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RESUMEN

Diversos estudios epidemioldgicos han evidenciado la influencia que poseen algunas lipoproteinas
en la aparicion de enfermedades cardiovasculares y en sus manifestaciones clinicas; la asociacion
inversa entre el colesterol en las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la enfermedad cardiovascular
direcciond la investigacion hacia la comprension de los principios genéticos y bioquimicos del
metabolismo, regulacion y funcién de esta lipoproteina. La estrategia se enfoc6 entonces en aumentar
las concentraciones de HDL, bajo la hipétesis que su aumento, disminuiria el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Sin embargo, a pesar de lograr aumentar las HDL no se logrd disminuir la
morbimortalidad de las enfermedades cardiovasculares. Dicho fracaso, indicd, que el metabolismo de
los lipidos no es tan sencillo como variar su concentracién en plasma y que es necesario entender la
integralidad del mismo. De aqui surge el objetivo de este trabajo, el cual consistié en caracterizar los

componentes lipidicos en las diferentes subfracciones de HDL.

Se evalu6 una muestra de 10 hombres, los cuales manifestaron en el consentimiento informado no
haber sido diagnosticados con alguna enfermedad, presentar buenos habitos alimentarios y de
actividad fisica y no encontrase en tratamiento para dislipidemia. Se cuantifico el perfil lipidico por
métodos enzimaticos y se determinaron las concentraciones de colesterol y triglicéridos presentes en

las subfracciones HDL2 y HDL3 por zimografia en geles de poliacrilamida.

Los resultados indican que el perfil lipidico en promedio, el colesterol y los triglicéridos se encuentran
dentro de los valores de referencia normales. Sin embargo, se encontré individuos que presentaban
valores de colesterol y triglicéridos por encima de los valores normales de referencia o cercanos al
limite alto. Por otra parte, las concentraciones de LDL en promedio tuvieron un valor de 106,7
mg/dL, siendo este un valor superior al rango de referencia éptimo (hasta 100 mg/dL), lo anterior

descrito, indica que los sujetos de estudio, presentan un leve riesgo de sindrome metabdlico.

La cuantificacion de los lipidos por zimografia en geles de poliacrilamida muestraron un mayor

contenido de colesterol y triglicéridos de 21,8 mg/dL y 14,1 mg/dL, respectivamente, en las
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subfracciones HDL3, comparada con las HDL2 las cuales fueron 10,9 mg/dL para colesterol y 6,8
mg/dL para triglicéridos, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,0001). Por otro
lado, el colesterol present6 mayor concentracién que los triglicéridos en las subfracciones HDL,
alcanzando una proporcion del 61% sobre la concentracion total de lipidos analizados. Los resultados
confirman que las subfracciones de HDL poseen diferencias significativas en su composicion lipidica;
este conocimiento es importante ya que contribuye a esclarecer el comportamiento de las HDL, con
relacion a su efecto protector frente al riesgo cardiovascular; no obstante, es necesario profundizar en

esclarecer la relacion estructura y funcion de las HDL en la enfermedad cardiovascular.



1. INTRODUCCION

Estudios experimentales y epidemiol6gicos han demostrado la relevancia de los lipidos y las
lipoproteinas, en particular, el colesterol de baja densidad (c-LDL), en la génesis de la aterosclerosis
y en sus manifestaciones clinicas (1); a raiz de este conocimiento se alcanz6 un alto desarrollo en
investigacion e innovacion de medicamentos para reducir estas lipoproteinas, generando ganancias
millonarias en la industria farmacéutica, asi como también logros en una mejor salud de los
individuos. Sin embargo, se ha evidenciado que esta estrategia de tratamiento (disminuir el c-LDL)
no es suficiente para el control de las enfermedades cardiovasculares puesto que su prevalencia e

incidencia siguen en aumento.

Evidencia acumulada mostré que también otros lipidos y su metabolismo eran definitivos en la
génesis de la aterosclerosis (2); se ha demostrado una asociacion inversa entre el colesterol en las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (también llamado colesterol "bueno™) y la enfermedad
cardiovascular, lo cual dirigié la investigacion hacia el entendimiento de las bases genéticas y
bioguimicas del metabolismo, regulacion y funcién de esta lipoproteina, con la idea de desarrollar
agentes terapéuticos que pudieran aumentar su concentracion plasmatica. En este sentido, la
identificacion de la proteina transportadora de esteres de colesterol (CETP), enzima clave en el
transporte reverso de colesterol y que modula los niveles plasmaticos de las HDL (3), llevd de
inmediato al desarrollo de inhibidores de la enzima, para lograr aumentos sustanciales; de estas
lipoproteinas, bajo el supuesto tedrico, y basados en la relacion inversa encontrada y soportada por
un amplio cuerpo de evidencia, que un aumento de las HDL, disminuira el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Sin embargo, y a pesar de aumentar significativamente las HDL en terapias
combinadas, estos inhibidores no lograron disminuir la morbimortalidad causada por las
enfermedades cardiovasculares; el fracaso de esta estrategia, fue una contundente demostracion que
indicaba que intervenir la salud cardiovascular a través del metabolismo de los lipidos, no es tan
sencillo como aumentar o disminuir su concentracion en plasma y que es necesario entender la

integralidad del mismo (4).

El entendimiento de la estructura y funcion de las HDL y de su papel en la proteccién frente al
desarrollo de la aterosclerosis, es critico para la implementacion de terapias y tratamientos en el ser
humano. En este sentido, se ha avanzado bastante, en la actualidad se conoce que las HDL representan
una variedad de lipoproteinas funcionales de particulas complejas de lipidos y proteinas con

densidades que varian entre 1,05 a 1,21 g/mL; difiriendo ampliamente en términos de tamafio, forma



y composicion lipidica (5). En términos generales, las HDL son particulas pequefias, densas y ricas
en proteinas en comparacion con otras clases de lipoproteinas, aproximadamente la mitad de la masa
total de las HDL es explicada por sus componentes lipidicos, siendo los fosfolipidos los
predominantes representando entre el 40 — 60% del total de los lipidos, con menores proporciones
de ésteres de colesterol (30 — 40%), triglicéridos (5 — 12%) y colesterol libre (5 — 10%) (6). Estudios
protedmicos muestran que las HDL tienen asociadas mas de 80 proteinas distintas (7), sin embargo,
se presume que la presencia de éstas en las lipoproteinas depende de su funcién y del estado
metabolico del individuo. Por ejemplo, la apolipoproteina A-1, (apoA-1), es la proteina mas comdn y
abundante de todas las proteinas constituyentes de las HDL, con cerca del 70%, mientras la apo All
le sigue con 15% al 20%, el resto entre 10-15% corresponden a otras apo (apoC, apoE, apoD, apo J,
apo-AlV) y a algunas enzimas importantes en su metabolismo, como la lecitin colesterol acil-

transferasa (LCAT) y la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) (7).

La cantidad y calidad de lipidos y Apolipoprotéinas varia durante la circulacion de las lipoproteinas
en sangre, dando como resultado diferentes subclases de HDL, las cuales se pueden clasificar de
acuerdo a su forma, densidad y tamafio; dicha clasificacién depende del método que se utilice para
caracterizarlas y separarlas. La ultracentrifugacion es uno de los primeros métodos utilizados, brinda
bastante sensibilidad, pero su costo es alto debido al precio del equipo y al tiempo que consume el
proceso; Posteriormente, aparecieron los métodos de precipitacion para separar las HDL en dos
subfracciones principales HDL2 y HDL3 (8). La HDL2 o HDL esférica, es una particula menos densa
(1,063-1,125 g/mL), enriguecida con colesterol libre, fosfolipidos y ApoA-1 y la HDL3 o discoidal,
es una particula mas densa (1,125 -1,210 g/mL) y pequefia, relativamente rica en proteinas, con un
centro formado por ésteres de colesterol y pequefias cantidades de triglicéridos (9). También se
conocen otras formas de separar y analizar las subfracciones como son la electroforesis en dos

dimensiones y la resonancia magnética nuclear entre otros (8).

