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1.- INTRODUCCION

1. A METABOLISMO LIPIDICO

Los lipidos son un grupo heterogéneo de moléculas solubles en solventes
organicos no polares, e insolubles en solventes polares como el agua. Los
lipidos mas importantes son: el colesterol, triglicéridos, &cidos grasos y
fosfolipidos. Entre sus funciones principales destacan el almacenamiento de
energia (triglicéridos y acidos grasos), constitucion de membranas celulares
(colesterol y fosfolipidos), participacion en la digestion (constitucién de sales
biliares), y en el metabolismo formando parte de hormonas, vitaminas y

cofactores (colesterol).

El esterol principal tanto en seres humanos como en animales es el colesterol.
Tanto el colesterol (CT) como los triglicéridos (TG) son lipidos con muy baja
solubilidad que, para circular por el plasma, necesitan hacerlo unidos a
proteinas (apoproteinas), formando asi, las llamadas lipoproteinas, que estan
constituidas por un nucleo central o core, formado por ésteres de colesterol
y triglicéridos (no polares o insolubles) y una envoltura con colesterol libre,

fosfolipidos y apoproteinas.

Las lipoproteinas se clasifican atendiendo a su densidad (a mayor contenido
en proteinas mayor densidad), a su peso molecular, a su tamafio y a su

movilidad electroforética.

Fosfolipido

Trigliceridos

Colesterol libre

Apolipoproteina Ester de colesterol

Figura 1. Estructura de las lipoproteinas



El metabolismo lipidico se compone de una via exdgena, por la cual se
absorben, metabolizan y almacenan las grasas ingeridas a través de la dieta,
cuya principal lipoproteina son los quilomicrones (QM) y una via enddégena por
la cual se sintetizan y metabolizan lipoproteinas, sobre todo de origen hepatico
o derivadas de otras lipoproteinas. El higado sintetiza lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) que luego se transformaran en lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL) y estas a su vez en lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Mediante el transporte reverso del colesterol, las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) son capaces de captar el colesterol de los tejidos periféricos y devolverlo

al higado, proceso crucial para evitar la arteriosclerosis.

Via exdgena del metabolismo lipidico

Los lipidos de la dieta, antes de ser absorbidos, deben hacerse solubles
mediante su inclusidn en micelas mixtas que contienen colesterol libre,
monoglicéridos, fosfolipidos y acidos biliares conjugados. Asi se facilita el
transporte de colesterol y otros lipidos. Si no hubiera acidos biliares, la
absorcion y digestion de grasas se veria muy disminuida. De esta manera se
absorben al dia entre el 30-60% del colesterol de la dieta en el intestino
(méximo 1g al dia) y 200-300 mg de esteroles. Después de ser absorbidas, las
micelas se rompen y se libera su contenido, reensamblandose triglicéridos y
colesterol esterificado, y uniéndose a fosfolipidos para formar la primera
lipoproteina del organismo, el quilomicrén. Los quilomicrones, como vemos,
son las lipoproteinas encargadas del transporte de los lipidos que provienen
de la ingesta. Se sintetizan en el intestino en forma de QM nacientes, contienen
la apoproteina B-48 y se incorporan al torrente circulatorio a través del
conducto toracico. La lipoproteinlipasa (LPL) hidroliza los QM en la circulacion y
van perdiendo TG haciéndose mas pequefios y mas densos y van adquiriendo
mas colesterol y apoproteinas (Apo E y Apo C-ll) y perdiendo otras (Apo A-l
y Apo A-IV) que van intercambiando con las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) convirtiéndose en QM remanente. La apo E es necesaria para la union

por receptores hepaticos que no reconocen la apo B-48.



De esta manera, los lipidos absorbidos en el intestino permanecen en el
plasma poco tiempo. Los QM no deben encontrarse en el suero de
sujetos sanos, sblo deben aparecer en situacion postprandial.

Via endégena del metabolismo lipidico

Las VLDL son las encargadas de iniciar el metabolismo de los lipidos
enddgenos. Son sintetizadas en el higado, donde el colesterol y los triglicéridos
de origen hepatico son empaquetados junto a fosfolipidos y apoproteinas
B-100, C y E, formando las VLDL nacientes. Las VLDL transportan TG a los
tejidos periféricos, tejido muscular y adiposo, y colesterol a las suprarrenales y
membranas celulares. En el torrente circulatorio, estas VLDL sufren un proceso
catabdlico similar al de los QM, transformandose en VLDL maduras y luego en
VLDL residuales o lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), particulas
con pocos triglicéridos, poca Apo C y ricas en colesterol esterificado y Apo E.
Las particulas residuales de las VLDL o IDL pueden tener 2 destinos, la
mayoria son captadas por los receptores hepaticos de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y eliminadas de la circulacion, y el resto son hidrolizadas por la
triglicérido lipasa hepatica, extrayendo sus triglicéridos y Apo C para
transformarse en LDL. De esta manera, las LDL surgen por transformacion de
las VLDL. En condiciones normales, este proceso es muy rapido y no suele
haber IDL en circulacion. Las LDL son el principal transportador del

colesterol enddgeno a los tejidos.
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Figura 2. Via exdgena y endbégena del metabolismo de los lipidos.

La mayoria de las LDL son captadas por el higado (a través del receptor LDL) y
por otras vias en menor proporcion (receptor basurero o scavenger). El resto
son captadas por tejidos extrahepaticos, suprarrenales y tejido adiposo. Los
receptores de las LDL se encuentran en la superficie celular, captando las LDL
circulantes y permitiendo su posterior hidrdlisis para reutilizar el colesterol y las
apoproteinas. El colesterol intracelular ejerce un efecto regulador, suprime la
sintesis endbégena de colesterol a través de la inhibicion de la
hidroximetilglutarilCoA reductasa (HMG-CoA reductasa), favorece el
almacenamiento del exceso de colesterol activando la enzima ACAT (Acil-
Coenzima A colesterol aciltransferasa) que esterifica el colesterol libre y regula
la sintesis del nimero de receptores LDL para evitar captar colesterol en
exceso. El receptor scavenger, localizado en macrofagos, células musculares
lisas o células endoteliales, reconoce a las LDL oxidadas o modificadas de otra
manera, careciendo de mecanismo regulador, lo cual hace que estas células
puedan cargarse de colesterol indefinidamente, participando en el desarrollo de

la lesidon ateromatosa.



Transporte reverso del colesterol y metabolismo de HDL:

La funcion principal de las lipoproteinas de alta densidad consiste en
captar el colesterol de los tejidos periféricos y devolverlo al higado, esta
funcién se conoce como transporte reverso del colesterol®. Este proceso se
considera crucial para prevenir la acumulacién de macréfagos espumosos en la
intima arterial. ElI paso inicial consiste en la captacion del colesterol celular
sobrante por la Apo Al de las HDL nacientes, pobres en lipidos, es el receptor
ATP-binding cassette transporter Al (ABCA1l) del macrofago el que
interacciona con la Apo Al (figura 3 y 4). De esta manera, las particulas de
HDL nacientes, pequefias y pobres en lipidos, se van cargando de colesterol, y
van sufriendo la accion de la lecitin colesterol acil transferasa (LCAT)y
almacenando en su interior este colesterol, proveniente de los tejidos y
también de las lipoproteinas ricas en triglicéridos. Asi, las particulas se van
haciendo mas grandes y maduras. La cesion del colesterol de las HDL al
higado se puede realizar mediante 2 vias, una directa a través del
receptor CLA-1/SR-BI y otra indirecta mediante la transferencia de ésteres de
colesterol por la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) que
cataliza el intercambio con otras lipoproteinas con Apo B (QM, VLDL y LDL)
y la subsiguiente captacion hepatica de dichas lipoproteinas mediante el
receptor LDL, cerrandose el circulo y devolviendo este colesterol al higado.
La figura 4 ilustra este proceso.

Maordfago  HDL naciente HDL madura Higado
A Apo Al

VLDL/LDL

Figura 3. Transporte reverso del colesterol
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Figura 4. Transporte reverso del colesterol

1. B CLASIFICACION DE LAS DISLIPEMIAS

La clasificacion de las dislipemias se realiza atendiendo a su origen.
Hablaremos de dislipemias primarias cuando son el resultado de la interaccién
entre factores genéticos y ambientales y hablaremos de dislipemias
secundarias si la dislipemia esta relacionada con otras enfermedades que no
afectan de forma primaria al metabolismo lipidico, o bien son consecuencia del

uso de farmacos o téxicos?
HIPERLIPEMIAS PRIMARIAS

Las hiperlipidemias primarias se clasifican en hipertrigliceridemias primarias,
hipercolesterolemias primarias e hiperlipidemias mixtas. La clasificacion queda

de la siguiente manera:
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- Hipertrigliceridemias primarias: Hiperquilomicronemia familiar
Hipertrigliceridemia familiar
Déficit de apo A-V
Déficit de GPIHBP1

- Hipercolesterolemias primarias: Hipercolesterolemia familiar
Déficit familiar de ApoB100
Hipercolesterolemia AD

Hipercolesterolemia AR
Sitosterolemia

- Hiperlipidemias mixtas: Hiperlipemia familiar combinada
Disbetalipoproteinemia familiar

Déficit de lipasa hepatica

Se puede ver la clasificacién de las hiperlipidemias primarias® en la tabla 1.

