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RESUMEN.

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) esgparoausa de mortalidad en los paises
desarrollados y segunda causa de muerte en lagpgmbkdulta de nuestro pais, después de
la Diabetes mellitus (DM). La estrategia princigera combatir esta enfermedad se
focaliza en la prevencion. En este contexto losodwst de laboratorio, para evaluar el
riesgo cardiovascular de manera precoz, son derglaweancia porque permitiran adoptar
las medidas higiénicas y farmacologicas para itras prevenir las manifestaciones

clinicas de la EAC.

La EAC es un proceso oxidativo, inflamatorio, pesjvo, generalizado y multifactorial en
el cual existe una particion activa de las lipogimds. Los sintomas clinicos alcanzan su
expresion ultima cuando se desencadena un prawesbdtico dando lugar al infarto, sin
embargo, el proceso de formacion y crecimientaatizioma se inician muchos afios antes
de las manifestaciones clinicas. Es en este pesodolinico que se puede determinar la
presencia y magnitud del ateroma a través de m&tadmo la tomografia computarizada
(TC). La mayor parte de los ateromas contienerna;adt cual puede representar hasta un
20% del volumen de la lesion. La utilidad clinical dnétodo de Agaston para la
cuantificacién de calcio, es aun motivo de dedatgue queda fuera de toda discusion es
la presencia de calcio indica la presencia de enoia.

Las HDL evitan la formacion del ateroma por su pammtral que desempefan en el
transporte reverso del colesterol (TCR), este fimaleomo el regreso del colesterol de las
células periféricas al higado para su excrecidreaclaje. Se ha postulado que las
proporciones plasméaticas de las subpoblaciones e plueden ser indicativas del

metabolismo de esta familia de lipoproteinas, prcipoando con ello la probabilidad de



gue las subpoblaciones tengan diferentes poteacadiaterogénicos. Por ello se ha
sugerido que algunas subclases de HDL pueden seamtiaterogénicas, sin embargo, los
resultados al respecto son contradictorios. Mienjae la mayoria de los estudios
epidemioldgicos sostienen que las HDL grandes gs&sentes en sujetos con bajo riesgo
de EAC y DM2. Los estudios un vitro demuestran lqgeHDL pequefias poseen mejores

propiedades antiaterosclerosas.

En este trabajo se propuso que cuando las HDIssparadas por su tamafo, es posible
gue aun puedan existir diferencias en base aéomo de lipidos entre subpoblaciones de
un mismo didmetro hidrodinamico. Por ello se cdimotimediante un método enzimético-
colorimétrico en fase semisélida las concentracae lipidos de las subpoblaciones de
HDL en sujetos con aterosclerosis subclinica, detuata por puntaje (score) de calcio
coronario, con el objetivo de establecer la utdidie esta cuantificacion en la evaluacién
del riesgo coronario. Los resultados del preserdwde mostraron los valores
correspondientes a la determinacion plasmaticda dencentracion de lipido-proteina de
las subpoblaciones de las HDL en sujetos con aflerosis subclinica diagnosticada por
score de calcio; este método de diagnodstico resaltain excelente predictor de eventos
coronarios futuros, y se ha considerado al scorecaleio un predictor de riesgo

independientee desarrollo de la EAC.



ANTECEDENTES.
Lipoproteinas.

Los lipidos conforman un grupo grande y heterog@®ediomoléculas caracterizadas por
su baja solubilidad en medios acuosos y su altabiolad en solventes organicos no
polares; por esta razén, para ser transportadcs plasma se asocian de manera no
covalente a proteinas y otros lipidos, formandonmejos macromoleculares y

pseudomicelares, que facilitan su transporte y Imoétano. A estos complejos se les

denomina lipoproteina

Las lipoproteinas (Figura 1) son estructuras cas@s por una monocapa de lipidos
anfipaticos (colesterol libre y fosfolipidos), csygrupos polares son orientados hacia el
medio acuoso. En el interior de las lipoproteireksalizan los lipidos hidréfobos (ésteres
de colesterol y triacilgliceroles); su ubicaci@vita que interactien con el medio acuoso.
Las lipoproteinas también contienen componentesrdimados apolipoproteinas (apo)
cuyo papel es favorecer la estabilidad fisicoquamile las particulas, integrando los

componentes internos y de la superficie
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Figura 1. Esquema del arreglo general de los componentégsdgoproteinas. La estructura es
esférica y pseudomicelar, los lipidos anfipatieosla superficie, los lipidos hidréfobos en el
interior, asi como las apolipoproteinas que forparte de la particula confiriéndole estabilidad.



En el Cuadro 1 se esquematizan las caracteristices importantes de ciertas

apolipoproteinas

Cuadro 1. Caracteristicas de las apolipoprotefhas.

Conc.
Apo P.M. pl Localizacion | Sitio de | plasmatica Funcién
sintesis | (mg/dL)

Principal
componente de las
Al 29,016 | 5.9-5.4 HDL,Qm | Intestino | 100-150 @ HDL, activador de
Higado LCAT, estimula el

eflujo del colesterol.

Proteina

A-ll 14,414 5.0 HDL Intestino | 30-50 componente de
Higado HDL, inhibidor de
LH y de la LCAT.

Activador de LCAT
modulador de LPL

A-lV 44,465 55 HDL, Qm | Intestino 15 y estimula el eflujo
de colesterol.

B-100 | 512,723 - VLDL, LDL Higado 80-100 Ligando para
receptor de LDL

Proteina estructura
B-48 | 240,800| 6.8 Qm Intestino -- de los Qm.

Activador de LCAT

C-l 6,630 7.5 HDL, VLDL, | Higado 4-6 inhibe la captacion
Om hepética de Tg.

C-ll Activador LPL,
HDL, VLDL, inhibicion de la

8,900 4.9 Qm Higado 3-5 captacion hepatica
de Lp-apo B-100.

C-lllg;, | 8,800 | 4.5-5.0| HDL, VLDL, | Higado 12-14 Inhibidor de la LPI

Qm
Ligando de receptc
de LDL y de
Esss | 34,145 | 6.0-5.7 VLDL, HDL | Higado 3-5 residuos de Qm,
estimula el eflujo de
colesterol.

Apo: Apolipoproteina, P.M: Peso molecular, pl: Rurnsoeléctrico, Lp: Lipoproteina, Tg:
Triacilgliceroles, HDL: Lipoproteinas de alta detasl, Qm: Quilomicrones, LDL: Lipoproteinas
de baja densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy bagnsitlad, LCAT: Lecitina colesterol
aciltransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: lspehepatica.



Clasificacion de las lipoproteinas.

Las lipoproteinas, de acuerdo a su densidad dacitot, se clasifican en 5 subclases
presentes a continuacidn:

B Quilomicrones Son las lipoproteinas de mayor tamafio, con deshgitenor a 0.94 g/mL.
Tienen un alto contenido en triacilgliceroles y spslipoproteinas son B-48, A-l, A-ll,
A-1IV, C-1, C-ll, C-lll y E.

B Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDAery Low Density Lipoproteijs
0.94 < densidad < 1.006 g/mL. Contienen principal@ériacilgliceroles, apo B-100, C-l,
C-Il, C-llly E.

b Lipoproteinas de densidad intermedia (Iitermedie Density Lipoproteijis
1.006 < densidad < 1.019 g/mL. Estas particulatieren colesterol y triacilgliceroles,
apo B-100, C-I, C-Il, C-lll y E.

} Lipoproteinas de baja densidad (LDUow Density Lipoproteins
1.019 < densidad < 1.063 g/mL. Tienen un alto gudteen colesterol y apo B-100.

b Lipoproteinas de alta densidad (HMigh Density Lipoproteins
1.063 < densidad < 1.210 g/mL. Estas particula®tiein alto contenido en proteinas y
fosfolipidos, ademas de colesterol. Su principalippproteina es la A-l, ademas
contienen A-Il, A-IV, C-I, C-II, C-lll y E.



En el Cuadro 2 se presentan algunas de las cdstices de las diferentes lipoproteinas.

Cuadro 2. Propiedades de las lipoproteinas plasméficas.

Lp Movilidad Tamario | Proteina Plp Tg CL CE
Electroforética (nm) (%) (%) (%) (%) (%)
Qm Origen >70 1-2 3-6 90-95 1-3 2-4
VLDL Pre-beta 30-70 6-10 15-20 45-65 4-8 5
IDL Pre-beta beta  20-30 20 30 35 35
LDL Beta 18-30 18-22 18-24 4-8 6-8 45-50
HDL Alfa 5-12 45-55 26-32 2-7 3-5 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy bdgnsidad, IDL: Lipoproteinas de densidad
intermedia, LDL: Lipoproteinas de baja densidad,LHRipoproteinas de alta densidad, Plp:
fosfolipidos, Tg: Triacilgliceroles, CL: colestelddre; CE: colesterol esterificado.

Estas lipoproteinas difieren entre si en su coropimside proteinas y de lipidos, en su
tamafio y actividad fisiologica. La homeostasis daksterol depende de la biosintesis
celular del mismo y su esterificacion, asi como die transporte intercelular. Las
lipoproteinas interactian con receptores celulagsecificos para aportar o remover
colesterol. Los vehiculos de transporte importaptea el colesterol son lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta dessigHDL) que tienen un papel de
oposicion en el desarrollo de la Enfermedad atésassa coronaria.



Enfermedad aterosclerosa coronaria

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) esgparoausa de mortalidad en los paises
desarrollados y segunda causa de muerte en lagpgimbldulta de nuestro pais, después de
la Diabetes mellitus (DM).La estrategia principal para combatir la EAC saliza en la
prevencion. Por ello, el estudio de su diagndstit@tamiento es prioritario para combatir

este padecimiento.

Formacion y progresion del ateroma

La enfermedad aterosclerosa comprende un espestdesbrdenes clinicos que abarca
desde la aterosclerosis asintomatica y la angstable hasta los llamados sindromes
coronarios agudos (SCA): angina inestable, infartauerte subita. La EAC es un proceso
oxidante, inflamatorio créni@acaracterizado por la alteracién morfolégica y fanal de

la pared vascular que en estadios finales tieneocoomsecuencia la disminucion del
calibre de la luz arterial. A las alteraciones depared arterial se asocian con mayor
frecuencia fendmenos de agregacion plaquetaricombinsis que se pueden llegar a
producir la obstruccién completa de la luz del vaso

La EAC puede comenzar con la disfuncién del enaotehscular producida como
respuesta a una agresion ejercida en la paredlaa§cGomo consecuencia de este dafio
al endotelio, se produce una infiltracion de lipmpinas de baja densidad (LDL) al espacio
subendotelial en donde, al existir un ambiente siié® oxidativo, ocurre la peroxidacion
de los lipidos contenidos en las LDL. Las LDL oxida son factores quimiotacticos para
monocitos circulantes, que atraviesan el endoteiscular y se transforman en
macrofagos, los cuales son capaces de fagocitdiDhsoxidadas a través de receptores
denominados “scavenger”. La falta de maquinarianedizca suficiente para degradar los
lipidos y lipoperéxidos, tiene como consecuenciaimulo de éstos en el citoplasma del
macrofago, al cual se le denomina célula espunfodas de morir, las células espumosas
liberan una gran cantidad de citocinas que estimualaendotelio vascular para que
sintetice mas adhesinas, exacerbando asi el pratismatorio. Las células espumosas

constituyen las etapas tempranas de formacionelea (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de las primeras etapas en la formacida placa ateromatosa. En zonas donde existe
disfuncién endotelial se facilita la infiltraciored_DL al espacio subendotelial, donde sufren paxete
modificacion, generando LDL oxidadas (LDLox). Lo®macitos se adhieren al endotelio activado, el cual
sobre expresa moléculas de adhesion. Los monocitoslantes, atraidos, penetran en la pared y son
diferenciados a macréfagos, proceso en el que &mibitervienen las LDLox. Los macréfagos captan
LDLox y se transforman en células espumosas. Latasémusculares lisas (CMLV) de la media, actigada
por citosinas y factores de crecimiento liberados l&s lesiones, migran a la intima y proliferan
contribuyendo a la evolucidn de las lesiones.

