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Fundamento/objetivos. La lipoproteína de baja
densidad (LDL) electronegativa (–) es una
subfracción de la LDL presente en la circulación
que está aumentada en la hipercolesterolemia
familiar y presenta características aterogénicas. El
objetivo del presente trabajo ha sido caracterizar
fisicoquímica y biológicamente la LDL(–) aislada
de pacientes con hipercolesterolemia familiar. 

Métodos. Las fracciones LDL(+) y LDL(–) 
de individuos normolipémicos y con
hipercolesterolemia familiar fueron aisladas
mediante cromatografía de intercambio aniónico.
La caracterización fisicoquímica incluyó la
composición en lípidos, apolipoproteínas (Apo),
antioxidantes, ácido siálico y malondialdehído, el
tamaño (electroforesis en gradiente de acrilamida)
y la densidad (ultracentrifugación en gradiente de
densidad). La caracterización biológica incluyó el
estudio de la afinidad al receptor de LDL en
cultivos de fibroblastos, y el efecto sobre la
producción de moléculas proinflamatorias
(interleucina 8, proteína quimiotáctica para
monocitos 1, molécula de adhesión de células
vasculares, inhibidor del activador del
plasminógeno 1) en células endoteliales. 

Resultados. La proporción de LDL(–) fue más
alta en individuos con hipercolesterolemia familiar
que en normolipémicos (12,0 ± 3,4% frente al 5,4 ±
1,8%). La LDL(–) presentó, en ambos grupos, un
contenido aumentado de triglicéridos, colesterol

libre, ácidos grasos no esterificados, ácido siálico,
Apo E y Apo C-III, y un menor contenido de Apo B,
respecto a la LDL(+). Además, la LDL(–) de los
individuos con hipercolesterolemia familiar
presentó más colesterol total y esterificado y
menos fosfolípidos que la LDL(+). No se
observaron, en ningún caso, diferencias en el
contenido en antioxidantes o malondialdehído. La
LDL(–) de los sujetos normolipémicos presentó
menor tamaño y mayor densidad que su LDL(+).
Por el contrario, la LDL(–) de los individuos con
hipercolesterolemia familiar manifestó bandas de
tamaño igual que su LDL(+) o superior a ésta y una
distribución mayoritaria en las fracciones más
ligeras. Los estudios de cinética de saturación y de
desplazamiento de la unión en cultivos de
fibroblastos demostraron que la LDL(–) de sujetos
normolipémicos y con hipercolesterolemia familiar
tenía menor afinidad por el receptor de LDL que la
LDL(+). Finalmente, la incubación con LDL(–)
durante 24 h en cultivos de células endoteliales
indujo la liberación de interleucina 8 y proteína
quimiotáctica para monocitos 1. Este efecto se
observó en ausencia de citotoxicidad y en los dos
grupos estudiados. La producción de PAI-1 y
VCAM no se alteró.

Conclusiones. La LDL(–) no presentó evidencias
de modificación oxidativa. De hecho, las
diferencias en composición respecto a la LDL(+)
pueden explicar por sí mismas el aumento de carga
negativa. La principal diferencia entre la
normolipemia y la hipercolesterolemia familiar es
el mayor contenido en colesterol de la LDL(–) de la
hipercolesterolemia familiar, que redunda en
mayor tamaño y menor densidad respecto a la
LDL(–) de la normolipemia. A pesar de estas
diferencias, la LDL(–) de ambos grupos presentó
similares características en cuanto a baja afinidad
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por el receptor de LDL y capacidad de inducir la
producción de quimiocinas en células endoteliales.
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CHARACTERIZATION OF ELECTRONEGATIVE
LDL SUBFRACTION IN FAMILIAL
HYPERCHOLESTEROLEMIC SUBJECTS

Background/objectives. Electronegative LDL
(LDL[-]) is a plasma subfraction of LDL with
increased proportion in familial
hypercholesterolemia (FH) and some atherogenic
characteristics. The aim of this work was to study
the physicochemical and biological characteristics
of LDL(–) from FH subjects.

Methods. Non-electronegative LDL (LDL(+)) and
LDL(–) from normolipemic (NL) and FH subjects
was isolated by anion exchange chromatography.
Physicochemical characteristics included the
content in lipids, apoproteins (Apo), sialic acid,
antioxidants and malondialdehyde (MDA), size (by
gradient gel electrophoresis) and density (by
density gradient electrophoresis). Biological
characterization included the binding affinity to
the LDL receptor (LDLr) in cultured fibroblasts
and the effect on the production of inflammatory
molecules (IL-8, MCP-1, VCAM and PAI-1) by
endothelial cells.

