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Resumen

Titulo: Andlisis de la composicion de las lipoproteinas de alta densidad mediante la

espectrometria de masas en pacientes con lupus eritematoso generalizado.

Introduccidn: el colesterol de alta densidad (C-HDL) desarrolla un papel protector para
enfermedades cardiovasculares. Las caracteristicas especificas que permiten al C-HDL
llevar a cabo su funcion se consideran en gran medida asociadas a su composicion
estructural Unica. Se ha planteado disfuncién del C-HDL, y con ello pérdida de su papel
protector para riesgo cardiovascular en pacientes con enfermedades inflamatorias agudas
y crénicas; esto se atribuye a cambios de la molécula asi como la sobresaturacién de la
misma con particulas inflamatorias circulantes. Sin embargo, no se cuenta con estudios
descriptivos detallados de la composicién del C-HDL en pacientes con enfermedades
inflamatorias crénicas que permitan corroborar esta hipétesis. Por lo anterior, se decidié
estudiar la composicion y contenido del C-HDL en personas sanas y pacientes
diagnosticados con lupus eritematoso generalizado (LEG), el prototipo de enfermedad

autoinmune y por ende un modelo de inflamacién crénica, en fase activa e inactiva.

Objetivos: describir de forma detallada la composicion estructural del C-HDL mediante
espectrometria de masas en personas sanas y pacientes con lupus eritematoso

generalizado activo e inactivo, asi como describir las diferencias entre estos grupos.

Material y métodos: se realizé un estudio observacional, descriptivo y comparativo entre
casos y controles, se estudiaron diversas variables antropométricas, bioquimicas y
cuestionarios clinicos de forma trasversal. Se incluyd un total de 10 controles sanos y 28
casos de pacientes con LEG, de este ultimo grupo 14 pacientes con enfermedad activa y
14 pacientes inactivas. Se llevd a cabo analisis estructural de C-HDL mediante
espectrometria de masas de alta resolucion en la totalidad de los pacientes de cada grupo

para describir y reportar diferencias.



Resultados: el C-HDL presenta notables diferencias entre casos y controles, incluso entre
casos con enfermedad activa e inactiva. Estas diferencias son predominantemente
consecuencia de la presencia de multiples y distintas proporciones de los constituyentes

conocidos del C-HDL.

Conclusiones: el C-HDL es diferente entre personas sanas y con enfermedades
inflamatorias. Estas diferencias concuerdan con la literatura médica que sustenta la

disfuncion del C-HDL en enfermedades inflamatorias.



Marco tedrico

El colesterol de alta densidad

Tradicionalmente el colesterol de alta densidad (C-HDL) se ha conocido como un factor
protector para riesgo cardiovascular, esto a través de propiedades estructurales y
funcionales propias al C-HDL, las cuales le permiten participar en procesos como el
trasporte inverso de colesterol, inhibicién de la oxidacién de fosfolipidos en el colesterol
de baja densidad (C-LDL), regulacién a la baja de citocinas inflamatorias asi como de
moléculas de adhesidn a células vasculares; estas propiedades balancean y mitigan el

papel aterogénico del colesterol de baja densidad (C-LDL).

Sin embargo, el C-HDL es diverso en su composicion y funcionalidad acorde a las
comorbilidades de las personas, ya que el medio en el que la molécula se encuentra,
define ciertas propiedades de la misma, es asi como se ha determinado que en contextos
especificos podemos encontrar C-HDL de “funcidn paraddjica” o inflamatoria la cual

incrementa incluso el riesgo cardiovascular.

Colesterol de alta densidad en procesos inflamatorios

Entidades clinicas como la cardiopatia isquémica, equivalentes de riesgo coronario,
sindrome metabdlico, enfermedad renal crénica, sindrome de apnea obstructiva del
suefo, infecciones, procesos quirurgicos y enfermedades reumatolégicas, algunas en
mayor proporcion a otras, se han asociado a la pérdida de la capacidad protectora del C-

HDL, incluso hasta convertirla en una molécula pro-inflamatoria y aterogénica. (Figura 1).



