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RESUMEN

Antecedentes: E| tratamiento con estatinas reduce significativamente la
incidencia de eventos coronarios. Sin embargo, se ha informado que en
pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC) que alcanzaron valores de
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) inferiores a 70 mg/dL
en respuesta a tratamiento con atorvastatina, el riesgo de eventos
cardiovasculares recurrentes fue 2 veces mas alto en aquellos con valores de
colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) inferiores a 40 mg/dL.
Varios estudios prospectivos han mostrado que las LDL pequefas y densas
son mas susceptibles a la oxidacion y representan un factor de riesgo
independiente para eventos cardiovasculares; por otro lado, se ha descrito
actividad de paraoxonasa 1 (PON1) disminuida en pacientes con EAC
(coronarios) en comparacién con sujetos sanos. Mas aun se ha reportado que
la actividad baja de PON1 es un factor de riesgo independiente para eventos
coronarios recurrentes en los pacientes con EAC. Es probable que alteraciones
fisicoquimicas de las LDL y funcionales de las HDL puedan contribuir, al menos
en parte, al riesgo residual de eventos recurrentes en pacientes con EAC
tratados con estatinas.

Objetivo: Estudiar en 34 pacientes con EAC tratados con estatina y C-LDL en
valores meta (<100mg/dL), pero con C-HDL y TG anormales (grupo HA+HTG),
en 35 pacientes con EAC tratados con estatina normolipidémicos (grupo NLP) y
en un grupo de 20 hombres sanos sin tratamiento farmacolégico (grupo
control), la funcionalidad de las HDL a través de la medicion de la actividad de

PONT1, asi como el tamafio y la susceptibilidad a la oxidacién de las LDL.



Material y métodos: El tamano de las LDL se determin6 mediante
electroforesis en gel en gradiente. La susceptibilidad a la oxidacién de LDL se
determiné midiendo la duracion de la fase de latencia después de agregar el
agente oxidante. La actividad de PON1 en suero se determind
espectrofotométricamente, monitoreando la velocidad de generacion de para-
nitrofenol.

Resultados: En comparacion con los grupos control y el NLP, el grupo
HA+HTG se caracterizd por la presencia de particulas de LDL pequefas y
densas (26.80, 26.39 y 25.98 nm respectivamente; p<0.05) asi como una fase
de latencia significativamente menor (62.30, 65.61 y 58.85 min
respectivamente; p<0.05) indicando mayor susceptibilidad a la oxidacion de las
LDL en estos pacientes. La actividad de PON1 estuvo significativamente baja
en los dos grupos de pacientes coronarios (grupo NLP y el grupo HA+HTG) y
en comparacion con los sujetos sanos (204, 213 y 338 nmol p-
nitrofenol/min/mL respectivamente; p<0.01).

Conclusiones: Los pacientes con enfermedad arterial coronaria tratados con
estatinas, con C-LDL en meta e hipoalfalipoproteinemia mas
hipertrigliceridemia, presentan disminucion de la actividad PON1 asi como
particulas de LDL pequefias y densas y mas facilmente oxidables. Todas estas
alteraciones se asocian a un mayor riesgo de eventos cardiovasculares

recurrentes.



ANTECEDENTES

1. LiIPIDOS Y LIPOPROTEINAS

1.1 Lipidos

1.1a Definicion y funcién

Los lipidos constituyen un grupo quimicamente diverso de compuestos cuya
caracteristica comun es su insolubilidad en agua y solubilidad en solventes
organicos como acetona, benceno, éter, etc. Los lipidos desempefian diversas
funciones bioldgicas importantes actuando como formas de almacenamiento
energético, como componentes estructurales de las membranas bioldgicas,
cofactores enzimaticos, transportadores electrénicos, mensajeros

intracelulares, agentes emulsionantes, precursores de hormonas.’

1.1b Clasificacién
Los lipidos se clasifican principalmente en 4 categorias: acidos grasos,
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol.

* Acidos grasos: Son 4cidos carboxilicos con cadenas laterales
hidrocarbonadas de 4 a 36 carbonos' fuertemente hidrofébicas; el grupo
carboxilo interacciona facilmente con el agua, lo que da a los &cidos grasos un
caracter anfipatico (es decir, en la misma molécula coexisten zonas hidrofilicas
e hidrofébicas). Los acidos grasos se encuentran presentes en su mayoria en
forma de derivados del acido carboxilico tales como ésteres o amidas.’

La mayoria de los acidos grasos contienen un numero par de atomos de

carbono y sus propiedades estadn estrechamente relacionadas con la longitud



de sus cadenas y con el grado de insatauracién.? En la Tabla 1.1a se muestran
los &cidos grasos biolégicos mas comunes.®

Tabla 1.1a Acidos grasos mas comunes

Simbolo® Nombre comin Nombre sistematico Estructura

Acidos grasos saturados -
12:0 Acido laurico Acido dodecanoico CH,;(CH,),,COOH
14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CH,(CH,),,COOH
16:0 Acido palmitico Acido hexadecanoico CH;(CH,),,COOH

-~ 18:0 Acido estedrico Acido octadecanoico CH,(CH,);,CO0H

20:0 Acido araquidico Acido eicosanoico CH,(CH,);,COOH
22:0 Acido behénico Acido docosanoico CH,(CH,),,COOH
24:0 Acido lignocérico  Acido tetracosanoico CH,(CH,),,COOH

Acidos grasos insaturados (todos los dobles enlaces son cis) _
16:1 Acido palmitoleico  Acido 9-hexadecenoico " CH,(CH,)sCH=CH(CH,),COOH
181 Acido oleico Acido 9-octadecenoico CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH
18:2 Acido linoleico Acido 9,12-octadecadienoico CH3[CH2}4(CH-CHCHz)Z[CHz)GCOOH
18:3 Acido a-linolénico  Acido 9,12,15-octadecatriencico CH,CH,(CH=CHCH,),(CH,),COOH
18:3 Acido y-linolénico  Acido 6,9,12-octadecatrienoico CH;(CH,),(CH=CHCH,),(CH,),COOH
20:4 Acido araquidénico  Acido 5,8,11,14- _ CH;(CH,),(CH=CHCH,),(CH,),COOH

eicosatetraenoico
20:5 EPA Acido 5,8,11,14,17- CH,CH,(CH=CHCH,);(CH,),COOH
eicosapentanoico

24:1 Acido nervonico Acido 15-tetracosenoico CH,(CH,),CH=CH(CH,),,COOH

* Nimero de dtomos de carbono; niimero de dobles enlaces.

Fuente: Voet D, Voet JG. Biogquimica, 2a edicién, Ed. Omega, Espafa, 1992, pp. 296.

Cuando la cadena hidrocarbonada esta constituida solamente por carbonos
sp>, es decir, esta plenamente saturada, hablamos de &cidos grasos saturados;
pero muy a menudo se presentan insaturaciones en forma de dobles enlaces
C=C; hablamos entonces de acidos grasos insaturados. Estos ultimos tienen
puntos de fusion mas bajos que los saturados. Los &cidos grasos mas
abundantes en el organismo son el palmitico y el estearico. Los acidos grasos
poliinsaturados se han agrupado en familias, que se designan por la posicién

de la insatauracién mas préxima del extremo metilo terminal (familias @9, ®6,

©3).* Desde el punto de vista nutricional los acidos grasos poliinsaturados se



consideran como esenciales puesto que no son sintetizados por nuestro
organismo; algunos ejemplos de éstos son el acido linoléico, linolénico vy
araquidodnico.

« Triglicéridos: Estan compuestos por tres acidos grasos esterificados con

un solo glicerol® (Figura 1.1a). Los triglicéridos constituyen una forma eficiente
de almacenamiento de energia en el humano; representan la clase de lipidos
mas abundante del tejido adiposo (95%)° y se dividen en simples y mixtos. Los
triglicéridos simples contienen un solo tipo de acido graso, mientras que los
mixtos contienen dos o tres 4cidos grasos diferentes®. Las propiedades fisicas
de los triglicéridos dependen de la composicién de sus acidos grasos. No
obstante, en general se puede decir que aquellos enriquecidos en acidos
grasos saturados suelen ser sélidos a temperatura ambiente (grasas), mientras
que los ricos en insaturados son liquidos (aceites). Los triglicéridos son
insolubles en agua, por lo que tienden a asociarse formando micelas.
A pH neutro, diversas lipasas catalizan la hidrélisis enzimatica de los
triglicéridos. Las lipasas del intestino colaboran en la digestion y absorcion de
las grasas de la dieta. Los adipocitos contienen lipasas que rompen los
triglicéridos almacenados, liberando acidos grasos que son exportados a otros
tejidos en los que se necesitan como combustible.

Figura 1.1a Estructura quimica de los triglicéridos®

i
'CH;~0—C—R,

1 0

5 I
CH—0—C—R,

R1, R2 y Rs= Acidos grasos



« Fosfolipidos: Son un tipo de lipidos polares compuestos por un glicerol,
al que se le unen dos acidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato®
(Figura 1.1b). El fosfato se une mediante un enlace fosfodiéster (enlace
covalente que se produce entre un grupo hidroxilo y un grupo fosfato) a otras
moléculas, que frecuentemente contienen nitrégeno, como colina, serina o

etanolamina, en base a las cuales se clasifica (Tabla 1.1b)3.

Figura 1.1b Estructura de los fosfolipidos®

CHy—O0—P—0

R;y Ro= Acidos grasos, X= Molécula que los clasifica

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas, ya que poseen una region polar que
corresponde al grupo fosfato y una regién no polar correspondiente a las largas
cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos. Este caracter anfipatico les
permite su autoasociacion a través de interacciones hidrofobicas dando lugar a
la formacién de la bicapa lipidica de las membranas celulares. Esta
caracteristica estructural hace posible que los fosfolipidos participen en el

intercambio de sustancias entre un sistema acuoso y un sistema lipidico®.