Las diversas subfracciones de HDL se generan en el plasma, inicialmente se sintetizan y secretan
desde el higado y el intestino como particulas nacientes de pre-B HDL, formadas predominantemente
por apoA-1 y fosfolipidos. En la circulacién le son adicionados més fosfolipidos, colesterol y otras
apoproteinas minoritarias forméandose asi las diversas subfracciones de HDL, altamente heterogéneas
(10). En el plasma las HDL2 y HDL3, se intercambian entre si, de modo que las particulas nacientes
de HDL de higado o intestino, reciben en la circulacion fosfolipidos, colesterol y otras apoproteinas
minoritarias desde las LDL y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) convirtiéndose en
HDL3; las HDL2 son generadas también a partir de las HDL3 cuando los triglicéridos hidrolizados

por la lipoproteina lipasa (LPL) son esterificados al colesterol por la LCAT, activada por la apoA-I,



y subsecuentemente transferidos al centro de la lipoproteina contribuyendo al alargamiento (forma
discoidal) de esta subparticula (11). De manera inversa las HDL3 también son formadas cuando los
triglicéridos de las HDL2 son hidrolizados por la lipasa hepatica (HL). La manera como el tipo de
subfracciones, asi; como el contenido de las mismas se relacionan con enfermedad cardiovascular no
es clara, de hecho, hay evidencia contradictoria que relaciona una u otra subfraccién con ECV;
estudios realizados por nuestro grupo de investigacion, asocian bajos niveles de HDL2 con riesgo
cardiovascular (12). Esta contradiccion posiblemente se deba a la diferencia en los métodos de
precipitacion (ultra centrifugacion, electroforesis o precipitacion idnica), y a los tipos y tamafios de
las poblaciones estudiadas. Diferente a la evidencia contradictoria sobre el papel de las subfracciones,
si hay consenso sobre el papel de la oxidacion en la génesis de la aterosclerosis, asi, se ha demostrado
que las LDL oxidadas desencadenan una serie de eventos celulares que terminan en la formacién de

estrias grasas y activacién de macrdfagos entre otros eventos (13).

La actividad antioxidante de las HDL parece radicar no solo en el contenido de sus lipidos sino en las
enzimas y apoproteinas involucradas en su metabolismo y remodelacion, incluyendo la LCAT, la
acetil hidrolasa-factor activador de plaquetas, (PAF-AH), fosfolipasa A2, la paraoxonasa 1 (PON1)
y la glutation seleno peroxidasa (GSPx), que pueden evitar la oxidacion de los lipidos en las LDL
(14). Cuando las HDL pierden su capacidad de evitar la oxidaciéon de las LDL son llamadas pro
inflamatorias, por este motivo las HDL son conocidas como las lipoproteinas camale6n porque
pueden pasar de un estado antinflamatorio a un estado pro inflamatorio dependiendo de la situacion
del organismo; por ejemplo, en la respuesta inflamatoria de fase aguda se ha encontrado que las HDL
reducen su contenido en paraoxonasa, y tienen propiedades pro inflamatorias (15); y en la hip6tesis
de la oxidacion como génesis de la aterosclerosis, las HDL pueden ser cronicamente pro inflamatorias
como ha sido demostrado en varios estudios (16-18). Estos datos sefialan a las HDL como un posible
biomarcador de susceptibilidad de la aterosclerosis, pero también como un biomarcador para estudio,
seguimiento y dosificacion de medicamentos potenciales o en uso, y por supuesto como un blanco
terapéutico no solo para lograr un incremento sustancial, sino para lograr la modulacion y el
intercambio entre una y otra subpoblacion permitiendo el equilibrio que ha sido alterado en respuesta

a la enfermedad (4).

Por lo anterior y dada la complejidad del metabolismo de las HDL, la idea de desarrollar
medicamentos para lograr su aumento per se, y disminuir la enfermedad cardiovascular es improbable
bajo la premisa de un HDL total; La nueva mirada debe incluir ademas de estudios poblacionales, la
estandarizacion de métodos para medir y caracterizar las subfracciones de HDLs, establecer

relaciones de estas con riesgo cardiovascular, establecer como y por qué las variaciones en estas



subfracciones confieren o no proteccion cardiovascular y como modular su metabolismo en beneficio
del ser humano. Asimismo, hasta donde se conoce, ningln estudio en Colombia ha caracterizado la
composicion de lipidos y proteinas de las subfracciones de HDL, por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue determinar la composicion lipidica, es decir, determinar la concentracion de colesterol y
triglicéridos en las diferentes subfracciones de HDL en una muestra poblacional aparentemente sana,

mediante un método econémico y accesible, como lo es la precipitacion por sales y la zimografia.



2. MARCO TEORICO

2.1. Perfil lipidico

En un entorno clinico, el perfil lipidico es utilizado como un importante marcador de prediccién de
enfermedad cardiovascular, en él se incluyen los valores plasmaticos de colesterol total, colesterol
LDL, colesterol HDL v triglicéridos. Un evento considerado particularmente alarmante, es presentar
niveles elevados de lipidos en plasma debido a su amplia relacion documentada con la aparicién y
progresion de enfermedad coronaria, aterosclerosis, hipertensién, entre otras enfermedades
cardiovasculares; las principales evidencias apoyan el papel del colesterol total y el colesterol LDL,
sefialando que, la reduccion de ambos reducen considerablemente el riesgo de mortalidad (19). Por
otra parte, niveles bajos de HDL son considerados como un factor de riesgo independiente de
enfermedad cardiovascular (20), lo que implica que el colesterol HDL es considerado como un factor
protector frente a la enfermedad, aunque este papel es mas complejo y se han sugerido otros roles de
importancia en salud vascular (2,14).

Un aspecto a destacar es que, los intervalos de referencia para estos marcadores bioquimicos son
necesarios para establecer el diagnostico y prondstico de la enfermedad, su monitoreo y seguimiento,
pero aun mas importante, para decidir cuando se considera un estado de alerta; ese es un problema
desde el punto de vista epidemiolégico, para el caso del perfil lipidico en nuestra poblacién, debido
a que los valores de referencia han sido establecidos en otras poblaciones con caracteristicas que
afectarian significativamente los resultados como: métodos de medicidn, el género, la edad, la etnia,
y los factores ambientales como la dieta y la actividad fisica (21). En particular, en el 2016, se
reportaron los intervalos bioldgicos de referencia (IBR) del perfil lipidico en una poblacién de adultos
sanos de Colombia, indicando los siguientes valores: el colesterol total fue de 152,5 — 162,1 mg/dL;
triglicéridos 99,2 — 110,9 mg/dL; LDL de 74,2 - 81,4 mg/dL y HDL de 55,4 — 61,6 mg/dL; del mismo
modo, sefialaron que tanto el colesterol total como el HDL, son mayores en mujeres que en hombres,

y que el perfil lipidico aumentaba con la edad (22).

2.2. Lipoproteinas
Las lipoproteinas tienen como funcion transportar los lipidos que se encuentran circulando en el
plasma. Son complejos macromoleculares solubles conformados por un ndcleo hidrofébico
compuesto de lipidos no polares, generalmente triglicéridos y ésteres de colesterol, recubiertos por

una superficie hidrofilica constituida por diversas proteinas (apoliproteinas), en asociacion con



lipidos mas polares, tales como colesterol libre y fosfolipidos (23). Asociadas a las lipoproteinas
existen ademas enzimas y proteinas transportadoras de lipidos, que intervienen en su transformacion

a lo largo del metabolismo lipidico y en el cumplimiento de sus diferentes actividades fisioldgicas.

