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Resumen:
							                           

Antecedentes: La relación inversa entre el colesterol HDL y la mortalidad cardiovascular se debilita en presencia de enfermedad coronaria (EC). El objetivo de este trabajo fue investigar las asociaciones de las concentraciones de partículas de HDL con la mortalidad cardiovascular y el impacto de la EC en estas asociaciones. También se buscó evaluar comparativamente las concentraciones de colesterol HDL y partículas de HDL en la predicción de la mortalidad cardiovascular.
Métodos: Las concentraciones totales de HDL y sus sub-clases se midieron mediante espectroscopía de resonancia magnética nuclear en 2.290 partici­pantes del estudio LUdwigshafen RIsk and Cardiovascular Health remitidos para angiografía coronaria. Los participantes fueron seguidos prospectiva­mente durante una mediana (rango intercuartílico) con una duración de 10,0 (6,1-10,6) años.


Resultados: La media de la edad (DE) de los participantes (1.575 hom­bres, 715 mujeres) fue de 62,9 (10,4) años, índice de masa corporal 27,6(4,1) kg/m², colesterol-HDL 39 (11) mg/dL [1 (0,29) mmol/L], y la concentración total de partículas de HDL 24,1 (5,8) μmol/L. Cuatroscientos treinta y cuatro de los participantes murieron de enferme­dad cardiovascular. En análisis multivariados, los tercilos de las concentraciones totales de partículas de HDL se relacionaron inversamente con la mortalidad cardiovascular (Hazard Ratio para 3° frente a 1° tercilo = 0,55; .<0,001). Esta asociación fue mediada principalmente por las partículas de HDL pequeñas (.<0,001). La adición a los modelos de predicción multivariada de las concentraciones de partículas HDL totales o pequeñas, en lugar de colesterol HDL, mejoró las métricas de rendimiento para predicción de mortalidad cardiovascular. La presencia de EC no tuvo impacto en las asociaciones entre las concentraciones de partículas de HDL y la mortalidad cardiovascular.


Conclusiones: La alta concentración de partículas de HDL se encuentra asociada con una disminución de la mortalidad cardiovascular de manera consistente e independiente de la EC. Sin embargo, si esta relación inversa entre la concentración de partículas de HDL y la mortalidad cardiovascular se puede traducir en nuevas estrategias terapéuticas está aún bajo investigación.





Abstract:
						                           


Background: 

The inverse relationship between HDL cholesterol and cardiovascular mortality is weakened in coronary artery disease (CAD). We aimed to investigate the associations of HDL particle concentrations with cardiovascular mortality and the impact of CAD on these associations. We also sought to compara­tively evaluate HDL cholesterol and HDL particle concentrations in predicting cardiovascular mortality. 


Methods: 

Total and subclass HDL particle concentrations were measured by nuclear magnetic resonance spectroscopy in 2,290 participants of the LUdwigshafen RIsk and Cardiovascular Health study referred for coronary angiography. The participants were prospectively followed over a median (interquartile range) duration of 10.0 (6.1-10.6) years. 




Results: 

The mean (SD) age of the participants (1,575 males, 715 females) was 62.9 (10.4) years, body mass index 27.6 (4.1) kg/m², HDL cholesterol 39 (11) mg/dL [1 (0.29) mmol/L], and total HDL particle concentration 24.1 (5.8) μmol/L. 434 persons died from cardiovascular diseases. In multi­variate analyses, tertiles of total HDL particle concentrations were inversely related to cardiovascular mortality (HR for 3rd vs. 1st tertile = 0.55, P<0.001). This association was primarily mediated by small HDL particles (P<0.001). Adding total or small HDL particle concentrations rather than HDL cholesterol to multivariate prediction models improved performance metrics for cardiovascular mor­tality. The presence of CAD had no impact on the associations between HDL particle concentrations and cardiovascular mortality. 




Conclusions: 

High HDL particle concentration is consistently and independently of CAD associated with decreased cardiovascular mortality. Whether the inverse relationship between HDL particle concentration and cardiovascular mortality may be translated into novel therapies is under investigation.











