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Estructura de las lipoproteinas y apoproteinas

E. HERRERA y M.A. LASUNCION

Los lipidos son insolubles en agua, por lo que para
ser transportados en sangre han de ir asociados a
proteinas en forma de agregados moleculares que
se denominan lipcproteinas. De esta manera, trigli-
céridos, colesterol (tanto libre como esterificado) y
fosfolipidos se unen a una o varias proteinas espe-
cificas, denominadas apolipoproteinas 0, mas co-
munmente, apoproteinas, formando unas particulas
seudomicelares solubles en agua que son las lipo-
proteinas. Asociados de esta manera los diferentes
lipidos circulan por la sangre o por la linfa y son
transportados de unos tejidos a otros. Si bien aqué-
llos son los lipidos cuantitativamente més importan-
tes, las lipoproteinas también acarrean otras molé-
culas biolégicamente interesantes, como los ésteres
de retinol, el tocoferol y los carotenos, por ejemplo.

El conocimiento de las lipoproteinas es refativa-
mente reciente, siendo descubiertas en 1920 por
Macheboeuf en el suero de cabalio, de donde las se-
paré mediante la precipitacién de las proteinas plas-
maticas con sulfato aménico. En la década de los
afios cuarenta se empezaron a aplicar las técnicas
de ultracentrifugacién para su separacién por flota-
cién, aprovechando la menor densidad de estas
particulas con respecto a las proteinas del plasma.
Aunque esta técnica continda siendo de referencia
para la separacién de los diferentes tipos de lipopro-
teinas, su andlisis en muestras de pacientes se reali-
za en primera instancia mediante su separacion por
electroforesis de zona (en gel de agarosa, papel,
etc.), en gel de poliacrilamida, o mediante la precipi-
tacion selectiva con polianiones. En la actualidad se
aplican multitud de técnicas y variantes para el estu-
dio de estas particulas, desde isoelectroenfoque a la
cromatografia de afinidad o de exclusién, conven-
cional o de alta eficacia, pasando por los inmunoqui-
micos, permitiendo todos ellos mejorar la separacion
y la caracterizacion de las lipoproteinas.

ESTRUCTURA Y COMPOSICION
DE LAS LIPOPROTEINAS

Practicamente todas las lipoproteinas presentan
una forma subesférica, y precisamente ello les per-
mite soportar la repulsion que el medio acuoso ejer-
ce sobre sus constituyentes hidrofdbicos (fig. 2.1).
Los diferentes lipidos interactian entre si de una
manera no covalente, situdndose los neutros (tri-
glicéridos y ésteres de colesterol) en el interior,
constituyendo lo que se denomina ndcleo de la lipo-
proteina. El ncleo esta recubierto por una capa su-
perficial que contiene los lipidos anfipaticos (fosfoli-
pidos), colesterol libre y las apoproteinas (fig. 2.1).
Estas presentan a lo largo de su secuencia diversas
regiones con estructura en hélice a anfipatica, en
donde los aminodcidos polares se orientan hacia el
exterior de la lipoproteina y los apolares hacia el inte-
rior, para interactuar con los grupos acilo. De esta
manera las apoproteinas contribuyen a estabilizar
estas particulas, interponiéndose entre los lipidos
apolares y el plasma (fig. 2.2).

Las lipoproteinas, aunque aparentemente son es-
tructuras estables, en realidad se encuentran en
continua reorganizacion. Pueden perder lipidos por
procesos hidroliticos y por captacion por los tejidos,
pero ademds intercambian continuamente compo-
nentes con otras lipoproteinas circulantes. Todo ello
da lugar a que estas particulas tengan una estructu-
ra cambiante o dindmina, en la que lipidos y apopro-
teinas estan en continua reorganizacién. Dentro de
esta panordmica hay que considerar también la
existencia de lipoproteinas con otra estructura dife-
rente a la esférica, como fas HDL discoidales y la
LpX. En ambos tipos de lipoproteinas, la riqueza de
fosfolipidos y apoproteinas y el escaso contenido en
ésteres de colestero! determina que esos compo-
nentes se estructuren en bicapa discoidal y no en
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Figura 2.1. Esquema de distribucion
de los componentes en una lipopro-

telna plasmdtica.

Residuos hidrofébicos

Figura 2.2, Esquema de hélice a an-
fipdtica de las apoproteinas. Repre-
senlacién de Edmunson del segmen-
to de la apo A-l comprendido entre
los residuos 99 y 116 que configuran
una hélice a anfipdtica en donde los
residuos hidrofilicos se exponen ha-
cia una cara, mientras que los hidro-
fobicos se exponen hacia la otra. Una
configuracién similar se aprecia en
{as otras apoproteinas.

esfera. Estas lipoproteinas, como se vera en otros
capitulos, representan estadios intermedios en su
devenir metabdlico (como es el caso de las HDL dis-
coidales nacientes) o son consecuencia de una alte-
racién en el metabolismo (en el caso de la LpX).
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CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

La nomenclatura de las distintas lipoproteinas se
ha ido estableciendo a medida que se han ido descu-
briendo y en funcién de sus caracteristicas fisicoqui-
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Figura 2.3. Caracleristicas generales de las lipoproteinas en electroforesis zonal y en ultracentrifugacion en gradiente de densi-

dad.

micas y comportamiento en los procesos de purifi-
cacion. Asi, al someter una muestra de suero o de
plasma a electroforesis de zona, y después de te-
fiir los lipidos, aparecen varias bandas, a saber, las
B-lipoprotefnas, pre-B-lipoproteinas y las o lipo-
proteinas, seglin que su movilidad corresponda con
las respectivas bandas de! proteinograma clasico
(fig. 2.3). Su diferente movilidad viene determinada
por la carga neta que adquieren las apoproteinas al
pH basico en que se realiza este tipo de electrofore-
sis. Asf, en la banda a, la que méas migra hacia el
anodo, se concentran lipoproteinas ricas en apopro-
teinas, y en la banda B se localizan lipoproteinas con
apoprotefnas menos cidas que en la banda pre-8
(fig. 2.3). Aparte, otras lipoproteinas (quilomicrones)
no migran en esas condiciones y permanecen en el
origen, debido no tanto a su escaso contenido en
apoprotelnas como a su gran tamaiio, que les impi-

de penetrar a través de los poros del soporte electro-
forético.

Como se esquematiza en la fig. 2.3, cada una de
esas bandas en la electroforesis se corresponde uni-
vocamente con las diferentes clases de lipoproteinas
separadas por ultracentrifugacién. Existe, no obs-
tante, una importante excepcién, como es la lipopro-
teina (a) que, teniendo una composicion cualitativa-
mente mdas proxima a las B que a las pre-8, migra en
esta Gltima posicion (fig. 2.3 y tabla 2.1). Por otra
parte, la LpX, lipoproteina que aparece en ciertas
patologlas hepéticas y de las vias biliares, migra en
posicion catodica. Este tipo de electroforesis (lipido-
grama) se utiliza ampliamente en clinica, porque
permite una visién rapida del espectro de lipoprotei-
nas del paciente, aunque no sea cuantitativo.

A medida que se ha ido avanzando en las carac-
teristicas funcionales de las lipoproteinas se ha acre-

TABLA 2.1
Caracteristicas fisicoquimicas y vida media de las lipoproteinas del plasma humano

[ ov | wvor | T wo | otz | Ho3 | Lot
Densidad (g/mL) <095 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,125 1,125-1,215  1,05-1,11
Peso molecutar (D} >4x10® 510x10T® 35x10° 2-4x10° 3x10° 1,8x10° 4,656x10°
Didmetro (nm) 100-5.000 3080 18-25 9,5-12 6,5-9,5 21-26
Sf (10%cmysg/dina/g) > 400* 20-400* 012+ 4861** 1,741
Migracion electroforética Origen pre- B a a pre-B
Vida media 1h 1-3h 2-3 dias 5-6 dias 5-6 dias 33 dias

* Sf determinado a una densidad de 1,006 g/mL.
** Sf determinado a una densidad de 1,210 g/mL.
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cenlado la necesidad de su fraccionamiento y purifi-
cacion. La propiedad que mas profusamente se ha
ultizado para separar las diferentes clases de lipo-
proteinas es su densidad, que viene determinada
por la proporcién de lipidos frente a proteinas. Asi,
se distinguen las lipoproteinas de muy baja densidad
o VLDL, ias de baja densidad o LDL y las de alta den-
sidad o HOL, como lipoproteinas mayoritarias en la
especie humana, en el estado posprandial. Sus ca-
racteristicas fisicas y composicion se indican en la
labla2.1.

