero en los distintos grupos de conejos
son los que se muestran en los cuadros 4.9 , 4.10 , 4.11 y 4.12. Las variables Cgy, C; y Cs hacen
referencia a las concentraciones calculadas para las distintas muestras a partir de las ecua-
ciones de las rectas, en las semanas 0, 5 y 10, respectivamente, del proceso experimental.
El valor de AC indica el incremento o disminucién de la concentracién final con respecto a
la inicial, representandose ésta con signo negativo. Asimismo %AC representa el porcentaje
de incremento o disminucién de estas concentraciones en la semana 10 con respecto a las
concentraciones iniciales.

Las representaciones gréaficas obtenidas de los datos anteriores se hayan reflejadas en las
figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4. Las gréficas pertenecientes al mismo grupo experimental se dividieron

en dos diferentes para permitir una mejor visualizacion de las mismas.

4.2.1. Grupo control

Todos los conejos de este grupo disminuyen al final del periodo experimental los niveles
de CT, si los comparamos con los obtenidos en los inicios, a excepcién del conejo 6, que

aumenta este parametro (85,94; 41,24 y 94,77 mg/ml, en las semanas 0, 5 y 10 del periodo
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Conejo C() Cl CQ AC %AC
(0  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
1 117,71 71,82 72,41 4529  -38,48
2 63,59 68,29 01,24 -12,35  -19,43
3 91,24 59,47 50,65 40,59 -44,49
4 66,53 50,65 30,65 35,88 -53,93
5 107,12 85,94 58,88 4824 -45,03
6 85,94 41,24 94,77 8,82 10,27
7 80,65 85,35 73,00 765 -9.48
8 77,71 100,65 - - -
9 58,29 48,29 53,59 471 8,07
10 58,88 39,47 38,29 20,59  -34,97
C 79,76 65,65 58.69 2204 27,07

-
&

21,67 20,44 19,42 20,35 21,40

Tabla 4.9: Valores de concentracion de CT en suero para el grupo control en las semanas 0, 5 y 10
del periodo experimental.

Conejo Co C Ca AC RNNC
(%)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
11 92,41 938,88 864,18 771,76 835,13
12 5820 121,82 94,18 35,88 61,55
13 96,53 516,53 650,06 553,53 573,43
14 59,47 508,29 567,71 508,24 854,59
15 114,18 403,59 356,53 242.35 212,26
16 7477 33418 42124 34647 46341
17 121,82 471,82 786,53 664,71 945,63
18 78,29 524,18 658,88 580,59 741,55
19 63,59 291,24 258,88 195,29 307,12
20 106,53 308,88 535,94 429,41 403,09
21 295,35 790,65 1133.,00 837,65 283,61
22 58,29 257,12 454,18 395,88 679,11

C 101,63 £ 45560 £ 565,11 + 463,48 £ 496,71 &
DE 65,00 22845 281,21 23788 253,27

Tabla 4.10: Valores de concentracion de CT en suero para el grupo colesterol en las semanas 0, 5 y
10 del periodo experimental.
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Conejo Co C Ca AC %NC
(1)) (mg/ml) (mg/ml) (ng/ml) (mg/ml) (%)
23 90,55 141,24 290,65 240,10 475,00
2 9712 24653 13653 3941 4058
25 67,12 275,94 315,35 248,24 369,85
26 92,41 661,82 848,88 756,47 818,58
27 105,94 388,29 421,24 315,29 297,61
28 57,71 580,65 761,82 704,12 1220,18
29 95,94 177,71 108,88 12,94 13,49
30 73,00 445,94 389,47 316,47 433,52
31 81,82 408,88 701,82 620,00 757,72
32 70,64 161,24 17241 101,77 144,07

33 14594 485,94 - - -
34 207,12 573,59 716,53 509,41 24595
C 9544 378,98 442,14 35129 43787

DE 4337 177,88 257,58 261,79 366,89

Tabla 4.11: Valores de concentracion de CT en suero para el grupo Sideritis en las semanas 0, 5 y
10 del periodo experimental.

Conejo Co Cl CQ AC %AC
(1)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
35 14,76 24712 19594 151,18 337,76
36 87,12 511,24 79535 708,24 812,96
37 138,88 561,82 730,65 591,77 426,09
38 58,88 166,53 130,65 71,77 121,88
39 87,12 255,94 37,12 50,00 -57,39
40 98,88 613,59 062,41 463,53 468,77
41 90,06 315,35 424,77 334,711 371,65
42 95,35 341,24 633,59 538,24 564,47
43 99,47 175,35 260,65 161,18 162,03
44 90,06 201,82 172,41 82,35 91,44
45 92,41 25418 323,59 231,18 250,16
46 84,77 615,35 755,94 671,18 791,81
c 88,08 354,96 41859 329,61 361,80

DE 2264 17228 26844 257,94 270,44

Tabla 4.12: Valores de concentracion de CT en suero para el grupo simvastatina en las semanas 0,
5 y 10 del periodo experimental.
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Figura 4.1: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de CT frente a semana de
extraccion en el grupo control. Se incluye detalle de las grificas.
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Figura 4.2: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de CT frente a semana de
extraccion en el grupo colesterol.
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Figura 4.3: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de CT frente a semana de
extraccion en el grupo Sideritis.
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Colesterol Total Grupo Simvastatina
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Figura 4.4: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de CT frente a semana de
extraccion en el grupo simvastatina.
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experimental, respectivamente). La mayor parte de los animales disminuyen los niveles de ¢T
de forma paulatina, salvo en el caso de los conejos 2 y 7, que presentan un pico en la semana
5, para luego volver a disminuir los niveles por debajo de los iniciales. Los valores obtenidos
en estos conejos fueron 63,59; 68,29 y 51,24 mg/ml (conejo 2) y 80,65; 85,35 y 73,00 mg/ml
(conejo 7), en las semanas 0, 5 y 10 del periodo experimental, respectivamente. Los valores
méaximo y minimo alcanzados en este grupo fueron 117,71 y 30,65 mg/ml, respectivamente.

El porcentaje medio de disminucion de la concentracion de ¢t fue de 27,07 + 21,40 %.

4.2.2. Grupo colesterol

Se observa en todos los conejos una clara elevacion de los niveles de CT a medida que
pasa el tiempo. Todos los conejos presentan un incremento del valor de CT desde la semana
0 hasta la semana 5. A partir de ésta semana, hasta la semana 10 el valor de CT sigue
incrementandose salvo en el caso de los conejos 11, 12, 15 y 19, donde disminuye ligeramente
el valor, aunque alcanzando siempre al final valores superiores a los iniciales. Los valores
méaximo y minimo alcanzados en los conejos de este grupo experimental fueron 1130,00 y
58,29 mg/ml, respectivamente. En las gréficas reflejadas en la figura 4.2 se muestran estos
valores méas dispares. El 100,00 % de los conejos de este grupo increment6 los niveles de

colesterol, en un 496,71 4+ 253,27 % a lo largo de las semanas de tratamiento.

4.2.3. Grupo Sideritis

Se produce una disminucién de los niveles de CT en los conejos 24, 29 y 30 y un ligero
incremento de estos valores en el conejo 32 al final del proceso experimental, entre la semana
5 y la semana 10. Los valores obtenidos en estos conejos fueron 97,12; 246,53 y 136,53 mg/ml,
95,94; 177,71 y 108,88 mg/ml, 73,00; 445,94 y 389,47 mg/ml, en los tres primeros, y 70,64;
161,24 y 172,41 mg/ml en el cuarto. Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo
fueron 848,88 y 50,55 mg/ml, respectivamente. La tendencia general es de incremento de las

concentraciones de colesterol, en un 437,87 + 366,89 %.

4.2.4. Grupo simvastatina

Se aprecia un incremento de los niveles de CT en todos los conejos desde los inicios del

tratamiento hasta la semana 5 del tratamiento. A partir de entonces, el 41,66 % disminuye los
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niveles de CT. Se trata de los conejos 35 (44,76; 247,12 y 195,94 mg/ml), 38 (58,88; 166,53
y 130,65 mg/ml), 39 (87,12; 255,94 y 37,12 mg/ml), 40 (98,88; 613,59 y 562,41 mg/ml) y
44 (90,06; 201,82 y 172,41 mg/ml). Los valores maximo y minimo obtenidos en este grupo
fueron 795,35 y 37,12 mg/ml, respectivamente. La tendencia general es de un incremento de
los niveles de €T, en un 361,80 + 270,44 %. El grupo control fue el que mejores resultados
obtuvo, de un 100,00 % de disminuciéon, mientras que el grupo al que se le administré una
dieta estandar suplementada con un 2,00 % de colesterol incrementé los niveles en un 100,00 %.
Los grupos Sideritis y simvastatina disminuyeron en un 25 y un 41,66 % de los individuos,
respectivamente, los niveles de CT, respectivamente, si los comparamos con el grupo colesterol.
La tendencia en estos dos ultimos grupos fue de incremento de las concentraciones de CT,
en un 437,87 + 366,89 % y un 361,80 + 270,44 %, pero no tan acusada como en el grupo
colesterol. En estos grupos se apreciaron signos de disminucion de los niveles de colesterol a

consecuencia de la administracién del tratamientos a partir de la semana 5.

4.2.5. AndAlisis estadistico

Los niveles de CT experimentaron cambios a lo largo de las semanas de tratamiento para
todos los grupos experimentales. El test de Friedman mostré diferencias significativas entre
las semanas 0, 5 y 10 para este parametro (p<0,05) y el test de Wilcoxon determiné que
las diferencias estaban entre todos los pares de datos estudiados (p<0,05). Por otra parte,
la aplicacion del test de Kruskal-—Wallis mostré diferencias significativas (p<0,05) entre los
distintos grupos de tratamiento para los niveles de CT en suero (p<0,05). La suplementacion
con colesterol en la dieta de los conejos pertenecientes a los grupos colesterol, Sideritis y
simvastatina dio como resultado un incremento significativo en los niveles de CT en suero
para éstos grupos experimentales con respecto al grupo control (test U de Mann—Whitney,

p<0,05).

