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l. RESUMEN

Antecedentes: El efecto méas importante de las estatinas es la reduccion
significativa de las concentraciones plasméticas del colesterol de la lipoproteina de
baja densidad (C-LDL). Sin embargo, se ha demostrado que también disminuyen
las concentraciones de triglicéridos y producen aumentos modestos en el
colesterol de la lipoproteina de alta densidad (C-HDL) circulante. Ademas,
estudios recientes han sefialado que las estatinas producen cambios favorables
en algunas caracteristicas de las HDL que no son cuantificadas en el laboratorio
clinico. A pesar de estos efectos, el riesgo residual en los estudios con estatinas,
es de 60% a 70%. Se ha informado que en pacientes coronarios que alcanzaron
valores de C-LDL inferiores a 70 mg/dl en respuesta a tratamiento con
atorvastatina, el riesgo de eventos cardiovasculares recurrentes fue 2 veces mas
alto en aquellos con valores bajos de C-HDL. Las HDL son un grupo heterogéneo
de particulas. Es posible que el potencial antiaterogénico y la utilidad como
marcadores de riesgo sean distintos para las diferentes subpoblaciones de HDL.
El transporte reverso de colesterol (TRC) es considerado el mecanismo
ateroprotector mas importante de las HDL. El eflujo de colesterol de las células de
tejidos periféricos hacia las HDL constituye el primer paso en el TRC. Evidencias
recientes indican que mas que la concentracion de C-HDL, son las caracteristicas
fisicoquimicas y la funcionalidad de las HDL las que tiene un papel clave en la
patogenia de la aterosclerosis. Es probable que alteraciones fisicoquimicas y
funcionales de las HDL puedan contribuir, al menos en parte, al riesgo residual de
eventos recurrentes en pacientes coronarios tratados con estatinas.

Objetivo: Investigar la composicion quimica, la distribucion y la funcionalidad de
las HDL, evaluada mediante el eflujo de colesterol, en pacientes con enfermedad
arterial coronaria (EAC) tratados con estatinas y C-LDL en meta (<100mg/dl) pero
con triglicéridos (>150mg/dl) y C-HDL (<40mg/dl) anormales (grupo HA+HTG); en
pacientes con EAC tratados con estatinas y C-LDL en meta (<100mg/dl) pero con
triglicéridos (<150mg/dl) y C-HDL (>40mg/dl) normales (grupo NLP) y en sujetos

sanos (grupo control):



Material y métodos: Se estudiaron pacientes con enfermedad arterial coronaria
con hipoalfalipoproteinemia combinada con hipertrigliceridemia (HA+HTG, n=34),
pacientes normolipidemicos (NLP, n=35) y sujetos sin enfermedad arterial
coronaria (control n=20). La determinacion de lipidos y lipoproteinas en plasma,
asi como el analisis de la composicion quimica de HDL, se realiz6 en un
autoanalizador Hitachi 902 (Hitachi LTD, Tokio Japan), utilizando estuches
enzimaticos comerciales (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania).

El colesterol de las lipoproteinas de alta densidad se determind mediante un
método enzimatico homogéneo (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania). El
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad se estimd con la férmula de
Friedewald modificada por De Long. Las subpoblaciones de HDL se determinaron
en HDL aisladas por ultracentrifugacion secuencial, mediante electroforesis en
gradiente (4% al 25%) en gel de poliacrilamida en condiciones nativas (PAGE). El
contenido de apos en HDL se determind semicuantitativamente mediante
electroforesis en gradiente (4% al 21%) en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). El eflujo de colesterol se determind empleando
células de hepatoma de rata FUSAH por el método descrito por De la Llera-Moya.
Resultados : En comparacion con el grupo NLP y el grupo control, los pacientes
con HA+HTG se caracterizaron por tener proporciones menores de HDL grandes
(HDLyp 11.4% vs 14.9% y 16%, p= 0.002; HDL,x 16.2% vs 21.6% y 20.7%,
respectivamente p< 0.001) y mayores de HDL pequefias (HDL3: 23.4% vs 17.8% y
15.2%, respectivamente p<0.001). Ademéas estos pacientes tuvieron HDL de
composicion anormal enriquecidas en triglicéridos. También se observaron
cambios en la funcionalidad de las HDL evaluada mediante el eflujo de colesterol,
los pacientes cardiépatas (HA+HTG y NLP) mostraron menor porcentaje de eflujo
comparada con los controles (13.7% y 15% vs 19.1%, respectivamente p<0.001).
Conclusién: Los pacientes con EAC establecida, tratados con estatinas, que han
alcanzado valores meta de C-LDL pero que cursan con C-HDL bajo y triglicéridos
altos, presentan anormalidades tanto en la composicidbn quimica y en la

distribuciéon de subclases de HDL asi como en la funcionalidad de las HDL.



Es probable que el riesgo residual observado en los estudios de intervencion
pueda ser debido, al menos en parte, a las anormalidades fisicoquimicas y a la

menor funcionalidad de HDL identificadas en el presente estudio.



l. INTRODUCCION

CAPITULO 1: LiPIDOS Y LIPOPROTEINAS

1.1 Lipidos: definicion, funcién vy clasificacion

Los lipidos son compuestos organicos, insolubles en agua, pero solubles en solventes
organicos (e.j cloroformo, benceno, éter dietilico, entre otros). Las funciones bioldgicas
de los lipidos son diversas; en algunos organismos las grasas son usadas como forma
de almacenamiento de energia; mientras que los lipidos y los esteroles son
componentes de las membranas celulares gracias a su caracter anfipatico, otros lipidos
funcionan como segundos mensajeros, cofactores enzimaticos, agentes emulsificantes,

precursores de hormonas esteroides como es el caso del colesterol.

La clasificacion actual de los lipidos es la siguiente:

a) Acidos grasos: son acidos organicos anfipaticos, el grupo carboxilo confiere la
polaridad a la cabeza. La cola no polar es una cadena hidrocarbonada de
longitud variable: corta (de 2 a 10 &tomos de carbono), de cadena media (de 12
a 20 atomos de carbono) o de cadena larga (mas de 20 atomos de carbono).
Esta cadena puede ser saturada (sin dobles enlaces), monoinsaturada (con un
doble enlace) o poliinsaturadas (varios dobles enlaces) (Tabla 1). La
nomenclatura de estos compuestos especifica la longitud de la cadena y el
namero de dobles enlaces separados por dos puntos (acido linoleico 18:2(w6); el
simbolo (w) identifica la posicidon del primer doble enlace en la cadena
hidrocarbonada en relacion al grupo metilo terminal). El ser humano puede

sintetizar é&cidos grasos poliinsaturados a partir de los &cidos grasos



preformados, pero carece de enzimas necesarias para sintetizar acidos grasos
de las familias w6 y w3, por lo que requiere adquirirlos de la dieta y por ello se
denominan acidos grasos esenciales o nutricionalmente indispensables.

b) Acilgliceroles: Se forman al esterificar el glicerol con &cidos grasos libres,
dependiento del nimero de acidos grasos que estan esterificando al glicerol se
denominan: monoacilgliceroles (uno), diacilgliceroles (dos) y los triacilgliceroles o
triglicéridos (tres). Los que contienen el mismo tipo de &cido graso en las tres
posiciones se les denomina triglicéridos simples, los que contienen dos o mas
acidos grasos se les denomina mixtos.

Tabla I. Acidos grasos comunes  {E"or Marcador no definido.

Numero de carbonos Numero de dobles

Nombre enlaces
Saturado
Ladrico 12 0
Miristico 14 0
Palmitico 16 0
Esteérico 18 0
Araquidico 20 0
Monoinsaturados
Palmitoleico 16 1
Oleico 18 1
Poliinsaturados
Linoleico* 18
Linolénico* 18
Araquiddnico* 20

*Indica un &cido graso esencial



c)

d)

Figura 1: Estructura de los triglicéridos

Glicerofosfolipidos son derivados del acido fosfatidico y se nhombran segin su
grupo polar de cabeza (ej fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina).Todos tiene una
carga negativa sobre el grupo fosfato a pH 7; son componentes estructurales de
las membranas celulares, también participan como segundos mensajeros.
Esfingolipidos: Los &cidos se encuentran unidos mediante enlace N-acilo
(amida), en lugar del énlace éster observado en los acilgliceroles. La base
estructural de los esfingolipidos es la esfingosina (esfingenina). Cuando la base
esfingoide se une con &cido graso, recibe el nombre de ceramida, que es el
metabolito comun en la sintesis y en la degradacion de los esfingolipidos.

Los lipidos derivados de la base esfingoide son los siguientes:

Ceramidas: Son derivados N-acilo de la base esfingoide

Fosfoesfingolipidos: Contienen un grupo fosforilo unido a la ceramida .
Cerebrosido: Son derivados monoglicosilados de la ceramida, en los que el
carbohidrato puede ser la glucosa (glucocerebrésidos) o la galactosa
(galactocerebrosidos).

Sulfatidos: Contienen unido un grupo sulfato.

Lactosilceramidas: Son derivados diglicosilados de la ceramida, en los que el

disacarido es lactosa.



6. Gangliosidos: Son glicoesfingolipidos complejos que caracteristicamente
contienen 4cido sialico ademas de carbohidratos neutros.

e) Esteroles: Su estructura caracteristica es la del nacleo esteroide que consiste en
cuatro anillos fusionados, tres de ellos con seis carbonos y uno con cinco
(Figura 2). Son lipidos estructurales, el colesterol es el principal esterol en los
tejidos animales, es una molécula anfipatica con una cabeza polar (el grupo
hidroxilo en C-3) y un cuerpo hidrocarbonado no polar (el nucleo esteroide y la
cadena lateral hidrocarbonada en C-17) El colesterol es precursor de hormonas
esteroides, de algunas vitaminas liposolubles, de los &cidos biliares; los cuales

son muy importantes para la digestion de los lipidos.

21(.:“:_: 0,
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Figura 2: Estructura del colesterol

1.2 Lipoproteinas: Definicidn, clasificacion y funcion:

Las lipoproteinas (Figura 3) son complejos macromoleculares esféricos compuestos de
lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de colesterol), lipidos anfipaticos (fosfolipidos y
colesterol libre) y proteinas especificas, llamadas apolipoproteinas (apos). Los lipidos

no polares; se sittan en el interior de la particula, mientras que los fosfolipidos,



colesterol libre y las apolipoproteinas los rodean formando una monocapa que da

estabilidad en el medio acuoso.

Apolipoproteina . g Apolipoproteina

Colesterol
esterificado

Apolipoproteina  —_ TS S IREE S Tl Triglicéridos

Apolipoproteina

Figura 3: Estructura de las lip oproteinas
Las regiones hidrofébica e hidrofilica de las apolipoproteinas les permite interactuar

tanto con los lipidos de la lipoproteina como con el ambiente acuoso. Su funcion es
determinar y estabilizar el tamafio y estructura de la particula lipoproteica, actiar como
ligandos de receptores celulares y cofactores de enzimas involucradas en el
metabolismo lipoproteico.
Las lipoproteinas pueden ser clasificadas de acuerdo a su densidad, tamafo, movilidad
electroforética y contenido de apolipoproteinas
a) En base a su densidad:
Quilomicrones; que son las méas grandes y de menor densidad (d < 0.95 g/ml)
VLDL (Very Low-Density Lipoproteins); lipoproteinas de muy baja densidad (d=
0.95-1.006 g/ml)
IDL (Intermediate-Density lipoproteins); lipoproteinas de densidad intermedia (d=

1.006-1.019 g/ml)



LDL (Low-Density Lipoproteins); lipoproteinas de baja densidad (d=1.019-
1.063g/ml)

HDL (High-Density lipoproteins); lipoproteinas de alta densidad; se pueden

separar en dos subclases HDL;, (1.063-1.125 g/ml) y HDL3 (1.125-1.21g/ml)

b) En base a su movilidad electroforética se dividen en: a, B y pre-

c) En base a contenido de apolipoproteinas (Tabla 2) existen 2 tipos :

Lipoproteinas que contienen apolipoproteina Al (apoAl) y apoA-Il: LpA-I, LpA-II

y LpA-I/All; estas incluyen a las HDL.