Tabla 1.1b Clasificacion de fosfolipidos

Nombre de X-0H

Formula de =X

Agua

Etanolamina

Colina

Serina

min-Inosital

Glicerol

Fosfatidilglicerol

—H
— CH;CHyNH]
CHyCH,N(CHy)3

— CH,CHINHIC00™

H
HO 011
H H

H OH

~ CHyCHIOH)CH,0H
o
— CH,CH(OH )CH;— 0— P— 0— CH

0

0
I .
Ry—C—0—CH;

0

CH—0—C—R,
|

MNombre del fosfolipido

Acido fosfatidico

Fosfatidiletanolamina
Fosfatidileolina (lecitina)

Fosfatidilserina

Eosfatidilinositol

Fostatidilglicerol

Difosfatidilglicerol (cardiolipina)

Fuente: Voet D, Voet JG. Bioquimica, 2a ediciéon, Ed. Omega, Espafa, 1992, pp. 330.

« Colesterol: Los esteroles son lipidos estructurales presentes en

la

mayoria de las células eucariontes. Su estructura caracteristica es la del nucleo

esteroide de cuatro anillos fusionados, tres de ellos con seis carbonos y uno

con cinco." El colesterol es un componente mayoritario de las membranas

celulares. Su grupo hidroxilo le da un caracter débilmente anfipatico mientras

que su sistema de anillos le confiere mayor rigidez que lo de los otros lipidos de

membrana® (Figura 1.1c).

El colesterol determina, por tanto, de manera importante las propiedades de la

membrana. También es abundante en lipoproteinas plasmaticas en las que

alrededor de un 70% del mismo esta esterificado con acidos grasos de cadena

larga a través de su grupo hidroxilo formando ésteres de colesterol.®



Figura 1.1c Estructura quimica del colesterol®

CH, CH,
| - /
CH—CH,— CH,— CH, L'E\El

CH )
iy e CH,
CH,|
A~ l,x‘u

o

1.2 Lipoproteinas

1.2a Definicién, Estructura y Funcion

Las lipoproteinas son macromoléculas compuestas por una parte lipidica y una
proteica; cada una esta formada por un nucleo que contiene cantidades
variables de triglicéridos y ésteres de colesterol, rodeado de una monocapa de
colesterol libre, fosfolipidos y proteinas’ é(Figura 1.2).

La funcién principal de las lipoproteinas es el transporte de lipidos en el
torrente circulatorio, desde su origen a sitios de uso tales como el higado,
musculo y tejido adiposo.

Figura 1.2 Estructura general de las lipoproteinas

Apolipoproteinas

S 4

Fosfolipidos
Triglicéridos y

ésteres de colesterol

Colesterol

Fuente: Nelson D, Cox M. Lehninger Principles of Biochemistry, 3th Edition, Ed. Worth
Publishers, USA 2000, pp. 602.



1.2b Clasificacion de lipoproteinas

Las lipoproteinas se han clasificado de acuerdo a sus propiedades fisicas y

composicion quimica®’ (Tabla 1.2a).

Tabla 1.2a Clasificacion de las lipoproteinas

Lipoproteina | Diametro Densidad Movilidad Composicion Quimica (%)
(nm) (g/mL) electroforética TG CT FL Proteinas

Quilomicrén 1000 <0.95 Origen 86 5 7 2
VLDL 30-90 0.95- 1.006 Pre-p 55 19 18 8
IDL 20-30 1.006-1.019 B-lenta 23 38 19 19
LDL 20 1.019-1.063 B 5 50 20 25
HDL, 10 1.063-1.125 o 5 22 33 40
HDL; 7 1.125-1.210 o 3 17 25 55

VLDL (Lipoproteina de muy baja densidad); IDL (Lipoproteina de densidad intermedia); LDL (Lipoproteina
de baja densidad); HDL (Lipoproteina de alta densidad); TG (Triglicéridos); CT (Colesterol total); FL
(Fosfolipidos)
Fuente: * Voet D, Voet JG. Bioquimica, 2a edicion, Ed. Omega, Espafa, 1992, pp. 331.
* Mayes P. A., Transporte y almacenamiento de lipidos, En Murray R. K., Granner, D. K.,

Mayes P. A., Rodwell V. W., Bioquimica de Harper, 14a Edicién, México, Manual
Moderno, 1997, pp. 294.

1.2c Apolipoproteinas

Las unidades proteicas que aun no se incorporan a las lipoproteinas
respectivas se denominan apoproteinas. Cuando forman complejos con las
lipoproteinas se denominan apolipoproteinas.® En la Tabla 1.2b se encuentran
clasificadas las principales apolipoproteinas.’

Sus funciones son mantener la estructura de las lipoproteinas y regular el

metabolismo y transporte de las mismas, otras actian como ligandos de

receptores celulares o como cofactores de enzimas.’




Tabla 1.2b Principales apolipoproteinas del plasma humano

PESO PRINCIPAL
APOLIPO- , .
MOLECULAR | LOCALIZACION SITIO DE FUNCION
PROTEINA ,
(kDa) SINTESIS
Cofactor de la
Higado, intestino | Lecitin colesterol
A-l 28 HDL, Qm .
delgado aciltransferasa
(LCAT)
Proteina
estructural; regula
A-ll 17.4 HDL, Qm Higado )
ala Lipasa
hepatica
Activador de la
A-IV 46 HDL, Qm Intestino delgado
LCAT
Proteina
estructural,
B-100 550 VLDL, LDL Higado .
ligando para el
receptor LDL
Proteina
B-48 260 Qm Intestino delgado
estructural
Cofactor de la
C-l 6.6 HDL, VLDL, Qm Higado
LCAT
Cofactor de
C-ll 8.9 HDL, VLDL, Qm Higado la Lipasa
lipoproteica (LLP)
Inhibicién de la
C-lll 8.8 HDL, VLDL, Qm Higado
LLP
] Ligando para el
Higado, .
E 34 VLDL, HDL i receptor hepatico
macrofagos E

Fuente: Mayes P. A., Transporte y almacenamiento de lipidos, En Murray R. K., Granner, D. K., Mayes P.
A., Rodwell V. W., Bioquimica de Harper, 14a Edicion, México, Manual Moderno, 1997, pp. 296.




2. METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

2.1 Enzimas que participan en el metabolismo de las lipoproteinas
Existen varias enzimas y proteinas que intervienen en el metabolismo de las

lipoproteinas'® (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Principales enzimas y proteinas relacionadas con el
metabolismo lipoproteico

ENZIMA SITIO PRINCIPAL DE SINTESIS FUNCION

Lipasa lipoproteica Endotelio vascular de tejido adiposo, | Hidrolizar los triglicéridos de

(LLP) musculo estriado, miocardio y pulmén | las VLDL y los quilomicrones

Hidrolizar los triglicéridos de

Lipasa hepatica (LH Higado
P P (LH) 9 las IDL, LDL y HDL

Lecitin colesterol o
. ] Esterificacién de colesterol,
aciltransferasa Higado

(LCAT)

maduracién de HDL

Proteina de

. Favorece la transferencia de
transferencia de ] . i i
Higado, intestino delgado, bazo ésteres de colesterol de las

HDL a las VLDL

ésteres de colesterol

(CETP)
Proteina de Favorece la transferencia de
transferencia de Higado, células endoteliales fosfolipidos de las VLDL a
fosfolipidos (PLTP) las HDL

Fuente: * Nelson D, Cox M. Lehninger Principles of Biochemistry, 3th Edition, Ed. Worth Publishers, USA,
2000, pp. 805.
* Eckardstein A, Nofer JR, Assmann G, High Density Lipoproteins and Arteriosclerosis: Role of
Cholesterol Efflux and Reverse Cholesterol Transport. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2001;
21:13-27.

2.2 Via Exégena
Los lipidos mas abundantes provenientes de la dieta son los triglicéridos, sin
embargo existen pequefas cantidades de fosfolipidos y ésteres de colesterol,

cuya digestion se lleva acabo esencialmente en el intestino delgado. En primer



lugar los lipidos son emulsificados por la bilis, secrecion hepatica que contiene
grandes cantidades de sales biliares, dando lugar a la formacién de micelas
con el fin de que las enzimas digestivas hidrosolubles puedan actuar sobre su
superficie.® La enzima mas importante para la hidrélisis de los triglicéridos es la
lipasa pancreatica que actua liberando monoglicéridos, diglicéridos, acidos
grasos libres y glicerol. Tanto los ésteres de colesterol como los fosfolipidos
son hidrolizados por otras dos lipasas existentes en la secrecidén pancreatica,
la colesterol éster hidrolasa y la fosfolipasa A respectivamente.® Los productos
resultantes son transportados hacia la superficie de las microvellosidades del
borde en cepillo de la mucosa intestinal, donde se difunden inmediatamente a
través de la membrana celular del enterocito hacia su interior.® Los &cidos
grasos de cadena corta e intermedia se absorben directamente hacia la sangre
portal unidos a la albimina.’

Tras penetrar en el enterocito los acidos grasos de cadena larga (mayor a 12
carbonos) y los monoglicéridos son captados por el reticulo endoplasmico liso,
donde son recombinados para formar triglicéridos, los cuales se ensamblan con
fosfolipidos, pequenas cantidades de colesterol y apoproteinas (principalmente
Apo B-48, A-1 y A-I)° y luego son transportadas hacia el aparato de Golgi,
formando los quilomicrones, los cuales son liberados a los canales linfaticos y
transportados al torrente circulatorio a través del conducto toracico, donde
intercambian Apo A-ly Apo A-ll por apolipoproteinas C-1l y E de las HDL.

Por medio de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), los
quilomicrones también intercambian triglicéridos por ésteres de colesterol de

las HDL'® (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Via exdgena
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Esteres de colesterol

Fuente: Gotto A, DPhil MD. Diagnéstico y tratamiento actual de los trastornos lipidicos, 32 Edicion, Atlas

Medical Publishing, Ltd, Espafia 2005, pp 57.
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La Apo C-II activa la lipasa lipoproteica (LPL), que se encuentra en el endotelio
capilar e hidroliza parte de los triglicéridos contenidos en los quilomicrones en
acidos grasos libres y colesterol. Los acidos grasos libres obtenidos de esta
forma son oxidados por las células musculares para obtener energia o son
almacenados por el tejido adiposo. Los remanentes de quilomicrones
resultantes son depurados de la circulacibon mediante captacion por los
hepatocitos a través del receptor que reconoce la Apo E." El colesterol
liberado de estos remanentes puede ser excretado directamente en la bilis,
convertido en &cidos biliares, o bien, puede ser utilizado para la formacion de

otras lipoproteinas.

