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ABREVIATURAS.

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

CE: Colesterol esterificado

CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
C-HDL: Colesterol de las lipoproteinas de alta densidad
CL: Colesterol libre

C-LDL: Colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
CT: Colesterol total

EAC: Enfermedad arterial coronaria

HA: Hipoalfalipoproteinemia

HDL: Lipoproteina de alta densidad

HOMA RI: Modelo de homeostasis para determinar resistencia a la insulina
HTA: Hipertension

HTG: Hipertrigliceridemia

ICAM-I: Molécula de adhesién intracelular tipo |

IL-I: Interleucina |

IMC: indice de masa corporal

LCAT: Lecitin colesterol acil transferasa

LDL: Lipoproteina de baja densidad

LDLox: LDL oxidadas

LE: Lipasa endotelial

LH: Lipasa hepéatica

PAF-AH: Factor activador de plaquetas acetilhidrolasa
PCR: Proteina C reactiva

PL: Fosfolipidos

PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos

PON-1: Paraoxonasa

Qmr: Quilomicrones remanentes

SR-BI: Receptor pepenador B tipo |

TAD: Tension arterial diastolica

TAS: Tension arterial sistolica

TG: Triglicéridos

TNFa: Factor de necrosis tumoral

TRC: Transporte reverso de colesterol

VCAM-I: Molécula de adhesion vascular tipo |

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad



RESUMEN.

Aunque los valores bajos de C-HDL son aceptados universalmente como un factor de riesgo independiente
para desarrollar EAC, existen algunas condiciones con valores muy bajos de C-HDL tales como la Apo A-
Imilano, 12 deficiencia LCAT y la enfermedad de ojo de pescado, que en general no se asocian con la EAC.
Esto puede deberse a que las HDL son una clase muy heterogénea de lipoproteinas con subespecies que
difieren en composicion de apolipoproteinas y lipidos, tamafio, densidad, carga y propiedades funcionales.
El objetivo del presente estudio fue analizar simultineamente varias caracteristicas de las HDL que
incluyeron su composicion quimica, distribucion de subclases, eflujo de colesterol in-vitro, actividades de
algunas proteinas y enzimas involucradas en el TRC (LCAT, CETP y PLTP), asi como las concentraciones
de VCAM-1 en plasma, en sujetos con C-HDL bajo con EAC (G1), en sujetos con C-HDL bajo sin
manifestaciones clinicas de EAC (G2), y en un grupo de controles sanos y concentraciones normales de C-
HDL (G3). Esto pudiera permitir la identificacion de caracteristicas especificas de las HDL que
proporcionen mayor poder de prediccion del desarrollo de EAC que las concentraciones de C-HDL.

La distribucion de las subclases de HDL, su composicion en lipidos y proteinas, la actividad de las
proteinas y enzimas involucradas en su metabolismo, y el eflujo de colesterol fueron semejantes en los
grupos 1y 2 de nuestro estudio. En comparacién con el grupo con C-HDL normal, los dos grupos de
sujetos con C-HDL disminuido mostraron menor actividad LCAT, actividad PLTP aumentada, particulas de
HDL enriquecidas en triglicéridos y menor eflujo de colesterol. Estos resultados sugieren que el transporte
reverso de colesterol es deficiente en los sujetos con C-HDL bajo, pero nuestro estudio no permitié
identificar diferencias entre los pacientes HA con EAC y los sujetos con C-HDL bajo sin cardiopatia. Por
otra parte, el sindrome metabolico fue més frecuente en el grupo con HA EAC +, lo que podria explicar la

presencia de cardiopatia en este grupo.
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INTRODUCCION.

Descripcion de las HDL.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés), son complejos macromoleculares,
caracterizados por su alta densidad (1.063-1.21 g/ml), y pequefio tamafio (5-17 nm)i, Figura 1. En su forma
madura, el centro hidréfobo de las HDL contiene ésteres de colesterol y una pequefia proporcion de
triglicéridos (TG), rodeados por una monocapa de fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas (apos)
que estabilizan la estructura de la lipoproteina y son cofactores de algunasas enzimas. Sus componentes
proteicos principales son la apo A-1y la apo A-Il, pero también contienen apo A-1V, apo C (I, Il y Ill) y apo E.
Ademaés de las apos, las HDL tienen otras proteinas involucradas en su metabolismo y remodelacion, entre
ellas, la lecitin:colesterol acil transferasa (LCAT), y las proteinas de transferencia de ésteres de colesterol
(CETP), y de fosfolipidos (PLTP)i.Otras moléculas con funcién antioxidante como la paraoxonasa (PON-1)

y el factor activador de plaguetas acetilhidrolasa (PAF-AH)ii también forman parte de las HDL.
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Figura 1. Representacion esquematica de la lipoproteina de alta densidad (HDL,
por sus siglas en inglés).



Papel de las HDL en la enfermedad arterial coronaria (EAC).

En las ultimas 2 décadas se ha mostrado consistentemente una relacién inversa e independiente entre las
concentraciones de colesterol de HDL (C-HDL) y el riesgo de desarrollar enfermedad arterial coronaria
(EAC)vvv, Se ha estimado que por cada mg/dl de disminucion en el C-HDL, el riesgo de desarrollar
enfermedad aumenta 2 a 4%i, independientemente de la presencia de otros factores de riesgo, como
edad, hipertension, tabaquismo, obesidad y el aumento del colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL, por sus siglas en inglés)vii, Por otra parte, el papel protector de las HDL contra la aterosclerosis, ha
sido apoyado por estudios que muestran una reduccion de eventos cardiovasculares asociados al aumento
de C-HDL, en respuesta al tratamiento con agentes farmacoldgicos*x,

Mecanismos ateroprotectores de las HDL.

El mecanismo preciso mediante el cual las HDL ejercen su accion protectora contra la aterosclerosis, no ha
sido bien definido. Sin embargo, su capacidad para remover el colesterol de los tejidos extrahepéticos
mediante el proceso conocido como transporte reverso de colesterol (TRC), su efecto antioxidante y su
capacidad anti-inflamatoria, son algunos de los mecanismos antiaterogénicos propuestos.

Transporte reverso de colesterol.

En 1968 GlomsetXi propuso que la funcion antiaterogénica de las HDL podria estar relacionada con su
capacidad para remover y transportar el colesterol de los tejidos periféricos (incluyendo la pared de las
arterias), hacia el higado para su reciclamiento o excrecion en la bilis. Esta via de TRCxii es muy dindmica,
pero se puede resumir en cinco pasos (Figura 2): (1) La apo A-l libre y/o las particulas de HDL pre-f3 (HDL
nacientes [HDLn], pobres en lipidos), producidas en el intestino, el higado, o bien generadas durante la
lipdlisis de los remanentes de quilomicrén (Qmr), inician el eflujo de colesterol y fosfolipidos al interaccionar
a través de su apo A-l con receptores celulares especificos, como el transportador de membrana

dependiente de ATP (ABCA-1 por sus siglas en inglés)Xv, y el receptor pepenador B tipo | (SR-BI por sus



