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1.- RESUMEN:

Antecedentes: Hallazgos recientes de la espectrometria de masas han aumentado

de forma dramatica nuestro entendimiento de la diversidad proteica de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés), encontrandose actualmente mas de 85
proteinas diferentes asociadas, y la lista continua incrementandose. Ademas de tener a
las proteinas tradicionalmente involucradas con el transporte de lipidos, las HDL tienen
varios constituyentes diferentes, por ejemplo proteinas asociadas a las vias del
complemento, inhibidores de proteasa involucradas en la hemostasis, proteinas de
respuesta de fase aguda, mediadores de la funcién inmunoldgica e incluso proteinas que
unen metales. Esta diversidad en la composicion de las HDL encaja perfectamente con
los hallazgos de varios estudios que han corroborado una amplia variedad de funciones
pleiotropicas de éstas particulas, incluyendo una gran participacion en el transporte de
lipidos, oxidacién, inflamacion, hemostasis e inmunidad. Se sabe que el proteoma de las
HDL se modifica de forma importante durante los estados de inflamacién crénica,
provocando que se modifique la funcionalidad de las HDL.

Objetivo: Evaluar las diferencias en la composicion protéica de las HDL existentes entre
casos con AR y controles sin artritis reumatoide. Evaluar si esta diferencia en la
composicién se traduce en un cambio en la funcionalidad de las HDL.

Metodologia: Estudio comparativo, de procedimiento, observacional, transversal y
prolectivo. Se incluyeron a 12 pacientes con diagnostico de artritis reumatoide con
distintos grados de actividad de la enfermedad y duracion de la misma; ademas, 12
controles sanos pareados por las principales variables confusoras. Se les realizd
determinacion de la composicion protéica de las HDL mediante espectrometria de masas.
Para evaluar la funcionalidad de las HDL se utilizé el ensayo libre de células.
Resultados: Encontramos que la composicion proteica de las HDL de los pacientes con
artritis reumatoide es distinta al compararse con la composicién proteica de los pacientes
controles sanos; sin embargo, ninguna mostré una diferencia estadisticamente
significativa. Se corrobord lo ya descrito de que la cantidad de ApoA-1 y PON estan
disminuidos en pacientes con AR, aunque el amiloide sérico también se encontrd bajo en

AR, contrario de lo descrito. Sin embargo, ningunos de estos datos mostraron diferencia



estadistica. Cuando se realiz6 estudios de funcionalidad de las HDL de los pacientes con
artritis reumatoide y sus controles, tampoco se documentaron diferencias
estadisticamente.

Conclusiones: En este estudio, encontramos que la composicion proteica de las
lipoproteinas de alta densidad se encuentra distinto en los pacientes con artritis
reumatoide comparada a la de sus controles sanos, aunque sin una diferencia
estadistica. Tampoco dicha diferencia logré traducirse en un cambio en la funcionalidad
de estas lipoproteinas entre ambos grupos; sin embargo, consideramos que la técnica de

funcionalidad utilizada en este estudio tiene poca sensibilidad.



2.- MARCO TEORICO

Aspectos Generales de las lipoproteinas de alta densidad (HDL):
Definicidn:

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL por sus siglas en inglés), son complejos
macromoleculares, pseudomicelares, constituidas por lipidos anfipaticos (fosfolipidos y
colesterol libre), lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de colesterol) y por proteinas
llamadas apolipoproteinas. Dependiendo de la composiciéon de lipidos pueden ser
discoides o esféricas("

Historia:

En 1951, Barr y cols reportaron que los pacientes con enfermedad arterial
coronaria presentaban bajas concentraciones de C-HDL ). Posteriormente en 1977,
mediante los resultados del estudio Framingham, surgido la teoria de que bajas
concentraciones de C-HDL representan un factor de riesgo para enfermedad coronaria.
Por otro lado, estudios prospectivos han sugerido que el riesgo de enfermedad coronaria
se eleva 3% en mujeres y 2% en hombres cuando la concentracién de C-HDL disminuye
1mg/dl, resaltando la teoria que el C-HDL es cardioprotector. En las ultimas décadas,
estos hallazgos han permitido iniciar una serie de investigaciones sobre las lipoproteinas
de alta densidad y su asociacion con el desarrollo de aterosclerosis. )

Recientemente se han descubierto los mecanismo ateroprotectoras de las HDL,
entre las que destacan: proteccion contra la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL por sus siglas en inglés), acciones antiinflamatorias sobre las paredes
celulares, citoprotectoras, anti-infecciosas, vasodilatadoras, antitrombéticas, entre
otras.®

Chapman, Nichols, Fielding y cols, fueron de los primeros grupos en documentar
la heterogeneidad de las propiedades de las HDL. Sin embargo, en los afios 90°s
Fogelman, Navab y cols, desarrollaron el concepto de funcionalidad de las HDL, el cual
hace referencia a que el potencial de las funciones ateroprotectoras de las particulas de
HDL se origina por su composicion y estructura, es decir por la presencia de proteinas

especificas (apolipoproteinas) y lipidos. Sin embargo, también documentaron que las



particulas de HDL pueden perder sus funciones protectoras y adquirir funciones
proaterogénicas bajo algunas condiciones patoldgicas que principalmente incluyen

estados de inflamacion aguda o cronica, a lo cual llamaron HDL disfuncionales.®

Composicion:

Las proteinas forman los principales constituyentes de las particulas de HDL,
ademas llevan un numero particularmente mayor de proteinas en comparacion a otras
especies de lipoproteinas. La heterogeneidad del proteoma de las HDL fue originalmente
demostrado en 1968-1969(:6) aunque la mayoria de las principales proteinas fueron
descubiertas en la década de los 70’s. Las proteinas de las HDL se han dividido
tradicionalmente en cuatro subgrupos principales: a).-apolipoproteinas, b).-enzimas, c).-
proteinas de transferencia de lipidos y d).-proteinas menores (<5% de las proteinas
totales de las HDL) (Tabla 1). Se ha considerado que las apolipoproteinas y las enzimas
son componentes fundamentales de las HDL, cuya importancia biolégica es, sin lugar a
dudas, clave para su estructura y funcionalidad. Sin embargo, el papel de las proteinas
de menor importancia, sobre todo las que participan en la regulacién del complemento,
proteccion frente a las infecciones y de respuesta de fase aguda, han recibido cada vez
mas atencion en los ultimos anos, principalmente como resultado de los avances de la
protedmica. De hecho, se pensd durante mucho tiempo que las particulas de HDL sélo
contenian apolipoproteinas y enzimas implicadas directamente en el metabolismo
lipidico. Incluso, el posterior descubrimiento de cantidades minimas de amiloide sérico A
(SAA) como componente de las HDL en plasma normal ©) se consideré excepcional,
debido a que es un reactante de fase aguda importante.

Sin embargo, el reciente desarrollo de la proteébmica ha mejorado
significativamente la sensibilidad en la deteccion de las proteinas, revelando que las
proteinas cargo de las HDL es mucho mas diversa de lo que previamente sabiamos.
Estos estudios han permitido la identificacion de mas de 50 proteinas en las HDL

humanas ("9 . Numerosas proteinas implicadas en la respuesta de fase aguda



Tabla 1: Principales constituyentes proteicos de las HDL.

Proteina Cromosoma #de Principal funcion.
residuos
de amino-
acidos.

Apolipoproteinas

ApoA-I 11 243 Principal apolipoproteina estructural y funcional,
activa LCAT.

ApoA-II 1 77 Apolipoproteina funcional y estructural.

ApoA-IV 11 376 Apolipoproteina funcional y estructural.

ApoA-V 11 343 Activador de LPL, inhibidor de la secrecién de Tg.

ApoC-| 19 57 Modulador de la actividad de CETP

ApoC-li 19 79 Activador de LPL.

ApoC-lll 19 79 Inhibidor de LPL.

ApoC-IV 19 101 Regula el metabolismo de Tg.

ApoD 3 169 Une pequefias moléculas hidrofébicas.

ApoE 19 299 Apolipoproteina funcional y estructural, ligando del
R-LDL y LRP.

ApoF 12 162 Inhibidor de CETP.

ApoH 17 326 Une moléculas cargadas negativamente.

ApoJ 8 427 Une moléculas hidrofébicas.

ApolL-| 22 371 Factor tripanolitico del suero humano

ApoM 6 188 Une pequefias moléculas hidrofébicas.

Enzimas

LCAT 16 416 Esterificacion de colesterol a esteres de colesteril.

PON1 354 Lactonasa dependiente de calcio

PAF-AH 6 420 Hidrdlisis de pequefias cadenas de fosfolipidos

GSPx-3 206 Reduccion de hidroperdxidos por glutation.

Proteinas que

transfieren lipidos.

PLTP 20 476 Conversion de HDL en particulas mas grandes o
mas pequenas, transporte de LPS.

CETP 16 476 Heterointercambio de colesterol esterificado y Tg y
homointercambio de PL entre HDL vy lipoproteinas
que contienen apo-B.

Proteinas de fase

aguda

SAA-1 11 104 Reactante de fase aguda.

Componentes del

complemento

C3 19 1663 Activacion del complemento

Proteinasa 14 418 Inhibidor de la serina de proteinasas.

inhibidora de alfa-

1-antitripsina.




se encontraron de forma inesperada como componentes de las HDL normales en el
plasma humano. Ademas, se descubrieron otras dos grandes familias de proteinas
asociadas a las HDL, las cuales estan involucradas en la regulacién del complemento e
inhibicion de proteasas(®, incrementando la posibilidad de que las HDL puedan jugar un
papel, previamente inesperado, en los mecanismos de defensa del huésped y la
inflamacion @), Sin embargo, es importante tener en cuenta que la cantidad de todas estas
proteinas de las HDL es mucho menor en comparacion con la de las principales
apolipoproteinas, es decir apoA-l y apoA-Il.

Ademas de las proteinas, las HDL contienen multiples especies moleculares de
lipidos (1%1) (Fig. 1.1). Analisis lipiddomicos recientes han permitido la identificacion de
mas de 200 especies moleculares individuales de lipidos en la lipidoma de las HDL (12-14),
algunos de los cuales sélo estan limitados por la sensibilidad de las tecnologias
disponibles. Por ultimo, las HDL contienen varios restos de azucares como componentes
de proteinas glucosiladas y se ha demostrado recientemente que incluso transportan
microRNA (19),

Heterogeneidad de las HDL.

Las particulas de HDL son muy heterogéneas en sus propiedades fisico-quimicas,
metabolismo intravascular y actividad biolégica('®). El elevado grado de heterogeneidad
parece representar una caracteristica universal de las particulas de HDL,
independientemente de su origen.