HIPERLIPIDEMIAS SECUNDARIAS

- Hipercolesterolemia: Hipotiroidismo, Sindrome nefrético, Colestasis, Anorexia

nerviosa, Porfiria aguda intermitente.

- Hipertrigliceridemia: Diabetes mellitus, Obesidad, Alcoholismo, Hepatitis
aguda, Insuficiencia renal cronica, Trasplante renal, Sindrome de Cushing,

estrés, Quemaduras, Tratamiento antirretroviral.

- Hiperlipoproteinemia mixta: Diabetes mellitus mal controlada, Alcoholismo,
Anticonceptivos orales, Disgammaglobulinemias, Hipotiroidismo, Sindrome

nefrético, Tratamiento antirretroviral.
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Tabla 1. Clasificacion de las hiperlipidemias primarias

Trastorno genético Defecto | Lp elevada Signos clinicos Herencia | Incidencia
9 genico
. Xantomas eruptivos
Déficit LPL LPL Quilomicrones hepatoesplenomegalia, AR 1/1.000.000
Pancreatitis
Xantomas eruptivos, <
Déficit apo C-Il familiar ApoC2 Quilomicrones hepatoesplenomegalia, AR
- 1/1.000.000
pancreatitis
Quilomicrones y Xantomas palmares y
Dlsbetallpop(otelnemla ApoE restos de VLDL turberoeru_ptlvos, cardlogatla AR 1/10.000
familiar coronaria, vasculopatia
periférica
Déficit lipasa hepatica Lip{:ls_a Restos de VLDL Aterosclerosis, prematura
S hepatica o ' AR <1/1.000.000
familiar pancreatitis
. APOAV Quilomicrones, Xantomas eruptivos, <
Déficit apo A-V VLDL hepatoesplenomegalia, AD 1/1.000.000
pancreatitis
Déficit GPIHBP1 GDIHBP1 | Quilomicrones Xantomas eruptivos, AR <
Pancreatitis
1/1.000.000
. . Receptor
Hlpercoles_t'erolemla LDL LDL Xanto_mas en tendon_es, AD 1/500
familiar cardiopatia coronaria
e o Xantomas en tendones,
Déficit familiar de apo ApoB-100 LDL cardiopatia coronaria AD < 1/1.000
B-100
: : Xantomas en tendones, <
Hipercolesterolemia AD PCSK9 LDL cardiopatia coronaria AD 1/1.000.000
. . <
Hipercolesterolemia AR ARH LDL Xanto_mas en tendon_es, AR 1/1.000.000
cardiopatia coronaria
Sitosterolemia ABCGS LDL Xantomas en tendones AR < 1/1.000.00
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La alteracion del metabolismo lipoproteico es con frecuencia familiar y en la
mayoria de los casos la herencia es poligénica. Esta condicionada por factores
como la obesidad y el contenido en grasas de la dieta. La hipercolesterolemia
familiar heterocigotica y la hipertrigiceridemia familiar son las formas mas
prevalentes en la poblacion general. La hiperlipidemia familiar combinada es la
hiperlipidemia genética mas frecuente, aunque no existe ningdn marcador
genético especifico de la enfermedad. Las hipertrigliceridemias primarias
constituyen hasta el 50% de las hipertrigliceridemias remitidas a las unidades

de lipidos.

El diagnostico y tratamiento precoz de las hiperlipemias es fundamental en la

prevencion de las enfermedades cardiovasculares (ECV).

El nivel normal de triglicéridos, segun las directrices del National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel (NCEP ATP 1I1*), debe ser inferior
a 150 mg/dl. Con este dato, la prevalencia de hipertrigliceridemia en los paises

occidentales es de aproximadamente un 30%.

Este aumento en las cifras de triglicéridos puede atribuirse al deterioro de los
habitos de vida de la poblacion, en particular al consumo de grasas en la dieta 'y
al sedentarismo. Se asocia con frecuencia a otras alteraciones lipidicas y al

sindrome metabdlico, situaciones vinculadas al incremento del riesgo de ECV>.

1. C ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR E HIPERLIPEMIAS

Las enfermedades cardiovasculares representan actualmente la causa mas
frecuente de mortalidad a nivel mundial, con cifras del 40% en los paises
desarrollados y del 28% en los subdesarrollados. Este creciente aumento viene
acompafnado por cambios en el estilo de vida, un mayor consumo de alimentos
de alto contenido calorico junto con una disminucién de la actividad fisica. Este
incremento se acompafa de una mayor prevalencia de la obesidad y la
diabetes en la poblacion.

Algunas entidades clinicas asociadas a la ECV son la enfermedad arterial

coronaria, los accidentes cerebrovasculares y la enfermedad arterial periférica®.
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La arteriosclerosis (AE) es la principal manifestacion responsable de la
enfermedad cardiovascular cuya expresion final es el infarto agudo de

miocardio.

Desde hace tiempo la teoria del origen y desarrollo de la arteriosclerosis se
presentaba bajo dos patrones el lipidico y trombdético, que consisten en un
depasito de lipidos en el endotelio de la arteria y un engrosamiento de la intima
por depdsito de fibrina con posterior formacion del trombo. Actualmente se
estan afladiendo mas procesos que participan en el desarrollo de la AE como la

inflamacion, estrés oxidativo, etc.

La AE es una enfermedad cronica que comienza con una lesion endotelial en
los primeros afios de la vida y cuya evolucion tiene lugar durante mucho tiempo
de forma lenta y silente. Existen numerosos factores de riesgo cardiovascular,
tanto relacionados con el estilo de vida (tabaco, sedentarismo...) como

genéticos (presencia de hiperlipemia, hipertension o diabetes).

El endotelio es el primer dafiado en el desarrollo arteriosclerotico, se considera
como el principal 6érgano de regulacién de numerosas funciones vasculares y
consigue mantener en condiciones normales un equilibrio entre: contraccion y
relajacion, agregacion y antiagregacion, trombosis vy fibrinolisis y proliferacion y
antiproliferacién de células musculares lisas. Cuando se altera este equilibrio
tiene lugar la llamada disfuncion endotelial en la que predomina una mayor
permeabilidad, proliferacion de células musculares lisas, vasoconstriccion,

adhesion celular y agregacion.

Las lesiones arterioscleroticas son estrechamientos de la intima de la pared de
las arterias y presentan un crecimiento focal y asimétrico. Estan presentes en
namero variable en todo el arbol arterial, las zonas donde aparecen suelen
coincidir con aquellas hemodinamicamente mas comprometidas, tras
bifurcaciones donde hay turbulencias y enlentecimiento de la circulacion, y una
menor fuerza de cizalladura, caracteristicas que provocan dafio endotelial. En
estas zonas el flujo de la sangre no es laminar y esta directamente involucrado
en el comportamiento del endotelio vascular’, de manera que promueve

cambios en la expresién de determinados genes®, altera la expresién de la
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adhesion de leucocitos, asi como la vasoreactividad o la induccién de oxidacion

e inflamacioén.

1. D HIPERLIPEMIA FAMILIAR COMBINADA (HEQC)

La HFC es un sindrome dislipémico descrito por Goldstein et al en 1973%10:11

identificado al estudiar a jovenes supervivientes de un infarto agudo de
miocardio y a sus familias. Observaron en ellos diferentes fenotipos
metabdlicos y lipoproteicos, con presencia de elevaciones de los niveles de
colesterol total y/o triglicéridos, junto con elevacion de lipoproteinas VLDL, de
LDL, o de ambas lipoproteinas. Tras el estudio de los afectos y familias y de la

presentacion de los fenotipos en ellos, que correspondian a:

fenotipo IV elevacién de VLDL
fenotipo IIA elevacion de LDL
fenotipo IIB elevacion de ambas

Los fenotipos, junto a los niveles de lipidos, concluyeron que la enfermedad se

transmitia de forma autosémica dominante y con expresién variable™?.

Al principio de estudiar esta enfermedad hace mas de 30 afios se atendia a los
niveles de colesterol y triglicéridos, el equipo de Rose®® en 1972 la identificé
como una hiperlipemia nueva con un fenotipo nuevo distinto del de la
hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia; los trabajos de Goldstein y
Nikkila'*, ese afio, también lo identificaron, atendiendo a la presencia de varios
fenotipos y de enfermedad cardiovascular precoz; vieron que era el fenotipo

mas frecuente entre supervivientes a infarto de miocardio prematuro.

Asi se utilizaban Unicamente los parametros lipidicos para el diagnostico de la

enfermedad, estos parametros eran:
- Acumulacion de VLDL, LDL, VLDL+LDL
- Baja incidencia de hipercolesterolemia aislada (lla)

- A diferencia de HF e HTGF, se acumulan VLDL+LDL
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- A diferencia de HF no hay nifios lla descendientes de padres llb

- La combinacion de progenitores lla y normolipidemia su descendencia

tiende a la acumulaciéon de VLDL

- La combinacion de progenitores 1V y normolipidemia su descendencia

tiende a la acumulacion de LDL

- Transmision compatible con una alteracion monogénica (los autores
expresaron la posibilidad de que la alteracion no fuera debida a la misma

mutacién en todas la familias estudiadas. Como luego se demostro)

- El primer defecto que se manifiesta en nifios es la acumulacién de VLDL, lo
cual induce a pensar que la HFC es una alteracion del metabolismo de los

triglicéridos

Més tarde se fueron afiadiendo otras caracteristicas. La HFC es un sindrome
que incluye varios desordenes metabdlicos, hidrocarbonados como la
intolerancia hidrocarbonada y resistencia insulinica (RI), obesidad, o la

hipertension arterial asi como alteraciones lipoprotéicas.

