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RESUMEN

ABSTRACT

Antecedentes: La concentracién de colesterol HDL-C
(HDL-C) y su principal componente proteico apolipoprotei-
na (apo) A-I estan inversamente asociados con el riesgo car-
diovascular, dejando atrés el concepto de que la terapia para
aumentar la concentracién de HDL-C y de apoA-I sea an-
tiesclerdtica y protectora contra los eventos cardiovascula-
res. Una falla reciente del farmaco torcetrapib, una proteina
inhibidora que transfiere el éster colesteril y que sustancial-
mente aumenta las concentraciones de HDL-C, ha llamado
la atencién por tener una heterogeneidad y funcién distinta
de las concentraciones de esta molécula. Contenido: Esta
revision presenta el estado actual del conocimiento sobre los
ensayos heterogéneos de HDL-C, su funcién y relacién con
la enfermedad cardiovascular. HDL-C es altamente hetero-
génea, con subfracciones que pueden ser identificadas con
base en su densidad, tamano, carga, y composicién proteica,
y el concepto atractivo de que ciertas subfracciones de HDL-
C pueden predecir el riesgo cardiovascular. Ademas, se ha
demostrado que HDL-C tiene una variedad de funciones que
pueden contribuir al efecto protector cardiovascular, inclu-
yendo la promocion del flujo de macréfagos de colesterol y el
transporte de colesterol inverso y su efecto antiinflamatorio
y promotor de 6xido-nitroso. Resumen: Los ensayos de la-
boratorio robustos para subfracciones de HDL-C y sus fun-
ciones, asi como la validacién de la utilidad de estos ensayos
para predecir el riesgo cardiovascular y estimar la respuesta
a las intervenciones terapéuticas son criticamente importan-
tes y de un gran interés para los clinicos cardiovasculares e
investigadores y quimicos clinicos.

Background: Plasma concentrations of HDL cholesterol
(C-HDL) and its major protein component apolipoprotein
(apo) A-I are strongly inversely associated with cardio-
vascular risk, leading to the concept that therapy to in-
crease C-HDL and apoA-I concentrations would be anti-
atherosclerotic and protective against cardiovascular
events. The recent failure of the drug torcetrapib, a cho-
lesteryl ester transfer protein inhibitor that substantially
increased C-HDL concentrations, has brought focus on
the issues of HDL heterogeneity and function as distinct
from C-HDL concentrations. Content: This review ad-
dresses the current state of knowledge regarding assays of
HDL heterogeneity and function and their relationship to
cardiovascular disease. HDL is highly heterogeneous,
with subfractions that can be identified on the basis of
density, size, charge, and protein composition, and the
concept that certain subfractions of HDL may be better
predictors of cardiovascular risk is attractive. In addi-
tion, HDL has been shown to have a variety of functions
that may contribute to its cardiovascular protective ef-
fects, including promotion of macrophage cholesterol ef-
flux and reverse cholesterol transport and anti-inflam-
matory and nitric oxide-promoting effects. Summary:
Robust laboratory assays of HDL subfractions and func-
tions and validation of the usefulness of these assays for
predicting cardiovascular risk and assessing response to
therapeutic interventions are critically important and of
great interest to cardiovascular clinicians and investiga-
tors and clinical chemists.
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INTRODUCCION

Se estima que 1.2 millones de estadounidenses experi-
mentan un infarto al miocardio al ano.! Hay muchi-
sima evidencia de la efectividad de las terapias para
disminuir el colesterol LDL (LDL-C)*, particularmen-
te las estatinas, tanto en la prevenciéon primaria
como secundaria de la enfermedad aterosclerética
vascular. A pesar de los beneficios antiaterogénicos
de las estatinas, atin permanece un riesgo residual
sustancial. Los estudios epidemioldgicos y clinicos
prospectivos aleatorios han mostrado de manera con-
sistente una asociaciéon inversa muy poderosa entre
la magnitud del colesterol HDL (HDL-C) y la enfer-
medad coronaria (EC).2 En el Framingham Heart
Study, cada aumento de 10 mg/dL (0.26 mmol/L) en
HDL-C estaba asociado con una disminucién signifi-
cativa del riesgo relativo para la mortalidad por en-
fermedad coronaria en 19% de los hombres y 28% de
las mujeres.? La prevalencia de concentraciones bajas
de HDL-C como lo definen las Guias del Programa
Nacional de Educacion en Colesterol para Adultos en
Tratamiento del Panel III (ATP-III) como < 40 mg/
dL (= 1.04 mmol/L) en los hombres y < 50 mg/dL
(= 1.30 mmol/L) en las mujeres,* fue tan alta como el
66% en las poblaciones de alto riesgo con enfermedad
coronaria que estaban en terapia con estatinas, con
relaciéon a las concentraciones de LDL-C.5 En el ana-
lisis post-hoc del estudio de Tratamiento de Nuevas
Metas, Barter y cols.’ encontraron que HDL-C era
un predictor significativo de eventos cardiovascula-
res mayores, incluyendo la cohorte con concentracio-
nes de LDL-C por debajo de 70 mg/dL (1.81 mmol/L);
aunque el HDL-C bajo predice el riesgo aun en pa-
cientes tratados con estatinas.

A pesar de los datos observacionales abrumadores
que incluyen una relaciéon inversa de las concentra-
ciones de HDL-C y apolipoproteina A-I (apoA-I) con
el riesgo de enfermedad coronaria, hay inconsisten-
cias en la experiencia observacional y de intervencién
que levanta importantes preguntas acerca del valor

¥ Abreviaturas no estandar: LDL-C: LDL colesterol; HDL-C: HDL
colesterol; EC: enfermedad coronaria; apo: apolipoproteina; LCAT:
lecitin:colesterol aciltransferasa; ABCA1: ATP-transportadora del cas-
sette Al; VA-HIT: Estudio de Intervencién de Lipoproteina de Alta
Densidad de la Oficina de Veteranos; CETP: proteina de transferencia
de éster de colesterol; TRC: transporte reverso de colesterol: SR-BI:
receptores removedores tipo Bl; VAP: vertical de autoperfil; EGC:
electroforesis por gradiente de gel; RMN: resonancia magnética
nuclear; LpA-I: apolipoproteina que contiene sélo apoA-I; LpA-l1:A-Il:
apolipoproteina que contiene apoA-1'y apo-A-Il; FER, : velocidad de
esterificacion fraccional en HDL: PONT1: paraoxonasa.
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de las mediciones de HDL-C y apoA-I como indicado-
res causales del riesgo de aterosclerosis. Hay varios
sindromes genéticos de valores muy bajos de HDL-C y
apoA-I que no estan claramente asociados con el au-
mento de riesgo de enfermedad coronaria prematura.
Por ejemplo, una deficiencia en la lecitin:colesterol
aciltransferasa (LCAT) no parece aumentar el riesgo
cardiovascular a pesar de que las concentraciones de
HDL-C sean de <15 mg/dL (<0.39 mmol/L).” Es su-
mamente conocido que individuos heterocigotos para
la mutacién Milano del gen 2 de la apolipoproteina A-
I (APOAD)" no desarrollan enfermedad cardiovascu-
lar temprana a pesar de que el HDL-C fuese de < 20
mg/dL (< 0.52 mmol/L),® una situacion similar lo es
para la mutacion Paris para APOAIL.® Aun la enfer-
medad Tangier, causada por mutaciones en la ATP-
transportadora del cassette Al (ABCAI) que transpor-
ta el gen (ABCAI), en el cual la concentracion del
HDL/C y la apoA-I son virtualmente indetectables,
no esta asociada con el marcado aumento en la enfer-
medad coronaria que puede esperarse de un fenotipo
tan dramatico.!® Es muy importante remarcar, que
los pacientes con deficiencia a LCAT y enfermedad
Tangier a menudo tienen disminuidas las concentra-
ciones de LDL-C, las cuales pueden ser un factor que
establezca las bajas concentraciones de HDL-C."10
Estas enfermedades genéticas estan asociadas con
un aumento significativo del cambio en HDL, por lo
cual mediciones en estado estables pueden ser menos
informativas que mediciones del flujo del cambio de
HDL.!! En cualquier caso, estas enfermedades ilus-
tran como simples mediciones de HLD no siempre co-
rrelacionan con el riesgo cardiovascular. Datos de in-
tervenciones aleatorias en estudios controlados para
HDL dan una impresién compleja similar. Los fibra-
tos, o agonistas receptores « para peroxisoma prolife-
radora activada, tienen modestos aumentos de HDL
en el humano, pero los datos sobre su relacién en la
reduccion del riesgo cardiovascular son confusos. Los
efectos cardioprotectores de los fibratos fueron suge-
ridos en el estudio de Helsinki Heart'? y en el estudio
de intervencion de lipoproteinas de alta densidad de
la Oficina de Veteranos (Veterans Affairs High-Densi-
ty Lipoprotein Intervention trial, VA-HIT).!®* De he-
cho, un estudio posterior especificamente estuvo diri-
gido a los hombres con HDL-C bajo y permanece aun