Figura 1. Cambios moleculares en C-HDL durante procesos inflamatorios
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Se conoce que los principales inductores de cambios estructurales en C-HDL son la
interleucina 6 y el interferdn alfa, ambas incrementadas en procesos inflamatorios como
las entidades clinicas antes referidas, las cuales generan expresion de amiloide sérico Ay
fosfolipasa secretora A2 del grupo IIA. Asi, como parte de los procesos inflamatorios el C-
HDL se modifica uniendo reactantes de fase aguda como amiloide sérico Ay
ceruloplasmina, los cuales saturan al C-HDL y con lo que desplazan y disminuyen al
principal componente protector y anti-inflamatorio del colesterol de alta densidad que es

la proteina Apo Al. (Figura 2).




Figura 2. Procesos inflamatorios y cambios funcionales en C-HDL
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Alteraciones del colesterol de alta densidad en pacientes

con enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso generalizado, artritits
reumatoide, sindrome de Sjégren, espondilitis anquilosante, colitis ulcerativa crénica y
enfermedad de Chron, entre otras, en su papel de ser un proceso inflamatorio crdénico,
inducen que los cambios en la composicion del C-HDL sean persistentes. Distintos
modelos de enfermedades inflamatorias crénicas han reportado colesterol de alta
densidad estructuralmente anormal, en hasta 42% de los pacientes con lupus eritematoso
generalizado yen hasta un 20% de los pacientes con artritis reumatoide, acorde a algunas

series.

Conocer, definir y sobre todo, comprender la funciéon del C-HDL en modelos de
inflamacidn persistente, asi como a través de los distintos espectros de esta, manifestada
por grados de actividad de las enfermedades, podra favorecer la blisqueda intencionada
de intervenciones que favorezcan llevar al C-HDL hacia un perfil anti-aterogénico y anti-
inflamatorio que amortiglie adecuadamente los cambios inducidos por la inflamacién
cronica propia a estas enfermedades.
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Justificacion

Comparar y describir diferencias en la composicion del C-HDL en personas con una
enfermedad inflamatoria crénica, como lo es el LEG, respecto a personas sanas podra
contribuir al entendimiento del papel que desarrolla el C-HDL en el riesgo cardiovascular
de estos diferentes grupos, una explicacién tedrica tentativa acerca de los elementos
propios al cambio de la molécula que estimulan el incremento y aceleracién en la

aterosclerosis.

Hipoétesis

Hipdtesis nula: la composicidn proteica del C-HDL serd igual en personas sanas y pacientes

con LEG activo e inactivo.

Hipdtesis alterna: la composicidn proteica del C-HDL sera distinta en personas sanas al

compararlas con pacientes con LEG, asi como entre pacientes con LEG activo e inactivo.

Objetivos
Objetivo general:

Conocer la composicién proteica del C-HDL en personas sanas y pacientes con LEG activo e

inactivo, asi como llevar a cabo una comparacién entre grupos.

Objetivos especificos:

1. Medir la concentracién de lipidos sanguineos (triglicéridos, colesterol total,
colesterol de alta densidad y colesterol de baja densidad) en personas sanas asi
como pacientes con LEG activo e inactivo.

2. Identificar los péptidos contenidos en el C-HDL de forma total asi como en sus

respectivas subclases.
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3. Comparar la concentracion de lipidos sanguineos y C-HDL total, asi como los
péptidos contenidos en éstos, entre personas sanas y pacientes con LEG activo e
inactivo.

4. Proponer un marcador bioquimico subrogado que identifique C-HDL disfuncional.

Material y métodos

Se realizé un estudio trasversal, observacional, descriptivo y comparativo. Se invitaron a
participar a pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado (LEG) atendidos
en el departamento de Reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran”. El diagndstico de LEG (casos) fue definido acorde a los
criterios de la ACR (American College of Rheumatology) para esta enfermedad
establecidos en 1982; el grado de actividad fue estratificado con base en el cuestionario
“Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000” (SLEDAI2K) con un punto de
corte para enfermedad activa mayor a 6 puntos asi como criterio clinico de los
reumatologos del Instituto (29, 30). Los pacientes con enfermedad inactiva se catalogaron
como tales con base a un indice de SLEDAI2K menor a 6 puntos, un periodo minimo de
inactividad de 6 semanas asi como criterio clinico por parte de un reumatdlogo. Las
personas sanas (controles) fueron reclutadas de poblacién general mexicana invitada a
participar en el estudio. Se realizé pareo de casos y controles acorde a sexo y edad (+/- 5

afos de edad).