Una vez establecido, el ateroma esta comunmentgumsto de cantidades variables de
células musculares lisas, macrofagos, linfocitoésieres de colesterol y fosfolipidos. Ademas
del 5% al 20% de su estructura esta conformada&adoio. La placa continda su crecimiento
paulatino hasta incluso, llegar a obliterar el landel vaso, reduciendo el flujo sanguineo y

causando diferentes tipos de manifestaciones afinic




Cuantificacion de Calcio Coronario

Diversos autores han establecido que la presereiaattio en las arterias coronarias

(CAC) esta directamente relacionada con la fornmad® la placa aterosclerosa. Algunos

estudios publicados demuestran una alta sensithiidaCAC para detectar la presencia de
la EAC en pacientes asintomaticos; asimismo, seblsarvado que los pacientes con un
incremento en la carga de la placa (aumento de)@&@en aproximadamente 10 veces

més probabilidades de sufrir eventos cardiacosesifuientes 5 afiosLa calcificacion

de la placa aterosclerosa suele comenzar tan tampmmo en la segunda década de la

vida, justo después de la formacion de la esteaagr

El proceso de formacion y crecimiento del ateromangian muchos afios antes de las
manifestaciones clinicas. La etapa asintomatica spieconoce como Aterosclerosis
Subclinica, puede progresar hasta la aparicionatéfestaciones clinicas frecuentemente
graves; se estima que el 30-40% de los eventosh\aoos ocurren en individuos sin

sintomas previos o sin que tengan conocimientotiFreedad ateroesclerétit.

Se ha demostrado que el enfoque tradicional basiada identificacion y tratamiento de
los factores de riesgo es insuficiente para labatberosis, ya que ignora su deteccion aun
en pacientes en etapas subclinicas de alto rigggolo que no es valida para definir

estrategias de riesgo cardiovascular en estosnesie

Los depodsitos de calcio se encuentran con maseine@ en individuos mayores y en
lesiones ateroscleréticas mas avanzadaiendo edad y el sexo los factores de riesgo mas
importantes para la presencia de calcificacion mamid®*®> La mayor parte de los
ateromas contienen calcio, el cual puede repraseasta un 20% del volumen de la lesion

y por esta razén entre mas calcio, mayor el riesgdiovascular.

En el periodo subclinico se puede determinardagucia y magnitud de ateroma a través
diferentes técnicas de tomografia computarizadg.(ECdesarrollo del EBCT (Electron
beam computed tomographyj*° representa un cambio fundamental en el enfoque y
diagnostico de la enfermedad ateroesclerdtica aeadiEste, utiliza un barrido de

electrones de anillos de tungsteno estacionariogjidbs a 210 grados con el fin de



generar un haz de Rayos X finamente enfocado, dmé@genes permiten la deteccion de
cantidades minimas de calcio. El advenimiento denltidetectores, y tomando en
cuenta su mayor versatilidad, ha facilitado su engntacion como técnica de eleccidn

para la cuantificacion del puntaje de calcio corima

En el afio 1990, con base en las imagenes gengradd<, Agaston et df propusieron

un método para establecer una medida cuantitdgél/g@alcio depositado en las arterias,
conocido como puntaje (score) de calcio. Se tratard estudio que permite detectar la
aterosclerosis, ya que posibilita la cuantificacide placas ateromatosas por su contenido
de calcio, permitiendo predecir el riesgo de ewermardiovasculares y la presencia de
enfermedad coronaria obstructiva.

Los resultados del puntaje de calcio pueden ssificidos en 5 grupos que se presentan

en el cuadro 3.

Cuadro 3 Directrices para la interpretacion de los pacieasastomaticos en funcion de la
Puntuacion obtenida por el método de Agatstori.)llsco

Puntaje de Categoria
Calcio
0 Sin calcificacién coronar
< 10C Calcificacién coronariceve
100- 39¢ Calcificacién coronaria oderad
400- 99¢ Calcificacién coronariaever:
100c Calcificacién coronariaxtens:

Un nivel del calcio coronario de cero, significaequo hay calcificaciones detectables; sin
embargo, placas no calcificadas pueden aun estsemes. Para la correcta interpretacion de
estas categorias de calcificacion coronaria, debsiderarse que existe una estrecha relacion y

dependencia con la edad y el género.

En el momento actual el empleo del score de cakicentra en la evaluacion del riesgo en
pacientes asintométicos, con el proposito de nuadify potencialmente mejorar su estilo
de vida, asi como medio para seleccionar diagmoséidicional o procedimientos

invasivos.
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Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y EAC

Por medio de estudios epidemiolégicos y evidenigmca documentada se ha establecido
gue existe una correlacion negativa entre las caramones de colesterol asociado a las
HDL vy la incidencia de EAC! Debido a esto se ha postulado que las HDL tiemen u
funcion protectora en el desarrollo de esta enfdatiey se han descrito distintos

mecanismos para explicar este efecto.

Las HDL son las lipoproteinas de menor tamafo, di@metros que oscilan entre los

7.5 nm y los 12 nm, contienen una mayor proporciongicat (45-55% de su masa seca),
derivado de ello, las HDL poseen una mayor densmadparada con el resto de las

lipoproteinas. Respecto a su composicion en agmigieinas, cabe destacar que la apo A-
| es la mas abundante.

La apo A-l ademas de su funcién estructural etak,* es indispensable en el eflujo de
colesterol de las células periféricas, primera &td@l transporte reverso del colesterol
(TRC). La apo A-lI también desempefia la funciorcoenzima de la lecitina: colesterol
acilo transferasa (LCAT), dentro del metabolismolae HDL, como se describe mas
adelante.

Las HDL sufren un procesamiento metabodlico continesto propicia que adquieran
propiedades y composiciones quimicas variablesnifiendo que estas lipoproteinas se
presenten como una gama muy heterogénea de pastiquie pueden diferenciarse por su
didmetro, composicion, densidad y carga. Se hamtgddo diversos métodos de
aislamiento y separacion de las lipoproteinas gawsa de esta heterogeneidad en sus

caracteristicas, se han generado diferentes siftoclemnes.
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Subpoblaciones de HDL.

El método clasico para la separacion de las sutifnaes de lipoproteinas es la densidad.
Se utiliza la ultracentrifugacion para su sep@&mce otros componentes del plasma. En
esta separacion se distinguen dos subpoblaciongsritagsias, las HDL (densidad entre
1,063 y 1,125 g/mL) y las HRl(densidad entre 1,125 y 1,210 g/mL) y las pre HIaL
mas de 1,210 g/mt® Las HDL son ricas en lipidos hidrofébicos mientras queHBY: 3
estan formadas principalmente por fosfolipidos gtginas. Una clasificacion mas fina de
las HDL en funcion de su tamafio, las dividen erubckses, HD,, HDLy, HDLs,,
HDL 3py HDL 3¢ (cuadro 5)

Las subfracciones de HDL pueden separarse tambodn bmase en su diametro
hidrodinamico por medio de electroforesis en grmatéiede poliacrilamida (PAGE) bajo
condiciones  no-desnaturalizantes. Las HDL separapdar este método pueden
subdividirse en HD}, con didmetros de 9.7-12 nm, HRLde 8.8-9.7 nm, HDJ}, 8.2-8.8
nm, HDLg, 7.8-8.2 nm y HDL. de 7.2-7.8 nmi. Cabe destacar que este método es

semicuantitativo.

Las HDL migran en su mayoria dentro de la fracaiddel plasma, por lo que algunos
autores las identifican coma-lipoproteinas. Por su movilidad electroforética en
combinacion con su tamafo, otras subfracciones Dé, Hentre estas destacan las
particulas prggl compuestas basicamente de fosfolipidos y apoptekentan una masa
molecular de alrededor de 60 kDa. Estas HDL sotet&zadas en el higado y desempefian
un papel muy importante en la captacion de colelster las células periféricas como se

describe mas adelante.
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Cuadro 5 Caracteristicas y clasificacién de las HDL de pasmman&

Propiedad Pre-beta HDL HDL2 HDL3
Movilidad Prep o o
electroforética
Densidad (g/mL) > 1.21( 1.063-1.12¢ 1.1251.21(

Subpoblaciones

Pre- B4, Pre- B,

HDL,,, HDL;,

HDL 3, HDLg,, HDL3.

Pre-B3
Diametro (nm) Pre- B4: 5,4-7 HDL,y: 9.7-12 HDL;. 8,2-8,&
Pre-B,: 12-14 HDL,, 8,8-9,7 HDL5,: 7.8-8,2
HDL3: 7,2-7,8

Subpoblaciones de HDL y su relacién con EAC

Los padecimientos cardiovasculares se acompandisttiduciones de tamafos anormales
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL); enseouencia, la determinacion de los
tamafios de HDL puede ser una herramienta diagadsticluso mejor que la

determinacion del colesterol-HDL plasmético. Ademés ha sugerido que algunas
subclases de HDL pueden ser mas antiaterogéniagsieddo que la fraccion protectora
corresponde a las HDL grandes, pero los estudigdgrmhan demostrado lo contrario: las
HDL pequefias promueven mas el eflujo de colestiesien mayor poder antioxidante y

su proporcién aumenta en ciertas circunstancidmjteriesgo cardiovascul&t??

La divergencia en los resultados de varios estugiegie ser atribuida a los diferentes
métodos utilizados, la variacion étnica, o la legeneidad probable de las subfracciones
con funciones fisiologicamente diferentes. Esenwalte los métodos utilizados de basan
en la determinacion de alguno de los componentascagales de las lipoproteinas, como

lo son el colesterol y la proteina.
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Por esta razon, en nuestro laboratorio se hanrddado métodos que permiten cuantificar
la concentracion de los lipidos de las subpobla&sohlDL por medio de métodos
enziméticos en fase g&t** Estos métodos han puesto en evidencia algunaemtifas en

los lipidos de las subpoblaciones de HDL entreguaies con sindrome metabdlico y sus
correspondientes controles. Sin embargo, no seen@ostrado si tales diferencias se
asocian al desarrollo de la EAC o a la condiciomedéstencia a la insulina que caracteriza

al sindrome metabdlico.

Evidencias epidemioldgicas

En los estudios epidemiologicos se ha demostradolapi concentraciones bajas del C-
HDL constituyen un factor de riesgo importante @ependiente de EAC. Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que los cambilasdistribucion de las subpoblaciones
de las HDL son de mayor utilidad que las concertrss de C-HDL en la prediccion de
eventos coronarios!?® También se ha informado que en los individuos\aares bajos

de C-HDL, las HDL estan enriquecidas en Tg y presenna disminucion de ésteres de
colesterof® Esta composicién anormal se asocia a reducciGuslefectos antioxidantes y
a una menor capacidad para promover el eflujootlesterol, lo que puede disminuir la

actividad ateroprotectora de las HBL.
Metabolismo intravascular de las HDL: transporteverso del colesterol

La composicion, estructura y distribucion de lasLH&n pardmetros que derivan del
intercambio dinamico de lipidos y apolipoproteiragre lipoproteinas de diferentes clases
y entre lipoproteinas y los tejidos. Esta inter@coes posible gracias a la presencia y
participacion de una gran variedad de enzimasgefma$ plasmaticas y de membrana,
implicadas en el transporte, hidrélisis y trangiera de los componentes de las

lipoproteinas. Algunas caracteristicas de estagipas se presentan en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Enzimas y proteinas involucradas en el metabolidenas lipoproteinas?®

Nombre Funcién Origen

Cataliza la transferencia de un acido graso preveaide ¢
LCAT lecitina o fosfatidilcolina, al colesterol libre gse encuentr. Hepatico
presente en las HDL y en las LDL. Contribuye a

maduracion de HDL.

Hidroliza los triacilgliceroles y fosfolipidos delH, IDL y
LH LDL. Es cofactor de SR-BI para una captacion siglechasi Hepético
como la generacion de apo A-l libre de lipidos.