4.3. Analisis de c—HDL en suero

Una vez obtenida la ecuacién de la recta de calibrado para el c-HDL, cuyos datos se pueden
visualizar en el cuadro 3.4 del apartado de Material y Métodos, se procedié al calculo de las

concentraciones de c—HDL para cada una de las muestras de suero de los conejos. Los cuadros
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4.13, 4.14, 4.15 y 4.16 muestran éstos valores, expresados en mg/ml. Los valores negativos

de AC y de %AC indican una disminucion y los positivos reflejan un incremento de las

concentraciones.
Conejo Co C Cs ANC BNC
(1)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
1 25,44 24,50 20,75 -4,69 -18,43
2 24,50 21,38 16,38 -8,13 -33,16
3 31,06 22,31 21,06 -10,00 -32,19
4 26,69 20,44 17,63 -9,06 -33,96
5) 22,63 17,63 14,81 -7,81 -34,53
6 29,19 11,69 23,56 -5,63 -19,27
7 27,63 19,19 17,00 -10,63 -38,46
8 28,25 21,69 - - -
9 22,00 14,81 13,56 -8.,44 -38,35
10 16,69 12,94 12,31 -4,38 -26,22
C 25,41 18,65 17,45 -7,64 -30,51
DFE 3,96 4,28 3,73 2,26 7,53

Tabla 4.13: Valores de concentracion de c—HDL en suero para el grupo control en las semanas 0, 5 y
10 del periodo experimental

Conejo Co Cy Cq ANC DNC
(1) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
11 2544 167,94 16388 13844 54423
12 1950 1888  19.81 0,31 1,60
13 27,94 53,56 90,75 62,81 224,83
14 22,31 77,63 84,50 62,19 278,71
15 19,50 39,19 56,06 36,56 187,50
16 27,00 44,50 70,44 43,44 160,88
17 26,06 55,44 104,81 78,75 302,16
18 18,25 74,50 106,69 88,80 486,58
19 1919 22,63 21,06 188 9,77
20 21,69 21,06 84,19 62,50 288,18
21 27.00 102,63 172,94 14594 54051
22 19,50 23,88 52,63 33,13 169,87
c 22.78 58,48 85,65 62,86 266,07

DE 3,65 43,29 47,94 45,83 182,46

Tabla 4.14: Valores de concentracion de c-HDL en suero para el grupo colesterol en las semanas 0, 5
y 10 del periodo experimental.
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Conejo Co Cy Cs AC %BNC
(n°)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
23 15,75 1544 33,25 1750 111,11
24 30,75 22,00 21,38 -9,38 -30,49
25 24,81 26,06 38,88 14,06 56,68
26 27,94 59,81 118,56 90,63 324,38
27 29,50 51,06 61,69 32,19 109,11
28 19,81 111,06 160,75 140,94 711,36
29 33,88 24,19 24,81 -9,06 -26,75
30 23,88 56,69 4388 20,00 83,77
31 23,25 25,13 76,38 93,13 228,50
32 17,63 13,25 14,50 -3,13 -17,73
33 31,69 89,19 - - -
34 15,44 98,56 158,88 143,44 929,15
c 2453 4937 6845 4457 22537
DE 6,36 34,31 93,91 96,34 316,94

Tabla 4.15: Valores de concentracion de c—HDL en suero para el grupo Sideritis en las semanas 0, §
y 10 del periodo experimental.

Conejo Co C Csy ANC %NC
(n°  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
35 17,63 27,63 24.19 6,56 37,24
36 30,44 77,31 136,06 105,63 347,02
37 27,94 77,94 113,25 85,31 305,36
38 21,38 22.94 19,81 -1,56 -7,31
39 25,13 27,94 15,13 210,00 -39,80
40 30,13 119,19 132,00 101,88 338,17
41 29,81 41,38 76,69 46,88 157,23
42 25,13 30,75 109,19 84,06 334,58
43 34,19 23,56 25,44 8,75  -25,59
44 25,44 22.63 20,13 5,31 -20,89
45 26,06 20,75 47,00 20,94 80,33
46 23,88 106,38 143,25 119,38 500,00
C 26,43 49,87 71,84 4542 167,20
DE 4,45 35,62 51,89 50,69 188,25

Tabla 4.16: Valores de concentracion de c—HDL en suero para el grupo simvastatina en las semanas
0, 5y 10 del periodo experimental.



4.3 Analisis de c—HDL en suero 153

Las figuras 4.5, 4.6, 4.7 v 4.8 representan los valores de concentracion de c-HDL frente a

semana de extraccion de la muestra.

4.3.1. Grupo control

Se aprecia una disminucién de los valores de c—HDL en todos los conejos del grupo control
desde la semana 0 hasta la semana 10, pero en el caso del conejo 6 hay una diferencia, y es
que incrementa su valor de ¢—HDL desde 11,69 mg/ml en la semana 5 hasta 23,56 mg/ml en
la semana 10, siendo al final el saldo negativo, ya que disminuye mucho desde la semana 0 a
la semana 5. Los valores maximo y minimo encontrados en este grupo fueron 31,06 y 11,69

mg/ml, respectivamente. El porcentaje de disminucion de c—HDL fue de un 30,51 + 7,53 %.

4.3.2. Grupo colesterol

Todos los conejos de este grupo incrementan sus niveles de c-HDL a lo largo de la fase
experimental. La figura 4.6 muestra los incrementos alcanzados en los valores de c—-HDL para
los conejos del grupo colesterol, siendo el conejo 11 el que experimenté un aumento mas
acusado. Los valores méximo y minimo alcanzados en este grupo fueron 172,94 y 18,25 mg/ml,
respectivamente. El porcentaje de incremento de la concentracion de c—HDL en este grupo fue
de un

266,07 + 182,46 %.

4.3.3. Grupo Sideritis

Se observa un incremento generalizado de los niveles de ¢—HDL en los animales pertene-
cientes a este grupo, salvo en los conejos 24, 29 y 32, que alcanzaron los valores 30,75; 22,00
y 21,38 mg/ml, 33,88; 24,19 y 24,81 mg/ml y 17,63; 13,25 y 14,50 mg/ml, respectivamente.
Un 75,00 % de este grupo de conejos incremento6 los niveles de c—HDL. Los valores maximo y
minimo alcanzados fueron 160,75 y 13,25 mg/ml, respectivamente. El porcentaje incremental

fue de un 225,37 + 316,94 %.

4.3.4. Grupo simvastatina

Apreciamos un aumento de los niveles de c—HDL en casi todos los conejos, salvo en los

conejos 38, 39, 43 y 44, que alcanzaron los siguientes valores: 21,38; 22,94 y 19,81 mg/ml; 25,13;
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Figura 4.5: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de ¢c-HDL frente a semana de
extraccion en el grupo control.
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Figura 4.6: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de c—HDL frente a semana de
extraccion en el grupo colesterol.
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Figura 4.7: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de c—HDL frente a semana de
extraccion en el grupo Sideritis.
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Figura 4.8: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de c—HDL frente a semana de

extraccion en el grupo simvastatina.



158 Resultados y discusién

27,94 y 15,13 mg/ml; 34,19; 23,56 y 25,44 mg/ml; 25,44; 22,63 y 20,13 mg/ml, respectivamente.
Este hecho se observa en la grafica 4.8. Un 66,6 % de los conejos incrementaron los valores
de ¢c—HDL durante el periodo experimental, en un 167,20 4+ 188,25 %. Los valores maximo y
minimo alcanzados fueron 143,25 y 15,13 mg/ml, respectivamente.

El grupo que alcanz6é un menor incremento de los niveles de ¢c—HDL fue el grupo control
ya que, como cabria esperar, ningin conejo incrementa dichos niveles. El grupo colesterol fue
el que presenté al final del periodo experimental mayor incremento de los niveles de ¢—HDL.
Los grupos Sideritis y simvastatina alcanzaron valores intermedios, con un 75 y 66,6 % de los

animales en un 225,37 + 316,94 % y 167,20 + 188,25 %, respectivamente.

4.3.5. AndAlisis estadistico

El anélisis de los datos mediante el test de Friedman no mostré diferencias significativas en
los niveles de c—HDL a lo largo de las semanas 0,5 y 10 del periodo experimental, y los valores
obtenidos estuvieron muy cercanos al nivel de significacion (p<0,05). Posteriormente, la apli-
cacion del test de Wilcoxon, si revel6 diferencias significativas entre los tres grupos de datos,
para una p<<0,05. El test de Kruskal—Wallis mostré diferencias significativas en los niveles
de c—HDL entre los distintos grupos experimentales, que alcanzaron el nivel de significacién
(p<0,05). Por su parte, la aplicacion del test U de Mann—Whitney di6 como resultado la
existencia de diferencias significativas (p<0,05) entre los niveles de ¢-HDL alcanzados por los
grupos colesterol, Sideritis y simvastatina, con respecto al grupo control. También los grupos
Sideritis y simvastatina mostraron diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones

de c—HDL con respecto al grupo colesterol.

4.4. Analisis de c—LDL en suero

La recta de calibrado obtenida para c—LDL, cuyos datos se pueden visualizar en el cuadro
3.6, incluido en el apartado de Material y Métodos, permitié el célculo de las concentraciones
de c-LDL para cada una de las muestras de suero de los conejos. Los valores de estas con-
centraciones se hallan especificados en los cuadros 4.17, 4.18, 4.19 y 4.20, expresandose en
mg/ml. Los valores negativos de AC'y de %AC indican una disminucion de la concentracion

a lo largo de las semanas y los positivos informan de la existencia un incremento.
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Conejo C() Cl CQ AC %AC
(0  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
1 54,03 38,52 11,62 1241 -22,97
2 34,72 42,31 34,38 0,35  -0,99
3 45,41 33,00 27,14 18,28 -40,24
4 36,10 30,24 24,03 -12,07  -33,43
5) 43,35 34,03 31,28 -12,07  -27.84
6 40,59 30,24 45,07 4,48 11,05
7 36,45 41,97 39,55 3,10 8,52
8 34,38 55,41 - - -
9 30,93 31,97 35,07 4,14 13,38
10 30,59 25,07 23,00 759 -24.80
C 38,66 36,28 33,46 5,67  -13,04
DE 7,29 8,65 7,79 8,62 20,92

Conejo Co C Csy ANC %NC
()  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
11 4403 400,93 316,79 272,76 619.43
12 37,14 136,45 51,97 14,83 39,92
13 35,41 200,59 249,55 214,14 604,67
14 31,28 199,90 210,59 179,31 573,32
15 48,17 137,14 121,28 73,11 151,77
16 30,59 117,14 140,59 110,00 359,64
17 56,10 166,10 289,90 233,79 416,72
18 35,41 185,07 220,93 185,52 523,85
19 3472 111,62 9645 6172 177,76
20 55,00 122,66 189,21 133,79 24144
21 133,00 307,14 469,55 336,05 253,05
29 36,79 117,14 210,93 17414 47329
C 48,14 183,49 213,98 165,80 369,57
DE 2808 815 11186 9271 19517

Tabla 4.17: Valores de concentracion de c-LDL en suero para el grupo control en las semanas 0, 5 y
10 del periodo experimental

Tabla 4.18: Valores de concentracion de c-LDL en suero para el grupo colesterol en las semanas 0, 5
y 10 del periodo experimental.
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Conejo Co C Csy ANC %NC
() (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
23 28,86 54,72 101,97 73,10 253,28
24 43,35 83,69 51,28 7,93 18,30
25 33,35 94,03 107,83 74,48 223,37
26 42,31 299,21 355,76 313,45 740,83
27 50,93 137,14 140,59 89,66 176,03
28 32,66 233,35 274,03 241,38 739,18
29 40,59 71,97 48,52 7,93 19,54
30 36,45 16335 14059 10412 285,72
31 44,03 200,24 288,52 244,48 555,21
32 35,76 65,41 74,38 38,62 108,00
33 3852 159,55 - - N
34 76,45 203,69 268,17 191,72 250,79
C 41,94 147,20 168,33 126,08 306,39

DE 12,40 76,76 108,26 104,68 259,39

Tabla 4.19: Valores de concentracion de ¢-LDL en suero para el grupo Sideritis en las semanas 0, §
y 10 del periodo experimental

Conejo Co Cl CQ AC %AC
(1)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
35 38,86 103,69 81,28 241 109,14
36 42 31 203,69 327,83 285,52 674,82
37 42 31 158,52 204,72 162,41 383,87
38 32,66 63,35 51,62 18,97 58,08
39 40,59 97,14 24,04 -16,55 -40,78
40 4714 22266 192,31 14517 307,97
41 40,24 113,35 144,03 103,79 257,93
42 44,38 130,93 22231 177,93 400,94
43 43,69 76,79 95,76 92,07 119,18
44 37,83 73,00 62,31 24,48 64,72
45 46,79 97,48 129,90 83,10 177,60
46 37,14 230,24 297,83 260,69 701,95
C 41,16 130,90 152,83 111,67 267,95
DE 4,19 09,16 97,58 96,47 237,97

Tabla 4.20: Valores de concentracion de c-LDL en suero para el grupo simvastatina en las semanas
0, 5 y 10 del periodo experimental.
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Las representaciones graficas obtenidas a partir de los valores de ¢—LDL en suero frente a
la semana de extracciéon de las muestras fueron las que se presentan en las figuras 4.9, 4.10,

4.11 y 4.12.