La heterogeneidad prominente de las particulas de HDL es resultado principalmente de
la estructura altamente dinamica de la apoA-l, que permite diferentes conformaciones, lo
que funcionalmente se traduce en mayor captacién de lipidos vy, por lo tanto, distintos
tamarnos de las particulas. ApoA-I se puede considerar como una proteina de captacion
de lipidos muy flexible, capaz de incorporar los fosfolipidos en particulas estables ('7). Al
hacerlo, apoA-l puede adaptar conformaciones distintas. Los mecanismos por los que
apoA-| puede variar en el diametro de la HDL y acomodar distintos numeros de moléculas



de lipidos implican movimientos especificos impulsados por interacciones proteina-
fosfolipidos.

El concepto de HDL como una familia de particulas diferenciadas que contienen
apoA-|, pero varian en la composicién de proteinas, fue propuesta originalmente hace 40
afos por Peter Alaupovic('®-29). Los analisis posteriores han revelado que en todas las
personas normolipidémicas, las particulas de HDL que contienen so6lo apoA-I (LpA-l) y
tanto apoA-l y apoA-Il (LpA-l:A-ll) se pueden immunoseparar. Ademas de apoA-ll, las
dos subclases pueden diferir en otro contenido de proteina, como se ejemplifica para
paraoxonasa-1 (PON1) que preferentemente se asocia con LpA-I ?9), Las particulas LpA-
| pueden ademas subfraccionarse de acuerdo a su tamano. El numero de moléculas de
apoA-| en tales subpoblaciones se incrementan desde 2, 3 y 4 conforme se incrementa
el tamafno de la particula. Al analisis de la composicion de las subpoblaciones
individuales, LpA-l:A-ll exhibe proporciones comparables de proteinas totales
(aproximadamente 58%), fosfolipidos (aproximadamente 21%), colesterol total
(aproximadamente 16%), triglicéridos (aproximadamente 5%) y el colesterol libre
(aproximadamente 4%) a través de las subfracciones; sin embargo, los componentes de
LpA-I muestran una variabilidad significativa.

Las subpoblaciones de HDL también pueden diferir notablemente en el contenido
de proteinas minoritarias, evaluadas de forma cualitativa y semi-cuantitativa utilizando
enfoques protedmicos '-22). En primer lugar, el andlisis del proteoma de las HDL revela
que la abundancia de la mayoria de las proteinas asociadas a HDL es insuficiente para
permitir una copia por particulas HDL, lo que sugiere que algunas proteinas pueden
limitarse a subpoblaciones especificas de HDL, distintas en origen y en funcion, las cuales
se distribuyen diferencialmente a través del espectro de las particulas de HDL3), Por
ejemplo, se estima que solo el 5% de las particulas de HDL pueden llevar una molécula

de ApoM, lo que sugiere la existencia de una subpoblacion(es) que contienen ApoM.



El analisis protedmico de cinco subpoblaciones de HDL aisladas, de personas
normolipidémicos, mediante ultracentrifugacion con gradiente de densidad isopicnica,

identifica cinco distintos patrones de distribucion de los componentes de las proteinas
Figura 1: particula de HDL plurimolecular, quasi-esférica, pseudomicelar con sus principales

componentes estructurales.

individuales en las subfracciones de las HDL ®). Lo mas interesante de esto es que
identifica HDL3c pequenas y densas como subpoblacion en el que se presentan
predominantemente siete proteinas, especialmente apoJ, apoL-l, apoF, PON1 /3, PLTP
y PAF-AH. La actividad de las enzimas asociadas a HDL (LCAT, PON1, PAF-AH) es
igualmente elevada en HDL3c pequefias y densas %), El proteoma de las HDL3c también

contiene apoA-I, apoA-Il, ApoD, ApoM, SAA 1, 2y 4, apoC-I, apoC-Il y apoE. De acuerdo



con estos datos, apoL-I, apoF, apod, PON1, apoA-I1V, ApoM, ApoD y SAA1 / 2 se sabe
que se co-aislan preferentemente con HDL3 densas. Ademas, las HDL pequefias y
densas se pueden representar también como portadoras preferenciales para la CETP
humana. Por otro parte, apoE, apoC-l, apoC-ll y apoC-lll se pueden localizar
preferentemente con las HDL2 grandes y ligeras %, El bajo contenido de estas proteinas
de menos de una copia de la mayoria de las particulas de HDL sugiere una gran
heterogeneidad interna de la subfraccion HDL3c. Esta conclusién es coherente con el
aislamiento de una particula unica que contiene el factor litico de tripanosoma, apolL-l,
mas apoA-l y Hrp en el rango de densidad de la HDL3 (26),

Asi, las interacciones especificas proteina-proteina deben conducir a la formacion
de complejos de lipoproteinas en la circulacion. En apoyo de este mecanismo, PLTP en
plasma humano reside en complejos pobres en lipidos dominados por apodJ y proteinas
implicadas en la defensa e inflamacion del huésped. Por otra parte, apoJ, apoA-l y apoE
conservan la actividad de transferencia de lipidos de PLTP recombinante en ausencia de
lipidos, lo que indica que estas interacciones pueden tener un significado funcional ?7).
De hecho, la apoA-l aumenta la actividad de PLTP secretada por las células espumosas
derivadas de macrdéfagos.

Estos datos muestran que los analisis protedmicos pueden proporcionar una vision
profunda de la heterogeneidad de las particulas de HDL. Las limitaciones de este enfoque
implican su caracter cualitativo o semicuantitativo, los resultados dependen criticamente
de la metodologia de aislamiento y purificacién de las HDL, la naturaleza del material
bioldgico de partida (suero o plasma) y también la tecnologia de espectrometria de masas
utilizada para el analisis de las proteinas y su cuantificacion. Por ejemplo, las particulas
de HDL aisladas a partir de suero de las de plasma se diferencian en su contenido de
varias proteinas, incluyendo C3 del complemento, que es mayor en las HDL derivadas
de suero. Ademas, HDL aislado por cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC)
esta fuertemente contaminada por las proteinas plasmaticas de alto peso molecular que
coexisten con las HDL. Por esta razoén, la ultracentrifugacion con gradiente de densidad
sigue siendo la metodologia predominante en el aislamiento de las HDL para estudiar su

proteoma (2829,



Funciones e implicaciones clinicas de las HDL :

Los principales efectos cardioprotectores de las HDL se atribuyen a su papel en
el transporte en reversa del colesterol y el eflujo de colesterol. Sin embargo, la HDL tiene
también funciones antioxidantes, antiinflamatorias, antitrombéticas, de estabilizacion
endotelial e inhibicién de activacién plaquetaria. (30- 31)

a).- Actividad antioxidante de las HDL: El papel antiaterogénico de las HDL se debe a
la capacidad antioxidante que poseen®?). Varios de sus elementos participan en esta
propiedad, entre ellos sus apolipoproteinas y particularmente la paraoxonasa, enzima
asociada fisicamente a las HDL plasmaticas(®3-3),

b).- Regulacion de respuesta inflamatoria por las HDL: Las HDL inhiben la expresion
de la VCAM-1, ICAM-1 y de la E-selectina. Estas moléculas estan relacionadas con la
adhesion de linfocitos y monocitos circulantes, asi como el anclado y rodamiento en la
superficie de las células endoteliales®®.

c).- Inmunidad innata: Se ha sugerido que algunas de las proteinas asociadas a las HDL
actuan como plataforma para el montaje de potentes complejos inmunomoduladores que
regulan la actividad antimicrobiana 7).

d).- Modulacion del metabolismo de glucosa: Cuando la expresion del gen apo-Al se
encuentra reducida, los niveles de glucosa e insulina se incrementan. 38 Observaciones
recientes indican que las infusiones de particulas rHDL (HDL reconstituido) reducen la
glucosa en plasma, incrementan la secrecidn de insulina y absorcion de la glucosa por el
musculo esquelético en pacientes con DM tipo 2. (38)

e).- Funciones anti-apoptéticas

Se ha demostrado que las HDL inhiben la apoptosis de al menos seis diferentes
tipos de células incluyendo células vasculares endoteliales, del musculo liso, algunos
leucocitos, células B pancreaticas, cardiomiocitos, incluso los osteoblastos que forman el
hueso.(

Meétodos existentes para medir la funcionalidad o la composicion de las HDL:

La relacion inversa existente en la poblacion general entre los niveles de colesterol
HDL y el numero de eventos coronarios no aplica en condiciones que alteran la funcion

(composicion proteica y/o lipidica) de estas particulas. Por ello, es necesario contar con



pruebas bioquimicas que midan la funcion/composicion de las particulas. Sin embargo,
la mayoria de tales pruebas se limitan a centros de investigacion por su complejidad o
por carecer de validacion en estudios epidemioldgicos. Las pruebas existentes se
comentan a continuacion y se hara énfasis especial en algunas de ellas.

1.- Evaluacién del TRC “®)

2.- Subfracciones de HDL y sus funciones (4649

3.- Evaluacion de actividad de LCAT ©%5,

4.- Evaluacién de la funcién antioxidante de HDL: Paraoxonasa 1 2 y evaluacion de

actividad de mieloperoxidasa (MPQ)(43:54),

5.- Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de las HDL.: la aterosclerosis constituye una

inflamacion vascular crénica mediado por LDL-ox. Cuando la inflamacién es localizada
(sin una respuesta inflamatoria sistémica generalizada) la HDL protege contra la
aterosclerosis promoviendo el TRC, inhibiendo la formacién de placas, reduciendo la
oxidacién de LDL y reduciendo la generacion de factores de inflamacion (PCR, IL-6) y los
factores de adherencia de macréfagos (VCAM-1, ICAM-1). Sin embargo, las HDL
aisladas de pacientes con enfermedad coronaria e incluso con niveles elevados de C-
HDL no son eficaces contra la aterosclerosis, y pueden ser incluso proinflamatorias, lo
que sugiere que la calidad de las HDL es mas importante que su cantidad. Por lo tanto,
es de gran significado determinar la funcion antiinflamatoria de las HDL.

Actualmente los ensayos con células tales como el analisis de la actividad
quimiotactica de los monocitos (MCA) ©55) y el ensayo libre de células (CFA) ©7) se
utilizan para evaluar la funcién antiinflamatoria de las HDL. En el método de MCA,
lipoproteinas y paredes arteriales de humanos (células endoteliales y células de musculo
liso) se incuban y los monocitos son preparados. La induccién de MCA por un control
estandar de LDL se determina en ausencia o presencia de HDL de pacientes. Los valores
en ausencia de HDL se normalizan a 1.0. Los valores >1.0 después de la adiciéon de HDL
indica que las HDL son proinflamatorias, mientras que los valores <1.0 sefialan HDL
antiinflamatorias.

