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La lipoproteina de alta densidad (HDL) constituye un
factor de protecciéon independiente de enfermedad car-
diovascular. La enzima paraoxonasa-1 (PON-1) contribu-
ye a las propiedades antiaterogénicas asociadas al HDL.
Estudios in vitro muestran que posee una gran heteroge-
neidad de sustratos, algunos de los cuales participan en
la progresion de las lesiones ateroscleréticas. Se han de-
sarrollado modelos animales que muestran su papel ate-
roprotector. En humanos, las variantes PON-1 GIn192Arg
y Met55Leu parecen asociarse con una mayor susceptibi-
lidad cardiovascular, con diferentes actividades y concen-
tracion de la proteina PON-1. El gen CLA-1 (CD36 and
Lysosomal integral membrana protein-Il Analogous-1) es
el homologo humano del gen SR-B1 (Scavenger Recep-
tor class B type 1)y constituye el primer receptor de alta
afinidad de HDL bien caracterizado. El receptor CLA-1
participa en el transporte reverso de colesterol a través
de la entrada selectiva de ésteres de colesterol nativos y
oxidados, y su papel ateroprotector se ha deducido de los
estudios en animales genéticamente manipulados. En
humanos, el gen CLA-1 es polimérfico y algunas de sus
variantes han sido previamente asociadas con cambios
fenotipicos en lipoproteinas plasmaticas. Ambos genes
participan en el complejo metabolismo del HDL y, presu-
miblemente, en los mecanismos de defensa frente a es-
trés oxidativo.
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Concerning the Significance of Paraoxonase-1
and SR-B1 Genes in Atherosclerosis

High-density lipoprotein (HDL) is an independent pro-
tective factor against cardiovascular disease. The enzyme
paraoxonase-1 (PON-1) contributes to the anti-atheroge-
nic effects of HDL. In vitro studies have demonstrated that
paraoxonase’s substrates are highly heterogeneous and
that some contribute to the development of atherosclero-
tic lesions. The atheroprotective role of PON-1 was esta-
blished in genetically engineered animal models. In
humans, the PON-1 GIn192Arg and Met55Leu polymorp-
hisms appear to be associated with increased susceptibi-
lity to cardiovascular disease and with different PON-1 ac-
tivity levels and concentrations. The CLA-1 (CD36 and
Lysosomal integral membrane protein-ll Analogous-1)
gene is the human homologue of the murine SR-B1 (Sca-
venger Receptor class B type 1) gene. SR-B1 was the
first high-affinity HDL receptor to be identified at the mole-
cular level. The CLA-1 receptor plays a pivotal role in
HDL-mediated reverse cholesterol transport by mediating
the selective uptake of free cholesterol as well as of nati-
ve and oxidized cholesteryl esters. Its atheroprotective
role has also been established in transgenic mice studies.
Several polymorphic variants of the CLA-1 gene have
been described, some of which are associated with phe-
notypic changes in plasma lipoproteins. Both genes parti-
cipate in the complex HDL metabolic pathway and, presu-
mably, also in defense mechanisms against oxidative
stress.
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INTRODUCCION

El proceso de generacion aumentado de radicales li-
bres y especies reactivas de oxigeno, en ocasiones uni-
do a una disminucién de los mecanismos de defensa
antioxidantes, constituye la base de la hipétesis oxida-
tiva de la aterosclerosis'. La modificacion oxidativa de
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las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la genera-
cién de productos derivados permite su acumulacién
dentro de la pared arterial y acelera el proceso ateros-
clerético'?. Inicialmente, cualquier sistema enzimatico
en el que se generen radicales libres podria estar invo-
lucrado en la oxidacién de las particulas LDL, inclui-
dos el sistema NADPH oxidasa, la mieloperoxidasa, el
P450, la cadena transportadora de electrones mitocon-
drial, la xantina oxidasa y la lipoxigenasa. En cuanto a
esta ultima, su importancia inicialmente documentada
en estudios in vitro*? se ha visto refrendada por diver-
sos estudios in vivo®'® y por la demostracién en rato-
nes doble knockout para apolipoproteina E y 12/15 li-
poxigenasa (apoE”/L-12LO7") de una disminucién
relevante de las lesiones aterosclerdticas''2. Pese a
todo, también se han evidenciado resultados contradic-
torios'.