" Genes humanos: APOAI: apolipoproteina A-I; ABCA1, ATP-
transportadora del cassette, subfamilia A (ABC1), miembro 1;
ABCG1: ATP-transportadora del cassette, subfamilia G (WHITE),
miembro 1; CETP, proteina de transferencia de ésteres de
colesterol en plasma.
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siendo el mejor ejemplo de estudios clinicos positivos
en el aumento de HDL, aunque la magnitud del au-
mento de HDL fue pequena, y el beneficio no se rela-
cioné directamente con el aumento de HDL per se.
Otros estudios de fibratos, como el de Prevencién
del Infarto con Bezafibrato!* y el de Intervencion
con Fenofibrato y la disminucién del evento en Dia-
betes,' a pesar de sugerir un beneficio positivo, fue-
ron defraudantes. El acido nicotinico (niacina), co-
munmente comercializado, es el farmaco mas
efectivo para aumentar el HDL, pero datos de estu-
dios clinicos mostraron resultados benéficos!'®!” antes
del uso de estatinas, aunque la evidencia es muy poca
para poder mostrar beneficios en esta era tan popu-
lar con el tratamiento con estatinas. Algunos estu-
dios de imagen de aterosclerosis usando el grosor de
la intima-media de la carétida (IMT)!® o la angiogra-
fia la coronaria,' han sugerido el beneficio de agre-
gar niacina a la estatina. Un meta-analisis de los es-
tudios clinicos usando ultrasonido intravascular
sugiere que estos cambios en el volumen del ateroma
estaban relacionados con cambios en HDL-C,* con-
sistentes con el concepto de que la intervencién que
aumenta HDL puede ser benéfica.

La experiencia con torcetrapib, un inhibidor de la
proteina de transferencia del éster de colesterol
(CETP) ha levantado una serie de preguntas muy
profundas sobre el valor del aumento de la concen-
tracion de HDL-C para disminuir el riesgo cardiovas-
cular. El torcetrapib ha mostrado incrementos sus-
tanciales en la concentracion de HDL-C del 50 al
100%,222 y fundamentado en este efecto, se avanzé
en el desarrollo de la fase III. Sin embargo, el gran
estudio clinico Investigacion del manejo del nivel de
lipidos para entender su impacto en eventos ateros-
clerédticos, fue terminado tempranamente debido al
aumento en la morbilidad cardiovascular y la morta-
lidad total a pesar de que se observé un 72% de au-
mento en la concentracién de HDL-C en individuos
tratados con este farmaco.? Estudios de imagen
usando ultrasonido intravascular® y ultrasonido de
la carétida para medir IMT?® fueron negativos a pe-
sar de que hubo un aumento favorable similar en
HDL-C. Asi mismo, la interpretacion de los resulta-
dos del estudio clinico con el torcetrapib es complica-
da debido al hecho de que este farmaco aumenta la
presion arterial y aumenta la aldosterona como un
efecto basado en un mecanismo de cese no-mecéani-
¢0.26 De hecho, otro inhibidor CETP, el anacetrapib,
recientemente reporté un aumento de HDL de hasta
128% sin aumentar la presién arterial ambulatoria.?”
No obstante, la experiencia con torcetrapib fuerte-
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mente sugiere que las medidas terapéuticas basadas
solamente en el aumento en HDL-C no son las ade-
cuadas para reducir el riesgo cardiovascular.

La quimica analitica relacionada con la medicion
de HDL-C y las subclases de HDL han sufrido una
evolucion sustancial en las Gltimas décadas.?®? Sobre
la base de desarrollos més recientes, hay una necesi-
dad muy grande por identificar otras subclases de
HDL relacionadas y sus funciones, y encontrar bio-
marcadores que pronostiquen mejor el riesgo cardio-
vascular y puedan ser usados para estimar clinica-
mente el beneficio de las nuevas terapias para HDL.
Esta necesidad presenta una oportunidad para los
quimicos clinicos al tomar el liderazgo en el desarro-
llo y la validacién de tales marcadores. Ademas de
ser una fuente para obtener mejores marcadores para
el flujo del colesterol, la HDL tiene funciones pleio-
tropicas que incluye efectos antiinflamatorios, an-
tioxidantes, antitrombdticos y promotores del 6xido
nitrico. Esta revision se enfoca a los métodos in vitro
para medir varias subfracciones de HDL y las funcio-
nes de HDL que pudieran ser méas efectivas que lo
que se tiene actualmente como marcadores para el
riesgo cardiovascular.

Avances recientes en el entendimiento del
metabolismo de HDL y el transporte reverso
del colesterol

La regulacion molecular del metabolismo de HDL y el
transporte reverso de colesterol (Figura 1) es comple-
ja. Mucho se ha aprendido en esta tltima década, y
este tema ha sido comentado en varias excelentes re-
visiones.3%32 ApoA-I es la proteina principal de HDL
presente en casi todas las particulas de HDL y que es
sintetizada en el higado y el intestino. ApoA-I se se-
creta como una proteina pobre en lipidos, y después
rapidamente adquiere fosfolipidos y colesterol no es-
terificado de los mismos tejidos via el transportador
ABCA1 para formar las particulas discoidales HDL.?3
Esta HDL naciente adquiere ademas colesterol libre
de otros tejidos periféricos, y este colesterol es esteri-
ficado, formando ésteres de colesterol (CE) por la en-
zima LCAT asociada a HDL, generando un HDL esfé-
rico. E1 CETP transfiere CE del HDL a lipoproteinas
que contienen apoB en intercambio por triglicéridos.
Las enzimas lipoliticas, lipasa hepatica y lipasa endo-
telial, hidrolizan los triglicéridos y fosfolipidos de
HDL, generando particulas HDL pequenas. La apoA-
I que es parte de HLD madura es catabolizada por el
higado, mientras que la apoA-I pobre en lipidos es ca-
tabolizada por los rinones.
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HDL naciente puede promover el flujo del colesterol de los macré-
fagos via ABCA1 y HDL maduro via ABCGT1. El colesterol es esterifi-
cado a éster de colesterol (CE) en el plasma por lecitin-colesterol
aciltransferasa (LCAT), y ambos colesteroles, libre no esterificado
(CL) y CE son transportados al higado ya sea directamente via SR-B1
o indirectamente via transferencia a apoB-lipoproteinas (B) via
CETP. El contenido de HLD estd modulado por la lipasa hepatica
(LH), la lipasa endotelial (LE), y la proteina transportadora de fosfoli-
pidos (PTFL).

