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PALABRAS CLAVE Resumen La apolipoproteina Clll (apoClll) inhibe la hidrlisis de triglicéridos de la VLDL y
Arteriosclerosis; quilomicrones por la lipasa lipoproteica. Se ha pensado que la hipertrigliceridemia resultante
Apolipoproteina ClIl; explica la asociacion entre el aumento de la apoClll con exageracion del riesgo cardiovascular.
Inflamacion; Sin embargo, estudios clinicos indican que un aumento de la apoClll asociada a las LDL es un
Lipoproteina de baja factor de riesgo independiente de la hipertrigliceridemia. Experimentos recientes indican que
densidad (LDL); la apoClil incrementa la adhesion de monocitos al endotelio, un requisito para la acumulacion
Proteoglicanos de macrofagos en la aterogénesis. Ademas, LDL ricas en apoClll tienen una alta afinidad por

los proteoglicanos de la intima, lo cual podria aumentar su deposicion subendotelial. Estas dos
propiedades y efectos de la LDL rica en apoClll pueden ser la base de los hallazgos indicativos
de que la apoClll es un agente causal de la aterogénesis y un factor de riesgo cardiovascular
independiente.
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Inflammation; chylomicrons and VLDL by lipoprotein lipase. It has been accepted that the hypertriglyceri-
Low-density demia induced by high apoClIl can explain its association with increased cardiovascular risk.
lipoprotein (LDL); However, several studies indicate that increased apoClll is a risk factor independent of hyper-
Proteoglycans triglyceridemia. Recent experimental evidence in vitro and in vivo indicates that apoClil by

itself, or associated with lipoproteins, increase expression of cell adhesion molecules in the
endothelium and monocytes. Thus causing associations between these cells. In addition, it has
been shown that LDL rich in apoClll have a high affinity for proteoglycans of the arterial intima.
A property that could increase the rate of LDL entrapment in the subendothelial intima. These
two properties of LDL rich in apoClll indicate that apoClll is a significant risk factor because it
can have a causal role in atherogenesis.
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Introduccion

La apolipoproteina Clll (apoClll) es una proteina pequeiia
sintetizada por el higado y los enterocitos en el intestino
delgado. La apoClil es secretada por el higado asociada
a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y por el
intestino en la linfa como parte de los quilomicrones. Esta
apolipoproteina fue aislada y caracterizada inicialmente por
Brown, Levy y Fredrickson'. La apoClll es una de las apoli-
poproteinas mas abundantes del plasma y es un inhibidor
fisiologico de la enzima lipoproteina lipasa (LPL), la cual
circula por el plasma y ademas se encuentra asociada a
la superficie del endotelio del tejido adiposo, del musculo
esquelético y del misculo cardiaco. La LPL es la principal
responsable de la hidrolisis de los triglicéridos (TG) de las
VLDL y de los quilomicrones?. Aumentos de la secrecion
de la apoClll pueden inducir hipertrigliceridemias, que se
consideran factores de riesgo de la enfermedad cardiovas-
cular ateroesclerdtica?. Por muchos afios se ha aceptado
que la asociacion significativa de niveles elevados de apo-
CllI circulante con el aumento de riesgo cardiovascular esta
relacionada con la hipertrigliceridemia. Sin embargo, hallaz-
gos recientes indican que la apoClll por si misma, o unida
a las lipoproteinas, aumenta la aterogenicidad de estos
complejos?3. En esta revision discutiremos los resultados
que apoyan la interpretacion de estos hallazgos, asi como las
hipdtesis propuestas acerca de los mecanismos por los cua-
les la apoClll confiere una mayor aterogenicidad a las VLDL
y especialmente a las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Haremos hincapié en estudios recientes que muestran como
la apoClIl puede tener efectos aterogenos directos sobre los
monocitos y el endotelio, asi como en la deposicion de la LDL
en la intima de la pared arterial. Por Gltimo, mencionare-
mos los esfuerzos para el desarrollo de farmacos que puedan
modular la contribucion de la apoClIl a la ateroesclerosis y
sus manifestaciones clinicas.

Evidencia clinica que relaciona la apoClll con
dislipidemias y aterogénesis

El hallazgo de que la apoClll puede inhibir la hidrdlisis de
los TG de la VLDL y de los quilomicrones circulantes por
la LPL, y con ello inducir hipertrigliceridemias, fue el esti-
mulo inicial para la extensa investigacion dedicada a esta
apolipoproteina®. La inhibicién de la LPL lleva a una dis-
minucion de la produccion de acidos grasos a partir de los
TG circulantes. Tal inhibicion causa el aumento de la vida
media metabdlica de los TG en el plasma y genera hiper-
trigliceridemia posprandial y también postabsortiva, lo cual
hace de la apoClIl un modulador critico en la generacion de
acidos grasos a partir de los TG provenientes de la dieta
(quilomicrones) y del higado (VLDL). Como consecuencia,
aumentos de la apoClll pueden limitar el acceso y la uti-
lizacion de los acidos grasos requeridos para las funciones
fisiologicas de los adipocitos, el musculo esquelético y el
musculo cardiaco>*®.