Introducción

Se ha demostrado que el colesterol de las lipoproteí­nas de alta densidad (HDL) es un objetivo de tratamien­to inapropiado para las terapias destinadas a reducir el riesgo cardiovascular 
(1)
. Además, la utilidad del coles­terol HDL para la estratificación del riesgo cardiovas­cular ha sido limitada en la prevención secundaria (2,3,4,5,6). En el estudio LUdwigshafen RIsk and Cardiovascular Health .LURIC), cuando se analizaron por primera vez, los tercilos de colesterol HDL se relacionaban de forma inversa y significativa con la mortalidad cardiovascular, tanto luego de ajustar por sexo y edad así como tam­bién después del ajuste multivariado 
(2)
. Sin embargo, investigaciones más detalladas revelaron una interac­ción significativa entre los tercilos de colesterol HDL y la enfermedad coronaria (EC) con respecto a la mor­talidad cardiovascular 
(2)
. Los análisis estratificados, incluso después del ajuste multivariado, revelaron una fuerte relación inversa entre los tercilos de colesterol HDL y la mortalidad cardiovascular en los participantes del estudio LURIC sin EC, pero no en aquellos con EC estable o inestable
 (2)
. Además, por otro lado, el colesterol HDL no se asoció con mortalidad o con puntos finales cardiovasculares fatales y no fatales en los estudios ESTHER (2), AtheroGene 

(2)
 y dal-OUTCOMES

(3)
, y en los estudios TRIUMPH . IHCS 


(4)

, el estudio Homburg Cream and Sugar 

(5)
, el estudio KORA S4 

(6)
, así como tampoco en una cohorte de pacientes que recibieron bypass de la arteria coronaria 
(7)
.

Teniendo en cuenta estas limitaciones obvias del colesterol HDL como un biomarcador de diagnóstico y objetivo terapéutico, se intentó investigar las asocia­ciones de las concentraciones de partículas de HDL, medidas por resonancia magnética nuclear (RMN), con la mortalidad cardiovascular en la cohorte LURIC. También se trató de analizar si las concentraciones de partículas de HDL serían superiores al colesterol HDL como marcador de riesgo.




Materiales y Métodos



DISEÑO DEL ESTUDIO, PARTICIPANTES Y CARACTERIZACIÓN CLÍNICA


Un total de 3.316 pacientes, remitidos por angiogra­fía coronaria al Centro Cardiológico Ludwigshafen en el sudoeste de Alemania, fueron reclutados entre julio de 1997 y enero de 2000 
(2)
(8)
. Los criterios de inclusión fueron: ascendencia alemana, estabilidad clínica a excep­ción de los síndromes coronarios agudos, y la disponibili­dad de un angiograma coronario. Las indicaciones para angiografía en individuos con enfermedad clínicamente estable fueron, dolor en el pecho y/o resultados de exá­menes no invasivos que sugiriesen isquemia miocárdica. Se excluyeron a las personas que sufrían cualquier enfer­medad aguda que no fueran síndromes coronarios agu­dos, enfermedades crónicas no cardíacas o malignidad en los últimos cinco años, y a aquellos que no pudieron comprender el propósito del estudio 
(2)
(8)
. También se descartaron los sujetos sin información sobre la pre­sentación clínica de la EC, con faltantes en las determi­naciones de laboratorio o falta de información sobre la causa de la muerte, lo que resultó en un subgrupo final de 2.290 participantes para el presente análisis.

Se diagnosticó EC cuando la angiografía coronaria reveló estenosis de uno o más vasos ≥20% 
(2)
. La angina inestable fue diagnosticada de acuerdo con Braunwald 
(2)
. El infarto agudo de miocardio se definió como un infarto de miocardio ocurrido dentro de las cuatro se­manas previas al enrolamiento en el estudio LURIC. El infarto de miocardio con elevación del segmento ST se diagnosticó si se presentaban cambios típicos en el elec­trocardiograma junto con dolor torácico prolongado, re­fractario a los nitratos sublinguales y/o incrementos de enzimas cardiacas o troponina T. Se diagnosticó como infarto de miocardio sin elevación del segmento ST, si se cumplían los criterios de troponina T y síntomas, pero no los criterios electrocardiográficos para el infarto de miocardio con elevación del segmento ST 
(2)
.

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Cámara de Médicos de Rheinland-Pfalz y se realizó de acuerdo con la declaración de Helsinki. Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito (2)

(8)
.