Las distintas lipoproteinas del plasma se pueden
obtener separadamente por ultracentrifugacion del
plasma, bien en equilibrio de densicad secuencial-
mente, aumentando en sucesivas etapas ia densi-
dad por adicion de sales, o bien en una Unica etapa,
en un gradiente de densidad como se esquemati-
za en la fig. 2.3. Asi, de menor a mayor densidad se
distinguen los quilomicrones, las lipoproteinas de
muy baja densidad o VLDL, las de densidad inter-
media 0 IDL, las de baja densidad o LDL y las de alta
densidad o HDL con sus distintas subpoblaciones.

En la tabla 2.1 se incluye también la Lp (a), lipo-
proteina que no se separa dentro de un margen de
densidades propio y caracteristico, sino que cabalga
entre las LDL y las HDL. En la situacion fisiologica
normal las VLDL son minoritarias en cuanto a nime-
ro de particulas, aunque son las que mayor cantidad
de triglicérido transportan. Para expresar los niveles
de cada clase de lipoproteinas se suele hacer refe-
rencia a la concentracién plasmatica (o sérica) de
alguno de sus componentes, normalmente el coles-
terol, de modo que esa expresion no refleja el nume-
ro de particulas de cada clase. En el hombre adulto,
mas de dos terceras partes del colesterol circula
asociado a LDL y sélo una cuarta parte a HDL, pero
son mas abundantes estas Gltimas que las primeras.
En esa distribucién, asi como en el nivel total de co-
lesterol, la especie humana se diferencia notable-
mente del resto de mamiferos (tabla 2.2). En la tabla
2.2 no se recogen los niveles de los quilomicrones
porque, debido a su rapido catabolismo, préactica-
mente no se detectan en el plasma a las 10-12 h
desde la titima ingesta. Durante el periodo de ab-
sorcién intestinal y en ciertas patologias los niveles
de quilomicrones en el plasma son notables.

Aungue es frecuente considerar que cada una de
aquellas clases de lipoproteinas conslituye una po-
blacion homogenea de particulas, es importante te-
ner en cuenta que esto no es asi sino que cada una
de ellas esta formada por diversas subclases. Nor-
malmente los criterios que se utilizan para distinguir
las distintas clases de lipoproteinas son meramente
operacionales, y en la mayoria de los casos no dife-
rencian esas subclases. Asi, en su separacion por
ultracentrifugacion, la linea divisoria entre unas y
otras no es mas que un punto de inflexion, de mini-
ma frecuencia, en una curva de distribucion (fig.
2.4). De esta forma, si una clase de lipoproteinas
que contenga una poblacion de particulas con algu-
na propiedad fisicoquimica en comin (densidad, ta-
mano, etc., dentro de un rango) se somete a otro
proceso analitico (p. €j., cromatografia de afinidad
hacia alguna de las apoproteinas), seguramente ob-
servaremos la existencia de multiples tipos de parti-
culas, muy diferentes entre si (fig. 2.4). El detalle de
esta heterogeneidad se comentara para cada clase
de lipoproteinas especificamente. Un excelente
compendio sobre las caracteristicas fisicoquimicas
de las lipoproteinas y los métodos de andlisis y sepa-
racion es el libro de Mills et al'.

Quilomicrones

Las lipoproteinas de mayor tamafo y con una
densidad menor son los quilomicrones. Son de ori-
gen intestinal, su densidad hidratada es inferior a
0,95 g/mL y su coeficiente de fiotacion (Sf) superior
a 400 (tabla 2.1). Mas del 85 % del peso de la parti-
cula corresponde a triglicérido, mientras que sélo el
2 % es proteina (tabla 2.2).

Los quilomicrones transportan los lipidos absor-
bidos desde el intestino hacia los distintos tejidos y el
higado. Entre estos lipidos cabe citar la importante
masa de triglicéridus, pero también el colesterol y
otros esteroles de la dieta y las vitaminas liposolubles
{tabla 2.3). La vida media de los quilomicrones en
plasma es de unos pocos minutos, y su degradacion
catabolica conduce a la aparicién gradual de los de-
nominados quilomicrones remanentes o particulas
residuales. La diferenciacion entre éstas y sus pre-
cursores es, no obstante, dificil, porque los cambios

TABLA 2.2
Niveles promedio de colesterol en las diferentes lipoproteinas en distintas especies
{mg de colesterol/dL plasma)

I Humano adulto | Humano neonato ] Mono Rhesus J Rata ] Perro —[ Conejo
VLOL 15 1 10 5 3 5
LOL 135 34 45 10 13 55
HDL 50 35 100 50 70 30
Total 200 70 155 65 86 90
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Lipoproteina Lipoproteina
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Figura 2.4. Esquema sobre la helerogeneidad de las lipoproleinas. La separacion de las lipoproleinas por cualquier método fisi-
co que atienda a la diferente densidad, tamaio o movilidad electroforética rinde poblaciones heterogéneas de particulas. Los
limites de separacion coinciden con los puntos de minima frecuencia (I, ny p en la figura). La poblacién denominada «lipopro-
teina M» en la figura presenta una distribucion tipicamente polidispersa, es decir, incluye particulas de multiples tamafios (o la
caracleristica fisica de que se trate) pero siendo uno el mds frecuente. Por el contrario, también se pueden obtener poblaciones
como el de la «lipoproteina Os de la figura, que presenta una distribucion no homogénea, en la que claramente pueden distin-
guirse dos subpoblaciones, cada una de las cuales, a su vez, polidispersa. Por dltimo, como se ilustra en la parte inferior, la
variedad de particulas a lo largo del espectro de una misma poblacion no afecla tan s6lo a la caracteristica fisica que sirve para
Su separacion, sino que, si las analizdramos con olros métodos, observariamos que dentro de un mismo tamaiio, por ejemplo,
habria particulas con composicion diversa. De modo que aunque las lipoproleinas del plasma pueden agruparse en unas pocas
clases, dificilmente habrd dos particulas lipoproleicas iguales en todas sus caracleristicas.

que sufren los quilomicrones afectan tanto a la com- proteina E y 4cidos grasos libres que sus precurso-
posicion lipidica como a las apoproteinas, al tiempo res. Todo ello determina un aumento de la carga
que disminuyen progresivamente de tamafio. En negativa de la particula, propiedad que se aprovecha
conjunto, los quilomicrones remanentes contienen metodolégicamente para la separacién analitica o
menos triglicéridos y mds ésteres de colesterol, apo- preparativa de los remanentes respecto de los quilo-
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o TABLA 23
Composicion porcentual de las lipoproteinas del plasma humano

| ov | woe [ o 1 w wL | L [ e
Proteinas 0,5-2,0 8 19 22 40 56 29
Triglicéridos 86 55 23 6 5 3 5
Colesterol esterificado 3 12 29 42 17 13 36
Colesterol libre 1 7 9 8 5 3 9
Fosfolipidos 7 18 19 22 33 25 21

micrones intactos mediante electroforesis o croma-
tografia.

Es interesante senalar dos aspectos de la compo-
sicion de los quilomicrones que les son caracteristi-
cos. El primero es que poseen una apoproteina, la
apo B-48, que se sintetiza exclusivamente en los en-
terucitos; el segundo es que contienen ésteres de
retinol. Como es sabido, estas lipoproteinas realizan
el transporte de esta vitamina desde el intestino al
higado, y ahi, parte se acumula en las células estre-
lladas y parte sale al plasma en su forma de alcohol y
circula asociado a la proteina enlazante de retinol,
de manera que los quilomicrones y sus remanentes
son las Unicas lipoproteinas del plasma que contie-
nen ésteres de retinol. La identificacién de lus quilo-
micrones se suele realizar en el laboratorio mediante
electroforesis, pero su separacion del resto de fipo-
proteinas es dificil, debiéndose realizar por centrifu-
gacion suave del plasma; en otro caso los quilomi-
crones se obtienen junto con las VLDL.

Lipoproteinas de muy baja densidad

A diferencia de los quilomicrones, las lipoprotei-
nas de muy baja densidad o VLDL son de origen he-
pético. Como se observa en la tabla 2.1, tienen un
tamario y Sf algo inferiores a los quilomicrones y una
densidad superior, comprendida entre 0,95y 1.006
g/mL. Su componente mayoritario son los triglicéri-
dos, que representan el 55 % aproximadamente de
la masa total de la particula (tabla 2.3). Se ha esti-
mado que una particula promedio de VLDL contiene
mas de 10.000 moléculas de triglicérido, unas
3.000-4.000 de fosfolipidos, 2.000-3.000 de coles-
terol libre y otras tantas de esterificado.