La apoClll circula en la sangre como isoformas de una
cadena proteica de 8.920dalton (Da) de peso molecular,
que puede tener unidas covalentemente una o 2 molécu-
las de acido sialico y adquirir pesos moleculares de 9.120
y 9.420Da, respectivamente, y que se designan apoCllly,

apoCllly y apoClll%. El contenido de la apolipoproteina en
plasma se puede medir facilmente usando anticuerpos espe-
cificos y nefelometria o ELISA. Los valores normales son de
10-15mg/dl’.

Estudios en humanos publicados a partir de 1990 han
mostrado una asociacion significativa entre valores eleva-
dos (mayores de 15mg/dl) de la apoClll en la circulacion
con dislipidemias caracterizadas por cambios a todo lo largo
del espectro de las lipoproteinas circulantes tales como
aumento de las VLDL y, por consiguiente, hipertrigliceri-
demia, disminucion de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), especialmente de las particulas grandes (HDL-a), y
aumento de LDL densa y pequena (LDLdp). Este perfil lipo-
proteico es comun en la insulinorresistencia (IR), el sindrome
metabolico (SM) y en la diabetes tipo 2, y se considera la
principal causa del aumento del riesgo cardiovascular pre-
sente en sujetos con estos trastornos metabdlicos®®. Los
resultados de los principales trabajos clinicos publicados
hasta diciembre de 2011 se resumen en la tabla 1'%, La
mayoria de los estudios citados son relativamente pequefos,
pero la consistencia de sus resultados sugiere que la apo-
Clll es un factor de riesgo cardiovascular real. Sin embargo,
no es facil distinguir si las asociaciones encontradas son
causadas por la misma apoClll o si son producto de que la
apoClll elevada casi siempre acompana a los cambios mal-
tiples de la dislipidemia de la IR descrita. No obstante, en
los estudios de Blakenhorn et al.', Chivot et al.'", Hodis
et al.’ y Sacks et al.">® |os niveles de apoClll mostraron una
correlacion con el riesgo cardiovascular estadisticamente
independiente de la hipertrigliceridemia y de la hiperco-
lesterolemia. Es importante resaltar que la contribucién
aparente de los niveles de apoClll al riesgo cardiovascular es
mucho mas significativa cuando se mide la apolipoproteina
asociada a las particulas contentivas de apoB-100 (VLDL,
remanentes de la VLDL y en la LDL) que cuando se mide
su contenido total en plasma. Mas aun, estudios de nuestros
laboratorios mostraron que en pacientes con el sindrome
metabdlico y enfermedad ateroesclerotica periférica la pre-
sencia de niveles altos de la apoClll caracterizan a una
subclase de las LDL, las LDL pequehas y densas (LDLpd) de
los pacientes, comparandolas con controles aparentemente
sanos y apareados'’. Utilizando técnicas protedmicas pudi-
mos demostrar que el aumento de la apoClIl por particula
de LDLpd incluye todas las isoformas de la apolipoproteina
(tabla 2). Por otra parte, las apolipoproteinas Cl, Cll, Al y
E mostraron estar mas elevadas en los controles compa-
rados con los pacientes. Debemos senalar que en nuestro
estudio el nimero de pacientes y de controles fue relativa-
mente pequeno debido a lo laborioso de la separacién de las
subclases de las LDL y de los andlisis protedémicos'’.

En diciembre del 2011 Sacks et al. publicaron los
resultados de un estudio prospectivo que documenta soli-
damente la asociacion de niveles altos de apoClll en las
LDL con el aumento del riesgo coronario por enfermedad
ateroesclerotica?. Estos investigadores siguieron durante
10-14 anos a 640 mujeres y a 838 hombres, libres de enfer-
medad coronaria al inicio del estudio. Al final del estudio
se seleccionaron 320 mujeres y 419 hombres que desarrolla-
ron infartos del miocardio fatales y no fatales. Este grupo
se comparé con igual nimero de controles apareados libres
de infartos al fin del estudio. Utilizando un analisis multi-
factorial se encontro que el quintil de los pacientes con mas
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Tabla1 Estudios que muestran la asociacion de niveles altos de apoClll con dislipidemias y/o aumento del riesgo de enfermedad
cardiovascular

Referencia Pacientes Estudio Resultado

Blakenhorn et al. (1990)'° 162 H con EC Aleatorizado, Aumento apoClll aumento

Chivot et al (1990)"

Hodis et al (1994)"2

Luc et al. (1996)"3
Gervaise et al. (2000)"*

Sacks et al.(2000)'>

Lee et al. (2003)'®

Davidsson et al. (2005)"”

Onat et al. (2009)'8

Olivieri et al. (2010)"

Mendivil et al. (2011)2°

74 H con EC; 76 controles

220 H/M con EC y
dislipidemia

360 H/M post IM; 489
controles sanos

188 hombres con
diabetes tipo 2

418 (87% H) con IM; 370
controles (87% H)

121 diabéticos con IM;
121 sin IM (83% H)
31MconIRy
ateroesclerosis
periférica; 31 controles
sanas