Por otra parte, el CFA es una prueba rapida para medir la funcién de las HDL y no

requiere de células. ElI PEIPC (1-palmitoil-2-5,6-epoxi-isoprostano-E-sn-glicero-3-



fosfocolina) o LDL’s controles se utilizan como agentes inductores de fluorescencia, las
cuales se mezclan con diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) y son incubados en
ausencia o presencia de HDL del paciente. El cambio en la intensidad de flourescencia
como resultado de la oxidacién de la DCFH por el PEIPC (o LDL) en la ausencia o
presencia de la HDL del paciente se utiliza para determinar las propiedades inflamatorias
de las HDL. Valores en ausencia de HDL son normalizadas a 1.0. Los valores >1.0
después de la adicion de HDL indica HDL proinflamatorias, mientras que valores <1.0
muestra HDL antiinflamatorias. Esta ultima metodologia fue descrita por un grupo de
investigadores de la Universidad de California, Los Angeles (UCLA). Sin embargo,
aunque el ensayo ha demostrado resultados que se correlacionan con el ensayo basado
en células, no ha tenido una amplia utilizacion debido a dificultades técnicas en obtener
resultados consistentes entre otros investigadores®7),

Recientemente éste mismo grupo desarrollé un ensayo libre de células alternativo
para cuantificar la actividad redox de las HDL, que se describe a continuacion:

5a.- Método fluorimétrico para evaluacion de las propiedades oxidativas de las HDL.:

El nuevo ensayo mide los ciclos de productos de redox. Esto a través de la tasa
de oxidacién del fluorocromo dihidrorodamina-123 (DHR). La tasa de oxidacién de DHR
en la presencia de HDL refleja la actividad oxidante/antioxidante de las HDL. En este
ensayo cuando el indice proinflamatorio es mayor a 1, se considera pro-inflamatorio y un
valor menor a 1 es considerado anti-inflamatorio (%°®), Este ensayo proporciona una lectura
que se correlaciona ampliamente, desde el punto de vista teorico, al ensayo basado en
células previamente validado cuando se utiliza HDL purificada (MCA). Otra ventaja,
también tedrica, es que es reproducible, y susceptible de aplicacidon de alto rendimiento.

Recientemente el mismo grupo de UCLA describié una nueva modificacién del
CFA inicial ®®. Nosotros utilizamos las 3 metodologias en este estudio.

6.- Analisis del proteoma y lipidoma de las HDL: Una opcién que ha ganado popularidad

en los anos recientes es el empleo de la espectrometria de masas para describir el
contenido lipidico o proteico de las HDL. Con este abordaje es posible hacer un analisis
cualitativo (e incluso semicuantitativo) de los componentes de las particulas.



6a: Lipidoma: Yetukuri y colaboradores (%) describieron las diferencias en la composicion

de fosfolipidos de las HDLs existentes entre pacientes con colesterol HDL alto o bajo,
usando cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de masas. Las
personas con C-HDL alto tienen concentraciones mayores de lisofosfatidilcolina,
esfingomielina y ésteres de colesterol; en contraste, su contenido de triglicéridos,
plasmalégenos de etanolamina y compuestos con numerosas dobles ligaduras es menor.
Los cambios en composicion determinan una distribucién distinta de los lipidos en la
superficie de la particula. Los casos con C-HDL bajo tienen un mayor numero de
moléculas de triglicéridos y una cantidad menor de colesterol en la superficie de las HDLSs.
Estas anormalidades aumentan la afinidad de la particula por la lipasa hepatica y
por ende, la probabilidad de ser degradada. La menor cantidad de esfingomielina de las
HDL de pacientes con colesterol HDL bajo disminuye los precursores de moléculas
antiinflamatorias. Lo opuesto ocurre con el acumulo de plasmalégenos de etanolamina,
los cuales son precursores de mediadores de inflamacion. Este reporte demuestra que
cambios en la composicién de los fosfolipidos alteran las moléculas dispuestas en la
superficie de la particula y con ello, la funcion y el destino de las HDL. Ademas, permite
identificar potenciales indicadores indirectos de la funcion/composicion de las HDL(?),

6b.- Proteoma: Davidson y cols (¢1-62) aislaron las HDLs y sus subclases 2b, 2a, 3a, 3b 'y

3c usando ultracentrifugacién y un gradiente de densidades isopicnico con sales neutras.
Identificaron 28 proteinas distintas y dieron a conocer asociaciones entre la abundancia
de las proteinas y las propiedades de las HDL. El contenido de las paraoxonasas 1, 2, 3
y apoL-1 determinaron la capacidad antioxidante de la particula. EI mismo grupo
demostré que la composicién proteica es distinta entre las subclases de HDL. Por
ejemplo, las proteinas encontradas exclusivamente en las HDL3 son apolL-l, apoF,
PON1/2, PLTP, apod, PON3, A1AT, apoA-lIV, albumina, fibrinbgeno, Hrp, PBP vy
transtiretina. En contraste, la apoD, la apoM y el péptido amiloide sérico se encuentran
preferentemente en las HDL3 de mayor densidad. Por el contrario, las apo E, Cll y CllI
fueron identificadas en forma exclusiva en las HDL2. Las apoAl, Cl y CIV fueron
encontradas en todas las subclases de HDLs. Estos datos sugieren que la composicion

proteica de las subclases de HDL no estéd determinada al azar y que resulta de la



interaccion de las proteinas que comparten funciones. Por ende, cada variedad de HDL
puede tener una funcion especifica. (61-62)

La protedmica de las HDL mediante espectrometria de masas descrito
previamente ha sido empleada para comparar la composicion de las HDL entre individuos
sanos y casos con diversas entidades que se caracterizan por tener un estado de
inflamacion crénica (cardiopatia isquémica, diabetes, infeccion por VIH, enfermedad renal
cronica, etc). Los estudios son prometedores pero aun con limitaciones debidas a un
tamano de muestra insuficiente o el empleo de mas de un método de preparacion y
analisis de las HDL. Vaisar y cols © reportaron que las HDLs de pacientes con
cardiopatia isquémica contienen varios inhibidores de proteinasas que participan en la
aterosclerosis y cuya presencia ha sido documentada en las placas de ateroma. Ademas
se encontré un enriquecimiento en las HDL3 de apoC-1V, paraoxonasa 1, C3, apoA-IVy
apoE. También probaron el efecto de la combinaciéon estatina/niacina en estos mismos
pacientes. Informaron que la niacina incrementa 16% la concentracién de las HDL2, sin
cambios en las HDL3. Reportaron 27 proteinas en las HDL3, lo cual no fue acorde con
su reporte inicial en que se encontraron siete proteinas mas. Los autores modificaron el
método de analisis espectrométrico, lo que puede explicar la diferencia en el nimero de
proteinas identificadas en las HDL3. Replicaron el hallazgo de enriquecimiento en apoE
de las HDL3 e identificaron que ademas tienen menor cantidad de apod y PLTP que las
HDL3 de los sujetos sanos.

HDLS disfuncionales y patologias inflamatorias:

La inflamacion crénica y/o respuesta de fase aguda modifican la estructura y
composicion de las HDL, lo cual repercute en sus funciones biologicas®?- Las
modificaciones estructurales de las HDL se han documentado en infecciones, diabetes,
enfermedad coronaria, tabaquismo y enfermedades reumaticas o de la colagena. Estas
modificaciones reducen la eficiencia del transporte en reversa del colesterol, los efectos
antiinflamatorios y antioxidativos e incluso promueven la formacién de LDL oxidadas, las
cuales pueden de forma subsecuente, promover reacciones inflamatorias dentro de las
lesiones ateroscleréticas (HDL proinflamatorias). Las HDL's de los pacientes con

enfermedad coronaria tienen mayor contenido de lipidos hidroperéxidos, lo cual las hace



ineficaces como antioxidantes y promueven la actividad de la proteina quimiotactica de
monocitos (MCP) en las paredes de las arterias 41

Los oxidantes acumulados inhiben la actividad de las enzimas antioxidantes
asociadas a HDL, lo que finaliza en la incapacidad de la ApoA-I para promover el eflujo
de colesterol mediado por ABCA1 y se promueve la formacion de lipidos oxidados
derivados de LDL y oxidacién de LDL. El contacto continuo de las LDL-ox en el endotelio
acelera el desarrollo de aterosclerosis “2). Ademas, las HDL se depletan de ésteres de
colesterol y se enriquecen con colesterol libre, triglicéridos y acidos grasos libres. Se
incorpora a las HDL la proteina amiloide A (SAA, por sus siglas en inglés) y la
apolipoproteina J (también llamada clusterina); la cantidad de paraoxonasa en las HDL
disminuye. La proteina amiloide A desplaza a la ApoA-| y disminuyen la capacidad de las
HDL para captar lipidos oxidados. Como resultado, las HDL tienen acciones
proinflamatorias y aportan lipidos (en vez de removerlos) a los tejidos periféricos.

La relevancia clinica de las HDL proinflamatorias ha sido evaluada en varias
colagenopatias, como el lupus eritematoso generalizado (LEG). Las mujeres con LEG
tienen un incremento alarmante de riesgo de enfermedad coronaria (7 a 50 veces mas
de lo normal). Se ha reportado la presencia de HDL proinflamatorias en un 44.7% de las
mujeres con LEG, y en mujeres con artritis reumatoide se encuentran en un 20.1%; a
diferencia de las mujeres sanas que solo se encuentran en un 4.1% de ellas. Las mujeres
con lupus o artritis reumatoide tendran HDL proinflamatorias, sin importar la ocurrencia
de periodos de actividad *3). Ademas, las HDL proinflamatorias han sido detectadas en
pacientes con sindrome metabdlico, intolerancia a la glucosa, diabetes, insuficiencia renal
cronica o que tienen un trasplante. *4) Metabolicamente, varios pasos en el metabolismo
de las HDL estan afectados por la inflamacion. Especificamente, las citosinas
proinflamatorias tales como el interferon gamma (INF-Y) y la interleucina-1-beta (IL-1)
asi como proteinas inflamatorias tales como proteina C reactiva, inhiben la expresion de
ABCA-1. Ademas, la actividad de sPLA y lipasa endotelial estan elevadas, mientras que
las de LCAT, CETP y lipasa hepatica estas disminuidas durante los estados de respuesta
inflamatoria. Las enzimas sPLA pertenecen a una familia de enzimas proaterogénicas

que hidrolizan fosfolipidos de las lipoproteinas, incrementando su afinidad para



proteoglucanos de la intima. Estas enzimas también contribuyen a la carga de colesterol
de los macrofagos por las vias mediadas por el receptor no scavenger y activan las vias
inflamatorias. La actividad elevada de sPLA2 reduce los niveles de HDL, incrementa los
lipidos bioactivos proinflamatorios y puede acelerar la aterogénesis en ratones
transgeénicos.