Aunque no es la dnica, la funcién mas relevante
de las VLDL es la de transportar triglicéridos del hi-
gado a otros tejidos. Junto con los quilomicrones
constituyen el grupo de lipoproteinas ricas en trigli-
céridos. La separacidn fisica de unas respecto de las
otras también entrafa dificultades. Existen varias di-
ferencias en cuanto a su composicion, aparte de las
ya comentadas. Asi, las VLDL poseen apo B-100
(una molécula por particula) y apenas apoproteinas
del grupo de las A, mientras gue los quiiomicrones
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contienen apo B-48 y una cantidad apreciable de
A-l, A-ll y A-IV (véase més adelante). No obstante,
ninguna de esas diferencias se ha explotado para la
separacion de estas dos clases de lipoproteinas a
excepcion de su densidad.

Las VLDL constituyen una pobiacion heterogénea
de particulas. Asi, mediante ultracentrifugacion se
observa que las VLDL se distribuyen enteramente a
lo largo del espectro de Sf 20-400, configurando una
poblacion polidispersa (donde se observa un conti-
nuo en la diversidad), al tiempo que heterogénea de
particulas (coexisten particulas con alguna propie-
dad en comun —por ejemplo, el tamado o la densi-
dad— pero con otras totalmente diferenciadas,
como la composicion en apoproteinas) (fig. 2.3).
Como caracteristica general se observa que confor-
me disminuye el tamafo y aumenta la densidad de
estas particulas, disminuye su contenido absoluto de
triglicérido y de apoproteinas E y C y aumenta el
contenido relativo de los otros componentes.

Diversas técnicas se han utilizado para separar
subpoblaciones de VLDL con distinto tamafio, carga
o densidad. A su vez, la cromatografia de afinidad,
incluida la inmunoafinidad, permite el subfracciona-
miento bajo un criterio més funcional, como es el
contenido en apoproteinas. Asi, mediante cromato-
grafia en gel de agarosa, que tiene unida heparina o
bien anticuerpo contra la apo E, se han podido sepa-
rar varias subpoblaciones con distinto contenido en
apo E, habiéndose observado que, por lo general, la
riqueza en esta apoproteina se asocia con un menor
contenido en triglicérido y mayor en ésteres de coles-
terol, fosfolipido y proteina, al tiempo que con un
menor tamafio?. Cierta proporcion de las VLDL plas-
maticas carece de apo E, siendo muy ricas en triglicé-
rido y en fosfatidilcolina con respecto a esfingomieli-
na. Lointeresante de este tipo de subfraccionamiento
es que permite Ia purificacién de poblaciones de lipo-
proteinas con caracteristicas funcionales diferencia-
das, como su susceptibilidad de ser hidrolizadas por
las enzimas lipoliticas endoteliales o su interaccién
con los receptores celulares.

Por altimo, la utilizacion de anticuerpos monoclo-
nales hacia diversos epitopos de una misma apopro-
teina o el estudio de la accién de enzimas hidroliticas
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sobre las VLDL, han permitido 1dentificar particulas
con semejante dotacion en apoproteinas pero con
dderente reactividad. Concrelamente se ha recono-
cido 1a existencia de dos subpoblaciones de VLDL
con apo t, en una de las cuales la apo E no es ata-
cable por la trombina y tampoco interactua con el
receptor LDL. Por lo que respecta a la apo B-100, se
conoce también que su reactividad varia segun el
grado de lipolisis que haya sufrido la VLDL. Estos da-
los apoyan et concepto de que las apoproteinas o, en
concrelo, alguno de sus dominios o regiones activas,
pueden adoptar sobre la particula dos disposiciones
distintas (oculta frente a expuesta, respectivamen-
te), con evidentes consecuencias en el metabolismo
de la lipoproteina?.

Lipoproteinas de densidad intermedia

En su metabolismo las VLDL dan lugar a unas
particulas remanentes de mayor densidad, que para
diferenciarlas de los quilomicrones reciben el nom-
bre de lipoproteinas de densidad intermedia o IDL.
En condiciones normales su concentracion en plas-
ma es muy baja. En ultracentrifugacion se separan
en el estrecho rango de densidad comprendido en-
tre 1,006 y 1,019 g/mL, habiéndose denominada
inicialmente LDL, para diferenciarlas de las LDL,
(d = 1,019-1,063 g/mL) que son mayoritarias (tabla
2.1).

Proceden de la degradacion en el plasma de las
VLDL, por pérdida de triglicérido y otros cambios en
la composicion lipidica y apoproteica, existiendo una
gradacion continua entre las VLDL y las IDL en las
distintas caracteristicas. De hecho, su existencia
como entidad distinta de las VLDL s6lo es evidencia-
ble en estados en donde se produce su acumula-
cién, como en la disbetalipoproteinemia. El estudio
minucioso de esta clase de lipoproteinas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en gradiente
permite la identificacion de dos subpoblaciones: las
IDL-1 (con radio de Stokes de 28 a 30 nm; y las IDL-

2 (27-28 nm). Las primeras contienen un 21 % de .

triglicérido y un 41 % de colesterol estirificado,
mientras que en las IDL-2 esos porcentajes son 11y
51, respectivamente®. Su composicién apoproteica
es similar. En tamafio, densidad y composicion las

IDL-1 se solapan con las VLDL mas pegucnas, y
las IDL-2 con las 1.DL mas grandes. Estas subpobla-
ciones son funcionalmente distintas entre si, ha-
biéndose observado que 1as IDL-1 dan lugar a LOL
por accion de la lipoproteina lipasa, mientras que las
IDL-2 no son hidrolizadas mas alid por esa enzima.
Estas Gltimas son las mas abundantes en individuos
normales y su concentracion se asocia positiva y
fuertemente con 1a enfermedad cardiovascular.

Lipoproteinas de baja densidad

Las lipoproteinas de baja densidad o LDL son
aquellas que se separan entre las densidades de
1,019y 1,063 g/mL (tabla 2.1). La funcion promi-
nente de las LDL (junto con las HDL) es facilitar el
trasiego de colesterol entre los tejidos. Acorde con
ello, el componente mayoritario de las LDL es el co-
lesterol esterificado, que llega a representar atrede-
dor de un 40 % del pesn seco de 2 particula (tabla
2.3). Se puede calcular que una particula promedio
de LDL contiene hasta 1.500 moléculas de colesterol
esterificado, unas 500 de colesterol libre, unas 650
de fosfolipido y menos de 100 de triglicérido. En
contraste con lo anterior, la particula de LDL posee
una sola molécula de apo B-100, si bien ésta es una
proteina de muy elevado peso molecular. Al compa-
rar estas cifras con las correspondientes a las VLDL,
destaca que éstas poseen muchas mas moléculas
de cualauier lipido que las LDL, incluido el colesterol
esterificado y, por tanto, la transformacion de las
VLDL en LDL se lleva a cabo por un proceso en el
que se producen esas pérdidas. Como en cualquier
lipoproteina, el fosfolipido mas abundante en las LDL
es la fosfatidilcolina (tabla 2.4); no obstante, las LDL
son las lipoproteinas mds ricas proporcionalmente
en esfingomielina, siendo la relacion fosfatidilcolina/
esfingomielina de 3 a 1, aproximadamente. El signi-
ficado de esta particularidad estructural no se cono-
ce, como tampoco se ha descifrado el papel de los
fosfolipidos, aparte del estructural, en el metabolis-
mo global de las lipoproteinas.

Las LDL son, quiza, la clase de lipoproteinas mas
homogénea, por cuanto todas ellas contienen una
sola molécula de apo B-100 y estan practicamente
exentas de otras apoproteinas. Las pequerias dife-

TABLA 2.4
Distribucion de fosfolipidos en las lipoproteinas del plasma humano (mg/100 mg/fosfolipido total)

T v T v T o T A, | HoL, ] tpal
Fosfatidilcolina 78,5 68,4 66,6 78.1 81,2 63,6
Fosfatidiletanolanina 56 53 23 35 26 1.4
Esfingomielina 1.7 17,0 271 15,3 9,7 34,5
Lisofosfatidilcolina 42 57 28 2.1 5,7 0.5
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rencias entre unas y otras en el contenido de lipidos
(principalmente ésteres de colesterol) determinan,
no obstante, la existencia de las distintas particulas,
configurando una poblacion polidispersa de lipopro-
teinas como se evidencia por ultracentrifugacion
analilica (fig. 2.3). La aplicacion de las técnicas mas
resolutivas de ultracentrifugacion en gradiente de
densidad o la electroforesis en gel de poliacrilamida
en gradiente, permiten la identificacion de subpo-
blaciones dentro de las LDL. Mediante esta Gltima se
diferencian al menos tres subpoblaciones (LDL-I,
LDL-If y LDL-HII, de mayor a menor tamario). Es inte-
resante hacer notar que la abundancia de unas u
otras esta determinada genéticamente, habiéndose
observado que el 85 % de la poblacion aproximada-
mente presenta un perfit en donde predominan las
LDL-1l (patron A), mientras que en el resto predomi-
nan las LDL-1Il (patron B). El metabolismo de estas
particulas no se conoce en detalle, pero el hecho de
que el patrén B sea tipico de los pacientes con hi-
perlipemia familiar combinada y se asocie con un
elevado riesgo cardiovascular, aconseja una mayor
dedicacion al estudio del significado de las subpo-
blaciones de LDL.