Mecanismo de seeding

La accién de la 15 y 12 lipoxigenasas sobre el 4cido
araquidénico y linoleico genera, principalmente, los
4cidos hidroperoxioctadecadienoico (HPODE) e hidro-
peroxieicosatetraenoico (HPETE). Numerosas aporta-
ciones experimentales justifican que, al menos parcial-
mente, el mecanismo de formacién de las LDL
minimamente oxidadas se debe a la oxidacién de fosfo-
lipidos derivados del 4cido araquidénico y a la incorpo-
racién de los propios productos derivados del metabo-
lismo de lipoxigenasas, especialmente HPODE vy
HPETE, sobre distintos lipidos de las LDL!". Sin em-
bargo, para que se produzca una oxidacién efectiva, las
LDL han de ser adicionalmente «sembradas» con espe-
cies reactivas de oxigeno'*'®, Las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y su principal componente estructural,
la apolipoproteina Al, evitan la oxidacién de las LDL!.
Hay distintos mecanismos moleculares involucrados
que acontecen tras una transferencia de ésteres de co-
lesterol peroxidados (CEOOH) desde las LDL a las
HDL, en un proceso parcialmente determinado por la
actividad enzimadtica de la proteina de transferencia de
ésteres de colesterol (CETP)'S. Pese a lo dicho, el papel
de la CETP es potencialmente aterogénico y el uso pro-
tector de los inhibidores de la CETP (JTT-705 y torce-
trapib) se muestra en diferentes ensayos clinicos!”!8.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que el mecanis-
mo de transferencia de ésteres de colesterol (CE) desde
las HDL a lipoprotefnas cuyo contenido proteinico es
la apolipoproteina-B (proceso que se produce en inter-
cambio por triglicéridos) es bidireccional y depende de
la concentracién de lipoproteinas ricas en triglicéri-
dos!'®?, Como es conocido, mas que las concentracio-
nes elevadas de HDL es su renovacién lo que probable-
mente tiene mayor relevancia en la proteccion vascular.
En particular, la accién de la CETP en las HDL facilita
la actividad de esterificacion de la LCAT (lecitin-coles-
terol aciltransferasa) y, por tanto, el eflujo de coleste-

rol. A su vez, la accién combinada de CETP y de la li-
pasa hepética sobre HDL maduras (HDL,) genera frac-
ciones de HDL pobres en lipidos que son mejores
aceptores de colesterol'7-%,

El mecanismo de formaciéon de LDL minimamente
oxidadas consta al menos de tres pasos'*!>. El primero
consistiria en el mencionado sembrado de las LDL con
productos del metabolismo del dcido araquidénico y
con CEOOH™. El segundo, en el trasvase de las LDL
al espacio subendotelial, donde se produciria una acu-
mulacién adicional de especies reactivas del oxigeno.
Y el tercero, conlleva la oxidacién de fosfolipidos de
las LDL cuando se alcanza un nivel umbral de espe-
cies reactivas del oxigeno's. En el primero de los pasos
descritos es donde presumiblemente interviene la acti-
vidad enzimdtica paraoxonasa. En la figura 1 se mues-
tra un esquema general de los mecanismos discutidos
en esta revision.

Sobre la medicién plasmatica de fosfolipidos
oxidados e hidroperéxidos

La heterogeneidad metodolégica al tratar de valorar
la peroxidacion lipidica en el plasma depende no sélo
de la propia técnica utilizada, sino de si la valoracién
se realiza sobre el contenido en lipidos peroxidados to-
tales o en determinadas subfracciones. Esto ha genera-
do diversas discrepancias sobre el contenido normal de
peréxidos en sujetos sanos. Mediante HPLC y detec-
cién por quimioluminiscencia, Bowry et al?! determi-
naron en plasma y en lipoproteinas aisladas (HDL y
LDL) que las HDL portaban el 85% del contenido to-
tal de CEOOH Yy el total de fosfolipidos peroxidados
(PLOOH), detectados como hidroperdxidos de fosfati-
dilcolina. Por el contrario, Nourooz-Zadeh et al?*> ana-
lizaron el contenido total en hidroperéxidos lipidicos y
comprobaron que radicaban mayoritariamente en las
LDL y no en las HDL.