AB: 4cidos biliares; CL: colesterol libre; A-l: apolipoproteina A-I;
A-1l: apolipoproteina A-Il; RXH: receptor X hepatico; RLDL: recep-
tor LDL; TG, triglicéridos.

Figura 1. ApoA-I es sintetizada en el intestino y el higado, for-
mando particulas emergentes de HDL a través de la congrega-
cién de lipidos.

HDL facilita el proceso conocido como transporte
de colesterol reverso (TRC) en el cual el colesterol no
esterificado en los tejidos periféricos es transferido a
HDL y regresado finalmente al higado para ser ex-
cretado por la bilis y las heces. De aqui que TRC es
un mecanismo importante por el cual HDL protege
contra la aterosclerosis, aunque esta por ser demos-
trado y probado definitivamente. E1 macréfago es la
célula mas importante para la promociéon mediada
por HDL del flujo de colesterol, y la regulaciéon mole-
cular del flujo del colesterol a partir de los macrdéfa-
gos ha sido extensamente estudiada. El transportador
ABCAL1 es el instrumento en la via clasica del flujo de
colesterol por el macréfago y promueve el flujo de co-
lesterol a apoA-I pobre en lipidos como un aceptor.
Otro miembro de esta familia, ABCG1, codificado
para la ATP-transportadora del cassette, de la subfa-
milia G (WHITE), miembro del gen 1 (ABCG1), pro-
mueve el flujo del colesterol por los macréfagos a
particulas maduras de HDL. La expresion de ABCA1
y ABCG1 estéa sobrerregulada por el receptor nuclear
X hepatico, el cual es activado por los oxiesteroles,
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productos del metabolismo del colesterol por los ma-
créfagos. Una vez que el colesterol es transferido a
HDL, se requiere que el higado lo tome para comple-
tar el proceso TRC. Existen dos vias hepaticas princi-
pales en este proceso: el colesterol HDL puede ser to-
mado de manera selectiva por el higado, via el
receptor tipo BI (SR-BI), una via muy importante en
los roedores la cual no tiene CETP de manera natu-
ral. Y una segunda via en humanos y otras especies
que se expresan para CETP e involucra la transfe-
rencia de CE via CETP a lipoproteinas que contienen
apoB, las cuales son tomadas por el higado. Esta via
puede ser importante, particularmente en los huma-
nos, para la adquisicion en el higado de HDL derivada
de CE. A pesar de que la promocion del flujo de coles-
terol y TRC podria ser el mecanismo principal por el
cual HDL protege contra la aterosclerosis, durante la
altima década ha habido un crecimiento sustancial en
el interés de otras propiedades de HDL que puedan ser
atero-protectoras. Esto incluye las propiedades an-
tioxidantes y antiinflamatorias de HDL,3* asi como los
efectos promotores de 6xido nitrico endotelial y anti-
tromboético de HDL.35 A pesar del concepto de que las
particulas de HDL tienen un sinfin de propiedades que
protegen contra la aterosclerosis, y que estas funcio-
nes no necesariamente pueden ser inferidas a partir de
la medicién de las concentraciones plasmaticas de
HDL, se ha favorecido el interés en los ensayos de sus
subfracciones y de la funcién de la misma para afinar
la evaluacion del riesgo asociado a HDL.

Heterogeneidad y medicion de las subfracciones
de HDL

HDL es una macromolécula compleja formada por li-
pidos (fosfolipidos y colesterol libre no esterificado en
la superficie, y ésteres de colesterol y triglicéridos en
el centro) y proteinas (apolipoproteinas y una varie-
dad de otras proteinas en pequenas cantidades).
Subfracciones multiples de HDL basadas en su densi-
dad, tamano, carga y composiciéon pueden identificar-
se en el plasma. Un tema de considerable interés es
conocer si las subfracciones especificas de HDL le
dan una mayor habilidad para predecir el riesgo car-
diovascular que la HDL por si sola, o puede ser de
mayor utilidad en evaluar los beneficios de una inter-
vencion terapéutica dirigida hacia ella. Los pacientes
con enfermedad coronaria generalmente tienen pe-
quenas particulas mas densas de HDL, lo que nos lle-
va a pensar que particulas mas grandes de HDL pue-
den estar asociadas con una protecciéon mayor de EC.
Sin embargo, los datos que indican esta habilidad
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predictiva de las subclases de HDL para el riesgo a
EC, no son convincentes.

El método clasico para la separacion de las
subfracciones de lipoproteinas es la densidad. En
1951, Lindgren y cols. primero identificaron 2 subes-
pecies por ultracentrifugaciéon analitica basada en su
optimismo.*® HDL,, la cual tiene un rango de densi-
dad de 1.063-1.125 g/mL, comprende las particulas
m4s grandes y ricas en colesterol y la HDL,, la cual
representa el rango de 1.125-1.210 g/mL, comprende
las particulas pequenas y pobres en lipidos. Harvel y
cols, primero describieron la separacion de lipoprotei-
nas por ultracentrifugacion repetitiva, después incre-
mentaron progresivamente la densidad del solvente.’
Estas fracciones de lipoproteinas fueron divididas en
los siguientes grupos de densidad: <1.019, 1.019 -
1.063, y >1.063, los cuales mas tarde se llamaron li-
poproteinas de muy baja densidad (VLDL), de baja
densidad (LDL), y de alta densidad (HDL), respecti-
vamente. El gradiente de densidad en la ultracentrifu-
gacion continda siendo el estandar de oro para el ais-
lamiento de las lipoproteinas, aun después de 50
anos. Ultimamente, métodos mas convenientes como
es la ultracentrifugacion preparativa® o la precipita-
cion diferencial han sido desarrolladas. La ultracen-
trifugacién preparativa produce HDL, después de un
solo centrifugado a una densidad de 1.125, y la HDL,
se calcula como la diferencia entre HDL total y
HDL,. En la precipitacion selectiva de HDL, las
subfracciones HDL,, y HDL,, fueron desarrolladas
como el método analitico que consumia menos tiem-
po.3® Este método no requiere de ningiin equipo espe-
cializado y un ntimero relativamente grande de mues-
tras plasmaticas pueden ser procesadas y analizadas
al mismo tiempo.*°

