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Fundamento/objetivos. La lipoproteina de baja
densidad (LDL) electronegativa (-) es una
subfraccién de la LDL presente en la circulacién
que estd aumentada en la hipercolesterolemia
familiar y presenta caracteristicas aterogénicas. El
objetivo del presente trabajo ha sido caracterizar
fisicoquimica y biol6gicamente la LDL(-) aislada
de pacientes con hipercolesterolemia familiar.

Métodos. Las fracciones LDL(+) y LDL(-)
de individuos normolipémicos y con
hipercolesterolemia familiar fueron aisladas
mediante cromatografia de intercambio ani6nico.
La caracterizacion fisicoquimica incluy6 la
composicién en lipidos, apolipoproteinas (Apo),
antioxidantes, acido sidlico y malondialdehido, el
tamario (electroforesis en gradiente de acrilamida)
y la densidad (ultracentrifugacién en gradiente de
densidad). La caracterizacion biolégica incluy6 el
estudio de la afinidad al receptor de LDL en
cultivos de fibroblastos, y el efecto sobre la
produccién de moléculas proinflamatorias
(interleucina 8, proteina quimiotactica para
monocitos 1, molécula de adhesion de células
vasculares, inhibidor del activador del
plasminégeno 1) en células endoteliales.

Resultados. La proporcién de LDL(-) fue mas
alta en individuos con hipercolesterolemia familiar
que en normolipémicos (12,0 + 3,4% frente al 5,4 +
1,8%). La LDL(-) present6, en ambos grupos, un
contenido aumentado de triglicéridos, colesterol
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libre, acidos grasos no esterificados, acido sialico,
Apo E y Apo C-III, y un menor contenido de Apo B,
respecto a la LDL(+). Ademas, la LDL(-) de los
individuos con hipercolesterolemia familiar
present6é mas colesterol total y esterificado y
menos fosfolipidos que la LDL(+). No se
observaron, en ningun caso, diferencias en el
contenido en antioxidantes o malondialdehido. La
LDL(-) de los sujetos normolipémicos presentd
menor tamafio y mayor densidad que su LDL(+).
Por el contrario, la LDL(-) de los individuos con
hipercolesterolemia familiar manifesté bandas de
tamano igual que su LDL(+) o superior a ésta y una
distribucién mayoritaria en las fracciones mas
ligeras. Los estudios de cinética de saturacién y de
desplazamiento de la unién en cultivos de
fibroblastos demostraron que la LDL(-) de sujetos
normolipémicos y con hipercolesterolemia familiar
tenfa menor afinidad por el receptor de LDL que la
LDL(+). Finalmente, la incubacién con LDL(-)
durante 24 h en cultivos de células endoteliales
indujo la liberacién de interleucina 8 y proteina
quimiotactica para monocitos 1. Este efecto se
observé en ausencia de citotoxicidad y en los dos
grupos estudiados. La produccion de PAI-1y
VCAM no se alterd.

Conclusiones. La LDL(-) no presenté evidencias
de modificacion oxidativa. De hecho, las
diferencias en composicién respecto a la LDL(+)
pueden explicar por si 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 tamafo y menor densidad respecto a la
LDL(-) de la normolipemia. A pesar de estas
diferencias, la LDL(-) de ambos grupos present6
similares caracteristicas en cuanto a baja afinidad
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por el receptor de LDL y capacidad de inducir la
produccién de quimiocinas en células endoteliales.

Palabras clave:

LDL. LDL electronegativa. LDL modificada.
Hipercolesterolemia familiar. Receptores de LDL.
Quimiocinas.

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
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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.

Key words:
LDL. Electronegative LDL. Modified LDL. Familial
hypercholesterolemia. LDL receptors. Chemokynes.