Lipoproteinas que contienen apolipoproteina B (apoB): Lp-B estas incluyen

VLDL, IDLy LDL.

Tabla 2: Caracteristicas de las lipoproteinas plasm  aticas

| Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL2 HDL3
lDensidad (g/ml) <0.94 0,94-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 | 1,063-1,125 | 1,125-1,21
"Diémetro (nm) 100-500 30-80 25-35 20-25 9-12 6-9
e Oitgen pre- B p p a a

Composicion (%)

IProteina 0.5-2 8 19 22 40 56
Triglicéridos 85 55 23 6 5 3
Colesterol

Esterificado 2 12 29 42 17 13
Colesterol libre 2 7 9 22 33 3
[Fosfolipidos 7 18 19 8 5 25

Apolipoproteinas
(%)

A-1 0-5 70 65
A-IT 0-1 10 20
A-IV 10 1
[B-100 35-40 45-50 95-100
B-48 20-25

C-1 5-10 3 1 1 1
C-11 15 7-8 5 1 1
C-111 35-40 35-40 30-35 10 5
E 5 5-10 10-15 1-10 1




La principal funcion de las lipoproteinas es el transporte de lipidos en el torrente
circulatorio, desde su origen (intestino o higado) a tejidos periféricos y desde tejidos

periféricos al higado para que se lleve a cabo su catabolismo.

CAPITULO 2: METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

2.1 Via ex6gena (metabolismo de los quilomicrones)

Esta via permite que los lipidos de la dieta sean incorporados y utilizados por el
organismo, para que esto ocurra estos lipidos deben ser catabolizados por medio del
proceso digestivo. Las enzimas responsables de la digestion de lipidos se sintetizan en
el pancreas y son secretadas al duodeno en presencia del quimo, la lipasa pancreética
hidroliza los triglicéridos y libera acidos grasos; la colesterol esterasa hidroliza al
colesterol esterificado produciendo &cidos grasos y colesterol libre y la fosfolipasa A
hidroliza los fosfolipidos.

Los &cidos grasos, el colesterol libre, monoacilgliceroles y diacilgliceroles son
absorbidos en el duodeno e ileon. En el reticulo endoplasmico del enterocito junto con
la apolipoproteina B-48 (Apo B-48) y pequefias cantidades de apoA-I, por accion de la
proteina microsomal transportadora de triglicéridos (MTP), se forman los quilomicrones,
estos son transportados al aparato de Golgi y liberados a la linfa mesentérica entrando
a la circulacion general por medio del ducto toracico (Figura 4). En la sangre, los
quilomicrones adquieren apolipoproteinas de la serie C y apolipoproteina E (apoE) de
las HDL. La apolipoproteina C-Il activa a la lipasa lipoproteica, presente en el endotelio
capilar que hidroliza los triglicéridos y fosfolipidos. La particula residual, llamada
remanente de quilomicrdn, contiene una menor proporcion de triglicéridos y una mayor

proporcion de colesterol esterificado y apoE que adquirio de las HDL. Los remanentes



de quilomicron intercambian con las HDL triglicéridos, colesterol libre, y fosfolipidos por
ésteres de colesterol, gracias a la accién de la proteina transportadora de ésteres de
colesterol (CETP) y a la proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP). Una vez
hidrolizados los triglicéridos, regresan a las HDL las apoproteinas C-Il y C-lll que
habian recibido de ellas.

El remanente se une a una proteina localizada en la superficie sinusoidal (receptor apo
B/E) de los hepatocitos mediado por apoE, después de la endocitosis los componentes
del remanente son hidrolizados en los lisosomas del hepatocito y ahi el colesterol
puede tener varias vias: sintesis de acidos biliares, incorporarse las lipoproteinas

nacientes o ser esterificado y almacenarse en la célula.

Ex&genas
Lipidos de Ia béhares
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Figura 4: Metabolismo del Quilomicrén

2.2 Via enddgena (metabolismo de VLDL)




Esta via representa la secrecion hepética de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL
por sus siglas en ingles). La apolipoproteina B-100 (sintetizada en el reticulo
endoplasmico rugoso) se asocia a fosfolipidos y triglicéridos sintetizados por el higado,
posteriormente se unen el resto de fosfolipidos y colesterol formando las VLDL. El
empaqguetamiento se inicia en el reticulo endoplasmico liso y culmina en el aparato de

Golgi, en esta etapa se requiere la accién de la proteina de transporte microsomal.

Figura 5: Via enddgena (metabolismo de VLDL)

En el plasma, las VLDL adquieren multiples copias de apoE y apolipoproteinas de la
serie C, los triglicéridos de VLDL son hidrolizados (Figura 5) por la lipasa lipoproteica
(LPL) que esta anclada al endotelio capilar en musculo y tejido adiposo; esta hidrolisis

da como resultado las lipoproteina de densidad intermedia (IDL por sus siglas en



ingles), que son lipoproteinas de menor tamafo. Las IDL pueden: 1) ser depuradas por
el higado gracias a la interaccion de la apoE con el receptor para apoE presente en el
hepatocito y 2) ser subsecuentemente hidrolizadas por la lipasa hepatica (LH), presente
en la superficie del hepatocito, y formar las lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus

siglas en ingles), particulas mucho mas pequefias que solo tienen apo-B100.
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Figura 6: Captacion de LDL por el receptor

Las LDL pueden ser depuradas por tejidos extrahepaticos via receptor LDL (rLDL) o por
el hepatocito, donde ocurre una endocitosis y en el endosoma se lleva a cabo un
reciclaje de receptores (Figura 6). Ya en el lisosoma la apo-B100 es hidrolizada hasta
aminoacidos y el colesterol libre se puede utilizar para sintesis de hormonas, acidos
biliares y membrana celular; o puede ser esterificado por medio de la enzima ACAT

(acil colesterol aciltransferasa) y almacenarse; este aumento en la concentracion



intracelular de colesterol inhibe la actividad de la hidroximetil glutaril coenzima A
reductasa (HMG- CoA reductasa), enzima encargada de la sintesis de colesterol
endogeno. El higado es el principal sitio de depuracién de las LDL.

2.3 Transporte reverso del colesterol (metabolismo de HDL)

El metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad (HDL por sus siglas en ingles) es
complejo e involucra la sintesis y secrecion de los componentes proteicos importantes
de las HDL, seguido de una adquisicion de lipidos extracelulares (fosfolipidos y
colesterol) y el ensamblaje y generacion de las particulas HDL.

El higado y el intestino sintetizan apoA-I, inmediatamente después esta apolipoproteina
adquiere lipidos y colesterol a través de un mecanismo regulado por un transportador
de membrana dependiente de ATP (receptor ABCA1) via eflujo de colesterol, este es el
primer paso del transporte reverso del colesterol (TRC), y da lugar a HDL nacientes o
HDL pre3 (Figura 7). Se ha sugerido que apoA-l se une al receptor de superficie celular
por sefiales de transduccidn y que esta union facilita la translocacion de colesterol
desde compartimentos intracelulares hacia la membrana plasmética. El colesterol
adquirido es esterificado por accion de la lecitin colesterol acil transferasa (LCAT), en
consecuencia las particulas aumentan su tamafio y se vuelven esféricas, generando las
HDL3, estas pueden seguir enriqueciéndose de colesterol y esterificandolo para formar
las HDL, las cuales ademas sufren una remodelacion via fusion de la particula con
otras HDL y transferencia de remanentes de superficie (fosfolipidos) por medio de la
proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP).

Las HDL, pueden ser convertidas a HDL3 pequefias por medio de la transferencia de

ésteres de colesterol via CETP desde HDL a lipoproteinas que contienen



apolipoproteina B (apoB). Los lipidos y proteinas de las HDL son removidas de
circulacion por medio de dos vias directas que involucran: 1) la captacion selectiva de
lipidos por el receptor pepenador clase B tipo 1 (SR-B1 por sus siglas en ingles)
presente en higado y drganos esteroidogénicos y 2) la captacion de apoAl y apoE por
su receptor; y dos vias indirectas que involucran la accion de la CETP, lipasa hepatica,
y la lipasa endotelial.

La conversion de HDL, a HDL3 mediada por la LH, y la conversion de HDL3; a HDL;
mediada por LCAT y PLTP liberan apoA-I pobre en lipidos. Una parte de esta apoA-I
puede servir de aceptor de lipidos y generar HDL, mientras otra es depurada por el

rifidn en el lumen del tubulo proximal mediante el receptor cubilina-megalina.
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Abreviaturas: LPL, lipasa lipoproteica; TGRL, lipoproteinas ricas en triglicéridos; ABCAL,
transportador A-1 dependiente de ATP; CETP, proteina trasportadora de esteres de colesterol;
SR-BI, receptor pepenador clase B tipo 1; HL, lipasa hepética; EL, lipasa endotelial, PLTP,

Figura 7: Metabolismo de HDL
Existen otras enzimas involucradas en el metabolismo de las HDL, como la lipasa

lipoproteica (LPL) que hidroliza triglicéridos de las lipoproteinas ricas en triglicéridos



(VLDL y LDL), la lipasa hepatica (LH) enzima que hidroliza triglicéridos y fosfolipidos en
HDL, VLDL y LDL dando como resultado particulas pequefias y densas, y la lipasa

endotelial (LE) que hidroliza fosfolipidos en HDL.

CAPITULO 3: LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDAD

3.1 Estructura y composicion de las HDL

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son complejos macromoleculares
heterogéneos que se caracterizan por su tamafio pequefio (7.4-17nm) y alta densidad
(1.063<d<1.21 g/ml). Las HDL pueden clasificarse por su forma, composicion proteica y
tamafo. Las HDL discoides o nacientes (Figura 8); son particulas pequefias
sintetizadas por el higado o por el intestino; dos moléculas de ApoA-lI adoptan una
orientacion llamada “doble cinturon” alrededor de una monocapa constituida de

fosfolipidos y colesterol libre.

ApoA-I

Figura 8: Estructura tridimensional de laHDL di ~ scoide

La forma esférica o madura de las HDL (Figura 9), contienen un centro hidrofobico de
ésteres de colesterol y pequefas cantidades de triglicéridos (TG), recubierta por una

capa anfipatica exterior de colesterol libre, fosfolipidos y varias apolipoproteinas (apos).



Sus principales apos son la apoA-I y la apoA-Il, pero también contiene apoA-IV, ApoA-

V, apoC (I, I, 1ll), apoE, apoD, apoH, apoJ y apoM.
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Figura 9: Estructura de la HDL esférica

Ademas de las apo’s, las HDL tienen enzimas involucradas en el metabolismo de
lipidos como: lecitin colesterol acil transferasa (LCAT), proteina trasportadora de
ésteres de colesterol (CETP), proteina transportadora de fosfolipidos (PLTP),
paraoxonasa 1 (PON), glutatibn seleno peroxidasa (GSPx), amiloide A sérico (ASS),
acetil-hidrolasa del factor activador plaquetario (PAF-AH).

3.2 Subpoblaciones de HDL

Como se ha descrito previamente, a lo largo del transporte reverso de colesterol, las
particulas HDL son remodeladas constantemente originando varias subpoblaciones,

gue difieren en cuanto a propiedades fisicoquimicas, metabolismo y actividad bioldgica.



