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HDL, LA LIPOPROTEINA ANTIATEROGENICA. FUNCIO
DELS COMPONENTS PROTEICS PRINCIPALS*

F. Gonzalez Sastre? . Julve, J.C. Escola i F. Blanco

Les modernes terapéutigues hipolipemiants basades en [a inhi-
bicié de la sintesi de colesterol son efectives en el tractament
preventiu de 1a malaltia coronaria reduint la presentacié d'epi-
sodis entre un 30 i un 40 %. No obstant aixd, en molts pacients
la malaltia continua, malgrat que el colesterol LDL hagi dismi-
nuit. Una major reduccid dels episodis coronaris requernira ac-
tuar sobre altres factors de risc {ipoproteics 0 no lipoproteics)
darteriosclerosi. Els estudis epidemioldgics indiquen que lalta
concentracid de colesterol plasmatic transportat per les HOL €5
un factor protector contra l'arteriosclerosi, en contraposicié al
colesterol present en les LDL, que és un factor de risc. Per
aquesta rad, es considera favorable per a la salut tenir una alta
concentracio de colesterol HDL en el plasma, igual que tenir
una baixa concentraci¢ de colesterol LDL. Uns nivells de coles-
terc! HDL baixos constitueixen tambeé un factor de risc. La mo-
dificacio dels nivells plasmatics de I'HDL apareix com un objec-
til terapeutic possible [ és, per tant, de gran interés aprofundir
o completar els actuals coneixernents sobre la funcié de IHDL i
els mecanismes moleculars pels quals un augment d'HDL pro-
porciona protecdd en front dels accidents cardiovasculars, tal
com van indicar les primeres dades epidemioldgiques.

En efecte, diversos estudis van demostrar Ia relacié inversa ¢
directa, respectivament de tenir una concentracio alta de ¢o-
lesterol HDL o colesterol LDL amb el ris¢ de patir alteracions
yasculars arteriosclerdtiques greus'”. A més, en els darrers
anys, la capacitat antiaterogéncia de HDL ha estat repetida-
ment demostrada experimentalment*®. No obstant aixd, I re-
lacié entre HDL i arteriosclerosi €s complexa i hi ha dades con-
tradictories a les experiéncies indicades. Per exemple, pa-
cients amb alteracions genétiques poc frequents que
presenten deficiéncies molt marcades de HDL no semblen te-
nir un risc augmentat de malaltia cardiovascular'®. Aquesta si-
tuacio ha estat reproduida experimentaliment en el fet que
els gens essencials per l'estructura i 1a funcid de les HDL han
@stat suprimits. Una explicacio provisional perd plausible po-
dnia ser gue en aquests estats cursen també amb una dismi-
nucio del colesterol LDLY.

En qualsevol cas, l'augment o la disminucid de colesterc! HOL
com a factor de risc negatiu o positiu sembla no ser resultat
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d'una refacio causal directa, sind que podria ser secundaria a
alteracions en el metabolisme de les lipoproteines rigues en
triglicérids?

Malgrat que alguns avencos shan produit recentment en la
comprensio del paper dels diferents components de les HDL,
gueden moltes incognites sobre la seva funcio fisicldgica i, es-
pecialment, sobre els mecanismes moleculars que hi ha impli-
cats en aquesta i en la seva relacid amb l'arteriosclerosi.

La denominacié HDL ihigh density lipoprotein) satribueix a un
grup de lipoproteines melt heterogeni tant per la seva
grandaria com per la seva composicio. La densitat varia entre
1063 g/ml i 1210 g/ml | se separen per ultracentrifugacid de
les lipoproteines de baixa densitat LDL (1,019-1,63 g/ml) i de les
de molt baixa densitat VLDL (0950-1,006 g/ml). Sempren diver-
505 merodes de fraccionament.

Eis components proteics, les apolipoproteines, de les HDL
semblen tenir un paper especialment important en la relacio
d'aquestes particules amb l'arteriosclerosi™.

Shan descrit diversos components proteics en les HDL: A, A-
Il A-IV, G-, CIL NI E, T altres. Els components majoritaris | amb
funcions estructurals sén els dos primers.