siglas en inglés)x. (2) El colesterol libre captado por las HDL es esterificado por la enzima LCAT, e
incorporado hacia el centro hidrfobo de la lipoproteina. (3) Por accion de la CETP, la particula de HDL
intercambia el colesterol esterificado por triglicéridos, con las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL,
por sus siglas en inglés) y con las LDL. De este intercambio resultan particulas de HDL enriquecidas en
triglicéridos. (4) La particula de HDL enriquecida en triglicéridos es remodelada por la accion de la proteina
de transferencia de fosfolipidos (PLTP), y de las enzimas lipasa hepética (LH) y lipasa endotelial (LE). La
accion de estas enzimas genera particulas de HDL empobrecidas en lipidos (HDL pre-B) y apo A-l libre
que pueden reiniciar el ciclo. Por tanto, el TRC puede considerarse como un ciclo, en el que los aceptores
de colesterol se regeneran constantemente para ejercer su funcion de remover el colesterol excedente de
los tejidos extra-hepaticos. (5) Finalmente, el colesterol captado por las HDL puede ser depurado
selectivamente en el higado por el receptor SR-B1, la particula completa de HDL también puede ser
depurada por el receptor para apo E. Por otro lado, la interaccion de las HDL con las lipoproteinas que
contienen apo B, favorece que el colesterol transferido a estas lipoproteinas, sea finalmente depurado a
través del receptor para apo B. También se ha encontrado que la apo A-I pobre en lipidos y la apo A-I libre,

pueden ser endocitadas y catabolizadas en el rifion a traves del receptor cubilina/megalina.
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Figura 2.Transporte reverso de colesterol.



Subclases de HDL

Como ha sido descrito previamente, a lo largo del TRC las HDL son constantemente remodeladas,
generando varias subpoblaciones, que difieren tanto en sus propiedades fisicas (densidad, tamafio y
carga), como quimicas (composicion en lipidos y proteinas). Existen varios métodos para clasificar a las
particulas de HDL: Con base en su densidad de flotacion, determinada por ultracentrifugacion analitica, se
encuentran dos subpoblaciones principales las HDL, (1.063-1.125 g/ml) y las HDL3 (1.125-1.21 g/mlyvi,
Mediante electroforesis no desnaturalizante en gradiente de poliacrilamida se separan por tamafio 5
diferentes subclases, denominadas HDL 2a (12-9.7 nm), HDL 2b (9.7-8.8 nm), HDL 3a (8.8-8.2 nm), HDL
3b (8.2-7.8 nm) y HDL 3c (7.8-7.2 nm)¥i, Con el método de electroforesis en 2 dimensiones en gel de
agarosa, las HDL son separadas por tamafio y carga, en 6 subfracciones con migracion o (pre-au, ou1, pre-
o, o, pre-az y oz de mayor a menor tamafo), y 2 subfracciones con migracion 8 (pre-f2 y pre-1)wii. La
cromatografia de inmunoafinidad es otra forma de clasificar a las HDL, con este método se separan 2
subclases, las que sélo contienen apo A-l denominadas Lp A-l, y las que contienen tanto apo A-I como
apo A-Il (Lp A-I/A-11)16, Se ha encontrado que la mayor parte de la apo A-l esta en la fraccion de HDL con
movilidad electroforética o (a-Lp A-l), y que esta subfraccion contiene practicamente todo el colesterol de
HDL (C-HDL) cuantificado rutinariamente en el laboratorioX*. Recientemente se aplicd la resonancia
magnética nuclear para determinar los tamafios de las diferentes lipoproteinas en plasma total. Con este
método se han determinado 5 subfracciones de HDL que van de H1 a H5 con un tamafio promedio de
particula de 11.5 a 7.5 nm. Las subclases H5, H4 y H3, corresponden a las HDL grandes o HDL,, mientras
que H2 y H1 corresponden a las HDL pequefias 0 HDLz*.

Dada la diversidad de metodologias que existen para clasificar las subclases de HDL, hasta la fecha no
existe un consenso en cuanto al tipo de particula de HDL que confiere mayor proteccion contra la

aterosclerosis. En estudios de casos y controles en los que se han analizando las subfracciones de HDL
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por gradiente en gel de poliacrilamida, se sugiere que el riesgo de EAC puede incrementar cuando los
indices HDL2o/HDLsc y HDLow/HDL3, Son bajos®ixxi, Con el método de electroforesis en dos dimensiones,
se encontrd que los sujetos con EAC se caracterizaron por tener una concentracion significativamente
menor de la subfraccion a-1, y concentraciones significativamente mas altas de las subfracciones a-3 y
prep-1xii. Mas adn, en un estudio de seguimiento, la disminucion en la subpoblacion a-1 y el aumento en
la -3 predijeron el desarrollo de eventos cardiovasculares futurosv.,

Asociacion de LCAT, CETP y PLTP con la EAC.

LCAT. Utilizando lecitina como donador de &cidos grasos insaturados, la LCAT es la enzima responsable
de esterificar el colesterol libre presente en la lipoproteinas circulantes®v. Esta enzima actua
preferentemente sobre las HDL, ya que contienen apo A-l que es su principal activador. En humanos, las
mutaciones en gen de la LCAT se asocia con disminucion parcial o total en la actividad de la enzima. En
estos pacientes también se encuentran concentraciones reducidas de apo A-l 'y apo A-ll, debido a un
catabolismo incrementado de las HDL nacientes enriquecidas en colesterol librexvi,

Primero porque la actividad LCAT se asocia directamente con las concentraciones de C-HDL*i, En
segundo lugar, porque estudios en primates no-humanos han mostrado que la expresion transitoria de
LCAT humana incrementa significativamente el catabolismo de la lipoproteinas que contienen apo Bxvii,
Finalmente, porque existen evidencias de que esta enzima tiene propiedades antioxidantes ya que in vitro
se ha observado que puede hidrolizar fosfolipidos oxidados en LDL*x, La LCAT puede considerarse una
enzima ateroprotectora.

CETP. La redistribucion de ésteres de colesterol, triglicéridos y en menor medida fosfolipidos, entre las
HDL y VLDL y/o LDL, mediada por la CETP constituye una via indirecta para la depuracion hepética del
colesterol removido de los tejidos periféricos por las HDL**. En presencia de concentraciones normales de

VLDL la transferencia de ésteres de colesterol se realiza preferentemente de las HDL a las LDL, y el
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colesterol es finalmente depurado a través del receptor hepatico para apo B. En caso de incremento en
VLDL el colesterol de HDL es transferido de manera preferencial hacia esta particula lipoprotéica. Por esta
via se generan particulas de VLDL grandes y enriquecidas en colesterol que son precursoras de las LDL
pequefas y densas, consideradas como el tipo de lipoproteina con mayor potencial aterogénico®, La
participacion de la CETP en el proceso de aterosclerosis parece depender principalmente de la
concentracion de triglicéridos3t. En la hipertrigliceridemia la CETP favorece la disminucion de C-HDL, da
lugar a la formacion de lipoproteinas aterogénicas e incrementa el riesgo de eventos cardiovasculares i,
PLTP. La accion de la LPL (lipasa lipoprotéica, por sus siglas en inglés) hidroliza los triglicéridos de los
quilomicrones y las VLDL, y genera particulas remanentes de quilomicron y de VLDL*ii, En un proceso
favorecido por la accion de la PLTP, es removido exceso en fosfolipidos de estas particulas remanentes,
formando HDL nacientes®xv, Estudios in vitro han mostrado que en forma dependiente de tiempo y de
concentracion de sustratos®, la accién de la PLTP sobre las HDLs, puede generar tanto particulas mas
grandes como mas pequefias, sugiriendo que la PLTP ejerce también un efecto de remodelacién en las
HDL. La notable reduccion en la progresion de la aterosclerosis observada en modelos animales con
deficiencia de PLTPxi y |a asociacion directa e independiente de su actividad con el riesgo de EAC en
humanos»»ii, sugieren que esta proteina es potencialmente proaterogénica. Sin embargo, la PLTP también
ha mostrado propiedades ateroprotectoras, ya que promueve la formacion de HDL pre-, y favorece el
eflujo de colesterolxvii,

HDL y sus propiedades antioxidantes.