1.D.1 EPIDEMIOLOGIA

La HFC es una enfermedad que presenta una prevalencia del 0.5-2%" en la
poblacibn general, esta prevalencia es casi 5 veces superior que la
hipercolesterolemia familiar. En la poblacién espafiola se calcula una incidencia
de entre 400.000-800.000 personas'®. No hay diferencias por sexos en la

presentacion de manera que afecta por igual a hombres y mujeres.

Los pacientes con HFC tienen una alta probabilidad de desarrollar enfermedad
coronaria prematura, en concreto arteriosclerosis y la prevalencia de la
arteriosclerosis en pacientes menores de 60 afios con HFC es alta y esta
estimada en un 15%*" 18 1% 20 | 3 prevalencia sube al 20% en poblacién afecta

de cardiopatia isquémica precoz.

Hay pocos estudios sobre la presencia de cardiopatia isquémica precoz en
poblacion HFC mas joven de 40 afios. Pero se cree que una proporcion
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elevada de pacientes menores de 40 afios con infarto agudo de miocardio
tienen HFC. Un estudio realizado con 102 supervivientes a infarto agudo de
miocardio menores de 40 afios reveld que el 38% de ellos tenian un fenotipo
lipidico compatible con HFC y los que pudieron estudiarse sus familiares se

confirmé, en la mayoria, el diagnéstico de HFC?*.

Entre la poblacién con hiperlipemia primaria la prevalencia es del 15%"% 22,

1.D.2 DIAGNOSTICO

La HFC no tiene unos criterios diagnosticos universalmente aceptados. El
diagnéstico se establece principalmente realizando un estudio familiar y
atendiendo a las caracteristicas de la dislipemia, como son la
hiperapobetalipoproteinemia, hipertrigliceridemia, y presencia de fenotipos IIA,

1B, IV en los miembros de una misma familia.

Desde hace muchos afios se esta estudiando las bases genéticas de la HFC y
aungque todavia no se han encontrado claramente los genes implicados
directamente si estd quedando evidenciada la presencia de alteraciones en
muchos de ellos que estan implicados en la patogenia de la HFC?. Ademas de
la posibilidad de que exista alteracién en varios de ellos también se esté viendo
la importancia de una interaccion genética-epigenética. Se han realizado
estudios del genoma en distintas poblaciones, el primer estudio en la poblacion
finlandesa® se realiz6 sobre el cromosoma 1 y su implicacién en los niveles de
colesterol, triglicéridos y apolipoproteina B. Se estudio la region g21-g23 de
dicho cromosoma 1 (1921-g23)*, y en otros estudios se amplié a poblacién
mejicana, china y alemana® ?°. También incluida en esta regién se encuentra
el gen del factor UPS 1 (upstream transcription factor 1) cuya participacion en
la HFC se confirmé?’ con una implicacion en el metabolismo lipidico e
hidrocarbonado. Otros estudios se realizaron sobre distintos cromosomas como

el 16, quedando ligada su relacion a la HFC, es la regién 16q242% 2°.

Otros genes implicados en el metabolismo lipidico que han sido estudiados,

30, 31

son el gen de la lipoproteina lipasa , el gen de la lipasa hepatica *, el gen

de la proteina transferidora de ésteres de colesterol®®, el gen de la lecitin
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colesterol acil transferasa, también el gen da la agrupacién génica A1-CllI-
AIV3* %y |a expresion del gen del factor de necrosis tumoral-a, interleuquina 6
o moléculas de adhesion intracelular (ICAM-1)%.

Para el diagnéstico de la HFC Bredie y col.3’ han propuesto unos criterios de

inclusion y exclusion:

Criterios mayores de inclusién:

- Presencia de hiperlipidemia multiple en familiares de primer grado,
incluyendo: hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e hiperlipemia
combinada, definidas por concentraciones plasmaticas en ayunas de
colesterol y/o triglicéridos por encima del percentil 90 de acuerdo con la edad

y el sexo.
- Herencia de hiperlipemia con una transmision autosémica dominante.

- Presencia de arteriosclerosis prematura (antes de los 60 afios) en
familiares de primer grado.

Criterios de inclusién adicionales o menores:

- Concentracién elevada de Apo B en plasma.

- Presencia de un patrén de LDL predominando las particulas pequefas y
densas.

- Presencia de hiperlipemia en la infancia.

Criterios de exclusioén:

- Presencia de xantomas en la familia.
- Presencia de causas secundarias de hiperlipemia en familiares afectos.
- Presencia de genotipo de Apo-E E2/E2 en sujetos afectos.

Por tanto el diagnéstico de la HFC se basa en el cumplimiento de tres criterios
mayores de inclusién y exclusion, o criterios mayores de inclusion 1 y 2,

criterios de exclusién y al menos un criterio de inclusién adicional.
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Recientemente se estan introduciendo nuevos criterios®® para mejorar el

diagnéstico que incluyen los siguientes parametros:

- CT > percentil 75-90

TG > percentil 90

ApoB > 120mg/dL

Predominio de LDL pequefias y densas.

Ademéas se asocian a la HFC niveles descendidos de colesterol HDL®
obesidad centripeta®®, resistencia a la insulina* *?, hipertension arterial, e
hiperuricemia que ayudan al diagnéstico, asi como la ausencia de algunos
signos semiolégicos como los citados anteriormente (xantomas) junto con

xantelasmas o el arco corneal que son mas sugerentes de otras dislipemias.

La HFC se solapa tanto fisiopatolégicamente como clinicamente con otros
sindromes dislipémicos y plurimetabdlicos como la insulinoresistencia,
obesidad®, intolerancia a los hidratos de carbono, Diabetes Mellitus tipo 2,
hiperapobetalipoproteinemia, patron B de LDL o predominio de LDL pequefias
y densas*®, hipertension familiar dislipémica, sindrome metabdlico (SM).

Es necesario por tanto, establecer un diagnéstico diferencial. La presencia de
dislipemias similares en familiares de primer grado respecto del caso indice nos
debe proporcionar el diagnéstico, pero la dificultad a veces de comprobarlo
hace necesario establecer un diagnostico diferencial; primeramente con
hipertrigliceridemias secundarias, a alteraciones de la dieta, obesidad,
diabetes, consumo de alcohol, etc. Asi pues la HFC es una entidad
independiente de la Diabetes Mellitus 2*, asi como de la hipertrigliceridemia
del sindrome metabdlico que cursa con concentraciones bajas de colesterol
HDL, y suele cursar con ApoB mas bajas. La HFC presenta frecuentemente
sindrome metabolico pero su expresion familiar lo independiza de este
sindrome. El aumento de los criterios diagndsticos del sindrome metabdlico
propuestos por el NCEP ha hecho que aumente la posibilidad de superposicién
con el diagnéstico de da HFC. La tabla 2 muestra los hallazgos comunes y
diferentes entre HFC y sindrome metabdlico.
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Tabla 2. Hallazgos comunes y las principales diferencias entre HFC y SM

HFC SM
Hipertrigliceridemia Si Si
HDL-c disminuido Si Si
Hipertension Si Si
Obesidad abdominal Si Si
Intolerancia Si Si
hidrocarbonada
Diabetes Si Si
Aumento del riesgo Si Si
cardiovascular
Hiperapolipoproteinemia Si No
B
LDL-c normal o bajo No Si
Fenotipo variable Si No
(paciente y familiares)
Evidencia de herencia Si Menos
Influencia del estilo de Menos Mas

vida

Manifestaciones clinicas

Mas tempranas

Menos tempranas

Manifestaciones
laboratorio

Mas tempranas

Menos tempranas
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También debe hacerse un diagndstico diferencial con la disbetalipoproteinemia
en la cual no suelen encontrarse antecedentes familiares, y son enfermos
homocigotos para la Apo E E2/E2. Sélo haciendo una determinacién del

genotipo puede establecerse el diagndstico diferencial.

Fenotipos:

Los individuos afectos pueden presentar tres fenotipos distintos segun el

colesterol total y los triglicéridos, clasificacién de Fredickson™®:

= Elevacion de LDL que se corresponde con la Hipercolesterolemia

aislada o Fenotipo lla. Presente en una tercera parte de los pacientes.

= Elevacion de VLDL (que provoca un aumento de los triglicéridos) se
corresponde con Hipertrigliceridemia aislada o Fenotipo IV. Presente en

otra tercera parte.

= Elevacion de ambas lipoproteinas que se corresponde con la
Hipertrigliceridemia mixta o combinada o Fenotipo llb. La tercera parte

del resto de los pacientes.