Tejido adiposo

LPL Hidroliza los triacilgliceroles de VLDL y Qm utilando C- muscular, pared
Il como cofactor. Favorece la generacion de precassde endotelial, pulmon.
HDL.
Tejido adiposc
CETP Intercambia ésteres de colesterol por triacilglites entre hepético,
las HDL, y las lipoproteinas que contienen apo B intestino delgado

Receptores y Proteinas de membranas

Receptor para las HDL para intercambiar colestamtie los Hepatocito, tejidc
SR-BI hepatocitos y las células esteroidogénico

Modulacion del eflujo de colesterolfosfolipidos. Favorec Higado, macréfagos

ABCA-1 ala maduracién de HDL. intestino

apo-B/Er Receptor para lipoproteinas que contienen apo B.y E  Higado

Incrementa el eflujo de colesterol via los hep&bsci

LCAT: Lecitina colesterol acilo-transferasa; LHphaisa hepatica; LPL: Lipasa lipoprotéica; CETP: &frat
de transferencia de ésteres de colesterol. PLTRReiRa de transferencia de fosfolipidos, SR-BI: epéar
scavenger Bl, ABCA-1: Transportador de membranaeddignte de ATP clase A, tipo 1, Qm:
Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja ddad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia,
VLDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipopistas de alta densidad.
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El transporte reverso del colesterol (TRC) se @eftomo el regreso del exceso de
colesterol, de las células periféricas hacia ehddgpara su eliminacion o reciclaje. Lo
anterior evita la formacién de acumulaciones pajiols como la placa ateromat§sa’

Este proceso (Figura 3) en la primera etapa censist la captacion de colesterol libre de
células periféricas a través de HDL pequefias, eoagpolipoproteinas y con una menor
proporcion de lipidos como son las tipofose HDLs. Una vez que el colesterol se
localiza en las HDL es esterificado por la enzieg#ina colesterol acilo transferadaCAT);

esta esterificacion ocasiona que el colesterotpisu caracter anfipatico y se internalice,
dando origen al aumento en el tamafio de las HDU gamsecuente decremento en su
densidad generando HRL A partir de aqui el colesterol esterificado tiedes

posibilidades de interaccién:

a) Puede ser eliminado directamente de la lipopratghor un mecanismo en el que
interviene el receptor hepéatico SR-BI, el cual uene de manera selectiva los ésteres de
colesterol de las HDLZESsta interaccion no elimina a la particula lipdgpica. Es decir la
HDL soélo cambia su estructura y regenera particidapo HDL3, capaces de continuar

con el eflujo del colesterol.

b) Por otro lado, a través de diversas reaccionesamsferencia, los ésteres de
colesterol asociados a las HDL son intercambiadadriacilgliceroles con los diferentes
lipoproteinas que contienen apo B como VLDL e IDhtercambio facilitado por la
proteina de transferencia de ésteres de cole$@EJIP) , por una parte; las apo C y E se
transfieren a los quilomicrones y VLDL. Los triggiteroles captados por las HPEon
hidrolizados por la lipasa hepética (LH), y en @&saon con la actividad de la PLTP los
remanentes de HDL son remodelados en particula@ pidDL3, ambas con la capacidad
de iniciar el ciclo. Es asi como el colesterol de tejidos periféricos llega al higado para
ser reciclado o excretado a través de las viaar s’
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Figura 3. Transporte Reverso del Colesterol. Lp-B: Lipopimde que contienen apo B (VLDL,
lipoproteinas de muy baja densidad, LDL. lipopruasi de baja densidad y Qm, Quilomicrones). Tg:
triacilgliceroles; LCAT: Lecitina colesterol acilbransferasa; LH: Lipasa hepatica; CETP: Proteina de
transferencia de ésteres de colesterol; PLTP: iRmtde transferencia de fosfolipidos; SR-Bl: Remept
scavenger Bl; ABC-Al: Transportador de membranaddignte de ATP.

En afios recientes se ha postulado que las HDLrtiprapiedades antiaterosclerosas mas
alla de la promocion del flujo de colesterol. LasDIH poseen propiedades
antiinflamatorias, antitromboticas, profrinoliticasle estimacion del funcionamiento
endotelial y en particular, varios estudios hamilfieado los efectos antioxidantes de

HDL como una funcion potencialmente importante
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Hipoalfalipoproteinemia

Por definicion, el término hipoalfalipoproteinemieorresponde a concentraciones
plasméticas de C-HDL por debajo de 40 mg/dL noaisiderado como un factor de

riesgo para aterosclerosis*?

En diversos estudios epidemiolégicos se ha denuustjae niveles bajos de C-HDL son
un factor de riesgo independiente de enfermedadsaierosa coronaria. En estudios
prospectivos, el C-HDL es comunmente el factoriefggo lipidico que mejor correlaciona
con el riesgo de aterosclerosis coron&tia.Como se ha mencionado anteriormente las
HDL desempefian, sin duda, un papel directo en t#egridbn contra el proceso
ateroscleroso. Sin embargo, su actividad protegiosbhablemente no explica la totalidad
del gran poder predictivo que tienen las HDL endstudios epidemiolégicos. En efecto,
los niveles bajos de C-HDL suelen correlacionar bgrertrigliceridemia y se asocian
comunmente con la presencia de particulas LDL pexpig densas que son altamente
aterogénica®® Ademas, la hipoalfalipoproteinemia puede ser caresetia de resistencia a
la insulina y por lo tanto se considera marcadbsielrome metabdlico que por si sélo es
considerado proaterogénito>> Otros factores de riesgo de aterosclerosis como el
sobrepeso, ingesta elevada de carbohidratos, atjuemo y el sedentarismo, también
generan hipoalfalipoproteinemia, de tal manera lggebajos niveles de C-HDL son el
resultado de varias situaciones proaterogénicas,ngusiempre se han incluido en los
estudios epidemiologicos. Por lo tanto, el C-HDL &s un factor de riesgo tan

independiente como los suelen demostrar los @ébksadisticos multivariados.

Debido a que bajos niveles de C-HDL pueden serlsimeamente causa de aterosclerosis
y marcador de otros factores de riesgo, existeposibilidad de que la intervencion
terapéutica sobre el C-HDL no contribuya a reduaito el riesgo de aterosclerosis
coronaria, como podria esperarse con base en Isgltados de los estudios
epidemioldgicos. A pesar de que los niveles bag€eHDL son un factor independiente
de riesgo cardiovascular, algunos casos aisladdspdalfalipoproteinemia severa no se

asocian a riesgos elevados de enfermedad arteriaharia (EAC)®®’ En ese tipo de
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pacientes, se ha determinado que el catabolismiasdéiDL es muy elevado, lo que
sugiere una funcidn acelerada. En otras palal@asitidad de HDL es importante, pero la

velocidad con la que realizan sus funciones lalesnaas.

A pesar del concepto de que las particulas de Hddlen propiedades que protegen contra
la aterosclerosis, y que estas funciones no neagsante pueden ser inferidas a partir de
la medicion de las concentraciones plasmaticas @4, Hse ha sugerido que las

propiedades antiaterosclerosas de las HDL depetadeinién de su estructura, y por esta
razon, las HDL se han agrupado en diferentes ssdxl&in embargo adn no se sabe con

certeza cudl es la fraccion mas protectora de s H

Composicion lipidica de las HDL

El contenido de fosfolipidos es un factor importa@eh el metabolismo de las HDL y sus
efectos dependen en gran medida de la naturalelzacabeza polaf®*® Las HDL ricas
en fosfatidilcolina son mas eficientes en promalezflujo de colesterol en comparacion
con las HDL nativad' La fosfatidilcolina se deposita en la placa aelerosa por medio
de las HDL y esto contribuye a solubilizar el ct#esl contribuyendo asi al eflujo de

colesterol desde la plath.

La carga eléctrica de la superficie de las padagcde HDL determina el metabolismo de
estas lipoproteinag? y depende en gran parte de los grupos quimicdzaioles de los
fosfolipidos de superficie, en particular de lafétidilserina. Este fosfolipido, tiene un
papel central en la formacion de las HDL en los gartimentos intracelulares sugiriendo
gue la carga eléctrica negativa de superficie adédi aportada por la fosfatidilserina en
las HDL es crucial para interaccion de la apo Ah da interface lipidica de las

lipoproteinas.

Actualmente se desconoce con precision cual o €séleclases de HDL contribuyen con
una mayor cantidad de fosfolipidos y como se akéreontenido de fosfolipidos de las
diferentes subclases de HDL en la EAC y otras nstancias fisiopatoldgicas de riesgo

cardiovascular.
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JUSTIFICACION.

Se ha postulado que las proporciones plasmatedasdsubpoblaciones de HDL pueden
ser indicativas del metabolismo de esta familidigigproteinas, proporcionando con ello
la probabilidad de que las subpoblaciones tengfmedites potenciales antiaterogénicos.
Sin embargo, no se ha demostrado si tales diferese asocian al desarrollo de la EAC o
a la condicion de resistencia a la insulina queatariza al sindrome metabolico. Hasta el
momento no es posible elegir con certeza lascitees de HDL que son mas

ateroprotectoras, puesto que las evidencias empetales al respecto son contradictorias.

Con este argumento en el proyecto se propone cauredodas HDL son separadas por su
tamafio, es posible que aun puedan existir didesren base al contenido de lipidos
entre subpoblaciones de un mismo didmetro hidrodic@ estas diferencias son resultado
de circunstancias fisiopatologicas. Si esto es asfpnces la determinacion de la
concentracion plasmatica de los lipidos de las ahlbpiones de HDL sera una

herramienta adicional para establecer el riesgoneoio.

En el presente trabajo se plantea la determinatgdios lipidos de las subpoblaciones de
HDL en sujetos con aterosclerosis subclinica, desuatda por puntaje (score) de calcio
coronario, con el objetivo de establecer la utdidie esta cuantificacion en la evaluacion
del riesgo coronario. Se determinara la concernagblasmatica de triglicéridos,
fosfatidilcolina, colesterol total, colesterol kbry colesterol esterificado de las
subpoblaciones de HDL en sujetos con enfermedadsaterosa subclinica, determinada

por una tomografia computalizada basado en un jeustzore) de calcio coronario.
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HIPOTESIS.

Los sujetos con enfermedad aterosclerosa corosabelinica diagnosticada por puntaje
de calcio coronario presentaran alteraciones denikedes de lipidos plasméaticos de las

subclases de HDL en comparacion con los sujetopantaje de calcio igual a cero.
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OBJETIVOS.

Objetivo general

Cuantificar la concentracion plasmatica de fosfiatidina, colesterol total, colesterol libre,
y triacilgliceroles de las subclases de HDL (HDLRIRL2a, HDL3a, HDL3b, HDL3c) en
sujetos con enfermedad aterosclerosa coronaridisighadiagnosticada por determinacion

de score de calcio y sus respectivos controles

Objetivos particulares.
Establecer la distribucion de tamarios las 5 suéslde HDL por electroforeis en gradiente
de poliacrilamida.

Realizar la tincion enzimatica especifica para tfiear las concentraciones de colesterol
total, colesterol libre (no esterificado), triglicos, fosfatidilcolina, en el gel de

poliacrilamida y realizar el andlisis de densitam@ebptica correspondiente.

Cuantificar las concentraciones plasmaticas destari@-HDL (C-HDL), colesterol Libre-
HDL (CL-HDL), fosfatidilcolina-HDL (Ph-HDL), triglcéridos-HDL (Tg-HDL).

Establecer si los lipidos de las subclases de Hbtosrelacionan estadisticamente con el

score de calcio coronario.

Establecer si los lipidos de las subclases de HbkLarelacionan estadisticamente con

factores de riesgo cardiovascular no lipidicos
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MATERIALES Y METODOS.
Pacientes:

Este estudio es parte del proyecto GEA (GenétedadEnfermedad Aterosclerosa)
registrado en el Instituto Nacional de Cardiologi@onducido por los Dres. Gilberto

Vargas y Carlos Posadas. Todos los pacientes fualorados clinicamente con estudios
de laboratorio. Posteriormente los sujetos se sernata una tomografia computarizada

para establecer su score de calcio arterial cam(@AC).

En nuestro trabajo se seleccionaron un total desupfios (edad entre 40 y 75 afos),
clinicamente sanos. A partir de los valores de GAdividieron en tres grupos, el primero
incluy6é 40 personas a las que se les diagnostifgyreadad aterosclerosa asintomatica y
(CAC > 75 ) percentiles de la poblacién segin edad p*&ex se consideré como el
grupo de pacientes o casos. El grupo de compardoiéconformaron 40 pacientes
clinicamente sanos que ademas presentaron un deocalcio coronario igual a cero
(CAC=0). En este proyecto estos pacientes se tescciomo grupo control.

