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I. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son en la actualidad la primera
causa de morbi-mortalidad en el mundo desarrollado. En Espafia supone
aproximadamente el 40% de la mortalidad en edad adulta y un coste econémico
muy importante para toda la sociedad. Su base patogénica es la arteriosclerosis
(AE). El riesgo de desarrollar AE y sus consecuencias, en forma de enfermedad
cardiovascular, no es uniforme en toda la poblacién y depende de numerosos
factores. Las ECV de origen arteriosclerético son un modelo de patologia
multifactorial, donde confluyen tanto factores ambientales como genéticos. Uno de
los principales factores de riesgo es la dislipemia. Entre las dislipemias primarias
destaca, por su alto riesgo cardiovascular y prevalencia, la hiperlipemia familiar
combinada (HFC) >3

1. Arteriosclerosis y riesgo cardiovascular

La AE afecta a las arterias coronarias, aorta, caroétidas, cerebrales e incluso
las arterias periféricas y se caracteriza por endurecimiento con pérdida de
elasticidad de su pared y formacion de placas aterosclerosas que estrechan la luz
arterial. Comienza ya en las primeras etapas de la vida y progresa de una manera
asintomatica durante la vida adulta; a partir de la tercera o cuarta década empieza
a manifestarse clinicamente. Afecta a todos los sujetos independientemente del
sexo Y la etnia. La velocidad de progresion y la gravedad de la enfermedad en las
diferentes arterias estan moduladas por la presencia de ciertos factores de riesgo,
como hiperlipemia, hipertension, diabetes, tabaco, etc* >

En la AE se produce un engrosamiento y endurecimiento de la pared de las
arterias debido a la acumulacién de material lipidico, tejido fibroso, depdsitos de
calcio y otros productos en el espacio subendotelial; como consecuencia, se
produce una reduccion del lumen arterial llegando incluso a disminuir el flujo
sanguineo y provocando episodios isquémicos. La enfermedad arteriosclerética
debe ser considerada clinicamente una Unica entidad patologica que afecta a

diferentes arterias del organismo. Cuando se manifiesta sintomatologia clinica en
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alguna de las arterias no coronarias el riesgo de sufrir un episodio coronario
agudo en el futuro es mucho mas elevado.

La enfermedad coronaria y sus complicaciones trombadticas constituyen la
mayor causa de mortalidad y morbilidad en las sociedades desarrolladas y las
predicciones indican un incremento en la incidencia de esta enfermedad. Las
razones mas importantes son, por un lado, el envejecimiento de la poblacion en
los paises desarrollados, con el consiguiente incremento de enfermedades
valvulares y fallo cardiaco; mientras que en los paises en vias de desarrollo, la
aceptaciéon de habitos que incluyen una mayor ingestion de grasas en la dieta,
con el consiguiente impacto sobre la obesidad y la diabetes, asi como una vida
mucho mas sedentaria, mantendra las enfermedades cardiovasculares como la

principal causa de mortalidad y morbilidad en nuestra sociedad °.

1.1. Origeny desarrollo de las lesiones arterioscl  eréticas

Estudios anatomopatoldgicos han demostrado la existencia de lesiones
arteriales desde la infancia en la mayoria de los sujetos de los paises
industrializados. La progresiéon y disrupcion de estas lesiones en ciertas
situaciones producen complicaciones aterotrombdticas con una gran morbilidad y
mortalidad *°

Entre las diferentes teorias postuladas sobre el origen y el desarrollo de la
arteriosclerosis, las que han recibido una mayor aceptacion son las teorias
trombogénica y lipidica. Ambas convergen en un proceso critico y comun como es
la disfuncion endotelial. Hoy se considera la disfuncién endotelial como el primer
proceso patoldgico de la enfermedad arteriosclerdtica (figura 1).

El endotelio es la capa monocelular que recubre la superficie luminal del
arbol vascular separando la pared de la sangre circulante. Su importancia
fisiopatoldgica estd basada tanto en su magnitud —se calcula una superficie
endotelial de mas de 150 m?>~ como en la situacién geogréfica que le permite
regular la fluidez luminal de la sangre, la vasorreactividad y permeabilidad de la

pared.
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Figura 1. Teoria multifactorial de la arteriosclerosis unificando las teorias lipidica y trombogénica.
Tomada de Fisiopatologia de la enfermedad aterotrombotica coronaria. J.J. Badimon, L. Badimon
y V. Fuster. Clin Invest Arterioscl 2002;14(5):258-71 3

El endotelio esta expuesto a tres tipos de fuerzas mecanicas: a) la presion
de la fuerza hidraulica de la sangre; b) el estrés circunferencial a consecuencia de
la vasoactividad de la pared vascular, y c) las fuerzas de cizalladura (shear rate)
resultantes de la velocidad de la sangre y el radio vascular. La fuerza de
cizalladura es la que desempefia un papel mas importante porque estimula la
liberacion de agentes vasoactivos e induce cambios en la expresion de diferentes
genes, metabolismo celular e incluso en la morfologia de las células endoteliales ®
. La correlacién existente entre la disfuncién endotelial y las areas de baja
cizalladura esta ilustrada por la elevada incidencia de lesiones arterioscleroticas

en las areas de curvatura o puntos de bifurcacion del sistema arterial ® ” (figura 2).
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Figura 2 . Efecto de la fuerza de cizalladura sobre el endotelio. Tomada de The role of shear stress
in the pathogenesis of atherosclerosis Kristopher S Cunningham and Avrum | Gotlieb Laboratory
Investigation (2005) 85, 9-23 °

El endotelio es fuente y diana para una serie de agentes vasoactivos. Estos
agentes liberados por las células endoteliales son capaces de desarrollar sus
actividades endocrinas y paracrinas, no Unicamente sobre el endotelio sino
también sobre las células musculares lisas vecinas. Las células endoteliales
sanas, al interaccionar con los agonistas adecuados, generan una serie de
procesos citosoélicos que activan la enzima 6xido nitroso sintetasa, responsable de
la sintesis y liberacion de oOxido nitroso (NO, también conocido como factor
relajante derivado del endotelio, EDRF). Este agente tiene un claro efecto
vasodilatador, antitrombético, antiproliferativo, antiapoptético y antiinflamatorio. El
endotelio sano es capaz de desarrollar su actividad protectora frente a la
enfermedad arteriosclerética a través de los multiples procesos regulados por el
oxido nitrico (NO) @ (figura 3).
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Figura 3. Esquema de los procesos regulados por un endotelio sano mediante la liberacion de NO
sobre un background de un cultivo de células endoteliales humanas. La célula endotelial sana
reacciona frente a sus agonistas activando la NO-sintasa con el consiguiente incremento en la
sintesis y liberacién de NO. En presencia de un endotelio disfuncional, existe una inhibicién de la
liberacion del NO y de los efectos antiaterogénicos mediados por éste. Adaptada de Fisiopatologia
de la enfermedad aterotrombética coronaria. J.J. Badimon, L. Badimon y V. Fuster. Clin Invest
Arterioscl 2002;14(5):258-71 3

La activacion de las células endoteliales induce una disminucion en la
sintesis de NO generandose un ambiente proarteriosclerético que facilita la
formacién y el desarrollo de lesiones arterioscleréticas. El endotelio regula una
serie de procesos bioquimicos y moleculares, como son la permeabilidad vascular
a las lipoproteinas plasmaticas, expresion de moléculas de adhesion,
reclutamiento de monocitos, liberacibn de agentes con actividad pro y
antitrombética, factores de crecimiento y sustancias vasoactivas ** . De ahi la
importancia capital que tiene la disfuncidn endotelial en varios procesos
patolégicos, como aterosclerosis, trombosis, etc. Estas evidencias han supuesto
un desvio de la hipétesis inicial (response-to-injury) que requeria la existencia de
una lesibn endotelial como la primera evidencia de la enfermedad
aterotrombodtica. Hoy sabemos que una simple disfuncién de la actividad
endotelial es suficiente para desencadenar los procesos proateroscleroticos. La

importancia de la disfuncidon endotelial esta claramente ilustrada por la relacion
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directa existente entre los factores de riesgo cardiovascular (tabaco,
hiperlipidemia, hipertension, obesidad, diabetes, inflamacién, etc.) y la disfuncion
endotelial (figura 4). Mucho mas importante es la observacion de que el
tratamiento efectivo de estos factores de riesgo conlleva una normalizacion de la

actividad endotelial.

Disfuncién

\

KH N\ endotelial /V

iperlipidemia asoconstriccion
Tabaquismo Agregacion plaquetaria
Citoquinas Proliferacién de las SMC
Flujo turbulento Adhesidn leucocitaria
Radicales libres Oxidacion de las LDL
\Dlabetes Qxctlvauon de las MMP Y,

l Sintesisde NO

.
rad

l Moléculas de adhesion

J Activacion

endotelial

Figura 4 . Factores de riesgo cardiovascular y disfuncion endotelial. La presencia de los factores
de riesgo cardiovascular induce la activacion y la disfuncién del endotelio. Esta activacion esta
caracterizada por la reduccién de la sintesis de NO y un incrememto en la expresion de proteinas
adhesivas, facilitando de esta manera el proceso de aterogénesis. . Tomada de Fisiopatologia de
la enfermedad aterotrombética coronaria. J.J. Badimon, L. Badimon y V. Fuster. Clin Invest
Arterioscl 2002;14(5):258-71 °

Las zonas de baja fuerza de cizalladura del arbol vascular son mas
propensas a desarrollar lesiones arterioscleréticas. Estas zonas presentan una
permeabilidad incrementada a las proteinas y células plasmaticas. Entre las
diferentes lipoproteinas plasmaticas, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) son
las que van a desarrollar un papel mas importante en el proceso aterogénico. La
acumulacion de las LDL en el espacio subendotelial es una consecuencia de la
interaccion entre la apoproteina-B100 y los glucosaminoglicanos de la pared
arterial 2. Estas LDL son transformadas o modificadas en el espacio subendotelial
mediante lipdlisis, agregacion u oxidacion a traves de los radicales libres. Estas
lipoproteinas “modificadas” inician una reaccion inflamatoria facilitando el
reclutamiento e internalizacién del sistema monocito/linfocito ** Esto llevé a
postular que la enfermedad arteriosclerética podria ser considerada como un
proceso crénico inflamatorio ** *°. La activacién de las células endoteliales esta
asociada a la expresion de unas proteinas adhesivas de la superfamilia de las
selectinas (L-selectina y P-selectina). Estas proteinas se unen a los ligandos

(carbohidratos) de la superficie de los leucocitos y estimulan la marginacién de los
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monocitos circulantes desde el torrente sanguineo hacia la superficie endotelial
donde se van a adherir. La transcripcion de la expresidon de estas proteinas
adhesivas esta regulada por el factor nuclear NF-kB ** . La expresién de las
selectinas va seguida de la expresion de las proteinas adhesivas de la familia de
las ELAM (moléculas de adhesién endotelio-leucocito; ICAM y VCAM). Estas
proteinas facilitan la internalizacion de los monocitos/linfocitos adheridos en la
pared vascular. El papel de estas proteinas en la aterogénesis se ha podido
demostrar en estudios de aterosclerosis experimental en modelos de ratones
transgénicos deficientes en estas proteinas adhesivas. La supresion de P y E-
selectinas, ICAM o MCP-1 ha demostrado una cierta proteccion frente al
desarrollo de arteriosclerosis experimental en ratones transgénicos *® *° Se ha
asociado valores elevados de estas proteinas con una incidencia mayor de
episodios cardiovasculares isquémicos ** ?* Una vez formada la lesién arterial
inicial, si los factores de riesgo cardiovasculares (tabaco, hiperlipidemia, diabetes,
etc.) responsables de la formacion de esta lesion inicial estan todavia presentes,
se forma un circulo vicioso que acaba por perpetuar estos procesos aterogenicos
ya descritos. Los macrofagos y linfocitos activados liberan enzimas hidroliticas,
citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento que van a producir el
engrosamiento de la lesién vascular. EI engrosamiento de la pared se vera
acelerado por la sintesis incrementada de componentes de la matriz extracelular
(colageno, elastina, etc.). La acumulaciéon intracelular de material lipidico en
macrofagos o células musculares lisas llega a un nivel en que el efecto citotdxico
sobrepasa la capacidad de almacenamiento, produciendo la muerte celular, zonas
de necrosis celular y depdsitos lipidicos extracelulares caracteristicos de lesiones
mas avanzadas. Si bien las arterias son capaces de dilatarse para compensar
este engrosamiento inicial de la pared, llega un momento en que este proceso
sobrepasa el remodelado vascular afectando el lumen arterial %*

La transformacion de las LDL acumuladas en el espacio subendotelial es
un estimulo inflamatorio muy importante para el endotelio y las células musculares
lisas de la media, no Unicamente a través de los radicales libres sino mediante la
accion de otras enzimas también presentes en la pared arterial arteriosclerética
(mieloperoxidasas, fosfolipasas, etc.) o a través de la glicosilacion, como en el
caso de la diabetes ?* ?* #- Estas LDL transformadas, ademéas de inducir la

expresion de VCAM, ICAM y E-selectina a través del factor nuclear de
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transcripcion NF-k3, también activan la transcripcién de genes responsables de la
sintesis de agentes quimiotacticos, como MCP-1 y MCSF. El factor NF-kf3 también
incrementa la sintesis y la liberacion de las citoquinas IL-1, IL-2 y IL-6, que a su
vez activan las células inflamatorias perpetuando el proceso de acumulacion
celular en el espacio subendotelial *’.

Los monocitos/macrofagos de la pared se transforman en macrofagos
espumosos cuando incrementan su contenido lipidico al fagocitar las LDL

oxidadas acumuladas en la pared arterial. Estas células espumosas son el

componente celular mas importante de las estrias grasas *® %’ (figura 5).
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Figura 5. a, Los monocitos son atraidos hacia areas focalizadas de la pared arterial en las que
han sido retenidas lipoproteinas aterogénicas en la matriz extracelular. Estas lipoproteinas
retenidas, particularmente aquellos fosfolipidos modificados por oxidacion, inducen al endotelio a
expresar quimioquinas y moléculas de adhesion. b, Los monocitos migran a través del endotelio y
se transforman en macrofagos. ¢, Los macrofagos ingieren las lipoproteinas retenidas por
endocitosis y fagocitosis cargandose de colesterol derivado de las lipoproteinas. d, Al comienzo de
las lesiones, el colesterol se almacena en forma de ésteres producidos por la enzima ACAT,
dando a la célula el aspecto de célula espumosa. e, Conforme avanzan las lesiones, el colesterol
no esterificado se acumula provocando la apoptosis de macréfago (f) y necrosis (g). Tomada de
Role of cholesterol and lipid organization in disease. Frederick R. Maxfield and Ira Tabas, Nature
438, 612-621 (1 December 2005) *®
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Las células espumosas liberan agentes quimiotacticos que van a activar las
células musculares lisas de la capa media. Estas células musculares lisas
activadas migran hacia la intima, atravesando la lamina elastica interna, sufriendo
un cambio en su fenotipo. Estas células, que eran responsables de la
vasoactividad arterial, al atravesar la media se transforman en “sintéticas” y son
las responsables de la sintesis de los componentes de la matriz extracelular
(colagenos, elastina, etc.) que van a fomentar el engrosamiento de la intima
reduciendo el lumen arterial 3.

El proceso de internalizacion celular del material lipidico tiene lugar a través
de dos mecanismos, uno de ellos es mediado por el receptor clasico de las LDL
descrito por Goldstein et al > Este mecanismo es regulable por los valores de
colesterol intracelular. ElI otro mecanismo no es regulable y es mediado por los
receptores scavengers (SR-A y CD-36).

El papel de este mecanismo ha sido demostrado por estudios con animales
transgénicos deficientes de estos receptores; estos animales poseen una
resistencia a la induccién de lesiones arterioscleréticas *°.

El problema de los mecanismos no regulables es que, en tanto y en cuanto
las células estén en un medio rico en material lipidico, continuaran
internalizandolo, independientemente del contenido lipidico intracelular. El
contenido de colesterol intracelular tiene un efecto regulador a la baja sobre los
receptores clasicos de las LDL. El colesterol libre intracelular es esterificado a
través de la accion de la enzima ACAT. Los ésteres de colesterol son menos
citotoxicos y bioquimicamente mas estables. La imposibilidad de regular la
internalizacion conlleva una acumulacion desmesurada de material lipidico
intracelular que puede llegar a producir la muerte de la célula, debido a estimulos

inflamatorios o a procesos apoptéticos 2.

1.2. Lipoproteinas de alta densidad y el transporte inverso de colesterol

Las HDL desempefian un papel decisivo en el transporte inverso del
colesterol y constituyen el mecanismo fisiologico protector frente a una
acumulacion excesiva de material lipidico. Como los mamiferos so6lo pueden
metabolizar el colesterol en el higado, se requiere un mecanismo de transporte
del colesterol acumulado en los tejidos extrahepaticos hasta el higado para su

metabolismo y eliminacién. El depdsito de lipidos en la pared vascular es
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consecuencia de un desequilibrio entre los procesos de entrada y salida de
colesterol en la pared arterial. El mecanismo de entrada de lipidos en la pared
arterial esta directamente relacionado con los valores de LDL, mientras que el
transporte desde la pared hacia el higado, es dependiente de los valores de HDL.
Por ello, la acumulacion de material lipidico en la pared arterial podria producirse
tanto por un transporte excesivo hacia la pared (valores elevados de LDL) como

por una remocién disminuida (valores reducidos de HDL) (figura 6) 2.

Aterosclerosis

- Progresion B

Figura 6. Esquema del impacto del equilibrio entre los mecanismos de entrada y salida de
colesterol a los tejidos extrahepaticos sobre la progresion de la enfermedad arteriosclerética. Una
reduccién de las HDL o un incremento en las LDL provocarda la progresion de la arteriosclerosis;
por otro lado, la reduccién de los valores de LDL o un incremento en las HDL facilitaria la
inhibicién de la progresion o incluso la posible regresién de las lesiones arteriales. Tomada de
Badimon JJ, Santos-Gallego CG y Badimén L. Importance of HDL cholesterol in atherothrombosis:

how did we get here? Where are we going?. Rev Esp Cardiol. 2010 Jun;63 Suppl 2:20-35 32

El papel protector frente a la enfermedad arteriosclerética de unos valores
incrementados de HDL se ha demostrado de forma experimental y en estudios de
poblacién, tanto epidemiolégicos como de intervencion. La hipotesis inicial del
efecto antiaterogénico de las HDL fue postulada por Glomset *. Posteriormente,
fue corroborada en estudios con conejos ateroscleréticos, donde la administracion
de HDL homologas no soélo inhibié la progresion sino que incluso facilitd la
regresion de lesiones adrticas previamente establecidas 3* *°.

Estas observaciones han sido posteriormente confirmadas con modelos
experimentales transgénicos, donde la expresion incrementada de apo A-l fue
asociada con una resistencia a la aterosclerosis inducida por dietas aterogénicas

en ratones y conejos %',
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Los estudios epidemiol6gicos de observacion proporcionaron las primeras
evidencias en humanos. Un meta-analisis de cuatro estudios prospectivos
(Framingham Heart Study, Lipid Research Clinic [LRC], Prevalence Mortality
Follow-up Study, Coronary Primary Prevention Trial Control Group, y Multiple Risk
Factor Intervention Trial Control Group) demostré que por cada 1 mg/dL de
incremento en la cifra de cHDL existia una reduccion del 2 al 3% en el riesgo

%8  Esta correlacion era

coronario en varones Yy mujeres, respectivamente
independiente de la presencia concomitante de otros factores de riesgo
cardiovascular como edad, obesidad, cLDL, tabaco, etc. Evidencias similares se
obtuvieron en un gran namero de estudios posteriores, como el PROCAM vy el
Texas/AFCAPS 3%,

Las evidencias epidemiolégicas promovieron estudios de intervencion. El
primero fue el Helsinki Heart Study (HHS). Este estudio de prevencion primaria,
aleatorizado, incluy6 a mas de 4.000 varones hiperlipémicos que fueron
aleatorizados entre placebo y gemfibrozilo ** La administraciéon de gemfibrozilo
redujo en un 34% el riesgo de enfermedad cardiaca coronaria. Un andlisis de
regresion multifactorial demostré que el efecto beneficioso era debido al 11% de
incremento en las HDL, asi como al 11% de reduccién en las LDL ** Un estudio
similar, pero en prevencion secundaria, fue el Veterans Administration HDL
Intervention Trial (VA-HIT). Este estudio aleatorizé a pacientes con enfermedad
cardiaca coronaria entre gemfibrozilo y placebo. Los valores de HDL se
incrementaron un 6% durante el tratamiento con reducciones de un 4% en el
colesterol total y un 31% en los triglicéridos, sin cambios en los valores de LDL.

Entre los diferentes mecanismos de accion postulados para explicar el
efecto antiaterogénico de las HDL, cuatro son los generalmente aceptados: a)
transporte inverso de colesterol; b) efecto antioxidante mediado a través de la
parooxonasa en la inhibicion de la oxidacion de las LDL; c) reduccion de los
valores de expresion de las moléculas de adhesion vasculares (selectinas, ICAM,
VCAM, etc.) que facilitan la adhesion de los monocitos circulantes a la pared
arterial, y d) un incremento de la capacidad fibrinolitica endégena. De todos ellos,
el mecanismo mas aceptado parece ser el transporte inverso de colesterol.

