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Listado de Abreviaturas

LISTADO DE ABREVIATURAS UTILIZADAS

ACV: accidente cerebrovascular

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AE: arteriosclerosis

AGL: 4cidos grasos libres

ARN: 4cido ribonucleico

ASP: proteina estimuladora de acilacion
AT-1y 2: receptor de angiotensina 1 y 2
BHy,: tetrahidrobiopterina

CAT: catalasa

cHDL.: colesterol HDL

cLDL: colesterol LDL

CT: colesterol

cVLDL: colesterol VLDL

ECV: enfermedad cardiovascular

eNOS: sintetasa de 6xido nitrico endotelial
EO: estrés oxidativo

ET-A: receptor de endotelina A

GPX: glutation peroxidasa

GSH: glutation reducido

GSR: glutation reductasa

GSS: glutation transferasa

GSSG: glutation oxidado

HFC: hiperlipidemia familiar combinada
IAM: infarto agudo de miocardio

IGF-1: insulin growth factor 1

IKf: inhibidor de «f3

IKK: inhibidor de «f cinasa

IL-1: interleucina 1

IL-6: interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

iNOS: sintetasa de 6xido nitrico inducible
LHS: lipasa hormonosensible

LPL: lipoproteinlipasa

LPP: lipemia posprandial

MDA malondialdehido

NAD(P)H oxidasa:

NF-k: nuclear factor xf§

nNOS: sintetasa de 6xido nitrico neuronal
NO: 6xido nitrico

02-: anidn superoxido

OH-: grupo hidroxilo

8-0x0-dG: 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina
PCRas: proteina C reactiva de alta sensibilidad
PPAR: receptor activado de la proliferacion de peroxisomas
QM: quilomicrones

RI: resistencia a la insulina

ROS: reactive oxygen species

SM: sindrome metabolico
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Introducciéon

1. Arteriosclerosis y riesgo cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de morbi-
mortalidad en el mundo desarrollado, lo que supone en Espaia aproximadamente el
40% de la mortalidad en la edad adulta'. La arteriosclerosis (AE) es la principal
causa de las ECV y afecta fundamentalmente a las arterias de mediano y gran
calibre caracterizada por endurecimiento y pérdida de elasticidad de su pared, y
formacion de una placa aterosclerosa que conduce al estrechamiento de su lumen.
En general la lesion aterosclerdtica se desarrolla en tres fases, y todas vienen
marcadas por depodsito de lipidos y por procesos inflamatorios. Inicialmente
aparecen estrias grasas, caracterizadas por la presencia de células espumosas
cargadas de lipidos, que proceden de los macréfagos de la intima arterial.
Posteriormente tienen lugar la proliferacion y la migracion hacia la intima de las
células musculares lisas, la necrosis de células espumosas con deposito de detritus
celulares, lipidos y cristales de colesterol, apareciendo la llamada placa fibrosa.
Finalmente, en estadios avanzados, la AE se caracteriza por placas maduras
formadas por proliferacion continua de células miointimales, necrosis de células
espumosas y endoteliales, hemorragia, trombosis mural y depositos de calcio,
conformando las denominadas placas complicadas’.

El riesgo de desarrollar AE y su complicacion clinica, la enfermedad
cardiovascular, no es uniforme en toda la poblaciéon y depende de numerosos
factores. Por ello, las enfermedades cardiovasculares de origen arteriosclerotico son
un modelo de patologia multifactorial, donde confluyen tanto factores ambientales
como genéticos. Uno de los principales factores de riesgo son las dislipemias. Estas
pueden ser primarias o secundarias. Dentro de las dislipemias primarias destacan,
por su alto riesgo cardiovascular y prevalencia, la hiperlipidemia familiar

combinada (HFC) y la hipercolesterolemia familiar.

2. Hiperlipidemia familiar combinada

2.1. Introduccion
El término hiperlipidemia familiar combinada fue utilizado por primera vez en
1973 por Joseph Goldstein et al*® en la Universidad de Washington para designar un

nuevo trastorno lipidico hereditario, caracterizado por la presencia de multiples



Introducciéon

fenotipos lipoproteicos, en sujetos jovenes sobrevivientes a un infarto agudo de
miocardio (IAM). Se observd que los probandos y familiares afectados podian
presentar elevaciones de los triglicéridos, del colesterol total, o de ambos, reflejando
incrementos plasmaticos de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) o fenotipo
IV, de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) o fenotipo IIA, o de ambas,
respectivamente o fenotipo IIB. Al mismo tiempo, fueron descritas familias similares
por Esko Nikkild en Helsinki® y por Herbert Rose en Nueva York’.

Goldstein et al’ estudiaron a un grupo de 500 sobrevivientes de IAM. La
mayoria eran sujetos de mediana edad (hombres menores de 40 afios y mujeres
menores de 50 afios). El 31% de los sujetos eran hiperlipémicos, y de éstos, el
15,6% tenian un fenotipo IV, el 7,8% un fenotipo IIB, y el 7,6% un fenotipo IIA.
Observaron que en el grupo de sujetos con hipertrigliceridemia (fenotipos IIB y IV)
existia mayor prevalencia de obesidad, hipertension arterial y diabetes que en los
otros grupos (tanto normolipémicos como hipercolesterolémicos).

Ademas, posteriormente observaron que los familiares de los 176 sujetos
sobrevivientes al infarto con hiperlipemia, presentaban cinco alteraciones lipidicas
distintas, siendo consideradas tres de ellas, por el patrén de transmision, trastornos
monogénicos autosdmicos dominantes. Una era la hipercolesterolemia familiar
(sujeto indice y los familiares afectados presentaban constantemente un fenotipo
IIA), otra la hipertrigliceridemia familiar (donde el probando y los familiares
afectados tenian un fenotipo IV) y una nueva entidad que denominaron
hiperlipidemia familiar combinada. El rasgo diferenciador méas importante de esta
nueva hiperlipemia era la variabilidad en el fenotipo lipoproteico que presentaban
los familiares afectados, que podia ser IIA, IIB y IV, correspondiendo cada fenotipo
aproximadamente a un tercio de los casos, y menos frecuentemente presentaban un
fenotipo V. El registro de los valores de trigliceridemia de todos los familiares
mostraba una distribucion bimodal, que diferenciaba claramente entre los afectados
y no afectados. En cambio, la distribucion de los valores de colesterolemia aunque
desplazada a la derecha, era unimodal. Estos hallazgos, y los patrones de afectacion
familiar (prevalencia de 45-55% en familiares de primer grado y 20-30% en los de
segundo grado), hacian a esta hiperlipemia compatible con un trastorno
monogénico, autosdmico dominante con expresion variable®.

Al mismo tiempo, Nikkila et al’, en Finlandia, estudiaron a los familiares de 101

pacientes supervivientes a un IAM precoz y encontraron, predominantemente
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una hiperlipoproteinemia familiar, siendo la forma mas frecuente una “enfermedad
con hiperlipemia mixta” o de fenotipo lipoproteico multiple, observando fenotipos
variables incluso dentro de la misma familia. El 50% de los sujetos integrantes de
estas familias eran hiperlipémicos y los fenotipos IIA, IIB y IV representaban cada
uno de ellos, aproximadamente, un tercio del total. El registro de los valores
plasmaticos de triglicéridos de todos los familiares no mostraba una diferencia clara
entre los afectados y no afectados; del mismo modo, la distribuciéon de los valores
de colesterol era también unimodal. Esta discordancia les hizo desestimar, como
mecanismo de transmision genética, la herencia autosomica dominante, e inclinarse
a que el trastorno fuera debido a una expresion polimorfica de varios fenotipos.

Por otro lado, Rose et al’ estudiaron a familias con fenotipo variable, encontrando
mayor frecuencia de intolerancia a la glucosa, obesidad e hiperuricemia.

Desde entonces, ha habido multiples intentos de caracterizar y definir la
enfermedad. Actualmente, la HFC es una enfermedad muy frecuente, con una
prevalencia estimada del 1-3% en la poblacion general y hasta del 20% en pacientes
con cardiopatia isquémica precoz. Es la forma mas comun de hiperlipemia familiar,
con una prevalencia en la poblacion con hiperlipemia primaria de aproximadamente
el 15%". Su base metabolica y genética no ha sido todavia identificada, siendo el
mecanismo mas probable la interaccion de diferentes genes y el ambiente.

La edad de presentacion es variable, aunque existe una baja penetrancia en nifios
y sujetos jovenes, siendo infrecuente su aparicion antes de los 20 afios. Se
caracteriza por presentar varios fenotipos lipoproteicos en la misma familia, e
incluso en el mismo individuo, a lo largo de su evolucion, generalmente por
cambios en los factores exdgenos (dieta, ejercicio, etc.). Habitualmente Ia
dislipemia afecta al 50% de los familiares de primer grado, con importante
predisposicion a la cardiopatia isquémica precoz.

El diagnodstico se basa en el estudio familiar y la expresion fenotipica variable
con elevacion de la apolipoproteina B (apo B) plasmatica e historia positiva de
enfermedad cardiovascular prematura. Otras anormalidades frecuentemente
asociadas son bajos niveles de colesterol HDL, alteraciones en la composicion de
las lipoproteinas, con presencia de LDL pequefias y densas, y aumento de los acidos

grasos libres (AGL)*’.
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2.2, Criterios diagnosticos

Actualmente, no existe ningun marcador clinico, metabolico o genético
especifico para el diagnostico de la HFC, lo que supone una dificultad tanto en su
definicion como en su diagnostico. Para diagnosticar a estos pacientes se siguen los
criterios propuestos por Bredie et al'’ en 1997. Sin embargo, basar el diagnostico de
la enfermedad en estos criterios puede dar lugar a errores.

Diversos autores han demostrado, que los criterios mas consistentes para el
diagnédstico, y que mejor diferencian los sujetos afectados de los familiares no
afectados son la presencia de valores plasmaticos elevados de apo B y de LDL
pequenias y densas®'"'* por lo que se ha propuesto la necesidad de modificar los

criterios diagndsticos iniciales".

1  Criterios mayores de diagnostico

o Presencia de una hiperlipemia multiple en familiares de primer grado,
incluyendo:  hipertrigliceridemia,  hipercolesterolemia e  hiperlipemia
combinada, definidas por concentraciones plasmaticas en ayunas de colesterol
y/o triglicéridos > percentil 90 de acuerdo a edad y sexo

o Herencia de la hiperlipemia con una transmision autosomica dominante

o] Presencia de arteriosclerosis prematura (antes de los 60 afios) en familiares
de primer grado

2 Criterios de exclusion

o) Presencia de xantomas en la infancia

0 Presencia de causas secundarias de hiperlipemia en familiares afectados

0 Presencia de genotipo de apo E E2/E2 en sujetos afectados

3  Criterios de inclusion adicionales

0 Concentracion elevada de apo B en plasma

(o] Presencia de un patron de LDL predominando las particulas pequefias y
densas

o) Presencia de hiperlipemia en la infancia

Diagnostico: tres criterios mayores de inclusion y exclusion; o criterios mayores de inclusion 1
v 2, o criterios de exclusion y al menos un criterio de inclusion adicional.

Tomada de Bredie SJH, Demacker PNM, Stalenhoef AFH. Metabolic and genetic aspects of
familial combined hyperlipidemia with emphasis on low-density lipoprotein heterogeneity. Eur
J Clin Invest 1997:27:802-811.

2.3. Etiologia
Desde hace tiempo se intenta localizar un gen responsable de la enfermedad, ya

que en los primeros estudios y en la mayoria de trabajos posteriores,
aproximadamente el 50% de los familiares de primer grado de estos pacientes tenia

concentraciones de colesterol o triglicéridos superiores al percentil 90, lo cual hacia
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suponer una herencia autosémica dominante. Sin embargo, el reandlisis de las
primeras series de familias estudiadas y los estudios posteriores han excluido que la
enfermedad sea de naturaleza monogénica, y todavia no se ha podido establecer su
base genética, a pesar de haber estudiado multiples genes.

Inicialmente el gen de la apo B, en el cromosoma 2, parecia ser el principal
candidato, dada la sobreproducciéon de VLDL, la elevacion de las concentraciones
de apo B y las LDL pequetias y densas caracteristicas de estos pacientes, pero no se

14.,15
alcanzaron resultados concluyentes ™.

También se pensdé en el gen de la
lipoproteinlipasa (LPL), localizado en el cromosoma 8, después de que se
describiese un defecto funcional de la LPL en un grupo de sujetos con HFC. Se han
descrito més de 50 mutaciones asociadas a dicho gen y ninguna de éstas estd
presente en la mayoria de los sujetos afectados'®". Estudios recientes han sugerido
la participacion de un gen en el cromosoma 1'®, ya que se ha descrito en poblacion
finesa una alteracion en dicho cromosoma (1g21-q23) que se asocia con
sobreproducciéon de VLDL. También ha sido descrito en familias canadienses con
HFC y con diabetes tipo 2 una alteracion en este cromosoma que parece ser juega
un papel en la insulinorresistencia asociada a la HFC'", También se ha descrito una
alteracion en el cromosoma 11 (11g23-24), el denominado cluster de Apo AI-CIII-
AV, asociado con la dislipemia en siete familias con HFC*. No obstante, ninguno
de estos hallazgos es un marcador genético especifico para la HFC*'.

Asi, actualmente se considera la HFC como una enfermedad genéticamente
heterogénea, en cuya etiopatogenia interviene un numero desconocido de genes
mayores junto a otros genes modificadores de la expresion de la misma, ademas del
importante papel que desempenan los factores ambientales. Por ello, Ribalta et al*
hablan que la busqueda de marcadores genéticos podria orientarse a un fenotipo
mas amplio que denominan “déficit de gestion de acidos grasos libres”, haciendo
referencia a una situacion en la que existen multiples causas potenciales para que se

produzca la HFC, y lo que ocurriria es que cada uno de ellos padeceria la

enfermedad por un error genético distinto.

24, Patogenia
Los mecanismos patogénicos implicados en la HFC son muy heterogéneos y no
totalmente conocidos. Se consideran fundamentalmente los siguientes:

hiperproduccion hepatica de VLDL, defecto en la actividad de la LPL, alteraciones

13



Introducciéon

en la esterificacion de los acidos grasos en el tejido adiposo y la presencia de

resistencia a la insulina (RI) (figuras 1 y 2).

2.4.1. Sobreproduccion hepatica de VLDL

La principal caracteristica de la HFC es la hiperproduccion hepatica de
VLDL*""*** que viene determinada por el aumento de la sintesis de TG por el
adipocito, aumentando de forma secundaria la sintesis de apo B, ya que se produce
un acumulo de particulas ricas en TG, que contienen apo B. Si bien el aumento de
ésta es un hecho bien establecido en la HFC, su causa no es conocida, aunque se
considera que el mecanismo patogénico es la concentracion elevada de AGL en
plasma, que sobrecarga el higado, y que ésta se debe a una cierta disminucién de la
capacidad lipolitica, pero sobre todo, a una reduccién de la capacidad del tejido
adiposo (y tal vez del musculo) para captar los AGL procedentes de la lipdlisis de

los triglicéridos™.