Separadas por ultracentrifugacion se obtienen dos subfracciones: HDL, (d 1.063-1.125
g/ml) y HDL3 (d 1.125-1.21 g/ml), cuando se utiliza la electroforesis en gradiente de gel
de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes las HDL se separan en 5
distintas subpoblaciones (Figura 10): HDLy,, HDL,,, HDL3s, HDL3, Yy HDL3c las cuales

van disminuyendo en tamafo.

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c¢
Diametro (nm) 10.4 10.3 9.9 8.0 7.3
Densidad (g/ml) 1.099 1.107 1.123 1,155 1,186
M, (kDa) 410 400 360 200 160
Niveles en plasma (uM) 1.7 1.8 1.9 1.3 1.0
Apolipoproteinas
mol/molHDL
ApoA-I 4-5 4 3-4 3 2-3
Otras <2 <2 <2 1 <1
Lipidos de superficie
mol/molHDL
Fosfolipidos 130 140 120 45 25
Colesterol libre 70 40 25 15 10
Lipidos del centro
mol/molHDL
Esteres de colesterol 180 160 140 70 40
Triglicéridos 30 20 155 10 5

Figura 10. Subpoblaciones de HDL




Cuando se usa la electroforesis en dos dimensiones (Figura 11) se obtienen 8
subpoblaciones: pre-BsHDL, pre-B,HDL, pre-B;HDL, as-HDL y a,-HDL, pre-a;HDL, pre-
aHDL y pre-azHDL. Por métodos inmunologicos, de acuerdo a la composicion de
apolipoproteina Al, se dividen en las que contienen solo apoA-l ( LpA-l) y las que
contienen ambas apoA-I y apoA-Il (LpA-I/LpA-Il); mientras que por electroforesis en gel

de agarosa se observan solo 2 subpoblaciones a-HDL, Pre-3-HDL.
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En la primera dimensién (rectangulo insertado) las particulas HDL son separadas por
carga en un gel de agarosa, y en la segunda dimensién, por tamafio en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Figura 11. Electroforesis en dos dimensiones




CAPITULO 4. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA HDL

El efecto ateroprotector de las HDL contra la aterosclerosis estd mediado por varios
mecanismos: 1) Eflujo de colesterol 2) Actividad antioxidante 3) Actividad
antiinflamatoria y 4) Actividad antiapoptética, vasodilatadora, antitrombética y anti-
infecciosa. El transporte reverso del colesterol (TRC), es quizd la actividad
ateroprotectora mas importante de las HDL; en este proceso el exceso de colesterol
presente en los tejidos periféricos es removido y transportado por las HDL hacia el

higado, 6rgano en el que es reutilizado o excretado en la bilis.

4.1 Eflujo de colesterol

Como se menciono anteriormente, el eflujo de colesterol es el primer paso del TRC y
ademas es la propiedad ateroprotectora de las HDL que mas se ha estudiado, involucra
la captacion de colesterol desde macrofagos o células vasculares formado las pre-§
HDL; esta via esta mediada principalmente por ABCA1 y su interaccion con apo-Al,
pero también puede ocurrir, via receptor SR-B1, o via difusién pasiva a las particulas
HDL. Existen otros transportadores ABC regulados por otros esteroles, entre lo que se
encuentran ABCG1 y ABCG4 los cuales estan involucrados en eflujo de colesterol
desde macréfagos a particulas HDL maduras (HDLz, y HDLyyp).

La apoA-l libre de lipidos, apoA-ll, apoA-1V, apoC, apoE y péptidos sintéticos
anfipaticos sin secuencia homologa de estas apolipoproteinas pueden realizar un eflujo
de fosfolipidos y colesterol que es rapido, saturable, unidireccional, independiente de

LCAT vy eficiente en reduccion de contenido de ésteres de colesterol citosolico.



El eflujo de lipidos mediado por apolipoproteinas involucra interacciones especificas
con proteinas de la membrana plasmatica, desorcidon de lipidos de la membrana desde
la caveola y lipidacion de apolipoproteinas libres de lipidos.

En contraste a las apolipoproteinas libre de lipidos, las particulas HDL que contienen
lipidos inducen ambas formas de eflujo de colesterol: especifico y no especifico. El
eflujo de colesterol no especifico puede ser también mediado por vesiculas de
fosfolipidos, ciclodextrinas sintéticas, albumina o particulas HDL parcialmente
hidrolizadas; este es lento, no saturable, bidireccional y ocurre por difusién acuosa.

Se ha sugerido que la union de HDL al SR-B1 facilita el flujo bidireccional entre HDL y
la membrana plasmatica por reorganizacion de lipidos dentro de dominios de la caveola

ricos en colesterol dentro de la membrana plasmaética.

4.2 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las HDL es tipicamente observada como inhibicion de la
oxidacion de las LDL por HDL; se creé que las LDL representan el blanco fisiologico
importante de la accion antioxidante de las HDL in vivo; inhibiendo la acumulacién de
varios productos de oxidacién en LDL, incluyendo fosfolipidos oxidados y aldehidos de
cadena corta.

La actividad antioxidante de HDL est4 relacionada a la presencia de varias
apolipoproteinas y enzimas con propiedades antioxidantes; las apolipoproteinas que
poseen actividad antioxidante incluyen apoA-1, apoE, apoJ, y apoA-1V. Parece ser que
el componente importante de la actividad antioxidante de las HDL puede ser atribuida a
apoA-l ya que esta puede prevenir y/o retrasar la oxidacién de las LDL removiendo

fosfolipidos oxidados desde las LDL y células de la pared arterial.



Entre las enzimas mas importantes con actividad antioxidante se encuentran:
paraoxonasa 1 (PON 1), acetil-hidrolasa del factor activador plaquetario (PAF-AH),
LCAT vy glutation seleno peroxidasa (GSPx). PON1 es una enzima calcio dependiente,
su potencial antiaterogénico esta dado por su capacidad de hidrolizar lipidos oxidados,
fosfolipidos y ésteres de colesterol hidroperoxidados (CEOOH) lo que limita su
acumulacién en las LDLy previene la oxidacién de las LDL.

PAF-AH y LCAT pueden también hidrolizar fosfolipidos oxidados de cadena corta de las
LDL; GSPx puede reducir lipidos hidroxiperoxidados (LOOH) y de este modo
destoxificar al organismo. La actividad antioxidante de las subfracciones de HDL
aisladas por ultracentrifugacion incrementa a medida que incrementa su densidad en el
siguiente orden: HDL,, < HDL,, < HDL3, < HDLg, < HDL3, de ese modo se establece
que son las HDL pequeiias y densas las encargadas de la proteccion de las LDL contra

el estrés oxidativo.

4.3 Actividad antiinflamatoria

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénico caracterizado por acumulacién de
linfocitos T en la intima arterial y un incremento en la concentracion plasmatica de
varios marcadores de inflamacion. Las células endoteliales expresan varias proteinas
de adhesion incluyendo: molécula de adhesion vascular tipo | (VCAM), molécula de
adhesion intracelular tipo | (ICAM), E- selectina y P-selectina inducidas por el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 1(IL-1). La habilidad de las HDL para
inhibir la expresion de las moléculas de adhesion puede estar relacionada a la
presencia de apoA-l, apoA-ll y apoA-IV y/o distintas especies de fosfolipidos,

incluyendo la esfingosina-1-fosfato (S1P) y esfingosilfosforilcolina. La accion



antiinflamatoria de las HDL involucra inhibicién de TNF-a que estimula la activacion de
la esfingosina cinasa y produccion de SP1, el cual induce la expresion de las moléculas
de adhesion en las células endoteliales. Varios estudios en animales han mostrado
disminucion de expresion de ICAM in vivo, mediada por HDL. La elevacion de la
concentracion plasmatica de HDL por sobreexpresion de apoA-I en ratones deficientes
de apoE, un modelo animal de aterosclerosis humana, inhibe significativamente la
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio vascular y el reclutamiento de
monocitos dentro de la pared arterial. La infusion de HDLs inhibe la expresion de E-
selectina inducida por IL-1 en un modelo porcino de inflamacion aguda, y disminuye la

expresion de ICAM y P-selectina en un modelo de rata de shock hemorragico.

4.4 Actividad antiapoptotica, vasodilatadora, antitrombatica y anti-infecciosa

Las HDL inhiben la apoptosis, inducida por LDLox o TNF-a, en células endoteliales en
forma paralela a la disminucién de la generacion intracelular de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y disminucién de los niveles de marcadores ap6ptoticos, ™" Marcador no
definido. s giriendo que esta actividad puede estar relacionada a la accién antioxidante de
las HDL per se o a la de sus componentes. Las HDL contienen SP1, un potente agente
antiapoptético. EI SP1 puede modular el efecto antiapoptotico de las HDL mediante el
incremento de la produccion de oxido nitrico; se ha sugerido que son las HDL pequefias
y densas las que inhiben la apoptosis, inducida por las LDLox, en células endoteliales.

La actividad vasodilatadora de las HDL parece estar relacionada a la estimulacion de la

liberacion de oxido nitrico (NO) por las células endoteliales, mediada por movilizacién

intracelular de Ca®" y fosforilacién de la oxido nitrico sintetasa (NOS por sus siglas en



ingles) debido a la interaccion con apoA-l. Ademéas las HDL pueden estimular la
produccién de prostaciclinas, las cuales poseen potente actividad vasorelajante, inhiben
la activacion plaquetaria y disminuyen la liberaciéon de factores de crecimiento, los
efectos vasoactivos de las HDL pueden ademas estar mediados por SP1 via el receptor
de lisofosofolipidos (S1P3).

La actividad antitrombdtica de las HDL parece radicar en su capacidad para inhibir los
factores que promueven la coagulacién sanguinea, incluyendo factor tisular, factor X,
Va y Vllla. Este efecto puede estar relacionado a la presencia de cardiolipina y
fosfatidildietanolamina, dos fosfolipidos aniénicos con potentes propiedades
anticoagulantes que se encuentran enriguecidos en la fracciéon de las HDL. Las HDL
también incrementan la actividad anticoagulante de la proteina C activada y la proteina
S, se ha observado que la infusion de HDLs en voluntarios humanos limita el estado
procoagulante asociado con endotoxemia. Lo anterior apoya el concepto de que las
HDL pueden ejercer un efecto anticoagulante in vivo en humanos.

Finalmente, las HDL pueden jugar un papel importante en la union y depuracion de las
endotoxinas circulantes hacia la bilis, de este modo inhiben la activacion celular
inducida por endotoxinas, dando como resultado una potente actividad anti infecciosa.
La inactivacion de endotoxinas por HDL, es mediada por interaccion directa con apoA-I
e involucra como paso clave la reduccion en la expresion del receptor para
lipopolisacarido CD14 en monocitos.

Como resultado de las acciones ateroprotectoras de las HDL, se mantiene la integridad
endotelial, facilita la relajacion vascular, inhibe la adhesion de células sanguineas al

endotelio, reduce la agregacion plaquetaria y la coagulacion, y se favorece la fibrindlis.



Més aun, las HDL poseen el potencial de prevenir y también de corregir la disfunciéon

endotelial, considerada como el factor clave en la patogenia de la aterosclerosis.

CAPITULO 5: HDL Y ATEROSCLEROSIS

5.1 Epidemiologia de la aterosclerosis

La mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV) en México tiene una tendencia
creciente; el incremento en la tasa fue de 2.1 a 69 por 100 000 habitantes, de 1950 al
2000; se prevé que para el 2020 la ECV provocara 25 millones de muertes anualmente.
En el distrito federal, la ECV ocupa la tercera causa de muerte en los sujetos mayores
de 15 afios.