Es caracteristico en esta dislipemia la deteccion de los diferentes fenotipos en

1“6 encontraron en

los distintos miembros de una misma familia, Mc Neelly et a
un estudio de seguimiento de 20 afios que un tercio de los familiares variaron
su fenotipo, también el fenotipo de un individuo puede variar a lo largo del
tiempo, en relacion con factores externos como ejercicio fisico, cambios de la
dieta, consumo de alcohol o farmacos (como beta-blogueantes, estrogenos),
obesidad o diabetes. Este estudio mostré que la apoB era la variable mas
estable de manera que los pacientes que tenian los niveles mas altos de apoB
siguieron siendo hiperlipémicos, los que tenian niveles intermedios modificaban

su fenotipo y los de niveles mas bajos pasaron a ser normolipémicos

El 50% de los familiares de primer grado presentan algun fenotipo de los tres
descritos y en al menos un familiar el fenotipo es distinto al caso indice. Los
pacientes con ambos progenitores con HFC suelen presentar
hipertrigliceridemia (fenotipo 1V), sin embargo si sélo la presenta uno de los dos
progenitores y el afecto tiene el tipo IV el descendiente suele presentar fenotipo
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lla con elevacion de LDL. Se suele ver afectados el 50% de los familiares de

primer grado.

La presencia de determinados polimorfismos en los genes que codifican para
las proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas
contribuiria a la aparicion de los distintos fenotipos de la HFC provocando el
aumento en la secrecion de VLDL y elevacion de los triglicéridos que es la

responsable de dichos fenotipos.

Factores exdgenos, ya nombrados, al actuar sobre la produccion y/o la

aclaracion de las VLDL influyen sobre la aparicién de un fenotipo u otro.

1.0.3 ETIOPATOGENIA

1.D.3.1 Alteraciones Bioguimicas: La alteracion bioquimica fundamental

que se encuentra en la HFC es un aumento de la sintesis hepética de apoB.
Esto es debido a la existencia de una gestion deficiente de los &cidos grasos en
los tejidos periféricos como el tejido adiposo, el cual capta los acidos grasos
libres en menor medida y esto provoca un mayor flujo al higado, donde

| 384385 asi como de

aumenta la sintesis de triglicéridos y de particulas de VLD
apolipoproteina B. A su vez aumenta las particulas LDL e IDL. Este mayor
aporte de acidos grasos libres hace que también aumenten los cuerpos

cetonicos*’

El enriquecimiento en triglicéridos se asocia con una mayor actividad de la
lipoproteinlipasa y de la lipasa hepética sobre las particulas ricas en
triglicéridos, esto induce el aumento en sangre de remanentes de VLDL y de
particulas LDL ricas en triglicéridos, que son sustrato de las lipasas, la accién
combinada de la CEPT y la lipasa hepatica sobre lipoproteinas ricas en
triglicéridos (LDL, TGRL) provoca la aparicion de particulas LDL pequeiias y

densas™®.
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Figura 5. Formacion de las LDL pequefias y densas. Adaptado de Barter P, Rye KA. A
new therapeutic target: cholesterol ester transfer protein (CETP): current status and
future directions. Birmingham, UK: Sherbourne Gibbs, 2008

Hay una competencia entre las distintas lipoproteinas (VLDL, LDL, IDL) y los
lipidos de la dieta (quilomicrones) por su hidrélisis de manera que se retrasa su
aclaramiento, nos encontramos que estas particulas estan un mayor tiempo en
sangre favoreciendo la formacién de LDL pequefias y densas y en contacto con
el endotelio durante mas tiempo. La elevacién del nimero de particulas ricas
en triglicéridos circulantes asociada a una aclaracion defectuosa de los mismos

se evidencia mas en periodo postpandrial*® *°.

En contra de la idea inicial de que las particulas LDL pequefias y densas son el
resultado de un metabolismo periférico anormal, estudios recientes sugieren
que los diferentes tipos de LDL son también el resultado del catabolismo de
diferentes tipos de VLDL sintetizadas en el higado. Cuando las particulas VLDL
son relativamente pobres en triglicéridos (VLDL 2) se solapan con las particulas
de densidad intermedia y se transforman en LDL grandes con gran afinidad por
el receptor LDL y, por tanto, con vida media plasmatica corta. Sin embargo, en
presencia de resistencia periférica a la insulina, las particulas sintetizadas por

el higado son ricas en triglicéridos (VLDL1), tienden a enriquecerse en apo ClII,
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lo que retrasa su metabolismo periférico y su afinidad por el receptor LDL

dando lugar con mayor facilidad a las LDL pequefias y densas.

Las LDL también tienen una composicion anormal tanto cualitativa como
cuantitativamente, son mas pequefias y mas densas, atraviesan el espacio
subendotelial, permaneciendo mas tiempo en él que las LDL grandes. Una vez
en el interior de la arteria, tienen mayor afinidad por los proteoglicanos, lo que
favorece su oxidacion y captacion por los macréfagos y el desarrollo de células
espumosas. Son particulas mas aterogénicas porque tienen mas vida media
plasmatica, menos moléculas antioxidantes en su nacleo®™ y son maés
susceptibles a modificaciones siendo especialmente captadas por receptores

|52,53

basurero (“scavenger”) de los macrofagos del espacio subendotelia su

predominio confiere el llamado fenotipo B y es caracteristica importante en la
patogenia de la HFC.

Los mecanismos aterogénicos de las particulas LDL pequefias y densas son>*:
= Aumento del tiempo de permanencia en el espacio subendotelial
= Mayor unién a los proteoglicanos arteriales
= Mayor susceptibilidad a la oxidacién y agregacion
= Menor afinidad por el receptor LDL

= Mayor afinidad por los receptores “scavenger” de los macrofagos

endoteliales.
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El tamafio de las LDL esté relacionado con la concentracion de particulas VLDL

y de triglicéridos totales. La mayor parte de los sujetos con una trigliceridemia

L55

superior a 200 mg/dL, tienen un patron B de LDL>>, como se puede apreciar en

la figura 6.
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Figura 6. Frecuencia de fenotipos de la particula LDL en relacién a la concentraciéon de

triglicéridos (modificada de Austin et al*°)

Los quilomicrones nacientes son también particulas aterogénicas®’ que no
necesitan modificaciones en su estructura para formar células espumosas.
Las VLDL son mas pequefias y su aclaramiento del torrente circulatorio es mas

lento que el de las VLDL de mayor tamafio, lo que las hace mas aterogénicas.

La composicion anormal de la LDL ocurre en pacientes y familiares
normolipémicos, mientras que las VLDL solo estan afectadas en los pacientes.
El fenotipo B de las LDL se observa en una tercera parte de los pacientes,
estos ademas suelen presentar hipertrigliceridemia. Los pacientes que
presentan el fenotipo A de las LDL suelen ser normotrigliceridémicos aunque

con concentraciones elevadas de apoB.
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Las concentraciones de LDL en la HFC suelen ser inferiores a las detectadas
en la Hipercolesterolemia Familiar Heterocigoética. Los niveles de apoB
plasmaticos estan elevados por encima de 125 mg/dl. Las concentraciones de
triglicéridos se presentan entre 200 y 400 mg/dl, niveles que se elevan mucho
mas si el paciente lleva una dieta andmala o consume alcohol. Los pacientes
con el fenotipo IV, hipertrigliceridémicos, no presentan valores de colesterol
LDL inferiores a 100 mg/dl como es habitual el la Hipertrigliceridemia Familiar.

Las concentraciones del colesterol HDL estan frecuentemente disminuidas, lo

gue confiere un riesgo coronario especialmente importante a estos sujetos.

La hiperapobetalipoproteinemia y la elevacion de los lipidos plasméticos suelen
presentarse a partir de la segunda década de vida, siendo poco frecuente
encontrarlos en nifios, en estos casos, infancia y adolescencia, se acompafian
de obesidad. La aparicion de la hipertrigliceridemia suele preceder a la
hipercolesterolemia.

1.D.3.2 Desérdenes metabdlicos asociados: Los pacientes de HFC

presentan muy frecuentemente alteraciones metabodlicas como resistencia
insulinica, obesidad centripeta, diabetes tipo 2, gota, hipertension arterial, y
otras manifestaciones del sindrome plurimetabdlico. La resistencia a la accion
de la insulina esta directamente relacionada con alteraciones del metabolismo
de lipidos; la insulina es una hormona que controla el metabolismo de los
hidratos de carbono, lipidos y proteinas a través de diferentes reacciones
bioquimicas. A nivel de los lipidos la insulina actia sobre distintas enzimas
como son la Acetil CoA carboxilasa para aumentar la sintesis de acidos grasos,
en higado, aumenta el aporte de dihidroxiacetona fosfato para la
reesterificacion de los triglicéridos en higado mediante la activacién de la
glucolisis, y sobre la lipasa hormonosensible inhibiéndola impidiendo que
hidrolice los triglicéridos en glicerol y acidos grasos, por tanto regula el
metabolismo de triglicéridos controlando su reesterificacion y lipdlisis, sobre la

piruvato deshidrogenasa para aumentar la sintesis de AcetilCoA en higado.