La clasificacién de las lipoproteinas esta determinada principalmente por el contenido de colesterol
y triglicéridos, asi como por el tipo de apolipoproteina mayoritaria; lo cual afecta su tamafio,

naturaleza y densidad, esta caracteristica final es la que permite su clasificacion en:
Quilomicrones:

Constituyen las particulas lipoprotéicas mas grandes y menos densas (con una densidad menor a 1
g/mL), con menos proporcion proteica y con un gran componente lipidico, enriquecido de
triglicéridos. Estas lipoproteinas contienen diversas apolipoproteinas, incluyendo apo B-48, apo A-l,
apo C-IlI, apo C-lll y apo E. La principal funcién de los quilomicrones es aportar a los tejidos los
lipidos obtenidos de la ingesta, principalmente triglicéridos. Estos triglicéridos, luego de su hidrolisis
en el intestino, son absorbidos como &cidos grasos y reesterificados de nuevo, para ser empaquetados
en forma de quilomicrones y luego secretados a la linfa desde los enterocitos, para ser llevados por la
sangre a los tejidos para obtencidn de energia (tejido muscular) o para almacenarlos (tejido adiposo).
Para su catabolismo, se necesita la accion de la lipoproteina lipasa (LPL), la cual es una enzima que
se encuentra en los capilares de los tejidos muscular y adiposo y que cataliza la hidr6lisis de los
triglicéridos de los quilomicrones liberando acidos grasos. Como consecuencia de este proceso, los
quilomicrones van reduciendo su tamafio y pasan a ser captados por receptores hepéticos que

reconocen la apo E (24,25).
Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL):

Son también particulas grandes, poco densas (densidad menor a 1,006 g/mL) y muy ricas en
triglicéridos. También tienen una composicion apolipoprotéica similar a los quilomicrones, salvo en
dos aspectos esenciales: no contienen apo A-l y presentan la forma completa de apo B (apo B-100)
porque en el higado, lugar donde ocurre su sintesis, no se expresa la enzima editora de la apo B. La
apo B-100 es la proteina estructural de VLDL y de las lipoproteinas que se sintetizan en buena parte
a partir de su catabolismo: IDL y LDL y Lp(a). El principal estimulo para la sintesis de VLDL parece
ser la captacion y el catabolismo de quilomicrones residuales por parte del higado. La principal
funcion de las VLDL es, de forma anéloga a la de los quilomicrones, el transporte de triglicéridos y

su suministro (en forma de &cidos grasos) a los tejidos muscular y adiposo. La liberacion de



triglicéridos de las VLDL las hace mas pequefias, con una relacion mas pareja en su contenido en

colesterol y triglicéridos y con una mayor densidad (24).
Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL):

Poseen una densidad menor a 1,019 g/mL y mayor de 1,006 g/mL. Son un grupo minoritario de
lipoproteinas que, tienen una composicién apolipoprotéica similar a las de VLDL. Estas lipoproteinas
son, sin embargo, mas pequefias y densas, presentando una menor proporcién relativa de triglicéridos
respecto al colesterol, como corresponde a su origen mayoritario como producto de la lipélisis de las
VLDL. Se cree que aproximadamente la mitad de las particulas de IDL son capturadas a nivel
hepatico por receptores que reconocen apo E, mientras que la otra mitad son convertidas en LDL

mediante un proceso complejo en el que interviene la lipasa hepética (LH) (25).
Lipoproteinas de baja densidad (LDL):

Son lipoproteinas con densidad entre 1,019 -1,063 g/mL; se caracterizan por su contenido en apo B-
100 y tienen como componente lipidico mayoritario los ésteres de colesterol. La funcién de las LDL
es el suministro de colesterol a las células, incluyendo tejidos periféricos e higado. Las LDL son
reconocidas por los receptores de LDL situados en la membrana plasmatica que reconocen apo B-
100 y apo E. Luego del reconocimiento, se produce la endocitosis y el contenido proteico y lipidico

de las LDL es hidrolizado hasta formar aminoacidos y colesterol no esterificado.

El colesterol no esterificado en altas concentraciones es toxico para las células, por lo tanto, debe ser
utilizado para sintesis de membranas o de hormonas esteroideas o convertido por la enzima acil-
colesterol aciltransferasa (ACAT) en ésteres de colesterol, para que puedan ser guardados como
reservorio celular de colesterol. Las células también pueden sintetizar de colesterol de novo a través
de una larga via de sintesis enddgena que tiene como punto critico de regulacion el paso de hidro-
ximetilglutaril CoA (HMCoA) a mevalonato, el cual es catalizado por la enzima HMGCOoA reductasa.
Los niveles de colesterol no esterificado intracelular regulan de forma coordinada los 2 sistemas de
sintesis de colesterol, asegurando asi su coordinacion y evitando un exceso de colesterol intracelular.
La expresion y la funcionalidad adecuadas de los receptores de LDL son un factor determinante

importante de la concentracion de LDL sérico (26).
Lipoproteinas de alta densidad (HDL):

Como su nombre lo indica, son las lipoproteinas de mayor densidad (con densidades que oscilan entre

1,0063 - 1,21 g/mL), se caracterizan por su contenido en apo A-l, teniendo también como componente



principal los ésteres de colesterol. Su sintesis depende, por una parte, del catabolismo de las particulas
ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL) vy, por otra parte, de la sintesis de apo A-l, en un
principio no asociada a lipidos, por parte del higado y del intestino. La mas conocida de las funciones
de las HDL es el transporte reverso de colesterol, aunque posee otras funciones, como la inhibicién
de la modificacion oxidativa de las LDL o su capacidad antiinflamatoria y antitromboética, parecen
ser también altamente relevantes (14). La funcién de las HDL depende en buena parte de su contenido
de apo A-l, su principal apolipoproteina. Esta apolipoproteina facilita la salida del exceso de
fosfolipidos y colesterol intracelular a través de mecanismos especificos que requieren consumo de
energia. Este paso, conocido como eflujo, depende de su interaccidn con transportadores de tipo ATP-
binding cassette A1 y G1(ABCAl y ABCG1) (27). También existe, en menor grado, eflujo de
colesterol de células periféricas a través del receptor sca-venger receptor B-1 (SR-BI).
Posteriormente, el colesterol HDL obtenido del eflujo celular pasara a ser esterificado por el enzima
lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT), que también necesita de la presencia de apo A-l como
cofactor. El aumento de colesterol esterificado en el nicleo de las HDL ira aumentando el tamafio y
redondeando la forma de las HDL, hasta que finalmente su contenido en ésteres de colesterol sera
liberado a los hepatocitos tras interaccionar con SR-BI. El colesterol captado de esta forma puede
llegar a ser eliminado por la bilis y las heces. Alternativamente, el colesterol puede ser convertido, a
nivel hepatico, en &cidos biliares, siendo estos eliminados por via biliar y fecal si no son antes
reabsorbidos a nivel intestinal. Dado que el colesterol no puede ser degradado por el organismo, el
transporte reverso de colesterol es la Unica via conocida de eliminacion de colesterol de nuestro

organismo (24).

Es importante sefialar que en los seres humanos la lipoproteina mayoritaria es la LDL; también se
produce una transferencia no especifica de colesterol entre diversos tipos de lipoproteinas, en un
proceso que es catalizado por la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP). El resultado
final de su accién depende de la concentracién de las diferentes lipoproteinas y de su tiempo de vida
media, siendo la transferencia de colesterol de HDL a LDL y VLDL, y de triglicéridos de VLDL a
HDL (27).

Existe una clara relacion de tipo directo, a nivel poblacional, entre el tamafio de las particulas de HDL
y la concentracion de colesterol HDL. Existen diferentes enfermedades hereditarias por deficiencia
de HDL que son debidas a mutaciones en algunos genes como: ABCA1, APOAL y LCAT. Asi mismo,
también existen alteraciones hereditarias que causan aumento de HDL, como son las debidas a

mutaciones en el gen de la CETP (28).



2.3. Subfracciones de la HDL
La calidad y cantidad de lipidos y apoproteinas varian dando como resultado diferentes subclases de
HDL, las cuales pueden ser diferenciadas por forma, carga, densidad y tamarfio, dependiendo del
método utilizado. Las subfracciones de HDL pueden ser separadas por diferentes técnicas con base
en sus propiedades fisicoquimicas o su composicion, y por precipitacion selectiva las HDL pueden
clasificarse en HDL2 y HDL3; cada una de estas subfracciones poseen distintas funciones en el
transporte y metabolismo del colesterol y los triglicéridos, por lo tanto a cada una de ellas se les ha
asociado relaciones de beneficio o riesgo frente a las enfermedades cardiovasculares, dependiendo de

su concentracion, de su composicién de apo A o de los lipidos que transporta (29).