Lipoproteinas de alta densidad

Como su nombre indica, las lipoproteinas de alta
densidad o HDL son las de mayor densidad, menor
tamafio y mayor relacién superficie/volumen. En

ellas la proporcion de proteina y fosfolipidos (com-
ponentes de la superficie hpoproteica) frente a éste-
res de colesterol es considerablemente mas alta que
en las otras lipoproteinas (fabla 2.3). Asi, menos del
16 % del peso de una particula de HDL corresponde
a colesterol esterificado y, en el hombre, la propor-
cion del colesterot plasmatico que circula en estas li-
poproteinas es menor que en LDL (labla 2.2). En
masa lotal, no obstante, la concentracién de HDL es
equivalente a la de LDL (entre 250 y 500 mg/dL),
pero en nuimero de particulas, las HOL exceden en
10-20 veces el de las restantes lipoproteinas. Estos
datos ya anticipan el importante y activo papel que
desempenan estas lipoproteinas en el metabolismo
plasmatico de los lipidos.

La poblacion de HDL es muy heterogénea®. Ya
desde los pioneros estudios de Gofman et al en 1954
se identificaron en el hombre tres subpoblaciones de
HDL mediante ultracentrifugacion. a saber, HDL,,
HDL, y HDL;. Las primeras son muy minaritarias en
individuos normales, pero aumentan en determina-
das situaciones patoldgicas, siendo también abun-
dantes en la rata y en animales alimentados con cc-
lesterol, por lo que también se denominaron
HDL-colesterol. Son relativamente ricas en colesterol
y poseen un tamano superior al de las otras HDL
(13-14 nm de diametro), un peso de 500 kD aproxi-
madamente y una densidad en torno a 1,063 g/mL,
por lo que es practicamente imposible separarlas de
las LDL y HDL, mediante ultracentrifugacién del

TABLA 2.5
Caracteristicas y funcién de las apoproteinas del plasma humano
¢
PM am%bé?dos pl Origen | Cromosoma Funcién
Apo A-l 28.300 243 5,85, 5,65, Intestino 1 Activacion LCAT. Unién a receptor HDL
5,62,6,40,5,36 Higado Factor estabilizador de PGl,
Apo A-1117.400 (dimero) 2x77 5,16, 4,89, Intestino 1
4,58,4,31 Higado
Apo A-lV 45.000 376 5,15 Intestino 1 Activacion LCAT. Facilita transferencia
de apo C-ll
Apo B-100 549.000 4.536 Higado 2 Biosintesis VLDL Unién al receptor B/E
Apo B-48 264.000 2.152 Intestino 2 Biosintesis OM
Apo CH 6.550 57 75 Higado 19 Activacion LCAT
Apo C-I 8.850 79 4,86, 4,69 Higado 19 Activacion LPL
Apo C-lll 8.750 79 5,02, 4,82, 4,62 Higado 1 Inhibicién LPL y del reconocimiento de
'a apo E por el receptor
ApoD 32.500 5,20, 5,08, 5,00 Higado 3 Forma complejos con la LCAT
Apo E 34.200 299 6,02, 5,89, Higado 19 Union a receptor E y al B/E
5,78,5,64 Macrédfagos
Apo F 28.000 37
Apo G 72.000
ApoH  43.000-54.000 5,66,4 Activacion de LPL en presencia de apo
Cli
Apo SAA 11.700 104 6.0,6.5
{pobre en treomina)
Apo (a}419.000-338.000 Higado 6 Inhibicién de! plasmindgeno
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plasma. No obslante, gracias a su alto contenido en
apo £, pueden purificarse por cromatografia de afi-
nidad.

Las HDL, comprenden un grupo de particulas con
densidad situada entre 1,063 y 1,125 g/mL. Son
considerablemente mas pequenas que las anterio-
res (tabla 2.1) y su apoproteina mayoritaria es la apo
A-1. Su concentracion en plasma varia notablemente
entre muijeres y varones (20 y 10 mg de colesterol/
dL, respectivamente) y se correlaciona inversamente
con los niveles de triglicérido.

Las HDL; son las mas densas (1,125-1,21 g/mL)
(tabla 2.1) y abundantes (alrededor de 35 mg de co-
lestercl/dL). Se puede estimar que una HDL; pro-
medio contiene tan sélo 30 moléculas de colesterol
esterificado y 10 de libre frente a mas de 50 de fos-
folipido; alguna molécula de triglicérido y varias de
proteina completan la particula. Las hay que contie-
nen 3 o 4 moléculas de apo A-l, simultaneamente o
no con otras tantas de apo A-l, y otras sdlo presen-
tan apo A-ll. Algunas particulas pueden contener
apo E o apo Dy esté por determinar si todas ellas
contienen apo C. Con pequenas diferencias esta
misma variedad de tipos de particulas se identifican
entre las HDL,.

Mediante cromatografia de inmunoafinidad pue-
den separarse entre si esas HDL con distinta com-
posicion en apoproteinas; sin embargo, mediante ul-
tracentrifugacion en grandiente de densidad o
electroforesis en gel de poliacrilamida se obtiene otro
tipo de subpoblaciones. Asi, se reconocen las HDL,
HOL,,, HDLs,, HDLs, y HDL3, de menor a mayor
densidad y de mayor a menor tamadio, respectiva-
mente. Por cromatografia de afinidad a la heparina
se identifican otras subpoblaciones, que se diferen-
cian entre si por su distinto contenido en apo E y apo
A-li con respecto a apo A-1°, Por su parte, la micros-
copia electrénica revela la existencia de particulas
esféricas, pero también de otras discoidales, si bien
en muy pequefia proporcién. Finalmente, los estu-
dios inmunoquimicos han demostrado que 1a apo
A-) puede adoptar varias configuraciones sobre la
particula de HDL, con merior o mayor reactividad
frente a anticuerpos monoclonales. Todo ello da idea
de la encrme heterogeneidad de esta clase de lipo-
proteinas; en definitiva, debe tenerse presente que
dentro de las HOL (y, en general, en cualquier clase
de lipoproteinas) se encuentran multiples tipos de
particulas, con composicién diversa y metabolismo
diferenciado.

APOPROTEINAS

Por definicion las apoproteinas son proteinas que
se asocian con lipidos para formar las lipoproteinas.

De hecha, para poder ser considerada comotal, una
apoproteina debe cumplir los siguientes requisitos:
a) poseer propiedades quimicas, fisicas e mmunolo-
gicas definidas; b) tener la capacidad de formar una
particula lipoproteica diferenciada; ¢) poseer alguna
propiedad funcional o estructural caracteristica, y d}
formar parte integrante del sistema de transporte de
lipidos en sangre.

Las apoproteinas no sélo mantienen la estructura
de las lipoproteinas y con ello facilitan su transporte
a través del medio interno, sino que delerminan el
destino de los lipidos al ser algunas de elias ligandos
de receptores especificos de membrana, mientras
que otras modulan la actividad de ciertas enzimas
plasmaticas.

Las proteinas que cumplen esos criterios estén
referidas en la tabla 2.5 (desde la apo A-l alaapo E).
Las apoproteinas F, G y H son muy minoritarias y su
papel esta atin por definir, por lo que no se tratardn
en este capitulo con mayor detalle. La apo (a) siem-
pre va unida convalentemente a ia apo B-100. Son
proteinas de muy variado peso molecular y de las
diez primeras se conoce su estructura primaria, bien
por secuenciacion de la proteina purificada o por
estudio del cDNA.