Introduccion

Numerosas evidencias cientificas han puesto de
manifiesto la implicacién de la modificacién cuali-
tativa de la lipoproteina de baja densidad (LDL) en
numerosos acontecimientos durante el desarrollo
de la arteriosclerosis!. La mayor parte de los estu-
dios se ha realizado con LDL modificada in vitro,
principalmente oxidada (LDLox), ya que durante
afios se habia considerado que la LDL se modifica-
ba cuando penetraba en la intima arterial, y se ha-
bia descartado la presencia de LDL modificada en
la circulacion plasmatica®. Sin embargo, durante la
pasada década se presentaron evidencias de la pre-
sencia en el plasma de una subfraccién minoritaria
de LDL con una mayor carga negativa®s, caracte-
ristica que es comun con la LDLox. Existe contro-
versia respecto a las caracteristicas de la LDL elec-
tronegativa (-), ya que algunos autores indicaron
que estd parcialmente oxidada’®’, mientras que
otros no encontraron evidencias de modificacién
oxidativa*>!®12, Tampoco existe coincidencia en la
unién con el receptor de LDL (rLDL), ya que se ha
descrito menor?, igual* o mayor'®!! afinidad. Sin
embargo, de forma independiente de la presencia
de lipidos oxidados, si que hay coincidencia en la
elevada citotoxicidad de la LDL(-) en cultivos de
células endoteliales™"!, lo que indica un cierto po-
tencial aterogénico. A éste, hay que afiadir la capa-
cidad de la LDL(-) de inducir la produccién de in-
terleucina (IL) 8 y proteina quimiotactica para
monocitos 1 (MCP-1) por células endoteliales'?,
quimiocinas que estan 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-
cién de LDL(-) estd anormalmente aumentada en
afecciones con elevado riesgo cardiovascular como
la hipercolesterolemia familiar (HF)" o la diabe-
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tes'>1¢, El objetivo de este trabajo ha sido la carac-
terizacion fisicoquimica y biolégica de la LDL(-)
aislada de pacientes con HF, comparandola con la
LDL(-) de NL.

Pacientes y métodos

Seleccion de pacientes

Los pacientes con HF fueron seleccionados segun la historia
familiar y la concentracién de lipidos (colesterol total > 8,5
mmol/l, colesterol unido a LDL [cLDL] > 5,5 mmol/l, triglicéri-
dos < 2 mmol/l). Los individuos NL tenian 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
afios. Las muestras de plasma fueron obtenidas en plasma-
EDTA, alicuotadas y congeladas a -80 °C. Dado el elevado nu-
mero de determinaciones que se debia realizar en cada mues-
tra y, por tanto, la gran cantidad de muestra necesaria para
ello, se opt6 por hacer mezclas de plasma de varios individuos
(10-15) para obtener un volumen de plasma de 50-100 ml. Con
ello conseguiamos obtener entre 1y 3 mg de LDL(-) (medida
como apolipoproteina [Apo] B) con los que simultineamente
se podian 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 ntmero 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 aislé mediante ultracen-
trifugaciéon secuencial de flotacién a 4 °C y con 1 mmol/l
EDTA. La LDL total se fraccioné en LDL(+) y LDL(-) median-
te cromatografia de intercambio aniénico (CIA) con un gra-
diente salino escalonado, utilizando una columna preparativa
Q-Sepharose 35/100 en un sitema FPLC (Pharmacia), siguien-
do la metodologia descrita’®. Tras concentrar las fracciones
por ultracentrifugacion, se congelaron alicuotas a -80 °C para
determinar los antioxidantes, MDA y é4cido sialico, y el resto
de pardmetros se determinaron antes de una semana con las
fracciones conservadas a 4 °C. La LDLox se obtuvo mediante
incubacién con CuSO," y la LDL acetilada (LDLac) se obtuvo
mediante adicién de anhidrido acético'®. 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.

Composicién y caracteristicas fisicoquimicas

El contenido de las dos fracciones de LDL en colesterol to-
tal, colesterol libre, triglicéridos, Apo B, Apo A-I, Lp(a) (Ro-
che), fosfolipido, dcidos grasos no esterificados (NEFA), Apo E
y Apo C-IIT (Wako) fue determinado en un autoanalizador Hi-
tachi 911 mediante métodos comerciales. El 4cido sidlico fue
cuantificado por HPLC de fase reversa con deteccion fluorimé-
trica'®, al igual que el contenido en MDA, El contenido en o-
tocoferol, o-caroteno, B-caroteno y licopeno se valoré por
HPLC de fase reversa con deteccién diode-array?'. La suscepti-
bilidad a la oxidacién de las fracciones de LDL se evalué mo-
nitorizando la formacién de dienos conjugados a 234 nm tras
incubacién con CuSO,”. La Rf de LDL(+), LDL(-), LDLox y
LDLac se determiné en geles de agarosa (Biomidi), conside-
rando la Rf de LDL(+) como 1. La integridad de la Apo B se