Results. LDL(–) proportion was increased in FH
compared with NL (12.0 ± 3.4 vs. 5.4 ± 1.8%).
LDL(–) showed increased content of triglyceride,
free cholesterol, sialic acid, non-esterefied fatty
acids (NEFA), apoE and apoC-III, in both groups.
In addition, LDL(–) from FH presented more
cholesterol and less phospholipid than LDL(+). No
differences in MDA or antioxidants were observed.
LDL(–) from NL showed smaller size and higher
density than LDL(+) whereas LDL(–) from FH
showed bands of greater size than LDL(+) and was
preferentially distributed in buoyant LDL
subfractions. Saturation kinetics and binding
displacement studies in fibroblasts showed that
LDL(–) from NL and FH subjects had lower affinity
for LDLr than LDL(+). Finally, LDL(–) induced IL-8
and MCP-1 release after 24 hours of incubation
with endothelial cells. This effect was observed in
absence of cytotoxicity and in both studied groups.
VCAM and PAI-1 release was not modified.
Conclusions. No evidence of oxidative modification

was observed in LDL(–). In fact, the differences in
composition can explain the increase in negative
charge. Major difference between NL and FH
subjects was the increased content of cholesterol in
LDL(–) from FH, that results in greater size and
lower density than LDL(–) from NL. Despite these
differences, LDL(–) from both groups shared low
affinity for the LDLr and was able to induce IL-8
and MCP-1 release by endothelial cells.
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Introducción
Numerosas evidencias científicas han puesto de

manifiesto la implicación de la modificación cuali-
tativa de la lipoproteína de baja densidad (LDL) en
numerosos acontecimientos durante el desarrollo
de la arteriosclerosis1. La mayor parte de los estu-
dios se ha realizado con LDL modificada in vitro,
principalmente oxidada (LDLox), ya que durante
años se había considerado que la LDL se modifica-
ba cuando penetraba en la íntima arterial, y se ha-
bía descartado la presencia de LDL modificada en 
la circulación plasmática2. Sin embargo, durante la 
pasada década se presentaron evidencias de la pre-
sencia en el plasma de una subfracción minoritaria
de LDL con una mayor carga negativa3-5, caracte-
rística que es común con la LDLox. Existe contro-
versia respecto a las características de la LDL elec-
tronegativa (–), ya que algunos autores indicaron
que está parcialmente oxidada3,6-9, mientras que
otros no encontraron evidencias de modificación
oxidativa4,5,10-12. Tampoco existe coincidencia en la 
unión con el receptor de LDL (rLDL), ya que se ha
descrito menor3, igual4 o mayor10,11 afinidad. Sin
embargo, de forma independiente de la presencia
de lípidos oxidados, sí que hay coincidencia en la
elevada citotoxicidad de la LDL(–) en cultivos de
células endoteliales7,11, lo que indica un cierto po-
tencial aterogénico. A éste, hay que añadir la capa-
cidad de la LDL(–) de inducir la producción de in-
terleucina (IL) 8 y proteína quimiotáctica para
monocitos 1 (MCP-1) por células endoteliales13,
quimiocinas que están implicadas en el recluta-
miento de linfocitos y monocitos de las primeras
fases de la aterogénesis. Todos estos estudios fue-
ron realizados en LDL(–) aislada de individuos sa-
nos normolipémicos (NL). Sin embargo, la propor-
ción de LDL(–) está anormalmente aumentada en
afecciones con elevado riesgo cardiovascular como
la hipercolesterolemia familiar (HF)14 o la diabe-
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tes15,16. El objetivo de este trabajo ha sido la carac-
terización fisicoquímica y biológica de la LDL(–)
aislada de pacientes con HF, comparándola con la
LDL(–) de NL.