Con relacion a las subfracciones de HDL, se han observado mayor actividad antioxidante en las
HDL3, las cuales son mas pequefias y densas, y presentan un mayor contenido de enzimas que
participan en su funcion antioxidante tales como la paraoxonasa 1 (PON1), la acetilhidrolasa del
factor activador de plaquetas (PAF-AH), la LCAT; mientras las HDL2 son menos densas mas grandes
y con una mayor proporcion de apo E, apo C-I, apo C-11 y apo C-l11 (8). La participacion de las HDL
en el transporte reverso del colesterol, conlleva a una remodelacion intravascular continua,
permitiendo su heterogenicidad. Las particulas de HDL pueden ser originadas tanto del intestino por
sintesis exdgena como desde el higado (sintesis enddgena). La HDL hepética en forma naciente,
aparece como una estructura en forma de disco, mientras que la HDL intestinal es mas esférica y con
una composicién proteica mas variada. Ambas particulas son relativamente pequefias y pobres en
colesterol, caracteristicas que se consideren como HDL3. Gracias a la interaccion con la LCAT y la
LPL, el contenido de esteres de colesterol es incrementado y la particula se vuelve mas densa y mas
grande, convirtiéndose en HDL2 (27). La figura 1, resume el metabolismo del colesterol y la

participacion de las subfracciones de HDL en su transporte reverso hacia el higado para su excrecion.
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Figura 1. Metabolismo del colesterol y las lipoproteinas involucradas. Fuente propia

Las concentraciones de las subfracciones de HDL generalmente se miden en base a su contenido de
colesterol, a pesar que el colesterol representa aproximadamente solo el 15% de la masa de estas
lipoproteinas. El diametro del ndcleo de la HDL2 es aproximadamente un 50% mayor que el de la
HDL3, asi mismo, las HDL2 contienen de tres a cuatro veces mas moléculas de ésteres de colesterol
y triglicéridos que las HDL3. Para medir tanto a la HDL2 como a la HDL3 usualmente se utilizan
técnicas como la precipitacion o la ultracentrifugacion (30). Un factor que no ha permitido explotar
en gran medida la utilidad clinica de las subfracciones de HDL puede estar relacionado con la
insuficiencia de la medicion de la concentracion del colesterol HDL2 y el colesterol HDL3 para

caracterizar la heterogeneidad de las HDL.
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3. ESTADO DEL ARTE

Se ha reportado a las HDL como factor protector frente a la aterogénesis y la evidencia que esta
lipoproteina esta relacionada con la reduccién del riesgo de sufrir diabetes ha aumentado en los
Gltimos afios, sin embargo, el valor predictivo que brindan las HDL por si solas no es muy alto; pero
la diferencia en la actividad biologica de las subfracciones de HDL2 y HDL3, pueden en parte
potencializar esta fuerza de asociacion con el desarrollo de la diabetes mellitus tipo Il. Es por esto,
que Tabara y colaboradores en el 2017 (31), estudiaron una poblacion de 8365 individuos adultos
entre hombres y mujeres de origen japonés, los cuales no se encontraban tomando ningun tipo de
medicamento reductor de la concentracion de lipidos, a quienes se les determind su perfil lipidico, las
subfracciones de HDL y los valores de insulina. Encontraron que los valores de colesterol HDL total
y HDL2, fueron mayores en mujeres que en hombres; en cuanto a la relacion de las subfracciones de
HDL, reportaron una relacion inversa entre los niveles de HDL2 y la resistencia a la insulina,
mientras que las HDL3 presentaron una relacion opuesta; concluyendo que la concentracion de HDL2

puede tener una funcion antidiabética.

En Estados Unidos, un estudio poblacional establecié parametros demogréficos de linea base,
caracteristicas clinicas y parametros lipoprotéicos, en individuos con y sin eventos cardiovasculares.
En este estudio con relacion a las HDL, encontraron que los valores del HDL total, las HDL2 y las
HDL3, eran significativamente mayores en individuos sin eventos coronarios, pero no encontraron
relacion estadistica al comparar los niveles de colesterol total, triglicéridos y LDL, en los dos grupos
estudiados. También, reportaron que en ambos grupos analizados los valores de HDL3 son menores
comparados con los niveles de HDL2. Los autores también sefialan que los niveles de HDL3 son
factor predictivo de la reduccién de eventos cardiovasculares para los sujetos que recibieron
tratamiento de reduccion de las LDL con estatinas, sefialando entonces a esta subpoblacién de HDL
como la responsable principal de la asociacién inversa entre el colesterol HDL y la enfermedad

cardiovascular (32).

En las Gltimas décadas, ha aumentado la incidencia de enfermedades cardiovasculares en mujeres, en
particular, se tiene la premisa que la perdida de estrogenos durante la menopausia hace que las
mujeres sean igual de propensas que los hombres, frente a estas enfermedades; un aspecto que
direcciona esta idea es que, luego de la menopausia se aumentan las concentraciones del perfil
lipidico, principalmente con relacién a las cantidades de colesterol total, los triglicéridos y LDL,

sumado a una reduccion de las HDL, con posibles cambios en la distribucion del colesterol entre las
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subfracciones de HDL2 y HDL3. Con base en esto, un grupo de investigadores britanicos evaluaron
los cambios en el perfil lipidico y las subfracciones de HDL tanto en mujeres pre y postmenopausicas
como en hombres de edad similar, encontrando que tanto el colesterol total y el colesterol HDL total
era significativamente mayor en las mujeres postmenopausicas, comparadas con los otros dos grupos
evaluados. En cuanto a las subfracciones de HDL, reportaron que los niveles de HDL2 en mujeres
premenopausicas son mayores que en los demas grupos y que para el caso de los hombres, los valores
de HDL2, HDL3 y HDL total fueron estadisticamente menores que los valores observados en los dos
grupos de mujeres. Estos resultados, indican que el cambio hormonal debido a la menopausia,
aumenta el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares en mujeres; EI género sigue siendo un

factor de mayor impacto, para el desarrollo de este tipo de enfermedades (33).

Se ha observado que el ejercicio modifica las concentraciones de HDL, aumentando las subfracciones
de HDL tanto en individuos sin enfermedad cardiovascular diagnosticada como en atletas.
Albaghdadi y colaboradores en el 2017 (34), evaluaron los cambios producidos en las subfracciones
de HDL en tres grupos de individuos con actividad fisica controlada: EI primer grupo, realizé ejercicio
supervisado en cinta rodante tres veces por semana durante 24 semanas, el segundo grupo realiz6
entrenamiento de resistencia (alta actividad fisica) durante el mismo tiempo que el grupo de ejercicio
en cinta rodante, y finalmente un grupo control, compuesto por individuos sanos que no realizaban
gjercicio. Los resultados encontrados sefialaron que, los valores de HDL total, HDL2 y HDL3 fueron
mayores en el grupo de ejercicio en cinta rodante y los menores resultados fueron observados en el
grupo de individuos que realizaron entrenamiento de resistencia, sin embargo, estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Tampoco se encontraron cambios en la capacidad de eflujo del

colesterol o los marcadores inflamatorios, entre los grupos estudiados.

El estudio Gofman’s a mediados del siglo XX, seguido del estudio Framingham confirmé6 la
asociacion inversa e independiente de los niveles de colesterol HDL y los eventos de enfermedad
coronaria. Los estudios en los cuales se asocian las subfracciones de HDL con la enfermedad
coronaria brindan resultados contradictorios sobre si los niveles de HDL2 o HDL3 son los
determinantes principales para establecer esta relacion inversa con la enfermedad, generando
incertidumbre sobre su utilidad clinica. Por esta razén, Joshi y colaboradores (35), evaluaron a
hombres y mujeres africanos del estudio Jackson Heart Study y a hombres y mujeres caucasicos del
estudio Framingham Offspring, evidenciando que tanto el HDL total como el HDL2 y HDL3 fueron
estadisticamente mayores en la poblacion africana, mientras que, los caucésicos presentaron los

mayores niveles de triglicéridos. Asimismo, encontraron que en la poblacion africana no se
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presentaron diferencias entre los valores de HDL y sus subfracciones con respecto a individuos con
o sin enfermedad coronaria, situacion que, si se evidencié en la poblacién caucésica, siendo los
valores mayores en los individuos sin enfermedad coronaria. En conclusion, esta investigacion sefiala
que los niveles de HDL3 son los principales responsables de la asociacion inversa entre el HDL y la
enfermedad coronaria.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Caracterizar los principales componentes lipidicos de las subfracciones de HDL de plasma de

jovenes sin enfermedad diagnosticada.