comprob6é por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 4-20%
(BioRad). El tamafio de la LDL se determiné mediante electro-
foresis no desnaturalizante en gradiente de acrilamida®?. Final-
mente, para determinar la distribucién en densidad de la
LDL(-) se aislaron seis fracciones de menor a mayor densidad
de la LDL total mediante ultracentrifugacion en gradiente de
densidad?, y de cada una de ellas se cuantificé la proporcién
de LDL(-) mediante CIA en columna analitica MonoQ (Phar-
macia), segin metodologia descrita®.

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
cm? a 37 °C y con un 5% de CO, en medio DMEM completo
(suplementado con un 10% de suero bovino fetal [SBF],
2 mmol/l de glutamina, 0,1 ULl de penicilina y 100 mg/l de
estreptomicina). Para los experimentos de unién al rLDL
se separaron los fibroblastos del frasco de cultivo con
tripsina/EDTA al 0,05/0,02% y se sembraron inéculos de
50.000 células/ml en placas de cultivo de 12 pozos; se dejaron
crecer hasta alcanzar la confluencia y se cambi6 el medio
completo por medio deficiente en lipoproteinas (DMEM com-
pleto donde se ha sustituido el SBF por suero deficiente en li-
poproteinas [Lpds] al 10%). Tras 2 dias en medio deficiente
durante los cuales se aumenta la expresion del rLDL, se reali-
zaron los estudios de afinidad. Para éstos, se marcé LDL total,
LDL(+) o LDL(-) con el compuesto fluorescente Dil* (Dil-
LDL).

Estudios de cinética de saturacion. Se realizaron utilizando
concentraciones crecientes de Dil-LDL(+) o Dil-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 unién inespecifica se determiné afiadiendo
en cada punto un exceso de 10 veces de LDL no marcada, por
duplicado. A partir de la cinética de saturacién se realizé la li-
nearizacién de Scatchard?, a partir de la cual se determiné la
afinidad mediante el calculo de la constante de disociacién
(Kp) y la unién méxima (B, ).

Estudios de desplazamiento. Se realizaron anadiendo con-
centraciones crecientes de LDL(+) y LDL(-) sin marcar, por
triplicado, para desplazar la unién de una concentracién fija
(25 mg de Apo B/L) de Dil-LDL, durante 3 h a 4 °C. En cada
caso la Dil-LDL era la LDL total de NL o de HF desplazada
por sus propias fracciones. A partir de estas curvas se determi-
n6 la concentracion de desplazador necesaria para desplazar
el 50% de la unién (IC,y), y con la férmula de Cheng-Prussoff?
se calculd la constante de inhibicién (Ki), una estimacién indi-
recta comparable al valor de K, obtenido con la cinética de sa-
turacion.

Estudios en células endoteliales

Las células endoteliales se obtuvieron de la vena de cordén
umbilical (HUVEC) procedentes de partos. El cultivo primario
se obtuvo mediante digestién con colagenasa segin métodos
descritos?®. Las HUVEC crecieron en frascos de 75 cm? a 37 °C
y un 5% de CO, 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 indculos 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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Tabla 1. Composicion de las fracciones de LDL aisladas de individuos normolipémicos (NL)

e hipercolesterolémicos familiares (HF)

Individuos NL Individuos HF
LDL(+) | LDL(-) LDL(+) | LDL(-)
Colesterol total® 405+1,5 40,8 £1,5 41,9 £ 1,4> 428 £ 1,120
Colesterol esterificado® 289 +1,7 286+1,8 30,1 +1,4° 30,6 + 1,640
Colesterol libre* 11,6 +0,7 12,2 + 0,82 11,8+0,5 12,2+ 0,72
Triglicérido® 6,8 +1,3 8,0+1,5° 5,5+ 1,00 7,5+ 14
Fosfolipido® 25,6 +0,9 258 +1,7 259+0,8 24,9 £ 1,120
NEFA¢ 12,3+7,7 24,7 + 12,02 12,8 +£4,3 22,5+9,3°
Apo B¢ 270+ 1,4 253 +1,8 26,7+1,7 248 +1,32
Apo E¢ 12+2 390 + 3402 13+20 158 + 1712b
Apo C-III* 38 +80 320 + 310° 48 + 75 132 +1292b
Acido sialico? 17,7 +6,2 20,6 + 5,62 18,1 +£6,3 23,4 + 8,92

“p < 0,05 frente a LDL(+); °p < 0,05 frente a individuos NL. Resultados expresados como media + desviacién estandar (DE).