Pacientes y métodos

Selección de pacientes
Los pacientes con HF fueron seleccionados según la historia

familiar y la concentración de lípidos (colesterol total > 8,5
mmol/l, colesterol unido a LDL [cLDL] > 5,5 mmol/l, triglicéri-
dos < 2 mmol/l). Los individuos NL tenían concentraciones de
colesterol total < 8,5 mmol/l, cLDL < 5,5 mmol/l y triglicéridos
< 2 mmol/l. Todos los individuos eran normoglucémicos, no
fumadores y con una edad comprendida entre los 32 y los 59
años. Las muestras de plasma fueron obtenidas en plasma-
EDTA, alicuotadas y congeladas a –80 °C. Dado el elevado nú-
mero de determinaciones que se debía realizar en cada mues-
tra y, por tanto, la gran cantidad de muestra necesaria para
ello, se optó por hacer mezclas de plasma de varios individuos
(10-15) para obtener un volumen de plasma de 50-100 ml. Con
ello conseguíamos obtener entre 1 y 3 mg de LDL(–) (medida
como apolipoproteína [Apo] B) con los que simultáneamente
se podían hacer diferentes determinaciones. En total se anali-
zaron 31 mezclas de plasma de HF y 31 de NL, de las que se
realizaron diferentes determinaciones. El número de experi-
mentos de cada una de las determinaciones se indica en el
apartado “Resultados”.

Aislamiento de LDL(–)
La LDL total (1.020-1.050 g/ml) se aisló mediante ultracen-

trifugación secuencial de flotación a 4 °C y con 1 mmol/l
EDTA. La LDL total se fraccionó en LDL(+) y LDL(–) median-
te cromatografía de intercambio aniónico (CIA) con un gra-
diente salino escalonado, utilizando una columna preparativa
Q-Sepharose 35/100 en un sitema FPLC (Pharmacia), siguien-
do la metodología descrita13. Tras concentrar las fracciones
por ultracentrifugación, se congelaron alícuotas a –80 °C para
determinar los antioxidantes, MDA y ácido siálico, y el resto
de parámetros se determinaron antes de una semana con las
fracciones conservadas a 4 °C. La LDLox se obtuvo mediante
incubación con CuSO4

17 y la LDL acetilada (LDLac) se obtuvo
mediante adición de anhídrido acético18. La movilidad electro-
forética relativa (Rf) en agarosa respecto a la LDL nativa (= 1)
de ambas fracciones fue mayor de 2 para la LDLox y de 2,5
para la LDLac.

Composición y características fisicoquímicas
El contenido de las dos fracciones de LDL en colesterol to-

tal, colesterol libre, triglicéridos, Apo B, Apo A-I, Lp(a) (Ro-
che), fosfolípido, ácidos grasos no esterificados (NEFA), Apo E
y Apo C-III (Wako) fue determinado en un autoanalizador Hi-
tachi 911 mediante métodos comerciales. El ácido siálico fue
cuantificado por HPLC de fase reversa con detección fluorimé-
trica19, al igual que el contenido en MDA20. El contenido en α-
tocoferol, α-caroteno, β-caroteno y licopeno se valoró por
HPLC de fase reversa con detección diode-array21. La suscepti-
bilidad a la oxidación de las fracciones de LDL se evaluó mo-
nitorizando la formación de dienos conjugados a 234 nm tras
incubación con CuSO4

15. La Rf de LDL(+), LDL(–), LDLox y
LDLac se determinó en geles de agarosa (Biomidi), conside-
rando la Rf de LDL(+) como 1. La integridad de la Apo B se

comprobó por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 4-20%
(BioRad). El tamaño de la LDL se determinó mediante electro-
foresis no desnaturalizante en gradiente de acrilamida22. Final-
mente, para determinar la distribución en densidad de la
LDL(–) se aislaron seis fracciones de menor a mayor densidad
de la LDL total mediante ultracentrifugación en gradiente de
densidad23, y de cada una de ellas se cuantificó la proporción
de LDL(–) mediante CIA en columna analítica MonoQ (Phar-
macia), según metodología descrita24.

Estudios de afinidad al rLDL en fibroblastos
Se cultivaron fibroblastos humanos de explantes de piel ob-

tenidos del American Type Culture Collection en frascos de 75
cm2 a 37 °C y con un 5% de CO2 en medio DMEM completo
(suplementado con un 10% de suero bovino fetal [SBF], 
2 mmol/l de glutamina, 0,1 UI/l de penicilina y 100 mg/l de 
estreptomicina). Para los experimentos de unión al rLDL 
se separaron los fibroblastos del frasco de cultivo con 
tripsina/EDTA al 0,05/0,02% y se sembraron inóculos de
50.000 células/ml en placas de cultivo de 12 pozos; se dejaron
crecer hasta alcanzar la confluencia y se cambió el medio
completo por medio deficiente en lipoproteínas (DMEM com-
pleto donde se ha sustituido el SBF por suero deficiente en li-
poproteínas [Lpds] al 10%). Tras 2 días en medio deficiente
durante los cuales se aumenta la expresión del rLDL, se reali-
zaron los estudios de afinidad. Para éstos, se marcó LDL total,
LDL(+) o LDL(–) con el compuesto fluorescente DiI25 (DiI-
LDL).