4.1.1. Objetivos especificos

Identificar la presencia de colesterol y triglicéridos en las subfracciones HDL2 y HDL3.

Determinar la concentracion de colesterol y triglicéridos en las subfracciones HDL2 y HDL3.
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5. METODOLOGIA

5.1.Poblacion de estudio
La poblacion fue conformada por un total de 10 hombres aparentemente sanos, el tamafio
de la muestra fue condicionada y el tipo de estudio descriptivo.

Los voluntarios firmaron el consentimiento informado. Los criterios de inclusion fueron
no haber sido diagnosticados con alguna enfermedad cardiovascular, ejercicio regular y
estilo de vida saludable; sus edades oscilaban entre los 18 y los 40 afios y en su mayoria
eran estudiantes activos de la Universidad del Quindio.

5.2. Toma de la muestra
Las muestras de sangre fueron obtenidas después de 8-12 horas de ayuno por venopuncion
en tubo con anticoagulante. Se realiz6 la separacién del plasma por centrifugacion a 2500
rpm a 4 °C y se almacend a -20 °C hasta el momento de su uso (dentro de los 10 dias

siguientes).

5.3. Cuantificacion de los lipidos
La cuantificacion del colesterol y los triglicéridos se realiz6 por métodos enzimaticos
colorimétricos, utilizando el kit comercial liquicolor (Human Diagnostics Worldwide),

siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.3.1. Cuantificacion de triglicéridos
Se mezclaron 10 pL de la muestra o del estandar de triglicéridos aportado en el Kit, con
1000 pL del reactivo. Esta mezcla se agit6 y se incub6 durante 10 minutos a 25 °C, luego

se realizo la lectura de la absorbancia contra el blanco a una longitud de onda de 500 nm.
Como blanco se utilizaron 1000 pL de solo reactivo.

Para calcular la concentracion de triglicéridos, se utilizé la ecuacion (1):

AA muestra

Concentracion = 200 x [mg/dL] (1)

AA estandar
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5.3.2.

5.3.3.

5.3.4.

Cuantificacion de colesterol

Se mezclaron 10 pL de la muestra o del estdndar de colesterol aportado en el Kit, con
1000 pL del reactivo. Esta mezcla se agito y se incub6 durante 10 minutos a 25 °C, luego
se realizo la lectura de la absorbancia contra el blanco a una longitud de onda de 500nm.

Como blanco se utilizaron 1000 pL de solo reactivo.
Para calcular la concentracion de colesterol total, se utilizd la ecuacién (1):

Cuantificacion de colesterol HDL total
Para la determinacion del colesterol HDL total se utiliz6 el Kit comercial Human ® HDL-

colesterol.

Se mezclaron 10 pL de la muestra o el reactivo calibrador aportado en el Kit, con 750 pL
del reactivo de enzimas incluido en el kit. Esta mezcla se agitd cuidadosamente y se
incubd durante 5 minutos a 37°C, luego se adicionaron 250 pL de sustrato y nuevamente
se incubd durante 5 minutos a 37°C, finalmente, se realizo la lectura de la absorbancia

contra el blanco a una longitud de onda de 593nm.

Como blanco se utiliz6 una mezcla de 10 pL de agua, 750 pL de enzimas y 250 pL de

sustrato, realizando los mismos procesos de incubacion usados con las muestras.

Para calcular la concentracion de colesterol total, se utiliz6 la ecuacion (2):

AA muestra
AA Calibrador

[mg/dL] (2)

Concentracion = Concentracién del reactivo calibrador x

Separacion de las subfracciones de HDL

Las subfracciones de HDL2 y HDL3 fueron separadas por el método de precipitacion con
sales, propuesto por -Gidez- y colaboradores (36), con algunas modificaciones
realizadas por el grupo de investigacion en enfermedades cardiovasculares y metabdlicas
(GECAVIME) de la universidad del Quindio. A un volumen de 500 uL del sobrenadante
obtenido en la cuantificacién de HDL total por método colorimétrico estandar, se le
agregaron 50 uL de dextran sulfato a 1.5 M y Mg*? a 10 g/L. Luego esta mezcla se
centrifug6 a 13000 rpm durante 10 minutos. El precipitado obtenido contiene las HDL2

(el cual se diluy6 en Tris HCL pH 6,8 se aforo a 500 uL) y el sobrenadante a las HDLS3.
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5.4.Determinacion de las proteinas de las subfracciones de HDL

5.4.1.

5.4.2.

Separacion de las proteinas de las subfracciones de HDL en geles

La separacion de proteinas se realiz6 en geles de poliacrimalida en gradiente de
concentracién, el cual iba desde 5-12% (37). Se tomaron 20 uL de cada una de las
subfracciones de HDL obtenidas y se colocaron en cada pozo del gel, usando buffer TBE
(0.089 M Tris, 0.089 M Acido bérico y 0.002 M EDTA) a pH 8,35 y 120 voltios durante
24 horas. Los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie R-250 (al 0,1% en
3:6:1 MeOH: H20) y decolorados con acido acético al 5%.

Los geles luego fueron escaneados en un densitometro (GS-670 Calibrated Densitometer

Systems Bio-Rad).

Cuantificacion de las proteinas de las subfracciones de HDL

La concentracion de proteinas en cada una de las subfracciones fue cuantificada por el
método de Lowry. Inicialmente, se realiz6 una curva de calibracién utilizando albimina
sérica a las siguientes concentraciones 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1 mg/mL. (BSA). En cada
tubo de ensayo se adicionaron 90 pL de agua, 10 pL de la muestra, 500 pL de reactivo
(NazCOs3 al 2%, CuSO, al 1% y tartrato sodico potasico al 2%). Luego se incubd durante
15 minutos en oscuridad y se adicionaron 50 pL de reactivo de Folin, se mezcl6 bien y
se incubd durante 30 minutos en oscuridad, finalmente se leyd la absorbancia a 580nm
(38).

5.5. Caracterizacion de los lipidos de las subfracciones de HDL

De las muestras obtenidas de HDL total y las subfracciones de HDL (HLD2 y HDL3) se
tomd una muestra normalizada con la cuantificacion de proteinas, Las muestras fueron
depositadas en un gel de gradiente de concentracién de poliacrilamida en condiciones no
denaturantes, se utiliz6 como buffer de corrido buffer Tris- glicina 25mM a pH 8,3. Se
aplicé una corriente de 90 voltios durante 30 minutos y 110 voltios durante 16 horas a
10°C. Los geles obtenidos fueron tefiidos con azul de coomasie R-250, para visualizar las

bandas de las lipoproteinas en estudio (37).
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5.5.1. Determinacion del colesterol de las subfracciones HDL en los geles
Para determinar el colesterol HDL presente en las subfracciones separadas en los geles
de poliacrilamida; los geles se estabilizaron de 7-10 minutos en buffer PBS
(Concentracion 10 mM PO43—, 137 mM NaCl y 2.7 mM KCL.), luego se colocaron
durante 1 hora a 37°C en oscuridad en una mezcla enzimatica, que contenia, colesterol
ésterasa, colesterol oxidasa y peroxidasa a una concentracion final de 150 U/L, 100 U/L,
y 5 KUI/L, respectivamente (Reactivo comercial de HUMAN — COLESTEROL
liquicolor), disueltas en una solucion buffer de fosfato 30 mM (pH 6,5). La mezcla de
reaccion también incluyd, Triton 100X 0,4mM tiazolilo azul bromuro de tetrazolio
(MTT), 0,6 mM de fenazina metosulfato (PMS), y carboximetilcelulosa al 1,4% como
agente viscosante. Al final del tiempo de incubacidn, la mezcla de reaccidn se retir6 y los
geles se lavaron suavemente en PBS para eliminar cualquier residuo restante de

carboximetilcelulosa (37).