La principal pregunta es si la separacién por den-
sidad de las subfracciones de HDL provee de més in-
formacién con relacion a los resultados cardiovascu-
lares que midiéndola por si misma como HDL-C. En
general, existe atin la controversia con relacién a si
el efecto antiaterogénico de HDL puede atribuirse a
una o a ambas fracciones de HDL, y cual es la impor-
tancia relativa del colesterol HDL, y HLD,. En el es-
tudio Kupio*' y en el estudio de los Suburbios de la
ciudad de Québec,*” HDL, resulté estar inversamente
asociada con la EC. La HDL, tuvo una asociaci6n in-
versa muy fuerte con EC en el estudio Physician’s
Health Study,* asi como en los grupos de estudio del
CAE Philly y el estudio Speedwell tras 5 anos de se-
guimiento,* y en el estudio Caerphilly con 9 anos de
seguimiento.*® Los resultados de estos estudios no
proveen una evidencia concluyente en la utilidad de
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la medicién rutinaria de las fracciones de HDL en la
estratificacion del riesgo para EC. La diferencia en
los resultados de varios estudios puede ser atribuida
a los diferentes métodos utilizados, la variacién étni-
ca, o la heterogeneidad probable de las subfracciones
con funciones fisiolégicamente diferentes. El método
vertical de autoperfil (VAP) es una técnica de ultra-
centrifugacion de gradiente de densidad zonal de velo-
cidad invertida, con spin vertical sencillo, que separa
todas las lipoproteinas en <1 h.*6 El anéalisis VAP
puede realizarse en menos tiempo que otros métodos
porque usa un rotor vertical en el cual las lipoprotei-
nas se separan a través del eje horizontal corto del
tubo de la centrifuga en vez del eje vertical largo,
como en la ultracentrifugacion secuencial, la cual ge-
neralmente usa rotores de camisas en columpio. El
método VAP es una prueba sensible para la compren-
siva medicion de las principales subclases de HDL.
Existen pocos datos, sin embargo, se han asociado las
diferentes subfracciones de HDL, evaluadas por el
método VAP, a eventos cardiovasculares. El método
VAP, comercializado como Atherotech, esta al acceso
para los clinicos en varios laboratorios de referencia
como una prueba de servicio al costo.

Las subfracciones de HDL pueden separarse tam-
bién con base en su tamano. El método original para
la separacion por tamano fue electroforesis por gra-
diente de gel de poliacrilamida no-desnaturalizado
(EGG) en conjunto con la densitometria automatiza-
da.*” Una revision completa y detallada del EGG de
poliacrilamida para la determinacién por tamano de
lipoproteinas, incluyendo HDL, fue publicada recien-
temente.*® Aunque los métodos estan bien estableci-
dos y son reproducibles, hay poca informaciéon que
sugiere que las subclases de HDL determinadas por
el EGG poliacrilamida sean mas predictoras de EC
que las concentraciones de HDL-C. La EGG comer-
cializada por el laboratorio Berkeley Heart, también
esta al acceso a los clinicos como un servicio por
prueba al costo.

La carga es otra propiedad importante que se ha
usado para separar las subclases de HDL. La electro-
foresis de lipoproteinas no-desnaturalizada se ha usa-
do por décadas como una técnica estandar en el labo-
ratorio para separar analiticamente las proteinas,
donde HDL migra como una banda «. La separacién
de HDL por electroforesis bidimensional (en donde se
incorpora la separacién sobre la base del tamano,
ademas de la carga) ha revelado heterogeneidad adi-
cional, con pre-$3-1, pre-f3-2, y pre-a HDL, ademas
de las especies a-migrantes.® La electroforesis bidi-
mensional ha sido usada para resolver por lo menos
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12 distintas subpoblaciones de HDL conteniendo
apoA-I. Una correlacién fuertemente negativa se ha
observado entre las particulas grandes y ricas en co-
lesterol a-1 y EC.5° En el estudio Framingham Offs-
pring,’! los casos de EC tuvieron una mayor concentra-
cion de particulas pre-3-1 y @-3 y menor concentracién
de particulas a-1, pre-a-3, y pre—a-1. Las concentra-
ciones a-1 y pre-a-3 estan inversamente asociadas,
mientras que las particulas -3 y pre-a-1 tienen una
asociacion positiva con la prevalencia de EC después
de ajustar los datos de factores de riesgo establecidos
para EC. La HDL «-1 fue la mas significativamente
asociada a la EC, y por cada miligramo por decilitro
que aument6 la concentraciéon de la particula -1,
disminuy6 la EC en un 26% (p < 0.0001). También
se observaron correlaciones significativas negativas
en el estudio HDL-Atherosclerosis Treatment® y en el
estudio VA-HIT.52 Contrariamente, el estudio VA-HIT
demostré una correlacion significativamente positiva
entre los eventos EC y las concentraciones de «-3, y
en la pequena, particulas pre-3-1 pobres en lipidos.5?
La espectroscopia por resonancia magnética nu-
clear (RMN) es otro método rapido para estimar las
subfracciones de HDL.?® Cada subclase de HDL emite
senales distintas en el RMN, las cuales tienen aptitu-
des individuales que pueden ser medidas con exacti-
tud, y estas amplitudes son directamente proporcio-
nales al nimero de subclases de particulas que
emiten una senal, independientemente de la variaciéon
en la composicion de la particula. Las particulas de
HDL cuantificadas por RMN son subclasificadas en
tres clases de tamanos, grande, mediana y pequena.
Los datos publicados indican una relacion de las sub-
clases de HDL, estimadas a través de RMN, con el
riesgo de EC. En el estudio de intervencion con esta-
tin en las arterias coronarias y la limitacién de pra-
vastatina en la aterosclerosis (Pravastatin Limitation
of Atherosclerosis in the Coronary Arteries statin in-
tervention trial),? la concentracién de las particulas
grandes y pequenas de HDL estuvieron inversamente
asociadas con la progresion de la enfermedad arterial
coronaria documentada a través de la angiografia,
independientemente del HDL-C y de otros lipidos.
En el estudio VA-HIT,? las mediciones de las con-
centraciones de las particulas totales y pequenas de
HDL por RMN fueron predictoras independientes de
recurrencia de enfermedad cardiovascular. En el es-
tudio multiétnico de aterosclerosis, el nimero total
de particulas HDL estuvo fuertemente asociado con
la aterosclerosis de la carétida que HDL-C.% Un es-
tudio recientemente reportado presenté el caso del
tamano de las particulas de HDL y el riesgo a la en-
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fermedad cardiovascular por analisis de la relacién
entre el tamano de las particulas de HDL-C y HDL
(estimadas a través de RMN) para el riesgo de enfer-
medad cardiovascular después de controlar por apoA-
I y apoB.5" Interesantemente, aunque el tamano de
las particulas de HDL-C y HDL son generalmente in-
versamente proporcionales con el riesgo de enferme-
dad cardiovascular, una vez que los resultados fue-
ron controlados por apoA-I y apoB, los niveles mas
altos de las particulas de HDL-C y HDL se encontra-
ron positivamente asociados con los eventos de EC.
El analisis de lipoproteinas por RMN, comercializada
por Liposcience, esté al acceso del clinico como una
prueba de servicio al costo.