395 H, 464 M, 42% con
sindrome metabdlico

633 (81% H) con EC
(angiograf.)
749 casos; 749 controles

placebo-control, angiografia

Caso-control
Aleatorizado,
placebo-control
seccion-cruzada
Caso-control

Seccion-cruzada

Prospectivo, 5 anos

Prospectivo, 5 anos

Seccion-cruzada

Prospectivo, 5 anos

Prospectivo, 5 anos; 91
fallecimientos, 64 IM
Prospectivo, 10-14 anos

progresion

Aumento apoClll aumento
hipertrigliceridemia

Aumento apoClll-apoB
prediccion independiente de la
progresion

Aumento apoClll-en infarto

Riesgo por EC aumentado 3,95
con apoClll >17 mg/dl

Riesgo episodio coronario
aumentado 2,25x quint. 5 de
apoClil (VLDL +LDL)

LDL con alta apoClll aumento
riesgo de IM 9,3x

LDL pequena con aumento
apoClll marcador de
aterosclerosis

ApoClll en HDL y no-HDL
significativamente asociado
con MSy EC

apoClll >10,5mg/dl aumenta el
riesgo 2,2x

Riesgo episodio coronario

(76% M) originalmente
sin EC

aumentado 2,38x,quintil mas
alto de apoClll en LDL

H: hombres; M: mujeres; IM: infarto de miocardio; IR: insulinorresistencia; EC: enfermedad coronaria.

alto nivel de apoClil en las LDL experimentd un significativo
aumento del riesgo de 2,38 (1,54-3,68; p <0,001) respecto al
quintil con mas baja apoClll en la LDL. Tal aumento mostré
ser independiente del nivel de TG y del cociente de TG/HDL-
c. Los datos indican que la aterogenidad de la apoClll es

Tabla 2 Apolipoproteinas en las LDL pequenas y densas de
pacientes (mujeres) con insulinorresistencia y ateroesclero-
sis periférica y controles sanos

Controles (23) Pacientes (21)

apoClllg (8.920) 3,48 +1,54 6,40+2,43 ©
apoCllly (9.420) 6,23+2,78 11,00 £4,19 ©
apoClll; (9.720) 3,36+£1,22 5,28+1,87 ¢
apoCly (6.430) 7,24+ 3,09 4,30+2,79 2
apoCl, (6.630) 11,33 +£5,66 6,95+4,642
ApoAl (28.130) 1,22+1,29 0,57+0,58 2
ApoE (33.570) 1,49+ 0,64 1,1340,53 °

Los valores representan microgramos de las apolipoprotei-
nas individuales por miligramo de apoB100 en la fraccion de
LDL + desviacion estandar.

a p<0,05; P p<0,01; € p<0,001 (significacion estadistica eva-
luada con el test de Student).

Modificada de Davidsson et al.'”.

independiente de la dislipidemia de la IR y de otras causas
de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia®.

Estudios genéticos recientes también dan apoyo a la hipo-
tesis de la aterogenicidad intrinseca de la apoClil. Pollin
et al.2' encontraron que una mutacién asociada con dismi-
nucion de la apoClll en humanos se asocia a niveles de TG
muy bajos. Esta mutacion tiene una prevalencia alta (5%)
en una comunidad Amish de Lancaster (Pensilvania). Anali-
sis de dicha poblacion mostraron ademas que los sujetos con
la mutacion nula del gen de la apoClil presentan niveles de
calcificacion de las arterias coronarias menores que los pre-
sentes en sujetos de la misma comunidad sin la mutacion, lo
cual se considera un indicio de resistencia al desarrollo de
ateroesclerosis?'.

Funcion fisiolégica de la apoClil

En el plasma, la apoClll se encuentra unida a las VLDL,
a las LDL, a las HDL y a los quilomicrones. Ademas, una
fraccion pequeia parece existir no ligada a lipoproteinas.
No obstante, esto puede ser un artefacto de los métodos
usados para separar las particulas lipoproteicas del resto
de las proteinas plasmaticas utilizando ultracentrifugacion
con soluciones con altas concentraciones de sales neutras
(KBr), las cuales pueden despegar apolipoproteinas de las
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particulas lipoproteicas??. El efecto inhibidor de la apoClll
sobre la hidrolisis de los TG de las VLDL y de los quilomi-
crones se confirmd con estudios en sujetos con deficiencia
en la expresion del gen de la apoClll. Estas personas en ayu-
nas muestran niveles de TG de las VLDL muy bajos?. Mas
pruebas del papel de la apoClll como inhibidora de la LPL se
obtuvieron con ratones transgénicos con el gen de la apoCll
humana y con sobreexpresion de la apolipoproteina. Tales
animales muestran un aumento importante de las VLDL y
de sus TG, mientras que ratones con disrupcion del gen de
la apoClll enddgena tienen niveles muy bajos de TG circu-
lantes. Estos datos confirman que la apolipoproteina es un
inhibidor fisioldgico de la actividad de la LPL2%324, Aln no
se conoce en detalle como la apoClll inhibe a la LPL. Se ha
propuesto que el bloqueo de la hidrdlisis de los TG de lipo-
proteinas ricas en TG (VLDL y quilomicrones), asi como de
la hidrolisis de emulsiones sintéticas contentivas de TG, se
debe a un desplazamiento de otra apolipoproteina, la apo-
Cll, de la superficie de particulas ricas en TG. La apoCll, al
contrario que la apoClll, es un activador de la hidrdlisis de los
TG de las VLDL y de los quilomicrones mediada por la LPL. La
apoCll posiblemente activa a la LPL al mejorar el contacto
entre la enzima (LPL) y los TG en la superficie de las lipo-
proteinas. Dicho efecto activador se pierde cuando la apoClI
es desplazada por la apoCllI>>. La apoCl y la apoE también
favorecen la asociacion de la LPL con las VLDL y las LDL, y es
posible que la apoClll también las desplace. Nuestros datos,
resumidos en la tabla 2, apuntan a esta posibilidad, ya que
las LDL de los pacientes con alto contenido de apoClll tienen
menor contenido de apoCl y de apoE"".