2.3 Via Endégena

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son sintetizadas en el higado a
partir de acidos grasos libres obtenidos del catabolismo de los quilomicrones o
a partir de los triglicéridos producidos endégenamente,” los cuales son
ensamblados en el reticulo endoplasmico liso con Apo B-100, pequefas
cantidades de Apo E, C-ll y C-llIl."" Las particulas VLDL son transportadas
hacia el aparato de Golgi y liberadas por exocitosis al torrente sanguineo donde
interactuan con las HDL adquiriendo cantidades adicionales de Apo E 'y C. A
través de la accion de CETP, las VLDL intercambian triglicéridos por ésteres de

colesterol de las HDL'" (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Via enddégena
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Fuente: Gotto A, DPhil MD. Diagnéstico y tratamiento actual de los trastornos lipidicos, 32 Edicion, Atlas
Medical Publishing, Ltd, Espafa 2005, pp. 59.



Al igual que con los quilomicrones, la LLP hidroliza los triglicéridos de las VLDL
a acidos grasos libres que son utilizados como fuente de energia o
almacenados en el tejido adiposo. Los remanentes de VLDL, también llamados
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) pueden ser captados por el receptor
hepatico LDL mediante la Apo E o bien, ser reducidos de tamano dando lugar a
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) a través de la accién de la lipasa
hepatica (LH); ' durante este proceso, las apolipoproteinas excepto Apo B-100
son transferidas a otras lipoproteinas (Figura 2.3).

Aproximadamente dos tercios de las LDL son depurados a través del receptor
LDL que reconoce a la Apo B-100. En el hepatocito, las LDL son degradadas
por las enzimas lisosomales. Las células periféricas también pueden captar
LDL para ser empleadas en la biosintesis de membranas y esteroides.
Alrededor del 70% del colesterol plasmatico es transportado por particulas

LDL."°

2.4 Transporte reverso de colesterol

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son un grupo heterogéneo de
particulas, cuyo origen es tanto intestinal como hepatico, siendo sus principales
componentes proteicos las apoproteinas A-l (representa aproximadamente el
70%), A-Il y A-IV."" La adicién de lipidos a las apoproteinas comienza después
de su secrecion, mediante el transportador de membrana A1 dependiente de
ATP (ABCAT1), pues se ha sugerido que éste forma canales dentro de la
membrana por los cuales el colesterol libre y los fosfolipidos son transferidos

para asf formar las particulas HDL pre-B o nacientes de forma discoide.?
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Las HDL nacientes también contienen la enzima lecitin colesterol
aciltransferasa (LCAT), la cual esterifica el colesterol proveniente de las células
periféricas, macréfagos o de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, utilizando
como cofactor a la Apo A-l y de esta manera generar particulas HDL3; maduras
que tienen forma esférica que contindan creciendo conforme ocurre la
esterificacién de colesterol y transferencia de fosfolipidos mediante la accién

de la PLTP y asi generar particulas HDL, grandes® (Figura 2.4).

Figura 2.4 Transporte Reverso del Colesterol
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HDL = Lipoproteinas de alta densidad; TGRL = Lipoproteinas ricas en triglicéridos; ABCA1 =
Transportador de membrana A1 dependiente de ATP; SR-B1 = Receptor pepenador clase B1; LDLR =
Receptor de LDL; LCAT = Lecitin colesterol acil transferasa; LPL= Lipasa lipoproteica; CETP = Proteina
de Transferencia de Esteres de colesterol; PLTP = Proteina de transferencia de fosfolipidos; LH = Lipasa
hepatica; TG = Triglicéridos; EC = Esteres de colesterol; CL= Colesterol libre; FL= Fosfolipidos.

Fuente: Eckardstein A, Nofer JR, Assmann G, High Density Lipoproteins and Arteriosclerosis: Role of
Cholesterol Efflux and Reverse Cholesterol Transport. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2001; 21:13-27.
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Las particulas HDL, ricas en colesterol esterificado interactian con las
lipoproteinas ricas en triglicéridos (TGRL), principalmente VLDL, a través de la
CETP y la LPL. En este proceso un mol de colesterol esterificado de las HDL
es intercambiado por uno de ftriglicéridos de las VLDL, dando lugar a
lipoproteinas enriquecidas en triglicéridos y con concentraciones bajas de
ésteres de colesterol, las cuales son hidrolizadas por la accion de la lipasa
hepatica que es regulada por la Apo A-Il, dando lugar a la formacién de
particulas HDL3 2 (Figura 2.4).

El colesterol libre y esterificado de las HDL puede ser catabolizado mediante la
captacion selectiva por el higado via receptor pepenador clase B1 (SR-B1), o
bien, el colesterol esterificado puede ser transferido a las lipoproteinas que
contienen Apo B-100 a través de la CETP y entonces ser captado por el higado
via receptor LDL. En el hepatocito el colesterol esterificado es hidrolizado a
colesterol libre, el cual es excretado directamente en la bilis o convertido a
acidos biliares que también son excretados en la bilis.'?

La conversion de HDL, en HDL; y viceversa libera Apo A-l pobre en lipidos.
Una parte de la Apo A-l libre puede adquirir lipidos y empezar nuevamente el
ciclo a través del eflujo de colesterol, otra parte experimenta filtracidén
glomerular y es eliminada por las células tubulares renales mediante el receptor

cubilina-megalina.'?
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3. LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD

3.1 Estructura, caracteristicas y funcion

Las lipoproteinas de baja densidad son particulas esféricas con diametro de
21.8 a 27 nm, densidad entre 1.019 y 1.063 g/mL. Contienen aproximadamente
el 50% de colesterol total, 25% de proteinas, 20% de fosfolipidos y 5% de
triglicéridos.” Es la lipoproteina con mayor contenido de colesterol y contiene
cantidades considerables de tocoferoles, carotenoides y otros antioxidantes
lipofilicos. Su superficie esta compuesta por colesterol libre y fosfolipidos
(predominantemente fosfatidilcolina y esfingomielina). Del contenido total de
acidos grasos, aproximadamente el 50 % son poliinsaturados, principalmente
acido linoleico.™

En la capa externa de la molécula se encuentra una sola apoproteina
(Apolipoproteina B-100). La Apo B-100 es una proteina constituida por 4536
aminoacidos y un peso de 512 kDa, la cual juega un papel importante como
ligando para las LDL y su receptor.'

Las LDL son particulas heterogéneas con respecto a tamafo, densidad y
composicién, punto isoeléctrico, carga eléctrica, propiedades hidrodinamicas e
inmunorreactividad.”® Esta heterogeneidad ha sido identificada con el uso de
ultracentrifugacién analitica, por gradiente de densidad, electroforesis en gel en
gradiente de poliacrilamida, entre otros métodos.” La Tabla 3.1 muestra las
subfracciones principales en las que se dividen las LDL, de acuerdo a la

clasificacion de Musliner y Krauss.!”
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La funcién fisiolégica de la lipoproteina de baja densidad (LDL) es transportar
aproximadamente el 65% al 70% del colesterol hacia los tejidos periféricos'® y

su vida media es de 2.5 a 3.5 dias'’.

Tabla 3.1 Clasificacion de las particulas LDL por Musliner y Krauss'’

Tamaio de la
Subfraccion Densidad (g/mL)
particula (nm)
LDL I 1.025 - 1.035 26 — 27
LDL Il 1.032 - 1.038 25.5-26
LDL I A 1.038 - 1.050 24.7-25.6
LDL Il B 1.038 - 1.050 24.2-24.6
LDLIV A 1.048 - 1.065 23.3-242
LDLIV B 1.048 - 1.065 21.8-23.2

3.2 Receptor de LDL

El receptor de la LDL (LDLR) es una glicoproteina de superficie sintetizada en
el reticulo endoplasmico y procesada en el aparato de Golgi. El receptor tiene
un dominio con residuos cargados negativamente que interactia con los
residuos cargados positivamente de la Apo B-100."* El ligando fisiolégico méas
importante para el receptor es la Apo B-100; sin embargo también se une con

gran afinidad a la Apo E."
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3.3 Metabolismo de las LDL

3.3a Biosintesis

Los triglicéridos de las VLDL, sintetizadas en el higado, son hidrolizados por
lipasa lipoproteica, produciendo una reduccién del contenido de triglicéridos,
Apo C vy fosfolipidos. La particula remanente resultante (IDL) puede ser
captada por el higado mediante la Apo E o ser subsecuentemente hidrolizada
por la lipasa hepatica, reduciendo su tamano y dando lugar a la formacion de
lipoproteinas de baja densidad predominantemente enriquecidas en ésteres de

colesterol.'

3.3b Catabolismo

Las LDL son depuradas del plasma por el higado (75%) y tejidos
extrahepaticos (25%). En su forma madura el LDLR es exportado a la
membrana plasméatica, donde se forman unos sacos cubiertos por clatrina. Las
LDL se unen al receptor y las proteinas de clatrina promueven su endocitosis.
Dentro de la célula, se disocia la clatrina dando lugar a la formacion del
endosoma, cuyo contenido acido provoca la disociaciéon de las LDL y su
receptor. El LDLR es reciclado hacia la superficie celular. Los endosomas se
fusionan con los lisosomas y la Apo B es hidrolizada a aminoacidos; los ésteres
de colesterol son hidrolizados a colesterol libre para la sintesis de acidos
biliares, hormonas esteroideas, vitaminas liposolubles o como componente de
las membranas celulares. El exceso de colesterol libre activa la enzima acil
colesterol aciltransferasa (ACAT) responsable de su reesterificacion, inhibe la

actividad de la hidroximetil glutaril coenzima A reductasa, enzima clave en la
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biosintesis de colesterol e inhibe la sintesis de nuevos receptores hepaticos
para LDL." Del 35% al 50% de las LDL son depuradas diariamente en
personas sanas.' Un descenso en el nimero o actividad de los receptores de

estas lipoproteinas conduce a una elevacién de colesterol en plasma.