Aunque todas las células nucleadas del organismo sintetizan colesterol,
solo los hepatocitos y enterocitos lo excretan eficazmente por la bilis o en el

interior del intestino. En el higado, directamente o después de ser transformado
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en &cidos biliares. Las particulas de HDL nacientes se sintetizan en el intestino y
en el higado. La apo A-1 recién secretada adquiere rapidamente fosfolipidos y
colesterol no esterificado a través de la salida estimulada por la proteina Al del
transportador de secuencias de union a ATP (ATP-binding cassette protein Al,
ABCAl) a las proteinas de membrana. Este fendbmeno hace que se formen
particulas de HDL discoides que reclutan colesterol no esterificado adicional
desde la periferia. El colesterol es esterificado dentro de la particula de HDL por la
enzima lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) y el éster de colesterol, mas

hidrofobo, se desplaza al interior de la molécula (figura 7).

HDL
maduras
LDLR

uilemicrones

Q

Intestino
: = . Colesterol © CE
el ° libre
Células periféricas B ApoAl TG

Figura 7. Metabolismo de las HDL y transporte inverso del colesterol. Esta via transporta el
exceso de colesterol desde la periferia al higado para su excrecion en la bilis. El higado y el
intestino producen HDL nacientes. El colesterol libre es adquirido por macréfagos y otras células
periféricas y esterificado por LCAT, formando HDL madura. El colesterol unido a HDL puede ser
captado selectivamente por el higado a través de SR-B1. Como alternativa, el éster colesterilo de
HDL puede ser transferido por CETP desde las HDL hasta las VLDL y los quilomicrones, que
luego pueden ser captados por el higado. LCAT, de lecitina-colesterol aciltransferasa; CETP,
proteina de transferencia de ésteres de colesterol; VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad; IDL,
lipoproteinas de densidad intermedia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoproteinas de
alta densidad; LDLR, receptor de lipoproteina de baja densidad; TG, triglicéridos. Tomada de
Arder DJ y Hobbs HH. Trastornos del metabolismo de las lipoproteinas. En: Harrison. Principios de
Medicina Interna, 182 ed **

Conforme las HDL adquieren mas ésteres de colesterol, se vuelven
esféricas y reciben lipidos adicionales procedentes de la superficie de
quilomicrones y VLDL durante la lipdlisis. El colesterol de las HDL es transportado
al higado por una via directa y otra indirecta. Directamente cuando es captado por
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el hepatocito mediante los receptores depuradores Bl (scanvenger receptor class
Bl, SR-BI), un receptor de la superficie celular que media el trasporte selectivo de
lipidos hacia las células e, indirectamente, intercambiando ésteres de colesterol
por triglicéridos a lipoproteinas que contienen apo B100 por la accion de la
proteina transportadora de ésteres del colesterol (CETP). Los ésteres de
colesterol finalmente son retirados de la circulacién por endocitosis mediada por
los receptores de las LDL *°.

Las lineas maestras del National Cholesterol Education Program (NCEP)
americano **, han remarcado la importancia de los valores de cHDL al
recomendar la inclusion de un analisis fraccionado lipoproteinico con el primer
analisis del perfil lipidico. También recomienda que los valores de cHDL reducidos
(< 40 mg/dL) deben de ser considerados como un factor de riesgo importante y
deben ser objeto de intervencidn, ya sea por cambios en el estilo de vida (dieta y

ejercicio) o incluso de forma farmacolégica.
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2. Hiperlipidemia familiar combinada

2.1. Introduccioén
La denominacion hiperlipidemia familiar combinada fue empleada por

Joseph Goldstein et al *> % %

por Primera vez en 1973 en la Universidad de
Washington para hacer referencia a un nuevo trastorno hereditario de los lipidos,
apreciado en sujetos jovenes que habian sobrevivido a un infarto agudo de
miocardio (IAM) y caracterizado por la presencia de multiples fenotipos
lipoproteicos. Se observd que éstos y sus familiares afectados podian presentar
elevaciones de los triglicéridos, del colesterol total, o de ambos, reflejando
incrementos plasmaticos de las VLDL o fenotipo 1V, de las LDL o fenotipo IIA, o
de ambas, respectivamente o fenotipo 1IB. Se trataba de 500 casos, hombres de
menos de 40 afios y mujeres menores de 50 afios la mayoria. Eran hiperlipémicos
el 31%, presentando fenotipos IV el 15,6%, fenotipo IIB el 7,8% y fenotipo IIA el
7,6%. Entre los hipertrigliceridémicos (fenotipo IIB y IV) era mas prevalente la
hipertension arterial, la obesidad y la diabetes. Paralelamente, fueron descritas
familias similares por Esko Nikkila en Helsinki “ y por Herbert Rose en Nueva
York ®,

A continuacidon observaron que los familiares de los 176 sujetos
supervivientes con hiperlipemia presentaban cinco alteraciones lipidicas distintas.
Tres de ellas fueron consideradas trastornos monogénicos autosémicos
dominantes por el patron de transmision. Una era la hipercolesterolemia familiar
(sujeto indice y los familiares afectados presentaban constantemente un fenotipo
[IA), otra la hipertrigliceridemia familiar (donde el probando y los familiares
afectados tenian un fenotipo IV) y una nueva entidad que denominaron
hiperlipidemia familiar combinada (HFC). En esta Ultima hiperlipemia variaba el
fenotipo lipoproteico de los familiares afectados, que podia ser IIA, 1IB y IV, con
menor frecuencia presentaban un fenotipo V.

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 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
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a esta hiperlipemia compatible con un trastorno monogénico, autosémico
dominante con expresion variable *®

En el grupo estudiado por Nikkila et al ** en Finlandia, encontraron al
mismo tiempo, en los familiares de 101 pacientes supervivientes a un 1AM precoz,
hiperlipoproteinemia familiar preferentemente, de fenotipo lipoproteico multiple y
variable dentro de la misma familia incluso. La mitad de sus integrantes eran
hiperlipémicos a partes iguales entre los fenotipos A, IIB y IV. Los valores
plasmaticos de triglicéridos de todos los familiares no mostraban una diferencia
clara entre afectados y no afectados; la distribucion de los valores de colesterol
era también unimodal. Esta discordancia les hizo desestimar, como mecanismo
de transmision genética, la herencia autosémica dominante, e inclinarse a que el
trastorno fuera debido a una expresion polimorfica de varios fenotipos.

En las familias con fenotipo variable estudiadas por Rose et al *° se
encontr6 mayor prevalencia de intolerancia a la glucosa, obesidad e
hiperuricemia.

Se han hecho mudltiples intentos de caracterizar y definir la enfermedad. 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 *°. La mas comun de las hiperlipemias familiares, con una prevalencia en
la poblacién con hiperlipemia primaria del 15% °" °2. Se comienza a presentar a
partir de los 20 afios aunque de forma muy variable. 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 exdégenos
(dieta, ejercicio, etc.). Afecta habitualmente al 50% de los familiares de primer
grado, asociandose a predisposicion a cardiopatia isquémica precoz. Su base
metabdlica y genética no ha sido todavia identificada, siendo el mecanismo mas
probable la interaccion de diferentes genes y el ambiente.

Actualmente el diagndstico se basa en el estudio familiar y la expresion
fenotipica variable con elevacion de la apolipoproteina B100 (Apo-B100)
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 &cidos grasos libres (AGL) ** >,
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2.2. Diagnéstico
No se ha encontrado ningin marcador clinico, metabdlico o genético
especifico para el diagnéstico de la HFC. Para diagnosticar a estos pacientes se

siguen los criterios propuestos por Bredie et al > en 1997:

1 Criterios mayores de inclusion

= Presencia de una hiperlipemia mdltiple 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

» Herencia de la hiperlipemia con una transmisién autosémica dominante

*» Presencia de arteriosclerosis prematura (antes de los 60 afios) en familiares
de primer grado

2 Criterios de exclusion

» Presencia de xantomas en familiares de primer grado

* Presencia de una causa secundaria de hiperlipemia en familiares afectados

» Presencia de genotipo de Apo E E2/E2 en sujetos afectados

3 Criterios de inclusion adicionales

= Concentracion elevada de Apo-B100 en plasma

* Presencia de un patron de LDL predominando las particulas pequefas y
densas

= Manifestacion de la hiperlipemia en la adolescencia

Diagndstico : tres criterios mayores de inclusion y exclusion; los criterios mayores
de inclusion 1 y 2, 0 criterios de exclusion y al menos 1 criterio de inclusion
adicional.

Los criterios mas consistentes para el diagnostico, y que mejor diferencian

los sujetos afectados de los familiares no afectados, son la presencia de valores

51, 54, 55

plasmaticos elevados de Apo-B100 y de LDL pequefas y densas por lo

gue se ha propuesto la necesidad de modificar los criterios diagndsticos iniciales
56
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2.3. Etiologia

Descartado que la enfermedad sea de naturaleza monogénica, adn no se
ha podido establecer su base genética a pesar los multiples estudios que se han
llevado a cabo " %8 °9.60.61

Dada la sobreproduccion de VLDL, la elevacion de las concentraciones de
Apo-B100 y las LDL pequefias y densas caracteristicas de estos pacientes, se
considerd inicialmente el gen de la Apo-B100, en el cromosoma 2, como
candidato principal, pero no se alcanzaron resultados concluyentes °* . Después
de que se describiese un defecto funcional de la lipoproteinlipasa (LPL) en un
grupo de sujetos con HFC, también se pensoé en el gen de la LPL, localizado en el
cromosoma 8. Aunqgue se han descrito mas de 50 mutaciones asociadas a dicho
gen, ninguna de ellas esta presente en la mayoria de los sujetos afectados ** °.
Se ha sugerido la participacion de un gen en el cromosoma 1 ® ya que se ha
descrito en poblacion finlandesa una alteracién en dicho cromosoma (1g21-923)
que se asocia con sobreproduccion de VLDL. En familias canadienses con HFC y
con diabetes tipo 2 se ha descrito una alteracion en este cromosoma que podria
relacionarse con la Rl asociada a la HFC ®”- También se ha descrito una alteracion
en el cromosoma 11 (11923-g24), el denominado cluster de Apo AIl-CIlI-AlV,
asociado con la dislipemia en siete familias con HFC 8. Ninguno de estos
hallazgos, no obstante, es un marcador genético especifico para la HFC ®*

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
de la contribucion de los factores ambientales. Ribalta et al sugieren que la
busqueda de marcadores genéticos podria orientarse a un fenotipo mas amplio
gue denominan “déficit de gestion de acidos grasos libres”, haciendo referencia a
una situacién en la que existen multiples causas potenciales para que se

produzca la HFC "
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2.4. 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
en la esterificaciéon de los acidos grasos en el tejido adiposo y la presencia de

resistencia a la insulina (figura 8).
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Figura 8: Diferentes procesos metabdlicos en la HFC. Adaptada 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 52,

2.4.1. Sobreproducciéon hepatica de VLDL

La caracteristica principal de la HFC es la hiperproduccién hepatica de
VLDL ®%°>* 7071 " que viene determinada por el aumento de la sintesis de TG por el
hepatocito, aumentando de forma secundaria la sintesis de Apo-B100, ya que se
produce un acumulo de particulas ricas en TG, que contienen Apo-B100. Se
considera que el mecanismo patogénico es la concentracion elevada de AGL en
plasma, que sobrecarga al higado, y que se debe a una cierta disminucion de la
capacidad lipolitica, pero sobre todo, a una reduccion de la capacidad del tejido
adiposo y del musculo para captar los AGL procedentes de la lipdlisis de los

triglicéridos "°.
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2.4.2. Disminucion de la actividad de la LPL

El nivel sérico de triglicéridos muestra el balance entre su produccion y su
catabolismo, del que es responsable principal la activacion de la LPL. Los
triglicéridos de origen intestinal o exdégeno son transportados por QM y QM
residuales y, los de origen endbgeno, por las VLDL e IDL. Es probable que una
muy elevada produccién hepatica de VLDL llegue a saturar la capacidad de la
LPL, alterandose el catabolismo de las VLDLy QM.

Babirak et al "> " demostraron en sujetos con fenotipos IIB y IV una
disminucién de la actividad LPL post-heparina proponiendo que hasta en un tercio
de los sujetos HFC habria un defecto de la enzima. Al disminuir la hidrélisis de los
TG por la alteracion de la actividad LPL se origina una disminucion del
catabolismo de las VLDL y QM, una menor recaptacion hepatica de VLDL y mayor
liberacién de éstas al plasma. Como consecuencia, se produce un aumento del
tiempo de permanencia de las lipoproteinas 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 )

La LHS esta inhibida por la accién de la insulina durante la etapa
postprandial. Al disminuir la accidn insulinica durante el ayuno y aumentar las
hormonas contrainsulares, se produce un estimulo de la LHS del tejido adiposo
liberandose acidos grasos libres que circulan unidos a la albumina y son captados
por el higado y el musculo cardiaco y esquelético ™.

Se ha descrito una disminucion de la actividad in vitro de LHS en pacientes
de Suecia con HFC, aungue no en fineses ni daneses "> "® 7"

Como consecuencia del estado de resistencia insulinica asociado a la HFC,
la inhibicién de la lipolisis en situacion postprandial se pierde produciéndose una
elevacion plasmatica de AGL que aumenta la oferta de éstos al higado,
contribuyendo asi a la hiperproduccion hepatica de VLDL y Apo-B100. Este
aumento de los AGL en situacién basal y postprandial estimula la produccion de
VLDL.
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2.4.4. Alteracion de la esterificacion de los acido s grasos en el tejido
adiposo

Se cree que la actividad de la proteina estimuladora de la acilacion (ASP)
esta descendida en los pacientes con HFC y que la esterificacion y movilizacion
de los AGL en el adipocito se halla muy alterada por lo que se reduce
significativamente la incorporacion de los AGL al adipocito (figura 9) *.

Se debe al parecer 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 *°.
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Figura 9. 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 %2,

La hipotesis mas consistente en la actualidad es la existencia de un defecto
combinado en la lipogénesis y en la lipdlisis en el tejido adiposo por alteraciones
en la ASP y accion de la insulina por un lado, y la disminucion de la accién 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, o0 si se trata de la

coexistencia de ambos de forma simultanea *2.
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2.4.5. Resistencia a la insulina

Se denomina resistencia a la insulina a una situacion clinica en la que las
células que habitualmente responden a esta hormona, dejan de hacerlo
adecuadamente. Se manifiesta por una disminucion del transporte de glucosa
inducido por insulina al interior de la célula en el masculo y el tejido adiposo, por
un aumento de la produccion hepatica de glucosa y alteraciones en el

metabolismo lipidico en los tejidos adiposo y hepatico "

2.4.5.1. Secrecioén de insulina

Aunque también ejercen su influencia aminoacidos, cetonas,
neurotransmisores y péptidos vasoactivos, la glucosa es el regulador principal de
la secrecion de insulina por la célula beta pancreatica. Estimula la secrecion de
insulina cuando se introduce en la célula beta mediante el transportador GLUT-2.
A continuacion, el metabolismo intracelular de la glucosa genera ATP que inhibe
la actividad de un canal de potasio originando la despolarizaciéon de la membrana
y la apertura consecuente de canales de calcio que estimula la secrecion de
insulina (figura 10). A esta via se le denomina dependiente de potasio (KATP).

El receptor de sulfonilurea (sulfonylurea receptor, SUR) es el sitio de
fijacion para farmacos que actian como secretagogos de la insulina. Las
alteraciones en los procesos u hormonas subrayados en la figura son causa de

diabetes de inicio en la madurez (figura 10).
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Figura 10. Secrecién de insulina. Adaptada de WL Lowe, en JL Jameson [ed]: Principles of
Molecular Medicine. Totowa, NJ, Humana,1998 %

En condiciones de alta energia aumentan los niveles de malonil-CoA que
inhibe la isoforma hepatica de la carnitina palmitoiltransferasa | (LCPT I), frenando
asi la 3-oxidacion de los AG, de manera que su concentracion en el citosol de la
célula B aumenta. Se ha denominado a esta via de secrecion de insulina via
independiente de potasio. La importancia de la LCPTI reside en su poder
regulador de las concentraciones de AG en la célula B y por lo tanto en su

repercusion en la secrecion de insulina (figura 11) .
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Figura 11. Importancia de la LCPTI en el metabolismo de la célula 3. Tomada de Fausto G.

Hegardt, www.ub.edu/bbm/webfausto3/celula beta.htm, Departamento de Bioquimica y Biologia

Molecular, Universidad de Barcelona

2.4.5.2. Accion de la insulina

Una vez secretada la insulina es recogida por la sangre venosa portal y, la
gue no es captada por el higado, llega a la circulacién general donde se fija a sus
receptores presentes en los érganos diana, fundamentalmente el tejido muscular
y adiposo. La interaccién con el receptor estimula la actividad cinasa de tirosina
dando como resultado la autofosforilacion del receptor y el reclutamiento de
moléculas de sefializacion intracelulares, como los sustratos del receptor de la
insulina (IRS) (figura 12). Estas moléculas inician una cascada de fosforilacion y
desfosforilacion que desembocan en los importantes efectos metabdlicos y
mitogénicos de la insulina. La activacion de la cinasa de fosfatidilinositol-3 (PI3K)
estimula la transposicion de los transportadores de glucosa GLUT-4 a la superficie
celular para la captacion de glucosa. Otras vias de sefalizacion del receptor de
insulina llevan a la sintesis de glucodgeno, proteinas, lipidos y a la regulacion de
diversos genes en células sensibles a la accién de la insulina.
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Figura 12. Via de transduccion de sefiales de la insulina en el masculo esquelético. El receptor de
la insulina tiene actividad intrinseca de cinasa de tirosina y entra en interacciéon con proteinas
sustratos del receptor de insulina ([insulin receptor substrates, IRS] y Shc). Se fijjan a estas
proteinas celulares diversas proteinas de "acoplamiento” e inician las acciones metabolicas de la
insulina [GrB-2, SOS, SHP-2, p85, p110 y cinasa de fosfatidilinositol-3' (phosphatidylinositol-3'-
kinase, cinasa de PI-3)]. La insulina incrementa el transporte de glucosa por medio de la cinasa de
PI-3 y la via Cbl, lo que a su vez promueve la transposicién de vesiculas intracelulares que
contienen el transportador de glucosa GLUT4 hacia la membrana plasméatica. Tomada de WL
Lowe, en JL Jameson [ed]: Principles of Molecular Medicine. Totowa, NJ, Humana, 1998 80

El regulador mas importante del equilibrio entre la produccion hepética de
glucosa y su utilizacion por los tejidos es la insulina. En estado de ayuno, la baja
concentracion de insulina promueve la produccion de glucosa a través de la
gluconeogénesis y la glucogendlisis hepéticas, disminuye la sintesis de
glucdgeno, se reduce la captacion de glucosa en los tejidos y se promueve la
movilizacion de precursores almacenados. En el periodo postprandial, la carga de
glucosa aumenta la secrecion de insulina y disminuye la de glucagon,
invirtiéndose estos procesos. La mayor parte de la glucosa sera captada por el

musculo esquelético por mediacion de la insulina.

2.4.5.3. Bases moleculares de las acciones de lain  sulina

Las acciones de la insulina son mediadas por cascadas de sefalizaciéon
intracelular que se inician con la fosforilacion del receptor en residuos de tirosina
(Tyr) que sigue a su union con la insulina. A continuacion, una sucesion de

eventos de fosforilacidn-desfosforilacion de cinasas de Tyr y serina/treonina
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(Ser/Thr) son las responsables de transmitir la sefial de la insulina regulando las

reacciones metabdlicas en el interior de la célula 8% 82 83

El receptor de la insulina (IR)

El receptor de la insulina se encuentra localizado en la membrana celular.
Se trata de una glucoproteina perteneciente a la familia de receptores de factores
de crecimiento con actividad de cinasas de Tyr que, al unirse a su ligando, se
autofosforilan en residuos de Tyr .

Esta compuesto por dos subunidades a y dos B unidas por puentes
disulfuro. Las subunidades a contienen las regiones de unién a insulina allR y
a2IR en adicidén a una region rica en cisteinas (Cys). La subunidad 8 contiene una
porcion extracelular, una transmembrana y una intracelular. En su porcion
intracelular se localiza un dominio catalitico de cinasa de tirosina con un sitio de
unién a ATP vy sitios de fosforilacion en tirosina que se localizan en las regiones
yuxtamembrana (Tyr965, Tyr972), asa de activacion (Tyrl158, Tyr1162, Tyr1163)
y carboxi-terminal (Tyr1328, Tyr1334) (figura 13) %.
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Figura 13. Estructura del Receptor de Insulina: dominios funcionales del receptor Tomada de
Olivares Reyes, JA y Arellano Plancarte, A. Bases moleculares de la accion de la insulina. Revista

de Educacion Bioquimica 27 (1): 9-18, 2008 8

Cuando la insulina se une al receptor se producen cambios de las
subunidades a que permiten la activacion de las subunidades [ para
autofosforilarse en Tyr. Se requiere de siete sitios de fosforilacién de tirosina al

menos para el funcionamiento apropiado del IR .