Bases bioquimicas de las propiedades de la
apoClll y otras apolipoproteinas

Antes de la discusion de los posibles mecanismos de la ate-
rogenicidad de la apoClll, es Util resumir algunos aspectos
basicos de las bases moleculares de las funciones de las apo-
lipoproteinas. Como todas las apolipoproteinas, la apoClll
reside en la superficie de las VLDL y de otras lipoproteinas.
La propiedad de adherirse a las particulas por interacciones
no covalentes se debe a que las apolipoproteinas reconocen,
en la microemulsion esférica constituida por los lipidos, la
estructura de la superficie donde residen los grupos polares
de estos lipidos. Dicha superficie es la region de contacto
con el medio acuoso. La mayoria de las apolipoproteinas
tienen en sus cadenas peptidicas regiones ricas en aminoaci-
dos polares alternadas con regiones ricas en aminoacidos no
polares. Estos segmentos peptidicos, al ponerse en contacto
con microemulsiones lipidicas, se orientan en estructuras
helicoidales de 18 a 25 aminoacidos de longitud con una cara
hidrofébica adherida a los lipidos y una cara polar en con-
tacto con el medio exterior acuoso. Las estructuras reciben
el nombre de hélices anfipaticas (del griego anfi, <xambas», y
pathos, «afinidad»: una cara polar y una cara no polar), que
han sido caracterizadas en gran detalle por Segrest, Phllips y
Lund-Katz?>?¢. En la microemulsion lipidica constituyente de
las lipoproteinas las cadenas hidrofébicas de los acidos gra-
sos esterificados al glicerol en los TG y fosfolipidos, asi como
los esterificados al colesterol, se orientan hacia el inte-
rior de la microemulsion. Por su parte, las apolipoproteinas
se extienden sobre la superficie de las microemulsiones en

contacto con los grupos polares de los lipidos que miran a la
superficie; estas regiones de las apolipoproteinas son ricas
en aminoacidos hidrofobicos (alanina, leucina, isoleucina,
tirosina y triptéfano). Hacia el medio exterior acuoso se
orienta la otra cara hecha de segmentos ricos en aminoaci-
dos polares con cadenas hidroxiladas (serna treonina) o con
cargas negativas (aspartico, glutamico) o cargas positivas
(lisina y arginina)?>2°.

La asociacion de las apolipoproteinas Cl, Cll y Clll y de las
apolipoproteinas Al, All y E con las particulas es reversible
y pueden intercambiarse entre las diferentes lipoproteinas.
Este no es el caso de la apoB-100 ni de la apoB-48, las cuales,
debido a sus largas cadenas de mas de 4.000 y 2.000 ami-
noacidos, respectivamente, y a la presencia de numerosas
regiones hidrofobicas, permanecen unidas a las microemul-
siones lipidicas y son parte permanente de las VLDL, de las
LDL y de los quilomicrones. Mas aln, la apoB-100y la apoB-
48 se mantienen unidas a las particulas durante la conversion
metabodlica de las VLDL en LDL y durante la conversion de
los quilomicrones a remanentes de quilomicrones. Esto no
ocurre con las apolipoproteinas apo-Cl, apo-Cll, apo-Clil,
apo-E, apo-Al y apo-All, las cuales se redistribuyen entre los
quilomicrones VLDL, LDL y HDL durante la remodelacion con-
tinua de estas particulas que tiene lugar en la circulacion.
Esta propiedad ha llevado a estas Ultimas apolipoproteinas a
ser designadas como «intercambiables»?>2°. Los principales
agentes de la remodelacion intravascular de las lipoprotei-
nas son enzimas que hidrolizan a los TG y a los fosfolipidos
de las lipoproteinas, tales como la LPL, la lipasa hepatica
(HL) y diversas fosfolipasas presentes en el plasma y aso-
ciadas a la superficie endotelial. Ademas, otras proteinas
que redistribuyen lipidos, como la proteina transportadora
de ésteres de colesterol (CETP) y la proteina transportadora
de fosfolipidos (PLTP), contribuyen a la remodelacion y a la
redistribucion de las apolipoproteinas intercambiables.