Estudios de cinética de saturación. Se realizaron utilizando
concentraciones crecientes de DiI-LDL(+) o DiI-LDL(–) (0, 5,
10, 15, 25, 50, 75, 100 y 200 mg de Apo B/L) por triplicado, du-
rante 3 h a 4 °C. La unión inespecífica se determinó añadiendo
en cada punto un exceso de 10 veces de LDL no marcada, por
duplicado. A partir de la cinética de saturación se realizó la li-
nearización de Scatchard26, a partir de la cual se determinó la
afinidad mediante el cálculo de la constante de disociación
(KD) y la unión máxima (Bmáx).

Estudios de desplazamiento. Se realizaron añadiendo con-
centraciones crecientes de LDL(+) y LDL(–) sin marcar, por
triplicado, para desplazar la unión de una concentración fija
(25 mg de Apo B/L) de DiI-LDL, durante 3 h a 4 °C. En cada
caso la DiI-LDL era la LDL total de NL o de HF desplazada
por sus propias fracciones. A partir de estas curvas se determi-
nó la concentración de desplazador necesaria para desplazar
el 50% de la unión (IC50), y con la fórmula de Cheng-Prussoff27

se calculó la constante de inhibición (Ki), una estimación indi-
recta comparable al valor de KD obtenido con la cinética de sa-
turación.

Estudios en células endoteliales
Las células endoteliales se obtuvieron de la vena de cordón

umbilical (HUVEC) procedentes de partos. El cultivo primario
se obtuvo mediante digestión con colagenasa según métodos
descritos28. Las HUVEC crecieron en frascos de 75 cm2 a 37 °C
y un 5% de CO2 con medio 199 de crecimiento (un 20% de
SBF, 2 mmol/l de glutamina, 20 mmol/l de HEPES, 30 mg/l 
de suplemento de crecimiento endotelial, 10.000 usp/l de hepa-
rina, 0,1 U/l de penicilina y 100 mg/l de estreptomicina). Una
vez alcanzada la confluencia, las células fueron tripsinizadas
(tripsina/EDTA al 0,05/0,02%) y se hicieron inóculos de
100.000 células/pozo en placas de seis pozos donde crecieron
de nuevo con medio de crecimiento 199 hasta alcanzar la con-
fluencia. Entonces el medio fue cambiado por medio de man-
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tenimiento (199 con un 1% de SBF) y se incubaron las HUVEC
con las diferentes lipoproteínas durante 24 h. La interleucina
1β (IL-1β) fue utilizada como control positivo de inducción de
quimiocinas y molécula de adhesión de células vasculares
(VCAM). En estos experimentos se comprobó la ausencia de
contaminación con lipopolisacárido (E-toxate, Sigma).

Determinación de IL-8, MCP-1 e inhibidor del activador del
plasminógeno 1 (PAI-1). La liberación al medio de IL-8, MCP-1
y PAI-1 se determinó a partir del sobrenandante del medio de
cultivo mediante ELISA comerciales siguiendo las instruccio-
nes del fabricante (Endogen, Pharmingen y Biopool, respecti-
vamente).

Determinación de VCAM. Se determinó mediante Western-
blot de extractos de membranas solubilizadas con Tritón X-
100 al 0,1%28. Los extractos celulares fueron sometidos a elec-
troforesis en SDS-PAGE en geles con un 7,5% de acrilamida29

durante una hora a 150 V, tras lo cual las proteínas fueron
transferidas electroforéticamente (45 min a 25 V, Semi Dry
Transfer Cell, BioRad) a una membrana de Immobilon P (Mi-
llipore). Las membranas fueron bloqueadas durante toda la
noche con TBS que contenía un 10% de leche en polvo desna-
tada, incubadas durante 1,5 h con el primer anticuerpo (dilu-
ción 1/2.000 anti-VCAM s.c.-1.504, Santa Cruz Biotechnology),
lavadas cuatro veces con TBS con Tween-20 al 0,1% e incuba-
das durante 1,5 h con el segundo anticuerpo marcado con per-

oxidasa/dilución 1/2.000, s.c.-2.020, Santa Cruz Biotechno-
logy). Tras lavar con TBS-Tween, las membranas fueron reve-
ladas con sustrato quimioluminiscente ECL (Amersham-
Pharmacia).