Artritis reumatoide y HDL proinflamatorias.

Los pacientes con artritis reumatoide (AR) tienen un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular, incluyendo infarto del miocardio y muerte subita, lo cual no se explica por
los factores de riesgo tradicionales, tal como lo hemos comentado previamente para las
enfermedades que se caracterizan por tener inflamacion crénica. De hecho, varios
estudios previos han demostrado que la inflamacién sistémica contribuye a la enfermedad
cardiovascular en AR, y los pacientes con enfermedad activa y una carga inflamatoria
elevada tienen todavia mayor riesgo ¢466). Aunque algunos datos han sugerido que la
tasa de mortalidad en pacientes con AR ha disminuido como respuesta a las nuevas
terapias, las tendencias en la sobrevida aun no se emparejan a la de la poblacion general
(67) y la enfermedad cardiovascular persiste como la primera causa de muerte ©8). La
enfermedad cardiovascular causa 50% de las muertes prematuras en AR. De hecho, se
reconoce que la artritis reumatoide eleva el riesgo cardiovascular en la misma extension
que la diabetes ©9). Los factores de riesgo asociados con esta mayor mortalidad incluyen
el sexo femenino, la elevacion de los marcadores de inflamacion, la sinovitis persistente,
erosiones, caracteristicas extra-articulares que incluyen nodulos reumatoideos, vasculitis
y enfermedades pulmonares, asi como la positividad al factor reumatoide y a los
anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados. Ademas, los pacientes con AR tienen
una mayor carga de factores de riesgo tradicionales que la poblacion general. El
tabaquismo se asocia tanto al desarrollo de enfermedad cardiovascular como al
desarrollo de AR. La incapacidad causada por esta enfermedad autoinmune puede limitar
la capacidad para realizar actividad fisica. Los niveles elevados de TNF-a en pacientes
con AR puede promover la resistencia a la insulina, lo cual en conjunto con la inactividad
fisica pueden generar el desarrollo de sindrome metabdlico. Ciertamente, los pacientes

con AR pueden tener dislipidemias, la cual se caracteriza por una elevacion de las cifras



de triglicéridos asi como disminucion del CT, C-LDL y C-HDL (9, Esto quiere decir, que
la inflamacidén se asocia a una inversion paraddjica de la relacion habitual entre el riesgo
cardiovascular y los niveles de lipidos. Interesantemente, varios estudios han mostrado
una elevacion en las cifras de lipidos con una exitosa reduccion de la actividad de AR
después de terapia antiinflamatoria. Estas observaciones implican que la interpretaciéon
tradicional del perfil de lipidos para predecir riesgo cardiovascular en la poblacion general
puede confundirse en la actividad de la enfermedad de la AR. El mecanismo que se ha
implicado mayormente en esta disparidad ha sido que las HDL pierden su capacidad
protectora y se convierten en proinflamatorias. Como hemos mencionado en el apartado
previo, en AR existe un mayor aumento en la cantidad de HDL proinflamatorias ).
Sabemos que éstas HDL promueven la oxidacién y el desarrollo de células espumosas.

Por lo tanto, el investigar los mecanismos que precipitan la aterosclerosis
acelerada en pacientes con AR, especificamente en lo que concierne a la calidad de las
HDL, es importante tanto para el tratamiento apropiado como para la prevencion primaria

agresiva.

3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION:
Actualmente existen limitaciones en nuestra capacidad para predecir

completamente el riesgo cardiovascular. Esto ha llevado a grandes esfuerzos para
identificar nuevos marcadores y, por lo tanto, refinar la medicion los factores de riesgo
tradicionales, tal como el colesterol de baja densidad (C-LDL) y el colesterol de alta
densidad (C-HDL). Varios estudios epidemioldgicos a gran escala han demostrado que
el C-HDL es uno de los mejores predictores de enfermedad cardiovascular y ha sido
reconocido como factor de riesgo independiente asociado a aterosclerosis. En la practica,
la concentracion plasmatica de las HDL se estima generalmente por la medicion del
colesterol contenido en estas lipoproteinas (C-HDL). Este método no garantiza una
medida precisa de la cantidad de particulas HDL. Por lo tanto, parece que la relacion
entre HDL vy el riesgo de enfermedad coronaria es mas compleja y no solamente esta
condicionada a las concentraciones en plasma de C-HDL. Por lo tanto, desde una
perspectiva epidemioldgica, los niveles de C-HDL parecen no ser el parametro adecuado

para evaluar la contribucion de las HDL sobre el riesgo de enfermedad cardiovascular.



Es necesario entender qué formas de HDL son cardioprotectoras y cémo funcionan en la
pared arterial.

Desde hace algunos anos el enfoque se ha venido cambiando hacia la evaluacion
de la calidad de las HDL (en vez de solamente la cantidad); esto quiere decir, evaluar su
funcionalidad. Ya que el C-HDL es un marcador imperfecto de la funcion de las HDL, la
capacidad pronostica de este indicador se pierde en condiciones que alteran la
composicién de las HDL, sin modificar su contenido de colesterol. Aunque la evidencia
es preliminar, se han encontrado indicadores de la funcién de las HDL que podrian brindar
informacion clinica complementaria a la obtenida del C-HDL. La mayoria de los métodos
vigentes implican el empleo de cultivo de tejidos y técnicas limitadas a centros de
investigacion. Sin embargo, tal metodologia esta fuera del alcance del clinico.

La composicion de los componentes proteicos y lipidicos de las HDL (proteoma y
lipidoma), puede modificarse por condiciones metabdlicas asociadas con una
aterogénesis acelerada, lo cual es tipico en las dislipidemias, estados de resistencia a la
insulina, estados inflamatorios agudos y crénicos y en enfermedades infecciosas. Tales
cambios en las proteinas asociadas a HDL pueden promover el desarrollo de
aterosclerosis, incluso en ausencia de disminucién de las concentraciones plasmaticas
de las HDL.

Como he mencionado previamente, la funcionalidad (naturaleza antiinflamatoria o
proinflamatoria) de las HDL puede ser un marcador mas sensible de enfermedad
cardiovascular que los niveles de HDL. De esta manera, existe la necesidad de mayor
investigacidén sobre biomarcadores (proteinas o lipidos) asociados a las HDL que tengan
mayor valor predictivo en la funcionalidad de las mismas (7>74). Los cambios moleculares
y mecanismos que promueven la conversion de HDL antiinflamatorias a proinflamatorias
se desconocen actualmente. El conocer los perfiles moleculares que distinguen a las HDL
proinflamatorias de las antiinflamatorias puede facilitar nuestro entendimiento de las
alteraciones en las proteinas cargo de las HDL, lo cual puede afectar adversamente sus
funciones antioxidantes y antiinflamatorias normales. Los niveles de HDL proinflamatorias
estan elevadas en pacientes con AR comparado con los controles sanos Y. E incluso

se ha reportado que los niveles de HDL proinflamatorias se correlacionan positivamente



con actividad de la enfermedad en este mismo grupo de pacientes "®. Sin embargo,
actualmente desconocemos la diferencia en la composicion proteica de las HDL
proinflamatorias con respecto a las antiinflamatorias en pacientes con AR, que pueda
explicar la pérdida de su funcionalidad normal. Por lo tanto, nosotros planteamos evaluar
las HDL con distintas propiedades inflamatorias (tanto antiinflamatorias como
proinflamatorias) del suero de pacientes con AR y sus controles sanos pareados,
someterlas al analisis de espectrometria de masas, evaluar la composicion proteica de
las mismas e identificar proteinas distintivas las cuales puedan servir como marcadores

que distingan HDL proinflamatorias de las antiinflamatorias.

4.- OBJETIVO GENERAL

-Comparar la composicion proteica de las HDL de los pacientes con artritis

reumatoide con o sin actividad inflamatoria y contra controles sanos.

Objetivos especificos.

v Describir la concentracion de los lipidos sanguineos en sujetos con y sin artritis
reumatoide (AR con y sin actividad).

v" Describir las concentraciones de las HDLs totales en sujetos con y sin artritis
reumatoide (AR con y sin actividad).

v Describir las diferencias existentes en el indice inflamatorio entre sujetos con y sin
artritis reumatoide (AR con y sin actividad).

v' Comparar el porcentaje de HDL proinflamatorias entre los pacientes con AR y
controles sanos.

v’ Identificar las diferencias en la composicion proteica de las HDLs totales entre
sujetos con vy sin artritis reumatoide (con y sin actividad).

v" Correlacionar los cambios en la composicion proteica de las HDLs totales con el
indice inflamatorio en sujetos con y sin artritis reumatoide (AR con y sin actividad).

v Identificar una proteina o grupo de proteinas que puedan servir como marcadores
que logren distinguir HDL proinflamatorias de las antiinflamatorias



5.- HIPOTESIS

Hipotesis nula: La composicién proteica de las HDL y el indice inflamatorio no se

modifican por la existencia de la artritis reumatoide y/o por la actividad de la enfermedad.
Hipotesis alterna: La composicion proteica de las HDL y el indice inflamatorio se

modifican por la existencia de la artritis reumatoide y/o por la actividad de la enfermedad

6.- METODOLOGIA

Disefio del estudio

Estudio comparativo, de procedimiento, observacional, transversal y prolectivo.