4.4.1. Grupo control

En la mayoria de los conejos se aprecia una disminucién de los valores de c—LDL a medida
que pasa el tiempo, salvo en los conejos 6, 7, 8 y 9, que incrementan estos valores (40,59;
30,24 y 45,07 mg/ml; 36,45; 41,97 y 39,55 mg/ml; 34,38 y 55,41 mg/ml; 30,93; 31,97 y 35,07
mg/ml, respectivamente). Los valores méximo y minimo alcanzados fueron 55,41 mg/ml y
23,00 mg/ml, respectivamente. Un 60,00 % de los individuos disminuyé los niveles de este

parametro en un 13,04 + 20,92 %.

4.4.2. Grupo colesterol

Todos los conejos incrementan los valores de ¢—LDL al final del tratamiento, sin embargo
s6lo un 7,14 % de los conejos disminuy6 los valores de c-LDL con respecto a la semana 5. Los
conejos 11 y 21 son los que alcanzaron valores méas elevados (figura 4.10). El valor medio del
incremento de ¢—LDL total fue de 369,57 4 195,17 % desde los inicios hasta la semana 10 del
tratamiento. Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo fueron 469,55 y 34,72

mg/ml, respectivamente.

4.4.3. Grupo Sideritis

Los valores de c-LDL se incrementan en todos los conejos del grupo Sideritis en el periodo
comprendido entre la semana 0 y la semana 5 de forma brusca. A partir de la semana 5, los
valores siguen incrementandose muy levemente hasta la semana 10, salvo en los conejos 24, 29
v 30, que experimentan un incremento en la semana 5 y posterior disminucién en la semana 10
(43,35; 83,69 y 51,28 mg/ml, 40,59; 71,97 y 48,52 mg/ml y 36,45; 163,35 y 140,59 mg/ml en las
semanas 0, 5 y 10, respectivamente). Un 33,3 % de los conejos disminuy6 los niveles de ¢-LDL.
Los valores maximo y minimo alcanzados fueron 355,76 y 28,86 mg/ml, respectivamente. El
valor medio del incremento total de este parametro fue de 306,39 & 259,39 %, menor que el

alcanzado en el grupo colesterol.
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Figura 4.9: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de c—LDL frente a semana de
extraccion en el grupo control.
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Figura 4.10: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de c—LDL frente a semana
de extraccion en el grupo colesterol.
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Figura 4.11: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de ¢-LDL frente a semana
de extraccion en el grupo Sideritis.
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Figura 4.12: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de c-LDL frente a semana
de extraccion en el grupo simvastatina.
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4.4.4. Grupo simvastatina

Se produce un incremento de los niveles de c-LDL en los animales pertenecientes al grupo
simvastatina en la semana 5. A partir de este tiempo hasta la semana 10, los conejos 35, 38,
39, 40 y 44 disminuyeron este valor. Un 41,66 % de los conejos disminuy6 la concentracion
de c—LDL al final del tratamiento con simvastatina. Los valores maximo y minimo alcanzados
fueron de 327,83 y 24,04, respectivamente. La tendencia generalizada en este grupo fue de un
incremento de este parametro, en un 267,95 & 237,97 %, mucho menor que el incremento que

se produjo en el grupo colesterol y similar al grupo Sideritis.

4.4.5. AndAlisis estadistico

La aplicacion posterior del test de Kruskal—Wallis demostré la existencia de diferencias
significativas (p<0,05) para los niveles de ¢-LDL entre los distintos grupos de tratamiento. El
test de Mann—Whitney determiné que las diferencias se establecian entre los grupos Sideritis
v simvastatina, con respecto a los grupos control y colesterol.

Se hallaron diferencias significativas en las concentraciones de c—LDL a lo largo de las
semanas para los distintos grupos experimentales (test de Friedman, p< 0,05). Los niveles de
c—LDL se incrementaron de forma significativa hacia la mitad y la finalizacién del tratamiento
(semanas 5 y 10 del periodo experimental), con respecto al inicio del estudio (semana 0). En
la semana 10 también se incrementd de forma significativa la concentracién de c-HDL con

respecto a la semana 5 (test de Wilcoxon, p<0,05).

4.5. Andalisis de TG en suero

La ecuacién de la recta obtenida para los TG, cuyos valores se encuentran plasmados en el
cuadro 3.8 capitulo anterior (Material y Métodos), nos permiti6 calcular las concentraciones
de TG de cada muestra de suero de todos los conejos. Los resultados experimentales obtenidos
de los valores de concentraciéon de triglicéridos para los distintos grupos de conejos en suero
en las semanas 0, 5 y 10 del periodo experimental es la que se presenta en las tablas 4.21,
4.22,4.23 y 4.24. La concentracion esté expresada en mg/ml. Los valores de AC y de %AC
estdn en signo negativo cuando expresan una disminucién de la concentracién, y se hallan en

signo positivo cuando nos indican un incremento de dicha concentracién.
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Conejo C() Cl CQ AC %AC
(n?)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)

1 260,12 70,12 9541  -164,71 -63,32
2 60,12 71,29 71,29 11,18 18,59
3 107,18 48,35 51,20 -55,88  -52.14
4 100,12 48,94 4247 57,65 57,58
5 70,12 59,53 71,88 1,76 2,52
6 61,29 89,53 73,06 11,77 19,19
7 88,35 69,53 61,88  -2647  -29,96
8 90,71 62,47 - - -
9 68,94 63,65 93,65 2471 35,84
10 82,47 36,59 4541 -37,06  -44,94
C 98,04 62,00 67,37  -32,48 -19,09
DE 58,84 14,83 19,16 58,13 38,22

Tabla 4.21: Valores de concentracion de TG en suero para el grupo control en las semanas 0, 5 y 10
del periodo experimental

Conejo Co C Csy ANC %NC
(n°)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
11 156,59 86,00 96,00 -60,59 -38,69
12 87.77 61,88 8129  -647  -7.37
13 93,06 40,71 53,65 -39,41 -42.35
14 5120 6424 6424 12,94 2523
15 50,71 42,47 53,65 2,94 5,80
16 68,35 50,71 80,71 12,35 18,07
17 251,88 48,94 86,00 -165,88  -65,86
18 6247 3953 67,18 471 753

19 119,53 36,59 4365 7588  -63.48
20 17541 31,88 51,88  -123,53  -70,42

21 87,77 57,18 53,65  -34,12 38,87
22 156,00 60,12 90,12 -65,88  -42,23
c 113,40 51,69 6350  -44.90 -26,05

DE 60,96 15,14 17,63 56,78 34,21

Tabla 4.22: Valores de concentracion de TG en suero para el grupo colesterol en las semanas 0, 5 y
10 del periodo experimental
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Conejo Co C Csy ANC %NC
() (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
23 9424 5247 106,00 11,77 1249
24 10659 48,94 61,88  -4471  -41,94
25 86,00 5188 6188 2412  -2804
26 146,00 54,24 66,59 -79,41 -54,39
27 8247 4482 67,77  -1471  -17.83
28 5247 101,88 14247 90,00 171,52
29 86,00 57,08 6071  -2529  -2941
30 12718 4835 5659  -7059  -55,50
31 170,71 80,12 6835  -102,35 -59.96
32 11894 3129 4541 7353  -61,82
33 53,06 53,06 - - -
34 61,88 51,29 115,41 53,53 86,50
c 08,79 5629 7755  -2540  -7.13

DE 36,79 18,08 30,01 08,83 73,27

Tabla 4.23: Valores de concentracion de TG en suero para el grupo Sideritis en las semanas 0. 5 y
10 del periodo experimental.

Conejo Co Cl CQ AC %AC
(n°)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
35 90,12 62,47 131,29 41,18 45,69
36 130,12 51,88 126,00 412 3,17
37 138,35 63,06 94,24 44,12 -31,89

38 11424 49,53 48,94 6529 57,16
39 162,47 53,65 53,06  -10941 -67,34

40 61,38 82,47 113,06 51,18 82,70
41 81,88 48,35 63,65  -1824 2227
42 85,41 76,00 10953 2412 2824
43 107,18 54,82 4541 61,76 57,63
44 114,82 36,59 46,00 68,82  -59,94
45 136,59 36,59 4777 88,82 65,03
46 88,35 60,71 80,71 765  -8,66
8] 109,28 56,34 7997 2031 -18,04

DE 29,06 13,79 33,39 51,89 48,96

Tabla 4.24: Resultados experimentales obtenidos de los valores de concentracion de TG en suero para
el grupo simvastatina en las semanas 0, 5 y 10 del periodo experimental.
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Las representaciones gréificas correspondientes a las concentraciones de triglicéridos en
suero (mg/ml) frente a semana de extraccion de la muestra se visualizan en las figuras 4.13,

4.14, 4.15 y 4.16.

4.5.1. Grupo control

FEn la mayor parte de los individuos del grupo se observa una disminucién de los valores
séricos de TG desde los inicios hasta la semana 5. A partir de la semana 5 hasta la semana
10, los conejos 1, 3, 5, 9 y 10 incrementan de nuevo el valor de triglicéridos, mientras que
los conejos 4 y 7 lo disminuyen. La tendencia general en este grupo es de disminucién de los
niveles de TG. Los conejos 2 y 6 también incrementan de forma significativa el valor de TG,
desde el inicio del perfiodo experimental hasta la semana 5, manteniéndose este valor estable
(conejo 2), o disminuyendo (conejo 6) en el periodo comprendido entre la semana 5 y 10. En
la figura 4.13 se observa que el conejo 1 presenta unos triglicéridos iniciales més elevados que
en el resto de los conejos, mostrando posteriormente en la semana 5 un valor similar al resto
de los individuos de su grupo. Los valores maximo y minimo obtenidos en este grupo fueron
260,12 y 36,59 mg/ml, respectivamente. Un 80,00 % de los conejos de este grupo disminuyen
al final del periodo experimental los niveles de TG. En el conjunto del grupo esta disminucién

es de un 19,09 + 38,22 %.