Sobre las paraoxonasas 1,2y 3 (PON-1,
PON-2 y PON-3)

La paraoxonasa/arilesterasa humana (PON-1) (EC
3.1.1.2) es una glucoproteina calcio-dependiente que
se encuentra unida a las particulas de HDL. Se ha in-
tentado demostrar que la paraoxonasa sérica disminu-
ye el riesgo de enfermedad coronaria por su accién
destructora de moléculas proinflamatorias involucra-
das en la iniciacién y la progresién de las lesiones ate-
rosclerdticas?. El potencial antiaterogénico de la para-
oxonasa vendria dado por su capacidad de hidrolizar
lipidos oxidados, fosfolipidos y CEOOH, limitando su
acumulacién en las LDL. Estudios in vitro han mostra-
do que la actividad paraoxonasa previene la oxidacién
de las LDL* e incluso la oxidacién de las propias
HDL?. PON-1 in vivo parece actuar de forma simi-
lar?-28, PON-1 se caracteriza por hidrolizar, ademas,
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distintos ésteres de acidos carboxilicos y algunos orga-
nofosfatos. Pese a que el sustrato fisiol6gico real de la
enzima PON-1 no se conoce bien, ha sido posible de-
terminar su actividad sérica utilizando como sustrato
el paraox6n. Mediante la determinacién de esta activi-
dad se ha observado que los valores séricos paraoxo-
nasa varian entre individuos y, sin embargo, permane-
cen relativamente constantes en un individuo dado®.
Distintas situaciones fisiopatoldgicas vinculadas a un
aumento del estrés oxidativo y factores ambientales
producen una disminucién de la actividad sérica para-
oxonasa®-**. Contrariamente, se ha descrito un aumen-
to del estrés oxidativo en ratones knockout PON-1y en
los doble knockout apo E/PON-1 y, en estos modelos,
una respuesta diferente de la expresion en macréfagos
de PON-2 y de PON-33%%,

La unién entre la paraoxonasa y la particula de HDL
se constituyd, en parte, como una posible explicacion
a la relacién inversa entre los valores de HDL y la en-
fermedad coronaria mostrada en distintos estudios po-
blacionales?. La actividad antioxidante justificaria su
papel protector, actividad que ha de conservarse inclu-
so en el proceso de transporte reverso de colesterol.
Asi, la esterificacion del exceso de colesterol se realiza
en la superficie de las HDL y es mediada por la activi-
dad LACT, la cual es especialmente sensible a hidro-
peréxidos lipidicos*”-*. Es importante tener en cuenta
que la actividad enzimética paraoxonasa se restringe a
ciertas subfracciones del HDL* y que es necesaria la
apolipoproteina Al para su estabilidad®.

El gen humano PON-1 se localiza en el brazo largo
del cromosoma 7 (7q21-q22)* y presenta algunas va-
riantes de interés*’. El polimorfismo GIn'>—Arg
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(Q/R) determina los alelos PON1 A (Q) y PON1 B (R)
asociados con una menor/mayor actividad de la enzi-
ma dependiendo del sustrato. El polimorfismo
Met*—Leu determina la aparicién de los alelos L
(leucina 55) y M (metionina 55). La variante
Met®—Leu es la causante de modificaciones en las
concentraciones séricas, pero no en la actividad enzi-
matica paraoxonasa*’.