SEGUIMIENTO


La información sobre el estado vital se obtuvo de los registros de población local. La mortalidad cardiovas­cular se definió como la muerte por infarto de miocar­dio fatal, muerte súbita cardíaca, muerte después de la intervención cardiovascular, accidente cerebrovascular y otras causas de muerte por enfermedades cardiovas­culares 
(2)
(8)
. La duración, mediana (rango intercuar­til) del seguimiento fue de 10,0 (6,1-10,6) años (media [DE]: 8,7 [3,0]).





ANÁLISIS DE LABORATORIO


Todos los análisis se realizaron utilizando muestras de sangre en ayunas recolectadas antes de la angiografía. Las lipoproteínas se separaron usando un método combinado de ultracentrifugación-precipitación. La fracción de lipo­proteína de muy baja densidad (VLDL) (d<1,006 g/mL) se separó por ultracentrifugación (18 h, 10 ºC, 30.000 rpm). Las lipoproteínas que contienen apolipoproteína B en la fracción inferior se precipitaron utilizando ácido fosfotúngstico, quedando en la solución las partículas de HDL. Luego de la centrifugación a baja velocidad, se mi­dió el colesterol HDL en el sobrenadante.

El colesterol y el colesterol de HDL se midieron con reactivos enzimáticos de WAKO en un autoanalizador WAKO 30 R. Los coeficientes de variación para el co­lesterol HDL (intra- y entre ensayo) fueron <5%. Las apolipoproteínas se midieron por turbidimetría (Rolf- Greiner Biochemica). Las concentraciones de partícu­las de HDL pequeñas (7-8,5 nm), medianas (8,5-10 nm) y grandes (10-13 nm) se analizaron con espectroscopía de RMN en Numares AG (anteriormente conocida como LipoFIT GmbH) 
(9)
(10)
. La tecnología ha sido patentada (US7,927,878; AU2005250571; DE 10 2004 026 903 B4). En los suplementos se proporciona una descripción más detallada del método analítico de RMN, sus carac­terísticas de rendimiento y cómo se comparan los resul­tados con los obtenidos por el método de cromatografía líquida de alta performance (HPLC) de Skylight Biotech Inc. (11,12,13) (Tablas suplementarias 1,2,3,4) y (Figura su­plementaria 1). Ver la versión electrónica http://www.clinchem.org/content/vol63/issue12.





ANÁLISIS ESTADÍSTICO


Las concentraciones de partículas de HDL totales y de sus subclases se dividieron en tercilos. Las caracte­rísticas basales se presentan de acuerdo con los tercilos de la concentración de partículas de HDL totales. Los triglicéridos, la proteína C-reactiva, la troponina T de alta sensibilidad y la pro-NT del péptido natriurético ce­rebral fueron transformados logarítmicamente antes de usarse en modelos estadísticos paramétricos. Se usaron test de Chi-cuadrado y análisis de varianza para compa­rar las distribuciones de las variables a través de los ter­cilos de la concentración de partículas de HDL totales. La regresión de Cox se usó para examinar las asocia­ciones de concentraciones de partículas de HDL (mo­delos separados para la concentración de partículas de HDL totales y para las concentraciones de subclases de partículas de HDL pequeñas, medianas y grandes) y de colesterol HDL con tiempo transcurrido hasta que se alcanzaron los puntos finales. Se usaron dos conjuntos predefinidos de covariables para el ajuste: sexo y edad en el modelo 1; sexo, edad, índice de masa corporal, presión arterial sistólica y diastólica, diabetes mellitus, tabaquismo, tasa de filtración glomerular estimada, tri­glicéridos, colesterol de lipoproteína de baja densidad (LDL), uso de medicación (insulina, antidiabético oral, bloqueador beta, inhibidor de la ECA, antagonista del calcio, diurético, aspirina y estatinas), y estado de EC (sin EC, EC estable, EC inestable) en el modelo 2.

Se calcularon el área bajo la curva, el estadístico “c” de Harrell, y el índice de reclasificación neto categórico y continuo para el agregado del colesterol HDL, apolipo­proteínas AI y A-II, o las concentraciones de partículas de HDL para el modelo 2, mediante ‘pROC’ (v 1.8), ‘Hmisc’ (v 3.17-0) y ‘nricens’ (v 1.2) del paquete R, respectivamen­te. También se evaluaron posibles interacciones entre las concentraciones de partículas HDL totales o pequeñas (en tercilos) y EC en la predicción de la mortalidad car­diovascular. Además, se realizaron análisis estratificados de acuerdo con el estado de EC para las asociaciones de tercilos de concentración de partículas de HDL totales y pequeñas con muerte cardiovascular. Todas las pruebas estadísticas fueron de dos colas y se consideraron significa­tivos los valores de P<0,05. Se utilizaron paquetes estadísti­cos del paquete estadístico SPSS 20.0 (SPSS Inc) y R v3.0.2 y R v3.2.3 (http://www.r-project.org).