Evaluacion clinica

Se invitaron a participar sujetos con y sin AR pareados para edad (5 afios) y sexo.
Los pacientes con AR fueron identificados de la consulta de Reumatologia y de la base
de datos de la clinica de Artritis Reumatoide del INCMNSZ y después de su inclusiéon en
el estudio, se clasificaron acorde a su grado de actividad .Se utilizaron los criterios de
actividad de la enfermedad DAS-28 (anexo 1), evaluados por el reumatologo del estudio.
Se considero remision de la AR cuando el valor de DAS-28 fue <2.6. Se consideré AR
activa cuando el valor de DAS-28 fue 22.6. Dentro de los pacientes con actividad, se
dividié a los mismos con actividad leve cuando el DAS-28 fue 22.6 y <3.2. Actividad
moderada un DAS-28 3.2 y <5.1. Actividad alta un DAS-28 =5.1. Los controles sin AR
fueron detectados de la consulta externa del Instituto. Después de la evaluacion por el
reumatologo (los casos), ese mismo dia se les cité al Departamento de Endocrinologia y
Metabolismo por la mafana, previo ayuno de 9 a 12 horas. A su llegada se entregd
consentimiento informado del estudio. Después de que aceptaron participar, se les aplicé
cuestionario estandarizado (ver anexo 2), que incluyé su historia clinica, variables
demogréficas (antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular, cerebrovascular,
pancreatitis, dislipidemia, obesidad), toxicomanias. Las mediciones antropométricas de
peso, talla, IMC, perimetro de cintura y cadera, relacién cintura/cadera, presion arterial

se realizarén en 2 ocasiones. Se tomo el promedio de éstas mediciones por personal



estandarizado para dicha evaluacion. Se determind la ingestion alimentaria habitual por
medio del recordatorio de 24 horas de 3 dias, dos dias entre semana y un dia de fin de
semana. Dicho cuestionario lo realiz6 personal de Nutriologia del departamento de
Endocrinologia, estandarizados para llevar a cabo este tipo de cuestionarios. Aplicaron
los cuestionarios y posteriormente convirtieron cada alimento preparado notificado en
cantidad de gramos o mililitros de alimento para calcular las Kcal y el contenido de
nutrimentos de la dieta. Después se obtuvo una muestra sanguinea (40 ml) a los sujetos
en estudio, donde se llevd a cabo la medicidon de la concentracion de los lipidos
sanguineos Yy el futuro aislamiento de las particulas de HDL (para ello se guardaron a -
80°C hasta su procesamiento). Ademas sirvié para el analisis de VSG, proteina C reactiva
(PCR), factor reumatoide (FR) y anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados
(antiCCP). Los parametros sanguineos fueron medidos en el Laboratorio de
Endocrinologia del INCMNSZ, el cual esta certificado por el Colegio Americano de
Patologos para llevar a cabo este tipo de mediciones.

Criterios de seleccion:

Casos:

a.- AR con actividad
Individuos mayores de 18 afos de edad hasta 65 afos, con diagnostico de AR,

definido segun los criterios de la ACR de 1987 para clasificacion de la AR; con actividad
de la enfermedad (evaluado por el reumatdlogo del estudio mediante la escala de
actividad DAS-28, la cual debié ser un puntaje 22.6) y que firmaron el consentimiento
informado (ver anexo 1 para criterios ACR 1987 y escala DAS-28). Los pacientes tenian
permitido tomar medicamentos modificadores de la enfermedad que no interfirieran en el
perfil de lipidos como metotrexate, azulfidina, leflunomida.

b.- AR sin actividad

Individuos mayores de 18 afios de edad hasta 65 afios, con diagndstico de

AR, definido segun los criterios de la ACR de 1987 para clasificacion de la AR; sin
actividad de la enfermedad (evaluado por el reumatoélogo del estudio mediante la escala
de actividad DAS-28, la cual debe tener un puntaje <2.6) y que firmaron el consentimiento

informado (ver anexo 1 para criterios ACR 1987 y escala DAS-28). Los pacientes tenian



permitido tomar medicamentos modificadores de la enfermedad que no interfirieran en el

perfil de lipidos como metotrexate, azulfidina, leflunomida.

c.- Controles:

Individuos mayores de 18 afios de edad hasta 65 afios, sin artritis reumatoide,
pareados por edad (£ 5 afios) y género.
Criterios de exclusion:

. Enfermedad coronaria existente (excluidos mediante uso de cuestionario).

. Diabetes Mellitus.

. Alcoholismo (consumo de mas de 2 raciones al dia).

. Obesidad extrema con IMC >40kg/m?

. Nivel de triglicéridos > 1000 mg/dlI.

. Enfermedad aguda en las seis semanas previas.

. Uso de estatinas, fibratos, esteroides, antipaludicos u otros medicamentos que alteren
el perfil de lipidos.

~NOoO Ok WN -

Criterios de eliminacion. Retiro voluntario del paciente.

Variables a medir (definiciones operacionales).

La glucemia plasmatica se midi6 empleando el método de glucosa-oxidasa
(Beckman-Coulter). En la determinacion del colesterol total, triglicéridos, C-HDL (método
directo), creatinina, apolipoproteina A y apolipoproteina B se emplearon métodos
enzimaticos comerciales de la marca Beckman-Coulter. El coeficiente de variacion que
se obtiene con éste tipo de metodologias fue de 2.5%. La determinacién de LDL se estimo
por la férmula de Friedewald. El aislamiento de las subpoblaciones de HDL se hizo por
ultracentrifugacion por gradiente de densidad.
indice pro-inflamatorio de las HDL: Para determinar las propiedades proinflamatorias
de HDL, se evaluaron el cambio en la intensidad de fluorescencia como un resultado de
la oxidacion de la diclorofluoresceina (DCFH), en incubaciones con un control LDL
estandar normal, en presencia o ausencia del HDL de prueba. El diacetato de DCFH
(sondas moleculares, Eugene, OR), se disolvio en metanol fresco a una concentracion
de 2mg/ml y se incubo a temperatura ambiente en campo oscuro, dando como resultado

la liberacion de DCFH. Veinticinco microlitros de colesterol LDL (100ug/ml) se mezclaron



con 50 yl de HDL prueba (100 pg/ml) en placas obscuras de microtitulacion de
poliestireno con fondo plano y se incubaran a 37 grados C por 30 minutos, con rotacion.
Veinticinco microlitros de soluciéon de DCFH (0.2 mg/ml) se adicionaron a cada pozo,
mezcladas e incubadas a 37°C por 1 hora, con agitacion. La fluorescencia se determiné
con un lector de placas (SpectraMax, Gemini XS; Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a
longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emisién de 530 nm,
y un punto de corte de 515 nm. Las lecturas con DCFH y colesterol LDL se normalizaron
a 1.0. Lecturas >1.0 después de la adicion del colesterol HDL prueba indicé HDL
proinflamatoria, y lecturas <1.0 indicé HDL antiinflamatorias. Estas lecturas constituyen
el indice pro-inflamatorio. Este analisis de realizé en el departamento de Endocrinologia
del INNSZ.

También utilizamos la técnica descrita en 2014 que tiene algunas variantes de las
descritas originalmente y que propuso el mismo grupo de UCLA. Para desarrollar el
método anterior es necesario contar con los siguientes reactivos: LDL control (a una
concentracion de 50 ug/ml), placas de polipropileno de fondo plano y negro, HDL del
paciente (a una concentracion de 50 uyg/ml) y DCFH-DA. El procedimiento incluyo la
incubacion de 12.5 microlitros de LDL y 12.5 microlitros de una solucién que contiene
HDL del paciente en estudio mezclados con 75 pl de buffer Tris-HCI (pH 7,4) se incubaron
a 37°C durante 60 min. Ademas, 25 pl de solucion de DCFH (50 microgramos/ml) se
afiadieron a cada pocillo, se mezclaron, y se incub6 a 37 ° C durante 2 h. La intensidad
de fluorescencia se determind con un lector de placas (SynergyMx, BioTek, Vermont,
EE.UU.) a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y longitud de onda de emisién
de 530 nm. Los datos de fluorescencia de DCF se conviertieron en un indice inflamatorio
de las HDL (lIH) que iguala la relacion de la fluorescencia en presencia de HDL dividido

por la fluorescencia en ausencia de HDL

Protedmica de las HDL: Esta se realizé6 en la unidad de servicios de apoyo a la
investigacion (Bio-USAI) de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma
de México.

Analisis para la identificacion proteinas en solucioén.




Las muestras se cuantificron para determinar la cantidad de proteina utilizando un
nanodrop 2000 de Thermo Scientific y se procesaron 4ul con una cantidad no menor a
200ng por microlitro. Posteriormente se evaporaron hasta sequedad en una
DNAspeedVac y se reconstituyeron en un buffer 6 M de Urea en 100mM Tris-HCI, pH
8.5, se incubaron por 15 minutos y se procedio a la reduccién y alquilacion durante 1
hora. Posteriormente la muestra se purifico y digiridé con tripsina porcina durante 18 horas.
Los péptidos se resuspendieron en 30 ul de acido formico al 1% (v/v), y fueron desalados
y concentrados por Ziptip C18 y eluidos en 12 ul de fase movil (3% acetonitrilo 0.1% de

acido férmico) para posteriormente ser analizados por espectrometria de masas.

Andlisis de espectrometria de masas LC/MS/MS de péptidos tripticos: se llevd a

cabo utilizando un sistema de nano- LC_ESI_MS/MS integrado (espectrémetro de masas
cuadrupolo/tiempo de vuelo , SYNAPT G2S de alta resolucion, Waters Corporation),
equipado con una fuente de iones NanoLockSpray . El instrumento se acopl6 en linea a
un nanoACQUITY cromatografo de liquidos Ultra Performance (UPLC), (Waters
Corporation ). El sistema de disolventes binario utilizado fue agua grado LCMS con acido
férmico al 0,1% (fase movil A) y de acetonitrilo con acido férmico al 0,1 % (fase movil B).
Las muestras se concentraron y desalaron mediante inyeccidén en una columna de trampa
2G nano Acquity UPLC (5 um, 180 um x 20 mm , Waters Corporation) y se lavd con 95
% de fase movil Ay 5% de la fase movil B a una velocidad de flujo de 5 uL/min. Después
de 3 min en la columna de trampa, la muestra pasa a la columna analitica. Los péptidos
se separaron en una columna nanoACQUITY UPLC 1.7um, BEH130 C18, 100
umX100mm. Num. de lote: 0223331961 , Waters Corporation) utilizando el siguiente
gradiente:

0 min 95%A 5%B

10 min 85%A 15%B

90 min 60%A 40%B

91 min 20%A 80%B

92 min 10%A 90%B

105 min 10%A 90%B



110 min 95%A 5%B

Dando un tiempo de analisis total de 110 min , a una velocidad de flujo de 0,45 uL / min.
El espectrémetro de masas se calibré con una solucion [Glu1]-Fibrinopéptido B y operado
en el modo ESI positivo con una resolucion de 20,000. Los espectros se adquirieron en
modo automatizado mediante la adquisicion de datos MSE. La solucion de [ Glu 1 ]
fibrinopéptido B ( 100 fmol / uL) fue infundido a través del atomizador de referencia de la
fuente de NanoLockSpray a un caudal de 0.5uL / min y se tomaron muestras a intervalos
de 30 s durante la adquisicién. El barrido de masas se hace de 50-2000Da . Se utiliza

una rampa de energia de colisién de 15-45V.