Para un analisis posterior cuya finalidad es establque pardmetros determinan el Calcio
Arterial Coronario, se integro un grupo de 40 pateie con un (CAC< 25) percentiles de
la poblacién para edad y sexo. La metodologia pstianar los percentiles para edad y

sexo esta descrita con detalle por McClelland.ét a

Criterios de inclusion Hombres o mujeres de 40 a 75 afios de edad. Ensmntra

clinicamente sanos al momento del estudio.

Criterios de exclusibnHombres o mujeres de menores de 40 afos; Infaudoagl

miocardio, angina o consumo de nitroglicerina; entxlad cerebral vascular; ataque
isquémico transitorio o enfermedad vascular pecéer injerto de derivacion de arteria
coronaria o angioplastia; enfermedad aterosclepos@atura en algun familiar de primer
grado; enfermedad hepatica, renal, tiroidea, cAn@rfermedad reumatologica; infeccion
aguda en las dos semanas previas al estudio; consebidas alcohdlicas; consumo de

farmacos antidislipidémicos y/o beta-bloqueantes.
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Obtencion de muestras

Después de un ayuno de 12 horas, se obtuvierostragele sangre venosas que fueron
colectadas en tubos que contenian EDTA (1 mg/imbh)ediatamente las muestras fueron
centrifugadas a 3500 r.p.m (rotor angulo oscilargdio de 14.9cm) durante 15 minutos a
4 °C. al concluir este tiempo el plasma fue separsdaonservo en alicuotas que fueron

almacenadas a -7 hasta el momento de su andlisis.
Analisis de Laboratorio

El perfil de lipidos: triacilgliceroles, fosfatidiblina y colesterol total se determind por
métodos enzimaticos colorimétricos comerciales B&Rd (Reino Unido). Para la

determinacion colesterol libre se utiliz6 un métatksarrollado en el laboratorio, el cual
se describe en el Anexol. En muestras de plasnpaes®itd de manera selectiva las
lipoproteinas que contienen apo B con una solud®racido fosfotungstico/cloruro de
magnesio Randox® (Reino Unido) y posteriormente cométodos enzimaticos

colorimétricos comerciales, se determin6 en eleswdmtante colesterol de HDL (C-HDL),
triacilgliceroles (Tg-HDL), Fosfatidilcolina (Ph-HD

Las determinaciones de proteinas totales se remiizaor el método de Lowry et &l.
(Anexo2).

Para la determinacion de los lipidos de las ssbslae HDL se utilizd la metodologia
gue se describe a continuacion.

Aislamiento y andlisis de la subpoblaciones de HDL
Caracterizacion de las HDL

Separacion de las subclases de HDLas muestras de HDL se obtuvieron por
ultracentrifugacion secuencial a partir de plasapjastando la densidad del mismo a 1.063
g/mL con KBr sélido y ultra centrifugando por 2 &asr30 minutos a 100000 r.p.m. (rotor
de angulo fijo, radio de 37.2 mm) con el fingparar las lipoproteinas que contienen
apo B. Posteriormente se ajustdé nuevamente ladsehai 1.21 g/mL con KBr sélido y se
ultracentrifugd por 3 horas a 100000 r.p.m. (ral@rangulo fijo, radio de 37.2 mm) para
aislar a las HDL.. A continuacién se ajusté el soadante con solucion de KBr solido a

una densidad 1.25g/mL y se ultracentrifugd por Gasi@ 100000 r.p.m. (rotor de angulo
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fijo, radio de 37.2 mm) para disminuir la cantidkelalbimina residual que esta presente
con las HDL. Bajo estas condiciones se recupe@0tiea 85%° de la apo A-1 del plasma
total Las HDL se dializaron en soluciéon amortiguadoralde 0.09 M, &cido bdérico 0.08
M, EDTA 3 mM, pH 8.4 (amortiguador TBE).

Las subpoblaciones de HDL se separaron posteridenpar su tamafo en electroforesis
en gradiente de 3 a 30 % de poliacrilamida en comaks nativas, detallado en el Anexo
3, Los radios hidrodinamicos de las subclases de gHDL2b 10.58-12.36 nm, HDL2a
9.94-10.58 nm, HDL3a 8.98-9.94, HDL3b 8.45-8.98 nHDL3c 7.90-8.45 nrﬁ‘f
separadas en el gel, se analizaron utilizando caeferencia marcadores de alto peso
molecular (tiroglobulina de 17 nm, ferritina de 221m, catalasa de 10.4 nm, lactato
deshidrogenasa de 8.2 nm y albimina de 7.1 nriPhdtmacia, UKJ®. De esta manera se
determiné la porcidbn de cada subpoblacion de HDbstétiormente se obtuvo el
densitograma (Molecular Analyst Software Versiofi, 11994 Bio-Rad) de las bandas
correspondientes a los lipidos (colesterol, trigiciéroles, fosfatidilcolina) y proteina para
su analisis. Los geles se tifieron inicialmente eloreactivo revelador de cada uno de los
lipidos segun se detalla mas adelante para cadaeisdios. Tras la decoloracion de la
tincion de lipidos con una mezcla de acido acétietdnol, los geles de poliacrilamida
fueron tefiidos para proteina con una solucién ttrarde azul de Coomassie R250 0.1%

en metanol 25%, acido acético 10% y agua, estearukse asocia a proteinas.

Colesterol total de las subclases de HDIa tincion en gel del colesterol total se llevo a
cabo segln el método desarrollado previamente estnoulaboratorio se utilizé una
mezcla enzimatica compuesta de colesterol esterakssterol oxidasa y peroxidasa en
solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.deas, se agregd colato de sodio 3
mM y Tritdbn 100X 0.1% para exponer al colesterolbebido en la estructura de las
lipoproteinas. Para evitar la difusion de los rigasty productos de reaccion, asi como
para garantizar un contacto homogéneo del reaattwo la superficie del gel de
poliacrilamida, se empled carboximetilcelulosa coagente viscosante (Anexo 4). El
H.0O,, producto final de la secuencia de reaccionesvéiias, es estequiométricamente
proporcional al colesterol total en la muestra yp8so en evidencia con la peroxidasa y

azul de tetrazolium (MTT) y fenazin metasulfato (5)Mcomo donador de electroriés.
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El producto de reaccion precipitdo en el gel y saliad por densitometria Optica. Las
reacciones acopladas se esquematizan en la figura
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Figura 4. Esquema de las reacciones enzimaticas para larileséeion de colesterol. El formazan sera
analizado por densitometria éptica en un interdaltongitud de onda de 520 a 570 nm.

B. Colesterol libre y colesterol esterificado de lagslases de HDLSe utilizé el mismo
procedimiento que para el colesterol total perotiendo la enzima colesterol esterasa.
Esto garantiza la cuantificacion especifica dekstarol libre (Anexo 4). El colesterol

esterificado se calcul6 por la diferencia entreodésterol total y el colesterol libre.

C. Triglicéridos de las subclases de HDEe emple6 una mezcla enzimética compuesta de
lipasa, glicerol cinasa, glicerol-3-fosfato oxidgsperoxidasa en solucion amortiguadora
de fosfatos 10 mM, pH 7.4, ATP 1 mM, colato de e®ImM y Triton® 100X 0.1%. Se

agreg6 ademas el agente viscosante (Anexd B).H,O, se pone en evidencia con MTT
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y FMS “° (figura 5). El producto de reaccién precipita dngel y se analiza por

densitometria Optica.
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Figura 5Esquema de las reacciones enzimaticas para larieseion de triglicéridos.

Fosfolipidos de las subclases de HDIPara realizar la deteccion selectiva de

fosfatidilcolina sobre el gel de poliacrilamida senpleé una mezcla enzimatica

compuesta de fosfolipasa D y colina oxidasa encgmuamortiguadora de fosfatos 10
mM, pH 7.4, colato de sodio 3 mM y Tritbn® 100X &1Se agregd ademas el agente
viscosante (Anexo 4). El J@,, producto final de la secuencia de reaccionesvéiitas

se pondra en evidencia con peroxidasa, MTT y ¥M@g. 6). El producto de reaccién

precipitd en el gel y se analizé por densitoméipiaca.
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Figura 6. Esquema de las reacciones enzimaticas para lardet&ion de fosfatidilcolina

Determinacion de la concentracion plasmatica de lggdos HDL

La concentracion plasmatica de cada uno de lodoépde HDL totales (triglicéridos,
fosfatidilcolina, colesterol libre y esterificad®irvio de referencia para calcular la
concentracion plasméatica de cada subclase de HBMa falizar estas determinaciones,
las lipoproteinas que contienen apo B (VLDL, IDIDW) se precipitan selectivamente con
un reactivo comercial que contiene acido fosfotting&loruro de magnesio Randox®
utilizado habitualmente para la determinacion detes-HDL en quimica clinica de rutina.
En el sobrenadante contiene a las HDL totales. #Ensebrenadante se cuantifican cada
uno de los lipidos HDL arriba mencionados utilizama misma mezcla enzimatica de los
incisos A) al D). La cuantificacion se hizo espefctométricamenteEl colesterol
esterificado, contenido en las HDL, se calculé rmeid la siguiente ecuacion:

CE -HDL = (CT-HDL) — (CL-HDL)*1.68°
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Analisis estadistico.

El analisis de resultados se realiz6 con el pagestadistico Statiscal Package for the
Social Sciencens (SPSS Inc, version 18.0 para WisdGhicago, Illinois). Los valores de

las variables clinicas y bioquimicas se expresamo la media + desviacion estandar.
Las variables bioquimicas con distribucidon nonmairse representan como mediana con

rango intercuartilar ( percentilas 25 ala 75).

Para determinar si los datos se ajustan a unébdisitin normal se realiz6 una prueba de
Kolmogorov-Smirnov. La comparacion entre variabtesntitativas continuas con una
distribucion normal se realizé mediante la pruetha t de Student si se comparan dos
muestras y una ANOVA con andlisis post hoc tipo ldDSe comparan mas de dos grupos
con distribucion normal. Las variables con unarittigtion no normal se les realizé una

trasformacion logaritmica para poder aplicarleplagbas paramétricas correspondientes.
Se utilizé un analisis de Correlacion de Pears@ma pevaluar la interdependencia entre
la concentracion de lipidos o proteina de las lasbs de HDL y algunas variables

bioquimicas de los pacientes.

En todos los casos los valores de p< 0.05 se amasahestadisticamente significativos
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RESULTADOS.
Caracteristicas clinicas y perfil bioquimico de Kgetos de estudio

En los cuadros 6 y 7 se presentan las caractedstainicas y bioquimicas
correspondientes a los sujetos que conforman tapog de estudio, aquellos con CAC
> 75 percentil para edad y sexo, los que presentdd €25 percentil y el grupo con
CAC=0

Cuadro 6. Caracteristicas clinicas para los sujetos de astudi

2

CAC=0 CAC <25 CAC) >75 b

(n=40) (n=40) (n=40)
Mujeres/ hombres 19/21 22/18 21/19 0.686
Edad (afos) 56.9 + 8.7 58.6 + 6.7 56.7 + 8.8 0.489
IMC  (kg/m?) 28.7+3.9 28.6 £3.9 28.4+4.5 0.938
Cintura (cm) 94.3+£10.6 94.2+11.2 95.8 +11.1 0.784
TAS (mm Hg) 1222 +19.2 122 +20.4 126.8 + 20.6 0.491
TAD (mm Hg) 74.0£8.3 74.5 +10.4 78.1+11.9 | 0.147

Media + D.E IMC = indice de masa corporal; TAS region arterial sistdlica; TAD = presion
arterial diastélica. & = ANOVA

CAC=0 CAC <25 CAC >75 P

(n=40) (n=40) (n=40)
Glucosa (mg/dL: 93.5 (84.8-103) 94.5 (87.8-108.3) 99 (87.0-105.8)| 0.563
CT (mg/dL) 197.4+34.3 200.2 + 34.2 200.1+31.7 | 0.909
Tg (mg/dL) 158 (112.3-239.3) 171 (113.5-212.0) 177 (139.3-223. 0.513
A. Urico (mg/dL) 53+13 58+1.7 58+15 0.262
Cr (mg/dL) 0.9+0.3 0.8+0.2 0.9+0.2 0.606
C-LDL (mg/dL) 121.4+32.2 124.9+29.7 127.9+25.7 | 0.607

Media + D.E o0 mediana (rango intercuartil); CT=Cézol Total; Tg=Triglicéridos; A.urico=Acido
Urico; Cr = Creatinina; C-LDL=Colesterol de lipopetnas de baja densidasl = ANOVA

Se puede observar en el cuadro 6 que los tragpogrde estudio no presentaron
diferencias significativas para ninguno de las darésticas clinicas, consideradas como

factores de riesgo tradicionales.
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La concentracion de triglicéridos (cuadro 8) teradser mas elevada en el grupo CAC
>75 con respecto a los grupos CAC=0y CAZS sin embargo las diferencias no son

estadisticamente significativas.