L'apolipoproteing A-l (apo A-l) és {a proteina més abundant de
I'HDL, representa al voltant del 68 % de la proteina present en
aguestes particules i es troba també en petita proporcid en
els quilomicrons. En situacio de dejuni només es troba en HDL.
Es un polipeptid de pes molecular 28000 i 243 aminoacids. Es
sintetitza en el fetge i en lintesti com a preproapo A-l, pro-
ducte d'un gen de la regid 23 del cromosoma 11 en 1a proxi-
mitat dels gens de l'apo C1i A-IV i de Ja insuiina. Les particu-
les esferoides HDL2 i HDL3 contenen de 2 a2 4 molecules d'apo
A La seva funci és estructural, té un paper essencial amb el
transport revers del colesterol 1 €5 un cofactor de 'enzim leci-
tina colestercl-aciltransferasa (LCAT)

Els ratolins en els quals sha incorporat el gen de l'apo A-l hu-
Mana, expressen aquesta proteing, reprodueixen 'heteroge-
neitat de la HDL humana i en resposta a una dieta rica en
greixos, incrementen el colesterol HDL | l'apo A-l plasmatic,
que &5 una caracteristica dels humans i no dels rosegadors.

La hiperexpressi¢ d'apo A-l, modifica Ia susceptibilitat a rarte-
riosclerosi?. Els treballs de Badimon i Fuster del 198% 1 1990 son
pioners en la demostracio expenmental d'un efecte protector
o curatiu de les HDL. En aguests estudis es va tractar amb
aguesta lipoproteina conills que havien desenvolupat arterios-
clerosi com a consequéncia d'una dieta rica en greixos® 3,
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Perd ja el 1991 s'estudia i es demostra 'efecte inhibitort sobre
larteriosdlerosi de la modificacio genetica de ratoling afegint
en el seu genoma &l gen de lapo A-li7). En aquest estudi, s in-
dueix la malaltia amb dietes aterogénigques i es demaostra 1a
prateccid efectuada pels alts nivells d'apo A- humana. La hi-
perexpressic dapa A-l i el conseglient augment de I'HDL és
capag de prevenir larteriosclerost accelerada posterior & lan-
gioplastia en rates per reduccio de la proliferacid de les céhblu-
les muscuiars™,

Experiéncies especialment demostratives sén aquelles sobre
animals que s'’han fet especialment susceptibles a [arterios-
clerosi per anullacis del gen de l'apo E ¢ també per introduc-
cd del gen d'apo A, per tant, en situacions darteriosclerosi
produides per mecanismes diferents?- 851516

En consequéncia, la resposta €s clara: lincrement d'apo Al i el
conseqient increment de colesterol HOL té un efecte antiate-
rogenic en concordanga amb els estudis epidermioldgics en
humans.

Daltra banda, també shan obtingut ratoling en els quals sha
inactivat el gen de lapa A-l (AlKQ). Aquests animals tenen un
déficit dHDL, fet que indica la importancia de [apo A-l en Ia
constituQid daquestes lipoproteines. L'abséncia d'apo A< pro-
dueix un déficit funcional de LCAT que confirma el paper de A-l
com a cofactor d'aquesta reaccio enzimatica. Els ratolins sense
apo A-l no desenvoiupen arteriosclerosi ni amb una dieta nor-
mal, ni amb una dieta rica en greixes'”. Perd quan aquests ra-
tolins es creuen amb ratoling transgénics per apo B-100, els
animals resultants son més susceptibles a larteriosclerosi que
els progenitors. Els resultats de les investigacions de Hughes
et al® son espedcialment significatius pel que fa a la compara-
Cié entre la magnitud de les lesions arteriosclerotigues de ra-
toling control amb ratoling AIKG, ratoling transgenics per Apo B
{Btg) i ratolins AIKOBLg. Els primers i els segons es diferencien
tan sols en els nivells de colestercl HOL, colesterol total & tri-
glicérids, perd sense conseqiiencies vasculars aparents. Els Btg
mastren lesions considerables perd els AIKOBtg mostren le-
sions marcadament superiors que els animals Btg. A més,
quan sintenta relacionar la grandaria de les lesions amb els ni-
vells de colesterol no HDL, $'observa que quan hi ha relacio en-
tre aquest dos parametres en els animals amb déficic d'A-1 (Al-
KO tes alteracions son sempre significativament supetriors .
Estudis similars de Voyiaziakis et al'?, sobre els nivells plasma-
tics de ilpids 1 lipoproteines mostren incremerits de TG en els
grups danimals A-l - / - (AIKO Btg) deguts a un catabolisme
deficient (déficit d'activitat lipasa). Les lesions arterioscleroti-
ques van ser un 200 % superiors en A - - que en A + /+
(Btg). Els dos treballs indicats ens permeten concloure que el
deficit de A-l és a, dir &'HDL no €3 una condicid suficient per
causar el desenvolupament d'arteriosclerasi, perd maodifica la
susceptibilitat creada per altres factors augmentant-ia rematr-
cablement.

Cal destacar gue en els animals amb déficit d* A-1i HDL hi ha
una deficiéncia en colesterol en els teixits esteroidogenics |
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aixd demostra també el paper d'aquestes lipoproteines com a
transportadores de colesterol a aguests teixits.