Finalmente, los geles fueron escaneados en un densitdbmetro BioRad GS-670. Las
proporciones relativas de cada subfraccion de HDL se estimaron mediante analisis de
densitometria optica utilizando como referencia el marcador de peso NOVEX
Benchmack (pre- staind protein Ladder). El contenido de colesterol para cada subfraccion
de HDL se determind usando un perfil ya determinado en el densitometro, como control,
con base a las distancias de migracion del estdndar (marcador de peso NOVEX). Se tuvo
en cuenta el area bajo la curva en el densitograma correspondiente al control, representa
el 100% del colesterol, en la HDL y para determinar las concentraciones plasmaticas
correspondientes a cada subfraccion de HDL se utilizd la ecuacion (3):
%HDLnx HDL—-L

HDL n-L = (3)
100

Donde n representa la subfracciéon HDL, %HDLnN es el porcentaje relativo de cada
subfraccion determinada por densitometria Optica, y HDL-L es la concentracion de

colesterol HDL determinada por los kits comerciales descritos anteriormente (39).
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5.5.2. Determinacion de los triglicéridos de las subfracciones HDL en los geles
Para determinar los triglicéridos presentes en las subfracciones separadas en los geles de
poliacrilamida, estos se estabilizaron durante 10 minutos en buffer PBS, luego se
colocaron durante 1 hora a 37°C en oscuridad, en una mezcla enzimética de >500 U /L
de lipasa, > 400 U / L de glicerol quinasa, > 1500 U /L de glicerol 3-fosfato oxidasa, y >
1300 U /L de peroxidasa, 2 mmol/L de ATP (mezcla comercial de HUMAN-
TRIGLICERIDOS liquicolor), en buffer PIPES 50 mM (piperazina —N,N bis [2-acido
etenosulfénico]) (pH: 7,5). La mezcla de reaccidn también incluyd, Triton 200X 0,4 mM,
tiazolilo azul bromuro de tetrazolio (MTT), 0,6 mM de fenazina metosulfato (PMS), y
carboximetilcelulosa al 1,4% como agente viscosante. Al final del periodo de incubacién,
la mezcla de reaccion se retir6 y los geles se lavaron suavemente en PBS para eliminar

cualquier residuo restante de carboximetilcelulosa (37).

Similar, al colesterol, los geles fueron escaneados en un densitometro BioRad GS-670.
Las proporciones relativas de cada subfraccion de HDL se estimaron mediante analisis
de densitometria dptica utilizando como referencia el marcador de peso NOVEX
Benchmack (pre- staind protein Ladder). El contenido de triglicéridos para cada
subfraccion de HDL se determind usando un perfil ya determinado en el densitometro,
como control, con base a las distancias de migracién del estandar (marcador de peso
NOVEX). Teniendo en cuenta que el area bajo la curva en el densitograma
correspondiente al control, representa el 100% de los triglicéridos, de la HDL y para
determinar las concentraciones plasmaticas correspondientes a cada subfraccion de HDL

se utilizo la ecuacion (3):
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5.6.Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media * la desviacion estandar de los resultados de dos
determinaciones por triplicado para cada ensayo. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante el software SPSS version 25. Se aplicé una prueba Tukey para realizar las
comparaciones entre los grupos de subpoblaciones de HDL. Los valores p < 0,05 fueron
considerados como resultados con diferencias estadisticamente significativas. Estudio de tipo

descriptivo.
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6. RESULTADOS

El rango de edad de los individuos participantes del proyecto se encontro entre 18 y 40 afios, con
un valor promedio de 36,9 afios (Tablal), indicando que se estaba evaluando a adultos jovenes.
Para los individuos evaluados en este estudio, el indice de masa corporal (IMC) en general se
considera como normal, aunque el valor promedio se encontrd6 muy cercano al limite donde se
empieza a considerar el sobrepeso, con un promedio de 24,6 kg/m?. Tres de los individuos
participantes presentaron valores considerados como sobrepeso, con un IMC promedio de 26,7
kg/m? y solo uno de los individuos muestreados presenté un valor de IMC 32,9 kg/m?,

considerado segun este pardmetro como un individuo con obesidad (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas antropométricas de la muestra poblacional.

Variable Valores observados ~Rango
(minimo — maximo)
Edad (afios) 369+75 18 -40
Talla (m) 1,74 0,08 1,62 1,86
Peso (Kg) 743+125 5593
IMC (Kg/m?) 247 +39 20,2 32,9

En cuanto al perfil lipidico de los individuos evaluados, en promedio el colesterol, los
triglicéridos y el HDL total, se encuentran dentro de los valores de referencia normales (Tabla
2.). Sin embargo, se encontré que 4 individuos presentan valores de colesterol por encima de los
valores normales de referencia (mayor de 200 mg/dL), es decir, considerados como limite alto
segun las guias de tratamiento para disminuir los lipidos y el riesgo de enfermedad coronaria
disefiadas por el National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel 11
(ATP-1V) (40), asi mismo, tres de estos individuos con colesterol en limite alto, también
presentaron concentraciones de triglicéridos superiores a lo recomendado como valores normales
(150 mg/dL) (41). Es importante destacar que tanto las concentraciones de triglicéridos como las
de las HDL de los individuos evaluados fueron muy variadas, con valores extremos tanto en el
limite inferior como superior (Tabla 2.). Es de notar, que las concentraciones de LDL en promedio
tuvieron un valor de 106,7 mg/dL, siendo este un valor superior al rango de referencia 6ptimo
(hasta 100 mg/dL), indicando que el promedio de los sujetos de estudio, presentaron un leve
riesgo de sindrome metabdlico, segun la tltima clasificacion de ATP 1V (40). De hecho, el 70%
de los individuos se encontraron por encima de los valores de referencia 6ptimos con un promedio

de 125, 4 mg/dL, siendo este valor, cercano al limite del rango del grupo de clasificacion alto.
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Tabla 2. Perfil lipidico de la muestra poblacional.

Variable Valores observados _Rango, Valores de referencia
(min — max.)
Colesterol Total (mg/dL) 187,7+ 24,2 134 -210 60 — 200 mg/dL
Triglicéridos (mg/dL) 145,1 + 60,5 70 -249 Hasta 150 mg/dL
LDL (mg/dL) 106,7 + 33,4 39,6 — 136 Hasta 100 mg/dL
VLDL (mg/dL) 285+11,7 14 -49,8 Hasta 30 mg/dL
HDL (mg/dL) 38,8+£8,9 27 -52 40 — 60 mg/dL

Con respecto a las concentraciones de HDL como se puede observar en la Tabla 2, el promedio
de esta variable se encuentra por debajo del valor de referencia normal, de hecho, solo el 40%
de las muestras evaluadas, presentaron valores dentro de los rangos establecidos como rango de
referencia normal, con un valor promedio de 47,8 mg/dL.

Con relacion a la caracterizacion de los lipidos en las subfracciones HDL, en la figura 2, se
observa la separacion en los geles de poliacrilamida para la determinacién de colesterol presente
en las subfracciones de HDL (HDL2 y HDL3), (Figura 2). Del mismo modo, se nota una mayor
diversidad y cantidad de proteinas presentes en las subfracciones de HDL3 comparado con las
subfracciones HDL2.
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Figura 2. Patrén electroforético de las subfracciones de HDL.: a. separacion de las proteinas de

las subfracciones de HDL. b. corrido enzimatico de colesterol en las subfracciones de HDL.

Similar a lo observado en el colesterol, para los triglicéridos presentes en las subfracciones HDL
(HDL2 y HDL3), se encontré una distribucion de triglicéridos correspondiente a los corridos de

las proteinas presentes en dichas subfracciones (Figura 3). De este modo, se nota una mayor
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diversidad y cantidad de proteinas y bandas de reaccion enzimatica de los triglicéridos presentes

en las subfracciones de HDL3 comparado con las subfracciones HDL2.
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Figura 3. Patrén electroforético de las subfracciones de HDL.: a. separacion de las proteinas de

las subfracciones de HDL. b. corrido enzimatico de triglicéridos en las subfracciones de HDL.

Finalmente, al evaluar las concentraciones de las subfracciones de HDL para todos los individuos
del estudio, se encontrd que las concentraciones de colesterol en las HDL3 son mayores a las
concentraciones de HDL2, siendo en promedio una diferencia del doble de la cantidad y siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0001) (Tabla 3.). De la misma manera, los
triglicéridos presentes en las subfracciones HDL3 fueron superiores a los observados en las
subfracciones HDL2, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0001) (Tabla
3.). También se observa que las concentraciones de colesterol tanto en la HDL3 como en la
HDL2 son mayores que las concentraciones de triglicéridos observadas en estas mismas
subfracciones, siendo esta diferencia estadisticamente significativa para la relacion entre el
colesterol y los triglicéridos de la subfracciones HDL3 (Figura 4).