2.4.2. Disminucion de la actividad de la LPL

Los triglicéridos son transportados por las denominadas “particulas ricas
en triglicéridos”: los quilomicrones y quilomicrones residuales (que transportan los
triglicéridos de origen intestinal o exdgeno), y las VLDL e IDL (los de origen
endogeno). El nivel plasmatico de triglicéridos es un fiel reflejo del balance entre la
produccion (intestinal o hepatica) y el catabolismo de estas particulas. Este tltimo
se debe fundamentalmente a la activacion de la LPL. Puesto que los mecanismos
fisiologicos del aclaramiento son saturables, cabe la posibilidad de que un aumento
extremo de produccidn hepatica de VLDL llegue a saturar la capacidad de la LPL vy,
este déficit funcional de la enzima lleve al aumento de las VLDL y también de los
quilomicrones, induciendo una alteracion del catabolismo de las lipoproteinas ricas
en triglicéridos. Babirak et al*** fueron los primeros en proponer que hasta en un
tercio de los sujetos con HFC habria un defecto de la LPL, al demostrar en sujetos
con fenotipos IIB y IV una disminucion de la actividad LPL post-heparina. Esta
alteracion en la actividad de la LPL supone una disminucién de la hidrélisis de los
TG, con disminucién del catabolismo de las VLDL y QM, menor recaptacion
hepatica de VLDL y mayor liberacion de éstas al plasma. La consecuencia final es

un aumento en la produccién y en el tiempo de permanencia de las lipoproteinas
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ricas en triglicéridos en el plasma y una alteracion del intercambio con las HDL y

en la transformacion en LDL.

2.4.3. Alteracion de la lipasa hormonosensible (LHS)

Junto a lo anterior, existe una disminucion de la actividad de la LHS. Esta
disminucion se ha descrito in vitro en pacientes de Suecia con HFC, pero no en
fineses ni daneses***. La LHS, en condiciones fisiologicas, esta inhibida en la etapa
postprandial por la accién de la insulina. Durante el ayuno, al disminuir la accion
insulinica y aumentar las hormonas contrainsulares, fundamentalmente las
catecolaminas, se produce un estimulo de la LHS del tejido adiposo, produciéndose
la lipolisis con liberacion de acidos grasos libres que, unidos a la albiimina, son
captados por el higado, el musculo cardiaco y el esquelético™.

Dado el estado de resistencia insulinica asociado a la HFC, se pierde esta
inhibicién de la lipolisis del tejido adiposo en situacion postprandial, que conlleva
una elevacion plasmatica de AGL, por falta de incorporacion al adipocito,
aumentando la oferta de AGL al higado, contribuyendo asi a la hiperproduccion
hepatica de VLDL y apo B, explicando esta situacion, al menos en parte, el
aumento de los AGL en situacion basal y postprandial donde estimulan la

produccion de VLDL.

2.4.4. Alteracion de la esterificacion de los acidos grasos en el tejido adiposo

Se cree que la esterificacion y movilizacién de los AGL en el adipocito se halla
profundamente alterada y que la actividad de la ASP (proteina estimuladora de la
acilacion) estd descendida en los pacientes con HFC, por lo que se reduce
significativamente la incorporacion de los AGL al adipocito. Esta activacién parece
debida a una interaccion defectuosa entre la ASP y su receptor. La ASP es
estructuralmente idéntica a un producto de la degradacion del factor C3 del
complemento (C3adesArg). Se ha observado que en el estado postprandial existen
elevaciones de C3, probablemente debidas a alteraciones en la activacion del factor
C3, y esto se ha relacionado con el aumento del flujo de AGL al higado
caracteristico de la HFC y con su ineficiente aclaramiento de remanentes
aterogénicos postprandiales™.

Por tanto, actualmente se baraja la hipodtesis de la existencia de un defecto

combinado en la lipogénesis y en la lipdlisis en el tejido adiposo por alteraciones en
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la ASP y accion de la insulina por un lado, y la disminucién de la accion de la LHS
por otro, dando lugar a una tejido adiposo metabdlicamente inactivo, por lo que los
AGL se dirigen directamente al higado, aumentando la produccion de VLDL,
aunque no se sabe cudl de ellos es el defecto primario, o si se trata de la

coexistencia de ambos de forma simultanea.

2.4.5. Resistencia a la insulina v acidos grasos libres

Dado que los hallazgos presentes en la RI son también caracteristicos de la HFC,
y estudios previos han demostrado que los sujetos HFC tienen RI*, la presencia de
RI puede ser un importante factor modulador de los fenotipos de HFC.

Recientemente, han sido revisados los mecanismos que relacionan la
insulinorresistencia y la dislipemia. El aumento de la liberacion de AGL por el
tejido adiposo y del flujo de AGL al higado elevan la sintesis y liberacion de VLDL
y facilitan la aparicion de particulas LDL pequefias y densas®. Por otro lado, el
aumento plasmatico de AGL produce una disminucion de la captacion muscular de
glucosa y hepética de insulina. Se cree que la RI y los AGL desempefian un papel
importante en el desarrollo de las alteraciones metabdlicas de la HFC y que hay una
relacion directa entre AGL, hiperproduccion hepatica de VLDL y apo B, y las
concentraciones circulantes de triglicéridos, aunque no queda claro si la RI es la
causa o una consecuencia de las alteraciones lipidicas observadas en la HFC.

Muchos mecanismos fisiopatoldgicos pueden contribuir a la RI en HFC, como el

incremento de grasa visceral®

(independientemente de la existencia de obesidad),
descenso de la vasodilatacion inducida por la insulina en musculo esquelético, o
alteracion del metabolismo postprandial de los AG. Otro mecanismo potencial que
contribuye a la RI es la la activacion del factor de necrosis tumoral (TNF) y su
receptor. Ademas, el incremento de la concentracion de leptina que se ha visto en la

HFC también pueden ocasionar RI debido al efecto que la leptina tiene en la

secrecion pancreatica de insulina y en la sensibilidad periférica a la insulina®.

3. Lipemia postprandial (LPP)
La LPP se refiere al acimulo en plasma de lipoproteinas ricas en TG (QM,
VLDL y sus remanentes) aproximadamente entre 6 y 10 horas tras la ingesta de una

32,33

comida grasa’*. Se ha objetivado que los sujetos con HFC tienen alterada la
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LPP*. Esta alteracion podria deberse a diferentes causas. En primer lugar, a la RI,
un aspecto central de la patogenia de la HFC, que como ya se ha comentado, es un
hallazgo muy comln en estos sujetos, y que condiciona un mayor riesgo
cardiovascular. Como consecuencia de la RI en situacion postprandial, se produce
un incremento en el flujo de remanentes de quilomicrones y VLDL ricos en TG al
higado, que se veria sobrecargado, con lo que aumentaria la produccion endogena
de VLDL, lo cual contribuiria a una mayor LPP. En segundo lugar, en sujetos con
HFC se ha demostrado una falta de captacion periférica en el tejido adiposo de los
AGL en situacion postprandial mediada por la RI y por una probable resistencia a la
accion de la ASP (proteina que estimula la acilacion). Ademas, la fraccion C3 del
complemento, que es un precursor de ASP, se reduce en las primeras horas tras una
sobrecarga oral grasa en sujetos con HFC, lo que implicaria un descenso
postprandial de ASP y, por tanto, de la captacion de AGL en tejidos periféricos. Por
este motivo, en situacion postprandial los AGL no se aclararian de forma fisiologica
por el tejido adiposo y sobrecargaria al higado. Esta situacion metabodlica de
incremento del flujo de AGL al higado lleva a la sobreproduccion de VLDL, con lo
que se genera un circulo vicioso que perpetia la hiperlipidemia postprandial***
(figura 3).

Recientemente ha quedado establecida la importancia de la concentracion
plasmatica de TG en ayunas como otro factor de riesgo cardiovascular
independiente. Por tanto, es probable que la LPP alterada sea también un factor
importante de riesgo cardiovascular, ya que pasamos la mayor parte del dia en
situacion postprandial®. Ya en la década de los 70, se describio la AE como un
proceso postprandial®®, y son varios los estudios epidemioldgicos que relacionan el
papel de las lipoproteinas postprandiales con el inicio y el desarrollo de
arteriosclerosis prematura®’. Se ha demostrado que los remanentes de quilomicrones
procedentes de la dieta pueden atravesar el endotelio vascular donde son
fagocitados por los macrofagos e induciran la formacion de células espumosas sin
presentar ninguna modificacion previa, a diferencia de lo que ocurre con las
particulas LDL, que antes deben modificarse™**.

Por tanto, la pared de los vasos de los pacientes con HFC estd expuesta a
concentraciones elevadas de estas lipoproteinas aterogénicas a lo largo del dia. La
consecuencia es una alteracion de la funcion vascular y un incremento del acimulo

subendotelial de remanentes, que conducen a la formacién de la placa de ateroma.
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Ademas, la hiperlipemia postprandial produce de manera indirecta una cascada de
procesos inflamatorios que favorecen el desarrollo de la arteriosclerosis. Entre ellos,
destaca la activacion de leucocitos por las lipoproteinas ricas en triglicéridos y sus
remanentes y la activacion de la célula endotelial, con mayor adherencia a células
inflamatorias. Esto debera producir un mayor estrés oxidativo y produccion de
citoquinas, perpetuando el dafio endotelial®®.

Asi, la LPP podria explicar la heterogeneidad en el riesgo coronario observado
entre distintos pacientes con HFC, puesto que puede ser un factor de riesgo
cardiovascular encubierto y precoz, aun en ausencia de hipertrigliceridemia en
ayunas**. Son varios los estudios epidemioldgicos que relacionan el papel de las
lipoproteinas postprandiales con el inicio y desarrollo de arteriosclerosis prematura.
Se han aportado datos sobre la existencia de RI y una alteracion en el metabolismo
postprandial de lipoproteinas ricas en triglicéridos en sujetos con HFC.

En este sentido, nuestros estudios* han mostrado que los sujetos con HFC tienen
alterada la LPP, evaluado con el perfil diurno de triglicéridos respecto a sujetos
control. Ademas, estas diferencias se mantienen cuando se introducen variables
conocidas que influyen en la LPP, como son la edad, el IMC y el perimetro de la
cintura. Este resultado demuestra la importancia de los factores genéticos,
probablemente responsables de la HFC, en la regulacion postprandial de los TG.
Similares resultados a los nuestros se han observado en poblacion holandesa
utilizando el mismo método**'.

Nuestro grupo ha mostrado que la insulinorresistencia es muy comun en sujetos
con HFC* e independiente de la presencia o no de obesidad abdominal® y del
fenotipo lipoproteico™. Ademas, condiciona mayor riesgo cardiovascular en sujetos
con HFC®, de tal modo que dichos sujetos presentaron de forma estadisticamente
significativa mayores valores de insulinemia y HOMA en ayunas como expresion
de una mayor insulinorresistencia, que a su vez contribuye a una mayor LPP.

Ademas, Halkes et al** demostraron una relacion positiva entre el grado de
insulinorresistencia y la LPP en sujetos con sobrepeso y valores normales de TG en
ayuno, y que las diferencias encontradas entre sexos, en la LPP desaparecen por el
efecto de la obesidad”. En nuestro grupo, también hemos visto que la LPP se
relaciona positivamente con el perimetro de la cintura en controles y con el

perimetro de la cintura y el IMC en sujetos con HFC, y en éstos, probablemente
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también la situacion de insulinorresistencia empeore con una mayor obesidad
abdominal que condiciona mayor LPP.

Por tanto, la HFC es un modelo genético de hiperlipidemia postprandial, y la
obesidad y el deposito de grasa abdominal se relacionan con la LPP, probablemente
mediado por la R, si bien son necesarios estudios prospectivos y de intervencion
para conocer la importancia de la hiperlipidemia postprandial en la prevencion

cardiovascular.

4. Oxidacion y HFC

La HFC presenta elevado riesgo cardiovascular, que se debe al desarrollo de AE.
Sin embargo, el dafio organico y el inicio y desarrollo de la enfermedad
cardiovascular es heterogéneo en este grupo de pacientes, lo que indica que
necesariamente deben existir otros factores de riesgo, ademas de la dislipemia, que
justifiquen esta variabilidad. En este sentido, un factor poco estudiado y emergente
es el nivel de estrés oxidativo (EO) y la inflamacion**.

El EO y numerosos productos a los que da lugar se han relacionado con la
enfermedad cardiovascular y el inicio y desarrollo de AE**’'. Diferentes modelos
animales de EO apoyan la idea de que los productos de éste tienen un efecto causal
en la AE. Por tanto, en sujetos con HFC, como modelos de dislipemia primaria con
AE precoz, el EO podria explicar parte de la variabilidad en la incidencia y
prevalencia de la enfermedad cardiovascular que desarrollan los afectados.
Ademas, el fenotipo lipoproteico expresado y el grado de RI podria relacionarse
con el EO.

En condiciones normales existe un equilibrio entre la produccion y degradacion
de radicales libres, principalmente derivados de oxigeno, funcionando incluso como
sefiales celulares imprescindibles para el correcto funcionamiento celular’>®.
Cuando existe un exceso moderado de productos de estas moléculas frente a su
degradacion se produce el EO que origina una serie de dafios celulares a varios
niveles™** (se pueden dafiar los lipidos de membranas, el ADN vy las proteinas), asi
como una serie de reacciones de oxidacion de diferentes componentes sanguineos
(oxidacion de lipoproteinas, eliminacion del NO circulante, etc.). El propio EO y las

moléculas oxidadas que origina tienen como consecuencia, a nivel celular, una serie

de respuestas mediadas por diferentes factores y moléculas que suponen la
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activacion o represion de numerosos genes >

, algunos de los cuales, se pueden
agrupar en varias unidades funcionales, como podrian ser :

- Enzimas que intervienen en la produccion de o6xido nitrico (principalmente
eNOS, iNOS y nNOS), sistemas implicados en los niveles de EO mediante la
produccion (NADH oxidasa y xantinooxidasa) o eliminacién de radicales libres
(catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y sistema glutation (GSS, GSR y
GPX))>*°7.

- Sistemas que eliminan productos de la reaccion  entre radicales y
macromoléculas, previenen su oxidacidon o la eliminan (sistema glutation,
principalmente las glutation transferasas y otros)’’.

- Genes implicados en la transmision de sefiales originadas por estrés oxidativo o
que lo inducen. Dentro de este grupo entrarian numerosos factores y hormonas
(angiotensina, endotelina, “insulin growth factor”, etc) y sus receptores (AT-1y 2,
IGF-1y 2, ET-A, etc) y que intervienen en cascadas de transmision de senales.

- Genes implicados en el metabolismo energético, dado que pueden inducir un
aumento o disminucion en la produccion de radicales libres, como los PPARS, IGF-
1 y 2, enzimas oxidativos, etc.

- Factores de trascripcion que pueden activar o reprimir la expresion de genes
como respuesta al EO, como:

- NF-kf, que es un factor de transcripcion en la respuesta a EO> (ver
después)*®.