Les accions de I'HDL que podrien explicar el seu efecte antia-
terogénic sén el seu paper essencial en el transport revers
del colesterol (des dels teixits periferics al fetge) i el seu
efecte protector que evita les modificacions oxidatives de
ies LDL.

L'apo A-ll, 1a segona proteina d'HDL, es sintetitzada en el fetge,
encara que en lintesti es troben també petites quantitats de
RMNA missatger especific. El seu gen es troba en la regid q21-
23 del cromosoma 1. La forma més abundant en el plasma és
un homodimer, format per mongmers de 77 aminoacids, units
per un pont disulfur entre les cisteines de la posicid¢ 6. L'apo A-
Il té un alt percentatge d’helix (62 %) en la seva estructura |
mostra una gran afinitat, superior a l'apo A, per les monoca-
pes lipidiques. Per aixé, un increment d'apo A-ll desplaca l'apo
A-l del'HDL. En 'HDL representa aproximadament el 20 % del
contingut proteic. La seva concentracid esta regulada a traveés
de variacions de I3 sintesi, a diferéncia del que passa amb ['a-
polipoproteina A-1. La seva funcié no és coneguda i diferents
estudis suggereixen bé unz accié moduladora de la lipasa
hepatica o de la proteina transportadora d'esters de coleste-
roR"' ¥ També s’han descrit efectes contradictoris en relacié
amb l'eflux dei colesterol de les céHules.

Linic exemple de mutacid del gen de 'apo A-ll, en humans,
esta descrit en una familia japonesa. En dos membres d'a-
guesta familia hi hagué una abséncia d'apo A-ll, perd no mos-
traren ni alteracions importants en la resta de lipoproteines ni
signes drarteriosclerosi. Aixo suggereix que el paper daques-
tes proteines pot ser substtit per altres apolipoprotelnes en
humans. De fet, algunes espécies animais no tenen apo A-ll
detectables. Per contra, en ratoling en els quats s'ha anullat el
gen, labséncia d'apo A-ll ocasiona un deficit marcat de HDL™,
£n ratolins sha aconseguit Ia hiperexpressié d'apo A-ll per in-
corporacié de copies del gen huma ¢ bg, també, del gen de ra-
toli. La hiperexpressio del gen huma causa l'aparicio de parti-
cules HDL més petites, Es produeix tambeé una disminudd de
l'apo A-Il de ratoli, perd també de les apo A4, amb el conse-
quent déficit funcional de LCAT®. Aixd produeix una disminuciod
d'HDL | l'acumul de colestercl en ia cornia dels animals, A més,
la hiperexpressio produeix un efecte aterogénic®. Lexpressid
dapo A-ll neutralitza en part Tefecte protector de la hiperex-
pressic d'apo A-l en animals tambeé transgenics per l'apo A-IM.
En els animals transgénics d'apo A-ll de ratoli, les HDL aug-
menten 1 augmenten també en grandaria, perd també pre-
senten una susceptibilitat meés gran a l'arteriosclerosi.
L'augment de la susceptibilitat a I'arteriosclerosi sembia de-
pendent d'un augment de les lipoproteines que contenen
apo B, induit per la dieta o per la modificacid genetica i in-
dependent de la concentracid d'HDL. Els animals transge-
nics d’Ape A-ll humana presenten hipertrigliceridemia, es-
pecialment quan son alimentats amb una dieta rica en
greixos i colestero! (faula 1. La hiperexpressio de l'ape A-li
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TAULA L

Perfit lipidic de plasma total i de lipoproteines plasmatiques
aillades de ratolins alimentats amb una dieta rica en greixos
i colesterol

Ratclins Ratoling Ratoling
control transgénics transgénics
- 1
Plasma
Trighicerids 009 =001 008 £ 001 09 +012
Colesteral total 517 £ (52 595+ 055 816+ 074
% Colesteral lliure 218219 193+12 80+ 04
ACids grassos liures 082+ 005 095 +04 174 + 008"
Apo Al humana 00 159+ 20" 49+ 2100
VLDL
Trighicgrids 005 +001 Q03 £ ¢M 058 £ 005"
Colesterol total 274+035 3022038 494 1 0447
DL
Triglicérids 02 001 001 200 01001
Colesterol total 057 £ 007 044 £ 011 110£0,15
Lol
Trighcerids a0+ 0002 0005 £ 0002 005+ 00"
Colesterol total 243+ 003 058 + 003 110011
HEHL
Triglicends 001 £ 0005 002 001 002 + 081
Colesteral total 1,14 £ 0,1 1,20 £ 0,02 0,66 £ 0,05

TES van deteriinar els mivells de colesterol total, tighcénds, acids grassos liures i protenes
en el plasina i en fracions tipoproteiques de ratgling dejunats. Les dades representen 3 con-
Ins de plasines per o cada lima (610 ratoling per conjunt). s resultats sexpressen com d
rrikana £ SEM.