La afinidad de las apolipoproteinas intercambiables por la
superficie de las lipoproteinas disminuye cuando el radio de
curvatura de las particulas aumenta al decrecer su volumen,
lo cual lleva a un aumento de la presion lateral (interfacial)
de la capa monomolecular que forma la superficie de las
particulas, provocando la separacion de las apolipoproteinas
intercambiables y de otras proteinas asociadas, permitiendo
asi el intercambio entre lipoproteinas o el intercambio con
membranas de células endoteliales y de otros tejidos?’. Es
decir, la distribucion de la apoClll y de otras apolipoproteinas
entre las diversas lipoproteinas es un fendomeno dinamico
modulado constantemente por las modificaciones a las que
estan sometidas todas las lipoproteinas durante su secre-
cion, circulacion y metabolismo en el plasma y en la linfa.
Ademas, a las lipoproteinas se adhieren diversas proteinas
que no se consideran apolipoproteinas, tales como las fosfo-
lipasas secretoras, la proteina amiloide del suero y multiples
componentes del sistema immunoldgico?’-28. La figura 1 pre-
senta un diagrama de los fendmenos tratados?®.

Las células endoteliales que separan la circulacion san-
guinea y linfatica del parénquima de o6rganos y tejidos en
general estan cubiertas en su superficie por una alfombra de
proteoglicanos y proteinas que constituyen el glicocalix?’. Es
en este ambiente donde tiene lugar la hidrolisis de los TG
de los quilomicrones y de las VLDL por la LPL en la super-
ficie de células endoteliales que cubren al tejido adiposo,
al musculo cardiaco, al espacio de Disse en los hepatocitos
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Figura 1 Diagrama de cambios en el contenido de apolipo-
proteinas y de proteinas asociadas a lipoproteinas. Los cambios
son causados por la remodelacion de lipoproteinas y por la alte-
racion de la tension interfacial y de la estructura superficial
al cambiar de volumen las particulas. Las flechas dobles indi-
can que los procesos son reversibles. (Modificado de Davidsson
et al.28,)

y a las células del mUsculo esquelético. En esta superficie,
las lipoproteinas ricas en TG y contentivas de apolipoprotei-
nas B-100, B-48 y apoE son inmovilizadas transitoriamente
al asociarse sus regiones ricas en aminoacidos con carga
positiva (lisina y arginina) con proteoglicanos ricos en glu-
cosaminoglicanos sulfatados, heparan sulfato y condroitin
sulfatos. Los glucosaminoglicanos sulfatados del glicocalix
confieren a tal superficie del endotelio una carga negativa,
y por ello retiene a las lipoproteinas contentivas de apoB
y apoE. Ademas retiene varias enzimas lipoliticas, como la
LPL, la HL y varias fosfolipasas?®3. Es decir, el glicocalix
crea un medio en donde se retiene a las lipoproteinas ricas
en TG, quilomicrones, VLDL y a sus respectivos remanentes,
asi como a las enzimas que actlan sobre ellas. Se ha pro-
puesto que la apoClll inhibe a la accion de la LPL sobre las
VLDL y los quilomicrones porque desplaza a la apoCll y a la
apokE de la superficie de las particulas, proteinas estas Ulti-
mas que son activadoras de la LPL. La primera se requiere
para la union de la enzima con su sustrato, los TG, y la apoE
contribuye a la inmovilizacion de las lipoproteinas por los
glucosaminoglicanos sulfatados en el glicocalix al incremen-
tar las cargas positivas en la superficie de ellas. La apoClll
también inhibe a la LPL porque en la superficie de las VLDL y
de los quilomicrones se orienta y expone sus segmentos car-
gados negativamente ricos en aspartico y glutamico hacia
el medio acuoso, lo cual resulta en una disminucion de la
carga positiva de la superficie de las lipoproteinas. La carga
positiva de las lipoproteinas, como se ha mencionado, es
requerida para la inmovilizacién de las particulas por los
glucosaminoglicanos de los proteoglicanos del glicocalix®3°.
Es decir, un aumento de las apoClll acompanado de la dismi-
nucion relativa de las apoCll y apoE en las lipoproteinas ricas
en TG disminuira su fijacion al glicocalix del endotelio, limi-
tando el tiempo para la accion de la LPL sobre las particulas
y prolongando asi su vida media en la circulacion. Un feno-
meno analogo al descrito de reconocimiento entre las cargas

positivas en la superficie de los remanentes de las VLDL y de
los quilomicrones con cargas negativas en el glicocalix de los
hepatocitos se requiere para que el higado capture a estas
particulas mediante una accién concertada con receptores
apoB/E en las membranas plasmaticas de las células. Este
proceso se dificulta cuando un exceso de apoClll acompana
a los remanentes de VLDL y de quilomicrones®®.