- AP-1 (c-Fos y c-Jun), que junto con NF-xf3 controla la sefializacion del
estado redox en linfocitos®, y en general® se activa bajo diferentes condiciones de
E068,69'

- AP-2, implicado en la regulacion de la expresion de diferentes genes
relacionados con la eliminacion y produccion de EO™7'.

- Nrf-1 y Nrf-2 factores que se une a elementos o secuencias de respuesta
antioxidante, regulando la expresion de muchos genes implicados en la eliminacion
de la toxicidad y la atenuacion del EO™ y en los niveles de GSH™. Su actividad
puede ser regulada por fosforilacion mediante kinasa C™. Por otro lado, la
activacion de los elementos de respuesta antioxidante es reprimida por el factor de
transcripcion Mafk”™.

- Sp-1 “binding protein” (SP1BP) y la proteina similar a SP1BP, factores

que regulan la expresion de numerosos genes implicados en la eliminacion de
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radicales libres como son SOD 1 y 377

y otras proteinas que estan relacionadas con
el metabolismo, principalmente lipidico, como son el LDLR, LAL, etc; por lo que
podria estar implicada en algunas alteraciones metabdlicas de las enfermedades que
se van a estudiar.

- Erg-1, que se ha relacionado con un control negativo de genes implicados
en la eliminacion de especies reactivas’"’*".

- PPARS (a, B y v), cuya expresion esta regulada por EO y ellos mismos
regulan la expresion de numerosos genes, varios de los cuales pueden tener
importancia en la generacion de EO y el metabolismo energético*’. Polimorfismos
en estos genes se han relacionado con enfermedad cardiovascular™ diferentes
enfermedades™, sensibilidad a la insulina® y con la nutricion®'.

- “CAAT-enhancer binding-protein” (C-EBP a, B, y y €), cuya activacién
(B y v) se ha descrito cuando existe EO®, y se conoce que estas proteinas regulan la
expresion de numerosas proteinas y el elemento de regulacion al que se unen se
encuentra en numerosos promotores relacionados con EO, metabolismo energético
y en otros que en principio no estan relacionados.

Dentro de estas unidades funcionales implicadas en el EO, destacan por su papel
en la AE los sistemas implicados en la produccion y eliminacion de radicales
libres, y diversos factores de transcripcion que pueden activar o reprimir la
expresion de genes como respuesta al EO.

Los principales agentes oxidantes implicados en la AE son los denominados
“reactive oxygen species” (ROS)¥™* que son una familia de moléculas que se
producen en todas las células aerobias, muchas de las cuales tienen electrones
desapareados y se comportan como radicales libres. Estas moléculas ademas,
interaccionan con los mecanismos de sefalizacion vascular, lo cual parece tener un
papel fundamental en el control de la funcion endotelial. Dentro de los ROS se
incluyen moléculas tales como el anidén superdxido (O5), el grupo hidroxilo (OH),
oxido nitrico (NO) y radicales lipidicos. Otros ROS, como perdxido de hidrogeno
(H20,), peroxinitritos (ONOQO") y acido hipocloroso no son radicales libres per se,
pero tienen efecto oxidativo que también contribuye al EO**%.

Existen numerosos sistemas enzimaticos que potencialmente pueden producir
ROS en la pared vascular, pero tres parecen predominar sobre los demas: XO,

NADH/NADPH oxidasa y NO sintasa®". La actividad de la NADH/NADPH

oxidasa representa una de las principales fuentes de ROS en los vasos sanguineos.
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Esta presente en los fagocitos, en los fibroblastos de la adventicia, en las células
musculares lisas de los vasos sanguineos y en las células endoteliales. Genera O, y
puede conducir a la disfuncion endotelial por reduccion de la biodisponibilidad de
NO#63285 E] segundo sistema enzimatico implicado es XO, un enzima presente a
elevadas concentraciones en las células endoteliales que participa en el metabolismo
de las purinas. Es una fuente importante de O,, y al igual que el anterior, la
produccion de O,  por XO supone una alteracion de la biodisponibilidad de
NO*#¥_ Por ultimo, NOS, particularmente eNOS (sintetasa endotelial de NO),
pueden ser fuentes potenciales de O, bajo determinadas situaciones
fisiopatoldgicas. En condiciones normales, estos enzimas transfieren electrones a L-
arginina para formar L-citrulina y NO, sirviendo como cofactor en este proceso la
tetrahidrobiopterina (BH4). Sin embargo, si la biodisponibilidad de BH4 o de L-
arginina desciende, eNOS se transforma desde un estado acoplado (generador de
NO) a un estado desacoplado (generador de Oy"). Este ultimo estado, en el endotelio
puede llevar a EO y disfuncion endotelial por tres mecanismos. Por un lado, porque
la produccion enzimatica de NO estd disminuida. En segundo lugar, porque el
enzima comienza a producir O, contribuyendo al EO. Finalmente, porque eNOS
puede quedar so6lo parcialmente desacoplada, de forma que O, y NO se producen
simultdneamente, y se generan peroxinitritos, contribuyendo también al incremento
de EO™%%,

Los ROS pueden producir dafio celular a diferentes niveles, entre ellos el ADN.
Asi, durante los procesos de oxidacion se produce 8-oxo-7,8-dihidrodeoxiguanosina
trifosfato (8-oxo-dGTP) que modifica las bases en el ADN y genera 8-oxo-7,8-
dihidro-2’-deoxiguanosina (8-0x0-dG), que se considera un substrato mutagénico
importante para la replicacion del ADN. Ademas, este producto es un marcador de
EO*#,

Otro marcador de EO, es el MDA, un cetoaldehido fisiologico producido por
descomposicion peroxidativa de lipidos insaturados como producto del
metabolismo del araquidonato. El exceso de MDA producido como resultado del
dafio tisular puede combinarse con grupos amino libres de las proteinas, generando
modificaciones en dichas proteinas, que parecen alterar sus propiedades biologicas,
de forma que pueden resultar inmunogénicas, por lo que se generan autoanticuerpos
frente a ellas, que en algunos estudios se han asociado con procesos

arterioscleroticos®.
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Frente a los anteriores, existen una serie de enzimas antioxidantes vasculares que
limitan el acimulo intra y extracelular de ROS producidos de forma basal. Estos
sistemas antioxidantes incluyen: SOD, que convierte O, en H»O,, para prevenir la
reaccion de O, con NO, evitando asi la formacién de peroxinitritos; CAT, que
reduce H,O; a agua, directamente; glutation peroxidasa (GPX), que reduce H,0O, a
agua, y perdxidos lipidicos a alcoholes lipidicos, mediante la oxidacion de otros
substratos; glutation reductasa (GSR), que reduce glutation; y glutation-s-
transferasa (GSS), que detoxifica oxidantes®®.

Una vez generado el O, por los distintos sistemas enzimaticos, es transformado
en H,O, por la actividad de la familia de SODs. En los mamiferos existen tres tipos
de SOD: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, y SOD extracelular (EC-SOD)*. Cu/Zn-SOD esta
presente practicamente en todas las células, sobre todo a nivel citoplasmatico, con
alguna actividad en lisosomas, peroxisomas, ntcleo y el espacio intermembrana
mitocondrial. MnSOD se encuentra ampliamente distribuida a nivel mitocondrial, y
contribuye al 10% de la actividad celular total. EC-SOD, se localiza en el espacio
extracelular, es sintetizada por las células musculares lisas vasculares, y es 1til para
minimizar la inactivacion endotelial superoxidodependiente debida a NO***%%8,

El H,O; que resulta de la accion de SODs (o accion de otras oxidasas tales como
XO) es reducido a agua por la CAT y la GPX. CAT, existe como un tetrdmero
constituido por 4 mondmeros idénticos, que contienen un grupo heme en el lugar
activo, y se restringe practicamente a los peroxisomas. La degradacion de H,O, es
conseguida directamente por CAT, a diferencia de las GPS, una familia de enzimas
tetraméricos, que requieren moléculas tales como el glutation reducido (GSH) para
reducir H,O, y peréxidos lipidicos, a sus correspondientes alcoholes, junto con la
produccion de glutation oxidado (GSSG)”*. Hasta el momento, se han descrito 4
isoformas de GPX: GPX-1 (GPX celular), que es ubicuitaria, y reduce H,O, asi
como peroxidos de &cidos grasos libres, pero no perdxidos de lipidos esterificados,
ya que éstos son reducidos por GPX-4, que se localiza en la membrana; GPX-2
(GPX gastrointestinal) localizada en las células del epitelio gastrointestinal, donde
es util para reducir los peroxidos de la dieta; y GPX-3 (GPX extracelular), que es el
unico miembro de la familia de GPX, que reside en el compartimento extracelular,
y se cree que es el enzima antioxidante extracelular mas importante en los

mamiferos®**(figuras 4 y 5).
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Asi pues, cuando existe un desequilibrio entre los agentes oxidantes y
antioxidantes comentados, se generan una serie de metabolitos, asi como la
activacion e inhibicion de una serie de genes. Si pudiéramos medirlos podriamos
conocer ¢l grado de EO, ya que son estas modificaciones oxidativas en la pared
arterial las que pueden iniciar o contribuir a la aterogénesis.

Ademas, se ha propuesto que el EO seria el mecanismo patogénico que
relacionaria la presencia de RI con la disfuncion de la célula B, pudiendo conducir

posteriormente, a la presencia de DM2%.

5. Inflamacion, arteriosclerosis e insulinorresistencia

Al igual que el EO, la inflamacion es un elemento fundamental de la patogenia
de la AE****, ya que ésta es una enfermedad inflamatoria lentamente progresiva.
Ademas en todas las etapas de la aterogénesis se evidencian procesos inflamatorios.

Inicialmente, la respuesta inflamatoria es un intento de resolver la alteracion y
daio producidos por la modificacion de las LDL. Esta respuesta inflamatoria se
perpetiia y desencadena una situacién inflamatoria cronica, que contribuye a la
progresion de la placa arteriosclerdtica. Numerosas proteinas como las interleucinas
(IL-1, IL-6), factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) y proteina C reactiva (PCR)
han sido relacionadas etioldgicamente en diferentes estudios tanto epidemioldgicos,
como clinicos y experimentales con la AE¥, ya que estos factores regulan el
recambio y diferenciacion de células a nivel vascular, y pueden influir en el
desarrollo de la placa.

El factor de transcripcion NF-kf es un factor clave en la regulacion de la
inflamacion. Este factor es crucial, ya que desempefia un papel importante en la
patogenia del proceso arteriosclerotico como regulador del balance entre genes pro
y antiinflamatorios, y como regulador de la supervivencia y proliferacion celular.
NF-xf controla la transcripcion de multiples genes con un papel establecido en la
patogenia de la arteriosclerosis. Asi, por ejemplo este factor induce la expresion de
sustancias como las citoquinas (IL-1, IL-6), las quimiocinas, las moléculas de
adhesion (VCAM, ICAM...) y proteinas de fase aguda (TNF-a, PCR) que
intervienen en el inicio y desarrollo de la arteriosclerosis® . Ademas, NF-xf3 es un
factor de transcripcion que parece mediar en las primeras fases de la respuesta a

EO°. Como hemos comentado, este factor de transcripcion activa la expresion de
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genes que pueden mediar en el dafio vascular’, pero también su presencia es
necesaria para la expresion de otras proteinas importantes para la proteccion frente a
EO, como la MnSOD? y frente a la apoptosis.

NF-kf es un dimero constituido por 2 subunidades, p50 y p65, que en situacion
basal se mantiene inactivo por una proteina inhibidora a la que se encuentra unida
en el citoplasma, el inhibidor de kB (Ikf), del que existen diversas isoformas,
siendo la principal Ixfoa. Diversos agentes pueden inducir la activacién de
diferentes cascadas de transduccion de sefiales, por multiples vias, que producen la
activacion del complejo denominado Ixf3 cinasa (IKK), que media la fosforilacion
de Ik, siendo éste un paso esencial en la activacion de la cascada de activacion de
NF-«xf. El complejo IKK estd compuesto por tres subunidades, dos de ellas
cataliticas, con actividad cinasa, que son IKK1 (IKKa) e IKK2 (IKKp), y una
reguladora, conocida como el modulador esencial de NF-x3 (NEMO/IKKY) sin
actividad cinasa, pero necesaria para la formacion de NF-xf**. Esta fosforilacion
de Ik por el complejo IKK es un paso esencial en la cascada de activacion de NF-
kP, y activa NF-k3 que penetra en el nucleo celular, y se une a secuencias
especificas en los promotores de los genes diana, antes comentados, activando su
transcripcion (figuras 6 'y 7).

La activacion de NF-«xf3 puede ser iniciada por un amplio grupo de estimulos,
entre los que se incluyen agentes inmunologicos, factores de crecimiento, procesos
relacionados con el EO y diversas citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-6), que se han
implicado directa o indirectamente en la patogenia de la AE®*%*%,

TNFa, producida principalmente por macréfagos, es una de las citoquinas
proinflamatorias e inmunomoduladoras més importantes. Es liberada en el lugar de
la inflamacién y juega un papel principal en el reclutamiento y activacion de células
inflamatorias, ya que regula moléculas de adhesion, activa células endoteliales,
induce la produccion de interleucinas e incrementa la permeabilidad vascular®*®.
Sus efectos biologicos son alcanzados por activacion de cascadas de sefializacion
que desarrollan un programa de expresion genética especifico, siendo una de las
principales vias implicadas NF-xp**. Se ha especulado que TNF-o es
proaterogénica basado en su actividad inflamatoria, y su posible papel en la AE
procede de los resultados de distintos estudios realizados en animales. Asi, se ha

observado que la inhibicion de TNF-a en ratones apoE-/- mediante Ia
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administracion cronica de receptor de TNF-a soluble supone una importante
reduccion del tamafio de la lesion™, y que la deficiencia de TNF-a en ratones se
asocio especificamente con menor presencia de lesiones avanzadas®.

IL-1 es también una citoquina proinflamatoria. Su relacion con la patogenia de la
AE se ha estudiado en ratones con deficiencia de IL-1 o ausencia de receptor de IL-
1. Se ha visto, que la ausencia de IL-1 en ratones apo E-/- reduce la presencia de AE
aproximadamente en un 30%", y que la ausencia de receptor de IL-1 ha mostrado
recientemente un importante descenso en el desarrollo de AE en ratones apoE-/-**.

Por lo que respecta a IL-6, se trata también de una importante citoquina
inflamatoria asociada con AE y otras enfermedades inflamatorias, que es expresada
de forma abundante en las lesiones arteriosclerdticas”. IL-6 estimula la expresion
de factor tisular, de receptores de LDL a nivel macrofagico, de PCR vy fibrinogeno,
y la agregacion plaquetaria. Ademas, regula la expresion de otras citoquinas
inflamatorias tales como IL-1 y TNF-a. IL-6 es el mediador central en la respuesta
de fase aguda, y es el principal inductor de la produccion hepatica de PCR, que
junto con IL-1 y TNF-a, se ha asociado con riesgo de patologia arterial coronaria en

numerosos estudios'®!%!

. Por ultimo, se ha demostrado que la administracion de
concentraciones suprafisiologicas exdgenas de IL-6 en ratones ApoE -/- exacerba la
formacion de lesiones arteriosclerdticas'”, aunque también existen estudios que
sugieren un papel protector de esta tltima'”'*.