3.4 Participacion de la LDL en la aterogénesis

3.4a Proceso de aterogénesis y factores de riesgo

La aterosclerosis se considera una enfermedad crénico-inflamatoria y
multifactorial que resulta de interacciones complejas entre ciertos factores
genéticos tales como hipertension arterial, diabetes mellitus, dislipidemias y
factores ambientales como tabaquismo, obesidad y sedentarismo, ademas de
los radicales libres que se originan durante estrés oxidativo. Uno de los
principales agentes implicados en su etiologia es la acumulacién de depdsitos
de colesterol en macréfagos de la pared arterial, particularmente del colesterol
LDL.2°

Normalmente, las LDL migran a través de la barrera endotelial para llevar a
cabo el transporte del colesterol del torrente sanguineo hacia los tejidos
periféricos. El exceso de LDL circulantes, la presencia de LDL pequefas y
densas, el mayor tiempo de residencia de estas particulas en el compartimiento
intravascular, asi como su mayor penetracion al espacio subendotelial,
favorece la modificacion quimica (oxidacién, glicacién y agregacién)®' de sus
componentes lipidicos y proteico. La susceptibilidad a la oxidacién de las LDL
depende de la proporcibn de &acidos grasos poliinsaturados, de los

antioxidantes presentes en la particula, del grado de glicosilacién y de la
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presencia en el medio de radicales libres y metales. In vivo, se generan
grandes cantidades de radicales libres, durante diversos procesos del
metabolismo celular. Cuando los sistemas oxidante-antioxidante del organismo
no se encuentran en equilibrio, se genera estrés oxidativo capaz de producir
lipoperoxidacion. Inicialmente los antioxidantes lipofilicos evitan la modificacion
de la lipoproteina; sin embargo, al consumirse los antioxidantes, se oxidan los
acidos grasos poliinsaturados formando hidroperéxidos reactivos. Una vez
establecida, la lipoperoxidacion se autocataliza y da lugar a una reaccion en
cadena, modificando covalentemente los residuos de aminoacidos de la Apo B-
100 y provocando asi una disminucién progresiva de la carga positiva de la
particula. Los nuevos epitopes ya no son reconocidos por el LDLR y la LDL
oxidada es captada con avidez y en mayor cantidad por el receptor pepenador
de los macréfagos.?*® A diferencia del LDLR, los receptores pepenadores
carecen de capacidad de regularse a la baja, en consecuencia, la captacién de
grandes cantidades de LDL modificadas transforma a los macr6fagos en
células espumosas que al acumularse forman la llamada estria grasa,
considerada la lesion inicial de la aterosclerosis.?*

La oxidacién confiere citotoxicidad y aterogenicidad a la particula de LDL. Las
LDL oxidadas activan al endotelio vascular originando la expresion de
moléculas de adhesidn y citocinas. Bajo este estimulo, mas monocitos pueden
infiltrar la intima y diferenciarse a macréfagos.?* Ademas se produce una serie
de cambios funcionales a nivel del vaso, se pierde la regulacion del tono

vascular mediada por 6xido nitrico, produciéndose disfuncién endotelial.”
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Finalmente las células musculares lisas pueden proliferar sobre la lesién

aterosclerética y formar la placa ateromatosa.

Figura 3.4 Proceso de aterogénesis
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Fuente: Stocker R, Keaney JF. Role of Oxidative Modifications in Atherosclerosis. Physiol Rev. 2004;
84:1381-1478.

3.5 Susceptibilidad a la oxidacién de la LDL

3.5a LDL oxidada

En circulacién, las LDL son protegidas de la oxidacién por la presencia de
antioxidantes como vitamina E y carotenoides. En contraste, en el espacio
subendotelial existe un ambiente menos protector, por lo que las lipoproteinas
son significativamente mas vulnerables a la oxidacién.?' La susceptibilidad a la
oxidacién de los componentes de la LDL (colesterol, acidos grasos,

antioxidantes y Apo B) varia de uno a otro y depende no sélo de los oxidantes
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presentes (radical superéxido, peréxido de hidrégeno, acido hipocloroso,
radical hidroxilo y peroxinitrito) sino ademas de la concentracién, duracién y
condiciones de exposicién.?® Una alta proporciéon de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) confiere mayor susceptibilidad a la oxidacién, mientras
que una alta proporcion de acidos grasos monoinsaturados (MUFAs) protege
contra la oxidacion.?” Cuando la Apo B-100 no ha sido modificada la
lipoproteina se denomina LDL minimamente oxidada y puede contener
pequenas cantidades de antioxidantes. La lipoperoxidacién es iniciada por el
ataque de los radicales libres a las dobles ligaduras de los PUFAs; al perder un
hidrégeno, ocurre un reordenamiento molecular y se originan dienos
conjugados, los cuales reaccionan rapidamente con oxigeno molecular para
formar lipidos hidroperéxidados.?’

El proceso de ataque y dano oxidativo que sufren los lipidos insaturados se
debe a reacciones en cadena mediadas por radicales libres, iniciadas por la
abstraccion de un atomo de hidrégeno del lipido insaturado por el radical libre
peroxilo y seguido por una secuencia de reacciones propagadoras. Los lipidos
hidroperéxidados se fragmentan a aldehidos de cadena corta, como el

malondialdehido?’ (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Secuencia de reacciones basica de peroxidacion de lipidos
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Fuente: Young S, McEneny J. Lipoprotein oxidation and atherosclerosis. Biochem Soc Trans. 2001;
29:358-362.

En el laboratorio, la cinética de oxidaciébn se puede medir mediante el
monitoreo de la formacién de dienos conjugados® y sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico.?® La Figura 3.5a se muestra una grafica tipica de absorcién
a 234 nm producida durante la oxidacion de LDL aislada incubada con cobre.
La fase de latencia es el tiempo transcurrido desde la adicidén del cobre hasta el
inicio de la fase de propagacion. Su duracién esta determinada por la presencia
de los antioxidantes endogenos presentes en la LDL. Una vez consumidos los
antioxidantes de la LDL, inicia la fase de propagaciéon, mediante la formacién

de dienos conjugados.
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La mayoria de los estudios clinicos han mostrado mayor susceptibilidad a la
oxidacion de la LDL en condiciones como la hipercolesterolemia,® enfermedad

. .30 L . 7 . 131 . 32 . 33 . ' 7
arterial coronaria,”™ hipertension arterial,” tabaquismo,* uremia™ y disfuncién
| 20

endotelia

Figura 3.5a Perfil de absorcion tipico a 234 nm producido durante la
oxidacion de LDL por cobre
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Fuente: Young S, McEneny J. Lipoprotein oxidation and atherosclerosis. Biochemical Society
Transactions 2001; 29:358-362.

3.5b Efectos proaterogénicos de la LDL oxidada.

Las LDL oxidadas (OxLDL) promueven la aterogénesis: inducen la expresion
de moléculas de adhesién, son quimiotacticas para linfocitos T y monocitos,
favorecen la expresion del factor de estimulacion de formacion de colonias de
macroéfagos, los cuales captan rapidamente a las OxLDL,?” dando lugar a la
acumulacién de lipidos en la arteria; inhiben la expresién de la sintasa
endotelial de oxido nitrico, disminuyendo su biodisponibilidad y provocando
disfuncién endotelial, estimulan la activacién plaquetaria y la proliferacion de

células del musculo liso.®*
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3.6 Control del proceso de oxidacion

3.6a Antioxidantes

Como ya se mencion0, la capacidad para resistir la modificacién oxidativa
depende, entre otros factores, de la cantidad de antioxidantes presentes en la
LDL. Los antioxidantes asociados a las lipoproteinas incluyen la vitamina E
(VItE), carotenoides y ubiquinol-10.>* La VitE se encuentra estructuralmente
incorporada en la LDL y actia como un antioxidante intrinseco que impide la
transferencia de electrones involucrada en el inicio y propagacién de la
lipoperoxidacion, previniendo asi la modificacion de las LDL, ademas tiene un
efecto inhibitorio sobre la proliferacién de células musculares lisas.®*

En circulaciéon se encuentra, entre otros antioxidantes, la albumina, bilirrubina,
vitamina C. La vitamina C es capaz de reaccionar y reducir las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno (hidroperoxido, superdxido y radical hidroxilo,
peroxinitrito, ozono, diéxido de nitrégeno)?® y de regenerar a la vitamina E. El
selenio es el cofactor necesario para la sintesis y actividad de la glutatién

peroxidasa, enzima responsable de la reduccién de hidroperéxidos.®

3.6b Papel ateroprotector de las HDL

Desde hace muchos afos se conoce la relacidbn inversa entre las
concentraciones del colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), el
riesgo de aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular.®®*" El transporte del
exceso de colesterol de los tejidos periféricos hacia el higado para su excrecién
o reciclamiento, se denomina transporte reverso de colesterol y es considerado

como la principal funcién antiaterogénica de las HDL.***° Sin embargo, otras
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propiedades de las HDL, como la antioxidante, antiproliferativa, antitrombética y
antiinflamatoria, también pueden contribuir a su accién ateroprotectora.*®4'4?

Se considera que la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad contribuye
al inicio y progresion de la aterosclerosis.** Las HDL protegen los lipidos y
proteinas de las LDL contra la oxidacion.*® Las propiedades antioxidantes de
las HDL se atribuyen principalmente a la paraoxonasa 1 (PON1),** enzima que
cataliza la hidrélisis de fosfolipidos oxidados activos vy destruye
lipoperéxidos.*>*® PON1 también inhibe la oxidacién de las HDL, lo cual es

relevante porque las HDL oxidadas pierden sus caracteristicas

ateroprotectoras.*’

4. ENZIMA PARAOXONASA 1

4.1 Caracteristicas, genética y efecto antiaterogénico de la PON1

La PON1 es una proteina de 354 aminoacidos con una masa molecular de 43
kDa,* sintetizada primariamente en el higado de donde una porcién es
secretada al plasma. En la circulacibn se encuentra asociada casi
exclusivamente a las particulas HDL.*

La actividad PON1 estd regulada tanto por factores genéticos como
ambientales. El gen de PON1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7

entre g21.3 y 22.1.%%°

La influencia genética estd dada por varios
polimorfismos en las regiones codificadora y promotora del gen de PON1 (C-
107T, L55M, Q192R). Los factores ambientales con capacidad para modificar

la actividad PON1 incluyen el consumo de tabaco, alcohol y &cidos grasos.*
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Las concentraciones en plasma de colesterol total y C-HDL también
contribuyen en la modulacién de PON1.%® El uso de anticonceptivos orales® y
la terapia de reemplazo hormonal®™ aumentan la actividad PON1. Los estudios
sobre el efecto del tratamiento regulador de lipidos, usando estatinas o fibratos
sobre la actividad PON1 han dado resultados inconsistentes. Sin embargo, dos
estudios han mostrado que la simvastatina, en dosis de 20 mg diarios, aumenta
la actividad®=® y la concentracién de PON1°® en pacientes tratados con el

farmaco por periodos de dos a cuatro meses.