Resultados

Para el grupo de controles se reclutaron un total de 10 pacientes, 9 mujeres y 1 hombre.

En todos ellos se realizé cromatografia liquida de alta resolucion para C-HDL.

En lo respectivo a los casos, se reclutaron 28 pacientes con diagndstico de lupus
eritematoso generalizado (LEG). De este grupo, 14 pacientes considerados con actividad al

momento de estudio (12 mujeres, 2 hombres) asi como 14 pacientes sin presencia de
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actividad al momento del estudio (14 mujeres); lo anterior representado por una

puntuacion en SLEDAI2K de 13.23 £ 5.50 y de 2.0 £ 1.15 para cada grupo respectivamente

(p = <0.001).

Dentro de las variables demograficas (Tabla 1) se encontrd significancia estadistica (valor

de p <0.05) en el indice de cintura cadera, presion arterial diastdlica asi como horas de

caminata en 7 dias entre controles y casos. Dentro del grupo de los casos, se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre casos activos e inactivos para el indice de

actividad SLEDAI2K y el uso de corticoesteroides.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas entre controles, casos inactivos y casos activos

Variable Control Caso inactivo Caso activo p
(n=10) (n=14) (n=14)
Mujer/Hombre 9(90%) / 1(10%) | 14(100%)/0(0%) | 12(85.71%)/2(14.28%) | 0.28
Edad 29.50 +5.89 39.00 £ 15.24 31.16 + 8.68 0.10
Peso (K) 58.51 + 16.00 66.24 £ 13.75 65.97 £12.49 0.53
Talla (m) 1.60+0.13 1.55+0.07 1.57 +0.07 0.63
indice de masa corporal 22.75+3.07 27.41+5.47 26.67 £5.37 0.22
indice cintura-cadera 0.78 £0.09 0.89 £ 0.07 0.87£0.10 0.02
Presidn arterial sistdlica 105.50 + 13.84 112.50 + 11.38 117.16 +11.83 0.14
Presion arterial diastdlica 66.50 + 10.55 78.16 £9.16 78.33+12.44 0.02
Tabaquismo positivo 3 (30%) 1(7.14%) 0 (0%) 0.10
Hrs caminata en 7 dias 25.67 +39.07 1.42 +0.53 1.49+0.76 0.01
SLEDAI2K | e 2.00+1.15 13.23+5.50 <0.001
Uso de corticoides | —ememeeee- 1(7.14%) 12 (85.71%) 0.01
Uso de inmunosupresores | --—-—-——- 7 (50%) 7 (50%) 0.57
Uso de calcio antagonistas | = ----—-—-- 1(7.14%) 0 (0%) 1.0
Uso de levotiroxina | —-memeee- 2 (14.28) 1(7.14%) 0.50
Uso de antimalaricos™ | = —memmmm- 5(34.71%) 3 (21.42%) 0.30

K Uso de Hidroxicloroquina o cloroquina
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Por parte de las variables bioquimicas convencionales (Tabla 2) de quimica sanguinea,

perfil de lipidos asi como apolipoproteinas Ay B, se reportaron diferencias

estadisticamente significativas entre grupos para triglicéridos y apolipoproteina B. Dentro

de los grupos de lupus eritematoso generalizado estas mismas variables mantuvieron

significancia estadistica con una mayor proporcion de ambos parametros en pacientes

activos.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas entre controles, casos inactivos y casos activos

Variable Control Caso inactivo Caso activo p
(n=10) (n=14) (n=14)
Glucosa (mg/dL) 89.90 + 7.99 85.15+6.73 104 +71.14 0.52
Creatinina sérica (mg/dL) 0.68 £ 0.09 0.62£0.18 0.73+0.55 0.79
Colesterol Total (mg/dL) 178.40 £ 17.67 167.15 £ 22.77 204.30 +70.83 0.12
Triglicéridos (mg/dL) 101.80 + 37.74 124.69 £ 59.66 186.46 + 60.71 0.002
Colesterol HDL (mg/dL) 56.00 + 11.09 42.00 £+ 8.12 47.69 + 29.87 0.24
Colesterol LDL (mg/dL) 102.00 + 16.04 100.30 £ 17.25 119.38 £47.15 0.25
Apolipoproteina A (mg/dL) 145.60 + 18.79 13591 +13.31 140.47 + 68.43 0.87
Apolipoproteina B (mg/dL) 79.60 + 16.00 81.15+14.42 105.31 +£29.53 0.01