En términos generales, el contenido lipidico de las subfracciones de HDL, esté representado en

un 61% por colesterol.
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Tabla 3. Caracterizacion lipidica de las subfracciones de HDL.

Variable Valores observados _Rango, p
(min — max.)
Colesterol HDL2 (mg/dL) 109+5,1 52-229
0,0001
Colesterol HDL3 (mg/dL) 21,8+4.4 15,4 — 28,9
Triglicéridos HDL2 (mg/dL) 6,8+28 38-123
e 0,0001
Triglicéridos HDL3 (mg/dL) 141+49 7,7-20,8

309
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Figura 4. Colesterol y triglicéridos de las subfracciones HDL.
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7. DISCUSION

En este trabajo se caracterizaron dos componentes lipidicos de las subfracciones HDL obtenidas
del plasma de hombres jovenes sin enfermedad diagnosticada. La precipitacion idnica de las
subfracciones y la separacion electroforética en gradientes de concentracion permitio la
identificacion y cuantificacion del colesterol y los triglicéridos en las subfracciones HDL2 y
HDLS.

Al respecto de los métodos utilizados Hafiane & Genst en el 2015 indican que el método de
separacion de las subfracciones de HDL por precipitacion de sales, no mostré diferencias
significativas al ser comparado con otros métodos de separacion y cuantificacion de lipidos como
es la ultracentrifugacion (42). También sefialan que este método es til, reproducible y una forma
rapida para precipitar las HDL de suero o plasma. - Esto brinda soporte y confianza en cuanto a
la validez de los resultados obtenidos en el presente trabajo.

En relacion con los resultados estos muestran que los sujetos de estudio presentaron niveles de
lipidos normales, pues la media de concentracidn de colesterol total y triglicéridos en sangre fue
de 187,7 mg/dL y 146,1 mg/dL, respectivamente, encontrandose dentro de los rangos 6ptimos
segun la guia de practica clinica para la prevencion, deteccién temprana, diagnostico, tratamiento
y seguimiento de las dislipidemias en la poblacion mayor de 18 afios (43), Sin embargo, hay que
tener en cuenta que los valores de referencia internacionales como los de ATP IV (40), en los
cuales esta basada la guia del Ministerio de salud (43), se fundamentan en los resultados de otras
poblaciones las cuales poseen condiciones muy diferentes a la poblacién colombiana como dieta,
actividad fisica, herencia entre otros; de alli la necesidad de contar con valores de referencia mas
ajustados a nuestra poblacion, como el trabajo realizado por Galvis y colaboradores en el 2016
(22), donde realizaron analisis para establecer una linea base de intervalos de referencia de los
lipidos para la poblacion colombiana. Con base en el trabajo de Galvis y colaboradores, los
resultados encontrados en este estudio, en cuanto a perfil lipidico, sefialan que variables como
colesterol, triglicéridos, VLDL y LDL, se encuentran por encima de los rangos reportados como
normales por estos investigadores; por el contrario, los valores de HDL se encuentran muy por
debajo de los rangos reportados en su estudio, es decir, que si se asume que para la poblacion
colombiana esos son los valores de referencia, el perfil lipidico de nuestra poblacion
aparentemente sana, indicaria que se encuentran en factor de riesgo para el desarrollo de
dislipidemia, ya que el factor protector (HDL) seria muy bajo y los factores de riesgo

(triglicéridos, LDL y colesterol) estarian elevados.
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Es interesante que los resultados obtenidos en nuestro estudio con respecto a los niveles de HDL
se encuentran por debajo de los rangos Optimos segun la guia de préctica clinica para la
prevencion, deteccion temprana, diagndstico, tratamiento y seguimiento de las dislipidemias en
la poblacion mayor de 18 afios (43) del mismo modo cuando se contrastan con los resultados del
trabajo realizado por Galvis y colaboradores en el 2016 (22); Estos valores bajos de HDL son
similares a los resultados obtenidos por Camacho y colaboradores en el 2018 (44) en un estudio
a gran escala, cuyo objetivo fue identificar la prevalencia de las dislipidemias en Colombia, el
cual conté con un muestra de 6628 personas, entre hombres y mujeres de diversos estratos
socioecondmicos y nivel educativo, cuyas edades oscilaban entre 35 a 70 afios que residian en
cuatro regiones colombianas, ellos reportaron una mayor prevalencia de anomalias lipidicas en
hombres; por otra parte los niveles bajos de HDL-c fueron la segunda anomalia mas frecuente en
toda la poblacién, solo superada por niveles elevados de colesterol, no obstante en este mismo
estudio se reporta que la dislipidemia mas frecuente en la ciudad de Bucaramanga en una muestra
aleatoria de 2989 sujetos de 15 a 64 afios fueron los niveles bajos de HDL-c seguida de
triglicéridos altos, por altimo, la media de HDL reportada por este estudio fue de 41.9 mg/d; estos
resultados que son similares a nuestros resultados de perfil lipidico, pueden estar evidenciando

gue existe un caracter genético en la poblacidén colombiana para niveles bajos de HDL.

En cuanto a los resultados obtenidos en la caracterizacion de lipidos en las subfracciones, se
evidencié un mayor contenido de colesterol y triglicéridos en las subfracciones de HDL3, siendo
estas diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados son comparables con lo
reportado por Joshi y colaboradores en el 2016, quienes evaluaron la relacién de las subfracciones
de HDL con eventos de enfermedad coronaria, encontrando que en los estudios de amplias
poblaciones como el estudio Jackson Heart y Framingham, los valores de HDL3 fueron

superiores a los observados en las HDL2.

En la literatura, se encuentra suficiente evidencia sobre las propiedades antiinflamatorias (15),
antioxidantes (14), antiapoptoticas (45), antitrombéticas (46) y de mejora de la funcion endotelial
de las HDL; sin embargo, la compejidad biolégica del sistema del transporte inverso del colesterol
no se puede elucidar simplemente con la determinacién de su contenido en las subfracciones de
HDL, en un momento determinado, esto debido a que es un sistema bastante dinamico. No
obstante, los niveles de colesterol y triglicéridos, mas altos en las subfracciones de HDL3, pueden
indicar que dichas particulas son méas eficientes recogiendo colesterol de las otras lipoproteinas y
que en individuos sanos y aparentemente sanos su transformacion en HDL2 es mas limitada.

Sumado a lo anterior, los analisis protedmicos de las subfracciones de HDL muestran distintas
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proteinas asociadas a cada subfraccion (47), sugiriendo que cada subfraccion responde a
funciones protectoras diferentes, implicando que ademas del estudio de su contenido lipidico, es
importante determinar la distribucién proteica en cada subfraccion; a pesar que en este estudio
no se evaluo el tipo de proteinas presentes en cada una de ellas, en los corridos electroforéticos
si se puso en evidencia un mayor contenido y diversidad protéica en la subfraccion de HDL3,
como se puede apreciar en las figuras 2 y 3.

En contraste a nuestra investigacion, otros estudios reportan que las concetraciones de colesterol
en las subfracciones HDL 2 son mayores a lo encontrado en las HDL3; tal es el caso de los estudios
realizados por Albers y colaboradores en el 2016 (32), quienes buscaban establecer una linea base
de concentracion de las subfracciones de HDL en sujetos con eventos cardiovasculares y que se
encontraban consumiendo medicamentos hipolipemiantes, ellos reporton que el colesterol de las
HDL2 fue mayor (21,3 mg/dL) comparado con la HDL3 (17,4 mg/dL); Sin embargo, en su
estudio tambien sefialaron que el aumento de las subfracciones HDL3 constituyen un factor
protector para los eventos cardiovasculares, es posible entonces, que las diferencias con nuestro
estudio, se deban a que los sujetos evaluados son jovenes y aparentemente sanos y no han sido
sometidos a tratamientos para dislipidemias, sugiriendo en este caso (individuos jovenes y sanos)
que las subfracciones HDL3 ejercen un efecto protector comparadas con las HDL2. Lo
anteriormente sefialado, podria estar respaldado por los resultados reportados por Albaghdadi y
colaboradores en el 2017 (34), quienes reportaron  valores de colesterol mas altos en las
subfracciones HDL3 en una poblacién de individuos sanos y que realizaban actividad fisica;
resultados que concuerdan con nuestro estudio, es decir, que se evidencia una mayor
concentraccién de colesterol en la subfracciones HDL3 cuando se trata de sujetos sanos. Del
mismo modo, los resultados encontrados en una poblacion de hombres sanos de la ciudad de Sao
Paulo, Brasil (48), sefialaon que los valores de HDL3 fueron estadisticamente mayores
comparados con los observados en las HDL2. Ahora bien, es importante sefialar que nuestro
estudio no estaba evaluando casos controles, por tal motivo, no se puede afirmar que una u otra
de las subfracciones de HDL se comportan como factor protector o de riesgo para alguna

enfermedad definida.
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8. CONCLUSIONES

Las subfracciones de HDL3 poseen una mayor concentracion tanto de colesterol como de
triglicéridos comparadas con las HDL2, y esta diferencia es estadisticamente significativa.