Resultados



CARACTERÍSTICAS BASALES


La edad promedio (DE) de los 2.290 participantes del estudio (1.575 hombres, 715 mujeres) fue de 62,9 (10,4) años, el índice de masa corporal promedio fue de 27,6 (4,1) kg/m² y el colesterol HDL promedio fue de 39 
(11)
 mg/dL [1 (0,29) mmol/L]. En toda la cohor­te, las concentraciones medias (DE) de partículas de HDL totales, partículas de HDL pequeñas, partículas de HDL medias y partículas de HDL grandes fueron 24,1 (5,8) μmol/L, 19,7 (5,2) μmol/L, 3,1 (1,6) μmol/L, y 1,3 (0,6) μmol/L, respectivamente. Las concentracio­nes de HDL totales se relacionaron inversamente con la proporción de hombres, la edad y la tasa de prevalencia de diabetes mellitus (Tabla I). Mientras que se relaciona­ron positivamente con el ejercicio físico, la presión arterial sistólica y diastólica, el colesterol total, colesterol de LDL, HDL y VLDL, las apolipoproteínas A-I y A-II, el eflujo de colesterol y todas las concentraciones de subclases de HDL (Tabla I). La EC inestable (infarto de miocardio con y sin elevación del segmento ST), la enfermedad cerebro­vascular y la enfermedad vascular periférica prevalentes fueron menos frecuentes en pacientes con altas concen­traciones de partículas de HDL totales (Tabla I). Concor­dantemente, las categorías del score de Friesinger, el núme­ro de lechos vasculares afectados, la insuficiencia cardíaca según la clasificación funcional de la Asociación Cardíaca de Nueva York, la función ventricular izquierda, el pro-NT del péptido natriurético cerebral y la troponina T de alta sensibilidad estaban inversamente relacionados con las concentraciones de partículas de HDL totales (Tabla I). El uso de insulina, antidiabéticos orales, inhibidores de la ECA y diuréticos fue menos frecuente en pacientes con al­tas concentraciones totales de HDL (Tabla I). Los resulta­dos de las asociaciones de las concentraciones de subclases de partículas de HDL con el sexo, ejercicio, actividad física y el uso de estatinas se muestran en los suplementos (Ta­blas suplementarias 5-8 del Suplemento de datos online).





CONCENTRACIÓN DE PARTÍCULAS DE HDL Y PRONÓSTICO A LARGO PLAZO


Un total de 434 muertes cardiovasculares ocurrieron durante el seguimiento. Las concentraciones de partículas de HDL totales estuvieron inversamente relacionadas con la mortalidad cardiovascular (Figura suplementaria 2) ajustada por sexo y edad (Tabla II). Esta relación se man­tuvo significativa después del ajuste multivariado (Tabla II) y fue mediada por partículas de HDL pequeñas (Tabla II, Figura suplementaria 3). Las asociaciones de partículas de HDL medianas y grandes con mortalidad cardiovascular fueron menos pronunciadas (Figura 3 complementaria) y no alcanzaron significación estadística después del ajuste multivariado (Tabla II).

La adición de colesterol HDL o apolipoproteínas A-I y/o A-II al modelo 2 no mejoró las métricas de rendi­miento del modelo 2 para la mortalidad cardiovascular, mientras que las concentraciones de partículas de HDL totales o pequeñas sí lo hicieron (Tabla III). Consistente­mente, las partículas de HDL totales o pequeñas mejora­ron aún más las métricas de rendimiento del modelo 2 + colesterol HDL para la mortalidad cardiovascular (Tabla Suplementaria 9 del Suplemento de datos online).