Els taghconids, 2 calesterol toal L els Acids prassos liures sexpressen en mmoli, mentre que
rapo A0 humana aparets en mgrdl “Diferéncies significanves i < 005 respecte dels raroling
Cransgenics 25.3 if0 contrdls HOL, lipoproteines dalta densicat: IDL, lipoproleines de densitat
intermitia: LOL, lipoproteines de baixa densitat: VLDL, lipoprotaines de malt baixa densitat.

humana en ratolins knockout d'apo E [ en els ratoling
transgenics que hiperexpressen PTEC (proteina transferido-
ra d'esters de colesterol) indueix aparicié d'una hipertrigli-
ceridémia mes severa. En tots agquests casos la hipertrigli-
ceridémia esta associada també a un augment dels acids
grassos lliures?¥,

La hipertrigliceridémia és deguda a un augment de la produc-
Cio de VLDL en tots els casos (fig. 1) En els transgenics de
PTEC també es produeix una disminucié del catabolisme da-
guestes lipoproteines??,

En conclusié, s'ha establert que, si bé les particules riques
en apo A-l protegeixen contra larteriosclerosi, les HDL ri-
gues en apo A-ll no solament no protegeixen sind gue l'ac-
celeren. Lexplicacio d'aquest darrer fenomen podria raure
en dos mecanismes diferents. Primer, alteracié del coleste-
rol revers associat amb [a disminucié de l'eflux de colesterol
des de les céllules | sobretot de lalteracio de la funcionali-
tat de LCAT. [, segon, una major tendéncia o major vulnera-
bilitat a 'oxidacio de les prapies HDL, 0 uUna menor proteccid
a l'oxidacio de les HDL sobre les LDL. Una tercera opcio, po-
sada de manifest pels nostres treballs, €s raugment de la
concentracio de lipoproteines que contenen apo B, a causa,
principalment, del fet la sobreproduccid de triglicérids en
VLDL®. Atés que la sobreproducctd de VLDL és la caracteris-
tica basica de la hiperlipémia familiar combinada i que el
gen de 'apo A-ll esta situat en la proximitat del gen alterat,
candidat responsable d'aguesta alteracio, s probable que Ia
seva funcié sigui bloqueiar l'expressi¢ d'aguest gen. Alires
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Fig 1. Cinética carabblica in vivo de [3H]-trioleira i taxa de produccic de triglicérids
{Al La cinética catabblica es va determinar rmitjangant la injeccio intravencsa de
triolging tritiada de VLDL autdiogues en cadascuna de les linies de ratolins. La
radiactivitat remanent en plasma (expressada com a la migana percentual _
SEM) es va determingr afs temps indicats després de la injeccid. Per cada prup,
n=§-9. (K} En un experiment complementari, es va avaluar |a taxa de produc-
cicy de triglicénds. Eis vatolins dejunats van ser sagrats immediatarment abans
de la injeccid intravenosa de Tnton WR-1339, i als 60§ 120 minuts després, per a
poder representar el canwi resultant respecte del seu basal, Els triglicérids van
ser determinats als temps indicats. Cada punt representa la mitjana + SEM de 7
a 9 ratolins. Ratolins controls (@), ratolins transgenics 25.3 .1 i ratoling transgé-
nics 1.1 0" Diferencies significatives (P < 005) respecte de ratolins transgénics
253 o ratohns controls,

autars®¥ relacionen fa localitzacié génica de l'apo AL 1 1a
concentracio i el metabolisme dacids grassos i triglicérids
{taula Iy,

TAULA 1L

Comparacio de les caracteristiques de la hiperiipemia famniliar
combinada (HLFC} amb les que presenten els ratoling transgénics
de la linia 11.1

Fenotip HLFC? Ratolins
transgénics 11.1

Cotesteral de VLDL augrrentat + +
Colestero! d'LDL augmentat + +
Colesterol dHDL reduit +- +-
Triglicrids de ViDL augmentars + +
Triglicérids d'IDL augrnentats + +
Secrecio de VLDL augmentada + +
APOB augmentada + +
Catabolisme de VLDL normal +- +
Fenotip dependent de 1a edat + WD
Factor de risc darteriosclerosi + +

* Conn han dosont Aouizerat el al (1505) ) ) )
+ Indica lobservacio del fenotip descal; - indica abséndia del fenotip descrit, ++ ndica resut
tats cortradictoris; MD, no dererminat,
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