Localizacién cromosémica y estructura
de los genes

Ef enorme avance de la biologia molecular y su
aplicacion a las apoproteinas del hombre ha permiti-
do establecer la localizacién cromosémica de sus
genes, tal como se indica en la tabla 2.5. Los genes
para las apo A-1, apo C-lit y apo A-IV se localizan en
el brazo largo del cromosoma 11, formando un clus-
ter de unas 22 kb. El gen para la apo E esta separa-
do unas 4 kb del gen para la apo C-I sobre et cromo-
soma 19, y su transmision genética esta fuertemente
ligada al de la apo C-li. En este mismo cromosoma
se sitta el gen del receptor LDL. Los genes para la
apo A-ll, apo B y apo D se localizan en cromosomas
independientes (1, 2 y 3, respectivamente). La es-
tructura genomica de los estudiados hasta la fecha
muestra una remarcable similitud entre ellos, con la
excepcion de los genes para la apo B y la apo D (fig.
2.5). Los de A-, A-ll, C-ll, C-lll y E presentan cuatro
exones y tres intrones cada uno, y la localizacién de
cada uno de estos intrones es muy similar. El gen
para la apo A-IV se diferencia de ellos unicamente
en que carece del primero de estos exones. Aparte
de compartir la misma estructura basica en cuantoa
la organizacion de los exones e intrones, estos genes
también presentan regiones codificantes con una
alta homologia entre ellos. Asi, en todas estas apo-
proteinas se observan dos secuencias de 11 ami-
nodcidos cada una que, con pequefias varaciones,
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T Figura 2.5. Organizacién de los genes
de ciertas apoproteinas humanas. Las
cajas representan los exones y las Ii-
neas entre ellos, los intrones. El nd-
mero que figura sobre ellos indica el
ndmero de nucledtidos. La seccion
rayada corresponde al péptido sefial y
las secciones oscuras al péptido ma-

1906 duro. Se observa la estrecha relacién

b entre los genes para A-l, A-IlV, E, A-ll,

C-ll y C-Wy su diferencia con el gen
para la apo B-100.

se repiten periédicamente a lo largo de la estructura
de aquellas apoproteinas’. Estas regiones represen-
tan estructuras muy conservadas a lo largo de la
evolucidn y que tienen un significado funcional rele-
vante, correspondiendo fundamentalmente a las re-
giones anfipaticas que tienen todas las apoproteinas
y que les confiere la propiedad de enlazar lipidos
(fig. 2.2)

La alta homologia de los genes de las apopro-
teinas pone de manifiesto su origen comun, que
procederian de un pequefio gen ancestral por dupli-
cacion, fusién, adicién de otros dominios, entrecru-
zamiento, efc., tal como se indica en la figura 2.6.
Las mutaciones ocurridas a lo largo de la evolucion
en aquellas secuencias repetitivas es 1a base de la
divergencia entre dichos genes, dando lugar a la ad-
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quisicién de nuevas y caracteristicas funciones en
cada apoproteina®,

Como se ha indicado anteriormente, ef gen de la
apo B posee una estructura considerablemente dis-
tinta a los anteriores, con 28 intrones y 29 exones, y
una extension de 43 kb (fig. 2.5). Por su parte, el
gen de la apo D, més pequefio, también presenta
una organizacion de intrones/exones totaimente dis-
tinta, con varios intrones intercalados en la regién
que codifica el péptido maduro. Estos datos hacen
pensar que tanto el gen de la apo B como el de la
apo D no pertenecen a la familia multigen de las
otras apoproteinas.

Esta agrupacion de los genes puede relacionarse
con la capacidad de unirse a lipidos que presentan
las respectivas apoproteinas. Asi, las apo A-l, A-ll,



ESTRUCTURA DE LAS LIPOPROTEINAS Y APOPROTEINAS

elc., que derivan del gen ancestral comun, presen-
tan todas ellas numerosas regiones con estructura
en a hélice anfipatica (fig. 2.2). La cara hidrof6bica
de dicha hélice se expone a los 4cidos grasos de los
fosfolipidos, mientras que la cara hidrofilica interac-
taa con los grupos polares de los fosfolipidos y con el
agua. Las apoproteinas, al poder interactuar con la
fase acuosa, se localizan sobre la superficie de Ia li-
poproteina y ello facilita su transferencia de unas
particulas a otras asi como la interaccién con enzi-
mas o con receptores especificos de membrana. La
interaccion de las apoproteinas con los lipidos se di-
ferencia de la que ocurre en fas membranas biold-
gicas, en donde las proteinas integrantes poseen
una o varias regiones constituidas exclusivamente
por aminodcidos no polares, que son las que facili-
tan la insercién del polipéptido en fa membrana lipi-
dica.

La apo B, a diferencia de las otras apoproteinas,
posee un alto contenido de estructura B, que se cree
que es la que interactda fuertemente con los lipidos

e impide ser transferida de una lipoproteina a otra.
Por su parte, ia apo D carece tanto de estructura 8
como de hélice a anfipatica.

Apoproteina A-l

La apo A-l presenta una concentracion en plasma
humano entre 100 y 150 mg/dL aproximadamente
(tabla 2.6), y es la apoproteina mas abundante. Su
concentracion es indicativa de la HDL, ya que de
ellas es el principal componente proteico (tabla 2.6).
De hecho, la apo A-l es constitutiva de las HDL, de
manera que en estados de deficiencia de esta apo-
proteina la concentracion de HDL es bajisima y pre-
sentan una composicién fuertemente alterada. Se
trata de un polipéptido que se sintetiza fundamen-
talmente en el higado y el intestino en forma de pre-
propéptido, con un péptido sefal de 18 aminodcidos
que se escinde intracelularmente, saliendo a la cir-
culacion la forma pro-apo A-l de 249 aminodcidos,
acilada con palmitato; en el plasma, alguna proteasa

divergencia /
Entrecruzamientos
/ mukiples en el axon D
B be C od D
Incorporacion de la region
del péptido sefial
[} d D
Figura 2.6. Modelo simplificado de
evolucion de los genes de cierlas Dupficacién v fusié
apoproleinas humanas. El gen an- plicacion y fusion
cestral comun probablemente com-
prenderia unas pocas secuencias —E—
repetidas de 33 nucledtidos, cada
Gen ancestral

una de las cuales codificaria el un-
decapéptido repetitivo que se apre-
cia en la estructura de las apoprotel-
nas actuales.

KO0 Apoproteinas
(v)
w\s\d“:&" 7 AL AN E
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TABLA 2.6
Niveles de apoproteinas y su distribucién en las lipoproteinas del plasma humano
Niveles en plasma
{mg/100 g proteina) oM ViDL LDL HDL, HOL, Lpla d>121
{mg/dL}
Apo A-l 100-150 0-5 70 65 +*
Apo A-l! 30-50 0-1 10 20
Apo AV 15 10 + +++
Apo B-100 80-100 3540 95-100 40-60
Apo B-48 e 20-25
Apo C- 4-7 510 3 + + +
Apo CHl 38 15 78 + + +
Apo C-lit 8-15 35-40 35-40 + 10 5
Apo D 56 1 + + 1,2 +4+
Apo £ 36 5 5-10 + 1-10 1-2
Apo F 2 4 + +
Apo G 6-10 + ++ +
Apo H 10-16 + + + + +++
Apo SAA waw + + ++
Apo(a) 0_500 + + (X2 %) EEER 40‘60

* La cruz indica presencia, pero sin poderse dar un dato cuantitativo.

** La apo B-48 se encuentra en plasma sélo durante el periodo absortive.
*** Laapo SAA es una proteina de fase aguda y aparece en el plasma s6lo en ciertos estados patolégicos o tras 1a agresion.
**++ | aapo (al, como constituyente de la Lp (a), se detecta por ultracentrifugacion en las fracciones de LDL y de HOL,.

no identificada rompe un enlace Gln-Asp, liberdndo-
se un hexapéptido de la region N-terminal y dando
lugar a la apo A-l madura, de 243 aminoécidos y 28
kD (fig. 2.7). En plasma se identifican hasta 6 isofor-
mas de la apo A-l mediante isoelectroenfoque, la A-
I-2 corresponde a la pro-apo A-l y las mayoritarias
son la A-1-4 y la A-I-5; esta variedad no corresponde
a péptidos con distinto contenido en 4cido sidlico,
sino que probablemente proceden unas de otras por
desamidacion.