Mecanismos contribuyentes a la
aterogenicidad de la apoClll asociada a las LDL
y las VLDL

Retencién de LDL rica en apoClll por la intima
arterial

Los estudios clinicos discutidos indican que un aumento de la
apoClIl asociada a las LDL contribuye al aumento del riesgo
cardiovascular. Para discutir las posibles razones de este
incremento en la aterogenicidad es Gtil usar como guia la
llamada «hipotesis de la respuesta a la retencion»3'-33, Tal
hipdtesis, extensamente documentada por estudios in vivo
e in vitro, propone que el desarrollo de lesiones ateroescle-
réticas tiene como paso inicial la captura de lipoproteinas
contentivas de la apoB-100, LDL y posiblemente remanen-
tes de VLDL, en la intima arterial. Una vez depositadas
en la intima, las lipoproteinas son modificadas por proce-
sos enzimaticos y oxidativos, los cuales generan potentes
agentes inflamatorios como lisofosfolipidos, colesterol libre,
acidos grasos y fosfolipidos oxidados, asi como fragmentos
productos de la proteolisis de la apoB-100 con propieda-
des antigénicas. Se cree que dichos productos perpetlan
un ciclo de deposicion de lipoproteinas apoB-100 y gene-
racion de productos inflamatorios. La captura de las LDL
tiene lugar por la formacion de complejos insolubles con
proteoglicanos de la intima, principalmente con el versican
y el biglican®. Y es en este paso inicial de la aterogénesis
donde un aumento de la apoClll en la LDL puede incremen-
tar la expansion de lesiones. Experimentos de Chait et al.
muestran que la afinidad de la LDL y de la VLDL por los
proteoglicanos arteriales se incrementa con el contenido de
apoClll en las lipoproteinas®#3¢:37, Nuestro laboratorio, por
otra parte, ha mostrado que las LDL, cuando son pequenas
y densas (LDLpd), tienen una mayor afinidad por los proteo-
glicanos arteriales que las LDL mas grandes'’. Las LDLpd son
especialmente ricas en apoClll y son abundantes en pacien-
tes con sindrome metabdlico y diabetes, y se cree que son
una de las causas del aumento del riesgo cardiovascular aso-
ciado con estos trastornos metabdlicos>?3. Nuestros datos
han mostrado que aumentando in vitro el contenido de apo-
Clll en las LDL del plasma se aumenta proporcionalmente
su afinidad por los proteoglicanos arteriales'” Mas adn, uti-
lizando analisis protedmico, encontramos que las LDLpd de
sujetos con IR y ateroesclerosis periférica tienen un con-
tenido mas alto de apoClll y una mayor afinidad por los
proteoglicanos arteriales que las LDLpd de controles sanos,
lo cual extiende las observaciones de Chait et al. a expe-
rimentos ex vivo'’. Ademas, tales datos indican que es el
contenido de apoClll y no el tamano de las LDL lo que
aumenta la afinidad por los proteoglicanos. En la tabla 2 se
presentan los resultados de la evaluacion con espectroscopia
de masas de las principales apolipoproteinas identificadas en
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las LDLpd. Esta metodologia permitié medidas de las dife-
rentes isoformas de la apoClll (apoClllg, apoClil; y apoClil;),
y encontramos que todas ellas estaban elevadas en las LDL
de los pacientes en comparacion con los sujetos controles.
La tabla 2 presenta asimismo las medidas del contenido de
apoCl, apoCll, apoAl y apoE, que son mas altos en las LDLpd
de los controles que en la fraccion analoga de los pacien-
tes. Basandonos en estos datos y en los publicados por Chait
et al.3 hemos sugerido que en los pacientes estas Gltimas
apolipoproteinas intercambiables en las LDLpd han sido des-
plazadas de la superficie de las particulas por el incremento
de las apoClll'’. Debemos sefalar que nuestros resultados
tienen la limitacion de que el nimero de sujetos estudiado es
limitado. Esto se debe a que aunque los analisis protedmicos
tienen sensibilidad y precision, son todavia laboriosos y por
ello solo aplicables hasta el momento a grupos pequenos de
muestras. No obstante, resultados recientes usando grupos
mas numerosos de sujetos y con ayuda de métodos inmuno-
logicos han confirmado la presencia de LDLpd ricas en apoClll
y con alta afinidad por los proteoglicanos en pacientes con
diabetes tipo 2 pero no en controles sanos*’.

No conocemos en detalle como un aumento de la apo-
Clll en las LDL aumenta su afinidad por los proteoglicanos,
pero resultados obtenidos en distintos laboratorios permi-
ten especular que al orientarse la apoClll sobre la superficie
de las LDL, expone regiones ricas en aminoacidos cargados
positivamente (lisina y arginina) hacia la superficie, aumen-
tando asi la carga positiva neta de la LDL y, por lo tanto,
su afinidad por las cargas negativas de los glucosaminoglica-
nos (grupos sulfato y carboxilo) de los proteoglicanos®'7:3¢,
Si esto ocurre en la dislipidemia de la IR con un aumento de
la LDLpd rica en apoClil, esta particula pudiera ser mas ate-
régena por tener una mayor afinidad por los proteoglicanos
arteriales, lo cual podria resultar en una mayor tendencia
a ser depositada en la intima arterial, facilitando alli las
modificaciones oxidativas y enzimaticas generadoras de la
respuesta inflamatoria disparada por la LDL.