Composicion de apolipoproteina y otras protei-
nas de HDL

La proteina mas abundante de HDL, apoA-I, puede
ser cuantificada actualmente en el plasma usando
una variedad de inmunoensayos. Una importante
pregunta es si las concentraciones plasmaticas de
apoA-I son mas predictivas de EC que las concentra-
ciones de HDL-C, aunque es dificil de estimar esta-
disticamente por la correlacion tan estrecha entre
apoA-I y HDL-C. No obstante, un gran nimero de es-
tudios prospectivos poblacionales han sugerido que
las concentraciones de apoA-I pueden ser més predic-
tivas de futuros eventos cardiovasculares que las
concentraciones de HDL-C.%® Mas atn, a pesar de que
el analisis de datos fue controlado para HDL-C,
apoA-I atin tuvo una asociacién inversamente conti-
nua con el riesgo de enfermedad cardiovascular.’” Es
posible que las concentraciones de apoA-I puedan ser
superiores para HDL-C en la prediccién de riesgo car-
diovascular, pero esta forma de aproximacién no ha
sido atin incorporada a las guias nacionales. Asi mis-
mo, nuevas intervenciones terapéuticas que aumen-
tan la concentracion de apoA-I podrian ser superiores
a aquellas que primariamente aumentaron las con-
centraciones de HDL-C, pero esta superioridad es
tedrica por ahora.

La segunda proteina mas abundante en HDL es la
apoA-II, aunque existe controversia sobre el papel de
apoA-II en el riesgo cardiovascular. Un estudio de ca-
sos y controles anidado en el gran estudio de Investi-
gaciéon Prospectiva Europea en Cancer y Nutricién
en Norfolk (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition in Norfolk trial), demostré que
las concentraciones plasmaticas de apoA-II estaban
fuerte e inversamente correlacionadas con los even-
tos de EC, incluso después de ajustarlos por los fac-
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tores de riesgo cardiovascular tradicionales y concen-
traciones de HDL-C y apoA-1.5° Asi el concepto, basa-
dos en estudios en ratones,® de que apoA-II pudiera
ser proaterogénica no apoya la evidencia epidemiol6-
gica en humanos.

HDL se puede separar en 2 subclases primarias de
acuerdo con la composicién de sus principales apoli-
poproteinas, aquellas que contienen solamente apoA-
I (LpA-I) y las que contienen ambas, apoA-I y apoA-I1
(LpA-I:A-I1).5262 En la mayoria de la gente, LpA-I es
aproximadamente un tercio y LpA-I:A-II es aproxima-
damente dos tercios del total de HDL.% LpA-I se en-
cuentra mas en HDL,, mientras que LpA-I:All, se en-
cuentra mds en HDL, % Con relacién a si alguna de
estas particulas es mas predictiva de EC, hay una va-
riedad considerable de estudios reportados. Algunos
estudios muestran que los individuos que tienen EC
presentan solamente una reduccion en LpA-1,*3% mien-
tras que otros reportan reducciones en ambas LpA-1y
LpA-1:AIlL56¢8 En el estudio Framingham Offspring y
el VA-HIT,® la cuantificacion de las subclases de HDL
LpA-1y LpA-I:A-II por electroinmunoensayo diferen-
cial en los participantes masculinos, no provee infor-
macion adicional sobre el riesgo de EC, comparado
con las mediciones de lipidos tradicionales.

Las particulas de HDL llevan un ntimero grande
de proteinas adicionales de considerable baja abun-
dancia comparado con apoAl y apoA-II. Otras apoli-
poproteinas que se conocen bien y estan asociadas
con HDL incluyen a apoA-IV; apoC-I, C-II, y C-III, y
apoE. La mayoria de estas apolipoproteinas son alta-
mente intercambiables y pueden también estar aso-
ciadas con lipoproteinas que contienen apo-B. Aun-
que la medicién de la concentracién total en plasma
de estas apolipoproteinas no es especifica en cuanto
al contenido, con respecto a la fracciéon de HDL per
se, estas mediciones se pueden obtener primero por
precipitacion de lipoproteinas que contienen apoB y
después midiendo la apolipoproteina de interés en el
sobrenadante. De hecho, esta forma fue usada para
demostrar que HDL —apoC-III, era un determinante
importante de la progresién de la aterosclerosis.™

Basandose en este reconocimiento de que HDL
contiene muchas proteinas, se han desarrollado for-
malmente analisis proteémicos de HDL. Una publica-
cion reciente determina que un gran nimero de pro-
teinas involucradas en la inflamacién, la regulacién
complementaria y la inmunidad innata estan fisiol6-
gicamente unidas a HDL humana.™ Estas observa-
ciones refuerzan el concepto de que HDL esté involu-
crada como componente de manera innata en el
sistema inmune. Un ejemplo elegante de este fenome-
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no es la demostracion de que HDL sirve de platafor-
ma para el ensamblaje de un complejo conteniendo
apoL-I y la proteina relacionada con haptoglobina
(ambas encontradas en el estudio proteémico) que es
altamente litica para una especie de tripanosoma.”™
La composicién proteica de HDL varia considerable-
mente entre los individuos, lo que es consistente con
las diferencias en la funcién de HDL entre los indivi-
duos (ver mas adelante). Uno espera que las cuantifi-
caciones especificas de la concentracién de proteina
HDL puedan finalmente permitir enlaces que estén
funcionalmente y ademaés asociados con el riesgo a la
aterosclerosis.

Estimacion del flujo y del transporte reverso
de colesterol por el laboratorio

Se han descrito varias propiedades de HDL que pue-
den contribuir a la antiheterogeneidad y efectos car-
dioprotectores de HDL (Figura 2). La hip6tesis mas
popular, sin embargo, es que HDL y apoA-I protegen
contra la aterosclerosis, por lo menos en parte, al
promover el flujo de colesterol de las células, particu-
larmente a través de la via de los macréfagos que
contienen colesterol, en la pared arterial, facilitando
el proceso de TRC, y el transporte del colesterol al hi-
gado por medio de la excrecion en la bilis y finalmen-
te en las heces. Si el TRC es un importante mecanis-
mo de ateroproteccion por HDL, esta por establecerse
atn de manera concluyente. Sin embargo, ha habido
un gran interés ultimamente para entender la regula-
ci6on molecular de esta via. Los estudios de muchos
laboratorios han confirmado que el papel del TRC no
siempre correlaciona con la concentracién en plasma

Flujo de

colesterol y TRC Efectos antiinflamatorios

Efectos anti-
apoptoticos

Efectos
antioxidantes

l

Efecto promotor de
6xido nitrico e
incremento de la
funcién endotelial

Efectos antitrombdéticos

Figura 2. Varias propiedades antiaterogénicas de HDL.
TRC: transporte reverso de colesterol.
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de HDL-C y apoA-I, lo que indica que las mediciones
de TRC o sus componentes pueden proveer de infor-
macion clinica importante mas alla de la que se ob-
tiene con HDL-C y apoA-I. Con relacién a la ateros-
clerosis, el tipo de célula mas importante para
mediar el flujo de colesterol, es el macréfago, y por
ello, la regulacién molecular del flujo de colesterol
por el macréfago ha sido de particular interés. Esta
seccion se enfoca a los ensayos de laboratorio que
pueden proveer de informacién sobre la funcién del
HDL con relacién al flujo de colesterol por el macré-
fago o TRC como promotor.