El polimorfismo GIn'*?>—Arg del gen PON-I ha
sido asociado con la enfermedad vascular en diabéti-
cos*#7 y en no diabéticos por algunos grupos*, pero
no por otros*®*°, Se han publicado algunos metaanali-
sis que muestran una asociacién débil de la variante
con la enfermedad cardiovascular’*!32, Toda vez que
hay otros determinantes no genéticos que afectan a la
variabilidad interindividual de la actividad PON-1, al-
gunos autores sugieren la conveniencia de considerar
conjuntamente en los estudios de asociacion, los geno-
tipos y actividad PON-13433, Ademads, el hecho de que
la asociacién no se muestre en todas las poblaciones
estudiadas sugiere que no se trata de una mutacién
funcional, sino de un marcador de otra mutacién en el
propio gen PON-1 o en otro gen cercano*. Por otro
lado, es posible que haya interacciones en el genotipo
y el medio ambiente todavia no bien caracterizadas o
prevalentes en poblaciones concretas, que resulten de-
terminantes para estos estudios>>,

El interés del polimorfismo Met*—Leu como factor
de riesgo genético para la enfermedad cardiovascular
fue evaluado por Garin et al®®, quienes encontraron
que la homocigosis LeuS5 constituia un factor de ries-
go independiente para la enfermedad cardiovascular
en diabéticos.
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Fig. 2. A. Disminucion significativa de
la actividad paraoxonasa en 68 varo-
nes diabéticos frente a 93 no diabéti-
cos ajustados por edad. B. Disminu-
cién significativa de la actividad
paraoxonasa en 161 varones después
de un evento coronario agudo y en
184 controles ajustados por edad'®.
Las barras representan la media y la
desviacion tipica. La comparacion se
realiz6 mediante el test de la t de Stu-
dent.
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El mecanismo por el cual los polimorfismos en el
gen PON-I incrementan la susceptibilidad cardiovas-
cular se desconoce. La presencia de los alelos 192R y
55L significa una mayor actividad enzimética hacia el
paraoxén y, sin embargo, constituyen variantes de ries-
go en determinados grupos poblacionales. Este hecho
constituyd, durante cierto tiempo, un importante dile-
ma, puesto que se vinculaba la actividad de hidr6lisis
frente al paraoxén con la actividad frente al sustrato
enzimdtico real. Para explicar esta paradoja se propu-
sieron algunas teorias. Asi, la actividad enzimadtica pa-
raoxonasa disminuida tras el infarto de miocardio®, en
la hipercolesterolemia familiar®, la diabetes®! y aso-
ciada al fallo renal®> sugerfa la influencia directa en
la modulacién de la actividad y la concentracién enzi-
matica del estrés oxidativo (fig. 2). Por otro lado, la
mayor actividad hidrolitica hacia el paraoxén o hacia
otros sustratos exdgenos no implicaria, como se ha di-
cho, una mayor capacidad antioxidante. A esta ultima

explicacién contribuyé su correspondiente confirma-
cién experimental en humanos. Mackness et al>’ com-
probaron que la capacidad de proteccion frente a la
oxidacién de las LDL conferida por las particulas de
HDL resultaba mayor para los homocigéticos QQ/MM
que para los homocigéticos RR/LL (fig. 3). Cao et al*®
observaron que las diferencias con respecto a la hidré-
lisis del paraoxén en funcién de la variante
GIn'>—Arg no afectaban a la capacidad protectora de
la proteina PON-1 frente a la oxidacién de las LDL.
Aviram et al® observaron que, tras inactivar la activi-
dad PON-1 arilesterasa (calcio-dependiente) no se eli-
minaba la capacidad enzimdtica de inhibir la oxida-
cion de las LDL; por el contrario, el calor abolia dicha
capacidad de inhibicion. Estos autores sugirieron sitios
activos diferentes de PON-1, uno causante de la activi-
dad paraoxonasa calcio-dependiente y otro, calcio-in-
dependiente, donde reside la capacidad de proteccién
frente a la oxidacion de las LDL,
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Tras la caracterizacion inicial del gen PON-1 se
identificaron nuevos genes (PON-like) designados
PON-2 y PON-3, respectivamente, localizados tam-
bién en 7q21.3%°. Al contrario que PON-1, que se ex-
presa mayoritariamente en el higado, PON-2 se expre-
sa en distintos tejidos.