La modificacion oxidativa de las LDL (LDLox) en la intima arterial es un factor clave en el desarrollo de la
placa de ateroma. El efecto antioxidante de las HDL ha sido atribuido a su contenido en enzimas capaces
de degradar lipidos oxidados (PON-1, PAF-AH y LCAT) . Un estudio in-vitro mostro que al incubar
LDLox con HDL disminuye tanto la susceptibilidad a la oxidacion, como la cantidad de lipidos oxidados en

LDL y sugirio que las HDL pequefias (HDLs) tienen una mayor capacidad antioxidante, respecto a las HDL
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grandes (HDL2)¥. Por otro lado, los ratones que no expresan los genes de PON-1 y PAF-AH tienen mayor
susceptibilidad para desarrollar aterosclerosis, lo cual apoya el potencial ateroprotector de estas enzimas.
Ademas, se ha observado que la apo A-I puede unir los lipidos oxidados de las LDL y removerlos. La
hidrdlisis y remocion de lipoperoxidos de las LDLox disminuye el estrés oxidativo, evita su acumulacion en
la intima arterial, y por tanto previene el desarrollo de la aterosclerosis.

HDL y su propiedades anti-inflamatorias.

La adhesion de monocitos al endotelio vascular mediada por la accion de las moléculas de adhesion es
uno de los eventos tempranos en la aterogénesis. La expresion de la molécula de adhesion vascular tipo |
(VCAM-I), la molécula de adhesion intracelular tipo | (ICAM-I), la selectina-E, y selectina-P, se producen en
respuesta a la accion de citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa) y la interleucina-
| (IL-1). Las moléculas de adhesion, parecen estar implicadas tanto en la aterogénesis temprana, como en
la progresion y maduracion de las placas de ateromaxii. En cultivo de células endoteliales humanas se ha
mostrado que las HDL disminuyen la expresion de moléculas de adhesion inducida por TNF-a., esta
respuesta es dosis-dependiente y el efecto maximo se observa a concentraciones fisiologicas de HDL. Las
HDL pequefias (HDLs), son méas eficientes que las grandes (HDL;) para ejercer este efecto anti-
inflamatorioiii. Al parecer, la forma de las HDL y su contenido en fosfolipidos, influye notablemente en su
capacidad para inhibir a las moléculas de adhesion, las HDL esféricas que contienen apo A-l y linoleil-
fosfatidilcolina son las mas activas en esta funcion*2.

Los estudios en animales de experimentacion han proporcionado evidencias del efecto anti-inflamatorio de
las HDL in-vivo. Al aumentar las concentraciones de HDL mediante la sobre-expresion de apo A-l en
ratones deficientes de apo E (modelo animal de aterosclerosis), disminuyen las concentraciones de

moléculas de adhesion y el reclutamiento de monocitos en la intima arterial<v. En humanos, la disminucién
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en los valores de C-HDL se asocia a un incremento en la concentracion de moléculas de adhesion
solubles, lo que constituye un indicador de la expresion de las mismas en el endotelio vascular<v.

Aunque los valores bajos de C-HDL son aceptados universalmente como un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de EAC#4%68 no todos los sujetos con HA desarrollan aterosclerosis. De hecho, existen
algunas condiciones con valores muy bajos de C-HDL tales como la Apo A-Imiano, la deficiencia LCAT y la
enfermedad de ojo de pescado, que no siempre se asocian con EACV, Esto puede ser debido a que las
HDL constituyen una clase muy heterogénea de particulas lipoprotéicas con subespecies que difieren en
composicion de apolipoproteinas y lipidos, tamafio, densidad, carga y propiedades funcionalest. Por tanto
el objetivo del presente estudio fue analizar simultaneamente varias caracteristicas de las HDL que
incluyeron su composicion quimica, distribucion de subclases, eflujo de colesterol in-vitro, actividades de
algunas proteinas y enzimas involucradas en el TRC (LCAT, CETP y PLTP), asi como las concentraciones
de VCAM-1 en plasma, en sujetos con C-HDL bajo que han desarrollado EAC, en sujetos con C-HDL bajo
pero sin manifestaciones clinicas de EAC, y en un grupo de controles sin manifestaciones clinicas de EAC
y con concentraciones normales de C-HDL. Esto pudiera permitir la identificacion de caracteristicas
especificas de las HDL que proporcionen mayor poder de prediccion del desarrollo de EAC que las

concentraciones de C-HDL.
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MATERIAL Y METODOS.

Disefio del estudio. Se realizd un estudio transversal de casos y controles. Los casos fueron pacientes
con hipoalfalipoproteinemia (HA) y enfermedad arterial coronaria (EAC) (G1), y los controles fueron sujetos
que también tenian HA pero sin manifestaciones clinicas de EAC (G2). Ademas, se incluyd un tercer grupo
de sujetos sin EAC y con valores normales de C-HDL (G3). Se incluyeron Unicamente sujetos del sexo
masculino, de 30 a 60 afios de edad, con cifras de C-HDL menores a 35 mg/dL para los sujetos HA (Gl y
G2), y entre 40-60 mg/dl para el grupo (G3). Se excluyeron del estudio sujetos con TG > 250 mg/dl,
aquellos con tratamiento con drogas que afectan las concentraciones de lipidos y lipoproteinas y los que
presentaban abuso de alcohol, diabetes mellitus, enfermedad hepatica, renal o tiroidea.

Descripcidn del estudio. De la consulta externa del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” se
seleccionaron pacientes con diagndstico bien establecido de EAC, que tuvieran HA, y que cumplieran con
los criterios de inclusion y exclusion. Los grupos G2 y G3 se constituyeron con trabajadores del Instituto
Nacional de Cardiologia y sus familiares, y con empleados y padres de estudiantes de una escuela
secundaria en la que estamos realizando estudios sobre factores de riesgo coronario. Las caracteristicas
del estudio fueron explicadas a todos los participantes y Unicamente se incluyé a los que firmaron su forma
de consentimiento informado, y no tuvieron antecedentes personales ni familiares de EAC.