Ademés de en las HDL, la apo A-l también se lo-
caliza en los quilomicrones, aunque en baja propor-
cién (tabla 2.6). £} nimero de moléculas de apo A-l
por particula de HDL es variable, pero lo habitual es

de 3 a 4 {fig. 2.8). Se han reconocido multiples va-
riantes de la apo A-l, que proceden por sustitucion o
pérdida de algin aminodcido (tabla 2.7). De las indi-
cadas, la Gnica variante que lleva asociada evidentes
alteraciones en la funcidn de esta apoproteina es la
denominada «Milén», que posee Cys en vez de Arg
en la posicién 173, lo que le habilita para formar di-
meros por puente de cistina entre dos moléculas de
apo A-i «Mildn» o entre una de ellas y la apo A-l.
Aparte de dar estabilidad a las HDL, la apo A-l
ejerce otras funciones de relevancia (tabla 2.5). Una
de ellas es la activacion de la lecitin-colesterol-acil-
transferasa LCAT, por lo que la propia apoproteina
de una HDL facilita que se esterifique el colestero!

Pre-pro-apo A4
(intracelular)

Pro-apo A (A-l,)

[
—24

e PN PP A

Apo Al

Figura 2.7. Esquema de la estructura de la apo A-1. La linea helicoidal representa segmentos con estructura en hélice a anfi-
patica. La linea quebrada representa segmentos con estructura en lamina B.
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HDL.

LDL
3 Apo E
(5 Apo A4
S Ao
% amc
Apo B-100

Apo (a)

7
ApoB100 0
N

Figura 2.8. Esquema de la distribucion de las apoproteinas en las lipoproleinas.

libre que porta esa misma particula lipoproteica. Ef
mecanismo de activacion de la LCAT involucra las
repetidas regiones con estructura en hélice a anfi-
patica. Estas regiones estan presentes también en
otras apoproteinas (p. €j., C-l, A-IV, E) y, de hecho,
éstas activan igualmente la LCAT.

Otra funcién importante que se le asigna a la apo
A-l es la de ligando de un receptor o aceptor de
membrana. En macréfagos y hepatocitos los datos
existentes sugieren que la apo A-l de las HDL media
en el proceso de retroendocitosis que protagonizan
estas lipoproteinas®. En otros tipos celulares se ha
descrito la existencia de un aceptor de apo A-l, ha-
biéndose propuesto que tras su unién se desenca-
dena la salida de colesterol libre hacia las HDL,
Queda por determinar atn la naturaleza de dicho
aceptor o receptor y su especificidad hacia las apo-
proteinas. Recientemente se ha demostrado tam-
bién que la apo A-l actia como factor estabilizador
de la prostaciclina!. La trascendencia fisiologica de

estas diversas funciones esta atin por determinar. En
cualquier caso, la enfermedad coronaria prematura
que sufren los escasos pacientes detectados con
deficiencia en esta apoproteina, asf como la asocia-

TABLA 2.7
Variartes de apolipoproteina A-f en seres humanos

| Carga relativa | Sustitucin | Activacion LCAT (%)

Al 0 100
Miinster 3 (A) +1  Aspyg—Asn 100
Minster 3 (B} +1  Pro, —Arg 100
Minster 3 (C) +1  Proj=His 100
Miinster 3 (D) +1  Aspn; —Gly 100
Giesen +1  Pro,, —Arg 60
Milano -1 Argis— Cys <20 (dimero)
Marburg -1 Lysior— 0 60
Mnster 2 (B) -1 Ala,g -Gy

Minster 4 +2  Glugg-Lys 100
Norway +2  Glu—o Lys 100
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cion inversa entre niveles de apo A-ly casos de en-
fermedad cardiovascular que aportan los estudios
epidemiologicos, evidencian el importante papel que
desempefa esla apoproteina en el denominado
transporte reverso de colesterol hacia el higado.

Apoproteina A-li

Esta apoproteina es también abundante en las
HDL, aunque en menor proporcion que la apo A-l.
También se encuentra en los quilomicrones en baja
proporcion (tabla 2.6). Su concentracion en plasma
humano se encuentra entre 30 y 50 mg/dL (tabla
2.5). Su vida media en el plasma es de 4-5 dias, pa-
recida a la de la apo A-l. Se sintetiza principalmente
en el higado en forma de prepropéptido, con el pép-
tido sefial de 18 aminoacidos que es escindido co-
traslacionalmente, como en el caso de la apo A-l. El
propéptido sale al plasma, donde es procesade por
una tiol proteasa para perder un pentapéptido del
extremo N-terminal, dando lugar a la apo A-ll madu-
ra de 77 aminodcidos. Circula en sangre en forma de
un dimero, de 17.400 D, estabilizado por un puente
disulfuro entre los respectivos restos de cisteina en
posicion 6. La apo A-ll también puede formar un he-
terodimero con la apc E. Aparte de la pro-apo A-lI,
que posee 3 cargas positivas adicionales, en plasma
se detectan varias isoformas con distinto contenido
en acido sidlico, siendo la mayoritaria la que carece
de él.

Aparte de su papel estructural, la funcion de la
apo A-ll no esta bien establecida. Se conoce su gran
afinidad por los fosfolipidos. A su vez, in vitro puede
llegar a inhibir la LCAT pero, en determinada propor-
cion con la apo A-! sobre una misma particula lipo-
proteica, fa apo A-ll puede incluso estimular la acti-
vidad de aquella enzima. Por otra parte, se llegé a
sugerir que la apo A-ll estimulaba la lipasa hepética
endotelial, pero tal extremo no ha podido ser confir-
mado.

Apoproteina A-IV

Aunque la mayor parte de la apo A-IV se encuentra
libre, no asociada a lipoproteinas, parte se asociaalos
quilomicrones y a las HDL (tabla 2.6). Su concentra-
cion en plasma oscila en torno a 15 mg/dL. Se sinte-
tiza fundamentalmente en el intestino, en forma de
pre-apo A-IV, que contiene un presegmento sefial de
20 aminodcidos, distinto de las apoproteinas anterio-
res. Ese segmento es escindido intracelularmente y
sale a lalinfafa apo A-IV madura, de 376 aminoécidos
y un peso molecular de 45 kD. Esta proteina carece
de Cys y no se glicosita, pero se detectan numerosas
isoformas en plasma de naturaleza incierta. Aparte, la
apo A-IV presenta polimorfismo genético.
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La apo A-IV contiene al menos 13 de los segmen
los de 22 aminoacidos con estructura en hélice «
anfipatica de forma simitar a la apo A-1. Se ha obser-
vadc que cuando 1a LCAT esta acliva la apo A-IV se
encuentra asociada a las HOL, y viceversa, de ma-
nera que se ha sugerido que la formacion de un
complejo ternario LCAT-apo A-IV-HDL, es un acon-
tecimiento relevante en el metabolismo de estas li-
poproteinas. Por otra parte, la apo A-IV se une con
afinidad a las membranas celulares y llega a promo-
ver la salida de colesterol de las células, todo lo cual
preconiza un significativo papel de esta apoproteina
en el metabolismo del colesterol. Muy recientemente
se ha observado que la apo A-IV facilita la transfe-
rencia de apo C-1l desde las HDL a los quilomicro-
nes, favoreciendo fa accion de la lipoproteina-lipa-
sa'?. Al igual que en las anteriores apoproteinas, el
alcance fisiologico de estas acciones de la apo A-lV
es incierto.

Apoproteina B

Genéricamente, la apo B es la apoproteina de
mayor tamano. Existen dos especies, {a apo B-100y
la apo B-48. La primera es constituyente de VI.DL,
IDLy LDL, v la apo B-48 lo es de los quilomicrones
(tabla 2.6). Ambas especies son esenciales para
configurar las correspondientes lipoproteinas, de
forma que su deficiencia supone la ausencia de di-
chas lipoproteinas del plasma. En el hombre la apo
B-48 se sintetiza exclusivamente en el enterocito,
mientras que la apo B-100 es de procedencia hepa-
tica, de ahi su localizacion particular en aquellas li-
poproteinas (tabla 2.5).