Con la finalidad de conocer la composicion lipidida las HDL, se realizé la
determinacion plasmatica de los lipidos de HDLandujetos con CAE 75, CAC< 25

y CAC=0, los resultados se presentan en el cuadro 8

Cuadro 8. Composicion en lipidos de las HDL de los grupegstudio.

CAC=0 CAC <25 CAC >75 P
(n=40) (n=40) (n=40)

C-HDL (mg/dL) 455 (35.8-60.0) 44 (38.8-50.0) 38 (33.3-46.8) | 0.026

CL-HDL (mg/dL) 19.0+8 20.8+9.2 17.4+79 | 0191
CE-HDL (mg/dL) 458 +17.0 39.5 +16.9 36.9 156 | 0.04€
Tg-HDL (mg/dL) 36.8+18.9 38.2+16.7 349+17.2 | 0.704
Ph-HDL (mg/dL) 131.9+31.7 123.5 +30.9 1112 +£325 | 0018

Media £ D.E o mediana (rango intercuartil); C-HDICulesterol de lipoproteinas de alta densidad;
CL-HDL= Colesterol Libre de lipoproteinas de alendidad; CE-HDL= Colesterol Esterificado de
lipoproteinas de alta densidad; Tg-HDL= Triglicésdle lipoproteinas de alta densidad; Ph-HDL=
Fosfatidilcolina de lipoproteinas de alta densidad 2= ANOVA

& p<0.05 entre CAC=0y CAET5.

Los lipidos como el C-HDL, el CE-HDL y Ph-HDL dgtupo CAC=0 presentan una
concentracion aproximadamente 17% mayor, con resggégrupo CAC>75. Mientras
gue no existen diferencias estadisticamente sigiifias para los lipidos de HDL de los
grupos CAC=0 \CAC <25.
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Distribucion de las subpoblaciones de HDL en sigjete estudio

Algunos resultados experimentales sugieren quedasentraciones plasmaticas de las
subpoblaciones de HDL pueden ser indicativas ddhlmodismo de esta familia de
lipoproteinas, y es muy probable que las subpairasi tengan diferentes potenciales
antiaterogénicosPor esta causa se determind la distribucién deftasnde las HDL
mediante electroforesis en gradiente de 3% a 30%icones nativas, segun se describe
en la seccion de métodos.

En la figuras 7, 8 y 9 se pueden observar los taafes de los grupos CAC=0, CAP5 y
CAC>75 donde se muestran las proporciones relativasrmdigtadas por la fraccion
proteica de las diferentssibpoblacionede HDL

Distribucion relativa de HDLde los grupos CAC=0y

roo - CAC275

35.0 4

30.0 -
'|' CAC=0

25.0 _|_

- .
20.0 T CAC > 75 percentil
15.0 -
10.0 - T
5.0 -
0.0

2b 2a 3a 3b 3¢

Subpoblaciones de HDL

Fig. 7 Distribucion relativa de las diferentes subpoblae®de HDL deos grupos en estud
CAC=0y CAC> 75; Los valores se expresan como la media + DE

Proporcion relativa de HDL

En la Figura 7 se muestra la comparacion de lashdisiones relativas de HDUe los
grupos en estudio CAC=0 y CAC75 al ser cuantificadas por su contenido en protebea.
puede observar que Unicamente las HDL3a del gafs6> 75 presenta una mayor
proporcion aprox. 14% con respecto al grupo CAC=aDnque esta diferencia no es
estadisticamente significativa. Las dem&sbpoblacionestampoco presentan diferencias
significativas.

Se observa (Figura 8) que las diferersebpoblacionede HDL de los grupos de estudio CAC

=0 y CAC25 no presentan diferencia significativas al compdas proporciones relativas
determinadas por proteina.

32



Distribucion relativa de HDLde los grupos CAC=0y
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Subpoblaciones de HDL

CAC=0
B CAC < 25 percentil

Proporcion relativa de HDL

Fig. 8 Distribucion relativa de las diferentes subpoldaes de HDL de los grupos en
estudio para CAC =0 y CAQS5; Los valores se expresan como la media *DE

Distribucion relativa de HDLde los grupos CAG25 y

CAC>75

. 40.0
Q 35.0 A -[ i
I - CAC>75 percentil
< 30.0 T B CAC < 25 percentil

25.0
E |
E 20.0 A
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Subpoblaciones de HDL

Fig. 9 Distribucién relativa de las diferentes subpoldaes de HDL de los grupos en
estudio para CAG25 y CAC> 75; Los valores se expresan como la media +DE

En la Figura 9 se puede observar la comparacidlagidistribuciones relativas de las
subpoblaciones de HDdle los grupos en estudio CAG5 y CAC<25 al ser cuantificadas

por su contenido en proteina. Las diferentes ssbslano presentan diferencias
significativas a excepcion de HDL3l grupoCAC> 75 las cuales tienen una mayor

proporcion proteina con respecto al grupo A& pero la diferencia no es estadisticamente
significativa.
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Cuantificacion de los lipidos de las subpoblaciodesiDL

Cuando las HDL se separan por su tamafio, puedeistir ewdavia diferencias de
contenido de lipidos entre subpoblaciones de ummidiametro hidrodinamicd?or lo
anterior se determind la concentracién de lipidodas HDL, como se describe en
material y métodos. En el Cuadro 9 peesenta la proporcion de lipidos de cada

subpoblacionede HDL.

En el cuadro 9 se puede observar que en compareaoid los pacientes CAC=0, los
pacientes con CA£75 tuvieron proporciones significativamente masbaje colesterol
total y fosfatidilcolina, presentaron diferencieste las subclases de HDL grandes
(HDL2b y HDL2a) y HDL pequeias (HDL3a y HDL3b) epte para las HDL3c.

Se puede observar que la composicion quimica deHRk en proporcion a los
triglicéridos no presento diferencias entre lasipgsCAC=0 y CAC75. Las HDL de
los sujetos corCAC <25 presenta mayor proporcion de Tg y tendencia anagor
contenido en colesterol libre en comparacion congmrlpo CAC=0, aunque estas

diferencias no son estadisticamente significativas
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Cuadro 9. Concentracion de lipidos asociados a las subpalnleside HDL en los sujetos
de los grupos de estudio.

CAC=0 CAC <25 CAC >75
Lipido Subclase (n=40) (n=40) (n =40)
HDL 2 11.7 £5.! 11.3 £ 4. 9.1+45
HDL ,4 5.6+ 2. 5.4 +1.¢ 4.4+1.8
Colesterol Total ~ HDL ,, 115+ 4. 11.6+2.9 9.8+3.7
(mg/dL) HDL g 7.7 £2.% 7.9+2. 6.8+ 2.
HDL 3 10.8+ 3.C 10.2 + 3. 9.5+3.5
HDL 48+2. 5.4 +2.¢ 4.3+ 2.
HDL ,, 2.1+0.¢ 26+1.7 2.1+1.
Colesterol Libre HDL 3, 4.7 +1.¢ 55+2. 4.6 2.
(mg/dL) HDL 3, 29+1.: 35+1. 2.9+1.1
HDL 3 4.0 +2.( 46+2F 4.0 + 2.
HDL 11.3 + 6. 9.5+6.! 8.9+5]
Colesterol HDL 5, 5.6 + 2.¢ 45+ 2. 42+25
Esterificado HDL g, 11.3+4. 10.0+ 4. 9.3 +4.¢
(mg/dL) HDL g, 8.1+ 2. 7.5 +3.¢ 7.2+3.
HDL 10.8 + 5.( 9.0 +6.1 9.1+6.:
HDL 8.4 +5.¢ 9.3+4. 7.6 +55
HDL 5, 3.9+2( 4.6+2. 3.7 +2.(
Triglicéridos HDL s, 9.0+£4.F 10.4 £ 5.( 8.3+4.
(mg/dL) HDL g, 6.0 + 2.¢ 6.8 + 3.¢ 5.6 + 2.¢
HDL 3 7.5 +3.¢ 8.8 + 4. 7.9+5.¢
HDL,,  33.9+10. 32.1 £12. 27.0+13.7
Fosfatidilcolina HDL 5, 15.6 + 4.( 15.3+5.7 13.0+5.7
(mg/dL) HDLs,  35.9+10.€ 32.8+ 9. 28.7+9.7
HDL 3, 22.9+6.¢ 204 +5. 18.3+5.3
HDL 5 27.9+9.! 25.0+9.: 24.1 +9.¢

Los resultados se expresan como Media + D.E. ANQ\I®S

a) p<0.05vsCAC=0
b) p<0.05vsSCAC>75.
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Andlisis de correlacion entre caracteristicas atas, perfil bioquimico y composicion
guimica de las subpoblaciones de HDL

Se realizaron analisis de correlacion entre lecfém lipidica de las subpoblaciones de HDL y
su posible relacion con algunas variables clinm@®o el calcio arterial coronario (CAC),
indice de masa corporal (IMC), diametro de la cetpresion arterial sistolica (TAS), presion
arterial diastolica (TAD) y bioquimicas como C-HDC-LDL, Creatina, acido urico, glucosa,
esto con la finalidad de poder discernir qué patéms intervienen en el desarrollo de la EAC.
En este apartado de resultados se presentan @mtains cuadros cuyos parametros tienen
valores de correlacion con significado estadistico.

Los resultados de analisis de correlacion muegtaadro 10) que las concentraciones de C-
HDL se correlacionaron positivamente con lagpsblaciones HDL2 y HDL3 en cuanto a su
composicion lipidica, excepto para las HDL3c en psoporcion de fosfatidilcolina y
triglicéridos.

Sin embargo no existe una correlacion entre la csiojdn lipidica de las subpoblaciones de
HDL y el C-LDL plasmaético (cuadro 11).

Cuadro 10. Correlacion Lipidos-HDL y C-HDL

Subclases de HDL

Valor estadistico HDL ,, HDL 5, HDL3;, HDLg, HDL 5.

Coeficiente r 0.809 0.81" 0.853° 0.647° 0.457
Colesterol Total
Significanciap 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
_ Coeficiente r 0.529 0.499" 0.456  0.456  0.336
Colesterol Libre
Significanciap 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001
Coeficiente r 0.638" 0.624" 0.599" 0.420" 0.271
Colesterol
Esterificado Significanciap 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008
Coeficiente r 0.672° 0.687 0.589° 0.48" 0.182
Fosfatidilcolina
Significanciap 0.000 0.000 0.000 0.000 0.066
o Coeficiente r 0.379 0.325 0.286 0.244 0.143
Triglicéridos
Significanciap 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167

"p<0.05,” p<0.01 Nivel de significado estadistico de la carc@n.
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Cuadro 11.Correlacion Lipidos-HDly C-LDL

Subclases de HDL

Valor estadistico HDL HDL 54 HDL5;, HDL3  HDLg

Coeficiente r -0.002 0.019 0.134 0.049 0.067
Colesterol Total
Significanciap 0.987 0.848 0.170 0.614 0.497
_ Coeficiente r 0.018 0.064 0.063 0.021 -0.02p
Colesterol Libre
Significanciap 0.855 0.523 0.529 0.833 0.829
Coeficiente r -0.122 -0.097 0.050 0.066 0.126
Colesterol
Esterificado Significanciap 0.24 0.352 0.633 0.527 0.226
Coeficiente r -0.187 -0.145 -0.157 -0.089 0.145
Fosfatidilcolina
Significanciap 0.058 0.143 0.114 0.369 0.143
o Coeficiente r -0.148 -0.094 -0.087 -0.09 -0.085
Triglicéridos
Significanciap 0.153 0.364 0.400 0.388 0.413

Andlisis de Correlacién de Pearson

Se puede apreciar (cuadro 12) que las concemmexide creatinina correlacionaron de
manera negativa con la fraccion del colesterol t¢alas subpoblaciones HDL 2a, 3b, y
con las subpoblaciones HDL2b en su proporcién terelslibre y triglicéridos.