La aterosclerosis es la responsable en la mayoria de los casos de enfermedad
cardiovascular, es la principal causa de morbilidad y mortalidad en la mayoria de los
paises occidentales; inclusive en el nuestro, manifestandose de varias formas como:
enfermedad arterial coronaria (EAC) o sindromes isquémicos coronarios, eventos
vasculares cerebrales y enfermedad arterial periférica.iE™" Marcador no definido. ) o
expresion como infarto agudo al miocardio (IAM) de la EAC ocasiona mas de 200 000
muertes anuales, de las cuales 50% ocurren en la primera hora de iniciados los
sintomas, antes de llegar a un servicio médico, lo que refleja la alta prevalencia de
muerte sUbita en la poblacion de riesgo. Como se menciond anteriormente, la
aterosclerosis es una enfermedad con componente inflamatorio, en la que participan
diferentes elementos que promueven su evolucion y progreso. A estos elementos se les

conoce como factores de riesgo cardiovascular y entre ellos se encuentran:

hipertension arterial, tabaquismo, obesidad, dislipidemias y diabetes mellitus. El estudio



INTERHEART sugiere que factores de riesgo cardiovascular modificables predicen

aproximadamente el 90% de los episodios cardiovasculares.

5.2 Formacion de la placa ateromatosa

Estudios prospectivos epidemiolégicos han mostrado que, niveles bajos de colesterol
de HDL (C-HDL) representan un factor de riesgo independiente para el desarrollo de la
enfermedad arterial coronaria; el desequilibrio entre concentraciones circulantes de
lipoproteinas aterogénicas (VLDL, LDL, IDL) y las HDL, se asocia con disfuncion
endotelial. Las alteraciones en la fisiologia endotelial se han involucrado tanto en la
aterosclerosis temprana como en la progresion de la enfermedad.

El estrés oxidativo favorece los factores pro-oxidantes sobre los factores antioxidantes,
provoca una mayor formacion de radicales libres y la activacion de citocinas, dando
lugar a la disminucion de la vaso-relajacion dependiente de endotelio. La disfunciéon
endotelial (Figura 12) aumenta la permeabilidad de la pared de los vasos, favoreciendo
una mayor penetracion de las LDL en la pared vascular. En el espacio subendotelial
existe un ambiente menos protector, por lo que las lipoproteinas son significativamente
mas vulnerables a la oxidacion. La susceptibilidad a la oxidacion de los componentes de
la LDL varia de uno a otro y depende tanto de los oxidantes presentes como de la
concentracion, duracién y condiciones de exposicion. Cuando la Apo B-100 no ha sido
modificada, la lipoproteina se denomina LDL minimamente oxidada (LDL-MM) y puede
contener pequefas cantidades de antioxidantes. Las LDL-MM activan al factor nuclear
kappa B (NF-kB) favoreciendo la expresion de moléculas de adhesion y de la proteina
quimioatrayente de monocitos (MCP-I) que provocan la entrada de mas monocitos en

la pared de los vasos. En el espacio subendotelial los monocitos se diferencian a



macréfagos y captan LDL oxidadas; debido a que no existe regulacion a la baja de sus
receptores, seguiran captando LDL oxidadas hasta diferenciarse a células espumosas.
Estas células mueren y liberan lipidos que forman el nicleo de la placa ateromatosa.
Las células del musculo liso, también secretan factores de crecimiento, y cubren el
nucleo ateromatoso produciendo proteinas de matriz extracelular (colageno, elastina y

a'iError! Marcador no definido. Se considera

proteoglicanos), que formando la cubierta fibros
gue la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad contribuye al inicio y progresion

de la aterosclerosis.

HDL INHIBE LA EXPRESION DE
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Las LDL oxidadas (LDLox) estimulan a las células endoteliales a expresar MCP-1, que atrae monocitos al
espacio subendotelial. LDLox también promueve la diferenciacién de monocitos a macréfagos que captan las
LDLox en un proceso que da lugar a la formacién de células espumosas.

Abreviaturas: MCP-1; proteina quimioatrayente de monocitos

Figura 12. Formacion de la placa ateromatosa y prop  iedades aterogénicas de
las HDL.




5.3 Alteraciones de HDL en la aterosclerosis

Como ya se menciond, las HDL son un grupo de particulas heterogéneas en tamafio y
otras caracteristicas que pueden modificar su funcion, asi como su utilidad como
marcadores de riesgo para enfermedad arterial coronaria (EAC). Desde hace varias
décadas, los estudios epidemiolégicos han mostrado que las concentraciones bajas del
C-HDL constituyen un factor de riesgo importante e independiente de EAC. En varios
estudios se ha encontrado que los sujetos con hipoalfalipoproteinemia (HA) (C-HDL <
40 mg/dL) combinada con hipertrigliceridemia (HTG) (Triglicéridos (TG) >150mg/dL)
tiene una distribucion alterada de las subpoblaciones de HDL, que se caracteriza por el
aumento de las HDL pequefas (a-3y pre f—1) y disminucion de las HDL grandes (a-1).
Lo interesante de este hallazgo, es la observacion de que los cambios en la distribucién
de las subclases de las HDL son de mayor utilidad que las concentraciones de C-HDL,
en la prediccion de eventos coronarios en pacientes con EAC y C-HDL bajo (<40mg/dl).
Méas aun, también se ha informado que las HDL de estos sujetos tienen composicion
lipidica alterada, estan enriquecidas en TG y disminuidas en ésteres de colesterol (EC).
Esta composicion anormal se asocia a reduccion de sus efectos antioxidante,
antiinflamatorio y a menor capacidad para promover el eflujo de colesterol, lo que puede
disminuir la actividad ateroprotectora de las HDL. Ademas de las alteraciones en la
distribucién de las subpoblaciones y la composicién de las HDL, las enzimas asociadas
a esta lipoproteina pueden ser disfuncionales o estar disminuidas. Por otra parte, el
enriguecimiento de las HDL en triglicéridos también se asocia con disminucion de la
actividad de la LPL, LH, LCAT o combinacion de estas. Kontush y Chapman han

reportado datos que muestran actividad antioxidante de las HDL deficiente,



principalmente de las particulas pequefias y densas, en dislipidemias aterogénicas, asi
como sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo II.

Es ampliamente aceptado que la aterosclerosis es una condicion inflamatoria crénica.
El endotelio lesionado expresa proteinas que favorecen la adhesion de monocitos a la
superficie endotelial antes de pasar al espacio subendotelial. Estas proteinas incluyen
la molécula-1 de adhesion de células vasculares (VCAM-1), la molécula-1 de adhesién
intercelular (ICAM-1) y la E-selectina. Las HDL inhiben la expresion de estas moléculas
de adhesion inducida por citocinas del tipo del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).
Los sujetos con C-HDL bajo tienen concentraciones plasmaticas altas de ICAM-1, E-
selectina y de VCAM-1.

En algunos estudios pero no en otros, " Marcador no definido.

el eflujo de colesterol es otra
de las funciones de las HDL que se ha encontrado alterada en los sujetos que cursan
con anormalidades del C-HDL. Se ha reportado que los sujetos con
hipoalfalipoproteinemia (HA) + hipertrigliceridemia (HTG) y los sujetos con HA aislada
tienen disminucion significativa del eflujo de colesterol, medido tanto con la utilizacion
de células FUSAH como en la linea celular J744. En conjunto, los estudios mencionados
muestran que los sujetos con HA+HTG se caracterizan no solo por las concentraciones
bajas de C-HDL, sino también por particulas de HDL con alteraciones en su tamafo,
composicion quimica y disminucion de sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes
y en su capacidad para promover el eflujo de colesterol. Todas estas anormalidades de
las HDL, pueden ser de importancia en el inicio y progresion de la aterosclerosis, asi

como en el riesgo residual observado en pacientes coronarios tratados con estatinas y

gue han logrado alcanzar valores meta de C-LDL.



[ll. JUSTIFICACION

El tratamiento implicado en la regulacién de lipidos en plasma ha sido controlar el
colesterol de LDL (C-LDL) con el uso de estatinas, sin embargo se ha observado
gue aun con pacientes que alcanzan valores de C-LDL por debajo de la meta
(<100mg/dl), siguen presentando un riesgo residual de 60 a 70% de eventos
coronarios recurrentes. Esto pudiera estar explicado por las concentraciones bajas
de C-HDL y/o altas de triglicéridos; mas aun, se ha observado que mas que la
concentracion de C-HDL son las alteraciones en las caracteristicas fisicoquimicas
y funcionales de las HDL las que pueden dar una idea mas clara sobre el papel
protector de las HDL en la aterosclerosis.

En la literatura, no existen estudios que hayan evaluado las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), en
pacientes con cardiopatia coronaria tratados con estatinas y niveles de C-LDL en
meta (<100mg/dl) pero que tienen valores bajos de C-HDL vy altos de triglicéridos.
Por lo que la realizacion de este trabajo nos dard informacion de estas

alteraciones en pacientes cardiopatas con C-LDL controlado.



V. OBJETIVOS

Investigar en pacientes con enfermedad arterial coronaria tratados con estatinas y
C-LDL en meta (<100mg/dl) pero con triglicéridos (>150mg/dl) y C-HDL (<40mg/dl)
anormales (grupo HA+HTG); en pacientes con EAC tratados con estatinas y C-
LDL en meta (<100mg/dl) pero con triglicéridos (<150mg/dl) y C-HDL (>40mg/dl)
normales (grupo NLP) y en sujetos sanos (grupo control):

+ La distribucion de las subclases de las HDL.

« La composicion quimica de las HDL: Triglicéridos (Tg), colesterol

esterificado (CE), colesterol libre (CL), proteinas y fosfolipidos.
¢+ El contenido de apolipoproteinas en las HDL.

+«» El eflujo de colesterol evaluado con la linea celular FUSAH.



V. MATERIAL Y METODOS

Poblacion

Los pacientes (n=69) fueron seleccionados de la consulta externa del Instituto
Nacional de Cardiologia. Se eligieron pacientes del sexo masculino, con
diagndstico de EAC estable, definida por historia personal de infarto al miocardio,
angioplastia o cirugia de revascularizacion. Todos los pacientes recibian
tratamiento con una estatina y tenian C-LDL en valores meta (<100 mg/dL). De
acuerdo a los valores de TG y de C-HDL, los pacientes se dividieron en dos
grupos. ElI  primero, grupo hipoalfalipoproteinemia combinada con
hipertrigliceridemia (HA+HTG), incluyo 34 pacientes con C-HDL menor a 40 mg/dL
y TG entre 151 y 500 mg/dL. El grupo normolipidémico (NLP) lo conformaron 35
pacientes con C-LDL en meta y valores normales de C-HDL (240 mg/dL) y de
triglicéridos (€150 mg/dL). No se incluyeron pacientes con eventos
cardiovasculares agudos en los tres meses previos, insuficiencia cardiaca
congestiva, indice de masa corporal (IMC) >35 kg/m? diabetes mellitus
descontrolada, disfuncion tiroidea, miopatia, ni aquellos con enfermedad renal o
hepatica. Tampoco se incluyeron pacientes tratados con fibratos, niacina o
resinas. El grupo de sujetos control sanos se formé con 20 hombres seleccionados
de los donadores que acuden al banco de sangre de nuestro instituto. Se
incluyeron sujetos con IMC inferior a 30 kg/m?, sin dislipidemia ni evidencia clinica
de enfermedades agudas o crénicas, y que no recibian medicamentos con efectos
en el metabolismo lipoproteico. El protocolo fue aprobado por el comité de bioética

y se incluyeron Unicamente los pacientes y donadores que después de conocer las



caracteristicas del estudio, aceptaron firmar la forma de consentimiento informado

(Anexo 1).