Vias de sefializacion de la insulina

Tras la activacion del IR por la insulina, se inicia una cascada de sefalizacion
gue discurre por dos vias principales: a) la via de las cinasas activadas por
mitdgenos (MAPK) y la via del fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K). Ambas regulan la
mayoria de las acciones de la insulina asociadas al metabolismo energético, la
83, 84.

expresion genética y los efectos mitogénicos
a) Via de sefalizacion de las MAPK
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La via de sefializacion MAPK media los efectos de la insulina en la regulacion de
la sintesis de proteinas (Figura 12). La fosforilacién en residuos de Tyr del
dominio citoplasmatico del IR desencadena acciones en una amplia gama de
sustratos potenciales, incluyendo factores de transcripcion y otras cinasas que
participan en la regulacion de la expresion genética en tejidos sensibles a la
insulina, pero no en la regulacién del transporte de glucosa %% 8.

b) Via de sefalizacion PI3K

Es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el
metabolismo de la glucosa y los lipidos. Se inicia cuando el receptor activo y
autofosforilado interacciona con el sustrato del IR (IRS) y lo fosforila. Existen 4
isoformas del IRS y es la IRS-1 la que esta implicada en el transporte de glucosa
por medio de la cinasa de PI-3 y la via Cbl, lo que a su vez promueve la
transposicion de vesiculas intracelulares que contienen el transportador de
glucosa GLUT4 hacia la membrana plasmaética (Figura 12) %

La PI3 quinasa es un elemento clave en la respuesta metabdlica de la

insulina, que regula el transporte de glucosa, el efecto antilipolitico, la sintesis de

acidos grasos y la sintesis de glucégeno.
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2.4.5.4. Mecanismos de regulacion de la sefial de in  sulina

El alcance y la duracién de las sefiales inducidas por la accién de la
insulina para conseguir un correcto funcionamiento metabdlico y un adecuado
balance energético, esta regulado por complejos y sensibles mecanismos. Unos
de autorregulacion a través del IR y sus receptores y otros de desensibilizacién a

través de vias alternativas (Figura 14)
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Figura 14. Mecanismos de regulacion de la sefial de insulina. Tomada de Olivares Reyes, JA 'y
Arellano Plancarte, A. Bases moleculares de la accién de la insulina. Revista de Educacion

Bioquimica 27 (1): 9-18, 2008) &

a) Regulacion a nivel del IR

Se han identificado tres mecanismos de regulacion de la sefial de la insulina a
nivel del IR: el que afecta al proceso de endocitosis, al generado por la accién de
proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs) y al de fosforilacion de residuos de
Ser/Thr.

La endocitosis ocurre una vez que la insulina se ha unido al IR, se internaliza
el complejo formado hacia los endosomas primarios, donde permanece activo y
fosforilado. El pH &cido de éstos induce la disociacion de la insulina y el IR, la

enzima insulinasa acida lisosomal degrada la insulina y el IR se recicla de nuevo a
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la membrana celular. En condiciones de estimulacién prolongada por saturacion
de insulina, el IR es transportado hasta los lisosomas para ser degradado. El
numero de IR disponibles en la superficie celular es, de este modo, determinado
por la internalizacion, el reciclado y la degradacion del IR.

La accion de las PTPs consistiria en la desfosforilaciéon de residuos claves de
Tyr en el asa de activacion del receptor, desactivandolo

La fosforilacion en residuos de Ser y Thr es el tercer mecanismo que modula
la sefalizacion intracelular a través del IR, de manera que altera la

autofosforilacién del IR en residuos de Tyr %

b) Regulacion a traves del sustrato del IR (IRS)

La estimulacion con insulina conlleva una notable fosforilacion en residuos de
Tyr, pero también de Ser y Thr, implicados en la atenuacion de la sefial de
insulina por desacoplamiento de la union del IRS a proteinas efectoras como la
PI3K "

Las proteinas supresoras de la sefializaciéon de citoquinas (SOCS) regulan
negativamente la activacion de IRS, alterando su estructura y su uniéon a IR y
PI3K %,

2.4.5.5. Mecanismos de resistencia a la insulina
A nivel molecular, la RI es consecuencia de una deficiente sefalizacion de
la insulina por alteraciones en su receptor o en las moléculas efectoras de su via
metabdlica. Aunque en algunos casos la Rl se debe a un defecto en la union de la
insulina a su receptor, lo mas frecuente es que se deba a alteraciones posteriores
a la unién de la insulina, que alteran desde las funciones del receptor hasta la
actividad de las proteinas activadas cuyas funciones son importantes en la vias
de sefalizacion de la insulina 2.
Entre las alteraciones mas frecuentes se encuentran:
» La disminuciéon del nimero de receptores y de su actividad cinasa
* Un aumento del estado de fosforilacion en residuos de serina y treonina de
proteinas clave, como el propio receptor y su sustrato
* Ladisminucion de la actividad de las cinasas PI3K y Akt

« Defectos en la expresion y funcién del transportador GLUT4 2.
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El aumento de la fosforilacién en los residuos de serina y treonina a nivel del
receptor (IR) y su sustrato (IRS) se considera uno de los mecanismos clave para
el desarrollo de la RI debido a que puede bloquear sitios de fosforilaciéon en
tirosina, disminuir su activacién e inducir su degradacién ‘@

Se ha demostrado en estudios clinicos que en higado, muasculo y tejido
adiposo de pacientes obesos, hay un aumento de la degradacion del IRS y que
puede ser motivado por el aumento de la fosforilacion de IRS en residuos de
serina y treonina.

Como inductores de RI se han implicado varios agentes y condiciones
metabdlicas, los mas comunes son:

» Los acidos grasos y sus metabolitos

 TNF-ay otras citoquinas

» Hormonas catabdlicas como la adrenalina, el glucagén y la angiotensina Il

* Hormonas como la resistina secretadas por el tejido adiposo.

El incremento de la concentracion plasmatica de acidos grasos libres
induce resistencia a la insulina por la inhibicion del transporte de glucosa
estimulado por insulina. A nivel molecular, la concentraciéon de acidos grasos
libres puede llevar a cambios en la expresion del IR y alterar tanto la union de la
insulina con el receptor como el estado de fosforilacion de su dominio de quinasa.
Ademas, pueden inhibir la activacion de la enzima PI3K dependiente de IRS-1 por
un aumento de la fosforilacidn de los residuos de serina y treonina del IRS-1.
También se ha descrito que los acidos grasos libres pueden alterar la activacion
de Akt por el aumento de la cantidad de ceramida y diacilglicerol en células

musculares en cultivo "® ™

2.4.5.6. Resistencia a la insulina y acidos grasos  libres
Ha quedado demostrado en multiples estudios que los sujetos HFC

tienen RI 71, 88, 89, 90, 91, 92, 93’

su presencia puede ser un importante factor
modulador de los distintos fenotipos de HFC.

El aumento de la liberacion de AGL por el tejido adiposo y del flujo de AGL
al higado eleva la sintesis y liberacion de VLDL vy 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 hepatica de
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insulina. Se cree que la Rl y los AGL desempeiian un papel importante en el
desarrollo de las alteraciones metabdlicas de la HFC y que hay una relacion
directa entre AGL, hiperproducciéon hepatica de VLDL y Apo-B100, y las
concentraciones circulantes de triglicéridos, aunque no queda claro si la Rl es la
causa 0 una consecuencia de las alteraciones lipidicas observadas en la HFC.

El incremento de grasa visceral ** (independientemente de la existencia de
obesidad), el descenso de la vasodilatacion inducida por la insulina en masculo
esquelético o la alteracion del metabolismo postprandial de los AG pueden
contribuir a la Rl en HFC. Otro mecanismo potencial que contribuye a la Rl es la
activacion del factor de necrosis tumoral (TNF-a) y su receptor. Ademas, el
incremento de la concentracién de leptina que se ha visto en la HFC también
puede ocasionar Rl debido al efecto que la leptina tiene en la secrecion

pancreética de insulina y en la sensibilidad periférica a la insulina *>

2.6. Lipemia postprandial (LPP)

Al acumulo en plasma de lipoproteinas ricas en TG (VLDL, QM y sus
remanentes) aproximadamente entre 6 y 10 horas tras la ingesta de una comida
grasa se denomina LPP °® % Los sujetos con HFC tienen alterada la LPP %y
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 comin en estos sujetos, y que
condiciona un mayor riesgo cardiovascular. Como consecuencia de la Rl en
situacion postprandial, se produce un incremento en el flujo de remanentes de
quilomicrones y VLDL ricas en TG al higado, que se veria sobrecargado, con lo
que aumentaria la produccion enddgena 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 situacién postprandial
mediada por la Rl y por una probable resistencia a la accion de la ASP. Ademas,
la fraccibn 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.
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Esta situacibn metabdlica de incremento del flujo de AGL al higado lleva a la
sobreproduccion de VLDL, con lo que se genera un circulo vicioso que perpetla

la hiperlipidemia postprandial,7» % (figura 15).

Aspects of Postprandial Lipemia in FCHL:
Conseguences of VLDL Overproduction and Impaired C3/ASP system
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Figura 15. Lipemia postprandial en HFC. Tomada de Castro Cabezas M. Postprandial lipaemia in
familial combined hyperlipidaemia. Biochemical Society Transactions, 2003;31:1090-1093 9%

Ha quedado establecida la importancia de una elevada concentracion
plasmatica de TG en ayunas como otro factor de riesgo cardiovascular
independiente. 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 describié la AE como un proceso
postprandial *°° y son varios los estudios epidemiolégicos que relacionan el papel
de las lipoproteinas postprandiales con el inicio y el desarrollo de arteriosclerosis
prematura 1°- Se ha demostrado que los remanentes de QM procedentes de la
dieta pueden atravesar el endotelio vascular donde son fagocitados por los
macréfagos 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 % % . Ter Avest et al. han demostrado la relacién entre la
concentracion sérica de estas particulas y el grosor de la intima-media carotidea
en sujetos afectos de HFC respecto a sus familiares no hiperlipémicos %2 Por

tanto, el endotelio vascular de los pacientes con HFC esta expuesto a
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concentraciones elevadas de estas lipoproteinas aterogénicas a lo largo del dia,
alterando su funcion e incrementando el acimulo subendotelial de remanentes,
que conduciran a la formacion de la placa de ateroma. Ademas, la hiperlipemia
postprandial produce de manera indirecta una cascada de procesos inflamatorios
gue favorecen el desarrollo de la arteriosclerosis (figura 16). 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
| 103.

citoquinas, perpetuando el dafio endotelia
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Figura 16 . Iniciacién de la aterosclerosis en el torrente sanguineo: remanentes, glucosa y C3b son
capaces de inducir la activacion de monaocitos y neutréfilos. Esto conducira a la adhesion de estos
células al endotelio, asi como a la produccion de factores quimiotacticos que conducen al
reclutamiento y la activacion de otros leucocitos. Tomada de Alipour, A. et al. Postprandial

inflammation and endothelial dysfunction. Biochem Soc Trans, 2007, 35:466-469 104

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 % %
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Se han aportado datos sobre la existencia de RI y una alteracién en el
metabolismo postprandial de lipoproteinas ricas en triglicéridos en sujetos con
HFC.

En este sentido, algunos 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 se han observado en poblacion holandesa

utilizando el mismo método *°* %"

Se ha demostrado que la Rl es muy comin 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 RI, que a su vez contribuye a una mayor LPP. Ademas, Halkes et al
119 demostraron una relacién positiva entre el grado de Rl 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 también la situacion de Rl empeore
con una mayor obesidad abdominal que condiciona mayor LPP.

La HFC es, por tanto, un modelo genético de hiperlipidemia postprandial, y
la obesidad y el depésito de grasa abdominal se relacionan con la LPP,
probablemente mediado por la RI.

2.7. Inflamacion, arteriosclerosis e insulinorresis tencia

La inflamacién es un elemento fundamental de la patogenia de la AE * 1%
113 al ser ésta una enfermedad inflamatoria lentamente progresiva. En todas las
etapas de la aterogénesis se evidencian procesos inflamatorios, desde el
desarrollo temprano de la disfuncién endotelial, pasando por la formacion del

ateroma, hasta su ruptura posterior. Esclarecer el papel que desempefia cada uno
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de los factores que intervienen en esta compleja cascada ha adquirido una
importancia creciente para identificar predictores de riesgo cardiovascular mas
precisos y objetivos para la intervencion terapéutica ***.

La respuesta inflamatoria intenta resolver en un principio la alteracion y
dafio producidos por la modificacion de las LDL. Sin embargo, esta respuesta
inflamatoria se perpetla y desencadena una situacion inflamatoria crénica, que
contribuye a la progresion de la placa arteriosclerética. Proteinas como las
interleucinas (IL-1, IL-6), TNF-a y proteina C reactiva (PCR) se han relacionado
etiologicamente en diferentes estudios tanto epidemiolégicos, 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 nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) es un factor de transcripcion clave en la regulacion de la
inflamacion. 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-kB controla la transcripcion de multiples genes que desempefian un
papel en la patogenia de la arteriosclerosis. Induce la expresion de citoquinas (IL-
1, IL-6), quimioquinas, moléculas de adhesion (VCAM, ICAM...) y proteinas de
respuesta de fase aguda (TNF-a, PCR) que intervienen en el inicio y desarrollo de
la arteriosclerosis ** 116 117. 118. 119 - Adem3s, NF-kB es un factor de transcripcion
que parece mediar en las primeras fases de la respuesta al estrés oxidativo (EO)
115 se trata de un factor de transcripcion que activa la expresiéon de 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 al EO,

como la MnSOD *#

y frente a la apoptosis.

La activacion de NF-kB puede ser iniciada por un amplio grupo de
estimulos, entre los que se incluyen agentes inmunoldgicos, 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 ***
118, 119

TNF-a es una de las citoquinas proinflamatorias e inmunomoduladoras mas

importantes, est4 producida principalmente por macréfagos. Es liberada en el
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lugar de la inflamacion y juega un papel principal en el reclutamiento y activacion
de células inflamatorias, ya que regula moléculas de adhesién, activa células
endoteliales, induce la produccién de interleucinas e incrementa la permeabilidad
vascular % 22, Sus efectos bioldgicos son alcanzados por activacion de cascadas
de sefalizacion que desarrollan un programa de expresion genética especifico,

119, 123 Basado en su

siendo una de las principales vias implicadas NF-kf
actividad inflamatoria, se ha especulado que TNF-a es proaterogénica y su
posible papel en la AE procede de los resultados de distintos estudios realizados
en animales. Asi, se ha observado que la inhibicibn de TNF-a en ratones apoE-/-
mediante la administraciéon crénica de receptor de TNF-a soluble supone una
importante reduccién del tamafio de la lesién ***, y que la deficiencia de TNF-a en
ratones se asocio especificamente con menor presencia de lesiones avanzadas
125.

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

126

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-/- *?’.

La IL-10, también conocida como factor de inhibicion de la sintesis de
citoquinas (CSIF), es una citoquina con propiedades antiinflamatorias capaz de
inhibir la sintesis de citoquinas proinflamatorias por los linfocitos T y los
macrofagos. Ha sido demostrada su presencia en las placas ateroscleroéticas
humanas, observandose en estudios experimentales que niveles bajos de IL-10
favorecen el desarrollo de lesiones ateroscleréticas mas extensas vy
morfoldégicamente mas inestables.

Otro importante marcador de inflamacién y dafio tisular es la PCR, que es
uno de los principales reactantes de fase aguda. Activa la via clasica del
complemento, media la fagocitosis, regula la inflamacion, y es un marcador poco
especifico, pero muy sensible de infeccion e inflamacién tisular. Su secrecién esta
bajo control de transcripcién por IL-6. Sin embargo, IL-1 y TNF-a también
contribuyen a la sintesis de PCR, que a su vez, induce la secrecion de IL-1 y TNF-
a 2% 1% | 3 PCR es proaterogénica y protrombética. En las células endoteliales

induce descenso de 6xido nitrico sintasa (eNOS) y prostaciclina, e incremento de

-48 -



endotelina 1, moléculas de adhesion celular, IL-8 y PAI-1. En las células del
sistema monocito-macréfago induce secrecion de factor tisular, incremento de
ROS, liberacion de citoquinas proinflamatorias y promueve la quimiotaxis y
adhesion de monocitos y el incremento de la captacion de LDL oxidadas.
Ademas, también se ha demostrado que la PCR incrementa la activacion de NF-
kB 123.

Por tanto, la AE es una enfermedad inflamatoria, en la que participan
multiples citoquinas inflamatorias que producen la activacion de NF-k, que es el
encargado de regular la transcripcion de distintos genes involucrados, a su vez,
en una gran variedad de procesos. La activacion de NF-k[3 esta sujeta a multiples
mecanismos de control. El primero de ellos a través de IKB que mantiene inactiva
a NF-kB, pero a la vez, IKB estd regulada transcripcionalmente por NF-kf,
mediante un mecanismo de feed back **°.

Los genes activados por NF-kB 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-kB, generando un estado de inflamacion, en el que a su vez
aumentan tanto los niveles plasméticos como la expresion de ARNm de IL-1, IL-6
y TNF-a. Es decir, estas citoquinas son activadores de NF-k, 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-kB y por amplificacion de
la respuesta inflamatoria % 18- 119,

Por otro lado, productos de EO pueden producir translocacion de NF-kf3,
mientras que los agentes antioxidantes pueden bloquear la fosforilacion de IkB. La
importancia de NF-kB en el desarrollo de Rl se ha observado al estudiar el tejido
adiposo. Este tejido secreta un elevado numero de hormonas con multiples
acciones biolégicas y TNF-a, que juega un papel importante en la estimulacion de
la producciéon de leptina, junto con IL-6 y otros mediadores inflamatorios, cuya
expresion esta 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 neutralizacién 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 metabdlico, como son la Rl y la diabetes tipo 2), mientras que la pérdida
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de peso produce un incremento de ésta. Ademas, se ha demostrado que TNF-a
estimula la activacion de NF-kB, induciendo un aumento en la produccion de
citoquinas y moléculas de adhesion, junto con un incremento de EO, mientras que
la adiponectina inhibe la activacion de NF-kB, y promueve un perfil metabdlico
protector '*°. Ademas, NF-kp también ha sido relacionada con RI. Recientemente,
en un modelo de animal transgénico con ausencia de IKK(, regulador principal y
central de la respuesta inflamatoria por activacion de NF-k(, se ha probado la
relacién de estos factores con la RI **°,

También, en otro modelo de ratdén transgénico con expresion selectiva de
IKKB en hepatocitos, se ha demostrado la relacién entre activacion hepatica de
NF-kB y cascada inflamatoria (citoquinas como TNF-a, 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 Rl
mejord con la neutralizacion de IL-6 o con la inhibicién de IKKp.

Estos estudios indican la importante relacion entre los distintos factores
inflamatorios, mediados por NF-kB y la RI, que es la base fisiopatologica de la

diabetes tipo 2 y del sindrome metabdlico (figuras 17 y 18).

r Tejido adiposo ]
| TNF—u] Adipenectina |

*) L=
[ Activacion de NF-HB ] -‘-“—{ Gluccsa, AGL, Insulina ]
2 >

[ Estrés oxidativo ] Citogquinas inflamatorias

{ Moléculas de adhesidn ]

i
LDL oxidadas Resistencia Disfuncion emdotelial
Dislipemia a la insulina ARerogénesis

Figura 17 Papel de los productos secretados por el tejido adiposo y NF-kp en los procesos que
conducen a las manifestaciones clinicas del sindrome metabdlico. Adaptada de Sonnenberg GE,
Krakower GR, Kissebah AH. A novel pathway to the manifestations of metabolic syndrome.
Obesity Research 2004;12:180-6 **.
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Figura 18. Patogenia de la resistencia insulinica e inflamacion en la obesidad y relaciéon con
aterogénesis y DM2. Adaptada de Dandona P, Aljada A, Chaudhuri A, Bandyopadhyay A. The
potential influence of inflammation and insulin resistance on the pathogenesis and treatment of
%?erosclerosis—related complications in type 2 diabetes. J Clin Endocrinol Metab 2003;88:2422-9

La inflamacion y el estrés oxidativo estan asociados en la aterosclerosis. La
enzima mieloperoxidasa (MPO) esta vinculada tanto a la inflamacion como al
estrés oxidativo por su localizacion en leucocitos y su capacidad catalitica de
generar agentes oxidantes. Varias lineas de evidencia sugieren que la MPO
puede desempefiar un papel en la aterogénesis ***

La MPO es un miembro de la superfamilia hemoperoxidasas, esta presente
en los fagosomas de los granulocitos neutrofilos y de los monocitos. Es
responsable de la actividad microbicida contra un amplio espectro de
microorganismos. En los granulocitos estimulados, la MPO cataliza la produccion
de &cidos hipohalogenados, principalmente acido hipocloroso, y otros intermedios

toxicos que aumentan poderosamente la actividad microbicida.
Cl'+ H,0, = HOCI + H,0

Una vez producido el hipoclorito, éste forma una serie de productos

microbicidas como el cloro, cloraminas, radical hidroxilo y oxigeno singlete .