Otro importante marcador de inflamacion y dafio tisular es la PCR, que es uno
de los principales reactantes de fase aguda. Activa la via cléasica del complemento,
media la fagocitosis, regula la inflamacién, y es un marcador poco especifico, pero
muy sensible de infeccion e inflamacion tisular. Su secrecion estd bajo control de
transcripcion por IL-6. Sin embargo, IL-1 y TNF-o también contribuyen a la
sintesis de PCR, que a su vez, induce la secrecion de IL-1 y TNF-o’>'%.

La PCR es proaterogénica y protrombdtica. En las células endoteliales induce
descenso de eNOS vy prostaciclina, e incremento de endotelina 1, moléculas de
adhesion celular, IL-8 y PAI 1. En las células del sistema monocito-macréfago
induce la secrecion de factor tisular, el incremento de ROS, la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, y promueve la quimiotaxis y adhesion de monocitos y

el incremento de la captacion de de LDL oxidadas. Ademads, también se ha

demostrado que la PCR incrementa la activacion de NF-x[3*.
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Por tanto, la AE es una enfermedad inflamatoria, en la que participan multiples
citoquinas inflamatorias que producen la activaciéon de NF-kf3, que es la encargada
de regular la transcripcion de distintos genes involucrados, a su vez, en una gran
variedad de procesos. La activacion de NF-«f3 esta sujeta a multiples mecanismos
de control. El primero de ellos a través de Ik} que mantiene inactiva a NF-k[f3, pero
a la vez, IkB estd regulada transcripcionalmente por NF-xf, mediante un
mecanismo de feed back®.

En segundo lugar, los genes activados por NF-kf3 incluyen los que codifican los
mismos factores responsables de su activacion, es decir, que activa la transcripcion
de los genes que codifican para citoquinas como IL-1 y TNF-a. Ambas producen la
activacion de NF-xf3, generando un estado de inflamacién, en el que a su vez
aumentan tanto los niveles plasmaticos como la expresion de ARNm de IL-1, [L-6 y
TNF-a. Es decir, estas citoquinas son activadores de NF-«xf3, pero a la vez son
regulados por ella. Por tanto, estas citoquinas pueden participar en la AE por
regulacion de otros muchos genes dependientes de NF-«xf3 y por amplificacion de la
respuesta inflamatoria®**,

Por otro lado, productos de EO pueden producir translocacion de NF-k[f3,
mientras que los agentes antioxidantes pueden bloquear la fosforilacion de Ii*.

La importancia de NF-kf} en el desarrollo de RI se ha observado al estudiar el
tejido adiposo. Este tejido secreta un elevado nimero de hormonas con multiples
acciones biologicas, entre ellas TNF-a, que juega un papel importante en la
estimulacion de la produccion de leptina, junto con IL-6 y otros mediadores
inflamatorios, cuya expresion estd incrementada durante la ganancia de peso y
reducida con la pérdida del mismo. TNF-a estimula la lipdlisis, y su presencia se
asocia con hiperinsulinemia y RI, de tal forma que su neutralizaciéon en ratones
obesos ha demostrado mejorar la insulinosensibilidad. Por otro lado, la obesidad se
asocia con bajos niveles de adiponectina (que se asocia con las manifestaciones del
sindrome metabolico, como son la RI y la diabetes tipo 2), mientras que la pérdida
de peso produce un incremento de ésta. Ademads, se ha demostrado que TNF-a
estimula la activacion de NF-kf, induciendo un aumento en la produccién de
citoquinas y moléculas de adhesion, junto con un incremento de EO, mientras que
la adiponectina inhibe la activaciéon de NF-«xf3, y promueve un perfil metabolico

protector'®.
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Ademas, NF-kf3 también ha sido relacionada con RI. Recientemente, en un
modelo de animal transgénico con ausencia de IKKP, que, como ya se ha
comentado, es el regulador principal y central de la respuesta inflamatoria por
activacion de NF-kf, se ha probado la relacion de estos factores con la RI'.
También, en otro modelo de raton transgénico con expresion selectiva de IKKf en
hepatocitos, se ha demostrado la relacion entre activacion hepatica de NF-x3 y
cascada inflamatoria (citoquinas como TNFa, IL-1 e IL-6) con el desarrollo de RI y
diabetes. Similares resultados se obtuvieron en animales no transgénicos

alimentados con una dieta rica en grasa'™

. En estos modelos la RI mejor6 con la
neutralizacion de IL-6 o con la inhibicién de IKK.

Estos estudios indican la importante relacion entre los distintos factores
inflamatorios, mediados por NF-x[3, y la RI, que es la base fisiopatologica de la
diabetes tipo 2 y del sindrome metabdlico (figuras 8 y 9).

La HFC es un modelo genético de dislipemia mixta con RI y elevado riesgo de
cardiopatia isquémica por el desarrollo precoz de arteriosclerosis. En este trabajo de
investigacion pretendemos conocer si los factores inflamatorios antes comentados
se encuentran elevados y si se relacionan con el grado de RI. Es decir, trasladar los
resultados encontrados in vitro, en modelos animales de arteriosclerosis precoz y en
otras poblaciones de alto riesgo cardiovascular, a nuestro modelo. No existen en la
actualidad estudios al respecto en la HFC.

Nuestros resultados podrian en parte explicar la relacion entre la inflamacion y
el EO, y la dislipemia mixta con RI. Ademas, podrian explicar el alto riesgo
cardiovascular de estos sujetos y, por tanto, el papel que juegan estos procesos

moleculares de inflamacién y EO en la arteriosclerosis humana precoz.
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6. Figuras
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Figura 1: Diferentes procesos metabodlicos en la HFC. Tomada de de Graaf J, Veerkamp MJ,
Stalenhoef AFH. Metabolic pathogenesis of familial combined hyperlipidaemia with emphasis on
insulin resistance, adipose tissue metabolism and free fatty acids. J R Soc Med 2002,95:46-53.
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Figura 2: Alteraciones del tejido adiposo en la HFC. Tomada de de Graaf J, Veerkamp MJ,
Stalenhoef AFH. Metabolic pathogenesis of familial combined hyperlipidaemia with emphasis on
insulin resistance, adipose tissue metabolism and free fatty acids. J R Soc Med 2002;95:46-53.
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Figura 3: Lipemia posprandial en HFC. Tomada de Castro Cabezas M. Postprandial lipaemia in
familial combined hyperlipidaemia. Biochemical Society Transactions2003;31:1090-1093
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Figura 4. Fuentes de ROS en las células vasculares. Tomada de Madamanchi NR, Vendrov A,
Runge MS. Oxidative stress and vascular disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005;25:29-38.
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Figura 5. Origen de ROS potencialmente involucrados en los mecanismos de sefializacion

vascular. Tomada de Wolin MS. Interactions of oxidants with vascular signaling systems.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000;20:1430-42.

Figura 6. Activacion de NF-xfB. Tomada de de Winther M, Kanters E, Kraal G, Hofker MH.
Nuclear factor kB signaling in atherogenesis. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005,25:904-14.
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Figura 7. Vias de sefializacion de IKK/ NF-«B. Tomada de Luo J-L, Kamata H, Karin M.

IKK/NF-kf signaling: balancing life and death-a new approach to cancer therapy. J Clin Invest
2005;115:2625-32.
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La arteriosclerosis (AE) es un proceso inflamatorio crénico con acumulacion de
monocitos y macrofagos en la pared arterial con produccion de numerosas sefiales
que perpetuan y complican la placa de ateroma. NF-K[3, asi como el estrés
oxidativo (EO), se han relacionado con del inicio y desarrollo de la AE en modelos
animales. En modelos humanos de dislipemia primaria y arteriosclerosis precoz
como es la hiperlipidemia familiar combinada (HFC), todavia no se ha estudiado la
relacion entre parametros antropométricos, grado de resistencia a la insulina (RI) y
fenotipo lipoproteico con la expresion de factores de EO y de inflamacién como
NF-K§, relacionados con el inicio y desarrollo de AE. En modelos animales de Rl y
en sujetos con diabetes tipo 2 o RI se ha mostrado una relacion de ésta con la
inflamacion y oxidacion.

La HFC es un modelo genético de hiperlipidemia mixta con RI, alteracion de la
lipemia postprandialy aterosclerosis precoz.

En este sentido, la hipotesis de trabajo es:
En la HFC debe existir estrés oxidativo y activacion de factores inflamatorios
implicados en el inicio y desarrollo de la AE que estaran relacionados con el grado

de Rl y sus determinantes clinicos.

Los objetivos son:

3.1. Objetivo general

1. Conocer el nivel de EO y factores de inflamacion relacionados con la AE en
sujetos con HFC y controles.
2. Analizar la relacion entre pardmetros antropométricos y grado de RI con el

EO y la inflamacién en sujetos con HFC y controles.

3.2. Objetivos especificos

1. Estudiar el grado de EO en sujetos con HFC y controles.
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1.1. Determinaciéon en plasma de los niveles de 8-oxo-dG, MDA, GSH,
GSSG y actividades enzimaticas antioxidantes (SOD, CAT y GPX).

1.2. Conocer la activacién de sistemas que controlan la inflamacion
sistémica y la respuesta a EO. Para ello se estudiard la actividad del factor de

transcripcion NF-kf.

2. Conocer el grado de inflamacion sistémica relacionada con AE, mediante la

determinacion de PCRas, IL1, IL6 y adiponectina en sujetos con HFC y controles.
3. Analizar la relacion de los parametros de EO e inflamacion comentados con

determinantes clinicos de RI (tipo y grado de obesidad) y HOMA en sujetos con
HFC y en controles.
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1. Sujetos

1.1. Pacientes con HFC

Hemos estudiado 42 pacientes (15 mujeres y 27 varones) diagnosticados de
HFC, procedentes de la Unidad de Lipidos y Arteriosclerosis del Servicio de
Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico Universitario de Valencia. El rango
de edad de los pacientes estudiados fue de 31 a 62 afios y un IMC entre 18,78 y
34,74 kg/m*. Ninguno de ellos habia presentado ningtin episodio cardiovascular.
La seleccion de los pacientes se realizd por muestreo consecutivo.
1.1.1  Criterios de inclusién:

e FEdad: 18-65 afios.

e El diagnostico de HFC se baso en los siguientes criterios:

- Historia familiar con patréon autosdmico dominante de una dislipemia con
fenotipo lipoproteico multiple (IIa, IIb o IV).

- Dislipemia: colesterol y triglicéridos mayores del percentil 90 (CT > 200
mg/dl y/o TG = 150 mg/dl) con apo-B > 120 mg/dl.

1.1.2 Criterios de exclusion:

e Ingesta de alcohol > 30 g/dia.

e Habito tabaquico (si es exfumador, al menos un afio).

e TSH>10 mU/ml.

e Enfermedad hepatica avanzada (con insuficiencia hepatica).

e Colestasis, definida por valores de y glutamil transpeptidasa (GGT) > 32 mU/ml,
bilirrubina directa > 0,2 mg/dl y fosfatasas alcalinas > 250 mU/ml; valores méximos
de nuestro laboratorio.

e C(Creatinina sérica > 2 mg/dl o insuficiencia renal terminal en dialisis.

e Obesidad grave con IMC > 35 kg/m’.

e Fluctuaciones ponderales mayores al 10% del peso corporal en los tltimos tres
meses.

e Seguimiento de dietas hipocaldricas para la reduccion de peso.

e Medicacion hipolipemiante o cualquier farmaco que modifique el perfil lipidico
o situacion de EO e inflamacion y no pueda ser retirado 6 semanas antes de iniciar

el estudio.
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e Embarazo o lactancia en los 3 ltimos meses.

¢ Enfermedad neoplasica metastasica.

e Pacientes en prevencion secundaria (infarto agudo de miocardio, angioplastia
transluminal, by-pass aorto-coronario, angor pectoris con test de esfuerzo positivo,
ACV).

e Diabetes mellitus.

e Hipertension arterial.

e Cualquier infeccion sufrida en las seis semanas previas al estudio.

1.2. Grupo control

Fueron estudiados 24 voluntarios sanos (9 mujeres y 15 varones) sanos
normolipidémicos, con un rango de edad de 23 a 64 anos y un IMC entre 20,09 y
30,59 kg/m? procedentes del personal del Hospital Clinico Universitario y
familiares no afectados de los casos indice.
1.2.1. Criterios de inclusion:
e Edad: 18-65 afios.
e CT <200 mg/dl con TG < 150 mg/dl.

e Ausencia de antecedentes personales o familiares de dislipemia.

1.2.2. Criterios de exclusion:

Se siguieron los mismos criterios de exclusion que los aplicados para los
pacientes, descartando ademds a los sujetos con apo-B>120 mg/dl o tolerancia

anormal a la glucosa.

2. Métodos

Se ha disefiado un estudio de casos-controles. Todas las mediciones fueron
realizadas por el mismo investigador. En ambos grupos se ha aplicado el siguiente
protocolo de estudio, recogiendo:
e Parametros clinicos.
e Parametros antropométricos.

e Parametros bioquimicos y genéticos.

2.1. Parametros clinicos

Se realizé una anamnesis detallada con especial énfasis en:
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e Registro del habito tabaquico con recogida de n°® de cigarrillos/dia. En caso de
ser exfumador se registra el n° de cigarrillos/dia fumados, el n° de afios en que se
mantuvo el habito y el afio en que se abandona el consumo.

e Consumo de alcohol con registro de gramos/dia.

e Ejercicio fisico, reflejando los minutos por semana.

e Farmacos de consumo habitual u ocasional que coincidan con el periodo de
estudio.

e En los casos, afios de evolucion de la dislipemia y episodios cardiovasculares
presentados hasta la fecha de inclusion en el estudio.

e Determinacion de la presion arterial tras 10 minutos de reposo en decubito
supino, utilizando el valor medio de 3 mediciones separadas 5 minutos realizadas

con un esfigmomandmetro de mercurio.

2.2, Parametros antropométricos

Se determinaron los datos siguientes:
e Peso en kilogramos (kg) mediante una bascula romana, la talla en metros (m) y
el indice de masa corporal (IMC) en kg/m’.
e Circunferencia de la cintura: se mide en el punto medio entre la espina iliaca
anterosuperior y el margen costal inferior. La medida se obtiene con una cinta
métrica graduada en centimetros (cm) estando el sujeto en bipedestacion y los

brazos en posicion anatomica'”.

2.3. Parametros bioquimicos y genéticos

Se realizaron las siguientes pruebas:
e Estudio del metabolismo lipidico basal, tras 12 horas de ayuno nocturno y sin
medicacion hipolipemiante (periodo de lavado de 6 semanas) con determinaciones
de CT, TG, cHDL, cLDL, cVLDL, remanentes y apolipoproteina B. El procesado
de las muestras se realizd en el Laboratorio de Endocrinologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia.
e Determinacion de insulina basal.
e Obtencion de ADN para estudio genético y determinacion del genotipo de apo E.

e Determinacion de parametros de estrés oxidativo.
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e Determinacion de la actividad de factores de transcripcion, como es NF-«f3.