4.1 Actividad paraoxonasa y aterosclerosis

La actividad funcional de PON1 se puede medir mediante su capacidad para
hidrolizar substratos exdgenos como paraoxédn (actividad paraoxonasa) o el
fenilacetato (actividad arilesterasa).

Se ha sugerido que la PON1 se relaciona con el riesgo de enfermedad
coronaria (EAC).>"*® Algunos estudios han mostrado que el polimorfismo en la
posicion 192 es factor de riesgo para EAC, pero los resultados no han sido
consistentes.**5%¢1:6283 por otra parte, en comparacién con sujetos sanos, la
actividad PON1 se ha encontrado significativamente baja en pacientes que han
tenido infarto agudo del miocardio.®*®® Valores bajos de la actividad de la
enzima también se han observado en enfermedades con aterogénesis
acelerada, tales como la diabetes mellitus® y la hipercolesterolemia familiar.®’
Ademas, un estudio prospectivo con 15 afios de seguimiento demostré que la

actividad paraoxonasa baja (pero no la actividad arilesterasa ni la

concentracion de PONT1), fue un factor de riesgo independiente para eventos
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coronarios en hombres con EAC previa.®® En conjunto, estos estudios sugieren
que la actividad PON1 es mas importante como factor de riesgo para EAC que

los polimorfismos genéticos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los inhibidores de la 3-hidroxi-3metilglutaril coenzima A reductasa, comunmente
denominados estatinas, son potentes reductores de las concentraciones de
colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL).%® El tratamiento con
estatinas reduce significativamente la incidencia de eventos coronarios,”®”
particularmente en las poblaciones de pacientes que han logrado valores C-LDL
inferiores a la concentracién meta de 100mg/dL.”? Sin embargo, en un estudio
reciente en el que los pacientes alcanzaron valores de C-LDL menor a 70 mg/dL,
los pacientes con C-HDL bajo tuvieron significativamente mas eventos
cardiovasculares que aquellos con valores normales de C-HDL.” Es posible que

estos pacientes ademas de C-HDL bajo tengan particulas de HDL funcionalmente

anormales.
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JUSTIFICACION

Aunque se ha informado que la simvastatina incrementa la actividad PON1 en
pacientes con hipercolesterolemia familiar®® y en pacientes coronarios no
diabéticos,”® no existen estudios que hayan investigado la actividad PON1 en
pacientes con EAC tratados con estatina, que han alcanzado el valor meta de C-

LDL (<100mg/dL), pero que continuan con C-HDL bajo y TG altos.
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OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo, fue estudiar la funcionalidad de las HDL a través
de la medicién de la actividad de PON1 y la susceptibilidad a la oxidacion de las
LDL en pacientes con EAC tratados con estatina y C-LDL en valores meta
(<100mg/dL), pero con C-HDL y TG anormales, asi como sus caracteristicas
clinicas y los valores de otras mediciones bioquimicas. Con fines comparativos,
también se estudié un grupo de pacientes coronarios con valores de C-LDL en
meta y C-HDL y TG normales en respuesta a tratamiento con estatinas, asi como
un grupo de hombres aparentemente sanos, que no recibian ningun tratamiento

farmacolégico.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacion

Los pacientes fueron seleccionados de la consulta externa del Instituto Nacional
de Cardiologia, Ignacio Chavez. Se eligieron pacientes del sexo masculino, con
diagnéstico de EAC estable, definida por historia personal de infarto al miocardio,
angioplastia o cirugia de revascularizacién. Todos los pacientes recibian
tratamiento con estatina y tenian C-LDL en valores meta (<100 mg/dL). De
acuerdo a los valores de TG y de C-HDL, los pacientes se dividieron en dos
grupos. EI primero, grupo de hipoalfalipoproteinemia combinada con
hipertrigliceridemia (HA+HTG), incluyé 34 pacientes con TG entre 151 y 500
mg/dL y C-HDL menor a 40 mg/dL. El grupo de normolipidémicos (NLP) lo
conformaron 35 pacientes con C-LDL en meta y valores normales de triglicéridos
(150 mg/dL) y de C-HDL (=40 mg/dL). No se incluyeron pacientes con eventos
cardiovasculares agudos en los tres meses previos, insuficiencia cardiaca
congestiva, indice de masa corporal (IMC) >35 kg/m? diabetes mellitus
descontrolada, disfuncién tiroidea, miopatia, ni aquellos con enfermedad renal o
hepatica. Tampoco se incluyeron pacientes tratados con fibratos, niacina o
resinas. El grupo control de sanos se formo6 con 20 hombres seleccionados de los
donadores que acuden al banco de sangre de nuestro Instituto, con un indice de
masa corporal (IMC) inferior a 30 Kg/m?, sin dislipidemia ni evidencia clinica de
enfermedades agudas o crénicas, y que no recibian medicamentos con efectos en

el metabolismo lipoproteico. El protocolo fue aprobado por el comité de bioética y

42



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

caracteristicas del estudio, aceptaron firmar la forma de consentimiento informado.
Métodos clinicos y de laboratorio

A todos los participantes se les aplicd un cuestionario para obtener informacién
familiar y personal sobre factores de riesgo cardiovascular, actividad fisica,
consumo de alcohol y tabaco. En los pacientes, se registr6 el tipo y dosis de
estatina asi como las terapias concomitantes (antihipertensivos, beta-
bloqueadores, inhibidores de la ECA, diuréticos, aspirina y otros antiagregantes
plaquetarios) al momento del estudio. Se determiné el peso, la talla, la
circunferencia de cintura, la frecuencia cardiaca y la presién arterial. El IMC se
calculé con la formula: peso (Kg) / talla (m)2. El sobrepeso de definié como un IMC
de 25-29.9 Kg/m? la obesidad como IMC > 30 Kg/m? y la adiposidad central
cuando circunferencia de cintura fue > 90 cm.”* En ayuno de 12 horas y después
de reposo durante 20 minutos en posicion sedente, se colectaron 15 mL de sangre
venosa en tubos con EDTA y 10 mL en tubos sin anticoagulante. Después de
centrifugar, el plasma y el suero fueron separados en alicuotas, a las alicuotas de
plasma se afnadieron inhibidores de proteasas (Aprotinina 100 KIU/mL,
Benzamidina 1 mM). Todas las alicuotas se almacenaron a -70 °C para su analisis

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

Las determinaciones de colesterol total, triglicéridos y glucosa en plasma, se
realizaron en un autoanalizador Hitachi 902 (Boheringer Mannheim), utilizando
estuches enzimaticos comerciales (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania vy
Wako Chemicals, USA). El colesterol de las lipoproteinas de alta densidad se
determind mediante un método enzimatico homogéneo (Roche Diagnostics,
Mannheim Alemania), en el cual no es necesario separar previamente las HDL de
las otras lipoproteinas.” El colesterol de las lipoproteinas de baja densidad se
estim6 con la férmula de Friedewald modificada por De Long [C-LDL= CT-(C-HDL
+ TG * 0.16)].”° Las concentraciones de apoproteina B (Apo B) y la apoproteina
A-l (Apo A-l), se determinaron por inmunonefelometria en el nefelometro BN Pro
Spec nephelometer (Dade Behring Marburg GmbH, Ge.). En nuestro laboratorio, la
precision y exactitud de las determinaciones de lipidos y apolipoproteinas son
evaluadas peridédicamente por el Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades de Atlanta, GA (CDC, por sus siglas en inglés). Los coeficientes de
variacion inter ensayo fueron inferiores al 6% para todos los analitos. La LDL se
aislé por ultracentrifugacién a 100,000 r.p.m. (355,206xg) en la ultracentrifuga
TL100 (Beckman). Brevemente, se ajustd la densidad del suero a 1.063 g/mL con
bromuro de potasio solido y se ultracentrifugd durante 4 horas. Terminada la
corrida, se mezclaron 200 pL del sobrenadante con 676 pL de solucidén salina
isotonica (SSI) y se continud la ultracentrifugacion durante 3 horas. Se recupero el
infranadante y se lavé dos veces con SSI por ultracentrifugacion durante 2 horas.

En la preparacion de LDL se cuantifico la concentracion de proteina por el método
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de Lowry et al.”” Con objeto de disminuir el tiempo entre el aislamiento y el ensayo
para medir la susceptibilidad a la oxidacién, la preparaciéon no se dializ6.”® La
susceptibilidad a la oxidacién in vitro de la LDL se determind por el método
descrito por Esterbauer’® con pequefias modificaciones.?’ La LDL aislada se diluyé
en amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4 (PBS), 0.16 M NaCl saturado con
oxigeno, a una concentracion final de 50 ug de proteina/mL. La oxidacion de la
lipoproteina se inici6 mediante la adiciébn de una solucion recién preparada de
CuSO4 a una concentracién final de 5 uM, a 37°C. La cinética de oxidacion se
monitoreé mediante lecturas espectrofotométricas a 234 nm, para seguir la
formacion de dienos conjugados.”®®' Se registraron lecturas de densidad éptica
(DO) cada 2 minutos, durante 200 minutos. Con estos datos se construy6 la curva
de la cinética de oxidacion y a partir de ella se calculé la fase de latencia (FL). La
FL, definida como el intervalo entre la adicion del sulfato de cobre y el inicio de
oxidacion rapida, se determind por la interseccion de la recta de la linea basal con
la tangente de la fase de oxidacién.”®®"# En nuestro laboratorio, los coeficientes
de variacién intra e interensayo para la FL fueron 2.94% y 5.77%,
respectivamente. Los resultados se expresaron en minutos. Se eligi6 la FL porque
es una medicién reproducible y un marcador aceptable de la oxidabilidad de
LDL.”