El gran tamaio y la bajisima solubilidad de la apo
B-100 ha hecho muy dificil su estudio como tal, pero
la utilizacion de su cDNA esta ayudando actualmen-
te a desvelar aspectos sobre su estructura. La apo B-
100 es una de las proteinas monoméricas mayores
que se conocen, con 4.536 aminodcidos y un peso
molecular de 512 kD (o 549 kD cuando estd glicosi-
lada). La apo B-48 posee 2.152 aminodcidos y un
peso molecular igual al 48 % de la anterior, de ahi su
denominacion. Ambas proceden de la expresién de
un mismo gen, cuyo mRNA es procesado de forma
diferente en higado y en intestino {fig. 2.9). En este
Gitimo 6rgano, el mRNA correspondiente sufre una
transformacion que consiste en la sustitucién de
una citosina por un uracilo, de manera que el codén
CAA que codificaba GIn en posicion 2.153 pasa a
ser UAA, que es un coddn de parada. Se desconoce
la identidad de la enzima responsable de ese cam-
bio, fa cual presenta una especificidad de dérgano sin
precedentes, y su actividad es tal que impide que el
intestino segregue apo B-100 a pesar de que sinteti-
za su mRNA. En definitiva, 1a apo B-48 no es mas
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Figura 2.9. Esquema de la sintesis
de las apo B-100 y B-48. En la es-
pecie humana, el gen da lugar a un
MRNA que es procesado dec forma
diferente segur el tejido para dar lu-

Gen B-100 T |

R S e—

Intestino

CAA,, (Gin)——UAA (stop,

Higado

mRNAB48 [ ] MRNA B-100 | j
o

ApoB4g L1 2152 ApoBioo — 1 45%
PM: 264.000 PM: 549.000

gar a apo B-48 (intestino) o apo 8-
100 fhigado).

que el fragmento de 2.152 amino4cidos del extremo
N-terminal de la apo B-100. En plasma se detectan
también otras especies de apo B, la B-26 y la B-74,
pero son productos de degradacién de la B-100'3.

Aparte del papel estructural de ias apo B-100y B-
48, que es esencial para la sintesis y secrecion de
las respectivas lipoproteinas, la apo B-100 es impor-
tante para el reconocimiento de las lipoproteinas por
el receptor denominado de LDL. Ello se debe a que
presenta un dominio que interactda especificamente
con dicho receptor, y de esta manera la apo B-100
dirige y determina el metabolismo ultimo de las
LDL. Ese dominio se localiza en torno a los aminoa-
cidos 3.345 y 3.381, por lo que la apo B-48 no pre-
senta aquella propiedad*s.

£l gen de la apo B presenta polimorfismo genéti-
co. Asf, con la enzima de restriccién Xbal se recono-
ce la existencia de dos alelos distintos, el X1 y X2.
Los estudios epidemiolégicos muestran que el coles-
terol de LDL es ligeramente superior en los homoci-
gotos para X2 que en los X1, pero no estén claras
sus causas. Por otra parte, se han identificado pa-
cientes con una apo B-100 que presenta una susti-
tucién en el aminodcido 3.500 (Gin en vez de Arg);
esta proteina mutante interactia deficientemente
con el receptor LDL, siendo ésta la causa de la hi-
percolesterolemia que manifiestan. indudablemen-
te, una proteina tan grande como la apo B-100 es
compatible con la existencia de multiples alelos aun
sin identificar. Las técnicas de la biologia molecular
permitiran determinar la importancia de dichos mu-
tantes en cuanto a la patogénesis de la hipercoleste-
iolemia.

Apoproteina C

Existen tres polipéptidos de bajo peso molecular,
denominados C-l, C-l y C-lll, que se distribuyen am-
pliamente entre las diferentes lipoproteinas, espe-
cialmente en las VLDL y quilomicrones y en las HDL.
Estén sujetas a un fuerte dinamismo de transferen-
cia de unas a otras lipoproteinas, y asf, durante el
ayuno predominan en las HDL, mientras que en el
periodo absortivo se trasladan en parte hacia los qui-
lomicrones.

Todas elias se sintetizan en el intestino, pero pre-
ferentemente lo hacen en e! higado y lo hacen con
un péptido senial que es escindido intracelularmente
como en el caso de las apo A-ly A-Il.

La apo C-| es minoritaria entre las apoproteinas
(alrededor de 6 mg/dL), siendo también la mas pe-
quedia, con 57 aminodcidos y un peso molecular de
6.550 D. Es la apoproteina mds basica, con un pl
superior a 7,5, no esta glicusilada y contiene una alta
proporcion de estructura con hélice a anfipatica. No
se conoce atn el papel funcional de esta apoprotei-
na, aunque in vitro se ha observado que activa la
LCAT e inhibe la lipoproteina-lipasa.

La apo C-ll es segregada a la circulacién en forma
de pro-apo con una o dos moléculas de acido siélico
(son las apo C-li-1 y C-1I-2, respectivamente). En el
plasma pierden el 4cido silico (apo C-11-0} y, poste-
riormente, también un hexapéptido en la regién N-
terminal por accién de alguna proteasa sin identifi-
car, para dar lugar a la apo C-1I-1/2. Curiosamente,
la forma minoritaria en el plasma es la madura, g la
mayoritaria es la proapoproteina (apo C-11-0). Esta
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Figura 2.10. Esquema de la estructura de la apo C-ll. La linea helicoidal representa segmentos con estructura en hélice a an-
fipdtica que interactuan con los fosfolipidos. La linea quebrada representa un segmento con estructura en ldmina 8, qua inte-

racltda con I3 lipoprotein-lipasa (LPL).

posee 70 aminodcidos y un peso molecular de 8.850
D. Su concentracion en el plasma humano se sitla
en torno a 4 mg/ dL. En su secuencia se reconocen
dos regiones: una con estructura en hélice a y otra
en la region C-terminal con estructura en hoja plega-
da 0B, que interacttia con la enzima lipoprotein-lipa-
sa (LPL) (fig. 2.10). La apo C-li es el cofactor activa-
dor de dicha enzima y su deficiencia simula la
deficiencia de lipoprotein-lipasa. La naturaleza de
esta activacion no se conoce con exactitud porque la
modificacién de las constantes cinéticas depende
del tipo de sustrato. Por otra parte, y dado que la
maxima activacion de la lipoprotein-lipasa se consi-
gue con cantidades muy pequeias de apo C-ll, la
concentracién de esta apoproteina en el plasma no
debe ser limitante.

La apo C-lll es la méds abundante de estas apo-
proteinas (8-15 mg/dL), siendo un componente im-
portante de las VLDL y HDL. Consta de 79 aminodci-
dos y suele encontrarse glicosilada, con 1 o 2 4cidos
sidlicos. Aun sin 4cido sidlico, su pl es bastante 4ci-
do: 5,02. En cuanto a su funcién, inhibe la interac-
cion de la apo E con su receptor y, con ello, el acla-
ramiento de los quilomicrones remanentes por el
higado. Por otra parte, se conocia desde hace tiem-
po que in vitro inhibia también la accién de la LPL,
propiedad que residia en su mitad C-terminal. En
pacientes con deficiencia en apo C-Hi (por alteracién
en el clusterque incluye los genes para ésta y para la
apo A-1), se ha observado que la hidrdlisis de los tri-
glicéridos de fas VLDL es extremadamente rdpida y
que la incorporacion de aoo C-lll in vitro a esas lipo-
proteinas la enlentece, aproximandola a la normal, lo
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que sugiere que, efectivamente, la apo C-lli puede
modular in vitro la accion de la LPL, oponiéndose a
la apo C-11'8,

Apoproteina D

La apo D (inicialmente denominada apo A-lll) es
una apoproteina minoritaria en los seres humanos
(5-6 mg/dL). Se sintetiza en el higado mayoritaria-
mente y presenta un peso molecular de 32 kD. Se
asocia principalmente a las HDL més densas (HDL;
y lipoproteinas de muy alta densidad o VHDL), pero
forma también complejos con la LCAT, de la cual fue
dificil separar con los métodos de purificacién habi-
tuales. Su funcién permanece por descifrar, aunque
se ha propuesto que esté relacionada con la LCAT.

Apoproteina E

La apo E presenta una concentracion en plasma
relativamente baja (3-6 mg/dL), pero esté presente
en todas las clases de lipoproteinas a excepcion de
las LDL. Es una glicoprotefna de 299 aminoécidos y
35 kD, que se sintetiza en el higado y en diversos te-
jidos, pero escasamente en el intestino, por lo que la
dotacién de apo E de los quilomicrones procede por
transferencia desde otras lipoproteinas. Se segrega
al plasma altamente sializada y ahi pierde estos resi-
duos, de manera que e! 80 % de la apo E plasmética
carece de acido sidlico. Es una proteina especial-
mente rica en restos Arg (de ahi que inicialmente se
denominara péptido rico en arginina) y presenta un
alto contenido de estructuras con hélice a, princi-
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fi l:gura 2.11. Esquema de la estructura de la apo E. La linea helicoidal representa la region con hélice a anfipética que interac-
tua con los fosfolipidos. Las dos cajas oscuras indicadas con + representan los dos sitios de union a la heparina, ricos en ami-
nodcidos bdsicos. La regién indicada con tridngulos corresponde al sitio de unidn al receplor E o B/E.

palmente en la regidn C-terminal, que interactian
con los fosfolipidos (fig. 2.11)

En el hombre existen varios alelos para la apo E,
que codifican proteinas que varfan entre si en uno o
més aminoécidos (tabla 2.8). En la mayoria de los
casos su diferente pl permite su identificacjon me-
diante isoelectroenfoque. La isoforma m4s frecuente
es la E-3, seguida de la E-4 y la E-2, respectivamen-
te, lo que determina la existencia de seis fenotipos
distintos. No obstante, hay que tener en cuenta que
cada una de esas formas puede corresponder a més
de una cadena polipeptidica, ya que su denomina-
cion hace referencia simplemente a su movilidad en

isoelectroenfoque. Este es el caso, por ejemplo, de
las diferentes E-3 y E-2 (tabla 2.8).