2.3.1. Perfil lipidico

Las muestras de sangre se obtuvieron tras 12 horas de ayuno nocturno y sin
medicacion hipolipemiante (periodo de lavado de 6 semanas), se depositaron en
tubos con EDTA, y una vez en el laboratorio, se separ6 inmediatamente el plasma
mediante centrifugacion refrigerada a 2500-3000 rpm durante 10 minutos. Las
muestras de plasma fueron procesadas inmediatamente o se congelaron a —20°C y
procesadas en la semana siguiente.

e Colesterol total (CT): Se determind por un método enzimatico colorimétrico'’,
con reactivos comerciales de Bayer Diagnosticos para sistema Technicon®. El
método estd basado en la oxidacion del colesterol, catalizada por la enzima
colesterol oxidasa, donde se genera peroxido de hidrogeno que participa en la
oxidacién de un cromogeno (4-aminofenazona y 4-clorofenol), formando una
quinoamonoimina con un pigmento rojo. La variaciéon en la absorbancia de este
color permite cuantificarlo en un espectrofotometro.

e Triglicéridos (TG): Cuantificado por un método enzimatico colorimétrico'!, con
reactivos comerciales de Bayer Diagnosticos. La técnica se basa en la
determinacion del glicerol contenido en las moléculas de TG tras su hidrélisis
mediante lipasas, para eliminar los acidos grasos. El glicerol, por la accion de la
glicerol quinasa y en presencia de ATP, produce glicerol-fosfato, compuesto que
reacciona con el oxigeno a través de una oxidasa, generando peroxido de hidrégeno,
que participa en una reaccion donde se genera una quinona de pigmento rojo que es
medida en un espectrofotometro.

e Colesterol HDL (cHDL): Para separar las HDL se utiliza la precipitacion con
acido fosfotungstico-cloruro de magnesio'?. Se utilizaron reactivos comerciales de
Boehringer Manheim. Este método estd basado en la propiedad de los polianiones
como el &cido fosfotiingstico, de precipitar las lipoproteinas mas grandes y menos
densas en presencia de cationes divalentes como el cloruro de magnesio, quedando
las HDL en el sobrenadante. Posteriormente, son cuantificadas por un método
enzimatico colorimétrico.

e Colesterol LDL (cLDL): Se calcul6 por sustraccion aplicando la formula:

¢LDL = CT — (cHDL + ¢VLDL).
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e (olesterol VLDL (¢cVLDL): Se calcul6 aplicando la féormula:
cVLDL = TG/5.

e Remanentes: se calcularon aplicando la féormula:
Remanentes = cVLDL/ApoB

e Apolipoproteina B (apoB): Se determind por inmunoturbimetria'®.

2.3.2. Determinaciones de glucosa e insulina

2.3.2.1.Glucosa

Se determind por el método de la glucosa oxidasa'* (método enzimatico
colorimétrico), con reactivos comerciales Glu-Cinet de Bayer Diagnosticos, en un
analizador Technicon®Ra ™-1000.
2.3.2.2. Insulina

Se determin6 por ELISA.
2.3.2.3. Célculo del indice HOMA

El indice HOMA (Homeostasis model assessment) se calcul6 segin la formula
descrita por Matthews et al'">.
fndice HOMA= insulina (uU/ml) * [glucosa (mmol/1)/ 22.5]

Este indice es considerado como un indice indirecto de insulinorresistencia''.
Estudios recientes de Ascaso y colaboradores han demostrado que un indice HOMA
de 2,6, que corresponde al percentil 75 en sujetos de la Comunidad Valenciana,

define la situacidn de insulinorresistencia'!”!8,

2.3.3. Determinacion del genotipo de la apo E

Se determin6 por PCR y posterior digestion enzimatica.

2.3.4. Determinacion de parametros de estrés oxidativo

La sangre se recogi6 en tubos heparinizados y se conservé en frio (4°C) para su
inmediato procesamiento que vari6 segun el andlisis a realizar.

La determinacion de la actividad antioxidante total del plasma se llevo a cabo
mediante Kits comerciales de la casa Randox seglin protocolo.

Las actividades de enzimas antioxidantes, SOD (Cu/Zn y Mn), catalasa (CAT),
GPX y GSH se llevo a cabo seglin la metodologia descrita en Handbook of Methods

for Oxigen Radical Research'”, con ligeras modificaciones.
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La relacion GSSG/GSH se determind mediante cromatografia de alta presion
(HPLC) y deteccion UV, haciendo uso de patrones apropiados y siguiendo la
metodologia descrita por Asensi et al'*’.

La cuantificacion de la base mutagénica 8-oxo-dG se realiz6 por cromatografia
de alta eficacia y deteccion electroquimica (HPLC-EC) en conexién en serie con
detector UV para establecer la relacion 8-oxo-dG/dG, a partir de DNA gendmico

extraido de los linfocitos y sus mitocondrias siguiendo las condiciones descritas por

Frenkel et al'?'.

2.3.5 Determinacion de la actividad de los factores de transcripcion (NF-k[3)

Se extrajeron proteinas totales de los linfo-monocitos purificados anteriormente
y se determind la actividad de los factores de trascripcion mediante geles de retardo,
para los cuales se utilizaron kits comerciales y oligos con las secuencias especificas

del factor de trascripcion. Mediante ELISA se determind la cantidad total.

2.3.6 Determinacion de adiponectina e interleucinas

Se determinaron por ELISA

2.4. Métodos estadisticos

El tamafio muestral para el estudio transversal en ayunas se calcul6 teniendo en
cuenta un error alfa estandar del 5 %, un error beta del 20 %, y para detectar
diferencias clinicamente relevantes entre proporciones superiores al 20% 'y
modificaciones de las variables criticas de EO superiores al 20% entre controles y
sujetos con HFC. La muestra comprendera un minimo de 40 controles sanos, y 40
sujetos con HFC apareados por edad, IMC y perimetro de cintura.

El muestreo de los casos y controles fue consecutivo. La poblacion diana de
casos son los pacientes afectados de HFC controlados en nuestro centro. Y la de los
controles, sujetos sanos normolipidémicos no diabéticos proceden del personal del
Hospital Clinico Universitario y familiares no afectados de los casos. Finalmente, se
reclutaron 26 controles y 42 sujetos con HFC, lo que supone 2 casos para cada
control. Al no alcanzar el numero suficiente de controles no se han realizado los
analisis estadisticos en este subgrupo.

Las variables cuantitativas han sido expresadas en media y desviacion estandar y

las cualitativas como porcentajes o numero total.
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Sujetos y Métodos

Para la comparacion de las variables cuantitativas entre grupos se ha utilizado el
analisis de las varianzas (ANOVA) y en caso de que las variables no cumplieran
criterios de normalidad o en grupos con n < 30 el test de Mann Whitney. Para
corregir factores de confusion en algunos estudios de comparacion se ha utilizado el
andlisis por ANCOVA. Las variables de confusion introducidas para la
comparacion entre grupos fueron la edad, el sexo y la cintura.

Para la comparacion de las variables cuantitativas entre grupos se ha utilizado el
test del Chi cuadrado o el test de Fisher cuando la n era <5.

Para conocer las correlaciones univariantes entre las variables analizadas hemos
utilizado la prueba de Pearson.

Finalmente, se ha utilizado el analisis multivariante (regresion lineal multiple)
para conocer la independencia de diferentes variables en la prediccion de la variable

dependiente. En cada caso se detallard la variable dependiente y las independientes.
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V. Resultados
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Resultados

1 Comparacion de los parametros analizados en el grupo completo: controles
frente a HFC

En las tablas y figuras que se exponen a continuaciéon comparamos las
caracteristicas generales, antropométricas y bioquimicas, asi como pardmetros de

oxidacién e inflamacion del grupo de controles frente al de HFC.

1.1 Caracteristicas generales

En la tabla 1 se observan las caracteristicas generales del grupo completo, como
edad, sexo, peso, IMC y cintura. Son grupos comparables en género ¢ IMC. Se
observan diferencias estadisticamente significativas en la edad y en el perimetro de

la cintura.

Tabla 1.- Caracteristicas generales del grupo completo.

Controles HFC
(n=24) (n=42)
Edad (afios) 37,69(14,34) 44,92(8,55)*
Sexo Hombre/Mujer 15/9 27/15
Peso (kg) 73,19(11,79) 77,81(16,93)
IMC (kg/m’) 27,25(4,51) 27,14(4,02)
Cintura (cm) 86,60(10,79) 93,33(13,28)*

%p<0,05.

En todos los casos, al comparar por edad y sexo, y al corregir por la cintura, no
se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en las variables

mostradas en la tabla.

1.2 Datos bioquimicos

En la tabla 2 resumimos los principales resultados bioquimicos en ayuno del
grupo completo. Encontramos diferencias significativas entre ambos grupos en los
valores de glucosa, insulina y HOMA. También encontramos diferencias en el CT,
TG, cLDL, cVLDL, remanentes y apo B significativamente superiores en los
sujetos con HFC respecto a controles, obviamente por los criterios de seleccion. El

cHDL es menor en el grupo de HFC que en el de controles.
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Tabla 2.- Datos bioquimicos en ayunas del grupo completo.

Controles HFC
(n=24) (n=42)
Glucosa (mg/dl) 89,58(5,56) 98,82(12,09)**
Insulina (pU/ml) 7,64(4,88) 14,86(7,54)**
HOMA 1,68(1,09) 3,60(1,87)**
CT (mg/dl) 185,91(31,63) 269,32(77,42)**
TG (mg/dl) 99,70(45,21) 307,55(281,38)**
cHDL (mg/dl) 47,00(8,52) 40,40(8,61)**
Cldl (mg/dl) 119,04(25,25) 176,25(60,15)**
cVLDL (mg/dl) 19,94(9,04) 59,18(55,89)**
Remanentes 0,23(0,09) 0,50(0,48)**
Apo-B (mg/dl) 85,12(16,32) 127,10(28,67)**
#% p<0,01.

La edad y el sexo no tienen efecto sobre estas variables. Estas diferencias

significativas se mantienen cuando se corrigen las variables por la cintura.

1.3 Parametros de oxidacion

En la tabla 3 quedan reflejados los valores de los parametros biologicos de
oxidacion del grupo completo. Los valores de 8-0x0-dG y el cociente GSSG/GSH
son significativamente superiores en los sujetos con HFC respecto a controles,

mientras que GSH y GPX son significativamente inferiores en el grupo de HFC.

Tabla 3.- Parametros biologicos de oxidacion del grupo completo

Controles HFC
(n=24) (n=42)

8-0x0-dG (8-0x0-dG/10° dG) 4,55(1,12) 5,48(1,08)**
MDA (U/g proteina) 0,21(0,09) 0,25(0,09)
GSH (nmol/mg proteina) 22,48(4,32) 19,00(3,42)**
GSSG (nmol/mg proteina) 0,27(0,12) 0,31(0,10)
GSSG/GSH (GSSG/GSH %) 1,33(0,83) 1,73(0,66)*
SOD (U/mg proteina) 6,14(3,18) 5,62(3,78)
CAT (U/g proteina) 193,14(51,01) 170,15(50,31)
GPX (U/g proteina) 56,41(8,04) 51,44(5,41)**

*p<0,05; **p<0,01.
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En las siguientes figuras (10 a 17) estan representados los marcadores de
oxidacion de ADN mitocondrial y de estrés oxidativo. Se observa un aumento de
los marcadores de dafio del ADN y de los sistemas oxidantes (significativo en el
caso de 8-0x0-dG, GSH/GSSG y GPX), y un descenso de los sistemas antioxidantes

(significativo en el caso de GSH).

Figura 10. 8-0xo0-dG
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Figura 12. GSH
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Figura 13. GSSG
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Figura 15. SOD
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Figura 17. GPX
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Estas diferencias significativas se mantienen cuando se corrigen las variables por

la cintura, la edad y el sexo.

1.4 Parametros de inflamacion

En la tabla 4 quedan reflejados los valores de los pardmetros de inflamacion del
grupo completo. Los valores de NF-kf3 e IL-6 son significativamente superiores en
los pacientes con HFC respecto a controles. El valor de adiponectina es

significativamente menor en el grupo de HFC.

Tabla 4.- Parametros de inflamacién del grupo completo

Controles HFC
(n=24) (n=42)
NF-xf 37,94(12,53) 90,73(43,24)**
(unidades relativas de luminiscencia)
Adiponectina (pg/ml) 30,28(15,64) 21,71(13,49)*
IL-1 (pg/ml) 373,86(312,92) 347,72(316,95)
IL-6 (pg/ml) 60,49(13,03) 70,49(12,22)**
PCRas (mg/1) 1,18(1,23) 1,83(1,69)

#p<0,05; **p<0,01.

En las siguientes figuras (18 a 22) estan representados los marcadores de
inflamacion. Se observa un aumento de los marcadores inflamatorios (significativo
en el caso de NF-«xf e IL-6), y un descenso de los marcadores antiinflamatorios

(significativo en el caso de adiponectina).

Figura 18. NF-xf3
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Figura 19. Adiponectina
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Figura 22. PCRas

1,67
1,27
0,87
0,4

mg/l

PCRas

o Controles (n=24)
B HFC (n=42)

Estas diferencias significativas se mantienen cuando se corrigen las variables por

la cintura, la edad y el sexo.

1.5 Determinantes de oxidacion

En la tabla 5 se muestran las correlaciones significativas (correlacion de

Pearson) entre oxidacion, medida por 8-oxo-dG, GSH, GSSG, CAT y GPX, y las

variables antropométricas y bioquimicas caracteristicas de la insulinorresistencia

(cintura, glucosa, HOMA, TG, cHDL, remanentes y apo B) en el grupo completo.

Se encontr6 una relacion significativa de la glucosa con GSH de forma negativa; del

HOMA con 8-0x0-dG de forma positiva, y con GSH negativa; de HDL con GSH de

forma positiva, y con 8-0x0-dG de forma negativa; y de apoB con CAT y GPX de

forma negativa.

Tabla 5.- Correlacion de Pearson entre parametros antropométricos y bioquimicos

de insulinorresistencia con parametros de oxidacion en el grupo completo.

8-oxo- GSH GSSG CAT GPX
dG (nmol/mg (nmol/mg (U/g (U/g
(8-o0xo- proteina) proteina) proteina) proteina)
dG/10° dG)
Cintura (cm) 0,174 -0,110 0,044 -0,063 0,064
Glucosa (mg/dl) 0,054 -0,255% 0,006 -0,012 -0,233
HOMA 0,405%* -0,299* 0,197 -0,102 -0,085
cHDL (mg/dl) -0,341** 0,282%* -0,158 0,118 0,149
TG (mg/dl) 0,107 -0,055 0,060 -0,207 -0,022
Remanentes 0,119 -0,054 0,056 -0,114 0,040
Apo B (mg/dl) 0,044 -0,149 0,056 -0,397** -0,348%*

*p<0,05; **p<0,01.
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En el grupo de HFC se encontraron unicamente correlaciones entre cintura y
GPX (r 0,360, p=0,019), y apo B de forma inversa con 8-oxo-dG (r -0,356,
p=0,021) y con CAT (r-0,392, p<0,01).