4.5.2. Grupo colesterol

En todos los conejos (menos uno) se produce una disminucién de los niveles de TG en el
periodo comprendido entre la semana 0 y la semana 5, aumentando posteriormente sus valores
hasta la semana 10, no alcanzando en la mayoria de los casos niveles tan elevados como los
iniciales. Solamente el conejo 14, incrementa sus valores de triglicéridos hasta la semana 5 y
se mantiene estable hasta la semana 10. El conejo 17 presenta un valor inicial de triglicéridos
mas elevado que el resto de los conejos (figura 4.14). La tendencia general en este grupo es de
disminucion, en un 26,05 + 34,21 %. Los valores méaximo y minimo que encontramos en este

grupo experimental fueron 251,88 y 31,88, respectivamente.
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Triglicéridos Grupo Control
Conejos1a5
300 —.—1
250 —.—2
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® ——14
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300 —e—6
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Q —0—10
c
8 100 —o
0
0 5 10
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Figura 4.13: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de TG frente a semana de
extraccion en el grupo control.
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Triglicéridos Grupo Colesterol
Conejos 11 a 16
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250 —o—12
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Triglicéridos Grupo Colesterol
Conejos 17 a 22
300 o—17
250 —o—18
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§ —8— 20
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Q ——21
S 100 —o—22
0
0 5 10
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Figura 4.14: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de TG frente a semana de
extraccion en el grupo colesterol.
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Triglicéridos Grupo Sideritis
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Figura 4.15: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de TG frente a semana de

extraccion en el grupo Sideritis.
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Triglicéridos Grupo Simvastatina
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Figura 4.16: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de TG frente a semana de

extraccion en el grupo simvastatina.
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4.5.3. Grupo Sideritis

FEn la mayor parte de los conejos se produce una disminucién inicial de los niveles de TG,
generando un pequefio incremento posterior, pero sin alcanzar los niveles iniciales. En el conejo
28 se produce un incremento de los valores en todo el periodo experimental (52,47; 101,88 y
142,47 mg/ml). Los conejos 23 y 34 disminuyen los valores al inicio, para luego incrementarlo
(94,24; 52,47 y 106,00 mg/ml en el primero y 61,88; 51,29 y 115,41 mg/ml en el segundo, en
las semanas 0, 5 y 10 del periodo experimental). Los valores maximo y minimo alcanzados en
este grupo de conejos fueron 170,71 y 22,38 mg/ml, respectivamente. La tendencia general es

de disminucién de los niveles de TG, siendo ésta de un 7,13 £ 73,27 %.

4.5.4. Grupo simvastatina

En la mayor parte de los conejos hay una disminucién de los niveles de triglicéridos desde la
semana (0 hasta la semana 5. En las semanas 5 a 10 se produce un incremento de estos niveles,
pero sin alcanzar los niveles iniciales. Hay dos conejos en los que ese incremento posterior
da como resultado unos niveles superiores a los iniciales. Esto ocurre en los conejos 35 y 42
(90,14; 62,47 y 131,29 mg/ml y 85,41; 76,00 y 109,53 mg/ml, respectivamente).

Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo experimental fueron 162,47 y 36,59
mg/ml, respectivamente. Un 75,00 % de los conejos de este grupo disminuye los niveles de TG
al final del periodo experimental, siendo la disminucion media del grupo de 18,04 + 48,96 %.

La proporciéon de animales que disminuyen los niveles de TG es la misma en los gru-
pos Sideritis y simvastatina (75,00 %) y es muy parecida a los individuos del grupo control
(80,00 %), siendo esta disminuciéon de un 7,13 + 73,27 % (grupo Sideritis), 18,04 + 48,96 %
(grupo simvastatina) y 19,09 (grupo control). Los conejos del grupo colesterol disminuyen los
valores de TG desde los inicios del proceso experimental hasta la semana 5. Es a partir de esta
semana cuando comienzan a incrementarse los niveles de éste pardmetro en todos los conejos,

considerando en este grupo que la tendencia general es de incremento de este parametro.

4.5.5. AndAlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de concentracion de TG no mostro diferencias signi-

ficativas para los tratamientos (test de Kruskal—Wallis, p<0,05). Se observa que el grupo
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colesterol presenta una mayor disminucién en los niveles de TG que la obtenida en los grupos
simvastatina y Sideritis, pero en un menor porcentaje de los conejos, nunca alcanzando el nivel
de significacion (test U de Mann—Whitney, p<0,05). Mientras que en el grupo colesterol un
57,14 % de los individuos disminuyeron los niveles de triglicéridos, en los grupos Sideritis y
simvastatina fue de un 75,00 %.

La aplicacién del test de Friedman para buscar diferencias en los dias de tratamiento
mostré diferencias significativas en los niveles de TG a lo largo del periodo experimental. Se
hallaron diferencias significativas entre todas las semanas del periodo experimental (test de

Wilcoxon, p<0,05).

4.6. Analisis de apo—B en suero

La ecuacién de la recta obtenida de apo—B, cuyos datos se encuentran incluidos en el cuadro
3.10 del apartado de Material y métodos, nos permitié calcular los valores de concentracion
de apo-B en cada una de las muestras de suero pertenecientes a las semanas 0, 5 y 10 del
periodo experimental de cada uno de los conejos.

Los valores que se muestran en los cuadros 4.25, 4.26, 4.27 v 4.28 reflejan las concentra-
ciones de apo—B obtenidas en las distintas semanas de extraccion en los diferentes grupos de
conejos, expresados en mg/ml.

Los valores de AC'y %AC son negativos si indican una disminucion y positivos si indican

un incremento.
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Conejo Co Cl CQ AC %AC

()  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
1 5,10 5,79 5,10 0,00 0,00
2 0,62 15,10 3,03 2,41 388,57
3 32,00 13,38 12,35 -19.,66 -61,42
4 27,52 34,76 39,24 11,72 42,61
5 0,62 22,35 39,93 39,31 6330,11
6 3,03 8,21 10,62 759 250,07
7 7,86 14,07 19,24 11,38 144,73
8 15,79 13,38 - - -
9 19,93 30,97 8,55 724 4585
10 38,55 19,59 23,72 -14,83 -38,46
c 15,10 17,76 17,98 2.95 777,97

DFE 13,87 9,32 13,84 17,79 2087,82

Tabla 4.25: Valores de concentracion de apo-B en suero para el grupo control en las semanas 0,5 y
10 del periodo experimental.

Conejo Co C Ca AC %NC
(0%  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
11 22,00 29,59 34,76 12,76 58,00
12 8,55 4,41 42,35 33,79 395,15
13 26,14 35,10 39,24 16,21 62,00
14 29,93 4717 60,62 30,69 102,53
15 16,14 23,72 35,45 19,31 119,66
16 1,31 2,35 17,52 1621  1237.18
17 19,24 32,35 47,86 28,62 148,75
18 33,38 4821 53,38 20,00 59,92
19 20,28 32,35 33,03 12,76 62,92
20 23,72 14,41 40,62 16,90 71,22
21 19,93 24,41 37,52 17,59 88,23
22 35,45 36,48 54,76 19,31 54,48
C 21,34 27,55 41,43 20,34 205,00
DE 9,75 14,67 11,57 6,92 338,44

Tabla 4.26: Valores de concentracion de apo-B en suero para el grupo colesterol en las semanas 0,5
y 10 del periodo experimental.
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Conejo Co C Csy ANC %BNC
()  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
23 2855 13,03 476 2379 8333
24 29,59 18,90 2,35 -27,24 -92,07
25 33,03 27,52 1,31 -31,72 -96,03
26 38,90 10,62 752 -3138  -80,68
27 22,35 2,35 2,69 -19,66 -87,97
28 2235 3821 12,00 -1035  -46,30
29 12,69 8,55 9,93 276 -21,74
30 17,52 7.17 11,31 621 -3543
31 7.17 6,14 3,72 345 -48,08
32 34,07 37,52 33,72 -0,35 -1,01
33 18,90 8,55 - - -
34 3821 30,62 2614  -12,07 -31,59
C 25,28 17,43 10,49 -15,36 -56,74

DE 10,11 12,78 10,42 1183 32,63

Tabla 4.27: Valores de concentracion de apo-B en suero para el grupo Sideritis en las semanas 0,5 y
10 del periodo experimental.

Conejo C(] Cl CQ AC %AC
()  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (%)
35 25.45 31,66 29.93 4,48 17,62
36 34,76 27.17 26,14 862  -24.80
37 22,00 47,86 43,38 21,38 97,18
38 10,28 35,79 27,52 17,24 167,78
39 13,38 25,45 23,38 10,00 74,74
40 9,93 16,48 29,93 20,00 201,39
41 16,48 12,00 17,86 1,38 8,37
42 30,62 26,13 12,35 18,28  -59.68
43 12,00 22.35 23,03 11,03 91,95
44 25,10 34,07 10,62 1448  -57,69
45 26,48 20,28 16,83 9.66  -36,46
46 33,03 27.17 27.17 586  -17.75
c 21,63 27.20 24,01 2.39 38.55
DFE 8,98 9,48 8,94 13,74 87,33

Tabla 4.28: Valores de concentracion de apo—B en suero para el grupo simvastatina en las semanas
0,5 y 10 del periodo experimental.
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Los datos obtenidos de concentracién de apo—B en la suero de los distintos grupos de
conejos se representaron graficamente, mostrando el resultado en las figuras 4.17, 4.18, 4.19

v 4.20.

4.6.1. Grupo control

Existe una gran variabilidad en los valores de concentraciéon de apo—B obtenidos en es-
te grupo experimental. Se observa, por ejemplo, un mantenimiento de dichos valores (5,10;
5,79 y 5,10 mg/ml; Conejo 1), un incremento inicial y posterior disminucion (0,62; 15,10 y
3,03 mg/ml; Conejo 2), disminucién mantenida (32,00; 13,38 y 12,35 mg/ml; Conejo 3), o
incremento mantenido (27,52; 34,76 y 39,24 mg/ml; Conejo 4) desde el comienzo del periodo
experimental (semana 0) hasta su finalizaciéon (semana 10). Nunca se alcanzan valores muy
elevados. Un 40,00 % de los conejos incrementan sus niveles de apo—B a lo largo de las semanas
del periodo experimental. Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo fueron de
39,93 mg/ml y 0,62 mg/ml, respectivamente. El porcentaje incremental fue de un 777,97 £
2087,82 %.

4.6.2. Grupo colesterol

La tendencia general en este grupo de conejos es un incremento mantenido de los valores
de apo—B desde la semana 0 hasta la semana 10. Se observan dos excepciones, los casos de
dos conejos que disminuyen el valor de apo—B en la semana 5 para luego incrementarlo en la
semana 10. Son los conejos 12 (8,55; 4,41 y 42,35 mg/ml) y 20 (23,72; 14,41 y 40,62 mg/ml).
El 100,00 % de los conejos de este grupo incrementa los niveles de apo—B con un valor medio
de 205,00 + 338,44 %. La figura 4.18 muestra que los conejos 14 y 18 fueron los que obtuvieron
valores més elevados. Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo fueron 60,62 y

1,31 mg/ml, respectivamente.

4.6.3. Grupo Sideritis

El 100,00 % de los conejos de este grupo disminuyeron los niveles de apo—B. Los valores
méximo y minimo alcanzados en este grupo son 38,90 y 1,31 mg/ml, respectivamente. El

porcentaje de disminucion de la concentracion de este parametro fue de un 56,74 + 32,63 %.
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Figura 4.17: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de apo—B frente a semana

de extraccion en el grupo control.
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Figura 4.18: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de apo—B frente a semana
de extraccion en el grupo colesterol.
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Figura 4.19: Representacion grifica de concentracion obtenida en suero de apo—B frente a semana

de extraccion en el grupo Sideritis.
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Apo-B Grupo Simvastatina
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Figura 4.20: Representacion grdfica de concentracion obtenida en suero de apo—B frente a semana
de extraccion en el grupo simvastatina.
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Los conejos 28 y 32 mostraron un incremento més acusado con respecto a los valores de apo-B,

hecho que se halla reflejado en la figura 4.19.