El acido arico Unicamente correlacion6 negativamerara la fraccion de colesterol total
para las subpoblaciones HDL 2a, 3a, 3b, 3c. Misngue la glucosa correlaciona

negativamente con colesterol total de las subpumias HDL 2b, 2a y 3c.
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Cuadro 12. Correlaciones entre lipidos-HDL y creatininadéadirico, glucosa

Subclases Creatinina Acido Urico Glucosa
Coeficiente| Significancia| Coeficiente| Significancia| Coeficiente| Significancia
r p r p r p

CT-HDL ,, -0.197 0.05¢ -0.191 0.061 -0.20¢ 0.03¢
CT-HDL -0.247 0.017 -0.237 0.021 -0.20% 0.037
CT-HDL 3, -0.28 0.01¢ -0.247 0.017 -0.1¢ 0.051
CT-HDL g, -0.16¢ 0.10¢ -0.26%" 0.00¢ -0.14¢ 0.13¢
CT-HDL 5 0.15¢ 0.132 0.007 0.01 -0.27 0.01¢
CL-HDL 4, -0.20€ 0.04¢ -0.13¢ 0.207 -0.05¢ 0.5¢
CL-HDL ,, -0.18- 0.08: -0.17¢ 0.08¢ -0.08: 0.41
CL-HDL 5, -0.18- 0.08: -0.14¢ 0.16¢ -0.04¢ 0.62¢
CL-HDL g, -0.12¢ 0.23¢ -0.05¢ 0.58: -0.07: 0.46¢
CL-HDL 4, -0.05¢ 0.57¢ -0.01: 0.91 -0.02¢ 0.771
CE-HDL 4, -0.06¢ 0.54¢ -0.05¢ 0.59¢ -0.22¢ 0.03(
CE-HDL ,, -0.13¢ 0.21¢ -0.097 0.37¢ -0.18: 0.07¢
CE-HDL 3, -0.12¢ 0.25: -0.107 0.3¢ -0.19¢ 0.06:
CE-HDL g3, -0.20z 0.064 -0.20z 0.06¢ -0.18¢ 0.06¢
CE-HDL 5, 0.19¢ 0.07: 0.04¢ 0.66: -0.191 0.06¢
Ph-HDL 5, -0.147 0.17¢ -0.097 0.35¢ -0.1¢ 0.10¢
Ph-HDL ,, -0.09: 0.38( -0.09¢ 0.367 -0.11¢ 0.251]
Ph-HDL 5, -0.11 0.29¢ -0.11¢ 0.27: -0.05: 0.59¢
Ph-HDL 3, -0.1¢ 0.08¢ -0.12¢ 0.22: -0.10¢ 0.27¢
Ph-HDL 5 0.05¢ 0.59¢ 0.157% 0.13: -0.10: 0.30¢
Tg-HDL 3, -0.20€ 0.04¢ -0.13: 0.207 0.05¢ 0.57C
Tg-HDL -0.19¢ 0.062 -0.17¢ 0.08¢ 0.09¢ 0.36¢
Tg-HDL 3, -0.18: 0.08¢ -0.14¢ 0.16¢ 0.12¢ 0.227
Tg-HDL 3, -0.12¢ 0.23¢ -0.05¢ 0.58: 0.141 0.17:
Tg-HDL 3 -0.05¢ 0.57¢ -0.01- 0.91 0.15¢ 0.12¢

CT-HDL= Colesterol total de lipoproteinas de alkkamsidad; CL-HDL= Colesterol Libre de lipoproteims
alta densidad; CE-HDL= Colesterol Esterificado ipeproteinas de alta densidad; Tg-HDL= Triglicésdo
de lipoproteinas de alta densidad; Ph-HDL= Fadifatilina de lipoproteinas de alta densidad.

"p<0.05,” p< 0.01.Nivel de correlacién con significo estadfstic

Por otro lado se observa que el CAC (cuadrol3)etamiona de forma negativa con las
subpoblaciones de HDL 2a, 3a y 3b de la fracciéerdhinada por fosfatidilcolina; con las

subclases 2b para colesterol esterificado y 2& &bpara el colesterol total.
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Cuadro 13.Correlacion Lipidos-HDL y CAC

Subclases de HDL

Valor estadistico HDL ,, HDL 5, HDL3;, HDLg, HDL 5.

Coeficiente r -0.127 -0.195 -0.179 -0.204 -0.213
Colesterol Total
Significanciap 0.193 0.044 0.065 0.035 0.029
Coeficiente r -0.097 -0.084 -0.056 -0.023 -0.03p
Colesterol Libre
Significanciap 0.334 0.41 0.579 0.815 0.764
Coeficiente r -0.074 -0.160 -0.165 -0.200 -0.173
Colesterol
Coeficiente r -0.190 -0.208 -0.264" -0.278  -0.059
Fosfatidilcolina
Significanciap 0.054 0.035 0.007 0.004 0.555
o Coeficiente r -0.044 -0.048 -0.044 0.011 0.128
Triglicéridos
Significanciap 0.675 0.644 0.670 0.916 0.218

"p<0.05,” p<0.01 Nivel de significado estadistico de la carc@n.

En el anexo 5 se presentan los analisis de coidalamrrespondientes a la fraccion
proteica - lipidica de las HDL y variables clisceomo el CAC, IMC, diametro de la
cintura, TAS, TAD vy bioquimicas como C-HDL, C-LDIcreatinina, acido uarico y
glucosa. Se puede observar (cuadro 18, anexoesglgMC, TAD no correlacionan con
la composicion de lipidos de las subpoblacioneBlde. Por otro lado el diametro de la
cintura correlaciona negativamente con proporciéativa de colesterol total para las
subpoblaciones de HDL grandes (2b, 2b); mientras lguprension arterial sistolica

correlaciona de forma positiva con las HDL (2b, &), para el mismo lipido.

En el cuadro 16 se observa que la creatinina emicgla negativamente con la fraccion
proteica de las HDL grandes (2b, 2a) y de formsitpa con las HDL 3c (cuadro 16,
anexo 5), asi mismo la concentracion de glucogalesiona negativamente para las HDL
grandes (2b, 2a)

Existe una correlacion positiva (cuadro 17, anexerire el C-HDL y la composicion
proteica de las HDL grande (2b, 2a) y negativaadas HDL pequeias (3b, 3c), en
contraste con los triglicéridos que correlacionagativamente con las HDL grandes y

positivamente con las HDL 3c, no existe correla@on el CAC.
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A continuacién se presenta los gréaficos con lesltados de analisis de correlacion entre

la proporcion de lipidos de las subpoblacionesplipteinas de alta densidad Yy los

triglicéridos plasméticos. Cabe sefalar que losreal de triglicéridos plasmaticos fueron

transformados a una escala logaritmica puestonguee ajusta a una distribucién normal.

Correlacion CT-HDL vy triglicéridos plasmaticos
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Fig. 10 Se presenta el andlisis de correlacion existentte éa determinacion de triglicéridos
plasmatico y la fraccién del colesterol total (dig/ de las subclases HDL 2.
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Fig. 11 Andlisis de correlacion existente entre la deteation de triglicéridos plasmaticos y la
proporcion del colesterol total (mg/dL) de las HBL
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Correlacion Ph-HDL vy triglicéridos
plasmaticos
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DISCUSION.

Diversos estudios epidemioldgicos han determindataimente que los valores bajos de C-
HDL se asocian de forma independiente con un magsgo para el desarrollo de
EAC %En este contexto, en estudios recientes se haidoggue el andlisis de las
subclases de HDL puede mejorar la prediccién denfarmedad! Aunque los estudios
iniciales no revelaron datos claros sobre la waiilicde medir las subpoblaciones de
HDL,>** en afios recientes en varios estudios se ha sefiglexdla caracterizacién mas
detallada de las HDL mejora la capacidad para ava&luriesgo de EAC. En un estudio de
casos y controles se demostré que los pacientesna@rs tienen concentraciones
significativamente mas bajas de HDL grandes y eslonas altos de HDL pequefias que
los controles’ Después de ajustar por factores de riesgo trawifde, se encontrd
asociacion entre este patrén anormal y la previefe EAC > el estudio también mostré
relacion independiente con la mayor recurrenci@&wntos coronarios en pacientes con
EAC y C-HDL bajo.**

Las anormalidades en la distribucion de tamafio ak HDL observadas en los
padecimientos cardiovasculares podrian tener maaugibiomarcador, sino que podrian
tener una relacion directa con el desarrollo defarmedad® °°*°Sin embargo, no existe
consenso acerca de cudl es la subclase de HDL agarrpotencial antiaterogénico; la
mayoria de los estudios epidemiologicos sugierenlags HDL grandes estan presentes en
sujetos con bajo riesgo de EAC. En contraste, §dgdes in vitro demuestran que las
HDL pequefias promueven mas el eflujo de colestgesien mayor poder antioxidante y
su proporcién aumenta en ciertas circunstancidmjteriesgo cardiovasculdt?**"*°Una
posible explicacion a esta aparente paradoja eglgaenafio de la particula HDL no es un
parametro suficiente para subclasificaras.por ello que en estudios previos en nuestro
laboratorio se han desarrollado metodologias quenifsn la cuantificacion de la
concentracién de los componentes quimicos de lagoslaciones de HDE/Con estas
herramientas dentro del marco del presente estnd® dimos a la tarea de comenzar a

definir el papel los lipidos de las subclases dHBL en el desarrollo de la EAC.
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En este trabajo se propogae cuando las HDL son separadas por su tamafpmsésde
gue aun puedan existir diferencias en base atomo de lipidos entre subpoblaciones de
un mismo diametro hidrodindmico. En este trabajo mesentan los valores
correspondientes a la determinacion plasmaticda dencentracion de lipido-proteina de
las subpoblaciones de las HDL en sujetos con aferosis subclinica diagnosticada por
score de calcio; este método de diagnostico resaltain excelente predictor de eventos
coronarios futuros, y se ha considerado al scorecaleio un predictor de riesgo
independiente de desarrollo de la EXEn este trabajse incluyeron tinicamente a sujetos
con EAC subclinica que no reciben tratamientosdatippidémicos; esta caracteristica
representa una fortaleza de nuestro disefio, pdacaerion de estos farmacos es un factor
confusor que comunmente ocurre en los estudiosioak@dos con la EAC. Otra fortaleza

de nuestro estudio radiea que la poblacion de estudio estéa pareada pdryeskexo.

En cuanto al perfil de lipidos, observamos pequefif@sencias eros triglicéridos, que
presentaron una tendencia hacia una concentra@8relavada en el grupo CAZ5 con
respecto a los grupos CAC=0 y CARS5; sin embargo, estas diferencias no alcanzaron
significado estadistico. Sorprendentemente, elstelel-LDL fue comparable entre los
grupos; en todos los estudios epidemioldgicos, edehs animales e in vitro, se ha
demostrado consistentemente la participacion deDC-en el desarrollo de la placa
ateromatosa. Esta observacion puede tener, al mdoesposibles interpretaciones; el
score de calcio no refleja la presencia real deplaea ateromatosa. En este sentido, en
algunos estudios se afirma que no existe una clam&lacion entre la carga de calcio
coronario y el desarrollo de sintomas de la EBABeckman et al’consideran que la
calcificacion refleja un estado avanzado en elmdeda de la placa, pero se debe reconocer
la asociacion entre la extension de la placa desdkerosis y una mayor presencia de
placas calcificadas y no calcificadas; aquellosigrdes con placas calcificadas (“mas
estables”) presentan también placas no calcificadddandas”, siendo estas Ultimas mas
propensas a la ruptura y a evolucionar hacia wrhosis coronaria aguda.Esto sugeriria
que el CAC no es un reflejo de la placa aterogstertradicional. Sin embargo, las
evidencias experimentales acerca de la validezawk de calcio como un marcador de

placa ateromatosa y predictor independiente de &#QOmuy consistentés.
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La segunda interpretacion a que el C-LDL es coniparantre los grupos, es que el
deposito de calcio en las coronarias es un progasocontribuye a la formacion de la
placa ateromatosa pero es independiente del papgluggan las LDL en el proceso. La
validez de esta hipotesis tiene que demostrarsestodios posteriores.