En el grupo de controles no se encontraron correlaciones significativas.

Para evaluar si existe relacion entre los distintos parametros de oxidacion, se han
realizado correlaciones (correlacion de Pearson) entre dichos pardmetros. En la
tabla 6, se observa la relacion en el grupo completo: 8-0xo-dG se relaciona de
forma significativa con GSSG de forma positiva, y con GSH y GPX de forma
inversa; GSSG se relaciona de forma significativa con 8-0xo-dG de forma positiva,
y con GSH, CAT y GPX de forma inversa; GSH se relaciona de forma directa con
CAT y GPX, e inversa con 8-0x0-dG y GSSG; CAT se relaciona de forma directa
con GPX, e inversa con GSSG; y GPX se relaciona de forma directa con GSH y
CAT, e inversa con 8-0x0-dG y GSSG.

Tabla 6.- Correlacion de Pearson entre parametros de oxidacion en el grupo

completo
8-ox0-dG GSH GSSG CAT GPX
(8-0x0- (nmol/mg (nmol/mg (Ulg (Ulg
dG/10° dG) proteina) proteina) proteina) proteina)
8-0x0-dG -0,674%* 0,444%* 0,185 -0,459%*
(8-0x0-dG/10°
dG)
GSH -0,674%* -0,335%* 0,207 0,641%*
(nmol/mg
proteina)
GSSG 0,444%** -0,335%* -0,400%* -0,343%*
(nmol/mg
proteina)
CAT (U/g -0,185 -0,400%* 0,207 0,488**
proteina)
GPX (U/g -0,459%* -0,343** 0,641%* 0,488%*
proteina)

#p<0,05; **p<0,01.

En el caso del grupo de HFC y del grupo de controles, se observan resultados

similares.
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1.6 Determinantes de inflamacion

En la tabla 7 se muestran las correlaciones significativas (correlacion de
Pearson) entre inflamacion, medida por NF-x3, adiponectina, IL-6 y PCRas, y las
variables antropométricas y bioquimicas caracteristicas de la insulinorresistencia
(cintura, glucosa, HOMA, TG, cHDL, remanentes y apo B). Se encontré una
relacion significativa del perimetro de la cintura con adiponectina de forma
negativa, y con PCRas de forma positiva; de la glucosa con adiponectina de forma
negativa; del HOMA con adiponectina de forma negativa, y con NF-k[3 y PCRas de
forma positiva; de cHDL con adiponectina de forma positiva; de los TG con NF-«f3,
IL-6 y PCRas; de los remanentes con PCRas; y de apo B con NF-«xf3 e IL-6 de

forma positiva.

Tabla 7.- Correlacion de Pearson entre parametros antropométricos y bioquimicos

de insulinorresistencia con parametros de inflamacién en el grupo completo.

NF-«B Adiponectina IL-6 PCRas
(unidades relativas de (ug/ml) (pg/ml) (mg/1)
luminiscencia)
Cintura (cm) 0,207 -0,473%* 0,187 0,372%*
Glucosa (mg/dl) 0,232 -0,354%* -0,070 0,197
HOMA 0,493** -0,369%* 0,160 0,432%*
cHDL (mg/dl) -0,093 0,514%* -0,181 -0,149
TG (mg/dl) 0,674%* -0,196 0,272%* 0,402%*
Remanentes 0,526 -0,220 0,219 0,361**
ApoB (mg/dl) 0,619** -0,045 0,320* 0,185

*p<0,05; **p<0,01.

En el caso del grupo de controles y del grupo de HFC, se observan resultados
similares.

Para evaluar si existe relacion entre los distintos parametros de inflamacion, se
han realizado correlaciones (correlacion de Pearson) entre dichos parametros. En la

tabla 8, se observa la relacion en el grupo completo. NF-«kf3 se correlaciona con
PCRas.
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1.7

Tabla 8.- Correlacion de Pearson entre parametros de inflamacion en el grupo

completo.
NF-«xf Adiponectina IL-6 PCRas
(unidades relativas (ng/ml) (pg/ml) (mg/1)
de luminiscencia)
NF-xp -0,159 0,313 0,511%*
(unidades relativas de
luminiscencia)
Adiponectina (pug/ml) -0,159 -0,190 -0,127
IL-6 (pg/ml) 0,313 -0,190 0,051
PCRas (mg/l) 0,511%* -0,127 0,051

*p<0,05; **p<0,01.

En el caso del grupo de HFC y del grupo de controles, se observan resultados

similares.

Relacion entre oxidacion e inflamacion en el grupo de HFC
Para determinar si existe relacion entre los distintos parametros de oxidacion
(medida por 8-0x0-dG, GSH, GSSG, CAT y GPX) e inflamacién (medida por NF-
kB, adiponectina, IL-6 y PCRas), se han evaluado las correlaciones existentes entre
dichos parametros (correlacion de Pearson). En la tabla 9 se muestran los resultados

del grupo de HFC. No se han encontrado relaciones estadisticamente significativas.

Tabla 9.- Correlacion de Pearson entre pardmetros de oxidacidon y pardmetros de

inflamacion en el grupo de HFC.

NF-kB Adiponectina 1L-6 PCRas
(unidades relativas de (ng/ml) (pg/ml) (mg/1)
luminiscencia)

8-0x0-dG -0,028 0,005 0,129 0,233
(8-0x0-dG/10°dG)
GSH (nmol/mg -0,107 -0,079 0,331 0,051
proteina)
GSSG (nmol/mg -0,120 0,151 -0,119 0,187
proteina)
CAT (U/g proteina) 0,363 0,049 -0,074 -0,238
GPX (U/g proteina) 0,160 -0,036 0,327 0,285

*p<0,05; **p<0,01.
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Tampoco se observaron diferencias ni en el grupo completo ni en el de

controles.

1.8 Analisis del efecto de obesidad en el grupo completo

Para estudiar el efecto de la obesidad en los parametros bioquimicos y en los

parametros de oxidacion e inflamacion, hemos dividido el grupo completo (HFC y

controles) en otros 2 subgrupos atendiendo al IMC > 27 kg/m’. Los datos

resultantes de esta subdivision en cuanto a edad, peso, IMC, cintura, glucosa,

insulina, HOMA, CT, TG, cHDL, cLDL, cVLDL, remanentes y apo B, se resumen

en la tabla 10.

Tabla 10.- Efecto del IMC > 27 kg/m* en diversas variables antropométricas y

bioquimicas en el grupo completo

IMC<27 kg/m? IMC>27 kg/m®
(n=36) (n=30)

Edad (afios) 42,00(12,56) 42,86(10,39)
IMC (kg/m’) 23,88(2,36) 30,62(2,85)**
Cintura (cm) 84,02(10,49) 97,83(11,41)**
Glucosa (mg/dl) 94,51(11,33) 96,43(10,72)
Insulina (pU/ml) 9,60(5,58) 15,03(8,36)**
HOMA 2,29(1,53) 3,55(1,99)**
CT (mg/dl) 242,71(87,22) 229,30(61,26)
TG (mg/dl) 199,94(251,57) 254,36(237,54)*
cHDL (mg/dl) 44,51(10,28) 41,73(7,99)
cLDL (mg/dl) 160,57(62,70) 145,76(49,88)
cVLDL (mg/dl) 39,98(50,31) 50,87(47,50)*
Remanentes 0,35(0,40) 0,46(0,42)**
Apo B (mg/dl) 113,00(37,29) 107,63(26,16)

*p<0,05; **p<0,01.

En la tabla 11 se resumen los datos de oxidacion resultantes de esta subdivision

en el grupo completo.
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Tabla 11.- Efecto del IMC > 27 kg/m’® en diversos parametros de oxidacion en el

grupo completo

IMC<27 kg/m? IMC>27 kg/m’
(n=36) (n=30)
8-0x0-dG (8-0x0-dG/10° dG) 5,13(1,24) 5,19(1,11)
GSH (nmol/mg proteina) 19,90(3,85) 20,39(4,40)
GSSG (nmol/mg proteina) 0,31(0,11) 0,28(0,11)
GSSG/GSH (GSSG/GSH %) 1,65(0,68) 1,53(0,80)
SOD (U/mg proteina) 5,41(3,51) 6,48(3,96)
CAT (U/g proteina) 174,02(57,41) 184,47(48,89)
GPX (U/g proteina) 51,33(6,00) 55,10(7,09)*
#p<0,05.

En la tabla 12 se resumen los datos de inflamacion resultantes de esta

subdivision en el grupo completo.

Tabla 12.- Efecto del IMC > 27 kg/m* en diversos parametros de inflamacion en el

grupo completo

IMC<27 kg/m” IMC>27 kg/m’
(n=36) (n=30)

NF-«kf 57,00(24,76) 65,78(49,22)
(unidades relativas de luminiscencia)
Adiponectina (png/ml) 29,87(16,33) 21,29(12,23)*
IL-1 (pg/ml) 347,43(356,88) 371,80(265,83)
IL-6 (pg/ml) 65,71(13,83) 66,98(13,43)
PCRas (mg/1) 0,97(0,98) 2,16(1,79)**

#p<0,05; **p<0,01.

En las siguientes figuras (23 a 27) estan representados los marcadores de

inflamacion en funciéon del IMC en el grupo completo. Unicamente se observan

diferencias significativas en adiponectina y PCRas.
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Figura 23. NF-«3
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Figura 25. IL-1
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1.9 Analisis del efecto de obesidad en el grupo de HFC

Para estudiar el efecto de la obesidad en los parametros bioquimicos y en los
parametros de oxidacion e inflamacion, hemos dividido el grupo de HFC en otros 2
subgrupos atendiendo al IMC > 27 kg/m’. Los datos resultantes de esta subdivision
en cuanto a edad, peso, IMC, cintura, glucosa, insulina, HOMA, CT, TG, cHDL,

cLDL, cVLDL, remanentes y apo B, se resumen en la tabla 13.

Tabla 13.- Efecto del IMC > 27 kg/m* en diversas variables antropométricas y

bioquimicas en el grupo de HFC

IMC<27 kg/m* IMC>27 kg/m’
(n=22) (n=20)

Edad (afios) 46,77(9,27) 43,00(8,07)
IMC (kg/m’) 23,60(2,52) 30,41(2,16)**
Cintura (cm) 84,59(10,41) 101,15(11,19)**
Glucosa (mg/dl) 97,27(12,78) 99,85(11,29)
Insulina (uU/ml) 11,56(5,56) 17,77(8,19)**
HOMA 2,82(1,60) 4,28(1,90)**
CT (mg/dl) 281,31(87,43) 245,85(65,42)
TG (mg/dl) 265,90(299,38) 328,95(259,37)*
cHDL (mg/dl) 43,04(10,66) 38,80(6,43)
cLDL (mg/dl) 188,77(61,92) 154,85(56,12)*
cVLDL (mg/dl) 53,18(59,87) 65,79(51,87)*
Remanentes 0,43(0,49) 0,58(0,48)**
ApoB (mg/dl) 130,72(35,07) 117,40(24,03)

#p<0,05; **p<0,01.

En la tabla 14 se resumen los datos de oxidacion resultantes de esta subdivision

en el grupo de HFC.
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Tabla 14.- Efecto del IMC > 27 kg/m* en diversos parametros de oxidacion en el

grupo de HFC
IMC<27 kg/m? IMC>27 kg/m*
(n=22) (n=20)
8-0x0-dG (8-0x0-dG/10° dG) 5,51(1,19) 5,51(0,92)
GSH (nmol/mg proteina) 18,60(3,33) 19,26(3,52)
GSSG (nmol/mg proteina) 0,32(0,11) 0,30(0,09)
GSSG/GSH (GSSG/GSH %) 1,78(0,63) 1,68(0,67)
SOD (U/mg proteina) 5,56(3,83) 6,12(4,33)
CAT (U/g proteina) 171,03(62,53) 172,68(43,82)
GPX (U/g proteina) 49,72(3,47) 53,32(6,44)*
#p<0,05.

En la tabla 15 se resumen los

subdivision en el grupo de HFC.

Tabla 15.- Efecto del IMC > 27 kg/m’ en diversos parametros de inflamacion en el

datos de inflamacidén resultantes de esta

grupo de HFC
IMC<27 kg/m” IMC>27 kg/m”
(n=22) (n=20)

NF-«f 79,00(11,33) 98,55(54,96)
(unidades relativas de luminiscencia)
Adiponectina (pug/ml) 30,14(13,89) 14,33(7,50)**
IL-1 (pg/ml) 424,93(352,36) 281,88(261,74)
IL-6 (pg/ml) 71,58(10,29) 69,33(14,27)
PCRas (mg/l) 1,08(1,19) 2,46(1,83)**

*p<0,05; **p<0,01.

1.10

Analisis del efecto de obesidad en el grupo de controles

Este mismo andlisis, en funcién del IMC, se realizd en el grupo control, sin
evidenciar diferencias estadisticamente significativas en los parametros de
inflamacién y oxidacion.
1.11 Analisis del efecto de la insulinorresistencia en el grupo completo
Para estudiar el efecto de la insulinorresistencia en los parametros bioquimicos y

en los parametros de oxidacion e inflamacion, hemos dividido el grupo completo
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(controles y HFC) en otros 2 subgrupos en funcion del percentil 75 del indice
HOMA (HOMAY75) de nuestra poblacion. Como se ha comentado previamente,
Ascaso et al'”'"® han demostrado que este valor del indice HOMA, define la
situacion de insulinorresistencia en la Comunidad Valenciana. Los datos resultantes
de esta subdivision en cuanto a edad, peso, IMC, cintura, glucosa, insulina, HOMA,

CT, TG, cHDL, cLDL y apoB, se resumen en la tabla 16.

Tabla 16.- Efecto del HOMA75 en diversas variables antropométricas y

bioquimicas en el grupo completo

HOMA<HOMA?75 HOMA>HOMA75
(n=37) (n=29)
Edad (afios) 41,69(11,92) 43,27(11,16)
Peso (kg) 73,00(14,45) 78,54(16,59)
IMC (kg/m’) 26,32(4,20) 27,82(4,24)
Cintura (cm) 85,86(13,07) 96,03(10,28)**
Glucosa (mg/dl) 91,70(9,60) 99,79(11,13)**
Insulina (nU/ml) 6,71(2,18) 18,78(6,15)**
HOMA 1,51(0,54) 4,55(1,50)**
CT (mg/dl) 217,64(60,29) 259,13(87,29)*
TG (mg/dl) 134,51(98,51) 339,48(316,49)**
cHDL (mg/dl) 46,16(9,35) 39,41(7,76)**
cLDL (mg/dl) 146,27(54,58) 161,89(59,67)
Apo B (mg/dl) 102,78(31,94) 119,44(31,09)*

*p<0,05; **p<0,01.

Los datos resultantes de esta subdivision en cuanto a pardmetros de oxidacion, se

resumen en las tabla 17.