Análisis estadístico
Los resultados se expresan como media ± desviación están-

dar. Las diferencias entre grupos de datos apareados se deter-
minaron con el test de la t de Wilcoxon, y entre grupos de da-
tos no apareados con el test de la U de Mann-Whitney. Se
consideró significativa una p < 0,05.

Resultados

Caracterización fisicoquímica
La proporción de LDL(–) fue más elevada en los

individuos HF que en los NL (el 12,0 ± 3,4% frente
al 5,4 ± 1,8%; p < 0,05; n = 31). La composición en
lípidos, apoproteínas (n = 31) y ácido siálico (n = 14)
de LDL(+) y LDL(–) en los dos grupos estudiados
se expone en la tabla 1. La LDL(–) presentó menor
contenido relativo en Apo B y mayor en triglicéri-
dos, colesterol libre, ácido siálico, Apo E, Apo C-III
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Tabla 1. Composición de las fracciones de LDL aisladas de individuos normolipémicos (NL) 
e hipercolesterolémicos familiares (HF)

Individuos NL Individuos HF

LDL(+) LDL(–) LDL(+) LDL(–)

Colesterol totalc 40,5 ± 1,5 40,8 ± 1,5 41,9 ± 1,4b 42,8 ± 1,1a,b

Colesterol esterificadoc 28,9 ± 1,7 28,6 ± 1,8 30,1 ± 1,4b 30,6 ± 1,6a,b

Colesterol librec 11,6 ± 0,7 12,2 ± 0,8a 11,8 ± 0,5 12,2 ± 0,7a

Triglicéridoc 6,8 ± 1,3 8,0 ± 1,5a 5,5 ± 1,0b 7,5 ± 1,4a

Fosfolípidoc 25,6 ± 0,9 25,8 ± 1,7 25,9 ± 0,8 24,9 ± 1,1a,b

NEFAd 12,3 ± 7,7 24,7 ± 12,0a 12,8 ± 4,3 22,5 ± 9,3a

Apo Bc 27,0 ± 1,4 25,3 ± 1,8a 26,7 ± 1,7 24,8 ± 1,3a

Apo Ee 12 ± 22 390 ± 340a 13 ± 20 158 ± 171a,b

Apo C-IIIe 38 ± 80 320 ± 310a 48 ± 75 132 ± 129a,b

Ácido siálicod 17,7 ± 6,2 20,6 ± 5,6a 18,1 ± 6,3 23,4 ± 8,9a

ap < 0,05 frente a LDL(+); bp < 0,05 frente a individuos NL. Resultados expresados como media ± desviación estándar (DE). 
cPorcentaje de la masa total; dmol/mol Apo B; emmol/mol Apo B.

Tabla 2. Malondialdehído (MDA), antioxidantes y parámetros de susceptibilidad a la oxidación de la LDL 
en las fracciones aisladas de individuos normolipémicos (NL) e hipercolesterolémicos (HF)

Individuos NL Individuos HF

LDL(+) LDL(–) LDL(+) LDL(–)

MDAc 2,36 ± 0,77 2,36 ± 1,15 2,60 ± 1,20 2,50 ± 1,11
α-tocoferolb 8,34 ± 2,97 7,61 ± 3,37 9,35 ± 4,58 8,56 ± 3,93
α-carotenob 0,049 ± 0,027 0,048 ± 0,027 0,042 ± 0,027 0,046 ± 0,033
β-carotenob 0,168 ± 0,091 0,169 ± 0,116 0,186 ± 0,133 0,196 ± 0,153
Licopenob 0,264 ± 0,177 0,294 ± 0,218 0,440 ± 0,359 0,429 ± 0,324
Fase de latenciac 40,8 ± 9,5 44,8 ± 9,5a 40,9 ± 12,9 52,9 ± 13,0a

Absorbancia iniciale 0,40 ± 0,07 0,47 ± 0,10 0,47 ± 0,16 0,57 ± 0,20
Velocidad máximad 17 ± 3 15 ± 3* 17 ± 3 16 ± 4
Incremento de absorbanciae 0,94 ± 0,30 0,89 ± 0,25 1,06 ± 0,21 1,12 ± 0,21a

ap < 0,05 frente a LDL(+). Resultados expresados como media ± desviación estándar (DE). bmol/mol Apo B; cminutos; dabsorbancia/minuto; 
eunidades de absorbancia.