Proceso de Datos y de identificacion de proteinas:

Los archivos de datos crudos fueron procesados utilizando la version 2.5.3 del
servidor ProteinLynx Global software (PLGS, Waters Corporation). Se realizaron
busquedas en la base de datos UNIPROT utilizando a la tripsina como proteasa
especifica, las pérdidas de ruptura se dejaron con tolerancias de masa de 50 ppm y 0,05
Da para el ion precursor y el fragmento, respectivamente. Variables de modificaciones
incluyen la oxidacidon de metionina y la desaminacion -glutamina asparagina. Los péptidos
identificados coinciden con las puntuaciones PLGS que excedan el nivel del 95 % de
confianza son aceptados como correctos. Estas muestras se procesaron en la unidad de

servicios de apoyo a la investigacion (USAIl)-Facultad de Quimica de la UNAM

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICO:

Desenlace principal: Tipo de proteinas contenidas en las HDL

Desenlace secundario: indice proinflamatorio y antiinflamatorio de las HDL

Variables principales:

Variable Escala
Colesterol total, triglicéridos, HDL, | Dimensional (numeéricas).
LDL, subpoblacion de HDL, indice
inflamatorio de las HDL.
Proteinas presentes en HDL Nominales (ApoA-1, PON-1, ApoE,
etc.)
Proteinas presentes en HDL Dimensionales (numéricas).




Variables secundarias:

Variable Escala
Tratamientos empleados. Nominales (categorica).
Peso Dimensional (numérica).
Talla Dimensional (numérica).
Contenido calérico de dieta. Dimensional (numérica).

Estrategia de andlisis estadistico: Se realizé estadistica descriptiva, se presentan los
datos en medias con DE o mediana e intervalo intercuartilar. Se utilizé la prueba de Chi
cuadrada para comparar entre los grupos el tipo de proteinas identificadas en las HDL.
Se consideré una p significativa <0.05. El analisis estadistico se realizé con el software
SPSS 18.0 IL.

7.- RESULTADOS:

Se invitaron a participar a 25 pacientes con diagndstico de artritis reumatoide, con
distintos grados de actividad y duracién de la enfermedad. Se lograron incluir 11
pacientes activos y 14 pacientes en remision. De los pacientes activos, 8 tenian actividad
moderada y 3 actividad alta, no hubo ninguno con actividad baja. La actividad de la
enfermedad varié desde un DAS-28 de 1 hasta 7 para el mas activo. En cuanto a la
duracion de la enfermedad, ésta varié desde un diagndstico reciente de 1 mes hasta un
diagndstico previo de 16 anos con la enfermedad. Los pacientes fueron excluidos del
estudio si tomaban algun tratamiento farmacologico que incluyera medicamentos que
modifican el perfil de lipidos como la prednisona o los antipaludicos. Solamente se
incluyeron a los pacientes que tomaban metotrexate, azulfidina o leflunomida. Dichos
pacientes se parearon con 25 controles sanos, pareados por sexo, edad +5 afos y con
un IMC que no fuera 22 Kg/m? en un intento de que no hubiera una variacion importante
en las cifras de lipidos.

El indice inflamatorio de las HDL (lIH) en los pacientes con AR fue de 0.9925 y en
los controles de 1.0100, por lo tanto, no se encontré diferente en los pacientes que en

sus controles sanos; de hecho, al contrario de lo esperado, el valor del IIH fue ligeramente



mayor en los pacientes sanos, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (tabla 3). El perfil de lipidos para ambos grupos tampoco mostro diferencia
significativa, incluyendo los valores de C-HDL. Como era de esperarse por la seleccion
de los pacientes, las demas caracteristicas antropométricas y bioquimicas no fueron
diferentes estadisticamente (tabla 3), lo cual nos permiti6 asegurar una poblacién
homogénea para estudio.

También hicimos comparaciones para saber si el valor del IIH era mayor en los
pacientes con AR comparado con sus controles sanos (tabla 4). Sin embargo, al contrario
de lo que esperabamos, 10 pacientes con la enfermedad (55.6%) tuvieron HDL
antiinflamatorias contra 8 controles (44.4%). En el caso de la presencia de HDL
proinflamatorias, los pacientes con AR las tuvieron en un 60% (15 pacientes) vs 68% (17
personas) en el grupo de controles sanos. Por lo tanto, por lo menos en nuestra poblacién
de estudio, el IIH no tiene la capacidad de predecir la presencia de HDL proinflamatorias
en los pacientes con AR como lo han descrito otros grupos de investigacién. Incluso, al
menos en los datos mostrados, los pacientes controles tuvieron una ligera mayor
frecuencia de HDL proinflamatorias, aunque no se alcanzo significancia estadistica.

Después realizamos comparaciones para saber si la remisién y la actividad
(moderada y alta) de la AR predecian la presencia de HDL proinflamatorias (tabla 5).
Encontramos que los pacientes en remision el 42.9% tenian HDL antiinflamatorias y el
57.1% tuvo HDL proinflamatorias. Dentro de lo grupo de pacientes con actividad
moderada el 50% tuvo HDL antinflamatorias y el restante 50% HDL proinflamatorias.
Finalmente, los pacientes con actividad alta, el 100% tuvieron HDL proinflamatorias. Sin
embargo, esto no tuvo ninguna diferencia significativa.

De la misma forma evaluamos si alguna de las variables clinicas y bioquimicas de
los pacientes con AR era diferente en presencia de HDL antiinflamatorias vy
proinflamatorias (tabla 6). No encontramos diferencia estadisticamente significativa en
ninguna de las variables a pesar de que nuestra poblacion de estudio abarca un espectro
amplio de actividad de la enfermedad evaluado por DAS-28 y reactantes de fase aguda
sensibles como la VSG y PCR.

De los 25 pacientes con AR antes descritos, se eligieron a 12 de ellos para



realizarles espectrometria de masas y evaluar la composicion proteica de sus HDL: 10
con actividad de la enfermedad presente (7 con actividad moderada y 3 con actividad
alta) y 2 en remision; ademas, se incluyeron a sus respectivos 12 controles pareados
(total de 24 pacientes a quienes se les realizd6 espectrometria de masas). De las
caracteristicas antropométricas y bioquimicas en este grupo no existio diferencia
estadistica entre los casos y los controles (tabla 7). Nuevamente encontramos que la
media de IIH entre los pacientes con AR y sus controles no fue diferente desde el punto
de vista estadistico, teniendo valores de la media de IIH en los pacientes de 0.98 y en los
controles de 0.99. Al evaluar la proporcion de HDL antiinflamatorias y proinflamatorias,
encontramos que los pacientes con AR 58.3% tuvieron HDL proinflamatorias y 41.7 HDL
antiinflamatorias; en el grupo control la proporcién fue exactamente la mitad para HDL
proinflamatorias y antiinflamatorias (tabla 8).

Identificamos 33 proteinas distintas mediante espectrometria de masas en las HDL
de los 24 pacientes. Cabe sefalar que en los pacientes con AR fueron 29 distintas y en
los controles sanos fueron 23. Aunque muchas de las proteinas se encontraban en ambos
pacientes, existen proteinas que se encontraron exclusivamente en los pacientes con AR
y otras identificadas unicamente en los pacientes sanos. Como era de esperar, la ApoA-
| se encontrd en los 24 pacientes evaluados, ademas, fue la proteina que mas péptidos
tuvo tanto en casos como en controles (Tabla 9). Sin embargo, el numero de péptidos de
las distintas proteinas no mostro diferencia estadistica significativa entre los casos y los
controles. Por ejemplo, se sabe que en AR la apoA-l y la PON1 se encuentran
disminuidas y que amiloide sérico aumentado. También llama la atencion que solamente
se documentd a una proteina relacionada con activacion/inhibicién del complemento que
fue la clusterina. Después realizamos una prueba de Chi cuadrada para ver si alguna
proteina (o proteinas) mostraba alguna diferencia entre los casos y los controles (tabla
10). Sorprendentemente no se encontré diferencia estadisticamente significativa en
cuanto a las proteinas en ambos grupos. Sin embargo, llama la atenciéon que en los
pacientes con AR, de forma exclusiva se aislaron las siguientes proteinas: Clusterin,
Ribosomal_protein_50_s, Osmotically Inducible, Chaperonin 60KDa, Glycerol Kinasa,
Glutamate _Decarboxylasa, tRNA_Met_cytidine, ATP-Depent-RNA, ApoA_1V,



6_7dimethyl_8_ ribityllumazine_synthase. Ademas, las siguientes proteinas se
encontraron especificamente en los controles sanos: Apo_ L1, Keratin-Like-Protein,

UBP3-associated_protein y Urease_accesory_protein



Tabla 3: indice inflamatorio de las HDL, caracteristicas antropométricas

y bioquimicas de los pacientes con AR y sus controles.

GRUPO N Media Desviacién Valor de p
estandar
IH CASO 25 .9925 .04590
CONTROL 25 1.0100 .05179 0.22
CASO 25 47.400 11.3615
Edad
CONTROL 25 47.280 10.9412 0.97
b CASO 25 63.4560 8.34032
eso
CONTROL 25 63.7800 8.49549 0.89
CASO 25 1.57 .066
Talla
CONTROL 25 8.12 32.684 0.44
CASO 25 111.00 15.138
TA_sistdlica
CONTROL 25 114.00 11.916 0.44
CASO 25 76.52 7.343
TA_diastélica
CONTROL 25 74.92 9.912 0.52
) CASO 25 83.78 6.624
Cintura
CONTROL 25 85.13 8.596 0.53
CASO 25 98.7000 7.63763
Cadera
CONTROL 25 100.3800 8.03544 0.45
IMC CASO 25 25.6988 2.91263
CONTROL 25 25.4468 3.25973 0.77
TG CASO 25 116.880 43.1155
CONTROL 25 148.960 76.9364 0.75
- CASO 25 183.960 39.8293
CONTROL 25 187.800 41.5201 0.74
CASO 25 50.760 15.0036
C-HDL
CONTROL 25 48.800 8.1292 0.56
CASO 25 110.080 28.7647
C-LDL
CONTROL 25 109.440 31.3330 0.94
CASO 25 133.200 30.7110
no-HDL
CONTROL 25 138.680 40.6875 0.59
CASO 25 134.160 28.4146
ApoA
CONTROL 25 144.040 26.0504 0.20
CASO 25 82.64 18.021
ApoB
CONTROL 25 90.60 28.268 0.24
Glu CASO 25 93.160 8.2446




CONTROL 25 90.720 6.2485 0.24
CASO 25 .68 .199
Creat
CONTROL 25 .64 157 0.39
] CASO 25 6.62 5.902
Duracién afios AR
CONTROL 0@
CASO 25 2.8608 1.73065
DAS-28
CONTROL 02
CASO 24 29.542 29.4234
VSG
CONTROL 0@
CASO 25 2.0928 2.75690
PCR
CONTROL 02
CASO 22 184.814 210.7794
Titulos-FR
CONTROL 0@
CASO 24 635.083 652.4652
Titulos-APCC
CONTROL 02




Tabla 4: Proporcion de HDL antinflamatorias y proinflamatorias entre los

pacientes con AR y sus controles.