Cuando los tejidos que normalmente responden a insulina dejan de hacerlo
hablamos de resistencia insulinica. Esto ocurre bien por defectos en la unidn

con su receptor o por otras alteraciones posteriores en la cascada de
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sefalizacion. Se han descrito multitud de alteraciones asociadas a la RI. Se

pueden ver en la tabla 3.

Tabla 3. Alteraciones asociadas a la RI

Intolerancia a la glucosa - Glucemia basal alterada
~Intolerancia a la glucosa (ITG)
-Dm2
Dislipemia aterogénica - Hipertrigliceridemia
—HDL baja
- LDL pequenas y densas
- Hipertrigliceridemia postprandial
Disfuncién endotelial - Elevada adhesién de células mononucleares
y de las moléculas de adhesion celular
—Disminucién de la vasodilatacion endotelial

Aumento de factores procoagulantes - Aumento PAI-1
- Hiperfibrinogenemia
Cambios hemaodindmicos — Aumento de la actividad del SNS
- Aumento de la retencion renal de Ma
Aumento de mediadores inflamatorios - Aumento de la PCR-US
Alteraciones del acido drico - Aumento de los niveles de dcido drico y descenso
de su aclaramiento renal
Incremento de la secrecidn ovdrica —SOP (giclos anovulatorios, amenorrea,
de |a testosterona acné, hirsutismo)
Alteraciones respiratorias durante el suefio - Ronquido, pausas de apnea
Alteraciones cutineas = Acantosis nigricans
Alteraciones hepdticas —Enfermedad grasa del higade no alcohdlica (EGHNA)
Tumores ~Cdncer de colon, mama, endometrio

PAI-1: inhibidor de (2 achivad'dn del plasnindgeno; SNS: sisterma nanioso smpdtico;
PCR-US: proteina C reactiva ultrasensible; SOF: sindrome de ovanio poliquistico.

Asi pues se produce una hipertrigliceridemia, una cesion excesiva de &cidos
grasos libres (AGL) por parte de las células de grasa debido a la hidrélisis de
los triglicéridos de depdsito a causa de la falta de la accién de la insulina sobre
el adipocito. Este aporte de acidos grasos libres al higado aumenta la
produccion de TG y apoB y por tanto de VLDL, provocando alteraciones en la
oxidacion de la glucosa®®. La presencia de IR coincide ademés con el aumento
de las LDL pequefias y densas. La implicacion de la accién de la insulina en los

distintos 6rganos se puede ver en la figura 7.
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Resistencia a la insulina
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Figura 7. Acciones de la insulina sobre muasculo, higado y tejido adiposo.

Se esta viendo que existe una relacion entre la resistencia insulinica y la
inflamacion cronica que subyace en la HFC, ya que al mejorar el grado de
inflamacion de estos pacientes, mejora la resistencia a la insulina. La insulina
disminuye la transcripcion de la interleuquina-6 (IL-6) y del factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), disminuyendo la inflamacién pero bajo condiciones de
resistencia insulinica esta modulacion del proceso inflamatorio no tiene lugar y
el circulo que se establece entre citoquinas e insulina pierde su control; Por
otra parte el TNF-a acttia sobre la molécula del receptor de insulina® (a nivel
de la fosforilacion de residuos de aminoéacidos) y la IL-6 inhibe la transduccién
de sefales de la insulina® actuando sobre el receptor de la insulina a nivel
molecular® la activacion de kinasas induce en gran medida a la inflamacién®,
la kinasa c-Jun N-terminal (JNK), el inhibidor de k kinasa nuclear (IKK), y la
protein kinasa R (PKR), a través de factores nucleares como el NF-KB,
provocan la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina IRS-1
disminuyendo la sefalizacién de la insulina a través de él. Son algunas
citoquinas inflamatorias las que provocan la activacion de dichas kinasas por lo

que existe una clara relacién entre la inflamacion y la resistencia insulinica®.
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El grado de insulinoresistencia es mayor en los pacientes HFC dislipémicos
gue en los normolipémicos. El estado de insulinoresistencia esta relacionado
con el fenotipo de la HFC® ya que los que presentan el fenotipo
hipertrigliceridémico y el mixto tienen mayor grado de resistencia insulinica que
los que presentan el fenotipo hipercolesterolémico, ademas los cambios en la
expresion fenotipica a lo largo del tiempo van asociados a cambios del grado
de insulinresistencia e incluso los pacientes que varian de ser
hipercolesterolémicos a ser hipertrigliceridémicos o mixtos aumentan mucho
mas su grado de insulinoresistencia y su IMC que aquellos en los que no varia

su fenotipo con el tiempo.

Aunque se esta viendo que la resistencia a la insulina no explica totalmente los
niveles aumentados de apoB ni de LDL pequeias y densas, ya que todos los
pacientes presentan elevacion de la apoB y de LDL pequefas y densas, tengan
el grado que tengan de IR, se sugiere la influencia de determinados
polimorfismos genéticos tanto en la hiperapobetalipoproteinemia como en los
niveles de LDL pequefias y densas los cuales estarian modulados por la

insulinoresistencia y por la obesidad*® °°.

La resistencia a la insulina estd con frecuencia asociada a obesidad,

presentandose intolerancia a hidratos de carbono y dislipemia.

El tejido adiposo es un 6érgano endocrino que participa en la homeostasis
energética. Es capaz de producir citoquinas denominadas adipoquinas como la
IL-6, TNF-q, leptina, adiponectina, resistina, etc. El aumento de determinadas
adipoquinas y de proteinas de fase aguda (PCR) y fibrindgeno lo cual ocurre en
la obesidad, se relaciona con resistencia a la insulina, con disfuncién endotelial
y con arteriosclerosis. Existe una relacion entre marcadores de inflamacion de
bajo grado, obesidad y sindrome metabdlico®’. Hay estudios en obesos que
indican que una desregularizacion en la sefalizacion de la insulina en intestino
debido probablemente a estrés oxidativo e inflamacion, se relaciona con un
aumento de la lipogénesis y de la sintesis de lipoproteinas, relacionado a su

vez con el desarrollo de aterogénesis®®.
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Durante el desarrollo de la obesidad se producen una serie de cambios en los
adipocitos, con modificaciones en su funcién paracrina. El aumento del tamafio
del tejido graso hace que se liberen acidos grasos libres a la circulacion y
disminuye el consumo de oxigeno por los adipocitos. Se segrega, en las
primeras fases de la obesidad, TNF-a, que estimula la produccion de la MCP-1
(proteina quimiotactica de monocitos) atrayendo a los monocitos hacia el tejido
adiposo. Estos macrofagos segregan a su vez citoquinas inflamatorias como la
IL-1 o la IL-6 que van produciendo una inflamacién sistémica de bajo grado, y
las citoquinas actian en otros tejidos (higado y muasculo) perpetuandose el

estado inflamatorio.

1.D.4 FISIOPATOLOGIA

1.D.4.1 Arteriosclerosis y disfuncion endotelial:

La HFC tiene como expresion clinica mas importante la aparicion de la
arteriosclerosis, responsable de la enfermedad coronaria y finalmente del
infarto agudo de miocardio. La arteriosclerosis es una enfermedad cronica que
comienza con una lesion endotelial ya en las primeras etapas de la vida y cuya
evolucion tiene lugar durante muchos afios de forma lenta y silente. La
velocidad en que progresa depende de multiples factores de riesgo
cardiovascular, no existe una edad concreta de inicio de la lesion, se ha visto
que incluso antes de los tres afios de edad aparecen las primeras estrias
grasas, que es la lesibn mas temprana en el desarrollo de la arteriosclerosis, y
que es simplemente una acumulaciébn de células cargadas de lipidos,

macrofagos y células T.

El inicio de la lesion arteriosclerética comienza en el endotelio, con la llamada
disfuncion endotelial. Fisiologicamente es el endotelio vascular el primer

afectado durante el desarrollo de la arteriosclerosis.

El endotelio es una delgada capa de células continuas que limitan a todo el
sistema circulatorio. A pesar de sus dimensiones microscopicas (1 micra de
ancho) tiene mdltiples funciones, y su estado fisiolégico puede ser un factor

critico de patologia vascular. Fisicamente separa el compartimento
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intravascular del resto de tejidos y 6rganos del cuerpo, y bioldgicamente esta

interfase aporta numerosas funciones vitales:
= Contiene a la sangre

= Es una barrera permeable y selectiva; tiene zonas especializadas como
los complejos de unién célula-célula, canales transcelulares y la matriz
extracelular subendotelial que controla el paso de sustancias en el

espacio intravascular
= Media el paso de sefiales conducidas por la sangre

= Tiene receptores en la superficie de las células endoteliales para
citoquinas, moléculas de adhesion, factores de crecimiento y otras

hormonas

El endotelio se considera como el principal érgano de regulacién de numerosas
funciones vasculares, a través de sus acciones endocrina, paracrina y

autocrina.
El endotelio interacciona con una serie de factores, como son:

=  [EXxternos:

-monocitos, linfocitos, plaquetas

-fuerzas fisicas (presion de la fuerza de la sangre, fuerza de
cizalladura), flujo turbulento

-sustancias circulantes o liberadas por células cercanas
(angiotensina, catecolaminas, prostaglandinas, cininas,

etc.)...
» Internos: células musculares lisas, lipoproteina (a)...