A cada sujeto se le realizd una exploracion clinica que incluy6 la aplicacion de un cuestionario, previamente
validado, para averiguar la presencia de manifestaciones clinicas de EAC, y conocer su historia personal y
familiar de infarto agudo del miocardio, hipertension arterial (HTA), obesidad y diabetes mellitus. Ademas
de obtener informacion sobre el consumo de cigarrillos y alcohol, estilo de vida, tipo de ocupacion y
actividades desarrolladas durante el tiempo libre. La tension arterial sistolica y diastélica fue determinada
en todos los sujetos, después de 5 min. de reposo, utilizando un baumanoémetro de mercurio, reportando el

promedio de la segunda y la tercera determinacion.
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En ayuno de 12 hrs., y después de que el individuo permaneci6 en posicion sedente por 15 min., sin
estasis venosa, se obtuvo una muestra de sangre utilizando tubos con EDTA (1 mg/ml). El plasma se
separo del paquete celular por centrifugacion a 2500 r.p.m. durante 20 min. a 4 °C. Las determinaciones de
lipidos y lipoproteinas se realizaron dentro de los 3 dias siguientes a la toma de muestra. Para otras
mediciones, el plasma se dividid en alicuotas que se mantuvieron a —70 °C utilizando aprotinina (100
KIU/ml) y benzamidina como conservadores.

Anélisis de laboratorio.

Para la determinacion de lipidos y lipoproteinas y la composicion quimica de las HDL, se utilizd un
autoanalizador Hitachi 902 (Boheringer Mannheim). El colesterol total (CT), triglicéridos (TG) y fosfolipidos
(PL) se cuantificaron por métodos enzimaticos colorimétricos (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania) y
para el colesterol libre (CL) se utilizé un estuche comercial (Wako Chemicals, USA). El colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) se determind mediante un método enziméatico homogéneo (Roche
Diagnostics, Mannheim Alemania)Vi, El colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) se estimé
con la formula de Friedewald modificada por De Long*Vii, El colesterol esterificado contenido en las HDL se
calculo mediante la siguiente formula CExpL=(CThpL-CLnpL)*1.68Xx, La glucosa se determind por el método
de glucosa oxidasa (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania), y las concentraciones plasmaticas de apo
Al, apo B y proteina C reactiva (PCR) se midieron por inmunonefelometria (Dade Bhering, Marburg
Alemania) en un autoanalizador BN ProSpec (Dade Bhering). La insulina fue cuantificada por
radioinmunoandlisis utilizando un estuche comercial (DPC, Los Angeles CA).

Las subpoblaciones de HDL fueron determinadas en HDL aisladas por ultracentrifugacion secuencial,
mediante electroforesis en gradiente (4% al 30%) en gel de poliacrilamida en condiciones nativas (PAGE)..
Como referencia se utilizaron estandares de alto peso molecular (Amersham Biosciences, England) con
didmetros conocidos (tiroglobulina 17 nm, ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.2

nm, y albdmina 7,1 nm). Previa tincion con azul de Coomassie R250, las proporciones relativas a las
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diferentes subpoblaciones de HDL se cuantificaron por densitometria con un scanner BIO-RAD GS 670.
Los cortes utilizados fueron: HDL3. 7.8-7.2nm, HDL3y 8.2-7.8 nm, HDL3, 8.8-8.2 nm, HDL2, 9.7-8.8 nm y
HDL2a 12.9-9.7 nm.
El contenido de apolipoproteinas en la subfraccion de HDL se determind semicuantitativamente mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)!, en gradiente del 4% al 21%. Las proteinas fueron
tefiidas con azul de Coomassie. Las apolipoproteinas fueron identificadas de acuerdo a su peso molecular
(apo A IV 46 KD, apo E 34 KD, apo Al 28 KD, apo All 17 KD, apo CI 8.8 KD, apo Cll 6.6 KD), utilizando
marcadores de peso molecular conocido (Fosforilasa 97 KD, albumina 66 KD, ovoalbimina 45 KD,
anhidrasa carbonica 30KD, inhibidor de tripsina 20.1 KD, a-lactoglobulina 14.4 KD). Tomando el porcentaje
de area bajo la curva, correspondiente a cada proteina, se cuantificd por densitometria la proporcion
relativa de cada apolipoproteina.
Actividad LCAT. La actividad de esta enzima se determiné in vitro, por el método del proteoliposoma
marcado, descrito por Chen y Albersli, EI ensayo consiste en incubar durante 60 min. a 37°C 5ulL de
plasma, con 100uL de proteoliposomas formados por apo Al:fosfatidilcolina:[H3]-Colesterol (0.8:250:12.5),
en presencia de albimina sérica bobina (ASB) al 2% y B-mercaptoetanol 0.1M, en un buffer salino (TRIS
10mM, NaCl 140mM, EDTA Na, 1mM, pH=7.4). Al terminar el periodo de incubacion los lipidos fueron
extraidos con una mezcla de cloroformo:metanol (2:1). El colesterol libre fue separado del esterificado por
cromatografia en capa fina, utilizando como eluyente una mezcla de éter de petréleo, éter etilico y &cido
acetico (90:10:5). Las bandas correspondientes al colesterol libre y al esterificado se identificaron usando
un estandar interno después de ser reveladas con yodo. En cada banda se cuantifico la radioactividad, y la
actividad LCAT se calcul6 con la siguiente formula:

% actividad=CE/(CL+CE)*100.

La actividad se expresa en nmoles de colesterol esterificado, por mL de plasma, por hora.
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Actividad CETP. La actividad de esta proteina se cuantifico in vitro, empleando el método descrito por
Tollefelson y Albers'ii con algunas modificaciones. Se utilizaron HDL3-3H como particulas donadoras de
ésteres de colesterol y, como particulas aceptoras, un pool de lipoproteinas que contienen apo B
(VLDL/LDL), en presencia de 5uL de plasma problema. Estos tres componentes se incubaron en un buffer
salino (TRIS 10mM, NaCl 140mM, EDTA Na, 1mM, pH=7.4) durante 16hrs. a 37 °C. Transcurrido el
periodo de incubacion, se tomd una alicuota de la mezcla de reaccion para cuantificar las cuentas totales.
Al resto se adicionaron 50uL de reactivo precipitante de heparina/Mn2* para cuantificar, por diferencia, la
radioactividad transferida a las VLDL/LDL. La actividad CETP se calculé en la forma siguiente:
Y%transferencia=(Cuentas precipitadas/Cuentas totales)*100.
La actividad CETP se expresa como el porcentaje de ésteres de colesterol transferidos, por mL de
muestra, por hora.
Actividad PLTP. La actividad de esta proteina se determind por el método descrito por KawanoK. et al.lv,
con algunas modificaciones. Para este ensayo se utilizaron liposomas de 3H-fosfatidilcolina:fosfatidilcolina
(1:1000) como particulas donadoras y, un pool de HDL aisladas como aceptores de fosfolipidos en
presencia de 1uL de plasma problema. La mezcla de reaccion se incubd a 37 °C durante 1hry, después de
precipitar los liposomas con heparina/ Mn2*, se cuantificé la radioactividad transferida a las HDL. La
actividad PLTP se expresa en nmoL de fosfolipidos transferidos por mL de plasma, por hora.
El eflujo de colesterol se midié con la linea celular de hepatoma de rata FUSAH siguiendo el procedimiento
descrito por De la Llera Moya et I.Vv. Las células fueron marcadas con colesterol-3H e incubadas con suero
problema al 2.5%, en medio de cultivo. Al término de 4 hrs. de incubacién, se removié el medio de cultivo y
se cuantificd la radioactividad transferida a la muestra problema. También fue removida la monocapa de

células con NaOH para determinar la radioactividad remanente. La radioactividad presente en el medio se
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dividié entre la radioactividad total (medio mas remanente en células), el resultado se multiplicé por 100,
obteniéndose asi el % de eflujo promovido por cada muestra problema.
La concentracion plasmatica de la fraccion soluble de la molécula de adhesion vascular-1 (VCAM-1) se
cuantificd6 mediante ensayos de ELISA (R and D Duo Set, Minneapolis, MN) utilizando anticuerpos
monoclonales comerciales.
La adiposidad general se cuantificd utilizando el indice de masa corporal (IMC=Peso en Kg / estatura en
metros, elevada al cuadrado). Se diagnosticé sobrepeso cuando el IMC fue > 25 Kg/m?, pero menor de 30
Kg/mz, y obesidad cuando el IMC fue > 30 Kg/m2. La obesidad abdominal se definié como la circunferencia
de cintura > 102 cm.
Para el célculo de resistencia a la insulina (HOMA RI) se utilizé el modelo de homeostasis. La formula de
este modelo es:

Insulina de ayuno en pU/mL x glucosa de ayuno en mmol/mL divididos entre 22.5M
El diagnostico del sindrome metabdlico se establecié de acuerdo a los criterios del Programa Nacional de
Educacion sobre el Colesterol (NCEP ATP lIl)vi, El diagnostico se realiza con la presencia de 3 6 mas de
las siguientes anormalidades: 1) C-HDL < 40 mg/dL, 2) concentraciones de triglicéridos = 150 mg/dL. 3)
circunferencia de cintura = 102 cm, 4) valores de tension arterial sistélica (TAS) = 130 mmHg, 6 de tension
arterial diastélica (TAD) = 85 mmHg, 6 el empleo de medicamentos antihipertensivos. 5) glucosa de ayuno
=110 mg/dL.
Anélisis estadistico.
La distribucion de las variables se analizo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables continuas
con distribucion normal, se reportan en medias + desviacion estandar, y fueron comparadas por ANOVA,
utilizando LSD para conocer las diferencias entre grupos. La insulina, el HOMA R, el eflujo de colesterol, la

PCR y la VCAM-1, tuvieron una distribucion no paramétrica, por lo que se reportan medianas y rango
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intercuartil y fueron comparadas mediante la prueba de U de Mann-Uhitney. Las variables categdricas las
encontramos en porcentaje y se compararon con la prueba de 2. La relacion entre las diferentes variables
fue analizada mediante los andlisis de correlacion de Pearson y Spearman, segun fuera apropiado. Un
valor de p<0.05 fue considerado significativo. Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete para

Windows SPSS 10.0 (SPSS, inc., Chicago, IL).
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RESULTADOS.

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas antropométricas y metabdlicas por grupo de estudio. La edad,
el IMC y la circunferencia de cintura fueron significativamente mayores en los sujetos HA EAC +, en
comparacion con los otros dos grupos. Aunque los valores medianos mas altos de insulina y HOMA-RI
también correspondieron a los sujetos del G1, las diferencias solo fueron significativas al compararlos con

el grupo N-HDL.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y metabolicas de los 3 grupos estudiados.

HA EAC + HA EAC - N-HDL
n=20 (G1) n=29 (G2) n=19 (G3)
EDAD (afios) 53.0+7.0° 432+8.8 433+5.3
IMC (Kg/m2) 28.8+ 3.2 27.6+2.7 26.6+3.3"
CINTURA (cm) 101.9+9.0° 95.7+£84 94.3+8.7
GLUCOSA (mg/dl) 943+7.6 95.1+8.5 91.9+6.38
TAS (mmHg) 1235+ 16.1 115.1+10.1 1195+ 13.1
TAD (mmHg) 81.4+11.0 80.7 + 16.0 76.4+8.9
Insulina (LU/ml) 5.6 3.7 1.7 °¢
(1.6-11.2) (1.9-6.05) (0.6-3.1)
HOMA RI 1.32 0.75 0.38 ¢
(0.35-2.6) (0.5-1.4) (0.14-0.7)

HA EAC + (C-HDL<35mg/dl CON enfermedad arterial coronaria), HA EAC — (C-HDL<35mg/dl SIN enfermedad arterial
coronaria), N-HDL (sujetos sanos con concentraciones normales de C-HDL), IMC (indice de masa corporal), TAS
(tension arterial sistélica), TAD (tension arterial diastolica), HOMA Rl (modelo de homeostasis para el estudio de
resistencia a la insulina). Los valores se expresan como media + desviacion estandar, excepto para insulina y HOMA RI
para los que se anotan medianas (rango intercuartil). * p<0.01 vs HA EAC — y N-HDL, b p<0.05 vs HA EAC +, °p<0.01 vs
HA EAC +, “p<0.005 vs HA EAC - (ANOVA, al comparar medias. U Mann-Whitney, al comparar medianas).

Los valores medios de lipidos, lipoproteinas y apolipoproteinas ajustados por edad e IMC se anotan en la
tabla 2. Se observaron concentraciones mas bajas de C-HDL y apo Al en los dos grupos de sujetos con
hipoalfalipoproteinemia. Por el contrario, estos mismos grupos tuvieron valores mas altos de TG y de los

indices CT/C-HDL y TG/C-HDL que los sujetos N-HDL.
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Tabla 2. Lipidos, lipoproteinas y apolipoproteinas, ajustados por edad e IMC, en los 3 grupos

estudiados.
mg/dl HA EAC + HA EAC - N-HDL
n=20 (G1) n=29 (G2) n=19(G3)
CT 185.2 + 8.5 173.2+6.6 186.7+7.9
TG 173.2+ 125 b 1545+ 9.8 127.2+11.7
Colesterol HDL 281+12°2 31.6+0.9 b 469+1.1
Colesterol LDL 129.8+ 7.8 116.9+6.1 1194+ 7.3
CT/Colesterol HDL 6.6+023° 55+0.18 b 4.0+ 3.57
Colesterol no HDL 157.1 + 8.0 141.6 £ 6.3 139.8+7.5
TG/Colesterol HDL 6.1+05" 52+04" 2.9+05
Apo Al 102.7+3.4° 115.6+2.7" 142.9 + 3.2
Apo B 112.1+5.1 98.7+4.1 102.6 £ 4.9

Los valores se expresan como media * error estandar. CT (colesterol total), TG (triglicéridos), HDL (lipoproteinas de
alta densidad), LDL (lipoproteinas de baja densidad), resto de abreviaturas como en tabla 1. # p<0.01 vs HA EAC - y N-
HDL, °p<0.05 vs N-HDL (ANCOVA).

La prevalencia de otros factores de riesgo fue mayor en los dos grupos HA, principalmente en G1 (Tabla
3). En este grupo, la hipertrigliceridemia y el indice CT/C-HDL fueron significativamente mas altos. Aunque
sin significado estadistico, debido probablemente al nimero relativamente corto de sujetos, la obesidad
general (IMC > 30 Kg/m2) y la obesidad abdominal (cintura > 102 cm), fueron de 2 a 3 veces mas
frecuentes en el grupo 1, en comparacion con G2 y G3. Debido a la alta frecuencia de los factores de
riesgo comunmente asociados al sindrome metabdlico, se analiz6 la prevalencia de esta anormalidad en
los tres grupos de estudio, 14 de los 20 sujetos HA EAC + (70 %) presentaron 3 0 mas componentes del
sindrome, 5 de los 29 sujetos HA EAC - tuvieron 3 componentes (17.2 %), y ningin sujeto con

concentraciones normales de C-HDL tuvo mas de 2 anormalidades.
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Tabla 3. Prevalencia de factores de riesgo en los 3 grupos estudiados.