Las asociaciones de concentraciones de partículas de HDL totales y pequeñas con mortalidad cardiovascular también se mantuvieron significativas cuando las con­centraciones de partículas de HDL se incluyeron como variables estandarizadas en los modelos y luego se realizó un ajuste adicional por colesterol HDL y apolipoproteí­nas AI y A-II, eflujo de colesterol, actividad física e ingesta de alcohol, función ventricular izquierda y biomarcado­res cardíacos (pro-NT del péptido natriurético cerebral y troponina T de alta sensibilidad) o proteína C-reactiva (Tabla suplementaria 10 del Suplemento de datos online).




Tabla I




Características basales de acuerdo con los tercilos de concentración de partículas de HDL totales.a




[image: 53568572013_gt8.png]






 a Los valores representan medias (DE) o medianas (percentiles 25°-75°) en casos de variables continuas y número de casos (porcentajes) en casos de variables categóricas; b Para las diferencias entre los 3 grupos calculados con Test de Chi-cuadrado y Análisis de la Varianza para variables categóricas y continuas, res­pectivamente; c Números: 753/755/757; d Números: 753/742/741; e Para convertir las concentraciones de colesterol total, LDL, HDL, and VLDL a milimoles por litro, multiplicar por 0.02586; para convertir las concentraciones de triglicéridos en milimoles por litro, multiplicar por 0.01129; f Análisis de la varianza de valores transformados logarítmicamente; g Números: 616/711/723; h Números: 668/696/718; i Números: 749/730/726; j Números: 749/752/751; k Suma de: 1 punto para enfermedad coronaria, 1 punto para enfermedad vascular periférica, 1 punto para enfermedad cerebrovascular.











Tabla I (cont.)




Características basales de acuerdo con los tercilos de concentración de partículas de HDL totales.a
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 a Los valores representan medias (DE) o medianas (percentiles 25°-75°) en casos de variables continuas y número de casos (porcentajes) en casos de variables categóricas; b Para las diferencias entre los 3 grupos calculados con Test de Chi-cuadrado y Análisis de la Varianza para variables categóricas y continuas, res­pectivamente; c Números: 753/755/757; d Números: 753/742/741; e Para convertir las concentraciones de colesterol total, LDL, HDL, and VLDL a milimoles por litro, multiplicar por 0.02586; para convertir las concentraciones de triglicéridos en milimoles por litro, multiplicar por 0.01129; f Análisis de la varianza de valores transformados logarítmicamente; g Números: 616/711/723; h Números: 668/696/718; i Números: 749/730/726; j Números: 749/752/751; k Suma de: 1 punto para enfermedad coronaria, 1 punto para enfermedad vascular periférica, 1 punto para enfermedad cerebrovascular.








Asociaciones similares fueron encontradas con mor­talidad por cualquier causa, mortalidad no cardiovascu­lar, y muerte súbita cardiovascular (Tabla suplementa­ria 11-17, Figura suplementaria 2 y 4-6).

La interacción entre los tercilos de concentración de partículas de HDL totales y EC no se asoció con la morta­lidad cardiovascular [P (para el 3° tercilo frente al 1° ter­cilo) = 0,655; P (para el 2° frente al 1° tercilo) = 0,163]. Al realizar análisis estratificados, los tercilos de concen­tración de partículas de HDL totales se relacionaron inversamente con la mortalidad cardiovascular en pa­cientes sin EC, aquellos con EC estable y aquellos con EC inestable ajustados para sexo y edad (Tabla IV). Esta asociación se mantuvo significativa después del ajuste multivariado para los pacientes sin EC y aquellos con EC inestable (Tabla IV). Se realizaron observaciones consistentes cuando la EC se clasificó como ≥50% de estenosis (Tabla suplementaria 18 del Suplemento de datos online). La interacción entre los tercilos de con­centración de partículas HDL pequeñas y EC tampoco se asoció con la mortalidad cardiovascular [P (para el 3° tercilo frente al 1° tercilo) = 0,638; P (para el 2° frente al 1° tercilo) = 0,086]. Al realizar análisis estratificados, los tercilos de concentración de partículas de HDL pe­queñas se relacionaron inversamente con la mortalidad cardiovascular en pacientes sin EC, en aquellos con EC estable y en aquellos con EC inestable, ajustados por sexo y edad (Tabla V). Esta asociación se mantuvo signi­ficativa después del ajuste multivariado para los pacien­tes con EC estable e inestable (Tabla V). Se realizaron observaciones consistentes cuando la EC se clasificó como ≥50% de estenosis (Tabla suplementaria 19 del Suplemento de datos online).