Metodologia

A todos los participantes se les aplicoO un cuestionario para obtener informacion
familiar y personal sobre factores de riesgo cardiovascular, actividad fisica,
consumo de alcohol y tabaco. En los pacientes, se registro el tipo y dosis de
estatina asi como las terapias concomitantes (antihipertensivos, beta-
bloqueadores, inhibidores de la ECA, diuréticos, aspirina y otros antiagregantes
plaguetarios) al momento del estudio. Se midieron el peso, la talla, la
circunferencia de cintura, la frecuencia cardiaca y la presion arterial. El indice de
masa corporal (IMC) se calculé con la formula: peso(kg)/talla(m)?. El sobrepeso se
defini6 como IMC de 25-29.9 kg/m? la obesidad como IMC = 30 kg/m? y la
adiposidad central como circunferencia de cintura = 90 cm. En ayuno de 12 horas
y transcurridos 20 minutos de reposo en posicion sedente, se colectaron 15 ml de
sangre venosa en tubos con EDTA y 10 ml en tubos sin aditivo. Después de
centrifugar, el plasma y el suero fueron separados en alicuotas, a las alicuotas de
plasma se afiadieron inhibidores de proteasas (Aprotinina 100 KIU/ml,
Benzamidina 1 mM). Todas las alicuotas se almacenaron a -70 C para su analisis

posterior. Los lipidos y la glucosa se midieron en muestras frescas.



Analisis de laboratorio

Las determinaciones de lipidos y lipoproteinas en plasma, asi como el analisis de
la composicion quimica de HDL, se realizaron en un autoanalizador Hitachi 902
(Hitachi LTD, Tokyo Japan), utilizando estuches enzimaticos comerciales (Roche
Diagnostics, Mannheim Alemania y Wako Chemicals, USA). El colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) se determin6 mediante un método
enzimatico sin precipitacion previa (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania). El
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) se estimo6 con la formula
de Friedewald modificada por De Long. El colesterol esterificado, contenido en las
HDL, se calculd mediante la siguiente formula: CEnp =(CThpL - C libre yp.)*1.68.
En nuestro laboratorio, la precision y exactitud de las determinaciones de lipidos
son evaluadas periodicamente por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades de Atlanta (CDC, por sus siglas en inglés). La apoproteina B
(apoB) y la apoproteina A-l (apoA-1), se determinaron por inmunonefelometria (BN
Pro Spec nephelometer, Dade Behring Marburg GmbH, Ge.). Los coeficientes de
variacion inter ensayo fueron inferiores al 6%.

Las subpoblaciones de HDL fueron determinadas en HDL aisladas por
ultracentrifugacion secuencial, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
gradiente (4% al 25%) en condiciones nativas (PAGE). Como referencia se
utilizaron marcadores de alto peso molecular (Pharmacia, Piscataway, NJ) con
diametros conocidos (tiroglobulina 17 nm, ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm,
lactato deshidrogenasa 8.2 nm, y albumina 7,1 nm). Previa tincion con azul de
Coomassie R250, las proporciones relativas a las diferentes subpoblaciones de

HDL se cuantificaron por densitometria Optica en un densitometro (modelo 620;



Bio-Rad, Hertfordshire, UK), que utiliza el programa de analisis molecular Bio-Rad
version 1.1. Los intervalos utilizados para las diferentes subpoblaciones fueron:
HDL3. 7.21-7.76nm, HDL3, 7.76-8.17 nm, HDL3, 8.17-8.77 nm, HDL,, 8.77-9.71
nm y HDL,, 9.71-12.93 nm. Los coeficientes de variacion fueron menores al 10%
para todas las subpoblaciones. El tamafio promedio de la particula de HDL esta
determinado por la proporcion relativa de cada una de sus subclases, por lo que
se obtuvo sumando el tamafio promedio (nm) de cada subfraccién, multiplicado
por su proporcién relativa, y la suma total se dividié entre 100. El coeficiente de
variacion para el tamafo promedio de particula fue menor del 1%. El contenido de
apoproteinas (apos) en HDL se determiné semicuantitativamente mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) en gradiente (4-21%). Las
apos fueron tefiidas con azul de Coomassie e 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 CIll 6.6 KD), utilizando marcadores de peso molecular conocido
(fosforilasa 97 KD, albumina 66 KD, ovoalbumina 45 KD, anhidrasa carbdnica 30
KD, inhibidor de tripsina 20.1 KD, a-lactoglobulina 14.4 KD). El porcentaje de area
bajo la curva, correspondiente a cada apoproteina, se cuantificd por densitometria
Optica.

El eflujo de colesterol, mediado por el receptor SR-B1, se determiné empleando
células de hepatoma de rata de la linea FuSAH de acuerdo al método descrito por
de la Llera-Moya. Brevemente, las células se sembraron entre 100 000 y 200 000
células por pozo en medio minimo esencial (MEM; GIBCO BRL) suplementado

con suero fetal bovino al 5% (GIBCO BRL) y crecieron durante 2 dias a 37C en



una atmosfera de CO; y una humedad de 5%. Las células crecieron en presencia
del colesterol marcado (*H-colesterol; England Nuclear) a una concentracién de
5uCi/pozo por 2 dias; posteriormente el medio se reemplazé6 por MEM con
albumina sérica bovina (ASB) al 0.5% y se incubd durante 18 horas. Se retiro el
MEM/ASB 0.5% y se adicion6 suero humano diluido al 2.5% a las células
marcadas; se incubd a 37<C por 4 horas. Al termind de la incubacién se retir6 el
medio y la monocapa de células se removié con NaOH (5N). La radiactividad se
cuantificé tanto en células como en el medio, en un contador beta (Parkard).

La fraccidon del eflujo se calculd al dividir la cantidad de colesterol captado por el
plasma del paciente (medio), entre el colesterol remanente en las células de cada
pozo, multiplicandolo por 100. Cada muestra fue procesada por duplicado, y en
cada ensayo se procesa un control negativo, un control positivo (HDL aisladas por
precipitacion), y un plasma control. En nuestro laboratorio, los coeficientes de
variacion intra e inter ensayo para este método fueron 3.25% vy 5.30%,

respectivamente.

Andlisis estadistico

El andlisis de resultados se realizd con el paquete estadistico SPSS 13 para
Windows (SPSS, Chicago IL). Las variables con distribucion asimétrica fueron
transformadas logaritmicamente para su analisis. Los resultados se expresan
como valores medios *+ desviacion estandar (DE) o error estandar (EE) para
variables continuas; y como porcentaje para variables categoricas. Diferencias en

valores medios entre los tres grupos fueron analizados por ANOVA, las



frecuencias fueron comparadas con la prueba de Chi cuadrada. Se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson para conocer las asociaciones entre las
variables. La independencia de estas asociaciones se determind empleando un
analisis de regresion lineal multiple. Todos los valores de p <0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.



VI. RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas de los tres grupos estudiados se muestran en la Tabla
3, los pacientes con HA+HTG se caracterizaron por tener valores mas altos de
circunferencia de cintura y glucosa comparados con los controles, el IMC también
fue mayor en este grupo pero solo fue estadisticamente significativo comparado
con el grupo NLP. En los valores medios de tension arterial no hubo diferencia

estadisticamente significativa, aunque fueron més altos en el grupo HA+HTG.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas, tension arterial y glucosa
estratificados por grupo de estudio
Pacientes coronarios Controles p*
H(,?; : I;I)G (nN:LES) (n= 20)
Edad (afios) 55.6 £11.8 58.1+11.8 525+85 0.209
IMC (kg/m?2) 28.0 + 4.5° 25.7+3.6 25.6+25 0.028
Cintura (cm) 95.1 +11.4% 90.4+9.8 88.2+6.6 0.034
TAS (mmHgQ) 125.7+24.1 123.5+27.2 116.1+15.1 0.393
TAD (mmHg) 79.6 £19.4 75.3+12.3 74.2+10.2 0.590
Glucosa (mg/dL) 96.9 + 13.5% 93.5+10.3 88.3+8.3 0.005

Valores expresados como media + desviacion estandar.

HA = Hipoalfalipoproteinemia (Colesterol de HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos >
150 mg/dL); NLP = Normolipidemicos; IMC = indice de masa corporal; TAS = Tensi6n arterial sistolica; TAD
= Tension arterial diastdlica.

*ANOVA (Variables con distribucién asimétrica fueron transformadas logaritmicamente para el analisis).

% p<0.05 vs controles, b p<0.05 vs normolipidemicos.

El sindrome metabdlico fue el factor de riesgo coronario mas frecuente en el grupo
HA+HTG (Figura 13), lo anterior no sorprende considerando que los valores altos
de triglicéridos y bajos de C-HDL son las anormalidades lipoproteicas

caracteristicas de éste sindrome. La obesidad, tanto general como central, se



observé con mayor frecuencia en el grupo HA+HTG, sin embargo solo para la

obesidad,

la diferencia alcanz6 significado estadistico. No se observaron

diferencias con significado estadistico cuando se analizaron las frecuencias de

diabetes, habito de fumar, sedentarismo e hipertension, en los dos grupos de

pacientes con enfermedad arterial coronaria.
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Todos los pacientes incluidos en el estudio estaban en tratamiento con alguna
estatina, la droga mas frecuentemente utilizada fue la simvastatina (49%) seguida
por la atorvastatina (23%), rosuvastatina (21%) y la pravastatina (6%) (Figura 14).
Al comparar los 2 grupos, la proporcion de pacientes que recibian tratamiento con
atorvastatina fue mas alta en el grupo NLP (34%) que en el grupo con HA+HTG
(17%) con diferencia significativa (p=0.05). No se encontraron diferencias
significativas en las dosis utilizadas de las diferentes estatinas. Tampoco se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias de utilizacion de otras

drogas anti-isquemicas o antihipertensivas.
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HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150 mg/dL);
NLP = normolipidémicos; Simva = Simvastatina, Atorva = Atorvastatina, Rosu = Rosuvastatina, Prava =
Pravastatina. *Prueba chi cuadrada.

Figura 14. Estatinas utilizadas por los pacientes e  studiados




Debido al efecto del tratamiento con estatinas, los pacientes coronarios tuvieron
valores significativamente mas bajos de CT y C-LDL al compararlos con los
controles (Tabla 4). Por disefio del estudio, el grupo HA+HTG presenté valores
significativamente més altos de TG y mas bajos de C-HDL que los pacientes NLP
y los controles sanos (Tabla 4). Es importante destacar que en los lineamientos de
tratamiento del NCEP, se recomienda que en los pacientes con valores bajos de
C-HDL y/o altos de triglicéridos, se debe primero alcanzar la meta de C-LDL
(<100mg/dL) y después la meta de C-noHDL (<130mg/dL). En ambos grupos de
pacientes coronarios de este estudio el C-noHDL se encontré en meta, pero fue
significativamente mas bajo en el grupo NLP al compararlo con el grupo HA+HTG.
De igual forma, los indices CT/C-HDL y C-LDL/C-HDL tuvieron valores mas altos
en el grupo HA+HTG en comparacién con los grupos NLP y control (Tabla 4).