Las subclases de LDL se determinaron por el método de Krauss y Burke
modificado. Brevemente, se corrié una electroforesis en gradiente del 2 al 14% de
poliacrilamida, en condiciones no desnaturalizantes y no reductoras. La

electroforesis se realizd durante 20 horas a 150 V. La solucion amortiguadora de
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corrida fue 0.09 M Tris, 0.08 M de &cido boérico y 0.003 M de EDTA-H,O, pH 8.3.
Después de la separacion, el gel se fijo durante 15 a 20 minutos en metanol/acido
acético/agua (45:10:45% v/v). La tincion se realizé con azul de Coomassie (0.1%
p/v) en metanol/acido acético/agua (45:10:45 % v/v). El gel se decolor6 en
metanol/acido acético/agua (45:10:45% v/v) con agitacion constante, hasta que los
blancos quedaron transparentes. Los geles se hidrataron en agua glicerinada al
1% y una vez secos se analizaron con un densitémetro (modelo 620 de Bio-Rad
Laboratories Ltd., U.K.) usando el programa Molecular Analyst, de Bio-Rad v. 1.1.
Para la construccion de la gréafica de calibracién se utilizaron como estandares una
cama de latex (38 nm) y de proteinas de alto peso molecular (Pharmacia):
tiroglobulina (17 nm), apoferritina (12.2 nm) y catalasa (6.2 nm). Los resultados se
expresaron en nanometros. En nuestro laboratorio el coeficiente de variacion
interensayo para este método fue de 0.2 y 1.33% para los controles bajo y alto,
respectivamente. La actividad de paraoxonasa en suero se determind
fotométricamente (Beckman DU650, Fullerton, CA) empleando paraoxén (Sigma-
Aldrich D9286) como sustrato.®® La velocidad de generacién de para-nitrofenol se
determin6 a 412 nm en una dilucién final de suero de 1:82 en la mezcla de
reaccion. La mezcla de reaccién se compone de paraoxén 0.98 mM, glicina 48.8
mM, cloruro de calcio 0.98 mM, cloruro de sodio 0.98 M, a 25 °C. Se utiliz6 un
coeficiente de extincion (412 nm, pH=10) de 18920 M-1cm-1 para calcular las
unidades de actividad paraoxonasa, las cuales se expresan como la cantidad de
para-nitrofenol formado en nanomoles por minuto por mililitro de suero. Los

ensayos de paraoxonasa se realizaron en duplicado y se calculé el promedio de
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las determinaciones de la actividad enzimatica para cada muestra. En cada
determinacién se incluyeron mezclas de sueros alto y bajo, independientemente
uno del otro, tomados de varios voluntarios de actividad conocida para asegurar
la calidad de cada ensayo. En nuestro laboratorio los coeficientes de variacién

intra e inter ensayo para este método fueron < 3%y < 7.6%, respectivamente.

Analisis estadistico

El andlisis de resultados se realiz6 con el paquete estadistico SPSS 13 para
Windows (SPSS, Chicago IL). Las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los
pacientes se expresan como valores medios + desviacion estandar (D.E.); la
frecuencia de factores de riesgo cardiovascular, de eventos cardiovasculares y de
procedimientos previos, asi como el empleo de medicamentos como porcentaje.
Para comparar valores medios se utilizd la prueba paramétrica ANOVA vy para
comparar frecuencias se uso6 la prueba de chi?. Las variables con distribucién
asimétrica fueron transformadas logaritmicamente para su analisis. Para conocer
la correlacion de las variables clinicas y bioquimicas con la fase de latencia, el
tamarno de LDL y la actividad paraoxonasa, se utilizé un andlisis de correlacién de
Pearson. La independencia de estas asociaciones se determiné empleando un
analisis de regresion lineal multiple. Todos los valores de p <0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los valores medios de las caracteristicas antropométricas,

tension arterial y glucosa en los tres grupos estudiados. El peso, el indice de masa

corporal (IMC), la circunferencia de cintura y las concentraciones de glucosa, fueron

mas altas en el grupo de pacientes con HA+HTG. Las diferencias tuvieron

significado estadistico al comparar con los pacientes NLP (peso e IMC) o con los

controles sanos (circunferencia de cintura y glucosa). Aunque sin diferencia

estadisticamente significativa, las tensiones arteriales sistélica y diastélica también

fueron mas altas en el grupo HA+HTG.

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas, tension arterial y glucosa en los tres

grupos de estudio

Pacientes coronarios Controles p
HA + HTG NLP
(n = 34) (n = 35) (n=20)

Edad (afos) 55.6 +11.8 58.1+11.8 525+85  0.209
Peso (Kg)T 729+16.7° 69.5+125 69.9+6.8  0.021
Talla (m)T 1.66 + 0.67 1.64 +0.06 1.65+0.06 0.286
indice de masa corporal 280+45°  257+36  256%25 0.028
(Kg/m')

Circunferencia cintura (cm)t  95.1 + 11.4° 90.4+£9.8 88.2+6.6 0.034
Tension arterial sistolica 1257 +241 1235+27.2 116.1+151 0.393
(mmHg)

Tension arterial diastolica 7944194 7534123  742+102 0590
(mmHg)

Glucosa (mg/dL) 96.9+135° 93.5+10.3 86.6+59  0.005

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150

mg/dL); NLP = Normolipidémicos. Valores expresan media t desviacion estandar.

ANOVA ("Variables con distribucion asimétrica fueron transformadas logaritmicamente para el

analisis). ® p<0.05 vs. controles, ® p<0.05 vs. NLP.
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La obesidad y la adiposidad central se observaron con mas frecuencia en el grupo
HA+HTG, pero sélo para la obesidad la diferencia alcanzé significado estadistico
(Tabla 2). Puesto que los valores bajos de C-HDL vy los altos de triglicéridos son las
anormalidades lipoproteicas que caracterizan al sindrome metabdlico, no sorprende
que este sindrome estuviera presente con una frecuencia significativamente mas alta
en el grupo HA+HTG. No se encontraron diferencias con significado estadistico al
analizar las frecuencias de diabetes, hipertension, habito de fumar y sedentarismo

en los dos grupos de pacientes coronarios.

Tabla 2. Presencia de factores de riesgo coronario en los 3 grupos estudiados

Pacientes coronarios Controles p
Hé . I::I)G (nN=L:§5) (n=20)
Obesidad” 11 (32.4)2° 2 (5.7)% 0 (0.0) 0.006
Adiposidad central* 22 (64.7) 15 (42.9) 9 (45.0) 0.153
Diabetes mellitus* 6 (17.6) 10 (28.6) na 0.158
Hipertension* 23 (67.6) 25 (71.4) na 0.602
Tabaquismo actual* 0 (0)? 1(3.0)2 3 (15.0) 0.049
Sedentarismo* 11 (32.4) 13 (37.1) 5 (25) 0.375
Sindrome metabélico* 1 31 (91)2° 4 (11.4) 0 (0.0) <0.001

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150
mg/dL); NLP = Normolipidemicos; na= no aplica.

Obesidad = IMC 230kg/m2; adiposidad central = cintura = 90cm; hipertension arterial = TAS > 140,
TAD > 90, o uso de farmacos antihipertensivos; tabaquismo = 1 0 mas cigarros por dia; sedentarismo
= ningun tipo de actividad fisica en su tiempo libre.

*Valores expresan nimero de casos (porcentaje total del grupo estudiado).

? p<0.05 vs. controles, ® p<0.05 vs. NLP. (Determinada por la prueba de Chi?)

+ Definido con el criterio de ATP III¥ (alteraciones en la tolerancia a glucosa o DM tipo 2,
hiperte7n43i()n, dislipidemia, obesidad abdominal), excepto para el punto de corte de 90 cm para
cintura

En los pacientes estudiados también se analizd la historia de su enfermedad

cardiovascular, incluyendo los procedimientos de intervencion que habian tenido en
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el pasado. En la Tabla 3 se puede observar que mas del 90% de los pacientes en
los dos grupos habia sufrido infarto al miocardio, en aproximadamente 50% se
habia practicado el procedimiento de angioplastia para reducir la obstruccién de su
arteria coronaria lesionada y en alrededor de una cuarta parte habia sido necesaria
la cirugia para colocar puentes vasculares en los sitios de las obstrucciones
coronarias. Las frecuencias de infarto y de los procedimientos de intervencion

fueron similares en los dos grupos.

Tabla 3. Eventos cardiovasculares o procedimientos de intervencion previos
en los dos grupos de pacientes coronarios.

Pacientes coronarios p
HA + HTG NLP
(n=34) (n =35)
Infarto al miocardio* 31 (91.2) 33 (94.3) 0.673
Angioplastia* 18 (52.9) 17 (48.6) 0.811
Cirugia de revascularizacién* 8 (23.5) 10 (28.6) 0.785

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150
mg/dL); NLP = Normolipidémicos.

*Valores expresan nimero de casos (porcentaje total del grupo estudiado).

Valor de p determinado por la prueba de Chi?