HA EAC + HA EAC - N-HDL

n=20 (G1) n=29 (G2) N=19 (G3)
Insulina > 12.5 pU/ml 10.5 10.3 5.3
TG > 150 mg/dI 80.0 * 41.4 15.8
Glucosa > 110 mg/dl 5.0 7.1 0
TA > 130/85 45.0* 0 0
IMC 25-29.9 Kg/m2 35.0 65.5 68.4
IMC > 30 Kg/m2 50.0 241 15.8
Cintura > 102 cm 41.2 16.0 21.1
CT > 200 mg/dI 20.0 13.8 5.3
CT/Colesterol HDL > 5 90.0 * 72.4 5.3
Sx. Metabolico 70 * 17.2 0

Los valores se expresan en porcentaje. Sx. metabdlico (3 o mas de los siguientes componentes del sindrome
matabdlico: circunferencia de cintura > 102 cm, C-HDL < 40 mg/dl, tensién arterial > 130/85, glucosa > 110 mg/dl o TG
> 150 mg/dl), resto de abreviaturas como en tabla 1. *p<0.001 (Chi-cuadrada).

En comparacion con el grupo N-HDL, la actividad LCAT fue significativamente menor tanto en los sujetos
HA EAC +, como en los HA EAC - (tabla 4). En contraste, la actividad PLTP fue mas alta en estos dos
grupos con diferencia estadistica marginal (p=0.08). En el total de la poblacion estudiada (n=68), la
actividad de la PLTP correlaciono directamente con las concentraciones de insulina (r=0.264, p=0.07) y con

el HOMA-RI (r=0.324, p=0.025).

Tabla 4. Actividades de LCAT, CETP y PLTP por grupo de estudio.

HA EAC+ HA EAC — N-HDL

n=20 (G1) n=29 (G2) n=19 (G3)
LCAT (nM/ml/hr) 237.7 +44.3* 219.9 + 41.0 * 270.0 + 56.0
PLTP (mM/ml/hr) 3.63+1.3 3.57+1.76 2.54+1.91
CETP (%/ML/hr) 8.8+ 3.0 8.3+3.8 8.6+45

Los valores se expresan como media + desviacion estandar. LCAT, lecitin colesterol acil transferasa. PLTP, proteina
de transferencia de fosfolipidos. CETP, proteina de transferencia de ésteres de colesterol, resto de las abreviaturas
como en tabla 1. **p<0.001, *p<0.05, vs N-HDL, (ANOVA).
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Figura 1. Distribucion de subclases de HDL aisladas por ultracentrifugacion
secuencial en los 3 grupos estudiados. Se muestra el porcentaje promedio para
cada grupo. p=n.s (ANOVA). Abreviaturas como en tabla 1.

Al analizar la distribucién de subclases de HDL, y su contenido de apolipoproteinas no se encontraron
diferencias entre grupos. De las diferentes subpoblaciones de HDL analizadas (figura 1), aproximadamente
el 30 % correspondié a HDL y el resto a HDLs. De las diferentes subpoblaciones, la HDL3a fue la mas
abundante (=29%), y la HDL2b la encontrada en menor proporcion (<15%). En cuanto al contenido de

apolipoproteinas (figura 2), encontramos que la apo Al y All fueron las mas abundantes (57% y 32%,

respectivamente).
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Figura 2. Proporcion de apolipoproteinas en HDL aisladas por ultracentrifugacion
secuencial, en los 3 grupos de estudio . Se muestra el porcentaje promedio para cada
grupo. p=n.s. (ANOVA). Abreviaturas como en tabla 1.
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El analisis de la composicion quimica de las HDL se muestra en la figura 3. Las HDL de los sujetos de los
grupos 1y 2 tuvieron proporciones significativamente menores de ésteres de colesterol y fosfolipidos, y
mas altas de triglicéridos, comparadas con las HDL del grupo 3. Como consecuencia de estos cambios en
composicion, la relacion TG/CE fue significativamente mayor en ambos grupos de sujetos con bajas

concentraciones de C-HDL (Gl 0.50+0.24, G2 0.45%0.25 vs. G3 0.25%0.11, p<0.001 y p<0.01,

respectivamente).
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Figura 3. Andlisis de la composicién quimica de las HDL, aisladas por ultracentrifugacion secuencial, en los 3 grupos
de estudio . Se muestra el porcentaje promedio para cada grupo. CE, colesterol esterificado CL, colesterol libre FL,
fosfolipidos TG, triglicéridos, resto de las abreviaturas como en tabla 1. ?p<0.001 vs G1, bp<0.01 vs G2, °p<0.05 G1y
G2. (ANOVA).

El eflujo de colesterol se determind in-vitro, utilizando la linea celular FuSAH (figura 4). La mediana de los
porcentajes de eflujo obtenidos en los pacientes HA EAC + fue de 4.9%, y de 5.72% en los sujetos HA
EAC -. Estos valores representan el 50 % (HA EAC +) y el 58% (HA EAC -), respecto al eflujo de colesterol
obtenido para los sujetos N-HDL (9.78 %). Estas diferencias, sin embargo, no fueron estadisticamente

significativas.
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Figura 4. Las cajas muestran la mediana y el rango intrecuartil del
eflujo de colesterol obtenido con la linea celular FUSAH, por grupo de
estudio. p=n.s. (U Mann-Whitney).

Uno de los mecanismos mediante los cuales se ha propuesto que las HDL protegen contra la

aterosclerosis es su efecto anti-inflamatorio, por lo que en la poblacion estudiada se cuantificaron PCR y

VCAM como marcadores de inflamacion (figura 5). Para PCR y VCAM las concentraciones mas altas se

observaron en el grupo HA EAC +, y las mas bajas en los sujetos N-HDL pero tnicamente hubo diferencia

estadisticamente significativa para VCAM, entre el grupo HA EAC + y los sujetos N-HDL, (118.6 [84.8-

159.1] vs 78.4 [64.5-94.1], p<0.001). La diferencia fue marginal al comparar HA EAC + vs HA EAC - (118.6

[84.8-159.1] vs 93.5 [69.6-140.4], p=0.055). Las concentraciones de VCAM correlacionaron inversamente

con el C-HDL (r=-0.336, p=0.006), y directamente con los TG (r=0.273, p=0.027) y el IMC (0.367, p=0.003),

figura 6.