La unica diferencia estadisticamente significagvael perfil de lipidos tradicional la
observamos en el colesterol-HDL entre los sujetdsCt75 y CAC=0; tanto la
concentracion plasmatica del colesterol libre coted esterificado de las HDL son
menores en los sujetos CAC>75 que en los contrslggriendo una contribucion de la
deficiencia de HDL a la formacién de la placa. Lagnores concentraciones de
fosfolipidos-HDL observadas en el grupo CAC>75 awosta idea, ya que se ha
considerado a estos lipidos como un mejor indicatidr nimero de particulas en
comparacion con el colesterol-HBt..

Los sujetos CAC>75 presentaronproporciones significativamente mas bajas de
colesterol total y fosfatidilcolina entre las swsg#s de HDL grandes y HDL pequefias
gue los sujetos control. Aunqlees HDL de los sujetos cdDAC <25 presentaron mayor
proporcion de Tg Yy tendencia a un mayor conteeid@olesterol libre en comparacion
con el grupo CAC=0, estas diferencias no son edtealiinente significativas. Ademas la
distribucion relativa de las HDL determinada porcsmtenido en proteina no presenta
diferencias significativas para ninguno de lospgaide estudicEl CAC correlacion6
inversamente con los lipidos de las subpoblacioeeslDL 2a, 3a y 3b de la fraccion
determinada por fosfatidilcolina; con las subpoiolaes 2b para colesterol esterificado y
2a, 3b y 3c para el colesterol total. Estos redafasugieren que existe una relacion
directa entre el CAC y los niveles plasmaticosipieos asociados a HDL. En apoyo a
este concepto,la resistencia a la insulina, laidadsy la diabetes frecuentemente se
presentan con valores subnormales de C-HDL as&@mdma disminucién en tamafio de
las HDL?' También se ha informado que estas particulas dé fHenen una
composicion anormal, con aumento en el contenidwigleéridos y disminucion de los
ésteres de colesterSEstos resultados en su conjunto sugieren que &@rdigiacion de
los lipidos de las HDL pude ser una alternativaap@entificar a los sujetos con
aterosclerosis subclinica, particularmente enitasimstancias que no permiten realizar la

tomografia computarizada como herramienta de d&@mu No obstante, la
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participacion directa de las anormalidades de |1B& ldl desarrollo de la placa no se
puede establecer a partir de nuestros resultadiebg ser abordada especificamente en

estudios futuros.

No observamos ninguna correlacionestadisticameigt@fisativa entre la distribucion
relativa de tamafios de las HDL o la composicipidica de las subpoblaciones de HDL y
los factores tradicionales de riesgo cardiovasculiael indice de masa corporal (IMC),
circunferencia de la cintuf&®* presién arterial® ni el C-LDL correlacionaron con las
subclases de HDL.Las diferencias encontradas &rgreujetos CAC 75 y los CAC=0 en
cuanto a las caracteristicas de las subclases HBlaysencia de correlaciones entre ellas
y los factores de riesgo tradicionales, sopoldahipétesis arriba planteada acerca de que
el depésito de calcio en la lesion ateromatosanggaceso independiente de otros factores

proaterogénicas .

Por otra parte, nuestros resultados demuestraasg@acion entre la distribucion relativa
de tamafios de las HDL o la composicion lipidicalate subpoblaciones de HDL y
variables bioquimicas como creatinina, acido ugicglucosa. Tanto creatinina como el
acido Urico pueden considerarse como marcadorésnden renal; en este sentido, se ha
sugerido que uno de los sitios catabélicos prifeipde las HDL es el tibulo rerfal®’.

De esta manera, la interaccion del rifidon y las H@ddria contribuir a definir la
distribucion de tamafos y composicion lipidica dstag lipoproteinas y de ahi la
correlacion entre los marcadores de funcion renkdsysubclases de HDL. En lo que
concierne a la glucosa plasmatica, este parameti® @eterminado por el nivel de
sensibilidad a la insulina. Dado que la resisteadainsulina es un factor que determina la
distribucion de tamafios de HDL la correlacién obséa entre la glucosa y las subclases

de HDL se explicaria con este fundametito.

Una de las posibles funciones de las particulak efevitar la formacion de depdésitos de
calcio; la osteopontina (OPN) es una glicoprotefosforilada con una estructura
homologa a las proteinas de la matrizextracelglage, se encuentra distribuida con mayor

abundancia en el tejido 6seo en condiciones nesndla OPN participa en la
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biomeneralizacié?f y puede unirse a un gran nimero de receptores,asstiada con la
reparacion de tejidos, fibrosis y calcificacionesrdficas tras lesiones inmunolégiéds.

Los macréfagasen las lesiones aterosclerética, expresan de m@feN’® También se ha
demostrado que los niveles de OPN es mayor eerasicon calcificacion vasculdr y

en pacientes con EAE.’?> Dado que las HDL pueden regular la expresion @eratites
proteinas como la ON sintasa, VCAM-1, entre otres, valido postular que estas
lipoproteinas también podrian regular la expresi@rOPN. Esto explicaria la asociacion

entre el score de calcio y las subclases de HDL.
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CONCLUSIONES.

En este trabajo se han mostrado los valores camdgmntes a la determinacion plasmética
de la concentracién de lipido-proteina de las shilagpmnes de las HDL en sujetos con

aterosclerosis subclinica diagnosticada por soaltio.

Nuestros resultados sugieren la existencia de elagidon directa entre el CAC y los
niveles plasmaticos de lipidos asociados a H3Iin embargo nuestros datos sugieren
gue el depdsito de calcio en la lesidn ateromatgsan proceso independiente de otros

factores proaterogénicos

Por otro lado, nuestros resultados apuntan queor@lacion entre los marcadores de
funcion renal y la subpoblaciones de HDL se deba imteraccion de las HDL con el
riidn, posiblemente, contribuyendo asi a defing tamafios y composicién lipidica de

estas lipoproteinas.
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ANEXO 1

Determinacion de Colesterol Libre en microplaca

Solucion A(reactivo de color)

Reactivo Cantidad
4-Amino-Fenol 0.088 g
Fenol 0.040 g
Colato 0.126 g
Triton 100 puL

Llevar a 10 mL con Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4

Tomar un mililitro de la solucion A 'y mezclarlorc® mL de Solucién Salina

Isoténica 0.9%

Posteriormente adicionar las siguientes enzimas:

Enzima Cantidad
Colesterol Peroxidasa(0.25 pU/mL 15 pL
Colesterol Oxidasa (0.05 puU/mL) 30 pL

Se mezcla las enzimas con la solucion A diluidaeittivo de color esta listo para

usarse
En un pozo de microplaca se depositan 50 pL de tnauesl50 pL de reactivo de color.

Hacer la determinacién por duplicado

* Curva patroén:
Concentracion
Estandar | 2.5 mg/dL
Estandar Il 5 mg/dL
Estandar Il 10 mg/dL
Estandar IV 15 mg/dL
20 mg/dL

Estandar V
Depositar 50 pL de cada estandar en un pozo demlaca por duplicado. Finalmente se

adiciona 150 pL de reactivo de color con enzimascurva patron se realiza por

duplicado.
Incubar muestras y curva patrén durante una h@a°g. Leer a una longitud de

onda de 499 nm.
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ANEXO 2

Determinacion de proteinas por el método de Lowr?

FUNDAMENTO. En un medio alcalino los aminoacidos de las pratkeie unen a los
iones de cobre (G{), formando un complejo azul, que absorbe a 750L@nsensibilidad
de esta coloracion incrementa al adicionar el nacte Folin Ciocalteus. El uso de SDS

como detergente permite exponer las zonas hidréfdbdas proteinas.

SOLUCIONES

Solucién de NgCOxs; 20 % en®
Solucioén de tartrato de Na y K: 1 g+ CuSQ@O0.5¢g
Solucién de NaOH 0.8N: 16g en 500 mL kD
Solucién de SDS al 10%

Solucién patrén de albdmina: 1 mg/mL
Solucién A. Preparar al momento

1 volumen de tartrato de Na y K
1 volumen de NAO;
2 volimenes de NaOH
2 volimenes de SDS

2 volimenes de D

TECNICA
CURVA PATRON
Tubo 1 2 3 4 5 6 Muestra
MUESTRA (pL) 0 0 0 0 0 0 5
ST (uL) 0 1C 20 40 80 10C 0
H,0 (uL) 10C 9C 80 60 20 0 95

MEZCLAR
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Posteriormente se agrega 1 mL de solucion A y selare las soluciones. Las soluciones
de reaccion se incuban a temperatura ambiente tduidn minutos, al término de este
tiempo se agregan 500 uL de reactivo de Folin preginte diluido en una proporcién 1/6.
Esta mezcla de reaccion se incuba por 30 minutemperatura ambiente. La reaccion se

analiza espectrofotométricamente a una longituoihdia de 750 nm.

DETERMINACION DE LOS RESULTADOS

Trazar una gréfica de concentracidn contra absoi®aron los datos de la curva
patron. Interpolar la absorbencia de las muestraslae grafica para determinar la

concentracion correspondiente.
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ANEXO 3

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condicites nativas

SOLUCIONES

SOLUCION AMORTIGUADORA DE MUESTRA
Sacarosa 50% + Azul de bromofenol al 0.05% b.pc20 mL

A: Tris 0.09 M + Ac. Borico 0.08M + EDTA3mM pH3IB
B: 48 g acrilamida + 1.28g bisaclilamida c.b.p. 100m
C: persulfato de amonio 10%

3% 30%

Volumen total 5mL 5mL
Solucién # 500pL 500puL

Solucion E 300puL 3mL
H20 destilad 4.2 mL 750uL
Glicerol 750 mL

TEMED 4 uL 4 uL
Solucion C 20 uL 20uL

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se colpoarseparado en los compartimientos de
la camara generadora de gradiente y se mezclamtmyigprogresivamente con agitacién constante
mientras se va vertiendo entre las placas paraafoehgel.

Una vez polimerizado el gel, éste se precorre Xban@i0 V para estabilizarlo. A continuacién
se cargan las muestras de la siguiente manera:

Depositar 25ug de proteina HDL/ fiL de amortiguador de muestra en cada carril.

Depositar un marcador de alto peso molecular erderios carriles del gel.

La separacion electroforética se realiz6 primerauhe 30 min a 70 V para permitir la entrada
de las muestras al gel. Al término de este periladegparacion se continué durante 22 h a 180 V.