68



Resultados

Tabla 17.- Efecto del HOMA75

en diversos parametros de oxidacion en el grupo

completo
HOMA<HOMA75 HOMA>HOMA75
(n=37) (n=29)

8-0x0-dG (8-0x0-dG/10° dG) 4,76(1,14) 5,67(1,01)**
MDA (U/g proteina) 0,22(0,09) 0,25(0,09)
GSH (nmol/mg proteina) 21,68(4,22) 18,33(3,13)**
GSSG (nmol/mg proteina) 0,27(0,11) 0,33(0,10)
GSSG/GSH (GSSG/GSH %) 1,37(0,71) 1,86(0,69)**
SOD (U/mg proteina) 6,38(3,58) 5,35(3,88)
CAT (U/g proteina) 191,07(54,67) 164,91(48,81)*
GPX (U/g proteina) 54,69(7,49) 51,40(5,49)*

*p<0,05; **p<0,01.

Los datos resultantes de esta subdivision en cuanto a parametros de inflamacion,

se resumen en la tabla 18.

Tabla 18.- Efecto del HOMAT7S5 en diversos parametros de inflamacién en el grupo

completo
HOMA<HOMA75 HOMA>HOMA75
(n=37) (n=29)

NF-kf 50,56(22,66) 88,10(58,24)**
(unidades relativas de luminiscencia)

Adiponectina (ug/ml) 29,73(14,72) 19,40(13,18)**
IL-1 (pg/ml) 327,51(281,79) 407,91(347,70)
IL-6 (pg/ml) 64,98(12,80) 68,05(14,35)

PCRas (mg/1)

1,08(1,15)

2,20(1,78)**

*p<0,05; **p<0,01.

En las siguientes figuras (28 a 32) estan representados los marcadores de

inflamacion en funcion del HOMA en el grupo completo. Se observan diferencias

significativas en NF-kf3, adiponectina y PCRas.

69



Resultados

Figura 28. NF-«f3
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Figura 31. IL-6
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En el subgrupo de HFC existen diferencias estadisticamente significativas (test
de Mann Whitney) en insulina (p<0,001), HOMA (p<0,001), TG (p 0,02), cHDL (p
0,031), cVLDL (p 0,02), remanentes (p 0,02) y PCRas (p 0,023).

En el subgrupo de controles no se ha realizado porque s6lo 3 sujetos cumplen

criterios de RI

1.12 Estudio multivariante de los factores que predicen el HOMA en el
grupo completo

En las tablas que se exponen a continuacion evaluamos que variables predicen el
HOMA. Para ello, hemos seleccionado dentro de los parametros, aquellos que a
priori podrian predecir el HOMA. Dentro de los parametros antropométricos, hemos

seleccionado el perimetro de la cintura y el IMC; de entre los bioquimicos, cHDL y
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remanentes; de entre los parametros de oxidacion, 8-oxo-dG, GSH y GSSG; y de
entre los inflamatorios, NF-«f3, adiponectina y PCRas.
En la tabla 18 se estudia la relacion entre el HOMA y los parametros clasicos de

RI. La cintura y los remanentes predicen el HOMA, mientras que IMC y HDL no lo

predicen.

Tabla 18. Estudio multivariante de los parametros clasicos que predicen el HOMA

en el grupo completo

Coeficiente Significacion
estandarizado [3
Remanentes 0,314 0,002
Cintura (cm) 0,359 0,004
IMC (kg/m®) 0,081 0,474
cHDL (mg/dl) -0,056 0,595

Variable dependiente: HOMA.

En la tabla 19 se estudia la relacion entre el HOMA y los parametros de

oxidacion a priori relacionados con éste. Unicamente 8-0x0-dG predice el HOMA.

Tabla 19. Estudio multivariante de los parametros de oxidacion que predicen el

HOMA en el grupo completo
Coeficiente Significacion
estandarizado 3
8-0x0-dG (8-0x0-dG/10° dG) 0,381 0,009
GSSG (nmol/mg proteina) -0,090 0,421
GSH (nmol/mg proteina) 0,026 0,857

Variable dependiente: HOMA.

En la tabla 20 se estudia la relacion entre el HOMA (variable dependiente) y los

parametros de inflamacion a priori relacionados con éste. Unicamente NF-xf3

predice el HOMA.
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Tabla 20. Estudio multivariante de los pardmetros que predicen el HOMA en el

grupo completo

Coeficiente Significacion

estandarizado 3

NF-«f3 0,430 0,008
(unidades relativas de luminiscencia)

Adiponectina (pug/ml) -0,098 0,488
PCRas (mg/1) 0,085 0,579

Variable dependiente: HOMA.

En la tabla 21 se estudia la relacion entre cintura y parametros de oxidacion y de
inflamacion, previamente predictores por separado (andlisis univariante), y el
HOMA, como variable dependiente. En este caso, inicamente predicen la cintura y

NF-kf, pero no 8-ox0-dG.

Tabla 21. Estudio multivariante de cintura y parametros de oxidaciéon y de

inflamacion que predicen el HOMA en el grupo completo

Coeficiente Significacion
estandarizado 3
Cintura (cm) 0,476 0,000
NF-«f3 0,364 0,004

(unidades relativas de luminiscencia)
8-0x0-dG (8-0x0-dG/10° dG) 0,077 0,528
Variable dependiente: HOMA.

1.13 Estudio multivariante de los factores que predicen el grado de
oxidacion (8-0xo0-dG) y de inflamacion en el grupo completo
En la tabla 22 se estudia la relacion entre el 8-oxo-dG, elegido como marcador

de oxidacion (variable dependiente), y el HOMA, cHDL, GSSG e IL-6.
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Tabla 22. Estudio multivariante del HOMA, cHDL y parametros de inflamacion y

oxidacion en el grupo completo

Coeficiente Significacion
estandarizado 3
GSSG (nmol/mg proteina) 3,001 0,011
HOMA 0,189 0,031
cHDL (mg/dl) 0,029 0,074
IL-6 (pg/ml) 17,852 0,077

Variable dependiente: 8-0x0-dG.

En la tabla 23 se estudia la relacion entre (variable dependiente), elegido como

marcador de inflamacion, y el HOMA, remanentes y PCRas.

Tabla 23 Estudio multivariante del HOMA y pardmetros de oxidaciéon y de

inflamacion que predicen NF-xf en el grupo completo

Coeficiente Significacion
estandarizado
Remanentes 69,229 0,012
HOMA 8,758 0,028
PCRas (mg/1) 7,306 0,067

Variable dependiente: NF-«f.

En la tabla 24 se estudia la relacion entre los remanentes (como variable

dependiente) y el HOMA, NF-«xf3 y PCRas.

Tabla 24. Estudio multivariante de pardmetros predictores de remanentes en el

grupo completo

Coeficiente Significacion
estandarizado 3
NF-«f 0,003 0,012
(unidades relativas de luminiscencia)
PCRas (mg/l) 0,001 0,675
HOMA 0,002 0,917

Variable dependiente: remanentes.
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La HFC es la dislipemia familiar mas frecuente y conlleva un alto riesgo de AE
precoz. En el presente trabajo se estudia la presencia de oxidacion e inflamacion en
sujetos sanos y con HFC.

En la actualidad, no disponemos de resultados en sujetos con HFC con respecto
a parametros de oxidacion ni de inflamacion. En el caso de la adiponectina, si se
conoce que estd disminuida en sujetos con HFC'%,

En nuestro trabajo de investigacion, mediante la determinacion de los distintos
parametros previamente comentados, hemos podido conocer, estudiar y evaluar la
presencia de inflamacion y oxidaciéon en un importante grupo de controles y
pacientes, aunque faltan estudios prospectivos y de intervencion para evaluar si este
aumento de inflamacion y oxidacidon se relaciona realmente con mayor riesgo
cardiovascular, desarrollo de diabetes tipo 2, y si la intervencion con distintos
farmacos, disminuye los niveles de inflamacién y EO, y esto se correlaciona con

descenso del riesgo cardiovascular.

1. Nivel de estrés oxidativo y factores de inflamacion relacionados con la

arteriosclerosis en sujetos con HFC y controles

La HFC es la dislipemia primaria mas frecuente y, como ya hemos comentado,
conlleva un alto riesgo de AE precoz. Existen multiples trabajos que demuestran la
mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular en pacientes con HFC, que se
correlaciona con la presencia de AE. De hecho, las primeras descripciones de la
enfermedad, fueron en sujetos que habian presentado episodios de cardiopatia
isquémica precoz™®.

La AE es una enfermedad caracterizada por la presencia de inflamacion y
oxidacion. Actualmente existen multiples evidencias que sugieren que la
inflamacién juega un papel muy importante en el desarrollo y progresion de la
enfermedad coronaria (AE)” ya que es esencial en la cascada de procesos desde la
formacion de la placa de ateroma, en respuesta al dafio vascular, hasta la
subsecuente ruptura de la misma, y aparicion del IAM®*,

El EO también esta involucrado de forma importante en la patogenia de la
disfuncion endotelial y en el desarrollo y progresion de AE en todas las fases de la
enfermedad'”. Multiples enzimas expresados en el tejido vascular contribuyen a la

produccion y degradacion de ROS, y el aumento de la actividad de enzimas
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oxidantes junto con la reduccion de la actividad de enzimas antioxidantes puede
causar EO. Ademas, la inflamacion se asocia con incremento de EO, y éste, a su
vez, con aumento de inflamacion, perpetudndose asi un circulo vicioso.

En nuestro estudio hemos encontrado aumento de los pardmetros de inflamacion
y oxidacion. Los procesos de inflamacion y oxidacion se relacionan con AE, y por
tanto, debe de ser a través de ellos por los que se produce enfermedad
cardiovascular. Sin embargo, no existen estudios al respecto que relacionen HFC
con oxidacion e inflamacion, si bien, si existen multiples modelos de inflamacion y
oxidacién que se relacionan con cardiopatia isquémica.

En nuestro estudio, los sujetos con HFC presentan en condiciones de ayuno y sin
tratamiento hipolipemiante, frente a controles, un aumento de los productos de
oxidaciéon molecular (8-oxo-dG, MDA, GSSG y cociente GSSG/GSH), y un
descenso de los sistemas antioxidantes (GSH, SOD, CAT y GPX), tal y como
vemos en la tabla 3 y en las figuras 10 a 17.

Aunque no hay datos en HFC, si existen datos de numerosos estudios que
subrayan la importancia de la disregulacion oxidacion/antioxidacion para el
desarrollo y progresion de enfermedad AE en modelos animales y humanos.
Algunos estudios han demostrado que un incremento en la actividad de la enzima
NAD(P)H oxidasa a nivel vascular, se relacionaba con AE en animales y en
humanos. Ademads, en pacientes con enfermedad arterial coronaria se ha
encontrado, tanto a nivel plasmadtico, como a nivel coronario, aumento de la
actividad enzimatica de NAD(P)H oxidasa y de XO, junto con un descenso de la
actividad de SOD'#'**. También, la presencia de bajos niveles de actividad de GPX
y niveles elevados de mieloperoxidasa, han demostrado ser un factor de riesgo
independiente para episodios cardiovasculares en pacientes con cardiopatia
isquémica previa'”. Asimismo, un descenso de la concentracion de GSH se ha
asociado con enfermedad cardiovascular, y se ha encontrado MDA en las placas de
ateroma de sujetos con diabetes”. Ademas, 8-oxo-dGTPasa se encontro
enormemente elevado en miocitos cardiacos en un modelo en ratones con
insuficiencia cardiaca post IAM tras ligadura de la arteria coronaria izquierda,
sugiriendo que este sistema enzimatico puede ser activado en respuesta a
incrementos de EO para prevenir dafio oxidativo del ADN*. Por ultimo, en un
estudio prospectivo a 10 afios en hombres diabéticos, se asocio la presencia de

enfermedad coronaria con incremento de los marcadores de EO'?.
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Tomados juntos los resultados de numerosos estudios se llega a la conclusion
que la modulacion de enzimas oxidantes y antioxidantes, que conducen a EO,
juegan un importante papel en la patogenia de la enfermedad ateromatosa.

En nuestro estudio, también hemos encontrado que los sujetos con HFC
presentan en condiciones basales frente a controles un aumento de los niveles de
marcadores inflamatorios junto con un descenso de los marcadores
antiinflamatorios.

En sujetos con HFC existe aumento de PCRas. Esta es un marcador inflamatorio
que actua como reactante de fase aguda. Diversos estudios han mostrado que sus
niveles estan elevados en pacientes con sindrome coronario agudo™ y que dichos
niveles predicen e incrementan el riesgo de recurrencia entre pacientes estables con
historia previa de IAM®. Numerosos estudios prospectivos en diferentes
poblaciones, han mostrado que la presencia de niveles elevados de PCR también se
asocian con incremento de riesgo de episodios cardiovasculares en personas
aparentemente sanas’*®'*,

También hemos observado que en la HFC existe aumento de IL-6. Este es un
marcador de inflamacion que media la respuesta de fase aguda, estimula la
agregacion plaquetaria, regula la expresion de otras citoquinas inflamatorias, tales
como IL-1, TNF y PCR”, y esta presente en las placas de ateroma de las arterias
coronarias. Ademds, la administracion de IL-6 exdgena en concentraciones
suprafisioldgicas en ratones apo e -/- exacerbd de forma considerable la formacién
de lesiones arteriosclerdticas!®®. Por ultimo, Maier et al'® han encontrado en
humanos un aumento de los niveles de IL-6 a nivel coronario en el lugar de la
ruptura de la placa.

También hemos demostrado que los niveles de adiponectina estan
significativamente disminuidos en sujetos con HFC. Esta citoquina parece ser un
modulador del metabolismo lipidico y de la inflamacion sistémica. Tanto en
modelos experimentales de dafio vascular como en el proceso arteriosclerdtico, la
adiponectina parece jugar un papel protector, ya que in vitro ejerce efectos
antiarteriosclerdticos en células endoteliales, macrofagos y células musculares lisas
de aorta. La adiponectina también estad presente en bajas concentraciones en
pacientes con enfermedad coronaria. En nuestro estudio, la adiponectina se asocio
con cHDL y con indicadores de RI (glucosa, HOMA y cintura), pero no lo hizo, al

menos de forma significativa, con marcadores de inflamacion sistémica (NF-«kf3, IL-
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6 y PCRas). Estos resultados son similares a los encontrados por von Eynatten et
al', al estudiar 1174 sujetos con antecedentes de cardiopatia isquémica, llegando a
la conclusion, que el descenso de adiponectina se relaciona con la progresion de la
AE.

En el tnico estudio existente en sujetos con HFC, los niveles de adiponectina se
encontraron significativamente disminuidos, y dichos niveles fueron predictores
independientes del perfil lipidico aterogénico, incluyendo hipertrigliceridemia,
descenso de cHDL y LDL pequefias y densas en HFC'*.

También hemos observado aumento de NF«p. Este factor de transcripcion ejerce
un papel central en la regulacion de la inflamacion sistémica y del EO, y se ha
relacionado con enfermedad cardiovascular. NF-kf3 se ha encontrado en placas de
ateroma de humanos, y participa en todas las fases de la arteriosclerosis®.