Estas especies reactivas son capaces de iniciar la peroxidacién lipidica > ***y

producir una serie de modificaciones a las proteinas diana, incluyendo la

halogenacion, la nitracion y el entrecruzamiento oxidativo 3¢ %/

Andlisis inmunohistoquimicos y bioquimicos localizan a la enzima y sus

productos de oxidacién en las lesiones ateroscleréticas 138 139 140 141 142143 | g
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individuos con deficiencia de MPO tienen menos probabilidades de sufrir ECV .
Se conocen actualmente multiples procesos en la evolucion de la aterosclerosis

en los que esta implicada la actividad MPO (figura 19):

Myocardial Injury

Protease activation

Adverse ventricular remodeling
Heart failure

Plaque Initiation/Progression Foam Cell
Catalytic sink for NO wpR®, .
Formation of bioactive lipids ~ Vulnerable Plaque
Leukocyte chemotaxis TF activation DL Lt
Generation of atherogenic LDL Protease activation CCFE
Generation of dysfunctional HDL EC apoptosis ©2005

Figura 19. Esquema que ilustra multiples procesos a lo largo de la evolucién de la aterosclerosis
en la que estd implicada la MPO: peroxidacion de lipidos, generacion de lipoproteinas
aterogénicas y HDL disfuncional, y el consumo catalitico de O6xido nitrico (NO). Tomada de
Nicholls, SJ y Hazen, SL. Myeloperoxidase and Cardiovascular Disease. Arterioscler Thromb Vasc
Biol, 2005 ™.

La MPO puede por lo tanto contribuir a la disfuncién endotelial, la
transmigracion de leucocitos, y la acumulacién de células espumosas. MPO
puede participar en las complicaciones isquémicas de la aterosclerosis a través
de la activacion de cascadas de proteasas y promoviendo la apoptosis de células
endoteliales (CE), lo que lleva a la ruptura de la capa fibrosa y enlaza con la
activacion del factor tisular (TF) y la cascada de la coagulacién ***.
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Il. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y UTILIDAD PRACTICA

La HFC es un modelo genético de dislipemia mixta con Rl 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.

La RI es una caracteristica mayor de la HFC y es independiente del grado
de obesidad y del fenotipo lipoproteico 4> 1% 246 Ademas, la RI es un factor de
riesgo cardiovascular en estos pacientes **’.

Actualmente existe una gran evidencia de que en el desarrollo y progresion
de la aterosclerosis subyacen mecanismos inmunolégicos e inflamatorios **% *°.
Algunos estudios han demostrado que proteinas de fase aguda y algunas
interleucinas fueron factores predictivos de progresion y gravedad de enfermedad
coronaria. Se ha demostrado una fuerte asociacion entre elevacion de
marcadores de inflamacién y aumento de la RI **°. Recientemente, en modelos
animales y humanos, la inflamacion cronica y el grado de estrés oxidativo se han

relacionado con la obesidad y el desarrollo de RI % ***

y en la HFC se ha
demostrado relacién entre el grado de estrés oxidativo y la RI *** ***. En modelos
humanos de dislipemia primaria y arteriosclerosis precoz se ha demostrado un
aumento de la actividad inflamatoria y su relacion con la RI, sin embargo, no se ha
demostrado la relacién entre inflamacion y grado de Rl en la HFC.

La PCR y otros marcadores de inflamacién son factores predictivos de
progresion y gravedad de enfermedad coronaria. Se asocian independientemente
con la RI y otros marcadores de disfuncion endotelial en la etapa inicial del
proceso aterogénico.

Por ello planteamos la hipotesis que en la HFC la Rl debe estar

relacionada con el grado de inflamacién crénicay e  stado protrombotico
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Objetivos
a) Estudiar el nivel de inflamacion en sujetos afectos de HFC y su relacién con la
RI.

b) Estudiar el estado protrombatico en sujetos con HFC y su relacion con la RI

Utilidad practica

En sujetos HFC hemos encontrado RI y una respuesta alterada de la
lipemia postprandial medida con la autodeterminacién de triglicéridos capilares %
195 Esta alteracion metabdlica esta relacionada con parametros antropométricos y
grado de resistencia a la insulina medida por indice HOMA. Asimismo, debera
existir una correlacion entre los parametros de inflamacion y riesgo trombatico y el
grado de RI.

Este conocimiento podria permitir desarrollar nuevos procedimientos
diagndsticos de riesgo cardiovascular y disefiar nuevas dianas terapéuticas.

Estos beneficios tendran una clara repercusion asistencial y de coste
sanitario en el area de salud dada la elevada prevalencia de las enfermedades

cardiovasculares y su repercusion en la mortalidad global de nuestro pais.
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I1l. SUJETOS Y METODOS

3.1. Sujetos
3.1.1. Grupo HFC

Se han estudiado 36 pacientes (17 mujeres y 19 varones) diagnosticados

de HFC, procedentes de la Unidad de Lipidos y Arteriosclerosis del Servicio de

Endocrinologia y Nutricion del Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV).

El rango de edad de los pacientes estudiados fue de 22 a 78 afios y un IMC entre

22.6 y 33,8 kg/m? Ninguno de ellos habia presentado ningin episodio

cardiovascular. La seleccion de los pacientes se realizG por muestreo consecutivo

y todos ellos aceptaron su participacion en el estudio firmando la hoja de

consentimiento informado (Anexo).

3.1.1.1. Criterios de inclusion:

Edad: mayor de 18 afios.

El diagnostico de HFC se baso en los siguientes criterios:

Historia familiar con patrén autosomico dominante de una dislipemia con
fenotipo lipoproteico maltiple (lla, IIb o V).

Dislipemia: colesterol y triglicéridos mayores del percentil 90 (CT = 200 mg/dL
y/o TG =150 mg/dL) con apo-B100 = 120 mg/dL.

Situacion basal, sin tratamiento farmacologico que pueda alterar los

paradmetros lipidicos o de inflamacion.

3.1.1.2. Criterios de exclusion:

Ingesta de alcohol = 30 g/dia.

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

TSH > 10 pU/mL

Enfermedad hepatica avanzada (con insuficiencia hepatica).

Colestasis, definida por valores de y-glutamil transpeptidasa (GGT) > 32 UI/L,
bilirrubina directa > 0,2 mg/dL y fosfatasas alcalinas > 250 mU/mL; valores
maximos de nuestro laboratorio.

Creatinina sérica > 2 mg/dL o insuficiencia renal terminal en dialisis.

Obesidad grave con IMC = 40 kg/m?2.

Fluctuaciones ponderales mayores al 10% del peso corporal en los ultimos

fres meses.
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= Seguimiento de dietas hipocaldricas para la reduccion de peso.

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

» Embarazo o lactancia en los 3 Ultimos meses.

» Enfermedad neoplasica metastasica.

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

= Diabetes mellitus.

= Hipertension arterial.

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

3.1.2. Grupo control

Fueron estudiados 36 voluntarios sanos normolipidémicos (19 mujeres 'y 17
varones), con un rango de edad de 20 a 75, procedentes del personal del HCUV y
familiares no afectados de los casos indice.
3.1.2.1. Criterios de inclusion:
» Edad: mayor del8 afios.
= CT <200 mg/dL con TG < 200 mg/dL.
= Ausencia de antecedentes personales o familiares de dislipemia.
3.1.2.2. Criterios de exclusion:

Se siguieron los mismos criterios de exclusion que los aplicados para los
pacientes, descartando ademas a los sujetos con apo-B100=120 mg/dL o

tolerancia anormal a la glucosa.
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3.2.. Métodos
Se ha disefiado un estudio de casos-controles. En ambos grupos se ha

aplicado el siguiente protocolo de estudio, recogiendo:

» Parametros antropomeétricos.

» Parametros bioquimicos.

3.2.1. Parametros antropométricos
Se determinaron los datos siguientes:

= Peso en kilogramos (kg), talla en metros (m) y el indice de masa corporal
(IMC) en kg/m?.

= 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 posicién anatémica **’.

3.2.2. Parametros bioquimicos

En el Laboratorio Central del Hospital Clinico Universitario de Valencia
(HCUV) se realizan las siguientes pruebas:

Estudio del metabolismo lipidico basal, tras 12 horas de ayuno nocturno y
sin medicacién hipolipemiante (periodo de lavado de 6 semanas) con
determinaciones de CT, TG, cHDL, cLDL, y apolipoproteina B100.

Estudio de insulinorresistencia, en las mismas condiciones, con
determinacion de glucemia e insulinemia basal.

Estimacion de la glucemia media mediante la determinacion de
hemoglobina glicada Alc (HbALlc).

Determinacion del marcador de inflamacién proteina C reactiva de alta
sensibilidad.

En el laboratorio de la Fundacién de Investigacién del HCUV (INCLIVA) se
realiza el estudio de marcadores de inflamacién y factores aterotromboticos, con
determinacion de IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, adiponectina, ICAM, VCAM,
MPO, MMP9 y PAI-1.

3.2.2.1. Peffil lipidico
Las muestras de sangre se obtienen por puncion venosa tras 12 horas de
ayuno nocturno y sin medicacion hipolipemiante (periodo de lavado de 6

semanas). Se realiza la extraccion con sistema de vacio en tubo sin aditivo
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anticoagulante. Se mantiene a temperatura ambiente hasta la coagulacion de la
muestra y se centrifuga a 1600 g durante 10 minutos. Las muestras se procesan
inmediatamente.

Colesterol total (CT):

Se determina su concentracién por un método enzimatico colorimétrico **2,
con reactivos comerciales de Olympus en un autoanalizador Olympus AU5400
(Olympus Life and Material Science Europa GmbH Lismeehan, O’Callaghan’s
Mills, Co. Clare, Irlanda). EI método consiste en que los ésteres de colesterol de
una muestra se hidrolizan mediante la enzima colesterol esterasa (CHE). El
colesterol libre resultante se oxida con colesterol oxidasa (CHO) y se transforma
en colesteno-3-uno, produciéndose simultaneamente peroxido de hidrogeno
(H20) que se combina oxidativamente con 4-aminoantipirina y fenol en presencia
de peroxidasa (POD), para dar lugar a un croméforo. El incremento de
absorbancia del colorante quinoneimina roja, formado en cantidad proporcional al

colesterol total presente, se cuantifica espectrofotométricamente a 540/600 nm.

CHE

2 Esteres de colesterol + 2 H,0 . 2 Colesterol + 2 acidos grasos
CHO
2 Colesterol + 20 . 2 Colesteno-3-uno + 2 H20:
2 H:0: + 4-aminoantipirina + fenol FoD . Quincneimina + 4 H0
Triglicéridos (TG):
Se cuantifican por un método enzimatico colorimétrico **3, con reactivos

comerciales de Olympus en un autoanalizador Olympus AU5400 (Olympus Life
and Material Science Europa GmbH Lismeehan, O’Callaghan’s Mills, Co. Clare,
Irlanda). El método se basa en una serie de reacciones enzimaticas acopladas.
Los triglicéridos de la muestra se hidrolizan con lipasas microbianas para obtener
glicerol y acidos grasos. El glicerol se fosforila con trifosfato de adenosina (ATP)
en presencia de glicerolcinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato. Este glicerol-
3-fosfato se oxida mediante oxigeno molecular en presencia de oxidasa de
glicerolfosfato (GPO) para producir peréxido de hidrogeno (H.O,) y fosfato de
dihidroxiacetona. ElI H,O, permite combinar oxidativamente p-clorofenol y 4-
aminoantipirina (4-AAP) catalizada con peroxidasa (POD) para obtener un

colorante rojo con una absorbancia maxima a 500 nm. El aumento de la
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absorbancia es proporcional a la concentracion de triglicérido contenido en la

muestra.

Triglicéridos + 3 HO _ Upasa | Glicerol + 3 acidos grasos

Gliceral + ATP GK. Mg2+ Glicerol-3-fosfato + ADP
Glicerol-3fosfato + 02 ﬂ, Fosfato de dihidroxiacetona + Ha0-
H:0: + 4-AAP + 4-Clorofenol L Quinoneimina (roja) + HCl + 2 H:0

Colesterol HDL (cHDL):

Se basa su determinacion en la cuantificacion del colesterol existente en la
muestra por el método descrito para el colesterol total después de bloquear
mediante anticuerpos anti-betalipoproteina humana la reaccion de los ésteres de
colesterol unidos a LDL, VLDL y quilomicrones *** con reactivos comerciales de
Olympus en un autoanalizador Olympus AU5400 (Olympus Life and Material

Science Europa GmbH Lismeehan, O’Callaghan’s Mills, Co. Clare, Irlanda)

Anticuerpo de |z lipoproteina @ antthumano
LBD, LMBD y quilomicrones —_— Complejos de antigenos y anticuerpos
CHE y CHO .
Colesterol de las LAD + HO + 02 e Colest-4-en-3-ona + Acidos grasos + Hz0:
POD
H.C, + 4—AA + F-DAOS - " Tinte azul” + F + 2H,0

Colesterol LDL (cLDL):

Se calcula aplicando la féormula de Friedewald hasta concentracion de
triglicéridos inferior a 400 mg/dL. Cuando resulta superior, se determina con un
método de medida directa con reactivos comerciales de Olympus en un
autoanalizador Olympus AU5400 (Olympus Life and Material Science Europa
GmbH Lismeehan, O’Callaghan’s Mills, Co. Clare, Irlanda)

Foérmula de Friedewald: cLDL = CT — (cHDL + TG/5)

Colesterol LDL por medida directa:

El método se desarrolla en dos etapas. En la primera se afiade a la
muestra un tensioactivo anfotero que actia como agente protector de las LDL
impidiendo la hidrélisis de los ésteres de colesterol unido a éstas, junto con las
enzimas empleadas en la determinacién del colesterol total. A continuacion,

todas las lipoproteinas que no sean de baja densidad (HDL, VLDL vy
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quilomicrones) se degradan por reaccion con la esterasa de colesterol (CHE) y
con la oxidasa de colesterol (CHO). El peroxido de hidrogeno (POD) resultante
de esta reaccion se descompone por efecto de la catalasa. En la segunda
etapa se agrega N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-dimethoxyaniline (HDAOS)
que libera el reactivo protector contenido en las LDL y acida sédica que
desactiva la catalasa. Con ello ya es posible utilizar el sistema CHO/PAP para

cuantificar exclusivamente el colesterol unido a las LDL **°

Primera etapa:

CHEYCHO B

Colesteroldelas 2LDL+ 2H,O0 + 20, _— 2 Colest-4-en-3-uno + 2 Acidos grasos + 2 Hy0,
Reactvo desprotecior

2H0; + 4-AA + HDAOS e Colorante azul* + OH™+ 3H.Q

Segunda etapa:

CHE

2 Esteres de colesterol + 2 H,0 - 2 Colesterol + 2 acidos grasos
2 Colesterol + 2 0; cHo . 2 Colesteno-3-uno + 2 Hz0:
2 H:0: + 4-aminoantipirina + fenol PoD - CGuinoneimina + 4 H0

Apolipoproteina B100 (Apo B100):

Se determina por un método inmunoturbidimétrico empleando anticuerpos
anti Apo-B100 de cabra **® con reactivos comerciales de Olympus en un
autoanalizador Olympus AU5400 (Olympus Life and Material Science Europa
GmbH Lismeehan, O’Callaghan’s Mills, Co. Clare, Irlanda).

3.2.2.2. Perfil de insulinorresistencia:

La determinacion del grado de resistencia a la insulina puede llevarse a
cabo mediante técnicas de estimacion directa o indirecta. Las primeras son de
mayor complejidad, duracion y coste y han sido relegadas de la practica clinica

157 5on:

La técnica del clamp euglucémico-hiperinsulinémico, considerada como el
estandar-oro de los métodos que cuantifican la sensibilidad a la insulina in vivo,

consiste en la infusién intravenosa de una cantidad fija de insulina y una variable
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de glucosa para mantener una concentracion prefijjada de glucemia. El promedio
de la glucosa infundida representa la sensibilidad a la insulina.

La prueba de supresion pancreatica es un procedimiento para cuantificar la
sensibilidad a la insulina que se basa en suprimir la secrecion de insulina
mediante la administracion de farmacos. El protocolo mas usado comprende la
administracion intravenosa de una cantidad fija de glucosa e insulina, asi como
propranolol y adrenalina. Suprimida la célula beta, aquellos individuos con mayor
sensibilidad a la insulina seran los que tengan unas concentraciones de glucemia
menores una vez alcanzado el estado estacionario. Esta ha sido mucho menos

usada.

La técnica del modelo minimo del metabolismo de la glucosa se basa
también en la rotura matematica del feed-back glucémico-insulinémico,
determinando la sensibilidad a la insulina en una situacion experimental no
estacionaria, a diferencia de las otras, mediante un test de tolerancia intravenosa

a la glucosa con muestreo frecuente.

Los métodos de estimacion indirectos, dada su menor complejidad,
duracion y coste, son los mas utilizados actualmente. EI método HOMA
(homeostasis model assessment) es el mas empleado en la practica clinica. Se
basa en la determinacion de los valores plasmaticos de glucosa e insulina en
ayunas y la aplicacion de modelos matematicos obtenidos previamente que de
forma empirica hacen referencia a la relacion que se establece entre glucemia e
insulinemia y que se corresponden con dos variables: la sensibilidad a la insulina
y la funcion de la célula R. Los resultados de este modelo proporcionan
nomogramas en los que a cada par de valores de glucemia e insulinemia le
corresponden otros dos de sensibilidad a la insulina y de funcionamiento de la

célula beta pancreética, y viceversa.

Glucosa

La determinacion se ha llevado a cabo por el método enzimatico de
glucosa hexoquinasa con reactivos comerciales de Olympus en un autoanalizador
Olympus AU5400 (Olympus Life and Material Science Europa GmbH Lismeehan,

O’Callaghan’s Mills, Co. Clare, Irlanda) La glucosa se fosforila con hexoquinasa
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(HK) en presencia de trifosfato de adenosina (ATP) e iones de magnesio para
producir glucosa-6-fosfato y difosfato de adenosina (ADP). La glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6P-DH) oxida especificamente la glucosa-6-fosfato y produce
6-fosfogluconato con la correspondiente reduccion de NAD+ a NADH. El aumento

de la absorbancia a 340 nm es proporcional a la concentracion de glucosa en la

muestra **®,
2+
HE, kg
Glucosa + ATP e 6-fosfato de glucosa + ADP
@5P-DH
B-fosfato de glucosa + NAD' - " G-fosfato de gluconato + NADH + H™
Insulina

Se realiza la determinacibn mediante un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) con reactivos comerciales de Roche
Diagnostics en un autoanalizador Modular Analyticis E170 (Roche Diagnostics
GmbH, D-68298 Mannheim, Alemania). El método consiste en un inmunoensayo
con doble anticuerpo, tipo sandwich, en etapas.

En la primera incubacion se une la insulina de la muestra, un anticuerpo
monoclonal biotinilado especifico anti-insulina procedente de raton y un
anticuerpo monoclonal especifico anti-insulina procedente de raton marcado con
un quelato de rutenio (trisbipiridil-rutenio y tripropilamida) formando un complejo
tipo sandwich.

En la segunda incubacién, se incorporan microparticulas recubiertas de
estreptavidina y el complejo anterior formado se fija a la fase soélida por
interaccion entre la biotina y la estreptavidina.

La mezcla de reaccidon es trasladada a la célula de lectura donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan temporalmente a la superficie de un
electrodo de platino. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con un
tampon de lavado. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una
reaccion quimioluminiscente cuya emisién de luz se mide directamente con un

fotomultiplicador (figura 20).
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Figura 20 . Inmunensayo electroquimioluminiscente para la determinacién de insulina

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion realizada en
el sistema a partir de una calibraciéon a dos puntos y una curva principal, incluida
para cada lote por el fabricante, en el cédigo de barras del reactivo **°

Célculo del indice HOMA
El indice HOMA se calculé segun la férmula descrita por Matthews et al **°.

indice HOMA= insulina (uU/mL) * [glucosa (mmol/L)/ 22,5]

Este indice es considerado como un indice indirecto de insulinorresistencia.
Estudios de Ascaso y colaboradores han demostrado que un indice HOMA de 3,2,
que corresponde al percentil 75 en sujetos de la Comunidad Valenciana, define la

situacion de insulinorresistencia %% 162,

3.2.2.3 Determinacibn de marcadores de inflamacién y riesgo
aterotrombotico.

Incluye las determinaciones plasmaticas de IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-q,
adiponectina, ICAM, VCAM, MPO, MMP9, PAI-1 y PCR de alta sensibilidad
(PCRas, rango de 0 a 3 mg/L).