Mochizuki et al® identificaron varias formas del
ARNm del gen PON-2 producidas por splicing alter-
nativo o constituidos por un segundo sitio de inicio de
la transcripcién. Asimismo, estos autores caracteriza-
ron dos polimorfismos en la secuencia codificadora
del gen: Arg'*—Gly y Cys*'!'—>Ser.

En indios asidticos, Sanghera et al®' observaron, al
estudiar las  variantes  polimdrficas  PON-1
(GIn'?—Arg) y PON-2 (Cys?*''—Ser), que ambas con-
tribufan sinérgicamente al riesgo cardiovascular.

Como se ha comentado con anterioridad, la familia
génica paraoxonasa estd constituida por 3 miembros:
PON-1, PON-2 y PON-3. El papel fisiol6gico de los
productos génicos correspondientes constituye un
campo de creciente interés. Hasta el momento se han
caracterizado y purificado la paraoxonasa/arilesterasa
sérica PON-1 y la paraoxonasa PON-3 de suero de co-
nejo®2. Al contrario que PON-1, PON-3 presenta una
actividad arilesterasa limitada y ausencia completa de
actividad paraoxonasa; sin embargo, hidroliza rapida-
mente lactonas y su actividad protectora frente a la
oxidacién inducida por Cu?** de las particulas LDL es
superior a la descrita para la proteina PON-1.

¢ Qué enzima es la principal causante
de la actividad antioxidante de las HDL?

Las propiedades antioxidantes de las HDL no son
exclusividad propia de la enzima paraoxonasa. La mds
importante es la acetilhidrolasa del factor activador de
plaquetas (PAF-AH). La actividad enzimética PAF-
AH plasmatica inactiva el factor activador de plaque-
tas (PAF) y, por tanto, regula su funcion y sus efectos
fisiopatolégicos®. Aproximadamente el 70% de la ac-
tividad plasmdtica PAF-AH se asocia a las LDL y el
resto a las HDL, sugiriéndose que hay un intercambio
activo entre ambas fracciones®. PAF-AH hidroliza 1i-
pidos peroxidados y actiia a modo de fosfolipasa A,,
pero no C o D, y su papel antiaterogénico es contro-
vertido®%. Marathe et al® publicaron un excelente
trabajo que sugiere que PAF-AH es la causante de toda
la actividad hidrolasa de fosfolipidos oxidados y no la
actividad enzimética paraoxonasa. Como se ha comen-
tado, PON-1 es una enzima calcio-dependiente. mien-
tras que la actividad PAF-AH no lo es. PAF-AH es una
fosfolipasa A, que pertenece a la familia de las serina-
esterasas y, por tanto, puede inhibirse su actividad con
inhibidores especificos que bloquean la actividad PAF-
AH, pero no la actividad PON. Esta dltima carece de
residuos serina en su sitio activo. Usando esta estrate-
gia en fracciones purificadas PON-1 se muestra que es
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PAF-AH la unica fosfolipasa A, de las HDL y que
PON-1 carece de actividad fosfolipasa sobre PAF o so-
bre fosfolipidos oxidados. Pese a todo lo anterior, hay
evidencias directas de que PON-1 al menos debe estar
presente para justificar propiedades antioxidantes y
antiaterogénicas?”’%. Algunos autores muestran activi-
dad de hidrélisis de PAF por la PON-1 sérica utilizan-
do inhibidores especificos de la actividad PAF-AH"".
Ademais, en el modelo de ratén knockout para el gen
PON-1, la actividad PAF-AH permanece similar al
salvaje?”’2. La lipoproteina HDL aislada de ratones
knockout PON-1 es proinflamatoria, es decir, en au-
sencia de PON-1, la actividad PAF-AH es incapaz
de preservar las propiedades antioxidantes de las
HDL*2, En animales transgénicos que expresan
PON-1 humano se comprueba cierto grado de protec-
cién frente al desarrrollo de aterosclerosis?”>”® como
también, por otro lado, lo presentan los modelos muri-
nos que sobreexpresan PAF-AH®7374, Alternativamen-
te se ha propuesto una actuacién coordinada de ambas
enzimas in vivo, ya que difieren en su afinidad hacia
fosfolipidos oxidados en funcién de la longitud de la
cadena del 4cido graso esterificado en la posicién sn-
2264717576 Egtos excelentes trabajos completan los re-
alizados por Aviram et al””’® y Rozenberg et al®>”,
quienes utilizaron isoformas recombinantes Q y R y
observaron, in vitro y en lesiones aterosclerdticas, que
la hidrélisis de lipidos oxidados se producia de forma
diferencial, Q (33% de capacidad de reduccién de oxi-
dacién de las LDL inducida por Cu?*) > R (20% de re-
duccién). Los dltimos trabajos publicados se han cen-
trado en desarrollar métodos que permitan obtener una
proteina paraoxonasa cada vez mas pura. En éstos se
ha observado que la proteina «sola» parece incapaz de
evitar la oxidacién de las LDL3%#2, Otros mecanismos
moleculares que median la proteccién vascular en la
interaccion HDL-paraoxonasa han sido recientemente
comunicados®3#,