4.6.4. Grupo simvastatina

En este grupo experimental los conejos 35, 37, 38, 39, 40, 41 y 43 incrementan los niveles
de apo—B a lo largo del tiempo, mientras que el resto los mantienen o disminuyen. El conejo 37
fue el que mostré un mayor incremento de este parametro (figura 4.20). Los valores méaximo y
minimo alcanzados en este grupo fueron de 47,86 y 9,93 mg/ml, respectivamente. Los niveles

de apo—B en este grupo se incrementaron en un 38,55 + 87,33 %.

4.6.5. AnaAlisis estadistico

El anélisis estadistico de los valores de concentracién de apo—B en suero para los dias de
tratamiento mediante el test de Friedman mostré que las diferencias que existen entre los dias
de tratamiento no alcanzaron el nivel de significacion (p<0,05).

La aplicacion del test de Kruskal-—Wallis para la determinacion de diferencias significativas
(p<0,05) de los valores de concentracion de apo—B entre los distintos grupos de tratamiento
dio resultados positivos. El grupo control mostré diferencias significativas con respecto a los
grupos colesterol, Sideritis y simvastatina. Asimismo el grupo colesterol mostr6 diferencias
significativas con respecto a Sideritis y simvastatina. Se encontraron también diferencias que

alcanzaron el nivel de significacion entre los grupos Sideritis y simvastatina.

4.7. CAalculo de las concentraciones de C—VLDL en suero

A partir de los valores de TG obtenidos anteriormente para cada conejo y reflejados en
los cuadros 4.21, 4.22, 4.23 y 4.24 para cada uno de los grupos experimentales, se procedié al
calculo de las concentraciones de c—VLDL en los conejos pertenecientes a los distintos grupos.
Para ello se utiliz6 la formula propuesta por (Satheesh y Pari, 2008) y descrita en el apartado
de Material y Métodos, expresando los distintos parametros en mg/ml. Los valores de AC
y %AC que tienen signo negativo indican una disminucion, mientras que los que presentan
signo positivo nos muestran un incremento en las concentraciones a los largo de las semanas

0, 5 y 10 del periodo experimental.



184 Resultados y discusién
Conejo Co 4 Cy AC %BNC
(n°) (mg/m))  (mg/ml)  (mg/m) (mg/ml) (%)
1 52,02 14,02 19,08 -32,94 -63,32
2 12,02 14,26 14,26 2,24 18,59
3 21,44 9,67 10,26 -11,18 -52,14
4 20,02 9,79 8,50 -11,53 -57,58
5 14,02 11,91 14,38 0,35 2,52
6 12,26 17,91 14,61 2,35 19,19
7 17,67 13,91 12,38 -5,29 -29,96
8 18,14 12,49 - - -
9 13,79 12,73 18,73 4,94 35,84
10 16,49 7,32 9,08 -7,41 -44.94
C+D.E. 1979 £ 11,77 12,404+ 297 13,48+ 383 -6,50 + 11,63 -19,09 + 38,22

Tabla 4.29: Valores de las concentraciones de c—VLDL para el grupo control en las semanas 0,5 y 10
del periodo experimental.

Conejo Co Ci Cy ANC BNC
(n®) (mg,/ml) (mg,/ml) (mg,/ml) (mg/ml) (%)
11 31,32 17,20 19,20 12,12 238,69
12 17,55 12,38 16,26 21,29 -7.37
13 18,61 8,14 10,73 -7.88 142,35
14 10,26 12,85 12,85 2,59 25,23
15 10,14 8,49 10,73 0,59 5,80
16 13,67 10,14 16,14 9,47 18,07
17 50,38 9,79 17,20 -33,18 -65,86
18 12,49 7.91 13,44 0,94 753
19 23,91 7,32 8,73 -15,18 -63,48
20 35,08 6,38 10,38 2471 70,42
21 17,55 11,44 10,73 26,82 -38,87
22 31,20 12,02 18,02 -13,18 -42,23

C+D.E. 22068 + 12,10 1034+ 303 13,70 £ 353 898 + 11,36 -26,05 + 3421

Tabla 4.30: Valores de las concentraciones de ¢c-VLDL para el grupo colesterol en las semanas 0,5 y

10 del periodo experimental.

En los cuadros 4.29 | 4.30, 4.31, 4.32 se muestran las concentraciones de ¢—vVLDL en mg/ml

en los grupos control, colesterol, Sideritis y simvastatina.
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Conejo Co 4 Cy AC DNC
(°)  (mg/ml)  (mg/ml)  (mg/ml) (mg/ml) (%)
23 18,85 10,49 21,20 2,35 12,49
24 21,32 9,79 12,38 -8,94 -41,94
25 17,20 10,38 12,38 -4,82 -28.,04
26 29,20 10,85 13,32 -15,88 -54.39
27 16,49 8,97 13,55 -2,94 -17,83
28 10,49 20,38 28,49 18,00 171,52
29 17,20 11,44 12,14 -5,06 -29.41
30 25,44 9,67 11,32 -14,12 -55,50
31 34,14 16,02 13,67 -20,47 -59,96
32 23,79 6,26 9,08 -14,71 -61,82
33 10,61 10,61 - - -
34 12,38 10,26 23,08 10,71 86,50
C+D.E. 17,76 £736 11,26 + 3,62 1551 + 6,00 -5,08 + 11,77 -7,13 &+ 73,27

Tabla 4.31: Valores de las concentraciones de ¢-VLDL para el grupo Sideritis en las semanas 0,5 y

10 del periodo experimental.

Conejo C[] Cl CQ AC %AC
(n%) (mg/ml)  (mg/ml)  (mg/ml)  (mg/ml) (%)
35 18,02 12,49 26,26 8,24 45,69
36 26,02 10,38 25,20 0,82 3,17
37 27 67 12,61 18,85 -8.,82 -31,89
38 22,85 9,91 9,79 ~13,06 57,16
39 32,49 10,73 10,61 21,88 67,34
40 12,38 16,49 22,61 10,24 82,70
41 16,38 9,67 12,73 -3,65 2227
42 17,08 15,20 21,91 4,82 28,24
43 21,44 10,97 9,08 -12,35 -57,63
44 22,97 7,32 9,20 13,77 -59,94
45 27.32 7,32 9,55 17,77 65,03
46 17,67 12,14 16,14 1,53 -8.66

CED.E. 2186 +580 1127 +276 1509 + 6,68 -5,86+ 10,38 -18,04 & 48,96

Tabla 4.32: Valores de las concentraciones de c-VLDL para el grupo simvastatina en las semanas 0,5

y 10 del periodo experimental.
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Las representaciones graficas correspondientes a las concentraciones de ¢-VLDL en los

distintos grupos experimentales se exponen en las figuras 4.21, 4.22, 4.23 y 4.24 .

4.7.1. Grupo control

Los conejos pertenecientes a este grupo disminuyen o mantienen los niveles de c-VLDL
durante el periodo experimental. Solamente el conejo 9 incrementa su concentracion (13,79;
12,73 y 18,73 mg/ml, respectivamente). Un 60,00 % de los conejos disminuy6 los niveles de
¢—VLDL. El conejo 1 es el que presenta un nivel inicial de c—VLDL maés elevado que el resto
de los animales (figura 4.21). Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo fueron
52,02 y 7,32 mg/ml, respectivamente. La tendencia general de este grupo es de disminucion,

que fue de un 19,09 + 38,22 %.

4.7.2. Grupo colesterol

La mayor parte de los conejos disminuyen o mantienen los valores de c—vLDL a lo largo
de tiempo. Dos conejos experimentan un incremento mas marcado, el 14 y 16 (10,26; 12,85 y
12,85 mg/ml y 13,67; 10,14 y 16,14 mg/ml, respectivamente). El conejo 17 es el que presenta
un valor inicial de ¢-VLDL mas elevado (figura 4.22). Un 85,70 % de los conejos disminuyo
los niveles de c—VLDL. El porcentaje de disminuciéon fue de un 26,05 + 34,21 %. Los valores

méaximo y minimo fueron 50,38 y 6,38 mg/ml, respectivamente.

4.7.3. Grupo Sideritis

Todos los individuos disminuyeron los niveles de ¢—VLDL, a excepcion de los conejos 23,
28 v 34 (18,85; 10,49 y 21,20 mg/ml; 10,49; 20,38 y 28,49 mg/ml; 12,38; 10,26 y 23,08 mg/ml,
respectivamente). Un 75,00 % de los conejos disminuyeron la concentracion de ¢—VLDL durante
el periodo experimental, siendo el porcentaje de disminucion del grupo de un 7,13 + 73,27 %.

Los valores méaximo y minimo alcanzados fueron 34,14 y 6,26 mg/ml, respectivamente.

4.7.4. Grupo simvastatina

Solo tres conejos incrementaron la concentracién de c-vVLDL a lo largo del tiempo. Fueron
el 35, 40 y 42 (18,02; 12,49 y 26,26 mg/ml para el primero; 12,38; 16,49 y 22,61 mg/ml

para el segundo, y 17,08; 15,20 y 21,91 mg/ml para el tercero). Un 75,00 % de los conejos
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Figura 4.21: Representacion grdfica de las concentraciones calculadas de c—VLDL para el grupo con-

trol.
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Figura 4.22: Representacion grdfica de las concentraciones calculadas de ¢—VLDL para el grupo co-
lesterol.
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Figura 4.23: Representacion grifica de las concentraciones calculadas de c—VLDL para el grupo Side-
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Figura 4.24: Representacion grifica de las concentraciones calculadas de ¢—VLDL para el grupo Sim-
vastatina.
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disminuyé los niveles de c—VLDL a lo largo del tiempo. El porcentaje de disminucién fue de
un 18,04 + 48,96 %. Los valores maximo y minimo alcanzados fueron 32,49 y 7,32 mg/ml,

respectivamente.

4.7.5. AndAlisis estadistico

La aplicacién del test de Kruskal—Wallis a estos datos no mostr6 diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0,05). Por otra parte, se hallaron diferencias significativas para los
dias de tratamiento (test de Friedman, p<0,05). La posterior aplicacion del test de Wilco-
xon (p<0,05) mostré que existian diferencias significativas (p<0,05) para todas las semanas

estudiadas.

4.8. Calculo del TA

A partir de las concentraciones de c—VLDL calculadas anteriormente para cada una de las
muestras (cuadro 4.29, 4.30, 4.31 y 4.32) y las concentraciones de ¢-HDL y ¢-LDL obtenidas
experimentalmente (cuadros 4.13, 4.14, 4.15 y 4.16 para c—HDL y 4.17, 4.18, 4.19 y 4.20 para
c-LDL) se procedié al calculo del indice aterogénico segtn la formula indicada en el apartado
de material y métodos (Hassan y Abdel-Wahhab, 2012) para cada conejo en cada grupo
experimental.