La apoClll por si misma contribuye a una respuesta
inflamatoria aterogena

Existe consenso en que la respuesta inflamatoria a la depo-
sicion de lipoproteinas apoB-100 en la intima es requerida
para el desarrollo de placas ateroesclerdticas®?3435:38, |a
apoClll parece estar directamente implicada en estos meca-
nismos aterdgenos. La adhesion de monocitos al endotelio,
el paso hacia la intima y su conversion a macrofagos resi-
dentes precede a su eventual evolucion a células espumosas
causada por la captacion no regulada de lipoproteinas apoB
depositadas en la intima®. Akio Kawakami, junto con Frank
Sacks y Peter Libby en Boston, mostraron que la apoClll por si
sola o unida a la VLDL es capaz de estimular la expresion de
proteinas de adhesion celular (VCAM, ICAM) en el endotelio,
las cuales son requeridas para la fijacion de monocitos®®.
La apoClll estimula la secrecion de las proteinas de adhe-
sion molecular activando una cascada fosforiladora iniciada
por la proteina-cinasa C-beta, y esta a su vez activa el factor
nuclear NF-kapa-B. El resultado de dicha cascada activadora
es la adhesion de monocitos al endotelio y su eventual pene-
tracion en la intima®. Los datos inicialmente reportados en
cultivos de células endoteliales y usando monocitos aislados

han sido confirmados in vivo usando ratones*'*2. Kawakami
et al. mostraron ademas que la apoClIl, por si misma o unida
a las VLDL, induce en los monocitos circulantes las inte-
grinas requeridas para la interaccion con las VCAM e ICAM
de la superficie del endotelio. In vivo la apoClll estimula la
respuesta de adhesion también via activacion de la proteina-
cinasa C-alfa con el subsiguiente estimulo del factor nuclear
NF-kapa-B. Kawakami et al. mostraron también que la apo-
CllI por si misma o unida a lipoproteinas inhibe la activacion
por la insulina del receptor sustrato de la insulina (IRS-1) a
través de la estimulacion de la isoforma PKCB de la proteina-
cinasa C. Tal efecto en células endoteliales en cultivo y en
ratones se acompana de una disminucién de la produccion
de oxido nitrico (NO)*'. No esta claro si los efectos de la apo-
CllI sobre los monocitos y las células endoteliales se inician
con una interaccion con un receptor especifico. Kawakami
y Yoshida han sugerido que pueden estar implicados recep-
tores acoplados a proteinas G (GCPR) o los receptores que
reconocen a la apoB y apoE en lipoproteinas*®4:. Los meca-
nismos moleculares de los efectos descritos todavia no estan
claros, pero estos importantes experimentos confirman que
la apoClll estimula una respuesta aterdgena en los dos tipos
de células envueltas en la eventual acrecion de macrofagos
en sitios de progresion de lesiones*.
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Figura 2  Apolipoproteinas intercambiables y otras proteinas
en las lipoproteinas de pacientes con ateroesclerosis periférica
y diabetes y de controles sanos apareados por sexo y edad.
Las proteinas de menos de 30kDa fueron evaluadas con espec-
trometria de masas usando un analisis proteémico. Los datos
muestran que los niveles de todas las isoformas de apoClll son
mas altos en los pacientes que en los controles. Notese que las
diferencias observadas son mucho mas significativas cuando los
analisis se hacen en las lipoproteinas aisladas una vez separadas.
(Modificado de Davidsson et al.?8.)
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La apoClll esta presente en distintas cantidades en todas
las lipoproteinas, incluyendo las HDL. Multiples estudios
indican que niveles elevados de HDL, especialmente las
particulas grandes, designadas HDL2 o HDL-«, disminuyen
el riesgo cardiovascular®. Diversas lineas de investigacion
sugieren que estas propiedades anti-aterogenas se deben
a efectos antiinflamatorios y antioxidantes*. Sin embargo,
existen alteraciones estructurales, relacionadas con cam-
bios en el contenido de apolipoproteinas y de otras proteinas
asociadas de las HDL que pueden comprometer sus acciones
protectoras. Las HDL, ademas de sus principales apolipo-
proteinas (apoAl, apoAll y apoE), tienen asociadas pequeias
cantidades de las apoCl, Cll y Clll y de proteinas del sistema
inmune?®4>, En experimentos in vitro la HDL ha mostrado
que inhibe la adhesion de leucocitos a células endotelia-
les mediados por las VCAM y las integrinas, lo cual se ha
postulado es uno de sus efectos protectores®. Reciente-
mente, Kawakami et al.#> demostraron que cuando la HDL se
enriquece en apoClll, su efecto de inhibir la adhesion de leu-
cocitos al endotelio se disminuye significativamente, lo cual,
segun los autores, podria comprometer una de sus principa-
les propiedades antiinflamatorias HDL in vivo*2. En relacién
con el contenido de apoClll en la HDL, nuestro laboratorio
reporto resultados de un analisis proteomico de las apolipo-
proteinas de las LDL y HDL y del plasma total en pacientes
con diabetes tipo 2, IR y ateroesclerosis periférica, asi como
en controles sanos apareados por sexo y edad?®. La figura 2,
tomada de esta publicacion, muestra el contenido mayor
de apoClll en la HDL de los pacientes respecto a los con-
troles. Estos hallazgos, y los citados de Kawakami et al.*?,
sugieren que el aumento de apoClll en HDL observado en
la dislipidemia de la IR podria comprometer las propiedades
antiinflamatorias de la lipoproteina y, junto con un aumento

Aumento
VLDL rica bty
en apoClll
LPL "'oo-.,..'
LDLpd con alta afinidad por
proteoglic. rica en apoClll .