Sobre la actividad tiolactona hidrolasa

La homocisteina (Hcy) medida como homocisteina
plasmadtica total (tHcy) es considerada un factor de
riesgo independiente y gradual de la enfermedad car-
diovascular®>®. Los determinantes en las variaciones
plasmadticas de tHcy son en su mayor parte conocidos
e incluyen tanto factores ambientales como genéti-
cos®, Las hipétesis moleculares que vinculan las
concentraciones elevadas de Hcy con la enfermedad
pasan por una toxicidad directa sobre las células endo-
teliales, la oxidacidn de la Hcy, el crecimiento de célu-
las musculares lisas y la activacién de genes de impor-
tancia en el desarrollo de la aterosclerosis®**. Los
incrementos de Hcy en el plasma se asocian con otros
procesos de afeccion proteinica. El 80-90% de la Hcy
plasmadtica se encuentra unido a proteinas, la mitad
aproximada de este porcentaje a través de puentes di-
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sulfuro y la otra mitad aproximadamente formando en-
laces amida maés estables®®. En el interior celular, la
edicién por parte de ciertas aminoacil-t-ARN sintasas
de la Hcy conlleva la formacién de un tioéster: la ho-
mocisteina tiolactona®”. En estudios in vitro se ha de-
mostrado que la formacién de esta lactona es directa-
mente proporcional a la concentracion de Hcy e
inversamente proporcional a la concentraciéon de me-
tionina, y es inhibida por la administracién de 4cido
félico®”®8, Si el mayor porcentaje de Hcy se encuentra
unido a proteinas y, ademds, hay un mecanismo de
edicién de la Hcy, la pregunta siguiente seria: ;la in-
corporacién de Hcy a proteinas acontece durante la
traduccién o bien es postraduccional? Las evidencias
in vitro realizadas en determinados tipos celulares
muestran que dicha incorporacién es postraduccio-
nal®!%, Esto es especialmente importante porque,
también derivado de estudios in vitro, se sugiere que la
N-homocisteinilacién de proteinas estd mediada por la
conversiéon metabdlica de la Hcy en su correspondien-
te lactona en determinadas situaciones fisiolégicas. La
detoxificacién de homocisteina tiolactona constituye,
pues, un mecanismo crucial. Distintos estudios mues-
tran que la actividad enzimdtica de hidrdlisis de estas
lactonas es una funcién de la enzima paraoxonasa®.
La identidad molecular también se ha puesto de mani-
fiesto. (Es esta actividad hidrolitica sobre la homocis-
tefna tiolactona el papel fundamental de PON-1?

La actividad tiolactona hidrolasa
y las isoformas paraoxonasa

Jakubowski et al'® demostraron que la actividad de
hidrdlisis de homocisteina tiolactona difiere en funcién
de los genotipos PON-1. Asi, se encontré una alta acti-
vidad tiolactonasa en sujetos portadores de los alelos
R192 y LS55 y una baja actividad en los sujetos porta-

dores de los alelos Q192 y M55. Los autores sugieren
una idea cuya veracidad parece confirmarse en algunos
estudios, esto es, la baja actividad lactonasa podria
constituir un factor de riesgo cardiovascular importante
en los sujetos con concentraciones plasmadticas de Hecy
elevadas. Billecke et al'®> mostraron que la especifici-
dad de las isoformas Q y R hacia distintas lactonas es
variable, y que también lo es hacia distintos ésteres de
dcidos carboxilicos. Sin duda, esto justificaria observa-
ciones clinicas previas sobre efectos farmacolégicos di-
ferenciales de farmacos hipolipemiantes sobre la activi-
dad paraoxonasa sérica'®1% (fig. 4).