La eleccion de los marcadores de inflamacion y riesgo aterotromboético a
determinar en este estudio se fundamenta en la estrecha relacién de estos
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marcadores con el proceso de inflamacién y aterosclerosis que ilustran las

siguientes figuras (tomadas de Hansson, G. 2005, N Eng J Med) ®:
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Figura 21. Infiltracion LDL e inflamacién de la arteria. En pacientes con
hipercolesterolemia, el exceso de LDL se infiltra en la arteria y se retiene en la
intima, especialmente en los sitios de tension hemodinamica. Las
modificaciones oxidativas y enzimaticas conducen a la formacion de lipidos
proinflamatorios que inducen a las células endoteliales a expresar moléculas
de adhesion de leucocitos. Las particulas de LDL modificadas son captadas
por los receptores scavenger de los macréfagos, que evolucionan a células

espumosas.
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Figura 22. Papel de los macrdéfagos en la inflamacion de la arteria. Los
monocitos reclutados a través del endotelio activado se transforman en
macréfagos. Estos expresan receptores tipo toll que inducen la activacion y
liberacion de citoquinas inflamatorias, quimiocinas, radicales de oxigeno y
nitrégeno, y otras moléculas inflamatorias y, en dltima instancia, a la

inflamacion y dafio tisular.
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Figura 23. Los antigenos presentados por los macréfagos y células

dendriticas desencadenan la activacion de las células T especificas de
antigeno en la arteria. La mayoria de las células T activadas producen
citoquinas Thl, que activan los macréfagos y células endoteliales que
conducen a la inflamacién. Las células T reguladoras modulan el proceso

mediante la secrecidn de citoquinas antiinflamatorias (como la IL-10).
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Figura 24. La cascada de citoquinas. Las células inmunes activadas en la
placa producen citoquinas inflamatorias (interferon, IL-1 y TNF-a), que inducen
la produccion de cantidades sustanciales de IL-6. Estas citoquinas también se
producen en diversos tejidos en respuesta a la infeccidén y en el tejido adiposo
de los pacientes con sindrome metabdlico. La IL-6, a su vez, estimula la
produccién de grandes cantidades de reactantes de fase aguda, incluyendo
proteina C reactiva (PCR), el amiloide A sérico y el fibrinG6geno, especialmente
en el higado. Aunque las citoquinas en todas sus etapas tienen importantes
efectos biolégicos, su amplificacion en cada paso de la cascada hace que la
medida de marcadores de inflamacion tales como la PCR puedan resultar
particularmente Utiles para el diagndéstico clinico.
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Figura 25. Lesion ateroesclerdtica en una arteria. Varias moléculas
inflamatorias pueden activar las células T, macréfagos y mastocitos, lo que
conduce a la secrecién de citoquinas inflamatorias, que reducen la estabilidad
de la placa. La activacion de los macrofagos y los mastocitos también provoca
la liberacion de metaloproteinasas y cistein proteasas, que atacan
directamente al colageno y otros componentes de la matriz tisular. Estas
células también pueden producir factores protrombéticos y procoagulantes que
desencadenan directamente la formacién del trombo en el lugar de ruptura de

la placa.
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El proceso inflamatorio en la arteria aterosclerética puede dar lugar a
niveles sanguineos elevados de estas citoquinas inflamatorias y reactantes de
fase aguda. Los niveles de PCR y la IL-6 estan elevados en pacientes con
angina inestable e infarto de miocardio, los altos niveles predicen peor
prondstico. Los niveles de otros marcadores inflamatorios como IL-8 y TNF-q,
estan elevados en pacientes con angina inestable, una condicibn que es
probablemente dependiente de la trombosis coronaria de las placas
ateroscleroticas, no en aquellos con angina variante causada por vasospasmo.
Colectivamente, estos hallazgos sugieren que la activacion inmune
inflamatoria en las arterias coronarias inicia sindromes coronarios agudos.

Las lesiones ateroscleroticas pueden liberar mediadores inflamatorios en la
circulacion sistémica (Figura 24). La elevacion moderada de PCR sérica en un
inmunoensayo de alta sensibilidad es un factor de riesgo independiente para la
aterosclerosis coronaria en poblacién sana *** al igual que las moléculas de
adhesion ICAM y VCAM.

La adiponectina es una hormona producida especificamente por el tejido
adiposo que tiene actividad insulinosensibilizante, antiinflamatoria y
antiaterogénica. Recientemente se han descubierto ademas, funciones cardio
y hepatoprotectoras y antiangiogénicas. Forma parte de la familia de las
adipocitoquinas, péptidos activos secretados por el adipocito, que actuan en
forma local (autocrina-paracrina) y sistémica (endocrina). En diferentes
estados de resistencia a la insulina como la obesidad y la diabetes tipo 2 y en
las enfermedades cardiovasculares, hay una disminucion de la concentracion
de adiponectina. La cuantificacion de esta proteina podria permitir la
caracterizacion de estos pacientes en funcion del riesgo de desarrollar
complicaciones si esta disminuida su capacidad protectora. Presenta también
un prometedor potencial terapéutico en el tratamiento de la AE.

El inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) se considera el

principal regulador de la fibrinolisis in vivo %+ ¢

. papel que desempefia al inhibir
la activacion del plasmindégeno a plasmina.

El sistema fibrinolitico tiene como objetivo la lisis de la fibrina depositada en el
arbol vascular. Es un sistema reactivo a la activacion de la coagulacion y a la

generacion final de trombina. La plasmina, una serin-proteasa de 85kDa, es la
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enzima central en este sistema. En condiciones normales circula por el plasma
humano en forma de proenzima: el plasminégeno. La transformacion del
plasminégeno en plasmina la llevan a cabo los denominados activadores del
plasmindgeno: el activador tisular del plasmindégeno (t-PA) y el activador tipo
uroquinasa (u-PA).

La plasmina es una enzima extraordinariamente inespecifica capaz de
degradar a la fibrina, al fibrindgeno, a los factores de la coagulacion V y VIl entre
otros sustratos. Para regular esta actividad proteolitica de la plasmina, el plasma
humano posee un inhibidor muy selectivo y potente llamado alfa-2-antiplasmina.
Los activadores del plasmindgeno también estan regulados por los inhibidores
de los activadores del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), tipo 1l (PAI-2) y tipo Il (PAI-
3). El mas importante de ellos es el PAI-1. Se trata de una glucoproteina de
52kDa que se halla en el plasma a una baja concentracién, encontrandose la
mayor parte en las plaquetas, almacenado en los granulos alfa, y su liberacion
se produce cuando se activan las plaquetas. El resto del PAI-1 se encuentra en
la célula endotelial y en el hepatocito. ElI PAI-1 puede liberarse desde las células
endoteliales mediante diferentes estimulos: trombina, endotoxinas bacterianas,

citoquinas proinflamatorias, etc .

3.2.2.3.1. Determinacion de niveles sanguineos: Tec nologia Multiplex
Debido a que en la AE y otras enfermedades como la diabetes en estadios
subclinicos cursan con niveles bajos o indetectables de marcadores séricos de
inflamacion cuando se emplean técnicas de inmunoensayo tipo ELISA o, incluso,
quimioluminiscencia, se ha optado por aplicar una técnica multiplex de alta
sensibilidad para la determinacién de las citoquinas a estudio (LINCOplex High
Sensitivity Human Cytokine Panel Milliplex®, Millipore). Esta técnica combina las
ventajas del sistema Luminex con un inmunoensayo de alta sensibilidad para la
cuantificacion mas exacta, precisa y reproducible de estas proteinas cuando se
encuentran a concentraciones de escasos picogramos por mililitro. La tecnologia
multiplex xXMAP® esta patentada por Luminex Corporation (Austin, Texas,
EE.UU.)
La tecnologia XMAP® conjuga técnicas tradicionales en el campo de la

investigacion como la citometria de flujo y los inmunoensayos para desarrollar una
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nueva herramienta que permite el analisis de hasta 100 biomarcadores para una

misma muestra bioldgica de manera casi instantanea.

En primer lugar, se emplean unas microesferas (“beads”) de latex de 5,6
micras de diametro agrupadas en familias. Cada familia de estas microesferas,
contiene en su interior una determinada proporcién de dos fluoroforos. Una vez
excitados por un laser o un diodo emisor de luz (LED), uno de ellos emite en la
franja del rojo del espectro electromagnético, mientras que el otro emite en la
region del infrarrojo. Utilizando diferentes intensidades o proporciones de ambos
fluoréforos, se consigue obtener un total de hasta 100 combinaciones diferentes
para 100 familias de microesferas distintas, cada una de ellas con su patron de
fluorescencia caracteristico (figura 26).
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Figura 26 . Inmunensayo multiplex: Microesferas combinando gradualmente distintas proporciones

entre los dos fluoréforos y su union a los distintos anticuerpos de captura.

A la hora de realizar un ensayo, se pueden combinar diferentes familias de
microesferas que seran diferenciadas por el sistema lector LuminexMAP ® en
funcion del patrén del fluorescencia interno. De ahi que se pueda llegar a analizar
100 biomarcadores en un unico volumen de reaccion. A la tecnologia que

presenta esta caracteristica se le conoce comunmente como “multiplex”.

La superficie de esta microesfera permite facilmente la uniéon quimica a la
misma de diferentes moléculas como anticuerpos monoclonales, oligonucleétidos,
péptidos y receptores. Los fabricantes de reactivos para esta tecnologia recubren

la superficie de cada familia de beads con la molécula de interés para cada caso.
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Por ejemplo, en el caso del desarrollo de un inmunoensayo multiplex para la
deteccion de 10 analitos, tendriamos en nuestro kit, 10 familias de microesferas
recubiertas con 10 anticuerpos diferentes de captura respectivamente. Asi, la
familia de esferas A estaria recubierta de anticuerpos dirigidos solo frente al
antigeno o de nuestra muestra, la familia de esferas B solo frente al antigeno By

asi respectivamente.

La tecnologia xXMAP ® empleada en este estudio trabaja con placas de 96
pocillos y en cada uno de ellos pueden llegar a determinarse hasta 100 analitos
diferentes. En primer lugar se adicionan las familias de microesferas a cada
pocillo de reaccion. Seguidamente, afladimos las muestras biologicas de interés
(suero, plasma, liquidos bioldgicos, lisado de cultivos, etc.), de tal manera que en

cada pocillo dispensemos una muestra diferente.

Durante una primera incubacion, los péptidos de interés en nuestras
muestras se uniran a los distintos anticuerpos que recubren las distintas familias
de microesferas siguiendo el principio de union “antigeno—anticuerpo”. Este
tiempo de incubacion puede variar en funcion de las caracteristicas del
inmunoensayo. Posteriormente y tras varios pasos de lavados donde se elimina el
exceso de muestra y por lo tanto a todas aquellas moléculas que no se han unido
a sus anticuerpos, se afadira una mezcla de segundos anticuerpos de captura
biotinilados y, posteriormente, marcados todos ellos con un mismo fluorocromo, la
ficoeritrina (PE) unida a estreptavidina para su anclaje a biotina. El resultado de
una segunda incubacion sera la formacion de un inmunocomplejo tipo “sandwich”
gue comprendera a la microesfera recubierta con anticuerpos, el antigeno de
interés unido a la microesfera y un segundo anticuerpo unido al antigeno a través
de otro epitopo diferente. Estos inmunocomplejos se encontraran disueltos en el
propio pocillo de reaccién, de ahi que a este tipo de tecnologia se le denomine
vulgarmente como “array liquido” (figura 27).
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Figura 27. Primera y segunda incubacién para formar el inmunocomplejo tipo “sandwich”.

La lectura final (previo lavado para eliminar el exceso de estos segundos
anticuerpos marcados) de la presencia de estos inmunocomplejos se realizara en
un citbmetro LuminexMAP ®. Este equipo funciona a modo de un citbmetro de
flujo especializado y de igual manera que los citbmetros tradicionales constituira
un flujo monoparticula liquido que hara pasar por una camara de deteccion. En
esta camara se encuentran dos fuentes emisoras laseres. La primera de ellas
(laser rojo) excitara a los fluor6foros contenidos en las microesferas que emitiran
su patrén de radiacién caracteristica, proporcionando informacion sobre a que
familia pertenece la microesfera analizada y por lo tanto sobre la especificidad del
anticuerpo que recubre su superficie. El segundo laser por el contrario, excitara a
la ficoeritrina anclada al segundo anticuerpo. En funcién de la cantidad de
antigeno presente en la muestra, la intensidad de la fluorescencia emitida por la
ficoeritrina variara siendo mayor a mayor cantidad de antigeno presente (figura
28).
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Figura 28 . Citémetro: flujo monoparticula y fuentes emisoras de laseres

Puesto que la técnica es cuantitativa, el empleo de material calibrador nos
permitira confeccionar una curva de calibracibn donde podemos interpolar los
valores de fluorescencia de las muestras con el fin de obtener las concentraciones

de los distintos analitos.

Las ventajas de trabajar con la tecnologia multiplex y mas especificamente en
el campo de los inmunoensayos, son diversas. En general se destacan su
versatilidad, flexibilidad y reproducibilidad, pero es importante mencionar su

rapidez y el ahorro de volumen de muestra que suponen:

* Por una parte, gracias a la velocidad de lectura y procesamiento de
sefiales, las plataformas Luminex pueden analizar hasta 100 analitos
simultaneamente en un solo pocillo. Esto confiere a esta tecnologia una
gran rapidez de procesamiento si la comparamos con los inmunoensayos

convencionales (p.ej. ELISA).

» Por otra parte, el hecho de poder realizar multiples inmunoensayos en un
anico pocillo de reaccion, supone un descenso drastico en el volumen de
muestra necesario para realizar experimentos, en comparacion con
técnicas no multiplex. Este aspecto es muy interesante en aquellos
estudios en lo que se necesita determinar un buen nimero de parametros

pero en los que se dispone de poco volumen de muestra. Con apenas 50 —
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100 microlitos de suero o plasma pueden llegarse a determinar hasta 100

analitos.

Por ultimo es relevante mencionar que con respecto a la tecnologia de arrays
en fase sdlida, las técnicas XMAP ® no se ven sujetas a las cinéticas de reaccion
inherentes a la fase soélida. Dado que el inmunoensayo se produce en disolucion,
las velocidades de reaccion antigeno — anticuerpo son superiores, reduciéndose

los tiempos de incubacion.

3.2.2.3.2 Determinacion de IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a

Preparacion y conservacion de la muestra
La muestra de sangre se obtine por puncion venosa empleando la sal
tripotdsica del acido etilendiaminotetracético (EDTA-K3) como aditivo
anticoagulante. A continuaciéon se centrifuga a 1000g durante 10 minutos, se
separan alicuotas en tubos de polipropileno y se congelan a -85°C.
Preparacion de los reactivos para el inmunoensayo
1. Preparacion de las microesferas con los anticuerpos inmovilizados
Las microesferas unidas a sus correspondientes anticuerpos y mezcladas se
someten a sonicacion durante 30 segundos y agitacion en vortex durante 1
minuto inmediatamente antes de usarse.
2. Preparacion de los controles de calidad
Se reconstituyen con 250 pL de agua desionizada 2 muestras control
liofiizadas para controlar la calidad analitica a distintos niveles de
concentracion de los constituyentes durante 10 minutos tras inversion, reposo
y agitacién para conseguir la expansion 6ptima del liofilizado.
3. Preparacion del tampon de lavado
Se diluyen 30 mL de la solucion tampon en 270 mL de agua desionizada.
4. Preparacion de la matriz sérica
La matriz sérica se prepara diluyendo el suero matriz liofilizado con 5 mL de
agua desionizada con inversion, reposo y agitacion durante 10 minutos.

5. Preparacion del calibrador del ensayo
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En primer lugar se reconstituye el calibrador liofilizado con 250 puL de agua
desionizada para conseguir una concentracién de 2000 pg/mL en cada una de
las interleucinas patrén. A los 10 minutos tras inversion, agitacion y reposo, se
pueden preparar las diluciones que originaran la curva de calibracion.

. Preparacion de los calibradores de trabajo
Se preparan rigurosamente las diluciones tal como ilustran la tabla y el gréafico:

Concentracion del Volumen de agua Volumen de calibrador
calibrador (pg/mL) desionizada a afadir a afadir
2000 250 pL 0
400 200 pL 50 pL de 2000 pg/mL
80 200 pL 50 pL de 400 pg/mL
16 200 pL 50 pL de 80 pg/mL
3,2 200 pL 50 pL de 16 pg/mL
0,64 200 pL 50 pL de 3,2 pg/mL
0,13 200 pL 50 pL de 0,64 pg/mL
TN = TN N D LD
| s0 | IEN EN | 50 | 50 |
=
CAL 200 200 200 200 200 200
N N N N N N
2000 400 80 16 3,2 0,64 0,13
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
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Inmunoensayo

La distribucién de calibradores, controles y muestras en los pocillos de la placa
del ensayo esta determinada por el programa de lectura del citbmetro.

Las muestras correspondientes al grupo de estudio y al grupo control siguen un

orden aleatorio.

1 2 3 4 10 | 11 | 12

A 0 pcgé'r”‘ 16 pg/mL Control
(Blanco) Cal 1

B 0 pggINL 16 pg/mL Control
(Blanco) Cal !

C | 0,23 pg/mL | 80 pg/mL Control
Cal Cal 2

D | 0,13 pg/mL | 80 pg/mL Control
Cal Cal 2

E | 0,64 pg/mL | 400 pg/mL | Muestra
Cal Cal 1

F | 0,64 pg/mL | 400 pg/mL | Muestra
Cal Cal 1

G 3,2 pg/mL 2000 Muestra

pg/mL
Cal 2
Cal
H 3,2 pg/mL 2000 Muestra
pg/mL
Cal 2
Cal
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Procedimiento

Afiadir 200 uL de tampdn de lavado en cada pocillo

Agitar 10 minutos y aspirar

¢ Afadir 25 pL de microesferas a cada pocillo y
aspirar

* Afadir 50 pL de calibrador o control en sus
correspondientes posiciones

¢ Afadir 50 pL de tampon de ensayo a los pocillos
de blanco y muestras

¢ Afiadir 50 pL de matriz sérica a los pocillos de
blanco, calibradores y controles

¢ Afadir 50 pL de muestra en sus correspondientes
pocillos

Tapar la placa e incubar agitando durante 16-20ha  4°C

Aspirar y lavar 2x con tampén de lavado

Afiadir 50 uL de anticuerpo de deteccién a cada
pocillo

Incubar 1h a TA

Afiadir 50 pL de estreptavidina-ficoeritrina en cada
pocillo

Incubar 30 minutos a TA

Aspirar y lavar 2x con 200 pL de tampon de lavado

Afiadir 100 pL de liquido envolvente en cada pocillo

Lectura en el citbmetro. Condiciones:

Volumen de aspiracion 50 pL
N° microesferas por lectura 50
Tiempo de lectura 60 seg

3.2.2.3.3. Proteina C reactiva de alta sensibilidad  (PCRas).

Se determina mediante un método inmunonefelométrico con reactivos
comerciales de Siemens en un nefelometro BN Il (Siemens Healthcare Medical
Solutions, Alemania). El reactivo utilizado estd compuesto por una suspension de
particulas de poliestireno recubiertas con un anticuerpo monoclonal de raton
contra la PCR humana.

La técnica consiste en que las particulas de poliestireno recubiertas con el
anticuerpo especifico contra la PCR humana, al mezclarse con muestras que
contienen PCR, forman agregados, los cuales van a dispersar el rayo de luz

incidente. La intensidad de la luz dispersada depende de la concentracion de la
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correspondiente proteina en la muestra. La valoracion se hace por comparacion
con un estandar de concentracioén conocida.
El valor tedrico de la PCR en el calibrador esta estandarizado contra la

preparacion de referencia internacional BCR - CRM 470 7 168

3.2.2.3.4. Determinacién de Adiponectina, ICAM, VCA M, MPO, MMP9 y PAI-1
La técnica multiplex empleada para la cuantificacion de adiponectina,
ICAM, VCAM, MPO, MMP9 y PAI-1 es la misma que para las interleucinas y el
TNF-a. La diferencia entre ambos inmunoensayos se debe a las distintas
magnitudes de concentracion de los constituyentes y de estos entre si, lo que
origina la necesidad de trabajar con muestras diluidas y preparar los calibradores
con diferentes concentraciones para cada analito (Human Cardiovascular Disease
Panel de Milliplex®, Millipore).
Preparacion y conservacion de la muestra
La muestra de sangre se obtiene por puncién venosa empleando EDTA-K3
como aditivo anticoagulante. A continuacion se centrifuga a 1000g durante 10
minutos, se separan alicuotas en tubos de polipropileno y se congelan a -85°C.
Las muestras se diluyen 1:50 para el andlisis.
Preparacion de los reactivos para el inmunoensayo
1. Preparacion de las microesferas con los anticuerpos inmovilizados
Se sonica individualmente cada vial de anticuerpo unido a microesferas
durante 30 segundos y se agita en vortex durante 1 minuto. Se afiaden 150 pL
de cada vial a un frasco donde se mezclan, se lleva el volumen final de éste a
3,0 mL con diluyente de microesferas y se mezcla bien con ayuda del vortex.
2. Preparacion de los controles de calidad analitica
Se reconstituye material control liofilizado a 2 niveles de concentracion de
constituyentes con 250 pL de agua desionizada, se invierte el vial, se agita y
se deja reposar al menos 10 minutos antes de usar.
3. Preparacion de la soluciéon de lavado
Se diluyen 30 mL de la solucion tampén en 270 mL de agua desionizada.
4. Preparacion del calibrador del ensayo
Se reconstituye el calibrador liofilizado con 250 pyL de agua desionizada para

conseguir una concentracion final de 250 ng/mL de VCAM-1 e ICAM-1 y de 50

-83-



ng/mL de MMP-9, MPO y PAI-1, se invierte varias veces mezclar y se deja en

reposo unos 10 minutos.