La apo E es un importante factor de reconoci-
miento, ya que es el ligando del denominado recep-
tor de remanentes que se localiza en las células he-
paticasV. Este receptor parece coincidir con la
recientemente descubierta proleina relacionada con
el receptor LDL. El dominio de reconocimiento de la
apo E se localiza entre los residuos 140y 150, sien-
do la secuencia: (140) His-Leu-Arg-Lys-Leu-Arg-Lys-
Arg-Leu-Leu-Arg (150). En ella destaca la profusion
de aminodcidos cargados positivamente, que son los
que interactian con otros del receptor cargados ne-

TABLA 2.8
Variantes de apolipoproteina E en seres humanos

Isoforma l Carga relativa Sustitucitn I Actividad receptor (%) Frecuencia del alelo
E3 0 100 0,76-0,77
E4 +1 Cysi— Arg 100 0,12-0,15
E2 -1 Gus S
£2 -1 LySres 2GIn 40 0.80.13
E3 0 Cysyz2 2Arg <20

Argi2 9Cys
E3 0 Alagy »Thr

Ala,s;—Pro
E1 -2 Gly,y; 2Asp 4

Arg,ss =Cys
E Leiden 0 (2) (Baja)
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gativamente. Lo dicho no supone que otras regiones
de la proteina no sean esenciales para fa correcta
funcion de la apo E, como lo demuestra el hecho de
que la forma E-2 (que posee Cys en posicion 158, en
vez de Arg) no interactua correctamente con el men-
cionado receptor.

La apo E también es reconocida por el receptor
LDL, con mayor afinidad incluso que la propia apo
B-100, debido a que cuatro moléculas de apo E
pueden interaccionar simultdaneamente con una de
receptor LDL, mientras que en el caso de fa apo B-
100 la estequiomelria es de 1:1. Este receptor LDL
reconoce la isoforma E-3 y también la E-4, pero no la
E-2. Los estudios iniciales llevados a cabo con hepa-
locidos o sus membranas indicaron que el receptor
de remanentes mostraba ese mismo patrén de es-
pecifidad hacia las isoformas de 1a apo E. Ello permi-
tia atribuir la acumulacion de quilomicrones rema-
nentes que se da en algunos individuos homocigotos
para la E-2 a su falta de reconocimiento por ese re-
ceptor y consiguiente retraso en su aclaramiento. No
obstante, a lo dicho hay que contraponerle el que la
mencionada proleina relacionada con el recepltor
L DL reconoce con igual afinidad a todas esas isofor-
mas'8. De ser asi, la hiperiipoproteinemia tipo Il no
se deberia a {a no interaccion de la apo E-2 con ese
receptor sino a alguna otra causa no determinada, lo
cual precisamente explicaria el que sélo algunos (la
minoria) de los individuos E-2/E-2 presenten dicha
hiperlipemia. Evidentemente, todavia no pueden ex-
trarse conclusiones definitivas sobre todos esos da-
tos, ya que antes habré que confirmar que esa pro-
teina es verdaderamente el recepfor de remanentes.
Por encima de esa incertidumbre estd demostrado
que la apo E protagoniza el aclaramiento de los qui-
lomicrones remanentes a través de su receptor es-
pecifice y también participa, junto con la apo B-100,
en e} actaramiento de las VLOL o IDL por ef receptor
LDL hepético. La patologia humana confirma ese
importante pape! de la apo E a la vista de la acumu-
lacion de esas lipoproteinas que sa da en los pacien-
tes deficientes en esta apoproteina, los cuales, a su
vez, presentan xantomas tuboeruptivos y enferme-
dad cardiovascular prematura.

Aparte de lo anteriormente mencionado, a la apo
E también se le han atribuido otros aspectos funcio-
nales, como la captacion por el higado y glandulas
esteroidogénicas de ciertas HOL que la Hievan, la eli-
minacion del colesterol por los macréfagos y, recien-
temente, el transporte de lipidos en el dmbito del te-
jido nervioso. A su vez, la apo E es capaz, in vitro, de
activar fa LCAT y de inhibir la lipoproteina lipasa. Fi-
nalmente, 1a apo E presenta una alta capacidad de
unién a la heparina y otros glicosaminglicanos, pro-
piedad que podria tener alguna relevancia fisioldgi-
ca, al permitir la union de ciertas lipoproteinas a la
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pared de los vasos, favoreciendo asi la accion de las
enzimas endoteliales.

Apoproteina (a)

Constituye in componente esencial de la lipopro-
teina {(a) o Lp (a), cuya relacion con el riesgo de
enfermedad cardiovascular ha despertado reciente-
mente el interés por el conocimiento de su metabo-
lismo. La apo {a) es un polipéptido que presenta un
elevado polimorfismo en la especie humana, ha-
biéndose descrito hasta 11 alelos que codifican pro-
teinas con peso moleculer que van desde 400 hasta
mas de 800 kD. Es una proteina que también se de-
tecta en otras especies de mamiferos, especialmen-
te en hibernantes. Se sintetiza en el higado, y en la
circulacion aparece asociada a la apo B-1C0, for-
mando un puente disulfuro con ella, y constituyendo
la denominada lipoproteina {a) o Lp (a) (fig. 2.8).
Esta lipoproteina posee caracteristicas fisicoguimi-
cas y antigénicas diferentes a fas LDL (tabla 2.1). La
Lp (a) se separa en el rango de densidades 1,05 &
1,11 g/mL, aproximadamente, que cabalga entre las
LDL y las HDL,, lo que implica que en los individuos
que presentan Lp (a), 1a fraccion de HDL obtenida
por ultracentrifugacion estd fuertemente contamina-
da por la Lp (a)™. Por otra parte, la Lp (a) est4 alta-
mente glicositada con 4cido sidlico y presenta movi-
lidad pre-B en electroforesis zonal, por tado lo cual
inicialmente se denominé «pre-B oculta». La con-
centracion de Lp (a) es muy variable entre los indivi-
duos, habiendo quien carece practicamente de efla
y otros que superan los 1.000 mg/L (que equivalen
aproximadamente a 33 mg de colesterol/dL), y se ha
observado que su concentracidn esta inversamente
correlacionada con el peso molecular de la forma de
apo (a) que se sintetice (tabla 2.6). Mientras que las
LDL proceden del metabotismo de las VLDUIDL, e
origen de la Lp (a) es incierto y también la via de eli-
minacién de! plasma, por cuanto interactda deficita-
riarente con el receptor de LDL.

La molécula de apo (a) presenta una alta homolo-
gia con el plasminégeno y, concretamente, posee
una copia del kringle-5 y numerosas del kringle-4.
Esto confiere a la apo (a) fa facultad de competir con
el propio plasmindgeno por la union a sus aceptores
celulares y, con eflo, disminuir la produccion de
plasmina. Esta homologia estructural también la ca-
pacita para enlazarse a la fibrina y al fibrinégeno. En
definitiva, la Lp (a) puede llegar a ejercer una inhibi-
cién competitiva sobre la capacidad fibrinolitica del
organismo, gue podria significar una prolongacién
de la vida del trombo. Relacionado con ello estan las
repetidas observaciones clinicas que atribuyen a la
Lp (a) la calidad de factor de riesgo de las enferme-
dades cardioy cerebrovasculares. A este respecto se
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ha conslatado que los miveles de Lp (a) son el mejor
disctiminanle de 1a afectacion coronaria entre los
pacientes con hipercolesterolemia familiar, por enci-
ma de la apo B-100 y los niveles de LDL-colesterol.
No obstante, muy recientemente se ha observado
que la Lp (a) inhibe competitivamente la union de la
o-antiplasmina a (a plasmina, por lo que la Lp (a)
podria favorecer la accion fibrinolitica de la plasmi-
na®. Estas acciones tan dispares estan despertando
un enorme interés por el estudio de la Lp (a), para
tratar de descifrar no solo el detalle de su interrela-
cién con el plasmindgeno y la plasmina, sino su pa-
pel fisiologico (si tiene aiguno), su metabolismo y las
vias de contro! terapéutico.
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