Algunos estudios han sugerido que la cuantificacion de apoA-1 y apoB pueden ser
de mas utilidad para valorar el prondstico de enfermedad cardiovascular que las
mediciones de C-LDL y C-HDL. El tratamiento con estatinas también disminuyen
la apoB circulante. Como resultado de esta accion de las estatinas, las
concentraciones de apoB fueron menores en los pacientes coronarios que en el
grupo de sujetos sanos, pero la diferencia fue significativa solo con el grupo NLP
(Tabla 4). Las concentraciones de apoA-I fueron significativamente menores en el
grupo HA+HTG en comparacion con los otros dos grupos. El valor alto de la
relacion de apoB/apoA-lI también tiene utilidad en la prediccion de eventos

cardiovasculares (>0.7). Los pacientes con HA+HTG tuvieron el valor mas alto de



esta relacion y la diferencia fue significativa con el grupo NLP que tuvo el valor
mas bajo.
Tabla 4. Valores de |lipidos, lipoproteinas, apolipo

apolipoproteina B en plasma y relacion Apo B/Apo A-
estratificados por grupo

proteina A-l 'y
| de los sujetos

Pacientes coronarios Controles p*
+
Hé - I;I)G (nN:L§5) (n= 20)
Colesterol total (mg/dL) 130.4 + 22.5° 129.4 +20.8% 182.6 +33.4 <0.001
C-LDL (mg/dL) 65.1 +22.72 64.8+18.7*°  107.5+29.9 <0.001
C-HDL (mg/dL) 30.9 +4.3%° 48.3+7.1°% 59.2+17.5  <0.001
E:n?g?jlt)ero' no HDL 99.5+222%  81.1+195%  123.4+305 <0.001
Triglicéridos (mg/dL) 2145 +73.5 2P 101.2 +23.6 99.6 £ 26.6 <0.001
CT/C-HDL 4.3+0.90 #° 2.7+0.47°% 3.2x0.76 <0.001
C-LDL/C-HDL 2.14 +0.83° 1.36+0.43° 1.95+0.70 <0.001
apoB (mg/dL) 76.0 +19.0 66.2 + 16.7° 81.7+16.7 0.006
apoA-1 (mg/dL) 144.1 +18.0% 166.3+23.3  166.5+37.6 0.001
Relacion apo B/apo A-I 0.53+0.14° 0.40+£0.11° 0.50£0.13 <0.001

Valores expresados como media + desviacion estandar.

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150 mg/dL);
NLP = normolipidémicos; C-LDL = Colesterol de lipoproteinas de baja densidad; C-HDL = Colesterol de
lipoproteinas de alta densidad; CT = Colesterol total; Apo A-1, apolipoproteina A-1; Apo B, apolipoproteina B
*ANOVA (Variables con distribuciéon asimétrica fueron transformadas logaritmicamente para el andlisis). ?

p<0.05 vs. controles, ® p<0.05vs. NLP.

Como se describié en material y métodos, la distribucion de las subclases de las
HDL se determinG6 mediante electroforesis en gradiente de 4%-25%, en la Figura
15 se observa un gel representativo de las muestras de los pacientes analizado
por densitometria Optica. El pozo 1, 2 y 6 representan al grupo HA+HTG, el pozo 7
al grupo NLP, el pozo 4 a un marcador de peso molecular y el pozo 5 a una
muestra conocida usada como control. La Figura 16 muestra la proporcion relativa
de cada subclase de HDL. En comparacién con los pacientes NLP y el grupo

control, los pacientes con HA+HTG tuvieron proporciones significativamente mas



altas de las HDL pequefas (HDL3c y HDL3p) y proporciones més bajas de las HDL
grandes (HDLz, y HDL2,). Como consecuencia de esta distribucion de subclases,
el diametro promedio de las HDL fue significativamente menor en el grupo con

HA+HTG.
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Las subpoblaciones de HDL determinadas en HDL aisladas por ultracentrifugacién secuencial, mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida en gradiente (4% al 25%) en condiciones nativas (PAGE). En la parte superior de la figura s¢
observa el gel tefiido con azul de Comasie y los marcadores de peso molecular con didmetros conocidos; con los que
se realiza la curva patrén relacionando el tamafio con el factor de migraciéon. Se observan muestras de pacientes corn
HA+HTG en los pozos 1,2, 6 en las cuales se observan predominantemente las HDL pequefias (HDL 3b y 3c), en e
pozo 7 se observa una muestra de un paciente NLP y podemos ver las 5 subpoblaciones (HDL 3a, 3b, 3c, 2ay 2b
En la parte inferior de la figura se observa el area bajo la curva de una muestra después de analizarla pof
densitometria Optica y se observan los mm migrados de cada subpoblacién, con estos valores y la curva patron s¢
determina la distribucion de las subpoblaciones y el tamafio de HDL.

Figura 15. Determinacion de tamafios de HDL
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HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150 mg/dL);
NLP = normolipidémicos

Figura 16. Distribucion de subclases y tamafio prome  dio de HDL en los tres
grupos estudiados.

Como se describié en la metodologia el contenido de apoproteinas en HDL se
determino semicuantitativamente mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes en gradiente del 4-21 %. La figura 17 muestra el
contenido de apoproteinas de diferentes muestras. En el pozo 10 se colocd un
estandar de proteinas de peso molecular conocido, la banda mas gruesa que se
observa en todas las muestras corresponde a apoA-l y la banda por debajo de
esta a apoA-ll, en los pozos 7,8 y 9 se observa ademas la albumina que es
primera banda, debajo de esta se ve la apoE. La composicion quimica y de
apoproteinas de las HDL también mostré diferencias significativas entre los 3

grupos (Tabla 5). Las HDL de los pacientes HA+HTG se caracterizaron por tener



mayor proporciéon de triglicéridos, menor proporcion de ésteres de colesterol y

menor contenido de apoA-l y apoA-Il.

ESTANDAR  PM.(KD) APOs (KD)
Fosforilasa B 97 A-IV (46)

Aloumina 66 E (34

Ovoalbumina 45 Al (28)
Anh. Carhonica 30 Al (17)

Inh. Tripsina 20.1 C (6.6-88)

o-lactoglobulina 14.4

&

El contenido de apoproteinas (apos) en HDL se determind semicuantitativamente mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) =" Mareador no definido. oy gradiente (4-21%). En la figura
se observa la dltima columna con los estandares de proteina conocidos; la primera banda que se observa en tres
muestras corresponde a la albimina la banda mas gruesa que aparece en todas las muestras corresponde a la
apoA-1. la seaunda banda corresponde a apoA-Il. v la ultima banda que solo se ve en una muestra corresponde a las

Figura 17 . Determinacion del contenido de apolipoproteinas en HDL

Tabla 5. Composicion quimica, contenido de apoprote  inas de HDL en los
tres grupos de pacientes estudiados.

HA + HTG NLP CONTROLES .
(n=34) (n =35) (n =20)
Proteinas en HDL (%) 46.6 £ 8.1 47.7 +6.8 449+5.1 0.578
Triglicéridos en HDL (%) 6.1+3.6" 41+1.8 4.6+6.1 0.007
CL en HDL (%) 3.7+0.8 3.9+0.8 3.6+0.5 0.330
CE en HDL (%) 16.9+3.8° 17.8+3.4 19.2+2.2 0.045
Fosfolipidos en HDL (%) 26.6 £4.4 26.4£3.3 26.9 £2.1 0.814
Apo AlV en HDL (%) 45+12 46+1.1 47+13 0.765
Apo E en HDL (%) 74+15 74+15 70+13 0.455
Apo Al en HDL (%) 42.4 +4.9° 46.0+5.1 44.8 + 3.6 0.009
Apo All en HDL (%) 26.4+3.1 25.5+3.5% 28.3+2.9 0.018

Valores expresados como media + desviacion estandar.

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150 mg/dL); NLP
= Normolipidemicos; HDL = Lipoproteinas de alta densidad; CL = Colesterol libre; CE = Colesterol esterificado.
*ANOVA (Variables con distribucién asimétrica fueron transformadas logaritmicamente para el analisis). ?
p<0.05 vs. controles, ® p<0.05vs. NLP.



La funcion principal de las HDL es promover el eflujo de colesterol de células
extrahepaticas a través de su interaccibn con proteinas especificas de la
membrana celular. El eflujo de colesterol hacia el plasma total de cada
participante en los tres grupos estudiados, se evalud utilizando la linea celular
FuSAH. El eflujo de colesterol mas bajo se observd en los pacientes con
HA+HTG, el mas alto en el grupo control sano, y un valor intermedio en los
pacientes del grupo NLP (Figura 18). Las diferencias fueron estadisticamente
significativas al comparar los dos grupos de pacientes con el grupo de sanos.
Aunque el eflujo de colesterol fue mas alto en el grupo NLP que en los pacientes

con HA+HTG, la diferencia no alcanzo significado estadistico.

Bl HA+HTG NLP [_] Control

25 7

20 A 1
S N a 19.1
515i . —

g 15

S 10 -
g 5 -

O:

ANOVA (la variable fue transformada logaritmicamente para su andlisis). a p<0.001 vs. grupo
control

Figura 18. Eflujo de colesterol de células FU5AH al plasma en los tres
grupos de estudio



En la Figura 19 se muestran los resultados del andlisis de correlacion simple del
eflujo de colesterol con las variables clinicas y bioquimicas de los tres grupos en
conjunto. Las variables con distribucion asimétrica fueron transformadas a su
logaritmo natural antes del analisis. La asociacion del eflujo de colesterol fue
positiva con colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol de no HDL,
apoA-l, HDL,,, HDL;,, tamafio promedio de la particula de HDL, contenido de
fosfolipidos y ésteres de colesterol en la particula de HDL. Las concentraciones de
triglicéridos, el indice CT/C-HDL y las HDL3. se asociaron inversamente con el
eflujo de colesterol. Todas las correlaciones tuvieron significado estadistico (p <

0.05).
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CT = Colesterol total; C-LDL = Colesterol de lipoproteinas de baja densidad; y C-HDL = Colesterol de
lipoproteinas de alta densidad. C no HDL = Colesterol no HDL, TG = Triglicéridos, ApoA-I = apolipoproteinaA-
I, FL en HDL = fosfolipidos en la particla de HDL, CE en HDL = Esteres de colesterol en la particula de HDL.
Correlacion de Pearson p < 0.05 para todas.

Figura 19. Asociacion del eflujo de colesterol con las variables clinicas y
bioguimicas de todos los sujetos estudiados (n=89)




Para determinar la independencia de estas asociaciones del eflujo de colesterol,
se realizd un andlisis de regresion lineal multiple. Como variables independientes
se incluyeron en el modelo las concentraciones de los diferentes lipidos y de
apoA-l, el indice CT/C-HDL, la proporcion de las subpoblaciones HDL,,, HDL,, ¥y
HDLs. asi como el tamafio promedio de la particula de HDL, el contenido de
fosfolipidos y ésteres de colesterol de las HDL; y como variable dependiente el
eflujo de colesterol. Los resultados mostraron que el C-HDL (31.7%), el colesterol
de no HDL (5.7%) y la proporcion de HDL,, (3.8%), explicaron de manera

independiente la varianza en el eflujo de colesterol.



VIl. DISCUSION
En general, los estudios epidemiolégicos prospectivos como el de Framingham y
el PROCAM han mostrado que el C-HDL bajo se asocia en forma independiente
con el aumento de riesgo de EAC. Sin embargo, las excepciones a esta
asociacion sugieren que la aterogenicidad del C-HDL puede estar influenciada por
variables no medidas, en los laboratorios clinicos, e incluyen factores genéticos y
adquiridos, o que la concentracién de subclases de HDL y la funcionalidad de las
HDL, y no la cantidad absoluta de HDL, pueden contribuir al efecto
antiaterogénico. Investigaciones recientes indican que el analisis de las subclases

. \ - .
iError! Marcador no definido. En varios

de HDL puede mejorar la prediccion de la EAC.
estudios se ha observado que el C-HDL bajo suele asociarse a elevacion de
triglicéridos, y que los pacientes con esta anormalidad lipoproteica, conocida como
dislipidemia aterogénica también incluye una disminucion en tamafo de las HDL,
gue resulta de las concentraciones menores de HDL grandes y aumento de las
HDL pequefas. También se ha informado que estas particulas de HDL tienen una
composicion anormal, con aumento en el contenido de triglicéridos y disminucion

de los esteres de colesterol iError! Marcador no definido.