Tabla II




Mortalidad cardiovascular de acuerdo con los tercilos de concentraciones de partículas de HDL y colesterol de HDL a.




[image: 53568572013_gt10.png]






 a Calculados con Regresión de Cox (modelos separados para cada concentración de partículas de HDL y colesterol HDL); N número; MC muerte cardiovascular; HR hazard ratio;  b ajustado por sexo y edad; c Modelo 1 con ajustes adicionales por índice de masa corporal, presión arterial sistólica y diastólica, diabetes, tabaquismo, índice de filtrado glomerular estimado, triglicéridos, colesterol LDL, uso de medicamentos y EC.











Tabla III




Performance de las métricas para mortalidad cardiovascular.
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 a Ajustado por sexo y edad, índice de masa corporal, presión arterial sistólica y diastólica, diabetes, tabaquismo, índice de filtrado glomerular estimado, triglicéridos, colesterol LDL, uso de medicamentos, y EC. b las categorías de riesgo se definieron como riesgo de mortalidad cardiovascular a 10 años <5%, 5-10%, 10-20% y >20%.













Discusión

En los participantes del estudio LURIC, las mayores concentraciones de partículas de HDL estuvieron inver­samente relacionadas con la mortalidad cardiovascular. Esta asociación fue impulsada principalmente por las par­tículas de HDL más pequeñas. Observaciones similares se realizaron para la mortalidad por todas las causas, la mortalidad no cardiovascular y la muerte súbita cardíaca.

En concordancia con el estudio LURIC, las altas con­centraciones de partículas de HDL se asociaron con una disminución de la mortalidad en los estudios VA-HIT 

(14)
, EPIC-Norfolk 

(15)
, Women’s Health





(16)

, MRC/BHF Heart Protection 

(17)
, JUPITER 

(18)
, y Dallas Heart 

(19)
, en 2 análisis en la cohorte del estudio MESA 

(20)
(21)
, y en 2 análisis en el estudio de cateterismo coronario CATHGEN (22)(23). Entre estos se encontraban 3 co­hortes de pacientes con enfermedad vascular al inicio del estudio, es decir, los estudios VAHIT . MRC/BHF Heart Protection y el depósito biológico del estudio de ca­teterismo coronario CATHGEN, mientras que las otras 5 cohortes incluyeron personas asintomáticas. Esto con­cuerda con nuestro hallazgo de que la relación inversa de la concentración de partículas de HDL con la mor­talidad cardiovascular fue evidente en todos los estratos de pacientes, incluso en EC inestable que se caracte­riza por disfuncionalidad de HDL 
(24)
( 25)
.

Los datos de LURIC también coinciden con los resultados de los estudios VA-HIT 

(14)
, MRC/BHF Heart Protection 

(17)
 y MESA

(20)
(21)
, que muestran que la relación inversa de las concentraciones de partículas de HDL con los puntos finales sigue siendo significativa después del ajuste por partículas de LDL.

Notablemente, la concentración de partículas de HDL totales o pequeñas en términos de métricas de rendimiento fue más informativa que el colesterol HDL o las apolipoproteínas A-I y A-II para mortalidad car­diovascular. Esta mejora de las métricas de rendimiento también se encontró en el estudio MESA

(21)
 y el de­pósito biológico del estudio de cateterismo coronario CATHGEN

(22)
.

Por otro lado, la asociación entre el tamaño de par­tícula de HDL medida con RMN y los puntos finales es relativamente inconsistente. La relevancia de las partí­culas de HDL pequeñas observadas en los estudios LU­RIC, VAHIT

(14)
, EPIC 

(15)
 y MESA 

(20)
 y las partículas pequeñas y medianas de HDL en el depósito biológico del estudio de cateterismo coronario CATHGEN

(22)
 está en línea con la evidencia experimental. Como tal, el proteoma y el lipidoma de las partículas de HDL pe­queñas tienen propiedades antioxidantes y antiinflama­torias más potentes en comparación con el proteoma de las partículas de HDL grandes 
(26)
(27)
.