Sobre el gen SR-B1 (CLA1)

En el metabolismo de la particula HDL se produce
un proceso de captacién celular selectiva de sus com-
ponentes de forma que penetran los CE pero no el
componente proteinico'®. Este proceso de entrada se-
lectiva estd mediado, en el ratén, por un receptor sca-
venger de clase B y tipo 1, scavenger receptor class B
type 1, o SR-B1!'*!!1 Constituye éste el primer recep-
tor de las HDL bien caracterizado molecularmente'!°.

En 1993, Calvo y Vega''? identificaron una nueva
secuencia relacionada con el receptor CD36 y con la
proteina lisosomal integral de membrana II (LIMPII).
El nuevo gen fue denominado CLA-I por «CD36 y
LIMPII andlogo 1». Murao et al'!'* comprobaron que la
secuencia SR-BI era idéntica en un 81% a la secuencia
CLA-1. El gen CLA-I presenta dos formas producidas
por splicing alternativo originando dos mensajeros de
los que se ha deducido dos proteinas de 409 y 509
aminodcidos, respectivamente. La forma identificada
por Murao et al''3, similar a SR-B1, corresponde a la
de 509 amino4cidos.

Acton et al''® han identificado en una poblacion
control sana varios polimorfismos en la secuencia del
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gen humano CLA-]. Los autores caracterizaron varian-
tes intronicas (intrones 3 y 5) y exdnicas (exones 1, 8
y 11) mediante andlisis conformacional de cadena
simple y secuenciacién. A nuestro juicio, dos resultan
especialmente interesantes. El cambio Gly—Ser, que
se localiza en el segundo aminodcido codificado en la
molécula de ADNc (sustitucion G/A en la primera
base de la tripleta), ya que se asocid, en varones, con
mayores concentraciones plasmaticas de HDL y me-
nores concentraciones de LDL. Por otro lado, la susti-
tucion C—T, localizada en la tercera base del codon
350 de la molécula de ADNCc, se asocié con menores
concentraciones de LDL en mujeres.

Sobre CLA-1 (SR-B1)y propiedades
antioxidantes de las HDL

Hay varios mecanismos por los cuales las HDL ejer-
cen efectos antiaterogénicos. El primer lugar lo ocupa
el transporte reverso de colesterol, mecanismo por el
cual las HDL captan el exceso de colesterol proceden-
te de tejidos extrahepéticos, que tras ser esterificado
por accién de la LCAT, es transportado selectivamente
al higado, donde se produce la entrada mediada por
CLA-1 de los CE!'%112114 (fjg  1). La entrada de CE en
el higado estd acoplada a la sintesis y la secreciéon de
dcidos biliares!!>!%, La importancia antiaterogénica
del receptor CLA-1 en el metabolismo de las HDL es
fundamental, como se ha concluido de la generacién
de modelos murinos con pérdida de los genes SR-BI y
LCAT y de modelos, también en ratén, con sobrexpre-
sién transitoria de SR-B 4117119,

CLA-1/SR-BI media en el flujo bidireccional de co-
lesterol y fosfolipidos sin esterificar entre las HDL y
diversos tipos celulares. El papel fisioldgico de este
mecanismo bidireccional no estd suficientemente acla-
rado'?.