En lo referente a la composicion y diferencias estructurales encontradas por

espectrometria de masas en cromatografia liquida de alta resolucion en el C-HDL de las

poblaciones estudiadas, se comparten 21 proteinas entre casos y controles (Tabla 3);

dentro de este grupo de proteinas compartidas se encuentra una diferente proporcién de

alfa 1 antitripsina, paraoxonasa 1, FETUINA, proteina amiloide A-4, apolipoproteina My

apolipoproteina F. Estas mismas proteinas dentro del subgrupo de lupus eritematoso

generalizado presento diferencia significativa Unicamente para paraoxonasa 1 (p< 0.05).
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Tabla 3. Proteinas compartidas entre casos y controles

HDL TOTALES Control Caso inactivo Caso activo  Valor p
(n=10) (n=14) (n=14)

1 |Apolipoproteina A-l 10 (100%) 14 (100%) 14 (100%) 0.28
2 | Apolipoproteina A-ll 10 (100%) 11 (78.57%) 12 (85.71%) 0.30
3 | Alfa-1-Antitripsina 10 (100%) 3 (64.28%) 6(42.81%) <0.001
4 | Apolipoproteina E 10 (100%) 14 (100%) 13 (92.85%) 0.41
5 |Apolipoproteina B-100 10 (100%) 11 (78.57%) 12 (85.71%) 0.30
6 |Paraoxonasal 10 (100%) 7 (50%) 12 (85.71%) 0.01
7 |FETUINA 7 (70%) 1(7.14%) 3(64.28%) | 0.003
8 |Apolipoproteina A-IV 10 (100%) 14 (100%) 13(92.85%) | 0.41
9 |Apolipoproteina C-Ill 10 (100%) 13 (92.85%) 14 (100%) 0.41
10 |Proteina Amiloide A-4 (SSA4) 10 (100%) 3 (64.28%) 6(42.81%) | 0.001
11 | Apolipoproteina L1 6 (60%) 5(35.71%) 7 (50%) 0.48
12 | Apolipoproteina D 10 (100%) 13 (92.85%) 13 (92.85%) 0.68
13 | Apolipoproteina C-I 10 (100%) 11 (78.57%) 12 (85.71%) 0.30
14 | Apolipoproteina M 9 (90%) 1(7.14%) 3(64.28%) | <0.001
15 | Apolipoproteina F 8 (80%) 1(7.14%) 5(35.71%) 0.001
16 | Citoesqueleto de queratina tipo 2 (k2c1) 3 (30%) 0 (0%) 4 (28.57%) 0.08
17 |Proteina basica de plaqueta (CXCL7) 9 (90%) 9 (64.28%) 7 (50%) 0.12
18 | Proteina Amiloide A (SSA) 3 (30%) 6 (42.81%) 10 (71.42%) 0.10
19 | Proteina de canal catidnico asociada a esperma 1(10%) 0 (0%) 1(7.14%) 0.51

subuniad gamma (CTSRG)
20 | Inhibidor de la cadena pesada H4 Inter-alfa- 1(10%) 0 (0%) 1(7.14%) 0.51

tripsina (ITIH4)
21 | Clusterina 2 (20%) 0 (0%) 1(7.14%) 0.19

Exclusivamente en el grupo de los casos, tanto activos como inactivos, se encontraron 21

moléculas proteicas conocidas como propias al C-HDL de pacientes con LEG: proteina

SAA2, trastiretina, region variable de la cadena de los anticuerpos células B, HSPC319,

HCG27283, cromosoma 9 de marco de lectura abierto 19 en isoforma CRA a,

azapropazone, HSPC336, tripsindgeno catidnico, estructura cristalina de la activacion de

neutrdéfilos humanos recombinantes péptido 2, Ig cadena pesada de la region variable,

proteina poliposis locus-codificada, helicasa en dedo de zinc, SUN dominio que contiene la
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proteina 5, cromosoma 6 con marco de lectura abierto 150, proteina KIAA1545, EGF,

HCG2038395 isoforma cra b, supresor de tumor stfcdnad4, HCG 2029285 isoformacraby

KIAA1543.