En relación a esto, resulta una observación intere­sante el hecho que las partículas pequeñas de HDL estuvieran inversamente relacionadas con la proteí­na C reactiva (Tabla suplementaria II). Además, se ha sugerido que las partículas de HDL pequeñas actúan como el principal vehículo del colesterol en su trans­porte reverso. Las razones de la relación inversa en par­ticular entre las partículas de HDL grandes, y ricas en colesterol, con riesgo cardiovascular observadas en los estudios Women’s Health 

(16)
 y MRC/BHF Heart Protec­tion 

(17) 
siguen sin estar claras. Una posible explicación podría ser que los estudios Women’s Health . MRC/BHF Heart Protectionutilizaron un punto final cardiovascular compuesto de mortalidad cardiovascular y eventos car­diovasculares no fatales 
(16)
(17)
. Se ha observado una inconsistencia similar en estudios que usan diferentes métodos para separar HDL3 densas y pequeñas y las partículas de HDL2 grandes y flotantes. La mayoría de estos estudios utilizaron métodos de precipitación se­lectiva, y en particular aquellos realizados en pacientes vasculares, como los estudios TRIUMPH . IHCS 

(4)
, en­contraron que niveles de colesterol de HDL3 más al­tos se asociaron con mayor fuerza a un menor riesgo cardiovascular. Sin embargo, algunos estudios también encontraron que el colesterol HDL2 estaba fuertemen­te asociado con el riesgo 
(4)
. La concentración de la masa de HDL2 también se relacionó inversamente con la mortalidad tanto por cualquier causa como por en­fermedad coronaria, en los 53 años de seguimiento de la cohorte del estudio Gofman’s Livermore de prevención primaria, en el cual se realizó la medición de fracciones de HDL por ultracentrifugación analítica 
(28)
. Sin em­bargo, la concentración de HDL3 también se relacionó inversamente con la mortalidad en esta cohorte 
(28)
.

Los métodos para medir HDL son diversos: el méto­do propuesto por Gidez et al., utiliza la precipitación de las partículas de lipoproteínas que contienen apolipo­proteína B y partículas de HDL3 pequeñas para luego medir, en el sobrenadante, el colesterol restante en las partículas de HDL2 más grandes 
(29)
. El estándar de oro para medir las subclases de HDL es la ultracentrifu­gación analítica. Usando este método, las lipoproteínas se separan de acuerdo a su densidad 
(30)
. El fraccio­namiento en gradiente de densidad de las subclases de HDL representa otro método basado en ultracentrifu­gación 
(30)
. La electroforesis en gel en gradiente sepa­ra las partículas de HDL según el tamaño. La electro­foresis en gel de dos dimensiones (electroforesis 2D) separa las subclases de HDL en función del tamaño y la carga. Estas subclases luego se cuantifican por den­sitometría o por inmunotransferencia de apolipopro­teína A-I 
(30)
. La ultracentrifugación, método estándar de oro, demanda mucho tiempo, es un método caro y no se considera adecuado para los análisis de rutina de las subclases de HDL 
(30)
. Además del método Vertical Auto Profile-II (VAPII), considerado relativamente viable 
(31)
, la HPLC representa un método alternativo válido para la separación física y la cuantificación de lipopro­teínas en función de las diferencias en el tamaño de partícula en estudios clínicos a gran escala (11,12,13). Sin embargo, dicha separación física no es necesaria en la espectroscopía de RMN que utiliza la señal de los pro­tones del grupo metilo terminal de los lípidos conteni­dos en las lipoproteínas. La gran diversidad de métodos analíticos refleja la complejidad del análisis de las lipo­proteínas y puede explicar parte de la inconsistencia en los resultados encontrados
 (30)
.

Una fortaleza del presente trabajo es la comparación de las determinaciones por el método de RMN de Numa­res con las del conocido método de HPLC de Liposearch dentro de la misma cohorte de LURIC. Notablemente, las concentraciones de partículas de HDL totales, pequeñas, medianas y grandes por el método de RMN de Numares mostraron asociaciones relativamente fuertes con las co­rrespondientes concentraciones de partículas obtenidas por el método de HPLC de Liposearch. Las concentracio­nes medias de partículas de HDL totales medidas con el método de RMN de Numares en LURIC estuvieron en el rango de las mediciones con el método de Liposcience en cohortes similares, como el estudio VA-HIT 