VCAM-L (pg/mL)

Figura 5. Las cajas muestran la mediana y el rango intercuartil, por grupo de
estudio para VCAM-1 (molécula de adhesion vascular) *p<0.001 vs N-HDL,
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p=0.055 vs. HA EAC - (U Mann-Whitney).
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Figura 6. Coeficientes de correlacién de Spearman entre las concentraciones de colesterol de
las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), triglicéridos (Tg) y el indice de masa corporal (IMC),
con la molécula de adhesion vascular (VCAM-1) en el total de la poblacién estudiada (n=68).
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El andlisis se repitid incluyendo Unicamente a los sujetos con triglicéridos menores de 150 mg/dl. Los
resultados mostraron un comportamiento muy semejante al observado en el total de los sujetos estudiados.
Sin embargo, esto debe ser interpretado con precaucion, ya que de los 20 sujetos del grupo 1 s6lo 4 (20%)

pudieron ser incluidos en el anélisis de esta submuestra.
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DISCUSION.

Tradicionalmente el CT y el C-LDL se han considerado como indicadores de aterogénesis, y el C-HDL
como un indicador de antiaterogénesis. Sin embargo, existen evidencias, tanto in-vivo como in-vitro, que
sugieren que la medicion de las actividades de las proteinas y enzimas que controlan el metabolismo de
las lipoproteinas, puede ser relevante para comprender el desarrollo de aterosclerosis y, mas importante
aln, para disefiar terapias antiaterogénicas. En este estudio, evaluamos el eflujo de colesterol, y otros
factores involucrados en el transporte reverso de colesterol, con el propdsito de investigar posibles
diferencias en el metabolismo de las HDL, entre pacientes HA EAC + (G1), y aquellos también con valores
bajos de C-HDL pero sin EAC (G2). Como referencia también examinamos un grupo de sujetos
aparentemente sanos con valores normales de C-HDL (G3).

Durante el TRC, el colesterol de los tejidos extrahepaticos es removido y transportado hacia el higado para
ser reciclado o excretado en la bilist3. Este es uno de los mecanismos ateroprotectores propuestos para las
HDL311, De manera similar a lo informado previamenteVii, en el presente estudio los dos grupos con C-HDL
bajo mostraron disminucion de casi 50% en el eflujo de colesterol al ser comparados con el grupo de C-
HDL normal. Aungue esta reduccion en eflujo de colesterol puede ser el resultado de la menor cantidad de
HDL circulantes en los sujetos con HA, otros factores también pueden haber participado. Se ha informado
que las HDL enriquecidas en TG disminuyen la actividad LCAT y son ineficientes para mantener un eflujo
de colesterol normal'®. Por otra parte, el contenido de fosfolipidos en las HDL es el factor que mejor se
asocia con en el eflujo de colesterol utilizando la linea celular FUSAH X%, Un contenido mayor de TG y
menor de fosfolipidos en las HDL, asi como actividad LCAT reducida, fueron las anormalidades
encontradas en los dos grupos con HA del presente estudio. Estos hallazgos sugieren que, en sujetos con
C-HDL bajo el TRC es deficiente desde sus primeras etapas, debido probablemente a anormalidades en la

composicion de las HDL y a una menor actividad LCAT.
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La CETP tiene un papel central en el metabolismo de las HDL, intercambiando ésteres de colesterol por
TG entre las HDL vy las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, LDL)%. La concentracion de TG es el
factor con mayor impacto sobre la actividad de la enzima, pues se ha observado que a concentraciones
semejantes de proteina CETP circulante, la transferencia de ésteres de colesterol es mayor en presencia
estudiados. Pero, en comparacion con los otros dos grupos, los pacientes del G1 mostraron valores medios
de TG mas altos, y una proporcion significativamente mayor de HTG (TG > 150 mg/dl). Con base en estos
resultados se podria especular que la tasa de transferencia de ésteres de colesterol fue mas alta en el
grupo 3. Esta interpretacion parece tener apoyo en los datos de un estudio prospectivo de sujetos
aparentemente sanos seguidos por 6 afios32. Aunque los valores basales de CETP fueron semejantes en
los sujetos que desarrollaron EAC y en los que permanecieron sin la enfermedad, los autores observaron
asociacion entre los valores de CETP y el desarrollo de EAC Unicamente en los sujetos con TG > 150
mg/dl.

La PLTP esta involucrada tanto en la sintesis34 como en la remodelacion de las HDL3, y participa en la
mayor parte de los procesos de intercambio y transporte de fosfolipidos entre los diferentes tipos de
lipoproteinas en el plasma3. La sintesis y actividad de la PLTP son moduladas por varios factores. Su
sintesis estd aumentada en condiciones asociadas con resistencia a la insulina como obesidad o
intolerancia a la glucosa*v,xv, Nuestro hallazgo de aumento de actividad PLTP en los sujetos de los grupos
1y 2, que mostraron valores mas altos de insulina y de HOMA RI apoyan esta observacion. Mas aun,
encontramos una correlacion directa entre estas variables y la actividad PLTP (Insulina: r=0.264, p=0.07,
HOMA RI: r=0.324, p=0.025). En conjunto estos resultados sugieren que la insulina regula a la PLTP, y que
el incremento en su actividad fue un determinante de los valores bajos de C-HDL de los grupos 1y 2 de

nuestro estudio.
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No esta claro si la PLTP promueve la aterosclerosis o protege contra esta enfermedad. Su capacidad de
facilitar el eflujo de colesterol®i y generar particulas de HDL pre-B, son mecanismos ateroprotectores
potenciales®. Por otro lado, la PLTP favorece la secrecion hepatica de lipoproteinas que contienen apo
B36, y promueve la oxidabilidad de las lipoproteinas ricas en TG, acciones que pueden ser
proaterogénicas. En un estudio transversal de casos (EAC) y controles’’ la actividad PLTP fue mayor en
los casos aun después de ajustar por variables confusoras. En el presente estudio no encontramos
diferencias en la actividad PLTP entre los sujetos HA con y sin EAC. Se requieren estudios prospectivos
para definir si el aumento en la actividad PLTP es un factor de riesgo para EAC.

Las HDL son heterogéneas en tamafio y otras caracteristicas que pueden modificar su funcién y su utilidad
como marcadores de riesgo para EAC. Estudios en la década de los 90"s?L22xiilxix no proporcionaron
evidencias convincentes de que una subespecie de HDL fuera superior a otras en la prediccion de riesgo
cardiovascular. Durante el curso de nuestra investigacion, Asztalos y colaboradores, empleando el método
de electroforesis en dos dimensiones demostraron que, en comparacion con sujetos control, los pacientes
con EAC se caracterizaron por concentraciones significativamente menores de HDL grandes (a-1) y mas
altas de las particulas pequefias (c-3 y prep-1)2. Un patron semejante en las subclases de HDL fue
identificado por los mismos autores al comparar pacientes con EAC y C-HDL bajo (<40 mg/dl)?4. En
contraste, nuestro trabajo mostré distribucion de subpoblaciones de HDL similares en los tres grupos
estudiados. La discrepancia en los resultados puede ser debida a los diferentes métodos utilizados en la
separacion de las subpoblaciones de HDL. La consistencia de los hallazgos de Asztalos2324 parece sugerir
que la electroforesis en 2 dimensiones permite una mejor identificacion de las subclases de HDL.