. Preparacion de los calibradores de trabajo

Se preparan rigurosamente las diluciones tal como ilustran la tabla y el gréafico:

Dilucién del calibrador

Volumen de agua
desionizada a afiadir

Volumen de calibrador

a afadir

Calibrador original

250 pL

0

Dilucién del calibrador

Volumen de tampdn del
ensayo a afadir

Volumen de calibrador

a afadir

Calibrador 5 200 pL 50 uL de cal. original
Calibrador 4 200 pL 50 pL de Calibrador 5
Calibrador 3 200 pL 50 pL de Calibrador 4
Calibrador 2 200 pL 50 L de Calibrador 3
Calibrador 1 200 pL 50 L de Calibrador 2

Las concentraciones de los calibradores quedan como sigue:

Dilucion del | Adiponectina | VCAM | ICAM | MMP-9 | MPO PAI-1
calibrador (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)
250 250 250 50 50 50
1:5 50 50 50 10 10 10
1:25 10 10 10 2 2 2
1:125 2 2 2 0,4 0,4 0,4
1:625 0,4 0,4 0,4 0,08 0,08 0,08
1:3125 0,08 0,08 0,08 0,016 | 0,016 | 0,016
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D D R o

50 uL 50 uL 50 pL 50 ul
- u u 50 pL H Hn
CAL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
__J -, - - - -
Original Cal5 Cal4 Cal 3 Cal 2 Call
Procedimiento
Afadir 200 pL de tampon de lavado en cada pocillo
Agitar 10 minutos y aspirar
« Afadir 25 pL de microesferas a cada pocillo y
aspirar
« Afadir 25 pL de calibrador o control en sus
correspondientes posiciones
¢ Afiadir 25 pL de tamp6n de ensayo a los pocillos
de blanco y muestras
¢ Afadir 25 pL de matriz sérica a los pocillos de
blanco, calibradores y controles
¢ Afadir 25 pL de muestra en sus correspondientes
pocillos
Tapar la placa e incubar agitando durante 16-20ha  4°C

Aspirar y lavar 2x con tampén de lavado

Afiadir 25 pL de anticuerpo de deteccion a cada
pocillo

Incubar 1h a TA

Afiadir 25 pL de estreptavidina-ficoeritrina en cada
pocillo

Incubar 30 minutos a TA

Aspirar y lavar 2x con 200 pL de tampon de lavado

Afiadir 100 uL de liquido envolvente en cada pocillo

Lectura en el citbmetro. Condiciones:

Volumen de aspiracion 50 pL
N° microesferas por lectura 50
Tiempo de lectura 60 seg
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3.2.4. Andlisis estadistico

El tamafio muestral para el estudio transversal se calculdé teniendo en
cuenta un error alfa estandar del 5 %, un error beta del 20 %. La muestra
comprende un minimo de 20 controles sanos, y 20 sujetos con HFC.

La poblacién diana de casos son los pacientes afectados de HFC
controlados en nuestro centro. Los controles, sujetos sanos normolipidémicos no
diabéticos, proceden del personal del Hospital Clinico Universitario y familiares no
afectados de los casos.

La comparacién de los parametros estudiados entre ambos grupos se ha
realizado con la prueba U de Mann-Whitney. La correlacion entre dichas variables
se ha estimado mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (spearman’s
rho).

Las comparaciones se han realizado, al menos, entre los resultados
obtenidos en los grupos CONTROL con HFC y CONTROL con HFC afectos de Rl
(HFC HOMA>3,2). El andlisis de correlaciones se ha realizado en los grupos
CONTROL, HFC y HFC HOMA>3,2.
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IV. RESULTADOS

Resultados obtenidos de la comparacion de los parametros analizados en
el grupo afecto de HFC frente al grupo control.

Se exponen a continuacion los datos comparativos de ambos grupos en
cuanto a sus caracteristicas demograficas, antropométricas y los parametros
bioquimicos séricos estudiados del metabolismo lipidico, los relacionados con
la resistencia a la insulina y los marcadores de inflamacion y riesgo

aterotrombaético.

4.1. Caracteristicas demograficas
El grupo de afectos de HFC y el grupo control tienen el mismo
namero de sujetos. La proporcién de hombres y mujeres en cada uno es
ligeramente diferente. En cuanto a sus edades, no se presentan diferencias

significativas entre ambos grupos (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de ambos grupos

GRUPO CONTROL | GRUPO HFC
Casos 36 36
Hombres/mujeres 19/17 17/19
Edad 46 (22-78) 41 (18-75)

Hombre Mujer Hombre Mujer

60

Edad
pep3

GRUPO CONTROL HFC

-89 -



4.2. Parametros del metabolismo lipidico
Los parametros lipidicos estan implicados en la seleccion de los
casos de HFC. Los niveles de CT, TG, cLDL y Apo B100 resultan, como
consecuencia, claramente mas elevados en los casos de HFC,
presentando diferencias significativas respecto del grupo control (Tabla 2,
Figuras 29, 30, 31, 32, 33 y 34). Las concentraciones de cHDL y ApoA son
similares en ambos grupos.

Tabla 2. Comparacion entre los parametros lipidicos

CONTROL HFC
n | mediana| P5 | P95 n | mediana| P5 | P95 P
CT (mg/dL)) 36 198 143 | 235 | 36 269 222 | 334 |<0,001
TG (mg/dL) 36 84 39 | 201 36 134 59 | 518 |<0,001
cHDL (mg/dL) | 36 53 38 81 36 57 35 86 NS
cLDL (mg/dL) | 36 124 75 | 167 | 36 174 | 135]| 241 |<0,001
ApoA (mg/dL) | 36 138 102 | 200 | 36 133 89 | 188 NS
ApoB (mg/dL) | 36 89 55 | 117 | 36 121 |109| 167 |<0,001

Figura 29 . CT, (mg/dL)
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Figura 30. TG (mg/dL)
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Figura 31. cLDL (mg/dL)
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Figura 32 . cHDL (mg/dL)
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Figura 33 . Apo B100 (mg/dL)
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Figura 34 . Apo A (mg/dL)
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4.3. Pardmetros de insulinorresistencia
Se valoran comparativamente los datos antropométricos IMC y
perimetro de cintura y los bioquimicos séricos Glucosa e Insulina de los
gue se obtiene el indice HOMA de insulinorresistencia. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas en el IMC y perimetro de cintura;
el grado de RI determinado mediante el indice HOMA resulta superior en el
grupo HFC (Tablas 3y 4, Figuras 35, 36, 37, 38 y 39).

Tabla 3. Descriptivos y comparaciones entre los parametros de
insulinorresistencia
GRUPO CONTROL GRUPO HFC
n | Median |P25| P75 | n | Median | P25 | P75 P
Indice Homa 36| 1,84 |1,02| 2,7 |36] 3,02 |16 | 4,2 | ,009
IMC (Kg/m2) 36| 26,0 23,7296 (36| 27,5 |249]|305 | NS
Cintura (cm) 36| 868 |795[/991(|36| 93,0 |82,0[103,5| NS
Glucosa (mg/dL) 36 87 83 | 93 |36]| 97 90 | 106 | ,001
HbALc (%) 36| 51 49| 55 |36| 54 |52 56 | ,011
Insulina (LU/mL) 36| 82 46 11936| 121 | 7,4 | 16,2 | ,033

Tabla 4. Comparacion independiente del perimetro de cintura entre hombres y

mujeres

Perimetro de cintura

CONTROL HOMBRES

HFC HOMBRES

n Media SD Media SD P

19 93,7 11,3 98,6 8,7 NS
CONTROL MUJERES HFC MUJERES

n Media SD Media SD P

17 85,4 16,5 86,7 10,9 NS
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Figura 35.
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Figura 37 . Glucosa (mg/dL)
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Figura 39 . indice HOMA
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4.4.. Marcadores de inflamacion y factores protrombétic 0s
Los marcadores de inflamacion estudiados no han presentado diferencias
significativas entre ambos grupos (Tabla 5, figuras 40, 41, 42, 43, 44 y 45).

CONTROL HFC
n |Mediana| P25 | P75 | n | Mediana | P25 | P75 | p
TNF-a (pg/mL) |36 9,9 55 (13,2|36| 10,1 6,8 | 13,2| NS
IL-6 (pg/mL) 36| 15,2 6,4 [28,0|36| 13,1 7,5 130,1| NS
IL-8 (pg/mL) 36 3,6 26 | 51 |36 3,7 26 | 6,4 | NS
IL-10 (pg/mL) 36| 51,1 [18,3|710(36| 47,6 |14,8|850| NS
IL-1b (pg/mL) 36 1,0 04 | 2,7 |36 1,2 04 | 23| NS
PCR (mg/L) 36 1,4 08 | 2,8 |36 1,7 0,8 | 3,1 | NS

Figura 40 . TNF-a
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Figura 41.
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IL1BETA

Figura 43 . IL-10
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Figura 45. PCR
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comparar los marcadores de inflamacion entre los subgrupos HFC sin
(HOMA<3.2) y con RI (HOMA>3.2), se observan valores de la interleucina
antiinflamatoria IL-10 muy inferiores en los sujetos con RI (Tabla 6, figura
46):

HFC HOMA<3,2 HFC HOMA>3,2

n | mediana| P25 | P75 | n |mediana| P25 | P75 | P
TNF-a 1191 98 |64 116 |17| 105 |74 |13.9].606
(pg/mL)
IL-6

19| 20,3 |10,6| 36,0 [17| 10,2 | 7,2 |18,0|,081
(pg/mL)
IL-8 g 3,2 23| 40 |17| 46 29|76 |,068
(pg/mL)
IL-10 g 75,2 |48,2|208,5(17| 251 |16,4|54,2|,011
(pg/mL)
IL-1b

19| 1,7 11| 39 17| 1,0 2 |18 1,077
(pg/mL)
PCR |19 1,6 8 | 31 |17] 1,7 1,1 | 3,2 |,470
(mg/L)
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Figura 46 . IL-10

56
600,00 B

61

400,001 58

IL10

200,00

7
[ J

0,00 E

I I
HFC HOMA<3,2 HFC HOMA>3.2
GRUPO

Entre los marcadores de riesgo aterotromboético destacan los mayores
niveles de PAI-1 en el grupo HFC respecto al grupo control. Esta diferencia
no se aprecia en el resto de marcadores (Tabla 7, figuras 47, 48, 49, 50, 51
y 52):

CONTROL HFC
(ng/mL) n | mediana | P25 | P75 | n |mediana| P25 | P75 P
Adipo. 36 | 20317 |16706|23533| 36 | 19918 |15808 23244 | NS
VCAM 36 933 824 | 1053 | 36 878 725 | 986 | NS
ICAM 36 180 119 | 250 | 36 174 143 | 246 | NS

MMP9 36 57 39 93 | 36 51 31 84 NS
MPO 36 10,8 9,5 16,1 | 36 12,1 8,1 26,4 | NS
PAI-1 36 29 22 48 | 36 55 29 87 10,005
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Figura 47 . Adiponectina
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Figura 49 . ICAM
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Figura 51 . MPO
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Figura 52 . PAI-1
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Cuando se han comparado los valores de PAI-1 entre el grupo control y los
afectos de HFC sin RI (HOMA<3.2), ya no se detectan diferencias (Tabla 8):

CONTROL HFC HOMA<3,2
(ng/mL) n | mediana | P25 | P75 | n |mediana| P25 | P75 P
Adipo. 36 | 20317 |16706|23533| 19 | 20564 |16972|26420| NS
VCAM 36 933 824 | 1053 | 19 887 743 | 995 | NS
ICAM 36 180 119 | 250 | 19 168 147 | 201 | NS

MMP9 36 57 39 93 |19 47 30 73 NS
MPO 36 10,8 9,5 16,1 | 19 9,4 7,2 12,7 | NS
PAI-1 36 29 22 48 |19 33 26 77 NS

Si la comparacion se lleva a cabo entre el grupo control y los sujetos HFC con RI
(HOMA>3.2), las diferencias se hacen mas notorias, dandose ademas una
diferencia significativa entre las concentraciones de MPO (Tabla 9):

CONTROL HFC HOMA>3,2
(ng/mL) n | mediana| P25 | P75 | n |mediana| P25 P75 P
Adipo. 36 | 20317 |16706|23533| 17 | 17453 | 15623 |22226| NS
VCAM 36 933 824 | 1053 | 17 802 718 947 NS
ICAM 36 180 119 | 250 | 17 189 128 289 NS
MMP9 36 57 39 93 | 17 61 34 148 NS
MPO 36 10,8 95 | 16,1 | 17 14,5 11,8 | 179,4 | 0,003
PAI-1 36 29 22 48 | 17 70 43 125 |<0,001

Cuando se han comparado los valores de marcadores de riesgo aterotrombatico
entre los afectos de HFC con y sin RI, los valores de PAI-1 y MPO resultan

significativamente mas elevados en el grupo con RI (Tabla 10, figuras 53, 54 y
55):

HFC HOMA<3,2 HFC HOMA>3,2

(ng/mL) n |mediana| P25 | P75 n |mediana P25 P75 P
Adipo. 19 | 20564 |16972|26420| 17 | 17453 15623 |22226| NS
VCAM 19 887 743 | 995 | 17 802 718 947 | NS
ICAM 19 168 147 | 201 | 17 189 128 289 | NS
MMP9 19 47 30 73 17 61 34 148 | NS
MPO 19 9,4 72 | 12,7 | 17 14,5 11,8 179,4 10,009
PAI-1 19 33 26 77 17 70 43 125 |0,016
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Figura 53 . MPO en el grupo control, en el grupo HFC sin Rl y en el grupo HFC

con RI
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Figura 54 . PAI-1 en el grupo control, en el grupo HFC sin Rl y en el grupo HFC
con RI
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Figura 55 . PAI-1 en el grupo control excluyendo obesos y RI, en el grupo HFC sin
Rly en el grupo HFC con RI
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Al comparar los marcadores de riesgo aterotrombético entre los sujetos del grupo
control sin RI (HOMA<3.2) ni obesidad (IMC<30) con el grupo HFC completo, se

mantiene la diferencia de PAI-1 y no se detectan nuevas diferencias (Tabla 11):

CONTROL IMC<30, HOMA<3,2 HFC
(ng/mL) n |mediana| P25 P75 n | mediana | P25 P75 P
Adipo. 36 20317 16706 | 23376 | 36 19918 15808 | 23244 | ,964
VCAM 36 932 817 1008 | 36 878 725 986 ,245
ICAM 36 180 117 234 36 174 143 246 ,402
MMP9 36 54 37 68 36 51 31 84 734
MPO 36 10,4 9,5 14,9 36 12,1 8,1 26,4 ,450
PAI-1 36 25 20 36 36 55 29 87 ,000
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Si incluimos en el grupo HFC solamente a los sujetos sin Rl, se mantiene una
diferencia significativa en la concentracion de PAI-1 respecto al subgrupo control
anterior (Tabla 12):

CONTROL IMC<30, HOMA<3,2 HFC HOMA<3,2
(ng/mL) n | mediana| P25 P75 n | mediana P25 P75 P
Adipo. 36 | 20317 | 16706 | 23376 | 19 20564 16972 | 26420 | ,420
VCAM 36 932 817 1008 19 887 743 995 ,557
ICAM 36 180 117 234 19 168 147 201 , 769
MMP9 36 54 37 68 19 a7 30 73 ,299
MPO 36 10,4 9,5 14,9 19 9,4 7,2 12,7 ,359
PAI-1 36 25 20 36 19 33 26 77 ,020

Cuando se comparan los marcadores de inflamacién y de riesgo aterotrombaético
del grupo control excluyendo a los Rl y obesos frente al subgrupo HFC con RI
(HOMA>3.2), se observan diferencias estadisticamente significativas en los
valores de IL-8, IL-10, MPO y PAI-1 (Tabla 13)

CONTROL IMC<30, HOMA<3,2 HFC HOMA>3,2

n | Median P25 P75 n | mediana| P25 P75 P
Adipo. | 5o | 50317 | 16706 | 23376 | 17 | 17453 | 15623 | 20226 | 427
(ng/mL)
VCAM 36 932 817 1008 | 17 802 718 947 | ,161
(ng/mL)
ICAM 36 180 117 234 | 17 189 128 289 | ,250
(ng/mL)
bl 36 54 37 68 17 61 34 148 | ,597
(ng/mL)
LAIPY 36 | 10,4 9,5 14,9 | 17 14,5 11,8 | 1794 | ,021
(ng/mL)
Pl 36 25 20 36 17 70 43 125 | ,000
(ng/mL)
U= 36 | 11,0 6,7 145 | 17 10,5 7.4 13,9 | 678
(pg/mL)
L& 36 | 18,4 10,0 28,0 | 17 10,2 7,2 18,0 | ,146
(pg/mL)
L= 36 3,0 2,3 44 | 17 4,6 2,9 7.6 | ,046
(pg/mL)
IL-10 36 64 36 77 17 25 16 54 ,032
(pg/mL)
IL-1b 36 1,8 9 29 |17 1,0 2 1,8 | ,100
(pg/mL)
PCR 36 1,1 8 24 | 17 1,7 1,1 3,2 | ,132
(mg/L)
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Las diferencias encontradas entre los valores de PAI-1 se mantienen cuando
excluimos del grupo HFC con RI a los sujetos obesos. Las diferencias respecto a
IL-8, IL-10 y MPO en este caso, no se mantienen (Tabla 14):

CONTROL HOMA<3,2 IMC<30 HFC HOMA>3,2 IMC<30
n Median P25 P75 n | Median P25 P75 P

(ﬁg}fnol_') 24 | 20317 | 16706 | 23376 | 10 | 16786 | 14929 | 23299 | 597
(ng'\f) 24 | 932 817 | 1008 | 10| 755 | 707 | 913 | 064
(r']gﬁn'\f_) 24 | 180 117 | 234 | 10| 183 | 126 | 311 | 438
(%'\/Anfl?) 24 | 54 37 68 |10 | 47 27 124 | 678
(n'\é'/i% 24 | 10,4 95 | 149 |10| 128 | 114 | 668 | ,135
(:;?,'T;i) 24 | 25 20 3 |[10]| 62 44 97 | 000
(ggjr';f) 24 | 11,0 67 | 145 [10| 98 52 | 137 | 365
(p:;rfl_) 24| 184 | 100 | 280 | 10| 95 61 | 131 | 062
(p(!;r-’r?L) 24 | 3,0 23 | 44 |10| 35 24 | 73 | .365
(p';/':]?_) 24 64 36 77 | 10| 31 20 78 | ,270
(F:'é/';tl’_) 24 1,8 9 29 (10| 13 2 21 | 183
(:]glf) 24 | 11 8 24 10| 22 10 | 48 |,179
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Finalmente, comparamos los resultados de la totalidad de componentes
lipidicos, metabdlicos, inflamatorios y aterotrombdéticos considerados en el estudio
entre los grupos control y HFC excluyendo a los sujetos obesos. Las diferencias
respecto al PAI-1 siguen siendo muy significativas entre ambos grupos, asi como
respecto al indice HOMA, sin que existan diferencias entre el IMC y el perimetro
de cintura (Tabla 15):

CONTROL IMC<30 HFC IMC<30

n Median P25 P75 n Median P25 P75 P
Adipo.
(ngimL) | 27 | 20387 | 16535 | 23761 | 24 | 21101 | 15982 | 26139 | 450
VCAM
(nomL) | 27| 931 810 | 1014 | 24 | 813 717 | 994 | 417
ICAM
(noim) | 27 | 188 117 | 239 |24 | 170 140 | 224 | 977
MMP9
(ngimL) | 27 | 54 37 70 | 24| 43 27 63 | 227
MPO
(gL | 27| 100 94 | 146 | 24| 111 74 | 128 | 623
PAI-1
ngmLy | 27| 20 38 | 24| 55 28 81 | ,001
TNF-a