Por tanto, aunque no existen estudios en HFC (excepto adiponectina), si tenemos
en cuenta los datos existentes en la literatura, dado que inflamacion y oxidacion se
asocian con el inicio y progresion de AE y que dichos marcadores se expresan de
forma abundante en lesiones arterioscleroticas, y la AE se asocia con enfermedad
cardiovascular, sugerimos, en base a nuestros resultados, que la mayor prevalencia
de cardiopatia isquémica presente en sujetos con HFC, se relacionaria con el
aumento de los sistemas oxidantes y de los marcadores de inflamacion, junto con un
descenso de los sistemas antioxidantes y de adiponectina, que hemos observado, y

que inducirian la formacion de placas de ateroma.

2. Relacion entre parametros antropomeétricos y grado de RI con el EO y la

inflamacion en sujetos con HFC y controles

En nuestro estudio, los sujetos con HFC presentan, con respecto a sujetos
controles, mayor perimetro de cintura, y mayores cifras de CT, TG, cLDL, ¢cVLDL,
remanentes y apoB, de glucosa e insulina, y por tanto del HOMA, y menores cifras
de cHDL, es decir, presentan una dislipemia mixta con RI. Presentan ademas un
aumento de los marcadores de inflamacion y oxidacién, tal como hemos comentado
previamente. Dado que todos estos parametros no se modifican al corregir por la
cintura, podemos considerar a la HFC como un modelo genético de dislipemia

primaria con RI, y activacion inflamatoria y oxidativa.
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Si bien no existen muchos datos en HFC, si se ha demostrado tanto en modelos
animales como en modelos humanos (DM2, obesidad, SM) que la RI se relaciona
con procesos de inflamacion y oxidacidon, aunque no esta claro qué es causa y qué
es efecto. Se ha sugerido, que la inflamacion cronica y el EO representan los
factores desencadenantes en el origen de la RI'™ y que este descenso en la
sensibilidad a la insulina en 6rganos tales como musculo esquelético, tejido adiposo
e higado conlleva un incremento de la actividad inflamatoria, que a su vez lleva a
una reduccion de la sensibilidad a la insulina, cerrandose asi un circulo vicioso''.

En diversos estudios, se ha encontrado una fuerte asociacion entre marcadores

inflamatorios y descenso de la sensibilidad a la insulina'*®

. En estudios in vitro y en
modelos animales, los antioxidantes han mostrado mejorar la SI. Ademas, se ha
demostrado que la RI se asocia en humanos con descenso de la defensa antioxidante
intracelular®.

NF-kf también ha sido relacionada con RI. Recientemente, en un modelo de
animal transgénico con ausencia de IKKp, que, como ya se ha comentado, es el
regulador principal y central de la respuesta inflamatoria por activacion de NF-kf3,
se ha demostrado la relacion de estos factores con la RI'”. Ademas, en otro modelo
de raton transgénico con expresion selectiva de IKKP en hepatocitos, se ha
observado que existe relaciéon entre activacion hepatica de NF-xf3 y cascada
inflamatoria (citoquinas como TNFa, IL-1 e IL-6) con el desarrollo de RI y
diabetes. Similares resultados se obtuvieron en animales no transgénicos

alimentados con una dieta rica en grasa'™

. En estos modelos la RI mejor6 con la
neutralizacion de IL-6 o con la inhibicion de IKK.

Ademas, se ha demostrado que la insulina suprime multiples factores de
transcripcion proinflamatorios como Egr-1, Egr-2, PAI-1 y NF-kf, y mediadores
inflamatorios, como PCR, IL-1B, IL-6, MIF (factor inhibidor de la migracion de
macrofagos) y TNFa. También aumenta IKKf y suprime la génesis de ROS"?. Por
tanto, la insulina tiene efecto antiinflamatorio y efecto antioxidante, y en todas
aquellas situaciones que conlleven un “uso inadecuado” de la misma, debe existir
aumento de los procesos de inflamacién y oxidacion.

Estos estudios indican la importante relacion entre los distintos factores

inflamatorios, mediados por NF-kf3, y la RI, que es la base fisiopatoldgica de la

diabetes tipo 2 y del sindrome metabdlico.
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La obesidad también se asocia con el desarrollo de RI, un hallazgo presente en la
diabetes tipo 2 y en el SM. De hecho, se piensa que el SM es consecuencia de la
obesidad y la resistencia a la insulina asociada a ella. Actualmente se considera que

1'3, en un modelo animal,

la obesidad es un estado proinflamatorio. Hotamisligil et a
demostraron que TNFa era expresado por el tejido adiposo, y que en la obesidad
estaba hiperexpresado, y mediaba RI. En este estudio también se observd que la
neutralizacion de TNFa resultdé en un restablecimiento de la sensibilidad a la
insulina.

Existen también datos que refuerzan el concepto que la obesidad es un estado
inflamatorio en humanos ya que las concentraciones plasmaticas de TNFa, IL-6,
PCR, MIF y otros mediadores de inflamacion estan incrementados'>"*.

Se ha demostrado que el tejido adiposo expresa muchos de estos mediadores
proinflamatorios. Ademads, se ha demostrado que los macrofagos que residen en el
tejido adiposo pueden ser también una fuente de factores proinflamatorios y pueden
modular la actividad secretora de los adipocitos'*>. Recientemente se ha observado
que las células mononucleares de los obesos, se encuentran en un estado
proinflamatorio, expresando cantidades elevadas de citoquinas proinflamatorias y
factores relacionados. Ademas, estas células han mostrado presentar un incremento
significativo de NF-kB, el factor de transcripcion proinflamatorio clave, y un
incremento en la expresion intranuclear de p635, la principal componente de NF-«p.
Estas células también expresan cantidades disminuidas de IKKp, el inhibidor de
NF-«kp. Por tanto, la existencia de inflamacion es evidente en diversas células y en
el plasma en los estados de obesidad. Por tanto, la obesidad supone un estado
proinflamatorio'**'*,

Pero en el tejido adiposo se producen otras dos importantes proteinas, leptina y
adiponectina. La leptina, ademas de su papel como sefial de saciedad, es
proinflamatoria y proagregante plaquetario y el aumento de sus concentraciones
puede contribuir al estado proinflamatorio de la obesidad y a la aterogénesis a largo
plazo. La adiponectina, secretada de forma abundante en sujetos normales, es
antiinflamatoria y potencialmente antiaterogénica. Al contrario que la leptina, su
concentracion disminuye con la ganancia de peso y la obesidad'’, y conduce a un
estimulo de NF-kf3, con lo cual se genera un aumento de citoquinas y moléculas de

adhesion, e incrementa el EO, que conducen a la sintesis de LDL oxidadas,

dislipemia, intolerancia a la glucosa, asi como disfuncion endotelial y aterogénesis,
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todas ellas, situaciones que se asocian estrechamente con manifestaciones del SM,
como son la RI y la DM2, y que conducen de nuevo a la hipotesis, que la RI
inducida por la obesidad es una condicion inflamatoria'”.

En nuestro estudio hemos encontrado, como ya hemos comentado, la presencia
de mayor RI (medida por HOMA) en HFC que en sujetos controles, junto con
aumento de los marcadores de oxidacion e inflamacion, y descenso de sistemas
antioxidantes y adiponectina, que serian, causa, pero a la vez consecuencia de la
situacion de RI. Hemos encontrado ademas aumento de la glucemia basal en sujetos
con HFC de forma significativa, que se mantiene al corregir por edad, sexo y
perimetro de la cintura. Debe de estar en relaciéon con la situacién de RI, y
probablemente haria a estos pacientes mas susceptibles de desarrollar DM2 (en la
que existe RI y disfuncion de la célula B).

El mecanismo por el cual se llega a esta situacion de RI es el incremento en las
concentraciones de AGL. El papel de éstos es importante, hasta el punto, que un
incremento en los niveles de AGL en sujetos normales hasta alcanzar niveles
comparables a los de los obesos, también resulta en la induccion de EO,
inflamacién, reactividad vascular anormal, y en ultimo término, RI. Muchos
estudios sugieren que la disfuncion de la célula B es consecuencia de una exposicion
prolongada a glucemias elevadas, niveles de AGL elevados, o una combinacion de
ambos™. Dado que la RI a su vez no conduce a la supresion de LHS, se produce
lipdlisis con el consecuente aumento de la concentraciéon de AGL, y entonces se

B! Cuando

cierra un circulo vicioso de lipolisis, aumento de AGL, RI e inflamacion
las células B no son capaces de compensar el estado de RI con un adecuado
incremento en la produccion de insulina aparece TAG, que puede evolucionar hacia
diabetes. Estas alteraciones se han descrito en HFC, y por tanto, se puede
hipotetizar, que estos pacientes presentan mayor riesgo de desarrollar DM2.

Estas 3 circunstancias, RI, TAG y DM2, se asocian con un incremento del riesgo
CV. Dado que estas 3 se acompafian de la presencia de EO e inflamacion, se han
propuesto a estos dos como mecanismos patogénicos mediadores de la aparicion de
RI, asi como ¢l paso de RI a TAG, y de ésta a DM™. Sin embargo, la DM
establecida se cree que esta precedida de un largo periodo de RI, durante el cual la
glucosa plasmatica se mantiene en niveles cercanos a la normalidad por

hiperinsulinemia compensadora. Cuando no es suficiente, aparece TAG, y

finalmente DM. Todo ello conduce a aumento de TG y apo B, aumento de LDL
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pequenas densas y descenso de HDL. Dado que estos hallazgos son caracteristicos
de la HFC, y de otras entidades como la DM2 y el SM, cabe pensar que estas
entidades estan relacionadas®™. Estos mismos resultados son los que hemos
observado en nuestro estudio (aumento de glucosa y aumento de insulina de forma
compensadora), pero serian necesarios estudios prospectivos para evaluar el
desarrollo de DM2 en sujetos con HFC.

Para estudiar el efecto de la RI en los pardmetros bioquimicos y en los
parametros de oxidacion e inflamacién, hemos dividido al grupo completo
(controles y HFC) en otros 2 subgrupos en funcion del percentil 75 del indice
HOMA de nuestra poblacion, que como Ascaso et al''”''® han demostrado, define la
situacibon de RI en la Comunidad Valenciana. Encontramos diferencias
significativas en el perfil lipidico (aumento de CT, TG y apo B, y descenso de
cHDL) como corresponde a la RI, y diferencias en diversos parametros de
oxidacién (aumento de 8-0x0-dG y cociente GSSG/GSH, y descenso de GSH, CAT
y GPX) y de inflamacion (aumento de NF-kf y de PCRas, y descenso de
adiponectina). Estos datos apoyan la importancia de la RI en la inflamacion y
oxidacion. Sin embargo, cuando realizamos esta subdivision en el grupo de HFC,
no observamos diferencias estadisticamente significativas en los parametros de
oxidacién, y unicamente observamos diferencias en el perfil lipidico (como es
logico, dado que la subdivision se basa en el grado de RI) y en PCRas. Esto
demuestra de nuevo, que la HFC es una dislipemia primaria con RI, y que la
activacion de inflamacion y oxidacion, es independiente del grado de RI, ya que
viene determinado genéticamente.

Cuando realizamos analisis multivariantes, observamos que el HOMA es
predecido por el perimetro de la cintura (como es logico, ya que el HOMA es un
indicador de RI, y ésta se relaciona con el perimetro de la cintura) y la inflamacion
(en concreto por NF-kf, que es el mediador de la respuesta inflamatoria sistémica),
pero no por la oxidacion, cuando se intenta esta relacion de forma conjunta. Cuando
se realiza por separado, tanto los procesos de oxidacion como los de inflamacion
predicen el HOMA. Es decir, la inflamacién y la oxidacion conducen a RI.

Segun los diversos estudios, en la obesidad existe aumento de los fenomenos de
inflamacion y oxidacion, que se relacionan con la RI, y ésta, con el perimetro de la
cintura. Al analizar el grupo completo, no encontramos diferencias significativas en

el IMC (27,25+4,51 kg/m’ en el grupo de controles frente a 27,14+4,02 kg/m* al de
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HFC), aunque si existen diferencias significativas en la cintura, que es mayor en los
sujetos con HFC (p=0,043). Ademas, en el grupo de HFC existe aumento de la
mayoria de pardmetros de inflamacion y oxidacidon respecto al grupo control, y
aunque este aumento deberia estar en relacion con el acumulo de grasa abdominal,
al corregir por la cintura, no encontramos diferencias. Por tanto, en los sujetos con
HFC, independientemente del perimetro de la cintura, existe un aumento de los
procesos inflamatorios y de EO, lo que viene a confirmar de nuevo que se trata de
un modelo genético de RI.

Cuando comparamos el nivel de oxidacion e inflamacion de 2 subgrupos dentro
del grupo completo, utilizando como criterio de division el IMC de 27 kg/m?, para
separar aquellos individuos con sobrepeso leve o moderado, de individuos con
sobrepeso grado 2, en los que se asocian generalmente otras condiciones del
sindrome de resistencia a la insulina, observamos unicamente diferencias
significativas en el caso de PCRas, que estd aumentada, y de adiponectina, que esta
disminuida, ambas relacionadas con el tejido adiposo, y desaparecen el resto de
diferencias significativas que observabamos en el grupo completo en los demads
parametros de inflamacion y oxidacion. Dichos resultados evidencian que el tipo y
grado de obesidad no parecen tener mucho efecto en modificar el perfil de estos
paradmetros.

Cuando el grupo de HFC lo subdividimos utilizando este mismo criterio,
unicamente se observan diferencias en los mismos parametros. Por tanto, confirma
de nuevo que el tipo y grado de obesidad no parecen tener mucho efecto en
modificar el perfil de inflamacion y oxidacidon, que de por si ya esta alterado en
estos sujetos, porque viene determinado genéticamente.

Todo esto apoya una vez mas la importancia de una base genética que supone la
RI para el desarrollo de inflamacion y oxidacion, independientemente del efecto de
los parametros antropométricos comentados (IMC y perimetro de cintura). Es por
ello, que aunque como hemos visto, la obesidad se asocia con RI y con inflamacion
y oxidacion, en el caso de HFC lo mas importante es la predisposicion genética, lo

que vendria a corroborar la hipotesis emitida por Dandona et al'**

, que refieren que
ademas de la obesidad, debe existir algin factor genético y ambiental que puede
inducir la activacion de mecanismos inflamatorios y la induccion de EO, y que estos
factores genéticos y ambientales, podrian ser relevantes en esos grupos étnicos en

los cuales el SM se ha visto que ocurre en ausencia de obesidad.
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Con los resultados obtenidos en nuestro estudio establecemos las siguientes

conclusiones:

1. La HFC es un modelo genético de dislipemia mixta con RI.

2. En los sujetos con HFC existe elevacion de los productos de oxidacion y

descenso de los sistemas antioxidantes.

3. Enlos sujetos con HFC existe elevacion de la inflamacion sistémica.

4. NF-kf, como factor clave en la regulacion de los procesos de inflamacion y

oxidacion, esta elevado en sujetos con HFC.
5. Las variables antropométricas (tipo y grado de obesidad) no tienen efecto
significativo en la inflamacion y oxidacion en sujetos con HFC, ni en el grupo

completo.

6. La RI se relaciona de forma independiente con parametros de inflamacion y

oxidacion en sujetos con HFC.

7. La inflamacion es el factor predictor independiente de la RI en sujetos con

HFC y no el tipo y grado de obesidad ni la dislipemia.
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