La importancia antiaterogénica de las HDL también
deriva de su actividad antioxidante directa e indirecta,
ya que son capaces de captar CEOOH desde las LDL,
siendo posteriormente eliminados en el transporte re-
verso como hidroxidos de ésteres de colesterol (CE-
OH)'?!. Algunos autores muestran que la mayor parte
de los CEOOH en humanos se encuentran asociados a
las HDL?!, mientras que otros muestran que son las
LDL?. En nuestro contexto, resulta también especial-
mente interesante resaltar que la entrada selectiva de
CEOOH en células parenquimales hepdticas, mediada
por CLA-1, es aproximadamente tres veces superior
que para CE nativos'?!.

El papel de SR-B1 en el metabolismo de las HDL ha
planteado una cuestién fundamental. Se trataba de de-
terminar si la expresion hepdtica de SR-B1 favorecia
la aterogénesis al disminuir las concentraciones de
HDL, o bien resultaba antiaterogénica al eliminar CE.
Los datos expuestos con anterioridad muestran un pa-
pel fundamentalmente antiaterogénico. Esto se debe a
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que su expresion es primordialmente hepética, dando
un papel relevante a su actividad como receptor sca-
venger; ademds, parece haber una regulacién diferente
al menos en macréfagos y en células de Kupffer. Algu-
nos mecanismos de regulacién son sutiles. Asi, las
propias HDL regulan en macréfagos la expresion de
SR-BI. Las HDL inducen la activacién de PPAR-gam-
ma (mensajero y proteina) y su translocacién al nd-
cleo, pero también inducen la fosforilacién mediada
por MAP-cinasas de PPAR-gamma impidiendo de este
modo la expresion de genes de respuesta (SR-BI y
CD36 entre otros), sugiriendo por tanto un mecanismo
por el cual las HDL inhiben la acumulacion lipidica!?2.

Sobre CLA-1 (SR-B1), PON-1 y la oxidacién
de lipidos: hipétesis

Navab et al'*!® presentaron las evidencias experi-
mentales que justifican el mecanismo de seeding o
sembrado de las LDL. Estos y otros experimentos de-
mostraron igualmente que la accién de las HDL nor-
males sobre las LDL inactiva de manera eficaz la car-
ga aterogénica de éstas. También se ha demostrado
que hay un transporte reverso que participa en su eli-
minacién. Es mas, este transporte reverso de fosfolipi-
dos peroxidados, pero especialmente de CEOOH es,
como se ha comentado, mucho més eficaz que el de
fosfolipidos y CE nativos'!. Por lo tanto, resultaria 16-
gico suponer que la actividad enzimdtica PON-1 de
eliminacién de fosfolipidos peroxidados y CEOOH y
su eliminacion a través de la ruta del transporte rever-
so de colesterol contribuirian de forma sinérgica a la
reduccion del riesgo cardiovascular.

Nosotros hemos intentado abordar esta cuestion a
través del andlisis de las variantes alélicas polimorfi-
cas descritas en el gen CLA-I (exones 1y 8 e intrén 5)
tratando de asignarles un fenotipo mensurable y deter-
minar un riesgo cardiovascular asociado para, poste-
riormente, en una segunda fase, tratar de evaluar si ha-
bia asociaciones de algin tipo con algunas de las
variantes alélicas descritas en el gen PON-1. Pudimos
comprobar la presencia de este sinergismo genético, y
también que algunas de las variantes alélicas CLA-1
modulan el contenido plasmético de CEOOH. Sin em-
bargo, no obtuvimos evidencias fenotipicas similares
asociadas a las variantes PON-1'%.

CONCLUSIONES

Al papel ateroprotector vinculado al transporte re-
verso se ha de sumar el efecto antioxidante de las
diversas enzimas asociadas con las HDL. La identifi-
cacién de mdltiples sustratos para la enzima paraoxo-
nasa-1 amplia la perspectiva de proteccion vascular
mediada por las HDL, si bien quedan por identificar
los mecanismos moleculares precisos por los que ésta
se produce. La caracterizacién del receptor CLA-1, de
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su funcién y de su posible papel como determinante de
variacién de las concentraciones plasmadticas de lipi-
dos oxidados contribuye al conocimiento del metabo-
lismo de las HDL y sugiere la necesidad de abordajes
mds completos en los estudios en humanos, ademds de
posibilitar la creacion de nuevas dianas terapéuticas.
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