y NEFA respecto a la LDL(+) en los dos grupos.
Además, la LDL(–) de HF puso de manifiesto más
colesterol y menos fosfolípido que su respectiva
LDL(+). Por lo que respecta a las diferencias entre
HF y NL, las LDL de HF presentaron más coleste-
rol total y esterificado y menos triglicéridos y
NEFA y, además, la LDL(–) de HF tenía un conteni-
do menor de fosfolípidos, Apo E y Apo C-III que la
LDL(–) de NL.

No se observaron diferencias en el contenido de
MDA o antioxidantes (n = 14) entre LDL(+) y
LDL(–) ni entre grupos, lo que indica que la LDL(–)
no presenta evidencias de oxidación (tabla 2). Por
otra parte, observamos que la LDL(–) era más re-
sistente a la oxidación que la LDL(+) (n = 6), como
indica el mayor tiempo de la fase de latencia, dife-
rencia que fue más importante en el caso del grupo
HF (tabla 2).

Respecto a la caracterización electroforética, el
SDS-PAGE demostró que la Apo B de ambas frac-
ciones se encontraba íntegra, sin evidencias de hi-
drólisis (datos no expuestos). En electroforesis en
agarosa se observó que la LDL(–) presentó una mo-
vilidad relativa ligeramente superior (Rf = 1,1 ± 0,1;

n = 19; p < 0,05) a la de la LDL(+) (Rf = 1,0), aunque
lejos de la evidenciada por la LDLox (Rf < 2) o la
LDLac (Rf < 3) (fig. 1a). Respecto al tamaño de las
fracciones, el gel en gradiente acrilamida (fig. 1b)
demostró que el diámetro de la LDL(–) de NL era li-
geramente inferior que el de la LDL(+) (25,3 ± 0,3
nm frente a 26,1 ± 0,4 nm; p < 0,05; n = 4). Por con-
tra, la LDL(–) de HF presentó varias bandas, la ma-
yoritaria del mismo diámetro que la de la LDL(+)
(26,2 ± 0,3; n = 4) y otras de diámetro superior a 30
nm, lo que indicaría la presencia de agregados.

Los datos de diámetro concuerdan con la distri-
bución en densidad de la LDL(–), ya que, como se
observa en la figura 2, la mayor parte de LDL(–) de
NL se encuentra en las fracciones de LDL más den-
sas mientras que sólo una pequeña proporción de
la LDL(–) de HF está asociada a estas fracciones
densas (NL: 67,7 ± 3,1%; FH: 13,8 ± 1,6; p < 0,05; n
= 6), y se distribuyó principalmente en las subfrac-
ciones más ligeras.

Interacción con el rLDL
En los experimentos de cinética de saturación

(n = 4) se observó que la LDL(–) de los dos grupos
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estudiados tenían menor afinidad por el rLDL que
sus respectivas LDL(+), tal como indican los valo-
res más elevados de KD (tabla 3). Además, la
LDL(+) de HF también presentó menor afinidad
(mayor KD) que la LDL(+) de individuos NL. Estos
resultados se confirmaron en los estudios de des-
plazamiento (n = 6), donde la LDL(–) de ambos
grupos presentó menor capacidad de desplaza-
miento que la LDL(+) (fig. 3), como indican los da-
tos de la tabla 3, con mayor IC50 y Ki en ambas
LDL(–). La LDLox y la LDLac presentaron una ca-
pacidad muy baja para desplazar la unión de la
DiI-LDL con el rLDL.

Producción de moléculas proinflamatorias 
en HUVEC

La LDL(–) de los dos grupos indujo la liberación
de IL-8 y MCP-1 por las HUVEC, dos y 2,5 veces

respecto a la LDL(+), respectivamente (fig. 4). No
se observaron diferencias ente individuos NL y HF.
La LDLox también indujo la liberación de IL-8
(dos veces respecto a la LDL[-]) y de MCP-1 (del
mismo orden que la LDL[-]). La liberación de PAI-1
no se vio afectada por ninguna de las LDL.