Porcentaje de la masa total; “mol/mol Apo B; “mmol/mol Apo B.

Tabla 2. Malondialdehido (MDA), antioxidantes y parametros de susceptibilidad a la oxidaciéon de la LDL

en las fracciones aisladas de individuos normolipémicos (NL) e hipercolesterolémicos (HF)

Individuos NL Individuos HF

LDL(+) | LDL(-) LDL(+) | LDL(-)
MDA¢ 2,36 + 0,77 2,36 + 1,15 2,60 +1,20 2,50 + 1,11
o-tocoferol® 8,34 +297 7,61+ 3,37 9,35+4,58 8,56 + 3,93
o-carotenoP 0,049 + 0,027 0,048 + 0,027 0,042 + 0,027 0,046 + 0,033
B-caroteno® 0,168 + 0,091 0,169 + 0,116 0,186 + 0,133 0,196 + 0,153
Licopeno® 0,264 + 0,177 0,294 + 0,218 0,440 + 0,359 0,429 + 0,324
Fase de latencia® 40,8 +9,5 44 8 + 9 5 40,9 + 12,9 52,9 + 13,0
Absorbancia inicial® 0,40 + 0,07 0,47 + 0,10 0,47 + 0,16 0,57 + 0,20
Velocidad maximad 17+3 15+3 17+3 16 +4
Incremento de absorbancia® 0,94 + 0,30 0,89 + 0,25 1,06 + 0,21 1,12 + 0,212

“p < 0,05 frente a LDL(+). Resultados expresados como media + desviacion estdndar (DE). Pmol/mol Apo B; ‘minutos; ‘absorbancia/minuto;

cunidades de absorbancia.

tenimiento (199 con un 1% de SBF) y se incubaron las HUVEC
con las diferentes lipoproteinas durante 24 h. La interleucina
1B (IL-1B) fue utilizada como control positivo de induccién de
quimiocinas y molécula de adhesién de células vasculares
(VCAM). En estos experimentos se comprobé la ausencia de
contaminacién con lipopolisacarido (E-toxate, Sigma).

Determinacion de IL-8, MCP-1 e inhibidor del activador del
plasminégeno 1 (PAI-1). La liberacién al medio de IL-8, MCP-1
y PAI-1 se determin6 a partir del sobrenandante del medio de
cultivo mediante ELISA comerciales siguiendo las instruccio-
nes del fabricante (Endogen, Pharmingen y Biopool, respecti-
vamente).

Determinacion de VCAM. Se determiné mediante Western-
blot de extractos de membranas solubilizadas con Tritén X-
100 al 0,1%?. Los extractos celulares fueron sometidos a elec-
troforesis en SDS-PAGE en geles con un 7,5% de acrilamida®
durante una hora a 150 V, tras lo cual las proteinas 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 contenia un 10% de leche en polvo desna-
tada, incubadas durante 1,5 h con el primer anticuerpo (dilu-
cién 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-

60 Clin Invest Arterioscl 2002;14(2):57-66

oxidasa/dilucién 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).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + desviacion estén-
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
consider? significativa una p < 0,05.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica

La proporcién de LDL(-) fue mas elevada en los
individuos HF que en los NL (el 12,0 + 3,4% frente
al 54 + 1,8%; p < 0,05; n = 31). La composicién en
lipidos, apoproteinas (n = 31) y acido sidlico (n = 14)
de LDL(+) y LDL(-) en los dos grupos estudiados
se expone en la tabla 1. La LDL(-) presenté menor
contenido relativo en Apo B y mayor en triglicéri-
dos, colesterol libre, 4cido sialico, Apo E, Apo C-III
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+)

Figura 1. a) Electroforesis en
agarosa de las fracciones LDL(+)
y LDL(-) de los individuos NL y
HF. b) Electroforesis no desnatu-
ralizante en gradiente de acrila-
mida de las fracciones LDL(+) y
LDL(-) de los individuos NL y LDL(+)