GRUPO Total
CASO CONTROL
Recuento 10 8 18
Antiinflamatorio % dentro de IIH 55.6% 44.4% 100.0%
iH % dentro de GRUPO 40.0% 32.0% 36.0%
Recuento 15 17 32
Proinflamatorio % dentro de IIH 46.9% 53.1% 100.0%
% dentro de GRUPO 60.0% 68.0% 64.0%
Recuento 25 25 50
Total % dentro de IIH 50.0% 50.0% 100.0%
% dentro de GRUPO 100.0% 100.0% 100.0%
Valor o]l Sig. asintética Sig. exacta
(bilateral) (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3472 1 .556

Estadistico exacto de Fisher .769




Tabla 5: Comparacion del grado de actividad de la AR

vs el indice inflamatorio de las HDL.

IIH Total
Antiinflamatorio Proinflamatorio

Recuento 6 8 14
Remision % dentro de ACTIVIDAD 42.9% 57.1% 100.0%
% dentro de IIH 60.0% 53.3% 56.0%

Recuento 4 4 8
ACTIVIDAD |Moderada |% dentro de ACTIVIDAD 50.0% 50.0% 100.0%
% dentro de IIH 40.0% 26.7% 32.0%

Recuento 0 3 3
Alta % dentro de ACTIVIDAD 0.0% 100.0% 100.0%
% dentro de IIH 0.0% 20.0% 12.0%

Recuento 10 15 25
Total % dentro de ACTIVIDAD 40.0% 60.0% 100.0%
% dentro de IIH 100.0% 100.0% 100.0%

Pruebas de chi-cuadrado
Valor Gl Sig. asintotica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2.3812 2 .304

Figura 2: Proporcion de HDL proinflamatorias en pacientes con AR.
IIH_2

B Antinflamatorio
B Proinflamatorio




Tabla 6: Datos clinicos y bioquimicos de los pacientes con AR con HDL

proinflamatorias comparado con HDL aniinflamatorias.

IIH N Media Desviacion Valor de p.
estandar
Edad Antiinflamatorio 10 45.700 11.2650 .53
a

Proinflamatorio 15 48.533 11.6733

Antiinflamatorio 10 2.5280 1.34037 44
DAS-28

Proinflamatorio 15 3.0827 1.96156
VSG Antiinflamatorio 10 25.800 25.1387 .61

Proinflamatorio 14 32.214 32.7982
PCR Antiinflamatorio 10 1.0420 1.07138 12

Proinflamatorio 15 2.7933 3.31316

Antiinflamatorio 9 221.100 300.0349 .51
Titulos FR

Proinflamatorio 13 159.692 126.7428

Antiinflamatorio 10 618.700 517.7889 .92
Titulos APCC

Proinflamatorio 14 646.786 753.1370
TG Antiinflamatorio 10 122.400 52.2753 .61

Proinflamatorio 15 113.200 37.3329
or Antiinflamatorio 10 175.100 31.3987 .37

Proinflamatorio 15 189.867 44.6348

Antiinflamatorio 10 48.400 10.9463 .53
C-HDL

Proinflamatorio 15 52.333 17.3850

Antiinflamatorio 10 103.000 23.7159 .32
C-LDL

Proinflamatorio 15 114.800 31.5780

Antiinflamatorio 10 126.700 25.0823 .39
noHDL

Proinflamatorio 15 137.533 34.0899

Antiinflamatorio 10 123.700 20.9393 13
ApoA

Proinflamatorio 15 141.133 31.1766

Antiinflamatorio 10 82.89 19.017 .95
ApoB

Proinflamatorio 15 82.47 18.004




Tabla 7: Caracteristicas antropométricas, bioquimicas e llH en el subgrupo

de pacientes con espectrometria de masas.

GRUPO N Media Desviacién Valor de p
estandar
IH CASO 12 .9892 .05071
CONTROL 12 .9900 .04671 .96
CASO 12 46.333 11.9189
Edad
CONTROL 12 45.917 11.8664 .93
CASO 12 62.4083 7.96418
PESO
CONTROL 12 66.1833 7.69047 .25
CASO 12 1.57 .074
TALLA
CONTROL 12 1.60 .073 .21
CASO 12 107.50 8.660
TA_SISTOLICA
CONTROL 12 114.42 12.810 A3
CASO 12 74.83 7.697
TA_DIASTOLICA
CONTROL 12 75.00 10.331 .96
CASO 12 83.21 5.549
CINTURA
CONTROL 12 84.39 6.988 .65
CASO 12 102.4583 5.65468
CADERA
CONTROL 12 101.5417 6.43661 71
IMC CASO 12 25.4275 2.29690
CONTROL 12 25.7758 3.17171 .76
TG CASO 12 118.583 35.9582
CONTROL 12 152.500 44.7711 .053
or CASO 12 173.167 38.3520
CONTROL 12 190.167 23.5752 .20
CASO 12 44.917 13.2147
C-HDL
CONTROL 12 49.167 9.2818 .37
CASO 12 104.333 24.3099
C-LDL
CONTROL 12 108.417 19.0285 .65
CASO 12 128.250 27.9224
NO-HDL
CONTROL 12 140.333 22.1906 .25
CASO 12 125.500 31.2133
ApoA
CONTROL 12 147.667 23.2392 .06
CASO 12 86.58 14.523
ApoB
CONTROL 12 92.33 20.004 43




CASO 12 93.833 7.9639
Glucosa
CONTROL 12 91.167 6.0277 .36
o CASO 12 .58 174
Creatinina
CONTROL 12 .64 .155 .37

Tabla 8: Proporciéon de HDL proinflamatorias y antiinflamatorias en el subgrupo

de pacientes de espectrometria de masas.

GRUPO Frecuencia Porcentaje
ANTINFLAMATORIO 5 41.7
CASO PROINFLAMATORIO 7 58.3
Total 12 100.0| X2=0.168
ANTINFLAMATORIO 6 50.0 p=0.68
CONTROL PROINFLAMATORIO 6 50.0
Total 12 100.0

IH_GRUPO IIH GRUPO
GRUPO: CONTROL
GRUPO: CASO W ANTINFLAMATORIO

B ANTINFLAMATORIO [ PROINFLAMATORIO

E PROINFLAMATORIO




Tabla 9: Numero de péptidos de las proteinas identificadas en los

pacientes con AR y sus controles mediante espectrometria de masas.

GRUPO N Media Desviacion Valor de p.
estandar

CONTROL 12 57.2500 150.55118 41
keratin_Typell

CASO 12 20.3333 27.89700

CONTROL 12 38.9167 121.39452 44
Keratin_Typel

CASO 12 11.6667 16.82170

CONTROL 12 101.0000 23.17130 .53
Apo_Al

CASO 12 94.0000 30.90160

CONTROL 12 58.8333 38.83493 .07
Serum_Albumin

CASO 12 29.6667 36.64407

CONTROL 12 20.3333 2.26969 15
Trypsin

CASO 12 21.7500 2.49089

CONTROL 12 16.6667 9.59482 .67
Apo_All

CASO 12 14.9167 10.25545

CONTROL 12 7.5833 4.10007 .36
Apo_ClIll

CASO 12 9.2500 4.61470

CONTROL 12 7.7500 5.46268 .21
Apo_CI

CASO 12 5.0000 5.18740

CONTROL 12 .5833 2.02073 .32
Keratin_Like_Protein

CASO 12 .0000* .00000

CONTROL 12 .2500 .86603 1
Dermcidin

CASO 12 .2500 .86603

CONTROL 12 .0000" .00000 .32
50_s Ribosomal_protein

CASO 12 .2500 .86603

CONTROL 12 .0000* .00000 .32
Osmotically_Inducible

CASO 12 .3333 1.15470

CONTROL 12 .0000* .00000 .32
Chaperonin_60_KDa

CASO 12 4167 1.44338

CONTROL 12 .0000* .00000 .32
Glycerol_Kinasa

CASO 12 .1667 57735

CONTROL 12 .0000* .00000 .32
Glutamate_Decarboxylasa

CASO 12 .1667 57735

CONTROL 12 .0000* .00000 .32
tRNA_Met_cytidine

CASO 12 .1667 57735




CONTROL 12 .0000* .00000 .32
ATP_Depent_RNA

CASO 12 1667 57735

CONTROL 12 1.6667 2.34844 .70
Apo_ClIl

CASO 12 1.2500 2.92715

CONTROL 12 6.0833 8.05050 .84
Apo_E

CASO 12 7.0000 13.34166

CONTROL 12 1.0833 3.75278 .80
Serum_PON

CASO 12 .7500 2.59808

CONTROL 12 9.0833 9.33671 .54
Serum_amiloide

CASO 12 6.5833 10.59553

CONTROL 12 .5000 1.73205 .33
Apo_L1

CASO 12 .0000* .00000

CONTROL 12 2.4167 3.39675 91
Apo_D

CASO 12 2.2500 4.39266

CONTROL 12 7.8333 6.65833 .68
Alpha_1_Antitripsina

CASO 12 6.5833 8.08431

CONTROL 12 1.7500 3.27872 .64
Apo_M

CASO 12 1.0833 3.75278

CONTROL 12 9167 2.39159 .71
Transthyretin

CASO 12 .5833 2.02073

CONTROL 12 .2500 .86603 .60
Apo_F

CASO 12 .5833 2.02073

CONTROL 12 .0000* .00000 .32
Clusterin

CASO 12 .6667 2.30940

CONTROL 12 .0000* .00000 .33
Apo_IV

CASO 12 1.9167 6.63953

CONTROL 12 1667 57735 .53
Platelet_basic_protein

CASO 12 .5000 1.73205
6_7dimethyl_8_ribityllumaz | CONTROL 12 .0000* .00000 .32
ine_synthase OS CASO 12 .0833 .28868

CONTROL 12 .8333 2.88675 .32
UBP3_associated_protein.

CASO 12 .0000* .00000

CONTROL 12 1667 57735 .32
Urease_accesory_protein.

CASO 12 .0000* .00000

*Los numeros en negritas y subrayados corresponden a las proteinas que no se encontraron en casos 0
controles.