Discusión
En los últimos años el estudio de diferentes tipos

de LDL modificadas ha cobrado interés dada 
su establecida implicación en la aterogénesis. 
Se sabe que la LDL es modificada en la pared arte-
rial por diversos procesos, que incluyen la lipo-
peroxidación1,2, la agregación, la fusión30 y la
formación de complejos con proteoglucanos31. Es-
tas LDL modificadas inducen la acumulación de
ésteres de colesterol intracelular en los macrófa-
gos, dando lugar a la formación de células espumo-
sas características de las lesiones arterioscleróticas;
pero además la LDL oxidada induce la respuesta
inflamatoria crónica característica de la arterios-
clerosis32. Por otra parte, diversos estudios han des-
crito la presencia de LDL modificada en la circula-
ción plasmática, y la han relacionado con el
desarrollo y la progresión de la lesión arterioscleró-
tica33,34. Dentro de estos estudios, algunos autores
separaron una fracción de LDL(–) y la definieron
como una LDL parcialmente oxidada3,6-9, mientras
que otros investigadores no encontraron evidencias
de modificación oxidativa en la LDL(–)4,5,10-12. Tam-
poco existe consenso en lo referente a la interac-
ción con el rLDL3,4,11. A pesar de estas controver-
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Figura 2. Curvas de desplaza-
miento de la unión al rLDL en
cultivos de fibroblastos. Se incu-
baron 25 mg/l de DiI-LDL total
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das en el gráfico de LDL(+),
LDL(–), LDL oxidada o LDL ace-
tilada durante 3 h a 4 °C. A partir
de estas curvas se calculó la IC50
y la Ki de la tabla 3.

Tabla 3. Parámetros de afinidad 
de las fracciones LDL(+) y LDL(–) por el rLDL,
derivados de las cinéticas de saturación 
(Bmáx y KD) y los estudios de desplazamiento 
(IC50 y Ki) en cultivos de fibroblastos

Bmáx (pmol/l) KD (nmol/l) IC50 (mg/l) Ki (nmol/l)

NL-LDL(+) 50,1 ± 19,1 10,9 ± 5,7 17,3 ± 2,1 5,2 ± 0,6
NL-LDL(–) 76,3 ± 52,1 33,0 ± 21,4a 32,1 ± 11,0a 18,2 ± 6,2a

HF-LDL(+) 55,5 ± 35,1 16,7 ± 7,2b 19,7 ± 5,4 7,9 ± 2,1
HF-LDL(–) 76,9 ± 56,1 24,4 ± 7,1a 32,2 ± 12,9a 15,9 ± 6,4a

ap < 0,05 frente a LDL(+); bp < 0,05 frente a normolipémicos.
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Figura 3. Liberación al me-
dio de cultivo de IL-8 (a),
MCP-1 (b) y PAI-1 (c) induci-
da por la incubación de HU-
VEC con LDL(+) y LDL(–) de
NL y HF, LDL oxidada y IL-1
durante 24 h a 37 °C. La IL-1
se utilizó como control posi-
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sias, otras características sugieren que la LDL(–)
puede estar implicada en la aterogénesis. En pri-
mer lugar, parece que los diferentes autores están
de acuerdo en que la LDL(–) es citotóxica en culti-
vos de células endoteliales7,11. Además, parece dis-
tribuirse en las fracciones de LDL de más densi-
dad, lo que por sí mismo ya es un factor de riesgo
cardiovascular33. En otros estudios se ha observado
que la proporción de LDL(–) está aumentada en
afecciones con una alta incidencia de arterioscle-
rosis, como la HF14, la diabetes15,16,34 o en situacio-
nes que suponen un importante estrés metabólico
como el ejercicio aeróbico intenso35 o la hemodiáli-
sis36. Finalmente, recientemente se ha descrito que
la LDL(–) de individuos NL tiene capacidad infla-
matoria, ya que induce la producción de IL-8 y
MCP-113, dos quimiocinas implicadas en el recluta-
miento de linfocitos y monocitos durante las fases
iniciales de la lesión arteriosclerótica.

El primer resultado que se deduce de este traba-
jo es el hecho de que la LDL(–) de NL y HF, además
de las cuantitativas, presenta diferencias cualitati-
vas entre sí. Así, mientras que la LDL(–) de NL pre-
senta menor tamaño y mayor densidad que la
LDL(+), coincidiendo con trabajos previos4,8,11. Por
el contrario, la LDL(–) de HF presenta mayor ta-
maño y menor densidad de la LDL(–). Estas dife-
rencias podrían sugerir un diferente origen en la
LDL(–) entre los dos grupos de pacientes, aunque
pueden ser simplemente una consecuencia del ma-
yor contenido en cLDL total de los pacientes HF.
En este sentido, es interesante el hecho de que en
el resto de características relacionadas con el efec-
to biológico no se observaron diferencias entre los
dos grupos.