LDL(+) LDL(-) LDL(+) LDL(-)
HF
28,4 nm
26,2 nm
24,5 nm
22,9 nm
LDL(-) St LDL(+) LDL(-)
HF

HF. St es el estdandar de diametro NL
que contiene cuatro bandas de
LDL con un didmetro conocido.

y NEFA respecto a la LDL(+) en los dos grupos.
Ademas, la LDL(-) de HF puso de manifiesto mas
colesterol y menos fosfolipido que su respectiva
LDL(+). Por lo que respecta a las diferencias entre
HF y NL, las LDL de HF presentaron mas coleste-
rol total y esterificado y menos triglicéridos y
NEFA y, ademas, la LDL(-) de HF tenfa un conteni-
do menor de fosfolipidos, 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 oxidacién (tabla 2). Por
otra parte, observamos que la LDL(-) era mas re-
sistente a la oxidacién que la LDL(+) (n = 6), como
indica el mayor tiempo de la fase de latencia, dife-
rencia que fue mas importante en el caso del grupo
HF (tabla 2).

Respecto a la caracterizacion electroforética, el
SDS-PAGE demostré que la Apo B de ambas frac-
ciones se encontraba integra, sin evidencias de hi-
drolisis (datos no expuestos). En electroforesis en
agarosa se observé que la LDL(-) present6 una mo-
vilidad relativa ligeramente superior (Rf = 1,1 + 0,1;

n=19; p<0,05)aladelaLDL(+) (Rf = 1,0), aunque
lejos de la evidenciada por la LDLox (Rf < 2) o la
LDLac (Rf < 3) (fig. 1a). Respecto al tamaiio de las
fracciones, el gel en gradiente acrilamida (fig. 1b)
demostré que el didametro 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 present6 varias bandas, la ma-
yoritaria del mismo didmetro que la de la LDL(+)
(26,2 + 0,3; n = 4) y otras de didmetro superior a 30
nm, lo que indicaria la presencia de agregados.

Los datos de didmetro concuerdan con la distri-
bucién 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 mas den-
sas mientras que sélo una pequefa proporcién de
la LDL(-) de HF est4 asociada a estas fracciones
densas (NL: 67,7 + 3,1%; FH: 13,8 + 1,6; p < 0,05; n
= 6), y se distribuyé principalmente en las subfrac-
ciones mas ligeras.

Interaccién con el rLDL
En los experimentos de cinética de saturacién
(n = 4) se observo que la LDL(-) de los dos grupos
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das en el grafico de LDL(+),
LDL(-), LDL oxidada o LDL ace-
tilada durante 3 h a 4 °C. A partir
de estas curvas se calculé la IC50
y la Ki de la tabla 3.

Tabla 3. Parametros de afinidad

de las fracciones LDL(+) y LDL(-) por el rLDL,
derivados de las cinéticas de saturaciéon

(B4 ¥ Kp) y los estudios de desplazamiento
(IC,, y Ki) en cultivos de fibroblastos

B, (pmol/l)| K, (nmol/l) | IC,, (mg/l) | Ki (nmol/l)

NL-LDL(+) 50,1 £19,1 109+57 17321 5206
NL-LDL(-) 76,3 +52,1 33,0+21,4*32,1+11,0"18,2 +6,2
HF-LDL(+) 55,5+351 16,7+72" 19,7+54 79+2,1

HF-LDL(-) 76,9 +56,1 24,4 +7,1* 322+129159 =64

“p < 0,05 frente a LDL(+); °p < 0,05 frente a normolipémicos.

estudiados tenian menor afinidad por el rLDL que
sus respectivas LDL(+), tal como indican los valo-
res mas elevados de K, (tabla 3). Ademas, la
LDL(+) de HF también present6 menor afinidad
(mayor K,) que la LDL(+) de individuos NL. Estos
resultados se confirmaron en los estudios de des-
plazamiento (n = 6), donde la LDL(-) de ambos
grupos presenté menor capacidad de desplaza-
miento que la LDL(+) (fig. 3), como indican los da-
tos de la tabla 3, con mayor IC,, y Ki en ambas
LDL(-). La LDLox y la LDLac presentaron una ca-
pacidad muy baja para desplazar la unién de la
Dil-LDL con el rLDL.