En estos pacientes, el valor bajo
de C-HDL se asoci6 en forma independiente a mayor morbimortalidad
cardiovascular a pesar de haber alcanzado valores muy por debajo de C-LDL en
respuesta a la administracion de estatinas. Con el propoésito de investigar las
caracteristicas y la funcionalidad de las HDL, evaluada mediante el eflujo de
colesterol, en este tipo de pacientes, en el presente estudio se incluyeron

Unicamente pacientes tratados con estatinas que habian logrado valores de

colesterol de LDL<100mg/dl, pero con persistencia de C-HDL bajo y triglicéridos



altos. En el presente trabajo se informa que los pacientes con HA+HTG tienen, en
comparacion con los pacientes coronarios con lipidos normales (NLP), un perfil de
riesgo cardiovascular mas desfavorable, caracterizado por frecuencias mayores de
obesidad general y adiposidad central, valores més altos de las relaciones CT/C-
HDL, ApoB/ApoA-I, concentraciones bajas de apoA-l y una frecuencia muy alta de
sindrome metabdlico. En estos pacientes se observé disminuciéon en las
proporciones de las particulas HDL grandes y aumento de particulas HDL
pequeiias. También se observdé un aumento significativo en el contenido de
triglicéridos en las particulas de HDL y disminucion en funcionalidad de las HDL,
evaluada mediante eflujo de colesterol. Este conjunto de alteraciones puede
contribuir al aumento de riesgo de sufrir nuevos eventos cardiovasculares.

Numerosos estudios han mostrado que la resistencia a la insulina se asocia a un
conjunto de anormalidades aterogénicas que incluyen dislipidemia, perfil
protrombadtico y un estado de inflamacién. La obesidad, particularmente el exceso
de grasa visceral o intraabdominal, es otra condicion frecuentemente asociada a la
resistencia a la insulina y alteraciones relacionadas. Aunque la circunferencia de
cintura tiene buena correlacion con la cantidad total de grasa abdominal, su
medicion por si sola no permite distinguir entre la obesidad por exceso de grasa
subcutdnea y la obesidad visceral. Sin embargo, la presencia simultdnea de
hipertrigliceridemia y circunferencia de cintura aumentada, puede identificar
pacientes con exceso de tejido adiposo visceral y otras anormalidades
metabdlicas. Nuestros hallazgos confirman lo observado en estos estudios. Los
pacientes con la dislipidemia HA+HTG tuvieron los valores mas altos de

circunferencia de cintura y mayor prevalencia de obesidad abdominal (65% vs.



43%). Los resultados indican que estos pacientes presentan varios componentes
del llamado sindrome metabdlico. De hecho, utilizando 90cm como punto de corte
de circunferencia de cintural=™" Marcador no definido. 155 otros criterios de
diagndstico propuestos por el panel de expertos del NECP, la prevalencia de este
sindrome fue de 91% en HA + HTG, 11.4% en NLP y de 0.0% en los sujetos
sanos (Figura 13).

El riesgo cardiovascular asociado a los trastornos lipoproteicos esta relacionado
con el balance entre las lipoproteinas aterogénicas (densidad muy baja [VLDL],
intermedia [IDL] y baja [LDL]) y las lipoproteinas antiaterogénicas (HDL). Para
expresar este balance habitualmente se han utilizado las relaciones CT/C-HDL y
C-LDL/C-HDL. Estos indices han sido utiles para predecir eventos
cardiovasculares. Sin embargo, se han proporcionada evidencias de que la
relacion apoB/apoA-I tiene un poder de prediccion mayor, particularmente en
poblacion de alto riesgo. En los pacientes HA+HTG del presente estudio, los tres
indices mencionados fueron significativamente mas altos que en el grupo NLP,
indicando que su riesgo de eventos futuros es mayor.

Aunque estudios iniciales no mostraron datos convincentes sobre la utilidad de
medir las subfracciones de HDL, en los ultimos afios, varios trabajos de
investigacion han sefialado que la caracterizacion mas detallada de las
lipoproteinas de alta densidad mejora la capacidad para evaluar el riesgo de EAC.
Las HDL son un grupo heterogéneo de particulas que difieren en tamafio,
composicion, densidad y carga. Se ha descrito que las HDL pequefias promueven
mayor eflujo de colesterol y tienen mayor actividad antioxidante y antiinflamatoria

gue las particulas grandes de HDL. Aunque la proporcion de HDL pequefas se



encuentra aumentada en las personas con C-HDL bajo y en los pacientes con
sindrome metabdlico, su composicién quimica y su capacidad funcional estan

alteradas iError! Marcador no definido.

Por otra parte, se ha encontrado que el aumento
de HDL pequefas, se asocia a la prevalencia de enfermedad arterial coronaria, y
con mayor recurrencia de eventos coronarios en pacientes con EAC y C-HDL bajo
aun después de ajustar por factores de riesgo tradicionales. Algunos estudios no
han mostrado efectos de las estatinas sobre el tamafio de las HDL, pero Asztalos
y cols, recientemente reportaron que el tratamiento con estatinas da lugar al
aumento de las particulas de HDL grandes y disminucion de las LDL pequenias.
Estos efectos, mas notables con rosuvastatina y atorvastatina en comparacion con
simvastatina y pravastatina, mejoran pero no logran normalizar la distribucion de
las subclases de HDL. En este estudio los pacientes coronarios tratados con
diferentes estatinas presentaron anormalidades en la distribucion de las
subclases (aumento de las HDL pequefias y disminucién de las HDL grandes) asi
como, en la composicién de lipidos en las subclases de HDL, estas particulas se
encontraron enriquecidas en triglicéridos y disminuidas en esteres de colesterol,
los resultados del presente trabajo son consistentes con los hallazgos de esos
estudios.

Debido a la incapacidad de las células periféricas para catabolizar el colesterol, el
exceso de este compuesto en los tejidos extrahepéticos debe ser removido y
transportado al higado para su reciclamiento o excrecion en la bilis. El transporte
reverso de colesterol (TRC), tiene como primer paso critico el eflujo de colesterol
de los tejidos hacia aceptores extracelulares como las HDL y la apoA-l. Los

estudios experimentales han sugerido que las moléculas ABCA1, ABCG1 y el



receptor pepenador Clase B tipo 1 (SR-B1), participan de manera importante en el
eflujo de colesterol en los macrofagos, y también que el ABCAL1 y ABCG1, pero no
el SR-B1, promueven el TRC in vivo. Los animales con carencia o deficiencia de
ABCAL1l y de SR-Bldesarrollan aterosclerosis acelerada. Actualmente se considera
gue el mecanismo primario ateroprotector de las HDL y la apoA-l esta
representado por el TRC. La linea celular FUSAH es un modelo ampliamente
utilizado y validado para estudios de eflujo de colesterol. Un estudio que incluyo
Unicamente 12 individuos no diabéticos, y normotrigliceridémicos, sugirio que el
eflujo de colesterol de células FUSAH hacia el plasma de sujetos con resistencia a
la insulina no esta alterado a pesar de valores bajos de C-HDL. Otros dos
estudios, sin embargo, han mostrado disminucién del eflujo de colesterol en
pacientes masculinos con HA+HTG y de pacientes con diabetes. Nuestros
hallazgos de eflujo de colesterol disminuido en pacientes coronarios tratados con
estatinas, confirman lo reportado en esos dos Ultimos estudios. Mas aun la
asociacion directa, significativa e independiente del eflujo de colesterol con las
concentraciones de C-HDL, que encontramos en el analisis de regresion lineal
multiple, es consistente con informes previos. La alteracion en el eflujo de
colesterol encontrada en el presente estudio, puede favorecer el depdsito de
colesterol en la pared vascular y contribuir a la progresion de la aterosclerosis.

Como se ha mencionado previamente el transporte reverso de colesterol es
considerado como el mecanismo principal involucrado en el papel protector de las
HDL contra la aterosclerosis, sin embargo, hay evidencias de que las actividades
anti-inflamatoria y antioxidante de las HDL también tienen efectos benéficos en la

pared arterial. En comparacion con las HDL grandes, las HDL pequefias son



mejores promotoras del eflujo de colesterol, ejercen mas actividad antioxidante y
tienen mayor capacidad para inhibir la expresion de moléculas de adhesién. Esta
actividad biolégica de las subclases de HDL se encuentra alterada en individuos
con C-HDL bajo. Se ha informado que la capacidad antioxidante de todas las HDL
pequeiias (3a, 3b, 3c) estd significativamente disminuida en pacientes con
sindrome metabodlico. Con base en estos estudios, es posible que, en nuestros
pacientes con colesterol de HDL bajo y triglicéridos altos, otras actividades
ateroprotectoras de las HDL se encuentren disminuidas. Sin embargo, se
requieren futuros estudios adicionales que confirmen esta posibilidad.

Este estudio tiene algunas limitaciones. Primera, se incluyeron en el estudio
Unicamente pacientes del sexo masculino, por lo que los resultados reportados
pudieran no ser aplicables en las mujeres. Segunda, los pacientes no estaban
tratados con un solo tipo de estatina, sino con varios de estos medicamentos que
pueden diferir en sus efectos sobre algunas caracteristicas de las HDL. Esta
modalidad del estudio obedecié a nuestro deseo de reproducir en la muestra
estudiada lo que ocurre en la practica clinica cotidiana. Dado que las proporciones
de pacientes que recibian las diferentes estatinas y las dosis utilizadas fueron
generalmente similares en ambos grupos, es poco probable que esta
caracteristica del estudio haya tenido influencia en los resultados. Tercera, los
meétodos utilizados para evaluar las caracteristicas de las HDL en los pacientes
estudiados, no estan disponibles para la practica clinica. Sin embargo, la
informacion obtenida por este tipo de estudios contribuye a mejorar el
conocimiento sobre las anormalidades lipoproteicas que pueden participar en la

progresion del proceso aterogénico.






VIIl. CONCLUSIONES
Los resultados del presente trabajo, obtenidos con pacientes coronarios tratados
con estatinas que han alcanzado valores meta de C-LDL, muestran que la
presencia de valores bajos de C-HDL y elevados de triglicéridos identifica a un
grupo de pacientes con mayor frecuencia de obesidad general y adiposidad
abdominal, valores mas altos del indice CT/C-HDL, disminucion significativa de las
concentraciones de apoA-I, alteraciones fisicoquimicas y en la distribucion de las
subclases de HDL. Ademas, en estos pacientes se demostré reduccion del eflujo
de colesterol, proceso considerado como la funcién ateroprotectora mas
importante de las HDL. Los estudios en la literatura sefialan que cada una de
estas anormalidades, contribuye a la progresion de la aterosclerosis y se asocia a
mayor riesgo cardiovascular. Es plausible que el riesgo residual, observado en
todos los estudios de prevencion primaria y secundaria con estatinas, asi como la
mayor morbimortalidad en los pacientes coronarios con C-HDL bajo y C-LDL con
valores inferiores a 70 mg/dl, observado en el estudio de tratamiento para lograr

nuevas metas iError! Marcador no definido.

pueda ser debido, al menos en parte, a las
anormalidades fisicoquimicas y funcionales de HDL identificadas en el presente
estudio. Aunque la reduccién de las concentraciones del C-LDL continda siendo la
meta principal del tratamiento, este y otros estudios sugieren que los valores bajos
del C-HDL deberian también ser considerados como objetivo de la terapia
reguladora de lipidos. Esta posicion es apoyada por el reporte de que el aumento
en las concentraciones de las HDL grandes en respuesta al tratamiento con

simvastatina mas niacina, se asocié significativamente a menor progresion de

estenosis coronaria.