Los cuadros 4.33, 4.34, 4.35 y 4.36 representan estos datos. Los valores de AC'y de %AC
que representan un incremento se expresan con signo positivo. Al contrario, los valores que

representan una disminucién se expresan con signo negativo.
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Conejo IAO IAl IAQ ATA %AIA

(n?) (%)

1 4,17 2,14 2,93 -1,24 -29,83

2 1,91 2,65 2,97 1,06 595,67

3 2,15 1,91 1,78 -0,38 -17,50

4 2,10 1,96 1,85 -0,26 -12,25

5 2,54 2,61 3,08 0,55 21,55

6 1,81 4,12 2,53 0,72 39,90

7 1,96 291 3,06 1,10 55,92

8 1,86 3,13 - - -
9 2,08 3,23 1,38 -0,70 -33,60
10 2,82 2,50 2,61 -0,22 -7,64
IA+D.E. 2344072 272+067 246+ 064 0,07+ 082 8,02+ 35,77
Tabla 4.33: Valores de 1A obtenidos para el grupo control en las semanas 0,5 y 10 del periodo
experimental.

Conejo IAQ IAl IA2 ATA %AIA

(n?) (%)

11 2,63 4,59 4,27 1,64 62,30

12 1,99 9,45 3,75 1,76 88,72

13 2,45 8,64 6,16 3,71 151,06

14 1,67 9,95 9,72 4,05 243,32

15 4,86 9,30 5,36 0,50 10,39

16 1,77 6,01 4,98 3,21 181,54

17 3,67 7,51 6,50 2,83 76,99

18 3,29 6,04 5,18 1,89 57,32

19 2,31 11,87 11,29 8,98 387,96

20 3,91 13,67 5,37 1,45 37,18

21 9,94 6,70 9,95 -4,39 -44,14

22 1,99 9,77 7,63 5,64 283,55

IA+D.E. 337+228 797+277 598+195 2614317 128,17 + 125,64

Tabla 4.34: Valores de 1A obtenidos para el grupo colesterol en las semanas 0,5 y 10 del periodo

experimental.



4.8 Calculo del TA

193

Conejo IAO IAl IAQ ATA %AIA
(n°) (%)
23 3,03 4,23 3,70 0,68 22,29
24 2,10 4,25 2,98 0,88 41,61
25 2,04 4,01 3,09 1,06 51,79
26 2,56 5,18 3,11 0,55 21,62
27 2,29 2,86 2,50 0,21 9,32
28 2,18 2,28 1,88 -0,30 -13,59
29 1,71 3,45 2,45 0,74 43,31
30 2,59 3,05 3,46 0,87 33,57
31 3,36 8,61 3,96 0,59 17,67
32 3,38 5,41 5,76 2,38 70,37
33 1,55 1,91 - - -
34 5,75 2,17 1,83 -3,92 -68,14

IA+D.E. 271 +1,13 395+1,86 3,16+ 1,10 034+ 1,56 20,89 + 37,09
Tabla 4.35: Valores de 1A obtenidos para el grupo Sideritis en las semanas 0,5 y 10 del periodo
experimental.

Conejo IAO IAl IA2 ATA %AIA
(n°) (%)
35 3,23 4,21 4,45 1,22 37,75
36 2,25 2,77 2,59 0,35 15,57
37 2,501 2,20 1,97 -0,53 -21,19
38 2,60 3,19 3,10 0,50 19,37
39 2,91 3,86 2,29 -0,62 -21,25
40 1,98 2,01 1,63 -0,35 -17,58
41 1,90 2,97 2,04 0,15 7,64
42 2,45 4,75 2,24 -0,21 -8,57
43 1,91 3,72 4,12 2,22 116,36
44 2,39 3,55 3,55 1,16 48,68
45 2,84 5,05 2,97 0,12 4,34
46 2,30 2,28 2,19 -0,10 -4,53

IA+D.E. 2444041 338+099 27 +089 0,33+ 0,84 14,72 4+ 39.00

Tabla 4.36: Valores de 1A obtenidos para el grupo simvastatina en las semanas 0,5 y 10 del periodo

experimental.
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Las representaciones graficas correspondientes a los valores de indice aterogénico frente a

semana del periodo experimental se representan en las figuras 4.25, 4.26, 4.27 y 4.28 .

4.8.1. Grupo control

Se produce un incremento del 1A en los conejos 2, 5, 6 y 7. El resto de conejos disminuyen
este nivel desde el comienzo hasta el final del periodo experimental. Un 50,00 % de los animales
disminuyeron los valores de éste pardmetro. El porcentaje de incremento global en este grupo
fue de un 8,02 £ 35,77 %. Los valores maximo y minimo alcanzados en este grupo fueron 4,17

y 1,38 mg/ml, respectivamente.

4.8.2. Grupo colesterol

Hay un incremento del 1A en todos los conejos, a excepciéon del 21, en el que se observa
una disminucion de este parametro en un 44,14 %. Los valores maximo y minimo encontrados
fueron 13,67 y 1,67 mg/ml, respectivamente. El porcentaje de incremento global en este grupo

fue de un 128,17 4 125,64 %.

4.8.3. Grupo Sideritis

Se observa una disminucién del 1A en los conejos 28 y 34, que alcanzaron los valores 2,18;
2,28; 1,88 v 5,75; 2,17; 1,83, respectivamente, en las semanas 0, 5 y 10 del periodo experimental.
Un 16,6 % de los individuos disminuyo el 1A, siendo el conejo 31 el que alcanzo valores mas
elevados, como se aprecia en la figura 4.27. Los valores maximo y minimo encontrados fueron
8,61 v 1,55. La tendencia general en este grupo fue de un incremento en el valor de éste

parametro, de un 20,89 £ 37,09 %.

4.8.4. Grupo simvastatina

Apreciamos una disminucién del indice aterogénico en los conejos 37, 39, 40, 42 y 46. Un
41,66 % de los conejos disminuyeron el valor del 1A. Los valores méaximo y minimo alcanzados

fueron 5,05 y 1,63, respectivamente. El porcentaje de incremento fue de un 14,72 + 39,00 %.
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Figura 4.25: Representacion grifica de los valores del 1A calculados para el grupo control.
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Figura 4.26: Representacion grifica de los valores del 1A calculados para el grupo colesterol.
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Figura 4.28: Representacion grifica de los valores del 1A calculados para el grupo simvastatina.
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4.8.5. AndAlisis estadistico

El test de Kruskal-Wallis determiné que habia diferencias significativas (p<0,05) en el 1A
para los distintos tratamientos del estudio. Las diferencias estaban entre el grupo control y los
grupos colesterol y Sideritis y entre el grupo colesterol y los grupos Sideritis y simvastatina
(test de Wilcoxon p<0,05). Por otra parte, el test de Friedman indic6 que habia diferencias
significativas (p<0,05) entre las distintas semanas de tratamiento. El test de Mann-Whitney
permitié identificar que las diferencias estaban entre todos los grupos de semanas estudiados
(p<0,05).

En el cuadro 4.37 se resumen los valores medios, asi como las desviaciones estandar iniciales
y finales obtenidas de los parametros principales estudiados para todos los grupos experimen-

tales.

4.9. Discusion de los resultados

La administraciéon de una dieta hipercolesterolémica esté asociada normalmente a un in-
cremento de peso corporal. Por el contrario, Naruse et al. (1994) observé entre los resultados
proporcionados por sus estudios que el grupo de conejos a los que habia administrado una
dieta hipercolesterolémica habian incrementado en menor medida su peso que aquellos perte-
necientes al grupo control, a los que no se habia adicionado colesterol a su dieta (incrementos
de 1,25 + 147 kg v 868 £ 82 kg, respectivamente, en la semana 12 de tratamiento). En nuestro
estudio se observa que aunque no existen diferencias significativas entre los pesos alcanzados
por los distintos grupos experimentales a lo largo de las semanas 0, 5 y 10 de tratamiento, el
grupo colesterol fue el de mayor incremento de peso en porcentaje, con un 78,58 + 19,63 %.
En otras ocasiones estas diferencias de peso entre los distintos grupos no son apreciables. Por
ejemplo, Cheong et al. (2010) estudio el efecto de la administracion de la planta Spirulina
platensis sobre varios grupos de conejos hipercolesterolémicos durante 8 semanas, no existien-
do apenas diferencias de peso entre los conejos tratados con la planta y los no tratados. En
este estudio se observa que los conejos pertenecientes al grupo Sideritis, al que se administré
la planta, presentan un incremento de peso similar al alcanzado por los conejos a los que se
administré simvastatina. El incremento alcanzado en el grupo Sideritis fue de 1,43 £+ 0,24 kg

, siendo la media porcentual de incremento de peso de un 68,33 + 16,08 %. El grupo control
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Grupo CONTROL

Grupo COLESTEROL

Grupo SIDERITIS Grupo SIMVASTATINA

Pardmetro Semana 0 Semana 10 Semana 0 Semana 10 Semana 0 Semana 10 Semana 0 Semana 10
cT 79,76 + 58,69 + 101,63 = 565,11 £ 95,44 + 442,14 £+ 88,98 + 418,56 £+
(mg/ml) 21,67 19,42 65,00 281,22 43,37 257,58 22,64 268,44
c—HDL 2541 + 17,45 + 22,78 + 85,65 + 24,53 + 68,45 + 26,43 + 71,84 +
(mg/ml) 3,96 3,73 3,65 47,94 6,36 53,91 4.45 51,89
c—LDL 38,66 + 33,46 + 48,14 + 213,98 £+ 41,94 + 168,33 &+ 41,16 + 152,83 +
(mg/ml) 7,29 7,79 28,08 111,86 12,40 108,26 4,19 97,58
TG 98,94 + 67,37 + 113,40 + 68,50 + 98,79 + 77,55 + 109,28 + 79,97 +
(mg/ml) 58,84 19,16 60,96 17,63 36,79 30,01 29,06 33,39
APO-B 15,10 + 17,98 + 21,34 + 41,43 + 25,28 + 10,49 £+ 21,63 &+ 24,01 £+
(mg/ml) 13,87 13,84 9,75 11,57 10,11 10,42 8,98 8,94
c—VLDL 19,79 + 13,48 + 22,68 + 13,70 £ 17,76 £ 15,51 £+ 21,86 + 15,99+
(mg/ml) 11,77 3,83 12,19 3,53 7,36 6,00 5,81 6,68
A 2,34 + 2,46 + 3,05+ 2,93 + 2,71 £ 3,16 + 2,44 + 2,76+
0,72 0,64 1,05 0,91 1,13 1,10 0,41 0,89

Tabla 4.37: Resumen de las medias y desviaciones estandar iniciales y finales de los parametros bioquimicos estudiados en los grupos control, colesterol,

Sideritis y simwvastatina.
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fue el de menor incremento de peso en porcentaje, con un 61,69 + 9,31 %.

La administraciéon de una dieta rica en grasas genera un incremento de los niveles de
CT en suero, generando depésitos de colesterol en la pared arterial y desembocando en una
aterosclerosis (Anwar et al., 2007). En nuestro estudio se incrementaron los niveles de CT en
aquellos grupos experimentales a los que se le habia administrado una dieta enriquecida en
colesterol (2%), no ejerciendo por supuesto esta dieta ninguna accion protectora cardiovas-
cular. Asi pues, los valores de CT alcanzados por los grupos colesterol (496,71 + 253,27 %),
Sideritis y simvastatina (437,87 4 366,89 % y 361,80 + 270,44 %, respectivamente) fueron muy
superiores a los obtenidos por el grupo control, encontrandose diferencias significativas en los
resultados obtenidos entre este grupo y los tres primeros. Por otra parte, Patil et al. (2010)
estudio el efecto de la administracién de distintas dosis del extracto metandlico de Celastrus
paniculatus (25, 45, 65 y 75 mg/kg) durante 6 semanas a ratas, observando un decrecimiento
dosis-dependiente de los niveles de CT tras la administracién de las distintas dosis del extrac-
to, hasta los 65 mg/kg, dosis a partir de la cual se obtenian los mismos valores de colesterol,
independientemente de que aumentara esta dosis. Nuestra planta en estudio obtuvo buenos
resultados, ya que aunque incrementé los niveles de CT en mayor medida que el grupo control
(éste experiment6 una disminucion de un 27,07 %) , este incremento fue similar al experimen-
tado por el grupo simvastatina y menor que el obtenido en el grupo colesterol. Los valores de
CT variaron a lo largo de todo el periodo experimental, encontrandose diferencias significativas
en los niveles de CT obtenidos en las semanas 0, 5 y 10 y apreciando signos de disminucién de
los niveles de colesterol a consecuencia de la administraciéon de los tratamientos a partir de la
semana 5.