Produccion de moléculas proinflamatorias
en HUVEC

La LDL(-) de los dos grupos indujo la liberacién
de IL-8 y MCP-1 por las HUVEC, dos y 2,5 veces
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respecto a la LDL(+), respectivamente (fig. 4). No
se observaron diferencias ente individuos NL y HF.
La LDLox también indujo la liberacién de IL-8
(dos veces respecto a la LDL[-]) y de MCP-1 (del
mismo orden que la LDL[-]). La liberacién de PAI-1
no se vio afectada por ninguna de las LDL.

Discusion

En los ultimos afos el estudio de diferentes tipos
de LDL modificadas ha cobrado interés dada
su establecida implicacion en la aterogénesis.
Se sabe que la LDL es modificada en la pared arte-
rial por diversos procesos, que incluyen la lipo-
peroxidacion'?, la agregacion, la fusion®® y la
formacion de complejos con proteoglucanos®'. Es-
tas LDL modificadas inducen la acumulacién de
ésteres de colesterol intracelular en los macrofa-
gos, dando lugar a la formacién de células espumo-
sas caracteristicas de las lesiones arterioscleroticas;
pero ademés la LDL oxidada induce la respuesta
inflamatoria crénica caracteristica de la arterios-
clerosis®. Por otra parte, diversos estudios han des-
crito la presencia de LDL modificada en la circula-
cién plasmatica, y la han relacionado con el
desarrollo y la progresion de la lesion arteriosclerd-
tica®*3*, Dentro de estos estudios, algunos autores
separaron una fraccion de LDL(-) y la definieron
como una LDL parcialmente oxidada®*®?, mientras
que otros investigadores no encontraron evidencias
de modificacién oxidativa en la LDL(-)*>!%!2, Tam-
poco existe consenso en lo referente a la interac-
cién con el rLDL3*!', A pesar de estas controver-



BENITEZ S, ET AL. CARACTERIZACION DE LA SUBFRACCION ELECTRONEGATIVA DE LA LDL EN INDIVIDUOS CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

a 175
125 b o
& |
g 7 * . T
8 50 * -
I-f:c_>
2
@
= 25 -
0
R A R ) = N
\X \ \X \ S
SR
Y& ¢
b 120
100 - T L
g 80 L .
E]
3 _ _
lﬂo
= 40 -
g *k
d . *
3]
2 204 L
0 D A D A & N
S 4 S % s /
(\9\/ &v . &v ‘ ’\9\/ \9\/ v
Y& ¢
[ 0,7
- 06+ L
k]
3 T T
™) i
I T L =L
(o))
Figura 3. Liberacién al me- 2
dio de cultivo de IL-8 (a), a
MCP-1 (b) y PAI-1 (c) induci- e
da por la incubacién de HU- 0,4 B
VEC con LDL(+) y LDL(-) de
NL y HF, LDL oxidada y IL-1
durante 24 h a 37 °C. La IL-1
se utiliz6 como control posi- 0.3 N ~ ~ N ~ n
tivo. Control indica células 0&‘0 Q\/\x Q\,\/ Q\/\x Q\/\ J 2 »
. IS ¥ » » » %
en ausencia de LDL o IL-1. & R &
En a) y b) el control se ha
restado de los demés valores.
*p < 0,05 frente a LDL(+);
**p < 0,05 frente a LDL(-).
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Figura 4. Western blot de los extractos de membranas de HUVEC para determinar la expresion de VCAM tras incubar durante 24 h
con las diferentes LDL o con IL-1. a) Fracciones LDL(+) y LDL(-) de NL y LDL oxidada a las concentraciones indicadas. b) Frac-
ciones LDL(+) y LDL(-) de HF a las concentraciones indicadas. La IL-1 se utilizé6 como control positivo. C: HUVEC sin LDL o IL-1.