27 | 11,0 81 | 145 | 21| 98 71 | 122 | 250
(pg/mL)
IL-6

27 | 172 | 127 | 281 | 21| 124 7.8 | 230 | .163
(pg/mL)
IL-8

27 | 31 2,4 51 | 21| 32 2,3 48 | ,892
(pg/mL)
IL-10

27 | 64 51 78 | 21| 63 29 108 | ,989
(pg/mL)
I 27 1,6 8 30 |21 1,4 8 2,2 498
(pg/mL) 1 y 1 1 y 1 y
PCR
mo) | 27| 14 8 24 | 21| 16 8 2.8 | 517
Indice
Homa | 27| 15 9 22 | 24| 23 1,5 4,0 | ,010
Glucosa
oLy | 27| 8 83 91 | 24| o7 89 106 | ,006
Insulina
wom) | 27| 75 45 | 101 | 24| 95 66 | 156 | ,019
HbAC | 7 | 54 4,9 54 | 22| 53 5,2 55 | ,022
(%)
IMC 1 o7 | 242 | 224 | 266 | 24| 259 | 240 | 282 | 119
(Kg/m2)
C'(Trt‘];a 27| 850 | 770 | 923 | 21| 890 | 798 | 953 | 235
CT
moidL) | 27| 196 179 | 211 | 24| 269 244 | 281 | ,000
TG
gy | 27| 81 65 105 | 24| 119 26 175 | ,001
CHDL
mgidLy | 27| 56 47 66 | 24| 60 49 70 | 533
cLDL
maidLy | 27| 121 107 | 137 |24 | 177 163 | 193 | ,000
APOA | o7 | 146 120 | 162 | 24| 136 124 | 151 | 445
(mg/dL)
ApoB
moidLy | 27| 8 77 97 | 24| 122 113 | 134 | ,000
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4.5. Correlaciones

En el grupo control, se observa una relacién positiva entre PAI-1 y los
parametros directamente relacionados con RIl. Ademas, se observa relacion
positiva entre PAI-1 y MPO y negativa entre adiponectina y TG y Glucosa (Tabla
16, test de Spearman’s rho de 2 colas ):

GRUPO Indice
CONTROL |Adipo |MPO |PAI-1 |Homa | IL-8 |IL-10 |IMC |Cintura |Glucosa |TG Insulina
Adipo 1,000| 0,18| -0,45| -0,22/0,028| 0,23| 0,05| -0,202| -0,341| -0,51| -0,158
03| 037 0,210,889 0,24| 0,78| 0,253| 0,042|0,000| 0,366
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
MPO 0,179 1| 0,36| 0,162|0,005| -0,01| 0,26| 0,268| -0,034| 0,11| 0,188
0,296 | . 0,03| 0,351|0981| 097| 0,13| 0,126| 0,845| 0,53| 0,279
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
PAI-1 -0,154| 0,36 1| 0,403|0,320| -0,09| 054| 0,634| 0,390| 0,53| 0,358
0,368| 0,03]. 0,016 0,104 | 0,65 0| 6E-05| 0,019|0,000| 0,035
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Indice 0348

Homa -0,217| 0,16 0,4 1" -0,08| 065| 0,629| 0,383| 045| 0,977
0,210| 0,35| 0,02]. 0,081 07 0| 9E-05| 0,023| 0,01| 1E-06
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
IL-8 0,028 | 0,005| 0,320| 0,348]1,000|0,650/0,260| 0,220| 0,515|0,225| 0,311
0,889|0,981| 0,104| 0,081 -10,000(0,200| 0,290| 0,006|0,259| 0,122
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
IL-10 0,234| -0,01| -0,09| -0,08|0,650 1|-0,17| -0,243| 0,118| -0,47| -0,077
0,239| 097| 0,65| 0,701|0,000 . 0,41| 0495| 0,557| 04| 0,710
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
IMC 0,050| 0,26| 054| 0,647|0,260| -0,17 1| 0,887| 0,234| 048] 0,628
0,775| 0,13| 0,000| 4E-05|0,200| 0,41]. 1E-06| 0,176/0,000| 7E-05
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Cintura -0,202| 0,27| 0,63]| 0,629]0,220| -0,24| 0,89 1| 0,443| 063 0,550
0,253| 0,13| 0,000| 9E-05|0,290| 0,49 0]. 0,009 | 0,000 | 0,0009
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Glucosa -0,341| -0,03| 0,39| 0,383|0,5515| 0,12| 0,23| 0,443 1| 0,45| 0,231
0,042| 0,84| 0,02| 0,023|0,006| 056| 0,18| 0,009 ]. 0,01| 0,183
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
TG -0,508| 0,11| 053] 0,448|0,225| -0,17| 0,48| 0,635| 0,449 1| 0,389
0,002| 0,53| 0,000| 0,007|0,259| 04 0| 5E-05| 0,006 ]. 0,021
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Insulina -0,158| 0,19| 0,36| 0,976|0,311| -0,08| 0,63| 0,55| 0,231] 0,39 1

0,365| 0,28| 0,03| 1E-06|0,122| 0,71 0| 9E-04| 0,183 0,02].
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36

-112 -



Cuando excluimos los sujetos con RI y obesidad en el grupo control,
desaparece la relacién entre PAI-1 y los parametros directamente relacionados
con RI. La correlacion negativa entre adiponectina y TG, se mantiene (Tabla 17,

test de Spearman’s rho de 2 colas ):

GRUPO
ﬁgl\NA;Fj?; Adipo | MPO | PAI-1 mgri]iz IL-8 | IL-10 | IMC |Cintura | Glucosa| TG |Insulina
IMC<30
Adipo 1{0,205| -0,07| -0,07 | 0,244 |0,241|0,172 | -0,308 | -0,384| -0,42| -0,03
0,338(0,741|0,759 0,362 | 0,368 | 0,422 | 0,153| 0,064 |0,039 0,89
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
MPO 0,205 1/0,161|0,159|0,205|0,166 | 0,239 | 0,094 | -0,018| 0,07 0,16
0,338 . 0,453|0,457 (0,447 0,538 (0,261 | 0,668 | 0,935|0,745 0,47
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
PAI-1 01071' 0,161 1(-0,14|0,079|0,056|0,163| 0,265| 0,275| 0,39| -0,18
0,741|0,453|. 0,502| 0,77]0,837|0,446| 0,223| 0,194 0,059 0,39
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
mgrigg 0,06(; 0,159 -0,14 1}-0,09|-0,12|0,271| 0,238| 0,173| -0,02 0,98
0,759|0,457 (0,502 | . 0,737|0,656| 0,2| 0,275| 0,418|0,942 0
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
IL-8 0,244 0,205 (0,079 | -0,09 1/0,894| -0,04|-0,108| 0,344| -0,19| -0,15
0,362|0,447| 0,770,737 . 3(I)EE-3 0,888| 0,703 | 0,192 0,488 0,57
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
IL-10 0,2410,166 | 0,056 | -0,12 | 0,894 1|-0,16|-0,108| 0,321 -0,21| -0,19
0,368 (0,538 0,837 | 0,656 3(I)EG . 0,563| 0,703| 0,226| 0,43 0,47
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
IMC 0,172|0,239(0,163|0,271| -0,04 | -0,16 1| 0,758 -0,151 0,325 0,28
0,422|0,261(0,446| 0,2|0,888|0,563 |. 0,000 0,480,122 0,19
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Cintura 0,305; 0,094 |0,265|0,238| -0,11| -0,11 {0,758 | 1,000 0,287| 0,6 0,18
0,153|0,668 | 0,223 |0,275|0,703 | 0,703 355 . 0,184 | 0,002 0,41
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oa| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24

Glucosa | 4o, | 0.02|0.275|0,173 |0,344| 0321 | 0,15| 0,287 1]0,385| 0,03

0,064 |0,935 0,194 | 0,418 0,192 |0,226 | 0.48| 0,184 0,063 0,89

24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24

TG 0425 007| 039|-0,02| -019|-0210325| 0600| 0385 1| -0,09

0,039 | 0,745 0,059 | 0,942 | 0,488 | 0,43[0,122| 0,002| 0,063]. 0,67

24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24

Insulina | -0,03|0,156 | -0,18|0,979| -0,15| -0,19 | 0,278 | 0,179| 0,029 | -0,09 1
0891|0466 0389| '-°|0,567|0,474(0,189| 0,414| 0891 0,666 .

oa| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 24
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En el grupo HFC se observan correlaciones positivas entre indice HOMA,
PAI-1 y MPO, entre PAI-1, MPO e IL-8 y negativas entre la interleucina
antiinflamatoria IL-10 con el PAI-1, MPO e indice HOMA. Adiponectina

correlaciona negativamente con MPO y TG (Tabla 18. Test de Spearman’s rho de

2 colas):
GRUPO Indice
HFC Adipo | MPO | PAI-1 |Homa |IL-8 |IL-10 |IMC |Cintura |Glucosa|TG Insulina
Adipo 1]-0,36] -0,02| -0,25| -0,13]0,135| -0,2 -0,344| -0,029| -0,39 -0,25
0,029]0,904| 0,135]0,488]0,477 0,269 0,068 0,865| 0,017 0,14
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
MPO -0,364 1/0,343| 0,505|0,512| -0,45|0,275 0,451 0,145| 0,329 0,53
0,029 |. 0,041 0,002 | 0,003 0,012 {0,128 0,014 0,399 0,05 0
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
PAI-1 -0,021 10,343 1]0,466 0,603 | -0,41 0,3 0,281 0,319| 0,366 0,44
3E-
0,904 | 0,041 |. 0,004 04 | 0,025 | 0,096 0,140 0,058 | 0,028 0,01
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Indice
Homa -0,254 | 0,505 | 0,466 1]/0,316| -0,5]|0,455 0,529 0,459| 0,514 0,97
0,135|0,002] 0,004 |. 0,083 ] 0,005 | 0,009 0,003 0,005| 0,001 0
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
IL-8 -0,12910,512 /0,603 | 0,316 1] -0,21]0,027 0,011 0,076 | 0,382 0,34
3E-
0,488 | 0,003 04]0,083]. 0,27310,893 0,958 0,683| 0,034 0,06
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
IL-10 0,135| -0,45| -0,41 -0,5| -0,21 1]-0,37 -0,251| -0,168 0,03 -0,51
0,47710,012]0,025| 0,005 | 0,273 |. 0,061 0,248 0,376 | 0,874 0
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
IMC -0,201 | 0,275 0,3] 0,455]0,027 | -0,37 1 0,791 0,176 | 0,345 0,45
0,2690,128] 0,096 | 0,009 | 0,893 | 0,061 |. 0,000 0,335| 0,053 0,01
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Cintura -0,34410,451 /0,281 | 0,529]0,011 | -0,250,791 1 0,338 | 0,521 0,49
1E-
0,068|0,014| 0,14 0,003 0,958 0,248 06 . 0,073| 0,004 0,01
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Glucosa -0,029/0,145(0,319| 0,459 0,076 | -0,17|0,176 0,338 1| 0,136 0,27
0,865 ]0,399|0,058| 0,005|0,683]0,376 | 0,335 0,073 . 0,429 0,12
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
TG -0,395/0,329(0,366 | 0,514 ]0,382| 0,030,345 0,521 0,136 1 0,52
0,017| 0,05]0,028| 0,001 0,034 |0,874]0,053 0,004 0,429 . 0
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Insulina -0,25310,529|0,442| 0,971 | 0,34| -0,510,447 0,488 0,266 | 0,522 1
9E-
0,137 040,007 | 1E-06 | 0,061 | 0,004 | 0,01 0,007 0,116| 0,001 ].
36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
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Cuando en el grupo HFC se excluyen los sujetos afectos de RI
(HOMAK<3.2), la correlacién entre indice HOMA y PAI-1 no se observa aunque si
se mantiene entre indice HOMA con MPO y adiponectina con TG de forma

negativa (Tabla 19. Test de Spearsman’s rho de 2 colas ):

GRUPO
HFC Indice
HOMA<3.2 | Adipo | MPO |PAI-1|Homa |IL-8 |IL-10 |IMC |Cintura |Glucosa | TG Insulina
Adipo 1]-0,45]0,095| -0,3410,032| -0,24| -0,24| -0,414 0,202| -0,46 -0,45
0,055 0,7| 0,15]0,903|0,602 | 0,358 0,141 0,406 | 0,049 0,05
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
MPO -0,447 1/0,056| 0,603| 0,25]0,079]0,132 0,472 0,173| 0,141 0,61
0,055 |. 0,819 0,006 | 0,333 | 0,770,612 0,088 0,479| 0,565 0,01
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
PAI-1 0,095 0,056 1/0,112|0,333]| -0,05|0,199 0,370 0,229 | 0,157 0,08
0,7/0,819]. 0,64710,191 /0,854 | 0,445 0,193 0,346 | 0,521 0,74
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Indice
Homa -0,34310,603| 0,112 1]-0,09| -0,42 0,334 0,522 0,255| -0,05 0,94
0,15| 0,006 | 0,647 | . 0,7410,102| 0,19 0,056 0,293 0,83 0
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
IL-8 0,032 0,25]0,333| -0,09 1[(0,221| -0,29| -0,179 0,067 | 0,233 -0,01
0,903|0,333(0,191| 0,74]. 0,412 0,302 0,579 0,8| 0,368 0,98
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
IL-10 -0,141 10,079 | -0,05| -0,42]0,221 1| -0,07 -0,073| -0,282| 0,359 -0,35
0,602| 0,77/0,854|0,102]0,412|. 0,817 0,832 0,29| 0,172 0,19
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
IMC -0,23810,1320,199| 0,334| -0,29| -0,07 1 0,907| -0,124| 0,354 0,36
0,358]0,612]0,445| 0,19]0,302|0,817]. 0,000 0,635| 0,163 0,15
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Cintura -0,41410,472| 0,37| 0,522 | -0,18| -0,07 | 0,907 1 0,128 | 0,626 0,54
TE-
0,141 0,088 | 0,193 | 0,056 | 0,579 | 0,832 06 |. 0,664 | 0,017 0,05
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Glucosa 0,202 ]0,173|0,229| 0,255 | 0,067 | -0,28| -0,12 0,128 1| -0,38 -0,04
0,406 | 0,479 0,346 | 0,293 0,8] 0,29]0,635 0,664 | . 0,107 0,88
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
TG -0,458 10,141 | 0,157 | -0,05]0,233 0,359 | 0,354 0,626 | -0,381 1 0,11
0,049 ]0,565|0,521| 0,83]0,368]0,172]0,163 0,017 0,107 |. 0,64
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Insulina -0,453(0,608 0,082 | 0,944 | -0,01| -0,35|0,363 0,537| -0,036| 0,114 1
0,052]0,006| 0,74|1E-06|0,978|0,189|0,152 0,047 0,883| 0,643].
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
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Al valorar las correlaciones en el grupo HFC con Rl (HOMA>3.2) resultan
significativas entre PAI-1, indice HOMA, MPO e IL-8 y de forma negativa entre
PAI-1 y MPO con la interleucina antiinflamatoria 1L-10. (Tabla 20. Test de

Spearsman’s rho de 2 colas ):

GRUPO . Indice . .
HFC Adipo | MPO | PAI-1 Homa IL-8 | IL-10 | IMC | Cintura | Glucosa| TG |Insulina
HOMA>3,2
Adipo 1| -0,2|-0,22|0,275] -0,02|0,033|0,193| -0,016| -0,025| -0,32 0,41
0,439| 0,66 0,286/0,958/0,911/0,491| 0,955| 0,925| 0,216 0,1
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
MPO -0,201 1/0,539| -0,01|0,622| -0,65 | 0,288 0,422| -0,052| 0,164 0,11
0,439 |. 0,026 | 0,955|0,018 | 0,012 | 0,298 0,117 0,844 | 0,529 0,68
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
PAI-1 -0,115| 0,539 1]/0,515(0,846| -0,58|0,172| 0,261| 0,174| 0,311 0,48
1E-
0,66 | 0,026 | . 0,034 040,029 | 0,541 0,347 0,503 | 0,224 0,05
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
Indice
Homa 0,275] -0,01 | 0,515 1/0,268]| -0,04 | 0,197 0,392 0,335| 0,448 0,84
0,286 ]0,955]0,034 | . 0,353]0,893|0,482 0,148 0,189| 0,072 0
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
IL-8 -0,015| 0,622 | 0,846 | 0,268 1]|-0,43|0,277| 0,098 -0,066| 0,116 0,36
1E-
0,95810,018 04] 0,353 . 0,126 0,384 0,762 0,822 | 0,692 0,2
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
IL-10 0,033| -0,65| -0,58 | -0,04| -0,43 1]-055| -0,371| 0,249| 0,389 -0,22
0,911 /0,012 | 0,029 | 0,893 /0,126 |. 0,062| 0,235| 0,391| 0,169 0,45
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
IMC 0,193]0,288|0,172| 0,197 0,277 | -0,55 1 0,646 0,235| -0,05 0,14
0,49110,298 0,541 | 0,482 0,384 | 0,062 |. 0,009 0,4| 0,849 0,62
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
Cintura -0,016 | 0,422 | 0,261 | 0,392 | 0,098 | -0,37 | 0,646 1 0,237 | 0,127 0,27
0,955|0,117)0,347 | 0,148 | 0,762 | 0,235 | 0,009 | . 0,396 | 0,652 0,33
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
Glucosa -0,025| -0,05/0,174| 0,335 | -0,07|0,249|0,235| 0,237 1| 0,206 -0,16
0,925/0,844/0,503| 0,189|0,822|0,391| 04| 0,396]. 0,427 0,55
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
TG -0,316 0,164 {0,311 | 0,448 0,116 | 0,389 | -0,05 0,127 0,206 1 0,33
0,216]0,529]0,224 | 0,072 0,692 | 0,169 | 0,849 0,652 0,427 |. 0,19
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
Insulina 0,408 0,109 | 0,483 | 0,836 0,363 | -0,22|0,138| 0,272| -0,155| 0,335 1
0,104 0,677 0,049 | 3E-05 | 0,202 | 0,454 | 0,624 0,326 0,551| 0,189].
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
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V. DISCUSION

La gran incidencia de cardiopatia isquémica precoz entre las personas
afectas de HFC y su elevada prevalencia en la poblacion general, justifican el
interés por el presente estudio.

El rigor en los criterios de seleccién tanto de inclusion como de exclusion
en ambos grupos pretende evitar elementos de confusion y garantizar que los
hallazgos del estudio no puedan ser atribuibles a otros factores de riesgo
cardiovascular que a los aqui valorados. Como consecuencia, el nimero de casos
qgue cumplen criterios de inclusidon de este trabajo es pequefio respecto a la
prevalencia de HFC en la poblacién general.

Siendo criterio de seleccidn las alteraciones del perfil lipidico propias de la
HFC, éstas se muestran claramente aumentadas en el grupo en estudio frente al
grupo control. Las diferencias entre ambos, como consecuencia, resultan
significativas para CT, TG, cLDL y Apo B100. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas al comparar cHDL y Apo A, posiblemente por

comparar 2 grupos con similar peso y perimetro de cintura.

5.1. Insulinorresistencia

La definicion clinica de RI, es decir su cuantificacion en la préactica clinica,
no esta todavia bien establecida. En estudios epidemioldgicos y clinicos se han
empleado métodos indirectos para la cuantificacion de la RI, basados en la
medicion de la glucosa e insulina plasmatica en ayunas (indice HOMA) en
poblacién de la Comunidad Valenciana y Espafiola, se define Rl con HOMAg
>3,2, cifra que corresponde al P75 de la poblacion empleando los métodos de
determinacién de glucosa e insulina descritos en el presente estudio *°%.

Su importancia reside en su relacion con la enfermedad cardiovascular, se
ha descrito que la resistencia a la insulina es un importante factor de riesgo para
el desarrollo de diabetes y enfermedad cardiovascular. La presencia de RI se
relaciona con una prevalencia de diabetes a los 10 afios de 5-7%. Si hay
sindrome metabdlico (SM) la prevalencia aumenta al 10-15% y el grupo de
sujetos con RI'y SM la prevalencia a 10 afios es del 25-30% *°°.

Martinez-Hervas et al. han encontrado una RI significativamente superior
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entre un grupo de casos con HFC que habian sufrido un IAM y otro clinicamente
libre de enfermedad, ajustados por edad e IMC y con el mismo grado de
dislipemia **°.

La prevalencia de RI es claramente superior en los sujetos afectos de HFC
a la encontrada en sujetos no afectos, tal como ha sido demostrado en
numerosos estudios ' 198 146.145.52 " Gagrgieva et al. encuentran una correlacion
significativa entre TG, tamafo de las LDL e insulina, lo que refuerza su asociacion
a la presencia de RI "2, La RI de los sujetos dislipémicos en nuestro estudio es
superior a la de los del grupo control con el mismo grado de obesidad,
confirmando el hecho, ya conocido, que la HFC se relaciona con RI

independientemente del peso y fenotipo lipoproteico.

5.2. Moléculas de adhesion

La sobreproduccién hepatica de particulas ricas en triglicéridos que
presenta esta dislipemia prolonga el tiempo de permanencia de lipoproteinas
aterogénicas en plasma, facilitando su unién al endotelio vascular *”*, aumentando
el grado de activacién de la célula endotelial, que podria expresar mas moléculas

104,17y activarse el sistema del complemento .

de adhesion en su superficie
Pauciullo el al. han detectado concentraciones aumentadas de VCAM en sujetos
HFC respecto al grupo control *’® y Karasek et al. de ICAM, aunque no de VCAM
7 Lo que muestra diferencias entre diferentes poblaciones con HFC. Estas
diferencias no se han puesto en evidencia en nuestro estudio, ni se ha
comprobado relacion entre estas moléculas de adhesion y la Rl o el PAI-1 en el

grupo HFC.