Estos resultados son evidencia clara de que el tratamiento con estatinas no es
suficiente en la prevencién secundaria para este grupo de pacientes que
representa entre 30% y 50% de la poblacion con EAC.

Numerosas evidencias disponibles en la actualidad, sefialan que los cambios en el
estilo de vida que incluyen dieta saludable y aumento en la actividad fisica,
pueden ser de gran utilidad en el manejo de los pacientes con este conjunto de

anormalidades.
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Xl.  ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE SANO

Institucion: Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chav ez

Estimado Sefior:

Se le esta invitando a participar en este estudio de investigacién debido a que usted se
encuentra clinicamente sano y no esta bajo ningln tratamiento. Antes de que decida
participar, es importante que sepa por qué se esta haciendo esta investigacion y lo que
implica. Por favor tdbmese todo el tiempo necesario para leer la siguiente informacion,
coméntela, si asi lo desea, con su médico, familiares o con sus amigos. Pregunte
cualquier cosa que no le haya quedado del todo clara o si desea mas informacién.

PROPOSITO

En las personas que tienen diabetes, presién arterial alta, colesterol alto o que fuman, las
grasas y otras sustancias se acumulan en las arterias del corazén y forman placas que
con el tiempo las obstruyen. Esta enfermedad se llama aterosclerosis y cuando las placas
se rompen pueden producir infartos cardiacos. Ademas del colesterol, tener triglicéridos
altos y valores bajos del colesterol bueno (C-HDL) también favorece los infartos. Los
pacientes que han tenido infartos cardiacos deben mantener sus cifras de colesterol lo
mas bajo posible para disminuir la posibilidad de un nuevo infarto. Es por eso que deben
reducir el consumo de grasas y colesterol en su dieta, y tomar el medicamento conocido
como “estatina ”, que reduce el colesterol. La estatina, reduce principalmente el colesterol
malo (C-LDL), sin embargo, es conveniente que los triglicéridos y el colesterol bueno (C-

HDL) también estén controlados, ya que su alteracion puede contribuir al riesgo de
presentar problemas del corazén.

El propésito de este estudio es investigar si existen alteraciones en la distribucion y
funcionamiento de las particulas de HDL (colesterol bueno) y de otras variables
bioquimicas, en pacientes con enfermedad arterial coronaria, que tienen controlado su
colesterol malo pero que contindan con cifras altas de triglicéridos y bajas del colesterol
bueno, y compararlos con personas sanas como usted.

PROCEDIMIENTOS.
En el hospital le atendera un médico endocrinélogo. Si usted relne las condiciones para
el estudio y acepta participar, se le haran las siguientes pruebas y procedimientos:

1. Se le pedird que conteste un cuestionario para conocer sus antecedentes
familiares y personales.

2. El médico le hara un examen fisico y medira su estatura, peso, circunferencia de
cintura, presion arterial y frecuencia cardiaca.

3. Setomara muestras de sangre, equivalente a 6 cucharaditas.

4. Serd necesario que se presente en ayuno de 12 horas a la cita en que se tomara
sangre, sin haber ingerido bebidas alcohdlicas, café ni bebidas de cola o
chocolate.

5. Su muestra de sangre servird para realizar estudios de colesterol y triglicéridos.
También se realizaran estudios especiales del funcionamiento de las particulas de
HDL (colesterol bueno).



RIESGOS E INCONVENIENTES

Durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre de una vena del brazo,
puede sentir alguna molestia o dolor ligero. En algunas personas se puede presentar un
hematoma (moretén) que desaparece en varios dias.

BENEFICIOS

La visita al médico, los examenes de laboratorio y los estudios del funcionamiento de las
particulas de HDL, son sin costo para usted. Es importante que usted sepa que no
percibira pago alguno por participar de manera voluntaria en el estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y DERECHO DE LOS SUJETOS A TERMINAR SU
PARTICIPACION.

Su participacion en este estudio es voluntaria. Si decide participar, se le pedira que firme
esta forma de consentimiento. Puede rehusarse a participar en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD Y PRIVACIDAD DE LA INFORMACION

La informacién personal, la obtenida por el cuestionario y los resultados de laboratorio se
codificaran (su nombre no aparecera en ninguna publicacién o informe que se genere del
estudio).

Toda la informaciéon que se obtenga, se almacenara en un lugar seguro y nos ajustaremos
a los procedimientos internos y regulaciones gubernamentales para proteger la
informacién personal y de laboratorio. Sin embargo, la informacién que se obtenga por el
cuestionario y la generada por el laboratorio se consultara para comprobar que es
correcta y corresponde a los examenes que le fueron practicados. Esto lo hara el personal
que participa en la realizacién del estudio y que mantendra la confidencialidad de su
informacién.

Confirmo haber leido las declaraciones de la forma de consentimiento informado para la

realizacion de este estudio. Confirmo también que el Dr.
me ha explicado toda la informacion y los
procedimientos del estudio, el dia durante el proceso de consentimiento para

este estudio. Asimismo, se me ha dado la oportunidad de hacer las preguntas sobre el
estudio y haber quedado satisfecho con las respuestas y explicaciones que se me
proporcionaron. En caso de tener alguna pregunta o duda acerca del protocolo puedo
contactar al Dr. Nacu Caracas o Enrigue Mendoza al teléfono 5573-2911 ext 1272 para
una respuesta o aclaracién. Se me ha dado el tiempo suficiente para leer con cuidado la
informacién, comentarla con otras personas y decidir si participo, o no, en este estudio.



Estoy de acuerdo con participar en este estudio.

Firma del participante

Nombre completo del participante.

Firma del testigo 1

Nombre completo del testigo.

Firma del testigo 2

Nombre completo del testigo.

Firma de la persona

que aplico la forma
de consentimiento.

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Nombre completo.



CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

Institucion: Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chav ez

Estimado paciente:

Se le estd invitando a participar en este estudio de investigacién debido a que usted tiene
Enfermedad Arterial Coronaria (obstruccién de las arterias del corazén) y se encuentra
recibiendo tratamiento para mantener en valores adecuados sus cifras de colesterol, pero
otras grasas de la sangre llamadas triglicéridos y colesterol-HDL (colesterol bueno) no
estan bien controlados. Antes de que decida participar, es importante que sepa por qué se
esta haciendo esta investigacién y lo que implica. Por favor tomese todo el tiempo
necesario para leer la siguiente informacién, coméntela, si asi lo desea, con su médico,
familiares o0 con sus amigos. Pregunte cualquier cosa que no le haya quedado del todo
clara o si desea més informacion.

PROPOSITO

En las personas que tienen diabetes, presién arterial alta, colesterol alto o que fuman, las
grasas y otras sustancias se acumulan en las arterias del corazén y forman placas que
con el tiempo las obstruyen. Esta enfermedad se llama aterosclerosis y cuando las placas
se rompen pueden producir infartos cardiacos. Ademas del colesterol, tener triglicéridos
altos y valores bajos del colesterol bueno (C-HDL) también favorece los infartos. Los
pacientes que, como usted, han tenido infartos cardiacos deben mantener sus cifras de
colesterol lo mas bajo posible para disminuir la posibilidad de un nuevo infarto. Es por eso
gue usted debe reducir el consumo de grasas y colesterol en su dieta, y tomar el
medicamento conocido como “estatina”, que reduce el colesterol. La estatina, reduce
principalmente el colesterol malo (C-LDL), sin embargo, es conveniente que los

triglicéridos y el colesterol bueno (C-HDL) también estén controlados, ya que su alteracion
puede contribuir al riesgo de presentar problemas del corazén.

El propésito de este estudio es investigar si existen alteraciones en la distribucion y
funcionamiento de las particulas de HDL (colesterol bueno) y de otras variables
bioquimicas, en pacientes que tienen controlado su colesterol malo pero que continldan
con cifras altas de triglicéridos y bajas del colesterol bueno.

PROCEDIMIENTOS.
En el hospital le atenderd un médico endocrinélogo. Si usted redne las condiciones para
el estudio y acepta participar, se le haran las siguientes pruebas y procedimientos:

1. Se le pedird que conteste un cuestionario para conocer sus antecedentes
familiares y personales.

2. El médico le hara un examen fisico y medira su estatura, peso, circunferencia de
cintura, presioén arterial y frecuencia cardiaca.

3. Se tomara muestras de sangre, equivalente a 6 cucharaditas.

4. Sera necesario que se presente en ayuno de 12 horas a las citas en que se
tomara sangre, sin haber ingerido bebidas alcohdlicas, café ni bebidas de cola o
chocolate.

5. Su muestra de sangre servira para realizar estudios de colesterol y triglicéridos.
También se realizaran estudios especiales del funcionamiento de las particulas de
HDL (colesterol bueno).



RIESGOS E INCONVENIENTES

Durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre de una vena del brazo,
puede sentir alguna molestia o dolor ligero. En algunas personas se puede presentar un
hematoma (moretdn) que desaparece en varios dias.

BENEFICIOS

La visita al médico y los examenes de laboratorio y los estudios del funcionamiento de las
particulas de HDL, son sin costo para usted. Es importante que usted sepa que no
percibira pago alguno por participar de manera voluntaria en el estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y DERECHO DE LOS SUJETOS A TERMINAR SU
PARTICIPACION.

Su participacion en este estudio es voluntaria. Si decide participar, se le pedira que firme
esta forma de consentimiento. Puede rehusarse a participar en el estudio. Su decisién no
afectara la atencion médica que usted recibe en el hospital.

CONFIDENCIALIDAD Y PRIVACIDAD DE LA INFORMACION

La informacién personal, la obtenida por el cuestionario y los resultados de laboratorio se
codificaran (su nombre no aparecera en ninguna publicacién o informe que se genere del
estudio).

Toda la informacion que se obtenga, se almacenara en un lugar seguro y nos ajustaremos
a los procedimientos internos y regulaciones gubernamentales para proteger la
informacién personal y de laboratorio. Sin embargo, la informacién que se obtenga por el
cuestionario y la generada por el laboratorio se consultara para comprobar que es
correcta y corresponde a los examenes que le fueron practicados. Esto lo hara el personal
gue participa en la realizaciéon del estudio y que mantendra la confidencialidad de su
informacién.

Confirmo haber leido las declaraciones de la forma de consentimiento informado para la

realizacion de este estudio. Confirmo también que el Dr.
me ha explicado toda la informacion y los
procedimientos del estudio, el dia durante el proceso de consentimiento para

este estudio. Asimismo, se me ha dado la oportunidad de hacer las preguntas sobre el
estudio y haber quedado satisfecho con las respuestas y explicaciones que se me
proporcionaron. En caso de tener alguna pregunta o duda acerca del protocolo puedo
contactar al Dr. Nacu Caracas o Enrique Mendoza al teléfono 5573-2911 ext 1272 para
una respuesta o aclaracién. Se me ha dado el tiempo suficiente para leer con cuidado la
informacién, comentarla con otras personas y decidir si participo, o no, en este estudio.



Estoy de acuerdo con participar en este estudio.

Firma del paciente

Nombre completo del paciente.

Firma del testigo 1

Nombre completo del testigo.

Firma del testigo 2

Nombre completo del testigo.

Firma de la persona

gue aplico la forma
de consentimiento.

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Nombre completo.
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