sias, otras caracteristicas sugieren que la LDL(-)
puede estar implicada en la aterogénesis. En pri-
mer lugar, parece que los diferentes autores estan
de acuerdo en que la LDL(-) es citotéxica en culti-
vos de células endoteliales”!!. Ademas, parece dis-
tribuirse en las fracciones de LDL de maés densi-
dad, lo que por si mismo ya es un factor de riesgo
cardiovascular®’. En otros estudios se ha observado
que la proporciéon de LDL(-) estd aumentada en
afecciones con una alta incidencia de arterioscle-
rosis, como la HF, la diabetes'>!®** o en situacio-
nes que suponen un importante estrés metabdlico
como el ejercicio aerébico intenso® o la hemodiali-
sis*. Finalmente, recientemente se ha descrito que
la LDL(-) de individuos NL tiene capacidad infla-
matoria, ya que induce la producciéon de IL-8 y
MCP-18, dos quimiocinas implicadas en el recluta-
miento de linfocitos y monocitos durante las fases
iniciales de la lesion arteriosclerdtica.
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El primer resultado que se deduce de este traba-
jo es el hecho de que la LDL(-) de NL y HF, ademés
de las cuantitativas, presenta diferencias cualitati-
vas entre si. Asi, mientras que la LDL(-) de NL pre-
senta menor tamafio y mayor densidad que la
LDL(+), coincidiendo con trabajos previos**!!. Por
el contrario, la LDL(-) de HF presenta mayor ta-
mafio y menor densidad de la LDL(-). Estas dife-
rencias podrian 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 caracteristicas relacionadas con el efec-
to biolégico 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 modificacion oxidativa, e
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incluso se observé una mayor resistencia a la oxi-
dacién 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, 4cido siélico, Apo E
o Apo C-IIT se ha asociado a mayor carga negativa
de la LDL!'%37%_ Por tanto, esté claro que la coin-
cidencia de todas estas diferencias aumentaran la
carga eléctrica negativa de la LDL, siendo innece-
saria la existencia de oxidacion para generar
LDL(-). Respecto a la mayor resistencia a la oxida-
cién de la LDL(-), podria estar relacionada con el
mayor contenido en colesterol libre o con la mayor
susceptibilidad a agregarse de la LDL(-)*, ya que
ambos factores inhiben la oxidacion de la LDL*2,

Como resultado de todas estas diferencias en
composicién, tamano 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 K,
Ki e IC,,. Esta pérdida de afinidad puede resultar
en un mayor tiempo de permanencia en el plasma
de la LDL(-), ya que esta particula no es reconoci-
da por el receptor scavenger***, lo que a su vez po-
drfa dar lugar a que sufriese mas modificaciones
durante su estancia en la circulacién. Esto puede
estar relacionado con la elevada proporcion de
LDL(-) en individuos con HF'*, donde no sélo exis-
ten menos receptores funcionales, sino que ademas
la LDL(-) tendria menos afinidad por éstos, en un
mecanismo que se retroalimentarfa.

Por otra parte, a pesar de no tener evidencias de
oxidacién, la LDL(-) de HF y NL indujo la libera-
cién de IL-8 y MCP-1 al medio de cultivo de células
endoteliales, tal como se habfa descrito previamen-
te en NLB. Este efecto proinflamatorio se produjo
en ausencia de signos visuales de citotoxicidad. Es-
tos datos implican a la LDL(-) en la disfuncién
endotelial que se da en las fases iniciales del desa-
rrollo de la lesién arteriosclerética mediante el
reclutamiento de linfocitos y monocitos hacia la
zona danada. De esta manera, la LDL no sélo ac-
tuaria sobre el endotelio una vez ha quedado atra-
pada en la intima arterial y ha sido oxidada, sino
que concentraciones elevadas de LDL(-) en el plas-
ma podrian 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-
trinsecamente mas proinflamatoria que la de NL,
su proporcién en el plasma es mucho mas alta, lo
que unido a la mayor concentracién 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 NL™.

En conclusion, la LDL(-) de individuos NL y HF
presenta dos caracteristicas que son potencialmen-
te aterogénicas. En primer lugar, tiene menor afini-
dad por el rLDL que la LDL(+), lo que provocara
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-
porcién de LDL(-), como la terapia con estatinas',
pueden tener efectos beneficiosos en la prevencion
de episodios cardiovasculares. Sin embargo, son
necesarios mas estudios que profundicen en los
procesos que llevan al aumento de la propocién de
LDL(-), asi como en los mecanismos implicados en
la produccién de quimiocinas.
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