5.3. Marcadores de inflamacién

El tejido adiposo libera gran cantidad de TNF-a, que es uno de los multiples
factores relacionados con el desarrollo de la Rl en la obesidad ' Se han
publicado en un estudio discretas diferencias en los valores de TNF-a entre casos
HFC y controles, de forma independiente respecto al sindrome metabdélico *’®, sin
embargo no hemos encontrado tales diferencias entre nuestros casos y controles.

Se han encontrado valores plasmaticos de IL-6 y PCR mas elevados en
sujetos HFC respecto a un grupo control **° que no hemos encontrado en el

presente estudio. Al comparar las diferentes interleucinas entre el grupo HFC y
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control no hemos encontrados diferencias estadisticamente significativas,
posiblemente por tener una proporcion de sobrepeso/obesidad similar (50%) en
ambos grupos. Probablemente se haga mas evidente la presencia de altos niveles
de marcadores de inflamacion plasmaticos en casos de aterosclerosis que ya han
presentado clinica de enfermedad coronaria y se han valorado en el contexto de
prevencion secundaria y no de prevencion primaria 7% 180181

Si se han detectado diferencias estadisticamente significativas, entre los
marcadores de inflamacion valorados, de IL-8 e IL-10 entre el HFC con Rl y
subgrupo control sin RI ni obesidad. Dichas diferencias, sin embargo, no se han
mantenido cuando se han eliminado los sujetos con IMC>30 kg/m2 del grupo
HFC, por lo que ha de atribuirse la diferencia encontrada respecto a las
interleucinas IL-8 e IL-10 a la presencia de obesidad.

En el grupo HFC existe una relacion inversa estadisticamente significativa
entre la IL-10 con MPO, PAI-1, indice HOMA, asi como una relacion directa entre
IL-8 con MPO y PAI-1. Esta relacion no se encuentra en el mismo grupo HFC

cuando se excluyen los sujetos sin Rl salvo para MPO con el indice HOMA.

5.4. Marcadores de riesgo aterotrombdético

5.4.1. PAI-1

PAI-1 se ha asociado a obesidad visceral, Rl y sindrome metabdlico,
hiperlipidemia, sistema renina-angiotensina-aldosterona, consumo de alcohol y
estimulaciéon por citoquinas proinflamatorias y, de forma inversa, con los
estrogenos y el ejercicio fisico **?y se ha sugerido que tiene un papel causal en el
desarrollo posterior de enfermedad cardiovascular debido a su actividad
protrombética 'y otros multiples mecanismos patogénicos 8

En patologia arterial, un estudio prospectivo amplio mostré una fuerte relacion
entre una hipofuncion fibrinolitica y la incidencia posterior de cardiopatia isquémica
en hombres jévenes de raza blanca '*° En cuanto a los estudios concretos
centrados en el PAI-1 y la cardiopatia isquémica, cabe distinguir entre los que se
han centrado en el estudio de la placa de ateroma y los que han analizado el papel
del PAI-1 circulante. Respecto al primer apartado, se ha observado un efecto doble,

ya que parece que el PAI-1 estimula el crecimiento de la placa y la estabiliza. Asi, un
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incremento en la expresion de PAI-1 en los macréfagos y células musculares lisas
locales aumenta la deposicion de fibrina y la migracion de células musculares lisas,
fendmenos subyacentes en el crecimiento de la placa *® " 188 por otro lado, el
efecto neto estabilizador de la placa, argumentado por algunos autores, se basa en
la reduccion de la activacién de las metaloproteasas de la matriz secundaria a la
disminucién de la actividad plasminica por PAI-1 . Sin embargo, si esa placa de
ateroma llegara a complicarse y romperse por mediacion de otros factores, el PAI-1
acumulado se liberaria y promocionaria la trombosis sobre su superficie, dando
lugar a un sindrome coronario agudo. Con relacion a los niveles plasmaticos de PAI-
1, muchos estudios de casos y controles han demostrado la presencia de una
capacidad fibrinolitica enddgena reducida, manifestada con niveles elevados de PAI-
1 en pacientes con cardiopatia isquémica crénica documentada 189 190 191 192,193, 194
Dado que los niveles elevados de PAI-1 en la fase aguda de un infarto de miocardio
se mantienen altos en los siguientes meses e incluso afos, no se debe aceptar que
dicho comportamiento sea similar al de los reactantes de fase aguda '*. Se ha
sugerido que la concentracion de PAI-1 tiene un peso prondstico importante a la luz
de los resultados de diferentes trabajos. En algunos de ellos, el PAI-1 se consideré
un factor predictor de un primer infarto en poblacién sueca **°, un factor de riesgo
para el desarrollo de reinfarto en sujetos jovenes '°’ predictor independiente de

198

muerte e infarto no fatal en hombres con angina de pecho ~* predictor de mortalidad

en pacientes no diabéticos con infarto de miocardio precoz **° predictor de eventos

trombéticos en general 2% %%

y marcador de riesgo para desarrollar reestenosis tras
una revascularizacién coronaria percutanea 2% o quirtrgica 2*2.

La relacion causa-efecto entre un nivel elevado de PAI-1y el desarrollo de infarto
de miocardio ha sido cuestionada por otros estudios. Argumentan que el PAI-1
podria ser exclusivamente un marcador de enfermedad aterotrombética (aumento
de expresion de PAI-1 por un endotelio previamente dafiado) y, por otro lado,
sostienen que la presencia de otros conocidos factores de riesgo cardiovascular,
como hipertrigliceridemia aislada o en el contexto de obesidad y resistencia
insulinica, podrian actuar como factores de confusion, al estar relacionados tanto
con concentraciones elevadas de PAI-1 como con el desarrollo de cardiopatia
isquémica 2% 2%,

Las complicaciones aterotrombdéticas en el sindrome de resistencia a la

insulina son parcialmente atribuidas a la alteracion de la fibrinolisis como
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consecuencia del aumento de los niveles plasmaticos de PAI-1 ?®°. Los &cidos
grasos libres también estimulan la sintesis hepética de fibrindgeno y PAI-1 %7,
Karadsek et al. han encontrado aumentados marcadores hemostéaticos
endoteliales en miembros asintomaticos de familias con HFC, asociados a RI.
Entre ellos, el factor von Willebrand se relaciona con alteracién del grosor de la
intima-media carotidea solo en los miembros hiperlipémicos ?®y se han llegado a
considerar los niveles de PAI-1 como predictores de un primer evento coronario
1% También Georgieva et al. observan marcadores procoagulantes y de
activacion endotelial elevados en los pacientes dislipémicos afectos de HFC 172,
En nuestro estudio, las concentraciones de PAI-1 de los casos HFC se
encuentran elevadas respecto a los sujetos del grupo control. La significacion de
esta diferencia se mantiene ligada a la Rl puesto que al comparar el grupo control
con el grupo HFC con indice HOMA inferior a 3.2, ya no se observa. Por el
contrario, cuando se seleccionan los casos HFC con RI (HOMA>3.2), estas
diferencias se incrementan. Para descartar la influencia de la obesidad en los
niveles de PAI-1, se han comparado ambos grupos excluyendo a los obesos
(IMC>30 kg/m2) y se encuentran diferencias significativas atribuibles Unicamente

a la dislipemia propia de la HFC y la RI.

5.4.2. MPO

Son varios los mecanismos potenciales de la MPO para contribuir a
promover la aterosclerosis: la oxidacion de las LDL que va a desempefar un
papel central en el desarrollo de procesos aterogénicos tales como la
acumulacion de colesterol, a través del reconocimiento por receptores
scavengers, no regulada por la concentracion de LDL intracelular, transformando
a los macréfagos en células espumosas, primera caracteristica celular de las
placas ateroscleréticas %°°; la actividad catalitica de la MPO en el propio ateroma
generando productos como la clorotirosina procedentes de las proteinas

140 '|a oxidacion de los residuos

210 |
)

modificadas por agentes halogenados oxidantes
de lisina en la apolipoproteina B-100 (proteina predominante de las LDL) a
potente quimiotaxis de leucocitos activada por la presencia de lipidos oxidados
por el &cido hipocloroso (HOCI) generado por MPO **, la modificacién oxidativa

de las HDL haciéndolas disfuncionantes y cuyo grado de modificacion se ha
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relacionado de forma independiente con la aterosclerosis coronaria y ECV 2 %12

211,213 |5 disfuncién endotelial debida a la falta de disponibilidad de NO consumido
por la MPO al insertarse entre las células endoteliales y las musculares lisas y el
estado protrombético que ocasiona la contribucion del HOCL a la descamacion de

células endoteliales originando un fenotipo protrombético *** .

Respecto a la participacion de la MPO en la inestabilidad de la placa y la
formacion del trombo, se han informado algunas evidencias: la aparicion de
células apoptoticas en la circulacion sistémica es un estimulo potencial para la

activacion y agregacion plaquetaria **°

, la capacidad antitrombética del endotelio
se ve disminuida como consecuencia de la reduccién de disponibilidad de NO
causada por la MPO, originandose una superficie trombogénica a traves de la

expresion de diversos factores protrombéticos y antifibrinoliticos 2*°

En nuestro estudio, los niveles plasmaticos de este factor aterotrombotico
vinculado tanto a la inflamacion como al estrés oxidativo, son significativamente
mas elevados en los casos HFC con RI que en el grupo control y en el subgrupo
HFC sin RI. Las evidencias encontradas sobre la estratificacion del riesgo de sufrir
ECV mediante la medida plasmética de la concentracion de MPO " y los
estudios sobre su contribuciébn causal al inicio y desarrollo de la placa
ateromatosa, de forma individual, y vinculada a inhibidores de la fibrinolisis como
el PAI-1 en su desestabilizacion y formacion del trombo, parecen concurrir en los
sujetos HFC afectos de RI en cuanto que ambos marcadores se encuentran en
ellos significativamente aumentados.

MPO se encuentra relacionada con PAI-1 tanto en el grupo control como en
el HFC, aunque relacionado con PAI-1 y RI, simultaneamente, solo en el grupo
HFC de forma muy significativa.

Al excluir del grupo control a los sujetos obesos o con Rl no se encuentra
relacién alguna entre los factores de riesgo aterotrombotico. Unicamente se

aprecia, como es conocido, relacion inversa entre adiponectinay TG.
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VI. CONCLUSIONES

a)

Respecto al nivel de inflamacion y su relacion ¢ on la Rl en la HFC:

Los sujetos con HFC y RI, comparado con una poblacién “sana”,
presentan una alteracion de los marcadores de inflamacién cronica
(incremento de la inflamatoria IL-8 y disminucion de la antiinflamatoria IL-
10).

La interleucina antiinflamatoria IL-10 es muy inferior en el grupo HFC

con RI respecto al grupo HFC sin RI.

En los sujetos con HFC los niveles de IL-8 se relacionan

significativamente con los niveles de CT y TG.
En los sujetos con HFC los niveles de IL-10 se relacionan
significativamente de forma inversa con los niveles de insulina, HOMA,

MPO y PAI-1.

Los sujetos con HFC y RI comparados con el grupo control
presentan un aumento estadisticamente significativo de MPO.

Los sujetos con HFC y RI comparados con los sujetos con HFC sin

RI presentan un aumento estadisticamente significativo de MPO.

La MPO se correlaciona en los sujetos con HFC con insulina, indice

HOMA, apoB100 y perimetro de cintura.
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b)

Respecto al estado protrombético y su relacion ¢ onlaRlenlaHFC

El estado protrombético estudiado con los niveles plasmaticos de
PAI-1 estuvo significativamente aumentado en los sujetos con HFC

respecto al grupo control.

En el grupo con HFC y RI respecto al grupo con HFC sin RI hubo un

aumento significativo de los niveles de PAI-1.

Los sujetos con HFC sin Rl mostraron un aumento significativo del

PAI-1 respecto a controles sin RI.

Los niveles de PAI-1 se correlacionan en los sujetos afectos de HFC
con TG, insulina, HOMA, MPO, IL-8 y de forma inversa con IL-10.

Este estudio confirma la hipotesis planteada, demostrando en los
sujetos con HFC que la existencia de RI se relaciona con un aumento de la
inflamacion crénica (IL-8, MPO vy, de forma inversa, con IL-10) y del estado
protrombdético (PAI-1).
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

SERVICIO DE ENDOCRINOLOGIA
HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALENCIA.

Datos del donante
Apellidos:
Nombre:

Fecha:

LINEA DE INVESTIGACION: ESTUDIO DE FACTORES IMPLICA DOS EN EL DESARROLLO DE
ENFERMEDADES DE ALTO RIESGO CARDIOVASCULAR Y DE SUS COMPLICACIONES.

El adecuado avance en la investigacién biomédica hace necesario estudiar muestras de sangre y orina de
pacientes con diferentes enfermedades y de voluntarios sanos, para conocer diferentes parametros
clinicos, bioquimicos y genéticos de la poblacion sana y de dichos pacientes.

El almacenamiento de las muestras biolégicas obtenidas a partir de su sangre por parte del Servicio de
Endocrinologia permitira a los cientificos disponer de muestras para investigar:

a) Factores clinicos, bioquimicos, genéticos y ambientales que influyen en el desarrollo de determinadas
enfermedades o a la proteccion frente al desarrollo de las mismas; b) Factores que influyen en el
desarrollo o no de las complicaciones ocasionadas por diferentes enfermedades; c) Factores que influyen
en la respuesta al tratamiento de una enfermedad; d) Mecanismos por los cuales actian estos factores; e)
Desarrollo de métodos y protocolos para la deteccién y andlisis de marcadores bioguimicos o genéticos
que puedan estar relacionados con estas enfermedades.

El fin Gltimo de estos trabajos serd siempre la mejora de la salud de la poblacién mediante un
conocimiento mas profundo de las enfermedades presentes en la misma.

Toda la informacién personal que se recopile o genere en el estudio quedara protegida de acuerdo con la
legislacion vigente. Para ello emplearemos las medidas que se detallan mas abajo.

Descripcién del proceso:

- Se informar& al donante sobre los objetivos del proyecto y se le respondera a las dudas que pueda
plantear.

— ElI médico recogera los datos del donante (sano o enfermo) mediante un cuestionario y los incluira en
una base de datos donde el donante se identificara con un cddigo para proteger su identidad. Se
solicitaran datos relacionados con la presencia de enfermedades en su familia, su historia médica, datos
antropométricos, y el ambiente donde habita o trabaja. En el proceso de investigacion ninglin dato podra
relacionarse con su persona o familia.

- Los datos que proporcione en el cuestionario debe hacerlo de forma totalmente voluntaria.

- El no proporcionar informacion no tendra ninguna consecuencia.

- Por la informacion proporcionada en el cuestionario no percibira ninguna recompensa econémica o de
otro tipo, exceptuando aquellas que de forma indirecta reviertan sobre la poblacién como consecuencia de
los estudios de investigacion cientifica en los que esta informacién sea empleada o en su propia salud a
partir de los estudios que se realicen.

- La informacién contenida en el cuestionario una vez completado, serd almacenada en soporte
informatico en por el Servicio de Endocrinologia, los datos podran ser transferidos de forma totalmente
codificada a otros grupos.

- Los datos registrados en dicho archivo seran susceptibles de ser tratados estadisticamente para los
fines de investigacion cientifica que se han descrito.

- Los datos podran ser proporcionados y tratados, siempre de forma andnima, por terceras personas que
podran hacerlo exclusivamente para los fines de investigacion cientifica para los que nos ha dado su
consentimiento.

- En todo momento tendra acceso a los datos registrados, pudiendo ejercer el derecho de rectificacion,
cancelacién u oposicién a su uso posterior a través del Servicio donde se haya realizado la donacion.

- Una vez haya completado el cuestionario, se le extraera un volumen relativamente pequefio de sangre
venosa (hasta 50 ml de sangre) mediante una puncién en el brazo y se obtendra una muestra de orina (20
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ml). La donacion de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo mas frecuente es la aparicion de
pequefios hematomas en la zona de puncién que desaparecen transcurridos 1 o 2 dias. Para disminuir las
molestias se intentara que la extraccién coincida con una extraccién rutinaria para realizar su seguimiento
clinico-bioquimico.

- El Servicio de Endocrinologia se compromete a que toda la informacién y todas las muestras recibidas
lo sean de forma andnima mediante codificacion para su uso en investigacion. De este modo, la identidad
del donante nunca podra ser conocida por los investigadores.

— A partir de las muestras donadas, por una parte se obtendra plasma y se aislaran células sanguineas,
de donde se extraerda su ADN, ARN y proteinas. En algunos casos se cultivaran células sanguineas para
proyectos de investigacion concretos. La orina sera guardada sin procesar.

- Los datos bioquimicos (enzimas hepéticas, colesterol, etc.) obtenidos del analisis del plasma se
incorporaran al fichero de datos del Servicio.

- Los productos obtenidos de las muestras se archivardn y quedaran custodiados, por un periodo
minimo de 3 afios por el Servicio de Endocrinologia.

— Al igual que los datos del cuestionario, los productos obtenidos de las muestras podran ser empleados
posteriormente en estudios de investigacion biomédica realizados por nuestro centro y otros centros,
nacionales o extranjeros, siempre que: 1) se cumplan los objetivos indicados; 2) hayan sido considerados
de interés cientifico por un comité de evaluacion del Servicio; 3) se cumplan los requisitos establecidos por
los comités externos Cientifico y de Expertos Asesores en cuestiones Eticas, Econdémicas, Medio-
ambientales, Juridicas y Sociales.

- El donante podra conocer para qué estudios de investigacion han sido utilizados sus muestras y datos
personales. Solo aquellos pacientes a los que se les realice un diagnostico genético de una enfermedad
concreta se le proporcionara la informacion obtenida del mismo; en el resto de los casos la informacion no
se le comunicara ya que tiene poco valor a nivel individual (aunque si lo tenga en estudios poblacionales).

- El Servicio de Endocrinologia se compromete a no comercializar en ningdn caso con las muestras ni
con los datos personales obtenidos a partir de las muestras. No obstante, la informacion generada a partir
de los estudios realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal caso se
preveran mecanismos para que estos beneficios reviertan en la salud de la poblacién, aunque no de forma
individual en el donante.

- El donante tiene derecho a solicitar en cualquier momento, y sin necesidad de especificar el motivo, la
eliminacién total de las muestras donadas y de la informacion relacionada con las mismas que en ese
momento estén almacenadas.

- Para todo lo no previsto en este documento, se aplicara la legislacion vigente sobre proteccion de
datos de caracter personal (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre) y cualquier otra que resultara
aplicable.

DECLARACION DEL DONANTE:

He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado:

— Sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

— Sobre el lugar de obtencién, almacenamiento y el proceso que sufriran los datos personales y las
muestras.

- Sobre el fin para el que se utilizaran mis muestras y datos personales (estudios genéticos, de salud
publica o estadisticos, que cumplan todos los requisitos que exigen la ley, el Comité de Expertos Asesores
en cuestiones Eticas, Econémicas, Medio-ambientales, Juridicas y Sociales, y el Comité Cientifico).

- Que la no donacién de muestras no tendra consecuencias sobre mi tratamiento.

- Que mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma totalmente andnima a los
investigadores.

— Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminacién de mis datos
personales y muestras que permanezcan almacenados en el Servicio de Endocrinologia relacionados con
esta donacion. Esto no conllevara consecuencias sobre mi tratamiento.

— Que en cualquier momento puedo solicitar informacién genérica sobre los estudios para los que se han
utilizado mis muestras.

— Que tengo derecho a saber qué datos personales se encuentran archivados en el Servicio de
Endocrinologia relacionados con esta donacion.

- Que he comprendido la informacion recibida y he podido formular todas las preguntas que he creido
oportunas.

- Accedo a que el Servicio de Endocrinologia me contacte en el futuro en caso de que se estime oportuno
afiadir nuevos datos a los recogidos en el cuestionario de salud (sin que esto me obligue a dar estos datos
en su momento).
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CONSENTIMIENTO GENERAL:

Teniendo en cuenta todo lo anterior quiero realizar la donaciéon de muestras bioldgicas para que puedan
ser utilizadas en investigaciones biomédicas de interés cientifico y que hayan sido aprobadas por el
correspondiente comité de ética.

Si

No
NOMDBIE: wovviiiicc e, Firma: .o,
Fecha de la firma:

CONSENTIMIENTO PARA PRUEBAS DE DIAGNOSTICO GENETICO :

He sido diagnosticado clinicamente de y deseo que se me
realice el estudio genético para identificar la/las mutaciones causantes de mi enfermedad y verificar este
diagndstico. Si no se encuentran mutaciones en los genes conocidos actualmente autorizo que mis
muestras sean utilizadas para identificar otros genes causantes de la enfermedad que padezco o, en su
caso, se estudien los genes que se identifiquen en un futuro.

Si

No
NOMDBIE: ..o Firma: ..o
Fecha de la firma:

Declaracion del profesional de salud médica de que ha informado debidamente al donante.
NOMDBIE: .o, Firma: .o,
Fecha de la firma:

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

2o TP revoco el consentimiento de participacion en el
estudio, arriba firmado, con fecha ................

Fecha de la revocacion.......................

Firma:

(Para revocar la presente autorizacion se debera entregar este apartado en el Servicio de Endocrinologia
del Hospital Clinico Universitario de Valencia).
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