Capacidad de flujo del colesterol

La mejor de las funciones reconocidas de HDL y
apoA-I, por ser ateroprotectoras, es el impulso del
flujo del colesterol de las células, particularmente
macro6fagos, ya que son las células primarias que
acumulan el colesterol dentro de la placa ateroscleré-
tica. Ha habido una investigacién importante sobre
el mecanismo molecular por el cual los macréfagos
eliminan el colesterol. El transportador ABCA1 pro-
mueve el flujo del colesterol a apoA-I pobre en lipidos,
o pre-HDL, como un aceptor.” Los macré6fagos del
ratéon ABCA1-knockout sustancialmente han dismi-
nuido el flujo del colesterol a apoA-I pobre en lipidos,
y el trasplante de médula 6sea deficiente en ABCA1
resulté en un aumento significativo de aterosclero-
sis.”™ Recientemente, otro gen miembro de la familia
ABC, ABCG1, fue identificado como un promotor del
flujo de colesterol del macréfago a particulas madu-
ras de HDL,™ la forma mas abundante de HDL en
plasma. Asi, ABCA1 y ABCG1 acttian cooperando in
vivo para promover el flujo de colesterol por los ma-
crofagos y TRC,” lo que es consistente con una obser-
vacion reciente de que el raton deficiente en macrofa-
gos ABCA1 y ABCG1 desarrolle de manera marcada
una aterosclerosis acelerada.” Aunque SR-B1 ha mos-
trado facilitar in vitro el flujo de colesterol de los ma-
créfagos a HDL madura,”™ su papel de mediador de
TRC en macroéfagos in vivo, probablemente no tiene
importancia cuantitativa.” Los niveles de expresién
ABCA1 y ABCG1 estan regulados por receptores hepa-
ticos nucleares X a y 3.8 Un receptor sintético hepati-
cos X agonista significativamente promueven el TRC
de los macrdéfagos in vivo, a pesar de tener poco efecto
en la concentracion de HDL plasmaética;® los recepto-
res hepaticos sintéticos X también han mostrado que
inhiben o causan regresién de la aterosclerosis.5?3
Concentraciones altas de HDL-C circulante han
sido consideradas por mucho tiempo como los mejo-
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res indicadores de la promocion del flujo del coleste-
rol celular, y por lo tanto, un gran ateroprotector.
Sin embargo, las inconsistencias en la relacién de las
condiciones genéticas en el metabolismo de HDL a
aterosclerosis, asi como la experiencia con tocetra-
pid, un inhibidor de CETP, ha hecho que esta pro-
puesta sea cuestionada. De hecho, hay una variacién
considerable entre los individuos con concentracio-
nes similares de HDL-C con respecto a la habilidad
de su suero para promover el flujo de colesterol ex-
vivo,%%% y alguna evidencia de que aun después de la
normalizacién, algunas particulas de HDL son mas
efectivas para promover este flujo que otras.®” Asi, la
habilidad de analizar el suero humano o el HDL ais-
lado sobre la base de su capacidad de flujo es un mé-
todo importante para determinar la funcionalidad del
HDL y estimar las diferencias entre los individuos o
en respuesta a terapias novedosas. Los ensayos desa-
rrollados se han aplicado en la investigacion. Las cé-
lulas (a menudo los macr6fagos) se marcan con *H-
colesterol y después expuestos a suero diluido, suero
sin lipoproteinas que contienen apoB, o HDL aislada
por un periodo de tiempo definido, después del cual el
conteo en el medio, asi como el conteo remanente en
las células-asociadas, se determind y se usé para la
cuantificacion del porcentaje de flujo.® Otra forma se
basa en la concentracién en masa del colesterol en
vez que como trazador, e involucra la cuantificacién
de la masa del colesterol que aumenta en el medio
después de una incubacién con el aceptor.’” Una ter-
cera forma es la habilidad del suero para disminuir el
colesterol celular que esta disponible para la esterifi-
cacion por la actividad de la acilCoA:colesterol acil
transferasa, como una medida indirecta del flujo de
colesterol.®® Hay multiples variables en estos ensa-
yos, incluyendo el tipo de célula del donador, la natu-
raleza del aceptor (por €j. suero total, suero apoB dis-
minuido, o HDL aislado), la lectura (por ej. el
trazador de colesterol, la masa de colesterol, o indi-
cadores indirectos como la habilidad de la acil
CoA:colesterol acil transferasa) y las vias de flujo del
colesterol que son analizadas (por ej. ABCAL,
ABCG1, SR-B1, o la difusién pasiva).

El uso de la cuantificaciéon de la capacidad del flu-
jo de colesterol va en aumento en los estudios pre-
clinicos®®92 para estimar los efectos de la manipu-
laciéon genética o del tratamiento farmacolégico
sobre la capacidad del flujo independiente de las
concentraciones de HDL-C. La aplicacién en estu-
dios humanos ha sido menos comtn pero esto va en
aumento. En un pequeno estudio usando fibroblas-
tos como la célula donadora y suero de hombres que
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tenian angiografia coronaria como el aceptor, la su-
presion de fibroblastos del pool disponible de acil
CoA:colesterol acil transferasa, pero no del flujo to-
tal del trazador de colesterol marcado, demostré es-
tar relacionado con los eventos cardiovasculares.®
La HDL aislada de pacientes con deficiencia de
CETP mostré6 ser mas efectiva en promover el flujo
de colesterol que HDL de individuos sanos,® y la
HDL de individuos tratados con una alta dosis de
inhibidor torcetrapid de CETP, result6 ser mas efec-
tiva en promover el flujo.%

Las mediciones en suero de la capacidad del flujo
del colesterol o HDL son muy atractivas desde el
punto de vista conceptual y tiene la potencialidad de
desarrollarse como una herramienta del laboratorio
clinico para estimar el riesgo y la evaluaciéon de la
eficacia farmacolégica. Sin embargo, se necesita ha-
cer un trabajo sustancioso para relacionar las medi-
ciones de la capacidad del flujo con la enfermedad
cardiovascular prevalente y prospectivamente con los
resultados cardiovasculares, y para determinar si las
asociaciones son independientes de las concentracio-
nes en plasma de HDL-C 6 apoA-I.

Esterificacion de colesterol por LCAT

La via clasica TRC involucra la esterificacion del co-
lesterol expulsado antes de su transporte al higado.*
La LCAT es una enzima asociada a lipoproteina res-
ponsable de esterificar el colesterol libre a CE dentro
del compartimiento plasmatico. Una deficiencia en
LCAT esta asociada a una disminucién marcada de
las concentraciones de HDL-C, mientras que la so-
breexpresion de LCAT en el ratén y en los conejos,
marcadamente aumentan las concentraciones de
HDL-C. El CE hidrofébico se mueve al centro de la
particula de HDL, contribuyendo al alargamiento
progresivo de la molécula. Este proceso también re-
mueve colesterol libre de la superficie de HDL, lo que
ayuda al mantenimiento del gradiente de colesterol li-
bre de las células a HDL.? Aunque el aumento de la
actividad de LCAT también se ha pensado sea atero-
protectora, no hay datos adecuados que apoyen esto.
Los pacientes con deficiencia de LCAT no desarrollan
aterosclerosis acelerada, pero se ha reportado que la
funciéon disminuida de LCAT esta asociada con un
aumento de IMT en la carétida.?® Asi, en teoria, la
medicion de la actividad de LCAT en plasma puede
ser una prueba funcional que provea de una predic-
cién adicional sobre el riesgo cardiovascular. Sin em-
bargo, los métodos para medir la actividad de LCAT
no estan estandarizados. Una forma incluiria la incu-
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bacién de un sustrato exégeno de apoA-I/fosfolipidos
conteniendo colesterol libre marcado con plasma, se-
guido de una separacion del colesterol libre y esterifi-
cado y la determinacién del porcentaje de colesterol
esterificado. Este ensayo, comtinmente llamado ensa-
yo de actividad para LCAT, correlaciona mejor con
las mediciones de la masa de LCAT. Una segunda po-
sibilidad involucra la mezcla directa de colesterol li-
bre marcado con plasma, seguida de una incubacion,
separacion, y determinacién del porcentaje de coleste-
rol esterificado. Este ensayo, cominmente llamado
relacion del colesterol esterificado, es mucho més de-
pendiente del estado metabdlico y de la distribucién
de las lipoproteinas.