Tabla 10: Numero de pacientes en quienes se encontraron

las distintas proteinas. Casos y controles

_ GRUPO Valor
PROTEINA Caso | Control dep
keratin_Typell Si 9 9
No 3 3 1.0
Keratin_Typel Si 6 5
No 6 7 0.68
Apo_Al Si 12 12
No 0 0 -
Serum_Albumin Si 11 12
No 1 0 .30
Trypsin Si 12 12
No 0 0 -
Apo_All Si 11 11
No 1 1 1.0
Apo_CllI Si 12 12
No 0 0 -
Apo_CI Si 7 10
No 5 2 A7
Keratin_Like Protein Si 0 1
No 12 11 0.30
Dermcidin Si 1 1
No 11 11 1.0
Ribosomal_protein_50_s Si 1 0
No 11 12 0.30
Osmotically_Inducible Si 1 0
No 11 12 1.0
Chaperonin_60_KDa Si 1 0
No 11 12 0.30
Glycerol_Kinasa Si 1 0
No 11 12 0.30
Glutamate_Decarboxylasa Si 1 0
No 11 12 0.30
tRNA_Met_cytidine Si 1 0




No 11 12 0.30
ATP_Depent_RNA Si 1 0

No 11 12 0.30
Apo_ClI Si 3 5

No 9 7 0.30
Apo_E Si 4 7

No 8 5 21
Serum_PON Si 1 1

No 11 11 1
Serum_amiloide Si 8 9

No 4 3 .65
Apo L1 Si 0 1

No 12 11 0.30
Apo_D Si 4 4

No 8 8 0.67
Alpha_1_Antitripsina Si 6 8

No 6 4 0.40
Apo_ M Si 1 9

No 11 3 0.27
Transthyretin Si 1 2

No 11 10 0.5
Apo_F Si 1 1

No 11 11 1
Clusterin Si 1 0

No 11 12 0.30
ApoA_IV Si 1 0

No 11 12 0.30
Platelet_basic_protein Si 12 11

No 0 1 0.30
6_7dimethyl_8_ribityllumazine_synthase Si 1 0

No 11 12 0.30
UBP3_associated_protein Si 0 1

No 12 11 0.30
Urease_accesory_protein Si 0 1

No 12 11 0.30




8.- DISCUSION:

Durante muchos afios se han realizado diversas investigaciones dirigidas a evaluar la
asociacion entre la concentracion de C-HDL y el riesgo de desarrollar aterosclerosis.
Granes estudios epidemiologicos, de hecho, han confirmado dicha asociacion; sin
embargo, cada vez surge mayor evidencia de que el C-HDL no es el mejor parametro
para establecer dicha asociacién de forma completa, sobre todo en algunas entidades
bioldgicas donde su capacidad predictiva es limitada. En los ultimos afos, el paradigma
de las HDL ha cambiado, por lo que existe una mayor tendencia a evaluar la calidad de
las HDL (funcionalidad) sobre la cantidad de las HDLs (concentracion), ya que este
enfoque podria predecir con mayor precision el riesgo de desarrollar aterosclerosis.
Recientemente se han desarrollado diferentes metodologias en un intento de estimar la
funcionalidad de estas lipoproteinas vy detectar la presencia de HDL’s
disfuncionales/proinflamatorias.

Se reconoce que existe un mayor riesgo de aterosclerosis en varias enfermedades
con inflamacion crénica. La inflamacién cambia dramaticamente la composicion de las
HDL con la incorporacion de proteinas cargo, como la proteina de fase aguda amiloide
sérico A1. Las HDL en fase aguda tienen una menor capacidad de promover el eflujo de
colesterol desde los macréfagos y proteger contra la oxidacion. La hipotesis de que las
HDL son disfuncionales en ciertas enfermedades, tiene sustento en el hecho de que hay
pacientes con enfermedad coronaria, que a pesar de tener niveles elevados de HDL,
éstas tienen menor actividad antioxidante. Lo mismo se ha demostrado en LEG,
enfermedad renal terminal y sindrome metabdlico. Aunque estos datos son interesantes,
se necesita una herramienta o ensayo que evalue las distintas propiedades funcionales
de las HDL. Actualmente no existe una herramienta que cumpla con esta caracteristica.
El ensayo libre de células (CFA), que evalua la capacidad antiinflamatoria de las HDL, no
logré demostrar en nuestros pacientes con AR la presencia de HDL proinflamatorias, aun
cuando se sabe que estos pacientes tienen niveles elevados de las mismas. Este ensayo
ha tenido recientemente varias criticas, la mas importante es que durante varios afios no

ha podido ser validado por otros centros de investigacion, solamente por el grupo de



UCLA que la describié. Decidimos hacer esta metodologia por varias razones: a).- la
relativa facilidad de su implementacion (requiere poco armamentarium) y bajo costo; b).-
la posibilidad de poder incluir varias muestras en un solo analisis y; c).- que en los
estudios previos se ha demostrado una correlacion alta con el ensayo de la actividad
quimiotactica del monocito, el cual es el ensayo mas ampliamente utilizado para evaluar
la capacidad antiinflamatoria de las HDL, pero también técnicamente complejo y
logisticamente dificil para estudios a gran escala. Consideramos que las condiciones de
la metodologia del CFA no son robustas y son facilmente susceptibles a alteraciones, en
parte debido a 1).- la inestabilidad oxidativa de DCFH-DA, lo que resulta en una tendencia
para que variaciones menores en las condiciones experimentales causen inconsistencia
y; 2).- la sensibilidad del ensayo para cualquier grado de hemolisis. En conclusion, este
abordaje no permitié evaluar bioquimicamente las propiedades funcionales de las HDL.
Ello condujo a que ninguno de nuestros analisis mostrara una diferencia significativa, a
pesar de que contamos con una muestra de pacientes con un espectro de actividad de
la AR amplio.

Por otro lado, sabemos que las HDL estan enriquecidas con proteinas involucradas
en la respuesta de fase aguda, metabolismo de lipidos, proteinas del complemento, etc,
y que esto se explica en gran parte por las caracteristicas bioquimicas de su lipoproteina
mas importante, la ApoA-1; pero también tiene un gran peso el hecho de que éstas
particulas circulen libremente por el plasma. Estas caracteristicas hacen que las HDL
tengan la capacidad de que se les unan varias sustancias, incluyendo proteinas. Estudios
protedmicos han demostrado que la inflamacién altera las proteinas cargo de las HDL.
La funcién protectora de las HDL se altera justamente en estos estados de inflamacién
cronica. Los cambios moleculares y mecanismos que promueven la conversiéon de HDL
antiinflamatoria a proinflamatoria se desconocen actualmente. El entendimiento de los
perfiles moleculares que distinguen las HDL proinflamatorias de las antiinflamatorias
puede facilitar a mejorar nuestro entendimiento de las alteraciones en las proteinas cargo
de las HDL que afectan de forma adversa sus funciones normales antioxidantes y
antiinflamatorias. En nuestros pacientes encontramos que el niumero de péptidos de la

ApoA-| se encontraron disminuidos en los pacientes con respecto a sus controles sanos,



aunque esta diferencia no logro significancia estadistica. Sin embargo, a diferencia de lo
reportado, la cantidad de amiloide sérico también se encontrd disminuido en los pacientes
con respecto a los controles. Se ha sugerido que el amiloide sérico especificamente en
la artritis reumatoide y otras entidades inflamatorias reemplaza a la apoA-l y por ello suele
encontrarse disminuido en estas enfermedades, aunque en nuestros pacientes se
documento el caso contrario. Al igual que lo reportado, también los péptidos de
paraoxonasa se encontraron menores en los pacientes que en los casos, aunque sin
diferencia estadistica. Llama la atencién el hecho de que solamente se documenté una
proteina asociada al sistema del complemento, la clusterina, la cual exclusivamente se
encontré en el grupo de pacientes con AR. Sin embargo, las otras proteinas del
complemento como complemento C3, complemento factor B, complemento C9 y el
inhibidor de de las proteinas que se han reportado en valores elevados en los pacientes
con AR no fueron evidenciadas en nuestros pacientes. De hecho C3, el cual se produce
por los macrofagos derivados de monocitos, contribuyen a la inmunidad innnata y se ha
sugerido que también puede contribuir a la enfermedad vascular.

Como se puede ver previamente, evaluamos las HDL con distintas propiedades
inflamatorias (antiinflamatorias y proinflamatorias) del suero de pacientes con AR y sin
AR, y las sometimos a analisis de espectrometria de masas para distinguir las diferencias
en la composicidn proteica de sus proteinas cargo, con el objetivo final de identificar una
proteina o grupo de proteinas que pudieran servir como marcadores que a su vez
lograran distinguir HDL proinflamatorias de las antiinflamatorias. Lamentablemente, con
los resultados ya comentados no podemos proponer este ultimo objetivo, primero porque
el ensayo libre de células para evaluar el estado antioxidante de las HDL no mostro
resultados confiables; y segundo porque ninguna de las proteinas identificadas entre los
pacientes y sus controles mostré una diferencia estadisticamente significativa.

Las fortalezas de nuestro estudio es que incluimos pacientes con AR con un
espectro amplio clinico de actividad y duracién de la enfermedad; ademas, pudimos
parearlos por las principales variables para eliminar la mayoria de los confusores que
pudieran sesgar nuestros resultados. También, para el aislamiento de las HDL, utilizamos

ultracentrifugacion secuencial, el cual es el estandar actualmente. Ademas, durante la



realizacion del ensayo libre de células disecamos cada uno de los pasos para ver si algun
factor estuviera influyendo en los resultados negativos; por ejemplo, realizamos pruebas
con HDL de plasma y suero, obtenido de muestras frescas y muestras que hubieran
estado guardadas durante algunos meses a -80°C, obtenidas tanto por
ultracentrifugacion secuencial como por precipitacion con dextran sulfato, utilizamos
todas las soluciones con una preparacion reciente. Sin embargo, siempre obtuvimos
practicamente los mismos resultados.

Las debilidades que consideramos al estudio fueron el haber utilizado el ensayo
libre de células, el cual hasta este momento no ha podido ser validado por otros grupos
de investigacion distintos; sin embargo, en el momento del inicio del estudio aun no lo
sabiamos. También aceptamos que el tamafio de la muestra fue pequefio y no logramos tener
el suficiente poder para poder sacar conclusiones robustas.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en poblacidn mexicana que

evalua la proteoma de las HDL en personas sanas y en pacientes con artritis reumatoide.

9.- CONCLUSIONES:

En este estudio, encontramos que la composicion proteica de las lipoproteinas de

alta densidad es distinta en los pacientes con artritis reumatoide comparada a la de sus
controles sanos. Sin embargo, ninguna de ellas mostré una diferencia estadisticamente
significativa. Tampoco logramos demostrar que esta diferencia pudiera traducirse en un
cambio en la funcionalidad de las HDL entre ambos grupos, en gran parte debido a que
el ensayo libre de células utilizado en este estudio tuvo muy poca sensibilidad y no fue
reproducible. Este es el primer estudio en México donde se evalua la composicion
proteica de las HDL en pacientes con artritis reumatoide y pacientes sanos mediante la

espectrometria de masas.
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