Al momento del estudio, los pacientes estaban en tratamientos con varios farmacos
que se muestran en la Tabla 4. Por disefio del estudio, todos los pacientes, pero
ningun sujeto control sano, recibian alguna estatina como terapia reguladora de
lipidos. El farmaco utilizado con mas frecuencia fue la simvastatina (49%);
proporciones menores de pacientes recibian atorvastatina (23%), rosuvastatina
(21%) y pravastatina (6%). Al comparar los dos grupos, la proporcion de pacientes

tratados con atorvastatina fue mas alta en el grupo NLP (34%) que en el grupo
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HA+HTG (17%), con diferencia significativa marginal (p=0.05). No se encontraron
diferencias con significado estadistico en las dosis utilizadas de las diferentes
estatinas. Tampoco se identificaron diferencias en las frecuencias de utilizacion de

otros farmacos anti-isquémicas o antihipertensivas (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamiento farmacoldgico utilizado por los pacientes coronarios al momento

del estudio.
Pacientes coronarios p
HA + HTG NLP
(n = 34) (n = 35)
Estatinas n (%) 34 (100) 35 (100) 0.489
B-Blogueadores n (%) 25 (73.5) 27 (77) 0.444
Inhibidores ECA n (%) 28 (82.4) 0 (85.7) 0.474
Diuréticos n (%) 6 (17.6) (28 6) 0.215
Bloqueadores de canales de calcio n (%) 11 (32.4) 2 (34.3) 0.534
Aspirina n (%) 32 (94.1) 1 (88.6) 0.351

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigllcerldemla (Triglicéridos > 150
mg/dL); NLP = Normolipidemicos; ECA= Enzima convertidora de angiotensina.
*Valores expresan numero de casos (porcentaje total del grupo estudiado); Valor de p
determinado por la prueba de Chi®
Debido al efecto del tratamiento con estatinas, los valores de CT y C-LDL en los dos
grupos de pacientes fueron significativamente mas bajos que en el grupo de sujetos
sanos (Tabla 5). Por disefio del estudio, los pacientes HA+HTG mostraron valores
significativamente mas bajos de C-HDL y mas altos de triglicéridos que los pacientes
NLP y los controles sanos (Tabla 5). Es importante destacar que en los lineamientos
de tratamiento del NCEP, se recomienda que en los pacientes con valores bajos de

C-HDL vy/o altos de ftriglicéridos, se debe primero alcanzar la meta de C-LDL

(<100mg/dL) y después la meta de C-no HDL (<130mg/dL). En ambos grupos de
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pacientes coronarios de este estudio el C-no HDL se encontré6 en meta, pero fue
significativamente mas bajo en el grupo NLP de pacientes al comparar con el grupo
HA+HTG. Igualmente, los indices CT/C-HDL y C-LDL/C-HDL se encontraron con
valores mas altos en el grupo HA+HTG en comparacién con el grupo de pacientes

NLP y el grupo control (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de lipidos y lipoproteinas de los sujetos estratificados por
grupo

Pacientes coronarios Controles p
HA + HTG NLP
(n =34) (n = 35) (n=20)
Colesterol (mg/dL)
Total® 130.4 + 22.52 129.4 + 20.82 182.7 +33.4 <0.001
LDLT 65.1 +22.72 64.8 +18.72 107.5+29.9 <0.001
HDLT 30.9 + 4.3%° 48.3+7.12 59.2+17.6 <0.001
No-HDL' 99.5 + 22,22 81.1 +19.52 123.5+30.5 <0.001
Triglicéridos ab
(mg/dL) t 2145+ 735 101.2 +23.6 99.6 + 26.6 <0.001
Relacion b a
C-LDL /C-HDL 21+0.8 1.4+04 2+0.7 <0.001
Relacion ab a
CT/C-HDL 43+09 2.7+05 3.2+0.8 <0.001

HDL, lipoproteina de alta densidad; LDL, lipoproteina de baja densidad; HA = Hipoalfalipoproteinemia
(C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150 mg/dL); NLP =
Normolipidémicos.

Valores expresan media + desviacion estandar. ANOVA ("Variables con distribucion asimétrica fueron
transformadas logaritmicamente para el andlisis). ® p<0.05 vs. controles, ® p<0.05 vs. NLP.

Algunos estudios han sugerido que la cuantificacion de las Apo A-1 y Apo B pueden
ser de mas utilidad para valorar el pronéstico de enfermedad cardiovascular que las
mediciones de colesterol de las LDL y las HDL. Las estatinas también disminuyen la

Apo B circulante. Como resultado de esta accion de las estatinas, los valores de Apo
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B fueron menores en los dos grupos de pacientes que en el grupo de hombres
sanos, pero la diferencia fue significativa solo con el grupo NLP (Tabla 6). Las
concentraciones de Apo A-I fueron significativamente menores en el grupo HA+HTG
en comparacion con los otros dos grupos. El valor alto de la relacion de Apo B/Apo
A-l también tiene utilidad en la prediccién de eventos cardiovasculares (>0.7).%* El
grupo HA+HTG mostré el valor mas alto de esta relacién y la diferencia fue

significativa con el grupo NLP que tuvo el valor mas bajo.

Tabla 6. Valores medios de apolipoproteina A-l y apolipoproteina B en plasma
y relacion Apo B/Apo A-l en los tres grupos de estudio

Pacientes coronarios Controles p
HA + HTG NLP
(n = 34) (n = 35) (n = 20)
Apo B (mg/dL) 76.00 £ 19.00 66.20 £ 16.70* 81.70%+ 16.70 0.006

Apo A-1 (mg/dL) T 144.10+ 18.00®° 166.30 +23.30 166.50 +37.60  0.001

Relacién b a

Apo B/Apo At 0.53+0.14 0.40 +0.11 0.50£0.13 <0.001
Apo A-l, apolipoproteina A-l; Apo B, apolipoproteina B; HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40
mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150 mg/dL); NLP = Normolipidemicos.

Valores expresan media + desviacién estandar . ANOVA ('Variables con distribucion asimétrica
fueron transformadas logaritmicamente para el analisis). ® p<0.05 vs. controles, ® p<0.05 vs. NLP.

Los cambios cualitativos de las LDL pueden ser identificados por la presencia de
particulas de LDL pequenas y densas. La relacion C-LDL/Apo B se usa como un
marcador subrogado de este tipo de particula LDL. La Tabla 7 muestra la
comparacién de esta relacion en los tres grupos. Se encontraron diferencias
significativas, con los valores mas bajos en los pacientes, particularmente en el
grupo HA+HTG, sugiriendo la presencia de particulas de LDL pequenas y densas.

Un analisis similar de las HDL revel6 que la relacion C-HDL/Apo A-1 fue

53



significativamente mas baja en los dos grupos de pacientes, pero con mayor
reduccién en el grupo HA+HTG, indicando la presencia de particulas de HDL de

menor tamafo (Tabla 7).

Tabla 7. Relaciones C-LDL/apo B y C-HDL/apo A-l en pacientes y controles

Pacientes coronarios Controles p
HA + HTG NLP
(n = 34) (n = 35) (n=20)
C-LDL/Apo B 2.20 +0.48% 2.56 £ 0.46% 3.45 £ 0.91 <0.001
C-HDL/Apo A- 0.56 +0.10% 0.76 £0.12% 0.93 +0.23 <0.001

Valores expresan media t desviacion estdndar. ANOVA(debido a su distribucion asimétrica las
variables se transformaron logaritmicamente). ® p<0.05 vs. controles, ® p<0.05 vs. NLP.

El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de las LDL confirmé la existencia de
particulas de LDL de menor tamano en los pacientes, pero la diferencia sélo fue
significativa al comparar el grupo HA+HTG con el grupo control (Tabla 8). Se han
descrito dos patrones de subclases de LDL,® el patrén A se caracteriza por el
predominio de particulas de LDL > 25.5 nm, y el patrén B por la predominancia de
LDL pequenas (< 25.5 nm). Treinta y tres por ciento de los pacientes HA+HTG
tuvieron el patron B de LDL, mientras que este patron se observé en sélo 5.9% de
los pacientes NLP y estuvo ausente en los sujetos sanos. En la Figura 4 se muestra
un gel de poliacrilamida con algunos datos comparativos de muestras de los tres
grupos estudiados. Por mencionar algunos ejemplos, el pozo 3, 4 y 6 representan el
grupo NLP, control y HA+HTG respectivamente; el pozo 5 un estdndar de proteinas
de alto peso molecular y el pozo 7 una muestra de diametro de LDL conocido para

identificar la variabilidad de las determinaciones.
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Tabla 8. Tamano, composicidon quimica, susceptibilidad a la oxidaciéon de LDL
y patrén B en los tres grupos estudiados

HA + HTG NLP CONTROLES

(n = 34) (n = 35) (n = 20) P
Tamario de LDL (nm)* 2598 +0.82°  26.39 +0.47 26.8 +0.9 0.001
Proteinas en LDL (%)" 29.47 +5.24 31.86 +4.99 30.4 +11.0 0.512
Triglicéridos en LDL (%) 9.23 +2.33° 8.49+2.11° 562+145  <0.001
CL en LDL (%) 11.11+£1.292  11.31 +1.40° 9.71+1.43 0.001
CE en LDL (%)* 2537 +2.73°  24.34+234°  31.68+8.51 0.005
Fosfolipidos en LDL (%) 2483+213°  24.05+262 223+2.93 0.035
Fase de latencia (min) ' 58.85 + 11.06°  65.61 + 11.96 62.3 + 5.06 0.045
% Patrén B de LDL n (%) 11 (33.3)%° 2 (5.9) 0 (0.0) 0.001%

HA = Hipoalfalipoproteinemia (C-HDL < 40 mg/dL); HTG = Hipertrigliceridemia (Triglicéridos > 150
mg/dL); NLP = Normolipidémicos;

Valores expresan media + desviacion estandar. ANOVA ("Variables con distribucion asimétrica fueron
transformadas logaritmicamente para el analisis). ® p<0.05 vs. controles, ® p<0.05vs. NLP.

% Patrén B = Proporcidon de pacientes con LDL < 25.5 nm, Valores expresan nimero de casos
(porcentaje total del grupo estudiado), & Valor de p determinado por la prueba de Chi?

Figura 4. Determinacion del tamafio de las LDL en gel de poliacrilamida del 2

. al 14%
— - -

'-

Particulas
de LDL

Tiroglobulina
17 nm

Ferritina
12.2 nm

Catalasa
6.2 nm
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A continuaciéon se muestran algunos resultados de los diametros de LDL en los tres

grupos estudiados obtenidos de la grafica de calibracion:

No. de RF .,
pozo Muestra (Factor de migracion) Diametro
6 HA+HTG 0.26 25.40
3 NLP 0.24 26.24
4 Control 0.23 26.64
muestra diametro
7 conocido 0.23 26.64

En la Figura 4, se puede observar claramente que las bandas de las particulas de
LDL de las muestras de los pacientes con HA+HTG y NLP tuvieron un factor de
migracién (RF) mayor comparado la muestra del control, por lo tanto, las de LDL de

los pacientes coronarios fueron mas pequenas que las del grupo control.