Otro mecanismo ateroprotector de las HDL, es su capacidad para inhibir la expresion de moléculas de
adhesion (E-selectina, VCAM-1, ICAM-1)*x. La concentracion en plasma de moléculas de adhesion

solubles, es un indicador de su expresion por el endotelio vascular®i, Los valores bajos de C-HDL se
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asocian a concentraciones elevadas de moléculas de adhesion solubles#. La concentracion de VCAM-1
tiene un alto valor predictivo de eventos cardiovasculares en pacientes con lesiones aterosclerosas
avanzadas™i. En linea con estos hallazgos, en nuestro estudio encontramos una mayor concentracion de
VCAM-1 en los sujetos HA EAC +, en comparacion con los otros dos grupos. Esta observacion parece
indicar que la inflamacidn crénica, producto del proceso ateroscleroso presente en los sujetos con EAC, se
suma al menor grado de proteccion mediado por las HDL en los sujetos con C-HDL bajo.

Varios estudiosi v Ixxv-han mostrado que la HA asociada a HTG frecuentemente se acompafia de
resistencia a la insulina aumento en la proporcion de LDL pequefias y densas®i, lipemia postprandial
prolongada™ii, acumulacion de grasa visceral®vii y PCR elevada®, Se ha sugerido’7® que el mayor
riesgo de EAC, asociado a la presencia de HA e HTG, puede estar mediado por la agregacion de éstos
factores de riesgo, conocida con el nombre de sindrome metabdlico’”. En el presente trabajo las
prevalencias mas altas de HTG, obesidad general y abdominal, hipertensién, concentraciones altas de
PCR y, por tanto, de sindrome metabdlico se observaron en los pacientes HA con EAC +. Estos datos
apoyan la sugerencia’ de que el aumento de riesgo cardiovascular en los sujetos con HA e HTG esta
dado por las alteraciones frecuentemente asociadas a esta dislipidemia. La elevacion de TG y la obesidad
abdominal fueron las condiciones mas comunmente asociadas a la HA. Un exceso en la liberacion de
acidos grasos del tejido adiposo podria ser la explicacion a las anormalidades encontradas™. Es probable
que este exceso de acidos grasos circulantes se asocie a los cambios en composicion quimica de las HDL
observados en nuestro estudio. La participacion de éstos cambios en la estructura de las HDL sobre sus
propiedades antiaterogénicas no ha sido completamente aclarada™. Se requieren estudios adicionales
para evaluar la importancia de estos factores en la proteccion conferida por las HDL.

En resumen, encontramos que la distribucion de las subclases de HDL, su composicion en lipidos y
proteinas, la actividad de las proteinas y enzimas involucradas en su metabolismo, y el eflujo de colesterol

fueron semejantes en los grupos 1 y 2 de nuestro estudio. En comparacion con el grupo con C-HDL
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normal, los dos grupos de sujetos con C-HDL disminuido mostraron menor actividad LCAT, actividad PLTP
aumentada, particulas de HDL enriquecidas en triglicéridos y menor eflujo de colesterol. Estos resultados
sugieren que el transporte reverso de colesterol es deficiente en los sujetos con C-HDL bajo, pero nuestro
estudio no permitio identificar diferencias entre los pacientes HA con EAC y los sujetos con C-HDL bajo sin
cardiopatia. Por otra parte, el sindrome metabdlico fue més frecuente en el grupo con HA EAC +, lo que
podria explicar la presencia de cardiopatia en este grupo.

Limitaciones del estudio

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Primero, no se realizd ninguna prueba para demostrar
definitivamente que los sujetos incluidos en los grupos 2 y 3 no tenian enfermedad arterial coronaria, sin
embargo, ninguno de los sujetos incluidos en estos dos grupos tenia manifestaciones clinicas de la
enfermedad, y en la mayoria de los casos no habia antecedentes familiares de enfermedad arterial
coronaria. Segundo, la media de edad de los sujetos del G1 fue significativamente mayor. En otros trabajos
con un disefio semejante al nuestro, en los que se utiliz6 como criterio de seleccion valores bajos de C-
HDL, y los sujetos se agruparon por la presencia o0 ausencia de EAC, los pacientes con EAC también
fueron de mayor edadz32475, Tercero, la prevalencia de otros factores de riesgo, particularmente
hipertrigliceridemia (HTG) y obesidad (OB), también fue mas alta en el G1. Este hallazgo refleja el
comportamiento de la hipoalfalipoproteinemia. En poblacion abierta mexicana, cerca de la mitad de los
sujetos con bajas concentraciones de C-HDL tienen cifras altas de Tg, y una tercera parte exceso de peso
ki A pesar de que el comportamiento de la HA es asi, la inclusion de sujetos obesos es un factor
confusor importante, que debera ser controlado en estudios futuros. Otro aspecto limitante es que no se
determind la capacidad antioxidante de las HDL, que es una de las funciones ateroprotectoras propuestas

para las HDL, y por tanto deberia incluirse como parte del perfil funcional de esta lipoproteina.
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Perspectivas.

Durante el tiempo en que se realizd el presente trabajo, gran ndmero de reportes has sugerido que
independientemente de las concentraciones de C-HDL, el estudio de las caracteristicas estructurales y
funcionales de las HDL y sus apolipoproteinas puede, en un futuro no lejano, ser de gran importancia en la
prediccion de eventos coronarios, asi como en la prevencion, estabilizacion y regresion de la placa de
ateromaxxii, Se ha sugerido que los procesos inflamatorios, tanto agudos como los crdnicos, modifican la
estructura de las HDL, dando lugar a particulas disfuncionales. Es decir, deficientes en su capacidad para
promover el eflujo de colesterol, y para prevenir la oxidacion de las LDL, y la inflamacion. De hecho,
algunos estudios han mostrado que en estados agudos las HDL son pro-inflamatorias. La obesidad y la
aterosclerosis son enfermedades caracterizadas por presentar inflamacion crénica. Los sujetos incluidos en
el presente estudio tuvieron una alta prevalencia de sobrepeso y obesidad, por lo que es probable que
parte de los sujetos incluidos en el grupo 2 desarrollen aterosclerosis mas tarde, y que sus HDL ya sean
disfuncionales, estudiar prospectivamente a estos sujetos y analizar la funcionalidad de sus HDL a largo
plazo es una posible linea de investigacion.

Se ha descrito que en comparacion con HDL normales, las HDL disfuncionales tienen caracteristicas
estructurales distintas, ya que:

Acumulan amiloide sérico A, tanto en inflamacion cronica como aguda, incrementan su contenido en
apoliporoteina J (clusterina), fosfolipasa A2, y aumentan su contenido en triglicéridos, acidos grasos libres
y colesterol libre. Por otro lado, disminuyen su contenido en apo Al, PON-1, CETP, LCAT, PLTP,
fosfolipidos y ésteres de colesterol. Caracterizar estos cambios estructurales, bajo diferentes condiciones
en las que se presente inflamacion y conocer la temporalidad de la disfuncionalidad de las HDL es otro
punto a estudiar.

Finalmente, los cambios en composicion observados en las HDL disfuncionales pueden modificar la

estructura de la apo A-l, haciéndola menos estable, y dar lugar a la reduccién de esta apolipoproteina en
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las particulas HDL. Sin embargo, también es probable que la apo A-l sea desplazada, por la presencia del
amiloide sérico A y la clusterina. Caracterizar la estructura de la apo A-l en procesos inflamatorios nos
permitiria conocer mejor el mecanismo por el cual disminuye su concentracion, ya que incluso se ha

propuesto como una proteina negativa de fase aguda de la inflamacion.
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