Se sabe que el incremento de los niveles de c-HDL supone un beneficio adicional para
el organismo a la reduccién de los niveles de c-LDL por las estatinas. Por lo tanto, este
incremento se utiliza como estrategia adicional para reducir el riesgo cardiovascular de un
individuo (Badimon et al., 2010). La administracién de la planta Ilex paraguarensis a ratas
hipercolesterolémicas dié como resultado una disminucién de los niveles de c—HDL a los grupos
a los que se habia administrado una dieta rica en colesterol, alcanzando aproximadamente la
mitad de los niveles que en los grupos que no estaban alimentados con una dieta rica en
colesterol (Bravo et al., 2014). Por contra, en nuestro estudio la administracion de la planta

Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia a los conejos generé un incremento significativo
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de los niveles de ¢-HDL (225,37 4+ 316,94 mg/ml), al igual que el grupo simvastatina (167,20
+ 188,25 mg/ml), pero inferior al grupo colesterol, que incrementé sus valores en 266,24 +
182,68 mg/ml. El grupo control experimenté una disminucion significativa de 30,51 £ 27,53
mg/ml, con respecto a los demés grupos experimentales. Las variaciones encontradas los
niveles de c—HDL en las semanas 0, 5 y 10 no alcanzaron el nivel de significacion. Esto podria
deberse a la variabilidad existente entre las distintas concentraciones de ¢—HDL. Hay otros
autores que afirmaron que los niveles elevados de ¢—HDL en la poblaciéon japonesa aumentan
la predisposicion a enfermedades como el infarto agudo de miocardio (Cui et al., 2012).

EL c-LDL es el mayor transportador de colesterol en el plasma, constituyendo su forma
oxidada (ox—LDL) un importante papel en el desarrollo de la aterosclerosis. La administracion
de la planta Hypericum lysimachoides a conejos hipercolesterolémicos disminuy6 de forma
significativa los niveles de ¢-LDL, ejerciendo una accion protectora cardiovascular (Hakimoglu
et al., 2007). En nuestro estudio, los conejos a los que se les habia administrado Sideritis
hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia y simvastatina, ademas de colesterol, no incrementaron
de forma excesiva los valores de c-LDL (306,39 + 259, 39 mg/ml y 267,95 + 237,97 mg/ml)
en comparacion con el grupo colesterol (369,57 + 195,17 mg/ml), encontrandose entre los
dos grupos primeros y el tercero diferencias significativas. También se encontraron diferencias
que alcanzaron el nivel de significacién entre los grupos Sideritis, simvastatina y colesterol
con respecto al grupo control, que experimenté una disminucién en estos niveles de 13,04 +
20,92 mg/ml. Nuestra planta presenta, por tanto, un perfil protector frente a enfermedades
cardiovasculares. Lu et al. (2012) encontraron que la administracion de 5 mg/kg, 10 mg/kg y
20 mg/kg de alicina gener6 una disminucion de los niveles de ¢—LDL de un 57,92 %, 56,83 % y
43,72 %, en los conejos hipercolesterolémicos con respecto a los controles. La administracion de
nuestra planta a distintas dosis puede ser un factor a tener en cuenta en futuras investigaciones.

Se sabe que una concentracion muy elevada de TG postprandiales es causa de enfermedades
como el infarto de miocardio y la enfermedad cardiaca isquémica y muerte (Nordestgaard
et al., 2007). Un estudio realizado por Shaguir et al. (2012) mostro el efecto hipolipemiante
de la planta Carum carvi tras su administracién a ratas hiperlipidémicas. Se produjo un
incremento significativo de los niveles de TG en aquellas ratas que habian ingerido una dieta
rica en colesterol, en comparaciéon con el grupo control. La administracién del extracto acuoso

de Carum Carvi descendi6 de forma significativa los niveles de TG en comparacién con el grupo
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colesterol. En todos los grupos experimentales de nuestro estudio se produjo un descenso
de los niveles de TG, a excepcién del grupo colesterol, que mostré una disminucién en el
periodo comprendido entre las semanas 0 a 5, mientras que experimenté un incremento de
las semanas 5 a 10. Esto pudo deberse a que en la semana 5 se produjo un actimulo excesivo
de lipidos, mostrando a partir de entonces signos de hipertrigliceridemia. Los grupos Sideritis
y simvastatina disminuyeron las concentraciones de triglicéridos en la misma proporcién. En
este caso las variaciones entre las concentraciones de TG de los distintos grupos experimentales
no alcanzaron en ningin momento el nivel de significacién, siendo las variaciones entre las
distintas semanas significativas.

Actualmente se considera que la apo—B es un factor predictivo de enfermedad cardiovas-
cular mucho mas potente que los parametros lipidicos convencionales (entre ellos, la ¢-LDL),
ya que nos proporciona mucha méas informaciéon sobre el nimero de particulas aterogénicas
existentes (Diaz et al., 2005). En nuestro estudio, el grupo al que se le administré la planta
Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia es el que presentd un mejor perfil de proteccion
frente a enfermedades cardiovasculares respecto a la evaluacion de apo—B. Es el tnico gru-
po que obtuvo una tendencia global de disminucién de los niveles de apo-B, en un 56,74 +
32,63 %. Ningun conejo incremento los valores de apo—B en este grupo. El resto de los grupos
sf incrementaron los niveles de apo—B; el grupo control en un 40,00 %, el grupo simvastatina
en un 50,00 % y el grupo colesterol en un 100,00 %. Existen casos en los que la administra-
cién de una planta no genera un perfil tan claro con respecto a la apo—B. Por ejemplo, la
administracién de un alimento rico en esteroles vegetales no produjo apenas variaciones en
los niveles de apo—B en un grupo de poblacién japonesa con respecto a los individuos que no
habian ingerido ese alimento (0,98 + 0,18 g/l y 1,04 £+ 0,19 g/, respectivamente) (Ntanios
et al., 2002).

FEn todos los grupos de tratamiento de nuestro estudio hay una mayoria de conejos que
disminuyen la concentracién de c—vLDL a lo largo del tiempo. El grupo colesterol es el que
presenta un mayor porcentaje de conejos que disminuye la concentracion de ¢-VLDL (85,7 %),
siendo esta variacion mucho més acusada en éste grupo que en el resto de los grupos de tra-
tamiento (60,00 % en el grupo control; 75,00 % en los grupos Sideritis y simvastatina). De la
misma forma, los conejos pertenecientes al grupo colesterol disminuyen en mayor proporcion

la concentracion de c—VLDL que el resto de los grupos: el grupo control en un 19,09 + 38,21 %,
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el grupo colesterol en un 26,618 + 34,21 %, y los grupos Sideritis y simvastatina en un 7,13
+ 73,27 y un 18,04 + 48,96 %, respectivamente. Esto puede deberse a que los conejos perte-
necientes al grupo colesterol emplean una mayor proporciéon de c—vVLDL para la formacién de
¢—LDL, siendo la concentracion de este dltimo parametro mucho mas elevada que en el resto de
los grupos. Un estudio realizado por (Satheesh y Pari, 2008) mostré que la administracion de
la planta Pterocarpus marsupium a ratas diabéticas hiperlipidémicas llevd a una disminucién
de los niveles de c—vLDL, ademés de c—LDL y CT.

Los incrementos de 1A encontrados en los distintos grupos de tratamiento de nuestro
estudio fueron 0,07 + 0,82 mg/ml, 128,17 + 125,64 mg/ml, 0,34 £+ 1,56 mg/ml y 0,33 £
0,84 mg/ml en los grupos control, colesterol, Sideritis y simvastatina, existiendo diferencias
significativas entre estos valores. Estas diferencias se encontraron entre el grupo colesterol y
todos los demés y entre el grupo control y el grupo de Sideritis. La formula utilizada para
el calculo del 1A fue la propuesta por (Hassan y Abdel-Wahhab, 2012), expresada en funcion
de los valores de ¢-VLDL, ¢-LDL y ¢-HDL. Segiin Movahedian et al. (2009), la administracion
del extracto etandlico de las partes aéreas de la planta Peucedanum pastinacifolium Boiss. y
Hausskn. a ratas hipercolesterolémicas gener6 una disminucién de los valores de 1A en estos
animales, no existiendo tampoco diferencias significativas entre los niveles de este parametro
entre los distintos grupos de tratamiento. En este caso la férmula utilizada para el calculo del
indice aterogénico se encontraba en funcién de las variables CT y ¢c-HDL.

Esta evaluacién experimental en conejos muestra diferencias significativas en cuanto a los
resultados obtenidos de los distintos pardmetros medidos en los grupos control y colesterol,
a excepcién de c—vLDL y TG. El primer grupo, al que se le habia administrado una dieta
estdndar, apenas incrementa los niveles finales de CT, c-LDL, c-VLDL, TG, apo—B e IA. Genera
un incremento, eso si, de los niveles de c-HDL (accion protectora) y de peso corporal. Por
otra parte, la adicion de un 2,00 % de colesterol en la dieta de los conejos incluidos dentro del
grupo colesterol, produjo grandes incrementos relativos en todos los pardmetros estudiados,
no ejerciendo esta dieta, por supuesto, ninguna accién protectora cardiovascular. El grupo
control también mostré diferencias significativas comparandolo con los grupos Sideritis y sim-
vastatina en los niveles de todos los parametros bioquimicos, a excepcién de c—VLDL y TG. Las
diferencias encontradas entre los valores alcanzados por el grupo colesterol y los grupos Side-

ritis y simvastatina fueron significativas para todos los pardmetros bioquimicos a excepcion



4.9 Discusiéon de los resultados 205

de CT, ¢c-VLDL y TG. Estos resultados se deben a que aunque el efecto protector de los grupos
Sideritis y simvastatina es elevado, el enriquecimiento con colesterol en la dieta en éstos dos
iltimos grupos no permitié el mantenimiento de los niveles sanguineos de forma similar al
grupo control, pero si disminuirlos en comparacion con el grupo colesterol. No hubo diferencias
significativas en los niveles de colesterol total de los grupos colesterol, Sideritis y simvastatina,
probablemente debido a que a estos grupos se les administré la misma proporcién de colesterol
en la dieta.