= Otros: diabetes, tabaco, hiperlipemias, hipertension...
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Las células endoteliales, en respuesta, son capaces de liberar diversas

sustancias como:

Factores vasodilatadores como Oxido nitrico, prostaciclina, factor

hiperpolarizante derivado del endotelio.

Factores vasoconstrictores como endotelina, tromboxanos,

prostaglandinas.

Sustancias moduladoras de crecimiento: Promotores del crecimiento
como factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor basico
de crecimiento de fibroblastos (bFGF), factor 1 de crecimiento parecido a
la insulina (IGF-1), endotelina 1. Inhibidores de crecimiento como
heparinoides, (HPS), factor de crecimiento transformante (TGF), éxido
nitrico (NO), prostaciclina (PGI2)

Moduladores de la inflamacion: moléculas de adhesion vascular
(VCAMSs), moléculas de adhesion intracelular (ICAMs), moléculas de
adhesion endotelial de leucocitos (ELAMSs), selectinas (p-selectina, e-
selectina), citoquinas como la interleuquina 6, interleuquina 8 o el Factor

a de necrosis tumoral.

Factores hemostéticos y trombdéticos: Inhibidor del activador del
plasmindégeno-1 (PAI-1), activador del plasmindgeno tisular tPA),

trombomodulina.

En condiciones normales, en el endotelio, existe un equilibrio entre: contraccion

y relajacion, agregacion y antiagregacion, trombosis y fibrindlisis y proliferaciéon

y antiproliferacion de células musculares lisas. Cuando se altera este equilibrio

tiene lugar la llamada disfuncion endotelial en la que predomina una mayor

permeabilidad, proliferacion de células musculares lisas, vasoconstriccion,

adhesion celular y agregacion.

Las lesiones arterioscleroticas son estrechamientos de la intima de la pared de

las arterias y presentan un crecimiento focal y asimétrico. Estan presentes en

numero variable en todo el arbol arterial. Estas lesiones afectan principalmente

a la intima y en menor medida a la media de las arterias, principalmente de
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grueso y mediano calibre, sobre todo aorta, carétidas, coronarias, basilares,

iliacas y femolares.

Una de las caracteristicas que hemos visto de la placa de ateroma es la
focalidad en su distribucion, es decir la aparicion de placas de ateroma en
determinadas zonas, estas zonas suelen coincidir con aquellas
hemodinamicamente mas comprometidas. Son los espacios tras las
bifurcaciones, en los cuales existen turbulencias y enlentecimiento de la
circulacién, y una menor fuerza de cizalladura, caracteristicas que provocan

dafo endotelial.

El flujo no laminar de la sangre estd directamente involucrado en el
comportamiento del endotelio vascular®®, de manera que promueve cambios en
la expresion de determinados genes’®, altera la expresion de la adhesién de
leucocitos, asi como la vasoreactividad o la induccion de oxidacion e

inflamacion.

1.D.4.2 Inflamacién y Arteriosclerosis:

Desde hace tiempo la aterosclerosis se presentaba bajo dos patrones de
desarrollo, el depésito de lipidos en el endotelio de la arteria y el engrosamiento
de la intima por deposito de fibrina y posterior formacion del trombo. Sin
embargo, desde hace unos afios se ha visto que el proceso aterosclerético
tiene una base inflamatoria clara, cronica, clave en la evolucién de la lesién ya
que esta es por si misma una lesion inflamatoria. La lesién inflamatoria que
subyace en toda lesion arteriosclerdtica es diferente de otras lesiones arteriales
inflamatorias como las vasculitis, por el caracter localizado de la lesion
aterosclerotica. En comparacion con otras enfermedades inflamatorias crénicas
presenta diferente mecanismo patogénico ya que afecta a las células
endoteliales provocando la ya mencionada disfuncion endotelial, sin embargo
tiene como elementos comunes la presencia de células inflamatorias como
monocitos-macrofagos, linfocitos, o los distintos componentes de la matriz
extracelular como los diferentes tipos de colageno, fibronectinas o

proteoglicanos.
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El proceso de desarrollo aterosclerético es el siguiente: la lesiébn endotelial
comienza con el depdsito de lipoproteinas en el espacio de la arteria, junto con
fibras de colageno, esto sucede en los primeros afios de vida. Comienza a
aumentar la permeabilidad del endotelio, en estos puntos. Es posible que ya en
esta primera etapa multiples factores, como hipercolesterolemia, hipertension,

diabetes, tabaquismo, ayuden a la progresién de la lesion primaria.

La apoB 100 de las lipoproteinas de baja y muy baja densidad (LDL, VLDL) es
reconocida por la trama de proteoglicanos de la matriz subendotelial’*. Al
unirse el proteoglicano con la apoB 100 se dificulta su regreso al plasma, y
sufre una serie de alteraciones que lo hacen mas susceptible a modificaciones
proteoliticas por distintas enzimas como las tripsinas, fosfolipasas, ademas se
pierden lipidos y finalmente su estructura tridimensional, favoreciendo su

oxidacion.

La entrada de la LDL a la célula muscular lisa provoca que prolifere y produzca
pequefios engrosamientos, elementos de defensa para evitar la ruptura de la

arteria por esas zonas mas débiles.

La infiltracion y retencidn de las LDL en la intima arterial inicia una respuesta
inflamatoria, con la expresion de moléculas de adhesién como p-selectinas y I-
selectinas asi como de ICAM, VCAM y de genes inflamatorios por las células
endoteliales.

Hay una aparicibn de monocitos-macréfagos desde el principio de la lesion
arteriosclerotica a la zona que captan, de manera no regulada, LDL oxidadas,
formando las llamadas células espumosas. Muchas de las células inmunes que
llegan a la lesion presentan signos de activacion y producen citoquinas
inflamatorias. La lesion evoluciona hasta formar la estria grasa. La estria grasa
es visible microscépicamente sobre la superficie del endotelio. Las LDL
oxidadas inducen la migraciéon de la célula muscular lisa desde la capa

muscular del vaso hacia el espacio subintimal.

Ademas las LDL oxidadas activan a la célula endotelial y esta sintetiza
moléculas de adhesion y citoquinas que actian como quimiotacticas de

linfocitos T y mas monocitos/macrofagos. Entre las quimiocinas mas
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estudiadas destaca la MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos), cuyo papel
guimiotactico de monocitos es muy importante. Las células endoteliales
estimuladas por citoquinas aumentan la secrecion en su superficie de
moléculas de adhesion, que unen las selectinas de las células sanguineas.
Estas células, circulantes, cercanas a la pared celular se frenan, ruedan por la
superficie y finalmente de unen, y atraviesan el endotelio. Las moléculas de
adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1) son reguladas positivamente en
respuesta a una hipercolesterolemia y unen monocitos y linfocitos. Una vez se
han ligado las células sanguineas a sus receptores, las citoquinas producidas

en la intima estimulan su migracion a través del endotelio.

Una citoquina o factor de crecimiento producido por la intima inflamada, el M-
CSF (factor estimulante de colonias de macréfagos) induce a los monocitos
que estdn en la placa a diferenciarse a macréfagos. Ademas las células
endoteliales segregan la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) en
respuesta a citoquinas, atrayendo a mas monocitos y cuando se transforman
en macrofagos maduros liberan citoquinas (TNF-a, IL-6, IL-1) que estimulan la
produccion de proteinas inflamatorias por otros tejidos como higado y masculo.

La expresion de receptores basurero o scavenger es importante en el
desarrollo de la arteriosclerosis ya que su regulacién por parte del colesterol no
responde a altas concentraciones de este, de manera que a pesar de existir un
aumento de los niveles de colesterol no deja de captar y acumular particulas de
LDL modificadas.

Las células musculares lisas son el componente mayoritario de la capa media
de las arterias. Se distinguen dos tipos de estas células, las que responden a
agentes inductores de vasoconstriccion o vasodilatacion, manteniendo el tono
vascular, y las que son capaces de secretar citoquinas y factores de
crecimiento participando en el proceso inflamatorio y proliferativo de la lesiéon

aterosclerotica. Estas ultimas son las predominantes en la lesion.
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Acumulacién de macrifagos de niicleo brosa
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células Células Activacién  agregacién penetracién
misculo liso espumosas ©CflulasT plaquetaria de leucocitos

Formacién de la placa de ateroma

Figura 8. Placa de ateroma en un corte de arteria. Composicion y mecanismos que en

ella tienen lugar.

También participa el sistema del complemento, que se une al macréfago,
activandolo y potenciando el proceso inflamatorio. Componentes activados de
la cascada del complemento estan presentes en las lesiones arterioscleroticas,
el “complejo de ataque a la membrana” formado por C5b-C9 participa actuando
sobre las células musculares lisas activandolas y haciendo que proliferen. La
union del complejo a las células musculares lisas lleva a una liberacion de la
MCP-1. Ademas el sistema del complemento también actia sobre células
endoteliales, y favorece la lisis celular en la pared arterial.