Asi también, en ambos grupos de pacientes con LEG se encontrd un interesante hallazgo

de proteinas que no estaban previamente reportadas para el C-HDL en pacientes con LEG.

No hubo diferencia estadistica entre grupos activos e inactivos para todas estas proteinas

(Tabla 4) y ninguna de ellas se reporté presento en el grupo de los controles.

Tabla 4. Proteinas encontradas y no descritas para C-HDL de pacientes con LEG"
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Adicionalmente, cabe sefialar que 13 proteinas conocidas en el C-HDL de pacientes con
LEG estuvieron ausentes en nuestra poblacion de estudio: proteina fosfatasa 1J (PPM1J),
complemento C4-A (COA4), proteina relacionada con haptoglobina (HPTR), Proteina
dedicante de la citocinesis 9 (DOCK9), proteina CASP, factor plaquetaria 4 variante (PF4V),
proteina C9 o F140 (CI140), ubiquitina carboxiterminal hidrolasa 1 (UBP1), 5-oxoprolinase
(OPLA), fosfatidilinositol 4-quinasa alfa (PI4KA), dominio tudor que contiene proteina 6
(TDRD6), canal de potasio dependiente de voltaje de la subfamilia H — miembro 5

(KCNH5), CAF1B.
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Discusion

Comenzando por parametros bioquimicos generales, se encontrd diferencia en la cantidad
de triglicéridos y apolipoproteina B entre casos y controles. A lo anterior debemos tomar
en consideracidon como parametros medidos para los grupos la diferencia en indice de
cintura y cadera asi como caminata semanal, ademas de parametros propios y Unicos a los
pacientes con lupus eritematoso generalizado como la presencia de la enfermedad misma,

el uso de corticoesteroides e inmunosupresores.

Como parte de la espectrometria de masas por cromatografia liquida de alta resolucion y
con orientacidn al punto central del estudio, encontramos que al comparar la composicidn
del C-HDL de los casos y los controles se encuentran algunas proteinas compartidas como
APO Al y paraoxonasa, lo cual resulta interesante pues ambas tienen un papel conocido
en trasporte reversa de colesterol. Sin embargo, la desigualdad para la proteina de
paraoxonasa entre todos los grupos y dentro de los sub-grupos mismos de LEG, muestra
gue un ambiente proinflamatorio pudiera afectar a esta proteina en forma cuantitativa,
mientras que a APO Al en forma cualitativa. En referencia a lo anterior, es llamativo
también que entre algunas otras proteinas presentes en todos los grupos se encuentra
una diferente proporcién, como es el caso de la apolipoproteina M; la cual se presentd en
menor proporcion en los pacientes con LEG y tiene un papel conocido en la reduccién de

placas de ateroma a nivel vascular.

De manera general, los pacientes con lupus eritematoso generalizado poseen muchas mas
proteinas en la conformacidén estructural total del C-HDL, principalmente a expensas de
fragmentos de inmunoglobulinas y proteinas asociadas a procesos de inflamaciéon como
las proteinas amiloides. Una importante aportacién del estudio fue el hallazgo de 22
proteinas no conocidas para el C-HDL de pacientes con LEG, asi como la ausencia de
proteinas especificas esperadas para este grupo de pacientes. Es relevante sefialar que
todos estos ultimos hallazgos se encontraron por igual en ambos grupos de enfermedad,

activos como inactivos, sin importar el grado de actividad por SLEDAI 2K.
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Conclusién

La conformacién estructural del C-HDL es diferente entre personas sanas y quienes
padecen lupus eritematoso generalizado. Las principales diferencias entre estos grupos
son dos: una distinta proporcién de algunas proteinas compartidas por casos y controles,
asi como una mayor cantidad de fragmentos de inmunoglobulinas y proteinas asociadas a

procesos inflamatorios en pacientes con LEG.
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