Al final del tiempo de migracion, el gel se desnaoidse tifie segun el método seleccionado
(proteina o lipidos)
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ANEXO 4

Tincion para la determinacion de la distribucion e lipidos en gel de Poliacrilamida

Reactivo

Preparacion de reactivo para Colesterol Total ys§tetol Esterificado

Concentraciéon

Solucion Salina Isotonica (0.9%)
Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4
SOIUCién Stock[Colato de Sodio(3mM)/Triton de sodio (0.1% )]
Carboximetilcelulosa

Peroxidasa (0.25 puU/mL)

Colesterol Esterasa (0.075 pU/mL)
Colesterol Oxidasa (0.05 pU/mL)

Colesterol total Colesterol libre

7456 pL 7474 uL
1000 pL 1000 pL
500 pL 500 pL
120 mg 120mg
12 pL 12 pL
10 pL
13 pL 13 pL

Mezclar hasta homogenizar sin dejar grumos (Afeguhiox. 15 min. Antes de
aplicar la mezcla en el gel)

Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mM
Fenazin metasulfato (FMS) 0.04 mM

400 pL
600 pL

400 pL
600 pL

+ Preparacion del reactivo para Triglicér

Reactivo

idos y Fbipfdos

Concentraciéon

Solucidn Salina Isotonica (0.9%)
Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4
Carboximetilcelulosa

Lipasa (37.5 pU/mL)

Glicerol Cinasa (0.1pU/mL)
Glicerol -3-fosfato oxidasa (0.4 pU/mL)
Peroxidasa (0.13 pU/mL)

ATP (0.25 pmol/L)

Fosfolipasa D ( 0.12 pU/Ml)
Colina Oxidasa (62 pU/mL)
Peroxidasa (1.1 pU/mL)
Aminopiridina (0.24 mmol/mL)
N-etil-N-DAOS (0.77 mmol/mL)

Mezclar hasta homogenizar sin dejar gr

aplicar la mezcla en el gel)

Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mM
Fenazin metasulfato (FMS) 0.04 mM

Colocar reactivo sobre gel, Incubar durante 1

Triglicéridos  Fosfolipidos
5500 pL 5500 pL
1000 pL 1000 pL
120 mg 120 mg
Reactivo

Comercial
2500 pL
Reactivo
Comercial
2500 pL
umos (Afegahiox. 15 min. Antes d¢
400 pL 400 pL
600 pL 600 pL
dzé C
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ANALISIS DE CORRELACION DE PEARSON

ANEXO 5

Cuadro 14 Correlaciorentre proteinas-HDL y C-LDL

Subclases de HDL

Valor
estadistico HDL 5 HDL 5, HDL5;, HDLg3  HDLg
Coeficiente r -0.051 0.004 0.043 -0.026 0.026
Proteina CT-HDL
Significanciap 0.584 0.966 0.648 0.78 0.777
Coeficiente r -0.077 -0.032 0.14 0.183 -0.068
Proteina CL-HDL
Significanciap 0.424 0.742 0.144 0.055 0.425
Coeficiente r -0.129 -0.067 -0.011 0.056 0.097
Proteina Ph-HDL
Significanciap 0.169 0.472 0.906 0.549 0.300
Coeficiente r -0.068 -0.074 -0.053 0.120 0.037
Proteina Tg-HDL
Significanciap 0.477 0.438 0.576 0.204 0.699
Andlisis de Correlaciéon de Pearson
Cuadro 15 Correlaciorentre proteinas-HDL e IMC
Subclases de HDL
Valor estadistico HDL HDL 55 HDL5;, HDL3  HDLg
Coeficiente r -0.122 -0.126 -0.090 0.019 -0.043
Colesterol Total
Significanciap 0.209 0.195 0.355 0.843 0.664
Coeficiente r -0.019 0.000 0.036 0.046 0.06(
Colesterol Libre
Significanciap 0.85 0.999 0.719 0.645 0.544
Coeficiente r 0.018 0.006 0.053 0.152 -0.008
Colesterol
Esterificado | Significanciap 0.862 0.957 0.612 0.143 0.940
Coeficiente r 0.017 0.076 0.145 0.210 0.140
Fosfatidilcolina
Significanciap 0.861 0.445 0.143 0.033 0.160
. Coeficiente r 0.130 0.146 0.168 0.152 0.108
Triglicéridos
Significanciap 0.209 0.157 0.104 0.141 0.300

Andlisis de Correlaciéon de Pearson
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Cuadro 16. Correlaciones entre proteina-HDL y Creatinineidd Urico, Glucosa.

Creatinina Acido Urico Glucosa
Coeficiente Sig. Coeficiente Sig. Coeficiente Sig.
r p r p r p
Prot.HDL ,,CT -0.167 0.08¢ -0.027 0.781 -0.15¢ 0.081
Prot.HDL ,, CT | -0.22¢ 0.01¢ -0.11¢( 0.26: -0.00¢ 0.96¢
Prot.HDL 5, CT | -0.21¢ 0.02¢ -0.25¢ 0.00¢ 0.17¢ 0.05¢
Prot.HDL 3, CT 0.05¢ 0.55¢ -0.00¢ 0.927 0.07¢ 0.39¢
Prot.HDL ;. CT | 0.28€¢ 0.00( 0.18¢ 0.05¢ -0.00¢ 0.92(
Prot.HDL ,CL | -0.267 0.00¢ -0.137 0.17¢ -0.25(" 0.00¢
Prot.HDL ,,CL -0.181 0.07¢ -0.10: 0.317 -0.24€" 0.00¢
Prot.HDL 5,CL -0.09¢ 0.35¢ -0.04¢ 0.65¢ 0.06¢ 0.481
Prot.HDL 4,CL 0.10¢ 0.28¢ 0.13( 0.20( 0.15¢ 0.097
Prot.HDL s CL | 0.25¢ 0.01( 0.107 0.29: 0.16¢ 0.08t
Prot.HDL ,,Ph -0.16¢ 0.09¢ -0.07¢ 0.45: -0.224 0.01¢
Prot.HDL ,,Ph -0.117 0.23¢ 0.017 0.86¢ -0.197 0.03¢
Prot.HDL ;,Ph -0.11¢ 0.25] -0.05¢ 0.591 0.05¢ 0.561
Prot.HDL 5, Ph -0.03¢ 0.70¢ -0.09¢ 0.33¢ 0.147 0.11¢
Prot.HDL 5.Ph 0.21¢ 0.027 0.107 0.27¢ 0.14: 0.12¢
Prot.HDL », Tg -0.21¢ 0.22¢ -0.15¢ 0.12¢ -0.137 0.147
Prot.HDL ,, Tg -0.217 0.03¢ -0.18¢ 0.067 -0.06: 0.51¢
Prot.HDL 3, Tg -0.181 0.06¢ -0.171 0.071 0.07: 0.44¢
Prot.HDL 3, Tg 0.04¢ 0.65¢ 0.09: 0.35¢ 0.02¢ 0.761
Prot.HDL 3 Tg 0.28€ 0.00< 0.20¢ 0.04( 0.06¢ 0.47¢

p< 0.05,  p< 0.01.Nivel de correlacion con significo estadistic
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Cuadro 17. Correlaciones entre proteina-HDL y C-HDL, Tregiiidos y CAC.

C-HDL Triglicéridos CAC
Coeficiente Sig. Coefici;nte Sig. Coeficiente Sig.
r p r p r p
Prot.HDL ,CT | 0.46C 0.00( -0.20¢ 0.02¢ -0.17¢ 0.06¢
Prot.HDL ,, CT | 0.31fF" 0.00] -0.11¢ 0.201 0.00: 0.98!
Prot.HDL 5, CT 0.12¢ 0.177 0.03( 0.75: -0.04¢ 0.62:
Prot.HDL 5, CT | -0.23¢" 0.01( 0.07¢ 0.41F 0.05¢ 0.561
Prot.HDL 5. CT | -0.40C" 0.00( 0.14¢ 0.117 0.11¢ 0.21¢
Prot.HDL ,,CL 0.55€¢" 0.00( -0.227 0.01¢ -0.16¢ 0.08:
Prot.HDL ,, CL | 0.34%" 0.00( -0.167 0.08( -0.107 0.26:
Prot.HDL 5, CL 0.01¢ 0.86¢ 0.01f 0.87¢ -0.022 0.81¢
Prot.HDL 5, CL | -0.26%" 0.00¢ 0.12] 0.20¢ 0.02¢ 0.80¢
Prot.HDL ;. CL | -0.42€" 0.00( 0.16: 0.08¢ 0.15¢ 0.10:
Prot.HDL ,,Ph 061" 0.00( -0.29:" 0.001 -0.247" 0.007
Prot.HDL ,,Ph 0.41¢" 0.00( -0.197 0.03¢ -0.101 0.227
Prot.HDL 3,Ph 0.077 0.41° -0.01¢ 0.851 -0.01¢ 0.841
Prot.HDL 5,Ph | -0.32C" 0.00( 0.09( 0.33¢ 0.02( 0.83:
Prot.HDL ;.Ph | -0.48Z" 0.00( 0.24% 0.00¢ 0,20¢ 0.02¢
Prot.HDL ,,Tg | 0.547 0.00( -0.27¢ 0.00s -0.09¢ 0.30¢
Prot.HDL », Tg 0.35¢" 0.00( -0.29¢” 0.001 -0.09: 0.33:
Prot.HDL 3, Tg -0.10¢ 0.26: -0.09¢ 0.31¢ -0.01¢ 0.83¢
Prot.HDL 4, Tg | -0.267 0.00¢ 0.06¢ 0.47: -0.02( 0.83(
ProtHDLgs Tg | -0.332" 0.00( 0.30%" 0.001 0.12¢ 0.17¢

C-HDL = Colesterol de lipoproteinas de alta derid®AC= calcio arterial coronario.
p< 0.05, p< 0.01.Nivel de correlacion con significo estadistic



Cuadro 18. Correlaciones entre Lipidos-HDL IMC, Cintura, DA TAS

Subclases IMC Cintura TAD TAS
r p r p r p r p

CT-HDL ,, | -0.122 0.20¢ -0.267 0.00: -0.09% | 0.332| -0.24C 0.01:
CT-HDL,, | -0.12¢ | 0.19% | -0.247 | 0.01¢ | -0.03C | 0.75¢| -0.20¢ | 0.03:
CT-HDL 3, | -0.09(C 0.35¢ -0.17¢ 0.077 -0.01¢ | 0.89t | -0.197 0.04¢
CT-HDL 3, 0.01¢ 0.84: -0.03¢ 0.69¢ -0.01¢ [ 0.84z| -0.12¢ 0.20(¢
CT-HDL 5. [ -0.04: 0.66¢4 -0.022 0.82¢ 0.06 0.49f| 0.11c 0.26:
CL-HDL ,, | -0.01¢ 0.8t -0.09t 0.35] -0.09¢ | 0.34¢| -0.18- 0.06
CL-HDL », 0.00(¢ 0.99¢ -0.071 0.48: -0.08Y | 0.40¢ | -0.13¢ 0.167
CL-HDL 3, 0.03¢ 0.71¢ -0.015 0.88¢ -0.07¢ | 0.467 | -0.111 0.26¢
CL-HDL 3 0.04¢ 0.64: 0.01¢ 0.87i -0.08¢ | 0.38¢| -0.10¢ 0.27i
CL-HDL 3 0.06( 0.54¢ 0.03¢ 0.72¢ -0.08z | 0.40¢| -0.04< 0.65¢
CE-HDL ,, 0.01¢ 0.86: -0.151 0.15Z -0.01¢ | 0.86% | -0.12¢ 0.22(
CE-HDL ,, 0.00¢ 0.957 -0.141 0.18: 0.07¢ 0.457 | -0.10¢ 0.30¢
CE-HDL 3, 0.05: 0.61- -0.06¢ 0.53¢ 0.09¢ 0.367 | -0.06¢ 0.51(
CE-HDL 3, 0.15Z 0.14: 0.03¢ 0.73¢ 0.13: 0.18¢| 0.07¢ 0.46
CE-HDL 5 | -0.00¢ 0.94( 0.01: 0.91: 0.11¢ 0.27: | 0.1617 0.12(
Ph-HDL 0.017 0.861 -0.11¢ 0.257 0.011 0.91(C| -0.10: 0.29¢
Ph-HDL 5, 0.07¢ 0.44= -0.03: 0.74¢ 0.01( 0.917 | -0.07( 0.48¢
Ph-HDL 3, 0.14¢ 0.14: 0.05¢ 0.56: 0.03¢ 0.697 | -0.01% 0.86:
Ph-HDL 3 0.21C 0.03: 0.14¢ 0.143 0.08¢ 0.39¢| 0.03t 0.72¢
Ph-HDL 3 0.14( 0.16( 0.175 0.082 0.08¢ 0.371| 0.04: 0.66¢
Tg-HDL 3 0.13( 0.209 0.044 0.67¢ 0.07¢ 0.46f | 0.00C 0.99¢
Tg-HDL 5, 0.14¢ 0.157 0.08¢ 0.41¢ 0.09¢ 0.342| 0.04: 0.66¢
Tg-HDL 3, 0.16¢ 0.10¢ 0.12¢ 0.22: 0.07: 0.46C | 0.06¢ 0.53:
Tg-HDL 3 0.15:2 0.141 0.15¢ 0.131 0.05: 0.60¢ [ 0.08¢ 0.41:
Tg-HDL 3¢ 0.10¢ 0.30c¢ 0.17¢ 0.09¢ 0.03¢ 0.747 | 0.04¢ 0.63i
IMC = Indice de masa corporal; TAS = presion aslesistolica; TAD = presion arterial diastélica; CT

HDL= Colesterol total de lipoproteinas de alta didsxd; CL-HDL= Colesterol Libre de lipoproteinas alta
densidad; CE-HDL= Colesterol Esterificado de limmpmas de alta densidad; Tg-HDL= Triglicéridos de

lipoproteinas de alta densidad; Ph-HDL= Fosfatadiha de lipoproteinas de alta densidad.

" p< 0.05, Nivel de correlacién con significo estadfsti
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