(14)
. Sin em­bargo, se observaron diferencias en las concentraciones medias de partículas de HDL totales cuando se compa­raron los métodos de RMN de Numaresy HPLC de Lipo­search en la cohorte LURIC. Una observación similar de diferentes medias de las concentraciones de partículas de HDL se ha realizado anteriormente comparando un método de RMN con el análisis de movilidad iónica 
(32)
. Otra fortaleza del presente trabajo es la caracterización clínica y bioquímica detallada de los participantes en el estudio, incluyendo angiografía coronaria y las determina­ciones de las apolipoproteínas A-I y A-II y eflujo de coleste­rol. Notablemente, la alta concentración de partículas de HDL medida con el método de RMN de Liposciencefue el mejor biomarcador relacionado con HDL para la predic­ción de enfermedad cardiovascular en 585 participantes del estudio JUPITER 

(33)
. Este hallazgo y muchas otras ob­servaciones sobre las relaciones de las concentraciones de partículas de HDL con la enfermedad cardiovascular rea­lizadas en otros estudios que utilizaron el método RMN de Liposcience son consistentes con los resultados actuales de la cohorte del estudio LURIC (15)

(19)
(20)
(22)
. Además, el seguimiento fue largo y con una gran cantidad de even­tos. Finalmente, se presenta un análisis de interacción en­tre las concentraciones de partículas de HDL y EC con respecto a la mortalidad cardiovascular.

El presente estudio tiene varias limitaciones: en pri­mer lugar, las mediciones de laboratorio se realizaron sólo una vez, al inicio del estudio. En consecuencia, no se pudieron controlar los posibles cambios de las con­centraciones de partículas de HDL durante el período de seguimiento. En segundo lugar, no se recopilaron datos sobre los puntos finales cardiovasculares no fatales. En tercer lugar, los coeficientes de variación obtenidos con el método de RMN de Numares fueron ligeramente más altos en comparación con el método RMN de Liposcience

(14)


(34)
. Sin embargo, los análi­sis de precisión indicaron que las mediciones de RMN de Numares de subclases de HDL eran reproducibles. Hubo solo 1 pool con un coeficiente de variación intra-ensayo mayor para partículas de HDL medianas, muy probablemente debido a una baja concentración de partículas de HDL en ese grupo. Curiosamente, tam­bién se realizó una observación similar en un análisis de precisión para partículas de HDL medianas con el método RMN de Liposcience

(14)
. En cuarto lugar, hubo un desbalance en el riesgo cardiovascular inicial (por ejemplo en proteína C reactiva, pro-NT del pép­tido natriurétic cerebral) entre los tercilos de concen­tración de partículas de HDL, en el sentido de que los participantes con concentraciones en el primer tercilo parecían más enfermos que aquellos del tercer terci­lo. Sin embargo, los análisis prospectivos se ajustaron para todas estas variables y aun así, las asociaciones de las partículas de HDL totales y pequeñas con los pun­tos finales permanecieron altamente significativas. En quinto lugar, la información sobre los hábitos dietéti­cos de los participantes no estuvo disponible.

En resumen, la alta concentración de partículas de HDL se encontró consistentemente asociada con una disminución de la mortalidad cardiovascular. Esta aso­ciación no se debilitó en presencia de EC. Conocer si la relación constante entre las altas concentraciones de par­tículas de HDL y la menor mortalidad cardiovascular se puede traducir en nuevas estrategias terapéuticas reque­rirá más investigaciones 
(35)
(36)
. Finalmente, son nece­sarias comparaciones de los diferentes métodos de RMN para medir las concentraciones de partículas de HDL.




Tabla IV




Mortalidad cardiovascular de acuerdo con los tercilos de concentración de partículas de HDL a.
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 Calculado con regresión de Cox; N número, MC número de muertes cardiovasculares (porcentaje en el tercilo); HR Hazard ratio; b ajustado por sexo y edad; c ajustado por sexo, edad, índice de masa corporal, presión arterial sistólica y diastólica, diabetes, tabaquismo, índice de filtrado glomerular estimado, triglicéridos, colesterol LDL y uso de medicación











Tabla V




Mortalidad cardiovascular de acuerdo con los tercilos de concentración de partículas de HDL pequeñas a.
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 Calculado con la regresión de Cox; N número; MC número de muertes cardiovasculares (porcentaje del tercilo); HR Hazard ratio; b ajustado por sexo y edad; c ajustado por sexo, edad, índice de masa corporal, presión arterial sistólica y diastólica, diabetes, tabaquismo, índice de filtrado glomerular estimado, triglicéridos, colesterol LDL y uso de medicación.
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