Al evaluar la susceptibilidad a la oxidacion de las LDL a través de la formacién de
dienos conjugados inducida por Cu?* en los tres grupos se obtuvo que la fase de
latencia comparada con el grupo control y el NLP fue significativamente menor en el
grupo HA+HTG (62.30, 65.61 y 58.85 min respectivamente), indicando mayor
susceptibilidad a la oxidacién de la LDL en estos pacientes, tal como lo muestran

datos representativos de la Gréfica 1.
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Grafica 1
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Durante varios afnos se han acumulado evidencias de que la oxidacion de las LDL
juega un papel central en la aterogénesis. La PON1, enzima asociada a las HDL, se
ha identificado como un factor importante en la capacidad de las HDL para evitar la
modificacién oxidativa de las LDL. En el presente trabajo se examiné la actividad de
PONT1, utilizando paraoxén como sustrato exégeno, en los tres grupos estudiados.
En la Figura 5 se muestra que la actividad de PON1 estuvo significativamente baja
en los dos grupos de pacientes coronarios en comparacion con el grupo control.

Debido a que se ha reportado que la simvastatina aumenta la actividad de PON1,>®
los resultados también se analizaron en los pacientes tratados con simvastatina

(n=34) y en los que recibian otras estatinas (n=35). Los valores de la actividad de
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PON1 aunque mas altos en los tratados con simvastatina (232.39 + 144.95 nmol p-
nitrofenol/min/mL) que en los tratados con otras estatinas (193.53 = 145.04 nmol p-
nitrofenol/min/mL), estadisticamente no fueron diferentes (p=0.20).

Figura 5. Actividad paraoxonasa en los tres grupos de estudio
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En un analisis de regresion lineal mdltiple, en el que entraron como variables
dependientes la actividad PON1, la fase de latencia y el tamano de LDL y como
variables independientes la edad, las medidas antropométricas, los valores de
glucosa y lipidos y la composicion de las LDL, se encontré que la varianza en
actividad PON1 fue explicada en 12.5% por las concentraciones de LDL, la fase de
latencia fue explicada en 12.3% por los fosfolipidos en LDL y la varianza en el
tamano de LDL fue explicada en 18.2% por las concentraciones de TG y un 5.8%

por la edad.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que los pacientes coronarios tratados con
estatinas que han alcanzado valores meta de C-LDL (< 100 mg/dL), pero que
continian con C-HDL bajo y TG altos (HA+HTG) tienen, en comparacién con los
pacientes coronarios con lipidos normales (NLP), un perfil de riesgo cardiovascular
mas desfavorable, caracterizado por frecuencias mayores de obesidad general y
adiposidad central, valores mas altos de las relaciones CT/C-HDL, Apo B/Apo A-I,
concentraciones bajas de Apo A-l y una frecuencia muy alta de sindrome
metabdlico. La actividad de PON1 se encontrd significativamente disminuida en los
dos grupos de pacientes, pero el grupo HA+HTG presentd, ademas, anormalidades
cualitativas de lipoproteinas consistentes en particulas pequenas de LDL y HDL,
patron B de LDL mas frecuente, LDL de composicién anormal y con mayor
susceptibilidad a la oxidaciéon. Este conjunto de alteraciones puede contribuir al
aumento de riesgo de sufrir nuevos eventos cardiovasculares.

Los estudios que han investigado la actividad PON1 en pacientes con enfermedad
coronaria establecida consistentemente han encontrado valores bajos en
comparacion con sujetos sanos.®*®>% También se ha reportado que la actividad baja
de PON1 es un factor de riesgo independiente para eventos coronarios recurrentes
en pacientes con enfermedad cardiovascular preexistente.®”%® Los resultados del
presente estudio confirman los valores bajos de la actividad PON1 en la enfermedad
coronaria aun en pacientes tratados con estatinas que han logrado valores meta de

C-LDL.
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En un estudio® realizado en 21 pacientes coronarios no diabéticos y sin tratamiento
regulador de lipidos, el tratamiento con 20 mg diarios de simvastatina administrados
durante un tiempo promedio de 6.7 semanas, produjo un aumento significativo de
aproximadamente 23% en la actividad de PON1. En el presente estudio, el andlisis
de 34 pacientes que estaban tratados con simvastatina mostré que sus valores de
actividad PON1 eran mas altos que los encontrados en pacientes tratados con otras
estatinas. Aunque la diferencia no alcanzé significado estadistico, esta observacion
sugiere que la simvastatina puede tener efecto antioxidante mediado por aumento
en la actividad de PONT, lo cual es apoyado por otro estudio® que también mostré
mayor actividad de la enzima en pacientes con hipercolesterolemia familiar tratados
con simvastatina por 4 meses.

En comparacién con los sujetos control, los pacientes NLP y los del grupo HA+HTG
tuvieron valores bajos muy similares en la actividad PON1. Sin embargo, las LDL de
los pacientes HA+HTG mostraron mayor susceptibilidad a la modificaciéon oxidativa.
La posible explicacion para este hallazgo es que el sindrome metabdlico (SM) fue
notable y significativamente mas frecuente en el grupo HA+HTG. Ademas de los
valores bajos de C-HDL y altos de triglicéridos, este sindrome se caracteriza por
mayor proporcién de LDL pequefas y densas,®® cambios en la distribucién de las
subclases de HDL con predominio de las particulas pequefas y, consecuentemente,
menor tamafo promedio de las HDL,* estrés oxidativo elevado y HDL
disfuncionales con capacidad antioxidante disminuida.’’ En los pacientes coronarios
HA+HTG del presente estudio, se encontrd una relacion C-LDL/ApoB

significativamente menor, altamente sugerente de la presencia de LDL pequefias y
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densas. Lo cual fue confirmado por la medicion del tamano de LDL mediante
electroforesis en gel en gradiente de poliacrilamida; tuvieron ademas un aumento
significativo en la proporcion de patrén B de LDL. Es conocido que las LDL
pequefas y densas son mas susceptibles a la oxidacion.?? Se ha sugerido que esto
es debido a que su afinidad reducida por el receptor hepatico de LDL prolonga el
tiempo de residencia de LDL en la circulacion, con la subsecuente mayor exposicion
al ataque por las especies reactivas al oxigeno.*® Asociadas a los valores bajos de
C-HDL, los pacientes HA+HTG mostraron concentraciones significativamente
menores de su péptido estructural, la Apo A-l. También tuvieron significativamente
mas baja la relacion C-HDL/Apo A-l, indicando la existencia de particulas de HDL
pequenas y densas. Se han mostrado que este subtipo de particulas HDL tiene
composicién alterada y capacidad antioxidante disminuida en pacientes con
sindrome metabdlico.®’ En conjunto, estas alteraciones pueden haber contribuido a
la mayor oxidabilidad de LDL observada en los pacientes HA+HTG. Las
anormalidades cualitativas de LDL y HDL encontradas en los pacientes HA+HTG
pueden contribuir a la mayor incidencia de eventos cardiovasculares observada en
los pacientes con C-HDL bajo tratados con estatinas.”® Se ha demostrado que las
LDL promueven la enfermedad aterosclerosa. Un principio basico es relacién al
papel de las LDL en la aterosclerosis es su modificacion quimica, que las convierte
en particulas toxicas a la vasculatura.®* Durante las Gltimas décadas, se han
acumulado evidencias que apoyan la oxidacion como la principal modificacion
proaterogénica que ocurre en las LDL. La hipétesis de la oxidacion® postula que la

modificacién oxidativa de la proteina y lipidos de las LDL, favorecen la captacién no
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regulada de esta lipoproteina oxidada por macréfagos y células musculares lisas,
transformandolas en células espumosas ricas con colesterol tipicas de la lesién
aterosclerosa. Como ya se menciond, las LDL oxidadas tienen otros efectos
aterogénicos: estimulan la migracion de monocitos al subendotelio, aumentan la
expresion de moléculas de adhesién, estimulan la replicacibn de macréfagos y
células musculares lisas, son citotoxicas y pueden provocar necrosis de la placa,
estimulan la agregaciéon plaquetaria y alteran la funcién endotelial.*® Con base en
estos hallazgos reportados en la literatura, es razonable suponer que los pacientes
con HA+HTG y mayor oxidabilidad de las LDL, tienen mayor riesgo de presentar
eventos coronarios recurrentes.

Al igual que las LDL, las HDL son un grupo heterogéneo de particulas que difieren
en tamafio, composicién, densidad y carga.?” Se ha descrito que las HDL pequefias
promueven mayor eflujo de colesterol y tienen mayor actividad antioxidante® y
antiinflamatoria®® que las particulas grandes de HDL. Aunque la proporcién de HDL
pequefias se encuentra aumentada en las personas con C-HDL bajo'® y en los
pacientes con sindrome metabélico,’ su composicién quimica y su capacidad
funcional estan alteradas.®'® Por otra parte, se ha encontrado que el aumento de
HDL pequefias, se asocia a la prevalencia de enfermedad arterial coronaria.'’
Todavia mas importante son los resultados de Asztalos et al.'® en el que las
subclases de HDL fueron determinadas en pacientes coronarios con c-HDL bajo. En
el seguimiento a 5 afos de los pacientes de ese estudio, los autores observaron que

el patron de subclases de HDL caracterizado porque el aumento de HDL pequefas y
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disminucion de las HDL grandes se asoci6 a mayor recurrencia de eventos
coronarios, alin después de ajustar por factores de riesgo tradicionales.'*

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

eventos futuros es mayor.
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CONCLUSIONES

Este estudio muestra que los pacientes con enfermedad arterial coronaria y con
HA+HTG a pesar del tratamiento con estatinas, presentan anormalidades en las
caracteristicas bioquimicas de las LDL y funcionales de las HDL, ademas una
frecuencia mayor de factores de riesgo tradicionales. La actividad de PON1 estuvo
reducida en comparacién con los sujetos sanos, pero los valores fueron similares

a los encontrados en los pacientes normolipidémicos.

Las alteraciones encontradas en los pacientes HA+HTG se asocian a mayor
riesgo de eventos cardiovasculares recurrentes. Esta condicién puede contribuir a
la morbimortalidad mas alta observada en los pacientes coronarios con C-HDL

bajo que han alcanzado valores de C-LDL inferiores a 70 mg/dL.”

Por lo tanto, aunque la reduccién de las concentraciones de C-LDL continda
siendo la meta principal del tratamiento de la EAC, los resultados de este trabajo
sugieren que los valores bajos de C-HDL deberian también ser considerados

como objetivo de la terapia reguladora de lipidos.
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