Ninguno de estos ensayos ha sido aplicado en
gran escala a estudios humanos para discutir la re-
lacion de la actividad de LCAT o la velocidad de es-
terificacion del colesterol para la enfermedad cardio-
vascular prevalente o en otros resultados. Tal vez,
los ensayos mas estudiados relacionados con CLAT
en humanos son conocidos como la velocidad de es-
terificacion fraccional de HDL (FER,, ). Esta es
una prueba funcional que mide la velocidad de este-
rificacion mediada por LCAT de colesterol libre es-
pecificamente para HDL en plasma sin lipoproteinas
que contienen apoB. En un modelo logistico multi-
variado, FER, fue un significante predictor de la
presencia definida angiograficamente de enfermedad
de arterias coronarias.”” Las particulas més peque-
nas de HDL tienen la velocidad de esterificacién
mas rapida, mientras que en las particulas mas
grandes, es la mas lenta.” Por ello, FER  actua
como una medida indirecta del tamano de la particu-
la de lipoproteinas. Si un ensayo estandarizado de
masa de LCAT fuera desarrollado, esta aproxima-
cion seria facilmente aplicada a grandes estudios po-
blacionales para determinar si la masa LCAT predi-
ce los eventos cardiovasculares independientemente
de las concentraciones de HDL-C y apoA-I. Es posi-
ble entonces, que las mediciones de la masa de LCAT
o de su actividad pudieran ser otra manera mas
para estimar la funcién de HDL en predecir el ries-
go cardiovascular.

Transferencia del éster de colesterol por CETP

CETP regula el transporte de ésteres de colesterol
de HDL a lipoproteinas que contienen apoB en in-
tercambio por triglicéridos. Porque las lipoproteinas
que contienen apoB son principalmente cataboliza-
das por el higado, la via del CETP puede ser una
ruta importante por la cual el HDL derivado del co-
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lesterol es transportado de regreso al higado en los
humanos.?” Por otro lado, la actividad de CETP re-
sulta en la disminucién de la concentracién de
HDL-C, y en una variaciéon genética en la proteina
de transferencia del éster de colesterol, el gen en
plasma (CETP) es una importante fuente de varia-
cion en las concentraciones de HDL-C en los huma-
nos. Asi que hay un debate actualmente sobre si
CETP es pro- o antiaterogénica, un tema claramen-
te importante sobre el aspecto del desarrollo de inhi-
bidores CETP. Varios estudios publicados han con-
siderado la asociacion entre las concentraciones de
masa de la proteina CETP en plasma y los hallazgos
en EC. Una alta concentracién de proteina CETP se
asoci6 de manera cruzada seccionalmente con EC,
mayor progresion angiografica de enfermedad de ar-
teria coronaria,!! un gran progreso del IMT de la
carétida,'2 y en jovenes, un primer infarto agudo al
miocardio.!”® En la investigaciéon Prospectiva Euro-
pea de Cancer y Nutricion de Norfolk, las altas con-
centraciones de masa de CETP se asociaron de ma-
nera prospectiva con un mayor riesgo con eventos
cardiovasculares, pero sélo en individuos con con-
centraciones altas de triglicéridos.!** Los resultados
de otros estudios, sin embargo, no apoyan el que la
masa de CETP sea un factor de riesgo positivo en la
EC.105107 1,3 actividad de CETP potencialmente po-
dria ser mas informativa que la masa, porque es
mas facil incluir otros factores que puedan influen-
ciar la relacién del transporte de CETP mas alla de
la masa de CETP por si misma, pero los ensayos
son dificiles de realizar y muy laboriosos. S6lo en un
numero pequeno de estudios, una alta actividad de
CETP se asoci6 con un aumento de la aterosclerosis
o el riesgo cardiovascular.!93198.19 Estudios adiciona-
les de la correlacion de ambas, la masa de CETP y
la actividad del riesgo para EC son necesarios. Per-
manece factible que el ensayo para CETP pueda
ayudar a refinar la valoraciéon del riesgo cardiovas-
cular independientemente de las concentraciones de
HDL-C.

Evaluacion por el laboratorio de las funciones
antioxidantes y antiinflamatorias de HDL

En la pasada década, se ha descubierto que HDL tie-
ne propiedades mas alla de la promocién del flujo de
colesterol que puede contribuir a sus efectos antiate-
rogénicos (Figura 2). En particular, los estudios de
varios laboratorios han identificado los efectos an-
tioxidantes y antiinflamatorios de HDL como una
funcién potencialmente importante.
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Actividad paraoxonasa y capacidad antioxi-
dante de HDL

La paraoxonasa (PON1) es una esterasa/lactonasa aso-
ciada a HDL, la cual deriva su nombre de uno de sus
sustratos mas comtinmente usados in vitro, paraoson.
La PONT1 hidroliza una variedad de lipidos oxidados y
modificados. Se cree que su actividad corresponde por
lo menos con algo de la actividad antioxidante de HDL.
La PON1 protege ambos, HDL y LDL contra la peroxi-
dacion de lipidos.!!®!!! La actividad de PON1 puede ser
medida usando varios ensayos diferentes, pero es méas
comunmente cuantificada a través de monitorear la for-
macién del p-nitrofenol del sustrato paraoxon.!'? Una
disminucion del tamano de la lesién se observé en rato-
nes transgénicos con PON1 humana, y una acelerada
aterosclerosis fue vista en ratones PON1 knockout.!!3114
En humanos, la actividad PON1 esta inversamente re-
lacionada con el riesgo de enfermedades cardiovascula-
res. En el estudio prospectivo Caerphilly, 1a actividad de
PON1 predijo los eventos coronarios independiente-
mente de cualquier otro factor de riesgo coronario, in-
cluyendo HDL-C.15 El D-4F, un péptido que semeja la
apoA-I, aumenté la actividad de paraoxonasa en rato-
nes sin receptores LDL después de una dieta occidental
y después de una infeccion por influenza.!*s Asi, la acti-
vidad de PON1 podria desarrollarse como un biomarca-
dor de la funcién de HDL y del riesgo cardiovascular
independiente de las concentraciones de HDL-C.