El lipido con mayor concentracion en las subfracciones de HDL fue el colesterol alcanzando
un 61% sobre la concentracion total de lipidos analizados.

Los resultados confirmaron que la familia de lipoproteinas de alta densidad (HDL) poseen
diferencias significativas en su composicion lipidica; esto es importante ya que contribuye a
esclarecer el conocimiento de las HDL como elemento protector contra la enfermedad

cardiovascular.
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9. RECOMENDACIONES

Como se ha evidenciado la amplia gama de funcionalidad de las HDL, seria de interés biomédico,
evaluar el comportamiento de las subfracciones de las HDL en diferentes patologias o valorando
el efecto sobre la composicidn de lipidos en ellas causado por extractos de plantas medicinales

con evidencia cientifica de su efecto sobre el metabolismo lipidico.

Por altimo, se recomienda realizar estudios con un mayor nimero de muestra de diferentes
poblaciones de nuestra regién, con la finalidad de ir construyendo los valores de referencia para
la poblacion colombiana.
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12. ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

Caracterizacion de lipidos en sub fracciones de HDL

El grupo de investigacién de Enfermedades Cardiovasculares y Metabélicas - GECAVYME - de la
Universidad del Quindio, va a llevar cabo un estudio in vitro (en el laboratorio) con el fin de
determinar la presencia y concentracion de lipidos en las subfracciones de HDL (lipoproteinas de alta
densidad).

Las enfermedades cardiovasculares en Colombia y en el mundo siguen aumentando a pesar de los
esfuerzos en promocién, prevencién y nuevos tratamientos. Estudios epidemioldgicos de todo el
mundo han demostrado una relacion inversa entre la concentracién de HDL y el riesgo cardiovascular,
por lo tanto, la investigacién en el campo de las HDL en las Gltimas décadas se centrd en encontrar
sustancias para aumentar su concentracién en plasma. Una estrategia fallida fue el desarrollo de
inhibidores de la enzima transportadora de esteres de colesterol (CETP) que aumento la concentracion
de las HDL, entre un 61 y el 120%, a pesar de tal aumento, también hubo un aumento importante de
las muertes de los individuos tratados. Estos resultados condujeron las estrategias, primero, aislando

las diferentes subfracciones de HDL y segundo describir las estructura y funcién de sus componentes.

Para Colombia el panorama de las HDL es critico, pues distintos estudios muestran una baja
concentracion de HDL tanto en pacientes como en individuos normales. Ademas, estudios del grupo
de investigacion en enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (GECAVIME) de la Universidad
del Quindio, demostr6 que individuos con enfermedad coronaria significativa tenian, no solo HDL
bajas, sino iguales niveles de CETP que aquellos sin enfermedad coronaria. Entonces ¢cual es la
diferencia de las HDL entre unos y otros? Si también tenian LDL, triglicéridos y otros lipidos en el
rango de normal. Estos hallazgos sugieren entre otras causas de la enfermedad coronaria, una
diferencia no en concentracién sino en la estructura lipidica y proteinica de cada una de las

subfracciones de HDL.

Aunque a nivel Internacional hay muchos estudios para caracterizar las subfracciones HDL, hasta

donde se conoce ningln estudio en Colombia ha caracterizado la composicidn de lipidos y proteinas
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de las subfracciones de HDL, por lo tanto hay necesidad de conocer la estructura lipidica de las
subfracciones de HDL en primer lugar y un en un futuro establecer la modulacion mediante el uso de
un método que sea de fécil implementacién en los laboratorios de investigacion e incluso en los
laboratorios clinicos que sirva como control y seguimiento de diferentes tratamientos en pacientes

con enfermedades cardiovasculares.

De tal manera que el objetivo del presente estudio es Caracterizar de los principales componentes

lipidicos de las subfracciones de HDL en plasma de jovenes sin enfermedad diagnosticada.

Estos resultados nos podrian ayudar a entender mejor las causas y los factores protectores del riesgo

cardiovascular (RCV), para buscar alternativas de manejo.
Para lograr lo anterior, su participacién es voluntaria y consiste en:

- Permitir la realizacion de una prueba de sangre, de la cual se obtendran las sustancias antes
referidas.

- Responder un cuestionario de informacién como: edad, direccion, nombre completo e
identificacion.

- Permitir la realizacién de la toma de la presion arterial, peso y talla.

Al obtener sus resultados de perfil lipidico, seran contactados para su entrega.
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FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Yo, , identificado (a) con C.C. No. certifico
que: los investigadores del proyecto de investigacion llamado “CARACTERIZACION LIPIDICA
EN SUB FRACCIONES DE HDL”, me explicaron que me han elegido como posible sujeto de

investigacion porque soy un hombre joven, mayor de 18 afios y menor de 41 afios, voluntarios sin

enfermedades identificadas.

Me han informado que se quiere llevar a cabo un estudio in vitro con el fin de determinar la presencia

y concentracion de colesterol, triglicéridos y fosfolipidos en las HDL (lipoproteinas de alta densidad).

Entiendo que mi participacion es completamente voluntaria y que si acepto estoy autorizando:

1. Que me tomen una muestra de sangre al comienzo del estudio y dos meses después

2. Que me realicen una encuesta y un examen fisico

Aunque para el buen desarrollo de la investigacién es muy importante que yo cumpla con estos

compromisos, puedo retirarme si asi lo decido.

Los beneficios que puedo esperar del proyecto consisten en:

- Los examenes de laboratorio de perfil lipidico.

Los resultados de los exdmenes de laboratorio me seran entregados y explicados.

También me han informado que si en el examen de perfil lipidico, realizado por el grupo de
investigadores se encuentran signos y/o sintomas que ameriten manejo médico, se remitira al médico
del Centro de Salud de la Universidad.

- Lainvestigacion se llevara a cabo por personal de salud debidamente capacitado y registrado.

- La parte clinica se llevara en el Centro de Salud de la Universidad del Quindio, debidamente
habilitado por la Seccional de Salud.

- Los examenes se procesaran en el Laboratorio del Grupo de Enfermedades Cardiovasculares

y Metabolicas (GECAVYME), por personal capacitado para tal fin.
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En el caso de que tenga alguna pregunta, puedo solicitar y recibir informacion en el momento que lo

requiera.
La persona contacto, responsable de este proyecto de Investigacién, es la Dra. Patricia Landazuri.

La puedo localizar en los siguientes sitios de la Universidad del Quindio, en la Facultad de Ciencias
de la Salud: teléfono 7359300 ext 800 ¢ celular 3108467710:

- Centro de Salud de la Universidad del Quindio.
- Laboratorio de Enfermedades Cardiovasculares y metabdlicas.
- Doctorado en Ciencias Biomédicas.

O en la siguiente direccion electronica: plandazu@uniquindio.edu.co

Mi participacion voluntaria en este estudio no interfiere en mis actividades habituales y si decido
retirarme del estudio, esto no afectara mi desempefio como estudiante. Habiendo entendido lo que se
me ha explicado y lo que he leido, otorgo mi consentimiento y compromiso informado para participar

en este proyecto.
Firma de la persona que otorga el consentimiento informado:
NOMBRE Fecha:

C.C.

Firma de la investigadora médica que brind6 la asesoria:
NOMBRE Fecha:
C.C.

Firma de TESTIGOS: Fecha:
NOMBRE

C.C.

PONENCIA DE LA ACCB
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