La falta de diferencias en el contenido en anti-
oxidantes o MDA indica que la LDL(–) de NL y HF
no presenta evidencias de modificación oxidativa, e
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incluso se observó una mayor resistencia a la oxi-
dación en la LDL(–). Al analizar las diferencias
composicionales entre LDL(+) y LDL(–) se observa
que varias de ellas pueden influir individualmente
en la carga negativa, concretamente un mayor con-
tenido en triglicéridos, NEFA, ácido siálico, Apo E
o Apo C-III se ha asociado a mayor carga negativa
de la LDL11,35,37-39. Por tanto, está claro que la coin-
cidencia de todas estas diferencias aumentarán la
carga eléctrica negativa de la LDL, siendo innece-
saria la existencia de oxidación para generar
LDL(–). Respecto a la mayor resistencia a la oxida-
ción de la LDL(–), podría estar relacionada con el
mayor contenido en colesterol libre o con la mayor
susceptibilidad a agregarse de la LDL(–)40, ya que
ambos factores inhiben la oxidación de la LDL41,42.

Como resultado de todas estas diferencias en
composición, tamaño y densidad, y probablemente
de otras diferencias no determinadas, la LDL(–) de
los dos grupos presenta una menor afinidad por el
rLDL, como indican los valores aumentados de KD,
Ki e IC50. Esta pérdida de afinidad puede resultar
en un mayor tiempo de permanencia en el plasma
de la LDL(–), ya que esta partícula no es reconoci-
da por el receptor scavenger3,4,40, lo que a su vez po-
dría dar lugar a que sufriese más modificaciones
durante su estancia en la circulación. Esto puede
estar relacionado con la elevada proporción de
LDL(–) en individuos con HF14, donde no sólo exis-
ten menos receptores funcionales, sino que además
la LDL(–) tendría menos afinidad por éstos, en un
mecanismo que se retroalimentaría.

Por otra parte, a pesar de no tener evidencias de
oxidación, la LDL(–) de HF y NL indujo la libera-
ción de IL-8 y MCP-1 al medio de cultivo de células
endoteliales, tal como se había descrito previamen-
te en NL13. Este efecto proinflamatorio se produjo
en ausencia de signos visuales de citotoxicidad. Es-
tos datos implican a la LDL(–) en la disfunción 
endotelial que se da en las fases iniciales del desa-
rrollo de la lesión arteriosclerótica mediante el
reclutamiento de linfocitos y monocitos hacia la
zona dañada. De esta manera, la LDL no sólo ac-
tuaría sobre el endotelio una vez ha quedado atra-
pada en la íntima arterial y ha sido oxidada, sino
que concentraciones elevadas de LDL(–) en el plas-
ma podrían contribuir a aumentar el riesgo de en-
fermedad cardiovascular favoreciendo la entrada
de leucocitos en la pared arterial. Este mecanismo
puede tener una gran relevancia en la hipercoleste-
rolemia, ya que aunque la LDL(–) de HF no es in-
trínsecamente más proinflamatoria que la de NL,
su proporción en el plasma es mucho más alta, lo
que unido a la mayor concentración de LDL total

hace que la cantidad absoluta de LDL(–) en HF sea
entre cinco y 10 veces superior a la de los indivi-
duos NL14.

En conclusión, la LDL(–) de individuos NL y HF
presenta dos características que son potencialmen-
te aterogénicas. En primer lugar, tiene menor afini-
dad por el rLDL que la LDL(+), lo que provocará
un aumento del tiempo de permanencia en el plas-
ma. En segundo lugar, tiene capacidad de liberar
las quimiocinas proinflamatorias IL-8 y MCP-1 en
cultivos de células endoteliales. Por ello, los trata-
mientos terapéuticos capaces de disminuir la pro-
porción de LDL(–), como la terapia con estatinas14,
pueden tener efectos beneficiosos en la prevención
de episodios cardiovasculares. Sin embargo, son
necesarios más estudios que profundicen en los
procesos que llevan al aumento de la propoción de
LDL(–), así como en los mecanismos implicados en
la producción de quimiocinas.
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