La administracion de Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia proporcioné buenos
resultados, ya que su administracion a los conejos generd a dosis de 1,18g/kg/dia efectos si-
milares a los obtenidos por simvastatina a dosis de 1,2 mg/kg/dia, no existiendo diferencias
significativas en los resultados obtenidos para los distintos parametros bioquimicos entre am-
bos grupos de tratamiento. Todos los resultados expuestos anteriormente nos muestran que
Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia es una planta con gran potencial antiaterogénico
e hipocolesterolemiante, ya que retine las condiciones necesarias para obtener un buen perfil
protector frente a enfermedades cardiovasculares, obteniendo valores sanguineos muy similares
a los que proporciona simvastatina: disminuye los niveles de CT, ¢c—LDL, TG, apo—B y ¢—VLDL
circulantes, ademés de incrementar los valores de c—HDL. Estos efectos son méas notorios a
partir de la semana 5 de tratamiento con la planta, por lo que seria necesario realizar nuevos
estudios méas prolongados en el tiempo para conocer los efectos de la administracién de esta
planta a largo plazo.

Distintos parametros pueden haber influido en los resultados de nuestro estudio. Uno
de ellos es la dosis administrada de Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia , la forma
de administracion de ésta y el tiempo de dicha administracién (duracion del estudio). La
modificacion de cualquiera de estas variables o las tres a la vez podian haber producido cambios
en los efectos observados en los conejos. Existen estudios en los que se evaltia la administracion
de una planta variando las condiciones anteriores para ver cudl es el que genera efectos mas
favorables. Por ejemplo, Arroyo et al. (2007) evalué el efecto de la administracion de distintas
dosis del extracto hidroalcohoélico de Zea Mays (250,500 y 1000 mg/kg) durante dos meses. La
dosis de 1000 mg/kg no tuvo efecto sobre el nivel de CT, pero si las dosis de 250 y 500 mg/kg,
cuya administracion generd niveles inferiores de CT que el grupo control. No se evidenciaron

diferencias entre estos dos ultimos grupos. Se apreci6 también una reduccion de 7,3 mg/ml en
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los niveles de TG para el grupo al que se le administro6 la dosis de 500 mg/kg comparado con
el control. Alisi et al. (2008) administraron distintas dosis del extracto acuoso de la planta
Urtica dioica (100,200 y 300 mg/kg/dia) durante 41 dias, obteniendo una disminucién de los
valores de CT, TG, c-HDL y c—LDL mucho més acusada en los animales a los que se administro
la dosis mayor. El trabajo realizado por Marinou et al. (2010) sirve como modelo para para ver
los distintos efectos que se pueden conseguir tras la administracion de diferentes extractos de
una misma planta, en funcién de los componentes de cada uno. Este estudio se realizd durante
un periodo de 3 meses, durante los cuales se administré un 1,00 % del extracto metanolico
de la planta a un grupo y un 5,00 % del extracto ciclohexano a otro grupo de animales. Se
obtuvieron unos niveles de c—HDL mas altos y c—LDL més bajos en los animales a los que se
les administraron los extractos con respecto al grupo control, obteniendo ademas el extracto
metandlico un mayor efecto antioxidante y un mayor decrecimiento de las lesiones de la aorta.
Hirunpanich et al. (2006) evalué el efecto de la administracién de varias dosis del extracto
acuoso de Hibiscus saddariffa L. (200, 500 y 1000 mg/kg) a distintos tiempos. La dosis de
250 mg/kg no mostro ningun efecto hipocolesterolemiante. Sin embargo, la administracion
de las dosis de 500 y 1000 mg/kg mostraron una disminucién del colesterol sérico de 15,00 y
20,00 %, respectivamente, a las 4 semanas, y de un 22,00 y 26,00 %, respectivamente, a las 6
semanas, ademas de una disminucion en los niveles de triglicéridos séricos de 13,00 y 11,00 %,
respectivamente, a las 4 semanas, y de 33,00 y 28,00 %, respectivamente, a las 6 semanas,

siendo mayores estas disminuciones que en los animales no tratados.

En otros trabajos se valoran, ademés del perfil lipidico del animal, otros pardmetros como
exdmenes de tipo histolégico de las arterias y los érganos extraidos, asi como por ejemplo
medicién de la actividad antioxidante de la planta, que profundizan en el conocimiento que
podamos tener del efecto de la administracién de una planta. Seria interesante tener en cuenta
estos aspectos para estudios posteriores con Sideritis hyssopifolia, L. subsp. hyssopifolia. Visa-
vadiya et al. (2009) evaluaron la actividad antioxidante de los extractos etanolico y acuoso de
Sesamum indicum mediante distintos tests «in vitro» , basados en la capacidad captadora de
radicales libres O2-,0H- y NO-, o en la capacidad protectora de estructuras biolégicas (c—LDL,
tanto la fraccion sérica como la mitocondrial). Los resultados muestran la actividad antioxi-
dante del extracto etanélico, contribuyendo esta planta con su rol protector en la patogénesis

de la aterosclerosis. Shukla et al. (2004) evaluaron el efecto antioxidante del extracto acuoso
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de la corteza de Ficus bengalensis mediante la determinacion de los niveles de sustancias reac-
tivas al acido tiobarbitturico (TBARS), glutation reducido (GsH), superoxido dismutasa (SOD),
catalasa, glutation peroxidasa (GSH-PX) y glutation reductasa. En el grupo tratado se observa
una disminucién de la peroxidacion lipidica, evidenciada por la caida de TBARS y aumento de
GSH, ademas de un incremento significativo de enzimas antioxidantes: SOD, catalasa y GSH-PX.
Ramirez-Tortosa et al. (1999) evaluaron el efecto de la administracion del extracto etanolico
obtenido de los rizomas de Curcuma alonga en conejos hipercolesterolémicos. La medicién del
grado de oxidacién de las moléculas de c-LDL por los métodos TBARS y de induccién de hi-
droperé6xidos da como resultado el valor més bajo para el grupo al que se habia administrado
la dosis menor de la planta. Ademads la concentraciéon de vitamina E en el plasma fue mayor
también en el grupo al que se le habfa administrado una dosis menor. Marinou et al. (2010)
analizé las lesiones histopatolégicas producidas en la aorta de los conejos determinando el
grosor de la capa intima, acumulacién de las células espumosas, infiltrados mononucleares,
formacién de capa fibrosa y nivel de lipidos. Las lesiones en miocardio se clasificaron de 0 a
3 y las lesiones hepaticas de 0 a 4 en funcién del edema intersticial, fibrosis e infiltrados de
células espumosas.

Es importante ademas el conocimiento de los posibles reacciones adversas de nuestra planta
en cuestiéon y el efecto que produce su administraciéon en el hombre. Por ejemplo, Ozdemir
et al. (2008) evaluo el efecto de la administracion del extracto acuoso de Origanum Onites
en el hombre, por su posible acciéon antioxidante. Se obtuvieron mejoras significativas en la
funcién endotelial de la arteria braquial, ademas de efectos beneficiosos en los parametros
lipidicos en suero tras la administracién del extracto acuoso de la planta. La disminucion de
CRP indic6 un menor riesgo de estos pacientes de padecer un infarto de miocardio en el futuro.

Por ultimo, la posible variabilidad en los resultados encontrada entre los distintos conejos
pertenecientes al mismo grupo experimental en nuestro estudio puede ser debida a factores
genéticos que influyan en el grado de sensibilidad de un determinado animal frente a la accion
hipolipemiante de la planta. Por otra parte debe destacarse que el contenido en principios
activos de un producto vegetal tanto cuantitativo como cualitativo, est4 propenso a variacio-
nes, porque son productos del metabolismo de las plantas, que por ser seres vivos presentan
una gran diversidad genética, afiadiéndole a esto ademés la influencia de los factores medio

ambientales.






Conclusiones

1. Durante el periodo de tiempo que duré el ensayo todos los animales aumentaron de
peso, siendo mayor el incremento en los conejos que recibieron sélo colesterol que en los
grupos alimentados con colesterol y Sideritis (té de pefia) o colesterol y simvastatina,
no alcanzando estas diferencias observadas entre los distintos grupos experimentales el

nivel de significacion (p<0,05).

2. Los incrementos de los valores de colesterol total (CT) fueron mucho mayores en el
grupo alimentado con colesterol que en el grupo control, aunque estos incrementos fueron
menos acusados y similares entre si en los que ademaés de colesterol recibian simvastatina
o Sideritis en la dieta, encontrandose diferencias significativas entre los grupos colesterol,

Sideritis y simvastatina y el grupo control.

3. Los incrementos detectados en los valores de las lipoproteinas de alta densidad (c—HDL)
fueron mayores en el grupo colesterol que en los grupos control, Sideritis y simvastatina,
encontrandose que estos dos dltimos valores fueron muy similares entre si y mostrando
diferencias significativas entre los grupos colesterol, Sideritis y simvastatina y el grupo

control y entre los grupos Sideritis y simvastatina y el grupo colesterol.

4. Los incrementos detectados en los valores de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL)
fueron menores y similares en los grupos simvastatina y Sideritis que en el grupo su-
plementado solo con colesterol, siendo estos incrementos a su vez mucho mayores que
los alcanzados en el grupo control y encontrandose ademaés diferencias significativas en-
tre los grupos Sideritis y simvastatina con respecto al grupo control y con el grupo

colesterol.
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Conclusiones

10.

. Se observa una disminucion en los niveles de triglicéridos (TG) y de lipoproteinas de

muy baja densidad (c-VLDL) muy similar en todos los grupos experimentales, siendo
esta disminucién ligeramente inferior en el grupo colesterol que en el resto de los grupos,

no existiendo diferencias significativas entre los distintos grupos en ningan caso.

. Los valores de apolipoproteina-B (apo-B) unicamente en el grupo Sideritis presentan

una tendencia global de disminucién, existiendo diferencias significativas entre todos
los grupos: control con respecto a colesterol, Sideritis y simvastatina; colesterol frente a

Sideritis y simvastatina y entre los grupos Sideritis y simvastatina.

Se aprecia un incremento en los valores de indice aterogénico (1A) en todos los grupos
experimentales, siendo este incremento mucho mas acusado en el grupo colesterol que
en los grupos control, Sideritis y simvastatina, observandose incrementos muy similares
en estos dos ultimos grupos y hallandose diferencias significativas entre el grupo control,
colesterol y Sideritis y entre los grupos alimentados anicamente con colesterol (colesterol

y Sideritis y colesterol y simvastatina).

. Los efectos hipolipemiantes y protectores cardiovasculares obtenidos con la planta Side-

ritis hyssopifolia son muy similares a los que resultan de la administracién del farmaco
simvastatina: el incremento de peso fue menor en ambos grupos que en el grupo co-
lesterol; los valores de colesterol total (CT), lipoproteinas de baja densidad (c-LDL),
apolipoproteina—B (apo—B) y lipoproteinas de alta densidad (c—HDL) también fueron
menores que en el grupo colesterol, aunque solo hubo diferencias significativas en los
dos tltimos parametros. Finalmente, los valores de lipoproteinas de muy baja densi-
dad (c—vLDL) y de triglicéridos (TG) sufrieron en estos dos grupos un incremento con

respecto al grupo colesterol, sin que las diferencias fueran significativas.

. La variabilidad en los resultados obtenidos en los pardmetros bioquimicos en suero

dentro del grupo experimental alimentado con colesterol y Sideritis hyssopifolia puede
deberse a la diversidad genética entre individuos, dado que dicha respuesta es muy

similar a la obtenida en el grupo al que se le administré colesterol y simvastatina.

Para confirmar los hallazgos de este trabajo experimental, son necesarios estudios do-

sis/respuesta a mas largo plazo antes de realizar ensayos clinicos en fase L.
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