Con la evolucion del proceso las células espumosas mueren liberando su
contenido al intersticio, depositando en el medio extracelular cristales de

colesterol, proteasas, y ejerciendo una serie de efectos muy téxicos sobre el
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endotelio. Los linfocitos-T activados se diferencian a células efectoras de una
respuesta Thl, liberando citoquinas inflamatorias, que activa macréfagos y

células vasculares inflamatorias. Las citoquinas inflamatorias secretadas

inducen la produccion de grandes cantidades de interleuquina 6 que es la
responsable de la liberacién por parte del higado de la proteina C reactiva,
proteina directamente relacionada con el proceso inflamatorio, participa en él y

lo promueve.

Los depédsitos seguiran creciendo y la pared arterial sustituye las fibras
elasticas extracelulares por fibras de coladgeno para aumentar su resistencia a
la presion. Los macrofagos activados liberan metaloproteinasas que degradan
proteinas de la matriz extracelular del tejido conjuntivo, disminuyendo la
cantidad de colageno y aumentando la fragilidad de la placa. Ademas se
sintetiza factor tisular, provocandose una vasoconstriccion, adhesién de
plaquetas y liberacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
que activa el proceso trombotico. Durante la evolucién de la placa se pueden
producir pequefias fisuras en su superficie que activaria los fendmenos de

agregacion plaquetaria y de coagulacion.

La placa de ateroma es una estructura dinAmica, donde existe un equilibrio
entre el efecto estabilizante de las células musculares lisas y la influencia
destructiva de las células inflamatorias. Las placas mas vulnerables son
aquellas con mayor nucleo lipidico, capa fibrosa mas fina (con poco tejido
conectivo), mayor proporcién de células inflamatorias y menor numero de
células musculares lisas. La rotura o erosion de la placa provoca que se
expongan a la sangre la matriz colagena, el core lipidico y el factor tisular,
activando la agregacion plaquetaria, depositandose fibrina y formando el
trombo. Ademas se liberan a la sangre sustancias vasoactivas que producen
espasmo Yy oclusion del vaso favoreciendo la apariciéon del sindrome coronario

agudo.

Las placas ateromatosas de larga evolucion se van haciendo ricas en colageno
y células musculares lisas, son mas estables y su crecimiento lento hace
posible la aparicion de vasos colaterales que permiten la estabilizacion y no

aparicion de fisuras o roturas de la placa. Sin embargo las placas jovenes, de
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crecimiento rapido, ricas en lipidos y macréfagos tienen un gran componente
inflamatorio, y la presencia de enzimas ayuda a debilitar el tejido conectivo.
Estas placas son mucho mas vulnerables y se rompen con mas facilidad
activando fenomenos de adhesién plaquetaria incluso trombosis. Los productos
de degradacion de la fibrina tienen un efecto quimiotactico en macréfagos y
promueven la migracion y proliferacion de células musculares lisas, ademas
provocan efectos vasoactivos e inducen la secrecion de IL-1, PAI-2 y factor

tisular en monocitos.

El proceso inflamatorio juega un papel muy importante en todo el desarrollo de
la arteriosclerosis; participa tanto en la aparicion, como progresion y

desestabilizacion de la placa de ateroma.

Desde la lesion mas temprana, llamada estria grasa, hasta la placa vulnerable,
nos encontramos con una lesién puramente inflamatoria, con infiltracion de
células inflamatorias como monocitos-macréfagos, componentes del sistema
del complemento, citoquinas como la IL-6 y TNF -a, células espumosas o

linfocitos-T.

1.0.4.3 Marcadores inflamatorios: Se han estudiado diversos

marcadores inflamatorios en relacion con la arteriosclerosis como:
» Citoquinas proinflamatorias (IL 6, TNF-q, IL-1, IL-8...)
= Moléculas de adhesion (ICAMs, VCAMSs, selectinas ...)
» Proteinas fase aguda (Proteina C reactiva, fibrinbgeno)
= Componentes del sistema del complemento (C3, C3a, C3b,C5b-C9)

= Otros indicadores de la respuesta inflamatoria como el aumento del

numero de leucocitos.
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1.D.4.3.1 Proteina C reactiva: De todos los marcadores inflamatorios la PCR

esta totalmente relacionada con el proceso inflamatorio y es un marcador muy

potente de riesgo cardiovascular.

Es una proteina, con 5 subunidades idénticas unidas de forma no covalente
para formar un pentdmero ciclico de un PM de 110-140kDa. Tiene una

semivida de 19 horas.

Figura 9. Estructura Proteina C reactiva

El papel exacto que juega in vivo no lo conocemos pero se propone que su
principal funcidon en el foco inflamatorio seria la de unir estructuras extrafias
endogenas (membranas alteradas, cromatina expuesta, restos celulares) o
exogenas (bacterias, parasitos). Esta unidén facilitaria los mecanismos de
defensa del huésped, activando el sistema del complemento directamente en
las placas ateromatosas. Ademas la PCR actia estimulando la opsonizacion,
fagocitosis y la produccion de citoquinas, participando ademas en el recambio
de LDL modificado en macrofagos y en la quimiotaxis de neutréfilos. También
provoca la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales. Se ha
estudiado la presencia de la PCR en placas arterioscleréticas en comparacion
con arterias sin arteriosclerosis y los niveles son diez veces superiores en las

primeras.

De los marcadores estudiados en la respuesta inflamatoria, la proteina C
reactiva parece ser el predictor independiente mas fuerte de futuros eventos
cardiovasculares, mostrandose como un buen indicador de la vulnerabilidad de

la placa de ateroma y del riesgo de ruptura de la misma.
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Diversos estudios sugieren que la PCR es un potente predictor de futuros
sucesos cardiovasculares tanto en enfermos como individuos aparentemente
sanos’?. En pacientes con sindrome coronario agudo la PCR medida tanto al
momento del ingreso como al alta, podria tener un valor prondstico (Liuzzo y

cols.”, Ferreiro y cols.”®, Morrow y cols.”, Winter y cols.”®, ECAT’’, CARE®).

El estudio Framingham’® demuestra que el 50% de los pacientes que han
sufrido un IAM o una angina inestable no tenian ningun factor clasico de riesgo

cardiovascular.

Ademas en otros estudios se demuestra que la PCR puede identificar aquellas
personas que teniendo los niveles de lipidos normales presentan un mayor
riesgo cardiovascular (MRFIT®, MONICA®, CHS/RHPP®, WHS®, PHS®4).

En la mayoria de estudios sobre poblacion general el valor predictivo de la PCR
ultrasensible fue el mayor dentro de los marcadores bioquimicos tradicionales

de riesgo cardiovascular.

Los limites de decisién del riesgo que se han establecidos®® son:
- <1 mg/l como riesgo bajo

- 1-3 mg/l como riesgo medio

- > 3 mg/l como riesgo alto

Su utilidad como marcador de riesgo cardiovascular parece ser tan Gtil en
prevencion primaria, mejorando la eficacia diagndstica, como en prevencion

secundaria, mostrando su poder predictor para complicaciones futuras.

1.D0.4.3.2 Citoquinas: son moléculas que intervienen activamente en la

inflamacién. Las citoquinas son un grupo de proteinas solubles de bajo peso
molecular normalmente entre 15-30 KDa producidas por una gran variedad de
células, entre ellas las del sistema inmune. Las distintas denominaciones con
gue podemos encontrarlas dependeran de las células que la hayan producido,
por ejemplo las interleuguinas son moléculas que actian como sefiales de
comunicacién entre distintos tipos de leucocitos. Se han ido numerando

correlativamente a medida que se descubrian (IL-1, IL-2, etc.). Algunas de ellas

41



se detectaron inicialmente en ensayos funcionales in vitro y adn conservan su
denominaciéon original de acuerdo con la funcién biolégica que permitid su
identificacion, como es el caso del TNF (factor de necrosis tumoral), las
monogquinas por monocitos-macréfagos, pero como muchas son producidas por

varios tipos celulares es mas correcto agruparlas como citoquinas.

Su expresion esta estrictamente regulada, siendo necesaria una activacion
celular para que se produzcan citoquinas en cantidades suficientes para
ejercer sus efectos bioldgicos. La mayoria de las citoquinas son secretadas al
espacio extracelular. En general, son moléculas que poseen una vida media
muy corta y actian a muy bajas concentraciones, del orden de picogramos,
mediante la unién a receptores de alta afinidad presentes en la superficie de la
propia célula productora o en otros muy variados tipos celulares. Las citoquinas
pueden tener efectos autocrinos, paracrinos y liberarse a la circulacién
sanguinea o linfatica, ejerciendo su efecto en otros 6rganos y tejidos, actuando

asi como las hormonas, de forma endocrina

Actian mediando interacciones entre células linfoides, células inflamatorias y
células hematopoyéticas. Sus funciones son muy variadas, dentro del sistema
inmunitario participan en la activacion, diferenciacion y maduracion de células

inmunitarias.

Presentan dos caracteristicas funcionales, el pleiotropismo, una misma
citoquina es capaz de ejercer efectos biolégicos diferentes al actuar sobre
distintos tipos celulares, y la redundancia, varias citoquinas pueden contribuir

al desarrollo de la misma funcién en un determinado tipo celular.

Las acciones de las citoquinas se engloban dentro de una red funcional, donde
el efecto de una esta estrechamente regulado, positiva o negativamente, por
otras. Asi, la secrecion de una citoquina puede estar inducida, potenciada o
inhibida por otra citoquina que, a su vez, puede incrementar o inhibir la

expresion de sus receptores.