®

Receptores ?

ligandos(VCAM, ICAM)

de la acumulacion de la LDLpd en la intima, contribuir a la
aterogenicidad de esta dislipidemia.

Terapias para disminuir la posible contribucion
de niveles elevados de apoClll a las
enfermedades cardiovasculares

Farmacos activadores de los receptores nucleares PPARx son
efectivos en la disminucion de la concentracion de la apo-
Clll en circulacion. Los fibratos en uso clinico disminuyen
la secrecion hepatica de las VLDL, lo cual resulta en una
reduccion de la apoClll unida a estas particulas y a otras lipo-
proteinas. Ademas el pioglitazone, un farmaco con efectos
en los receptores PPARy y PPAR«, es especialmente eficaz
en reducir las VLDL y, como consecuencia, la apoClIl. Es
muy posible que esto contribuya a sus efectos de reduc-
cion del progreso de placas ateroesclerdticas documentados
recientemente en pacientes diabéticos utilizando ultraso-
nidos intravasculares*. Varias sustancias que act(ian sobre
diferentes PPAR(s) estan en fase de desarrollo clinico, pero
datos preliminares presentados en congresos indican que
reducen ya efectivamente los niveles de apoClll. Es impor-
tante sefalar que el gen de la apoClll esta bajo el control
parcial de un elemento regulador que responde a la insu-
lina en el higado, lo cual indica que cualquier aproximacion
terapéutica que mejore la accion de la insulina en el higado,
incluyendo la actividad fisica y el control de la ingesta calo-
rica, debe resultar en una disminucion de la apoClll que
acompana a la secrecion de las VLDL. Por Ultimo, agentes
especificos por la expresion del gen de la apoClll (antisense)
también estan en desarrollo clinico y, basandose en resulta-
dos en animales, se espera que sean muy eficaces.
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Posible origen de la aterogenicidad de las lipoproteinas contentivas de la apoB-100 y ricas en apoClll dentro de los

conceptos de la hipotesis de la ateroesclerosis «respuesta a la retencion». Las LDL ricas en apoClll, especialmente las pequefas
y densas (LDLpd), tienen una alta afinidad por los proteoglicanos de la intima arterial, y ello contribuye a su retencion. Tanto las
VLDL como LDL ricas en apoClIl activan los mecanismos de la respuesta inflamatoria de leucocitos en circulacion y del endotelio,
incrementando la expresion de moléculas de adhesion celular. La apo CllI posiblemente utiliza receptores acoplados a proteinas G
y/o los receptores en monocitos y endotelio que reconocen la apoB y apoE en las lipoproteinas. Esto ocasiona la penetracion de
monocitos hacia la intima, su conversion a macrofagos y eventualmente a células espumosas. En el endotelio, la apoClll compromete

la produccién de 6xido nitrico (NO) (De Kawakami et al.3%43),



Contribucion de la apolipoproteina ClIl a la aterogenicidad de las dislipidemias

259

Conclusiones

Los resultados discutidos sugieren que las dislipidemias
acompanadas de un aumento de la apoClll en las VLDL LDL
y HDL, como la inducida por la IR y la diabetes, son agen-
tes generadores de los dos aspectos que la hipdtesis de la
«respuesta inflamatoria a la retencion de LDL» implica como
aterdgenos. Pero, ademas, trabajos clinicos muestran que
la LDL rica en apoClll es un factor de riesgo cardiovascu-
lar asociado o no a hipertrigliceridemia o a la dislipidemia
de la IR. Experimentos que hemos discutido indican que,
por una parte, la LDL contentiva de niveles altos de la apo-
Clll tiene una afinidad elevada por los proteoglicanos de la
matriz extracelular de la intima, lo cual podria ser la princi-
pal causa de la retencion preferencial de estas particulas en
regiones propensas a desarrollar lesiones ateroescleroticas.
Ademas, las lipoproteinas contentivas de apoB-100 (VLDL;
remanentes de VLDL y LDL) ricas en apoClll parecen dispa-
rar la cascada inflamatoria considerada como la respuesta
de la pared arterial a la retencion de dichas particulas.
Estos dos mecanismos podrian explicar el papel de factor
de riesgo cardiovascular independiente adscrito a la apo-
Clll. La figura 3 presenta un diagrama en el que se resumen
los dos mecanismos aterdgenos de las lipoproteinas apoB100
ricas en apoClll.
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