HDL tiene la habilidad para inactivar los fosfolipi-
dos oxidados, en parte debido a la actividad de PON1,
pero potencialmente también debido a otras enzimas
o propiedades de HDL. Por ello, un ensayo integrado
de la capacidad antioxidante de HDL seria de interés
para la investigacion y tendria una aplicaciéon poten-
cial en la clinica. Asi, el ensayo de célula-libre usa di-
clorofluoresceina como resultado de la fluorescencia
de los productos de oxidaciéon de los lipidos.!” Los
fosfolipidos oxidados y la diclorofluoresceina se agre-
gan al HDL y se incuban, el grado de fluorescencia
es proporcional a la habilidad de la HDL para inacti-
var los fosfolipidos oxidados. Este enfoque, el cual
requiere de la estandarizaciéon y de mas validacion,
tiene el potencial para permitir una estimacién global
de la funcién antioxidante de HDL.

Propiedades antiinflamatorias de HLD estima-
das por la inhibicion de la adhesion endotelial
de la expresion molecular

Las citocinas inducen a las células endoteliales para

que regulen la adhesién de moléculas designadas
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para unir los leucocitos circulantes y promover la en-
trada a su area. Se ha mostrado que la HDL inhibe la
regulacion de la estimulacion de las citocinas a la ad-
hesion endotelial de las moléculas.?* Este método ba-
sico involucra la incubacion de células endoteliales
con HDL, seguida de la estimulacion con una citoci-
na proinflamatoria, y la cuantificacion de la adhesién
de las moléculas, como por ejemplo, la adhesién celu-
lar vascular de la molécula-1.

Los modelos preclinicos demuestran una utilidad
potencial en este método para conocer la eficacia de
las intervenciones terapéuticas.3* Lo limitado de la
informacion sugiere que hay sustancialmente una va-
riabilidad interindividual entre los humanos en su
habilidad para aislar HDL e inhibir la adhesion de la
expresion molecular endotelial que es independiente
de las concentraciones de HDL-C. Un estudio en hu-
manos mostré que una dieta en grasa saturada signi-
ficativamente disminuia, y una dieta en grasa poliin-
saturada aumentaba la habilidad de HDL aislada
para suprimir la expresiéon endotelial inducida del
factor de la necrosis tumoral ¢ de la molécula-1 de
adhesion intracelular y la molécula-1 de adhesién a
células vasculares.!'® Este ensayo basado en células
sera dificil de estandarizar, y claramente necesita ser
validado con relacion a la correlacion con la enferme-
dad aterosclerdética y la prediccion de los eventos car-
diovasculares independientes de las concentraciones
de HDL-C. Sin embargo, parece ser una medida ro-
busta de la funcién antiinflamatoria de HDL y puede
proveer también informacién valiosa.

Otras propiedades potencialmente antiaterogé-
nicas de HDL

Se ha mostrado que HDL tiene propiedades adiciona-
les que pueden contribuir con sus efectos antiaterogé-
nicos (Figura 2). Estos incluyen la habilidad para es-
timular la produccion de 6xido nitrico endotelial y asi
aumentar la funcién endotelial.?>!!® Datos observa-
cionales son consistentes con la asociacién inversa
entre las concentraciones de HDL-C y la medicién de
la funcién endotelial.!?%12! E]l mecanismo de este efecto
parece ser dependiente de la SR-BI endotelial y podria
involucrar al flujo del colesterol como el mecanismo
principal.®® La variacién interindividual en la promo-
cién de la produccion de 6xido nitrico por el HDL no
se conoce, pero el concepto de establecer un ensayo
basado en el endotelio para estimular la produccion
de 6xido nitrico por el HDL es muy atractiva. Algu-
nos datos sugieren que el efecto promotor de 6xido
nitrico de la HDL es parcialmente dependiente de un

Volumen 34 No. 1 Enero-Marzo 2009. p. 37-52

HDL, heterogeneidad y funcién

receptor lisofosfolipido endotelial esfingosina-1 fosfa-
to,>122 1o que sugiere que el contenido en HDL de liso-
fosfolipidos esfingosina-1-fosfato podria servir como
un sucedaneo cuantitativo para la funcién de promo-
cion de 6xido nitrico de HDL. Este es un ejemplo po-
tencial de una de las direcciones que tiene este cam-
po, lo cual llevaria a la identificacién y a la medicién
confiable de sucedédneo basados en masa confiables de
la funcién de HDL. Por otro lado, la HDL también
ha mostrado tener propiedades antitrombéticas® que
involucran efectos sobre el sistema de la coagulacién
asi como de las plaquetas. Las mediciones de las pro-
piedades anticoagulantes de HDL serian muy laborio-
sas y potencialmente serian objeto de una sustancial
variacion en los ensayos. Idealmente, ésta y otras
funciones de HDL tendrian uno o méas sucedaneos
basados en masa que correlacionarian mucho con la
funcion y podrian ser medidos como un perfil para
ganar mas informacién en un intervalo de las propie-
dades funcionales de HDL.

Las concentraciones de HDL-C plasmaticas, mien-
tras que epidemiolégicamente predicen eventos car-
diovasculares aterosclerdticos en grandes poblacio-
nes, son insuficientes para capturar la variacién
funcional de las particulas de HDL y el riesgo cardio-
vascular asociado a HDL. Mas atn, las concentracio-
nes de HDL-C son claramente inadecuadas para esti-
mar la potencial eficacia terapéutica de nuevas
terapias para HDL. Se ha tenido sustancial progreso
en el desarrollo de métodos robustos y reproducibles
para estimar las subclases de HDL, y muchos de es-
tos ensayos estan al acceso en el mercado. Sin em-
bargo, se carece de una informacién convincente para
indicar que cualquier subfraccién especifica de HDL
sea claramente mas predictiva que el mismo HDL-C.
La Gnica excepcion podria ser apoA-I, donde los da-
tos sugieren que pudiera ser méas predictiva que
HDL-C. En contraste con lo robusto de la quimica
clinica con respecto a las subfracciones de HDL, la
estimacion de la funciéon de HDL por el laboratorio
permanece en su etapa primaria. Los ensayos in vitro
para la funcién de HDL han sido desarrollados por
varios laboratorios de investigacion, pero son labo-
riosos, no estan estandarizados, y su validacién es
muy pobre con relacion a los resultados obtenidos en
humanos. Hay una gran necesidad de investigacién
en esta area y en particular en desarrollar métodos
estandarizados que puedan usarse para aplicarlos en
los grandes estudios poblacionales para probar si
pueden predecir el riesgo independientemente de las
concentraciones de HDL-C. La esperanza es que
eventualmente los ensayos basados en masa puedan
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ser desarrollados para que fielmente reflejen la multi-
funcionalidad de la particula HDL. Finalmente, un
panel de ensayos que reflejan la heterogeneidad y
funciéon puedan ser usados para predecir el riesgo
cardiovascular; pero esta herramienta tendria que
ser incorporada en las guias nacionales para estimar
el riesgo de EC antes de que fueran aceptadas y usa-
das. Por otro lado, los ensayos para la funcién de
HDL seran usados mucho antes para estimar tem-
pranamente la eficacia potencial de nuevas terapias
para HDL. Los ensayos robustos de laboratorio
para medir la funcién de HDL y su validacién con
respecto a la prediccion del riesgo cardiovascular y
en respuesta a la intervencion terapéutica, son criti-
camente importantes y de gran interés para las co-
munidades cardiovasculares, los quimicos clinicos y
los farmacéuticos.
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