Las citoquinas participan en el proceso arteriosclerético actuando como

mediadores de la infiltraciébn y acumulacién de células inmunocompetentes,
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facilitan la formacion de células espumosas, intervienen en el recambio de

colageno y con ello en la fragilidad de la placa.

Las citoquinas estan implicadas también en la respuesta inflamatoria vascular
cronica. Estan presentes junto a sus receptores en el tejido ateromatoso y se
relacionan con la regulacién positiva de moléculas de adhesién, activacion de
macréfagos, y proliferacion de células musculares lisas. Como se observa en la
figura 10%°.

Figura 10. Relacion de las citoquinas en el endotelio vascular. Rodriguez G y cols.
Role of inflammation in atherogenesis. Invest Clin 2009; 50: 109 - 129

De todas las citoquinas, la interleuquina 6 (IL-6) es producida
fundamentalmente  por  monocitos/macrofagos,  fibroblastos,  células

endoteliales, linfocitos T y células del estroma de la médula 6sea.
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Figura 11. Interleuquina 6.

Junto con la IL-1 es la principal inductora de la sintesis de proteinas de fase
aguda, por el higado, como la Proteina C reactiva o el fibrinbgeno. Su accion
mas llamativa es la de participar en el desarrollo de la inflamacion; ademas se
ha observado que promueve la diferenciacion de linfocitos B hacia células
plasmaticas, induciendo la produccion de inmunoglobulinas. También puede
aumentar la produccion de IL-2 y el desarrollo de los precursores
hematopoyéticos dependientes de la IL-3 y actuar como un factor de activaciéon

de células T.

Otra citoquina inflamatoria es el factor a de necrosis tumoral (TNF a) que fue
descrito inicialmente por su capacidad de causar necrosis en algunos
tumores y posteriormente se reconocieron mdultiples funciones que ejercen

sobre las respuestas inmunes.

Es una hormona glucopeptidica formada por 185 aminoé&cidos, que procede de
un propeéptido formado por 212 aminoé&cidos.
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Figura 12. Factor de necrosis tumoral alfa.

El TNF- a es producido fundamentalmente por monocitos y macrofagos en
respuesta a antigenos bacterianos, tales como el lipopolisacarido, siendo esta
citoquina el principal responsable del shock séptico asociado a bacteriemias.
También puede ser producido por células T y B, células natural killers (NK) ,

fibroblastos y mastocitos..

El factor a de necrosis tumoral induce la expresién de moléculas de adhesién y
estimula la produccion de IL-8 por células del endotelio vascular, o que

contribuye a la extravasacion de linfocitos, neutréfilos y monocitos

El TNF-a provoca la secrecion de IL-6 por las células espumosas y células
musculares lisas presentes en la lesion arteriosclerética en. También estimula
el eje hipotalamo-hipdfisis-glandula adrenal provocando una obesidad central,
hipertension e insulinoresistencia. El tejido adiposo produce citoquinas como
TNF-alfa, IL-6, IL1[, IL-8, que son proinflamatorias y promueven la atraccion de
macréfagos que a su vez secretan mas citoquinas perpetuandose el proceso, y
liberandose proteinas inflamatorias en higado y muasculo, estableciéndose una

inflamacion de bajo grado.

Las citoquinas modulando positivamente el eje hipotalamo-hipdfisis aumentan
la liberacion de CRH, ACTH y finalmente cortisol y disminuyen la transcortina,

proteina transportadora de cortisol, con lo que aumenta el cortisol libre.
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La implicacion de las citoquinas sobre los distintos 6rganos se puede ver en la

figura 13.
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Figura 13. Relacién de las de las citoquinas sobre los diversos drganos y procesos

metabdlicos implicados

Las distintas funciones de las citoquinas y la célula que las produce se han

resumido en la tabla 4.
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Tabla 4. Principales citoquinas y sus funciones

CITOQUINA

CELULA PRODUCTORA

FUNCION

IL-1

Monocitos-Macréfagos

Fiebre (pir6geno endégeno), suefio, anorexia, inflamacién,
activacion linfocitaria, produccion de IL-6 y CSF.

IL-2

Células T

Induce la proliferacién de la célula T, coestimula la
proliferacién y diferenciacion de la célula B

IL-3

Células T, Mastocitos

Potencia a las NK 'y LAK

IL-4

Células T, Mastocitos

Induce la proliferacion del mastocito, proliferacién de la
célula hematopoyética pluripotencial

IL-5

Células T, mastocitos

Induce la proliferacion de la célula T. Coestimula la
proliferacién de la célula B, sinergiza con la IL-3 en la
proliferacién del mastocito, estimula la produccién de IgE e
1gG4, induce la expresion y liberacién de CD 23,la clase |l
del CMH en la células B

IL-6

Monocitos, Fibroblastos

Induce la diferenciacién de eosindfilos y la produccién
delg A

IL-7

Células de la médula 6sea y
del estroma timico

Pirogénica, induce la proliferacion de plasmocitomas e
hibridomas, aumenta la produccion de Ig, la clase | en los
fibroblastos, accion con la IL-2 en la produccion de
proteinas de fase aguda por lo hepatocitos, accion
sinérgica con la IL-3 en la produccién de la célula
hematopoyética, induce la diferenciacion del LTc

IL-8

Monaocitos, células
endoteliales, macréfagos
alveolares, fibroblastos.

Induce la quimiotaxis y activacion de neutrdfilos y células T

IL-10

Células T

Induce la proliferacién de algunas células T, potencia la
proliferacion del mastocito inducida por la IL-3.

IL-11

Células T, células B activadas
y monocitos.

Inhibe la activacion del MAC,estimula la produccion de
célula B y la produccion de Ac, estimula los mastocitos y
cambia de TH1 a TH2.

IL-12

Células del microambiente
hematopoyético

Estimula la produccion de Ac, accion sinérgica con la IL-3
en la produccién de megacariocitos, estimula los
progenitores del macrofago
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1.D0.4.3.3 Moléculas de adhesién celular: En las primeras fases de la

arteriosclerosis se produce el reclutamiento de células inflamatorias desde la
circulacion y su migracion a través del endotelio. Las moléculas de adhesion
celular se expresan en la superficie de las células endoteliales y leucocitos y
participan en los fendmenos de adhesion entre ellos, extravasacion y posterior
migracion a través del tejido durante el proceso de inflamacion crénica que
existe en esta enfermedad®’. Las moléculas de adhesién no sélo son sistemas
de anclaje, sus interacciones tienen efectos como la transduccion de sefiales
intracelulares y estimulan la produccion de interleuquinas que contindan

ejerciendo sus efectos.

Algunas de las moléculas de adhesion celular son pertenecen a la superfamilia

de las Inmunoglobulinas como:

- ICAM o moléculas de adhesién intercelular: pertenecen a una subfamilia de 5
miembros. Presentan varios dominios extracelulares constantes, una regién
transmembranal y una porcién intracitoplasmatica corta®. La porcién
intracelular de las moléculas de adhesién intercelular posee residuos de serina,

treonina y tirosina, los cuales son fosforilados durante la activacién celular®.

Figura 14. Molécula de adhesion intercelular 1.
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La ICAM-1 juega un papel importante en la respuesta inmune innata y
adaptativa. Esta involucrada en la migracion transendotelial de los leucocitos
hacia el foco inflamatorio®™.Se expresa ampliamente en forma constitutiva
pero su expresion aumenta tras una activacion celular, mientras que la
ICAM-2 esta presente en leucocitos, plaquetas y endotelio. La ICAM-3 se
detecta en la superficie de las células endoteliales y leucocitos y es la Unica
molécula de esta familia expresada en neutrofilos. La expresion de la
molécula de adhesion ICAM-1 puede ser inducida a través de la estimulacion
por citoquinas como la interlequina-1 y Factor de Necrosis Tumoral. En los
casos de inflamacién aguda y cronica, es expresada en células dendriticas,
fibroblastos, células endoteliales, células mesenquimatosas como
condrocitos y células epiteliales; lo cual incrementa la interaccion entre
célula-célula y la extravasacion de los leucocitos hasta el sitio de la

inflamacion.

La funcién principal de ICAM es servir de ligando para permitir la interacciéon

de los leucocitos con el endotelio.

- VCAM o molécula de adhesion vascular: son glucoproteinas expresadas en
células endoteliales activadas, fibroblastos de la médula 6ésea, macrofagos en
los tejidos, células dendriticas, mioblastos y miotubulos, para de esta manera

mediar la adhesion de linfocitos, monocitos y eosinofilos al endotelio.

g O —_— <
;;:&.ﬂ; —Z
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Figura 15. Molécula de adhesion vascular-1.

49



Diferentes mediadores inflamatorios estimulan su produccién® y su accién es
conjunta con ICAM en la migracion de células hematopoyéticas a través del
endotelio durante el proceso inflamatorio crénico®, el bloqueo con anticuerpos

de estas moléculas de adhesién reduce la migracién de dichas células®.

- Integrinas: son ligandos de las ICAM y VCAM. Las ICAM tienen como
ligandos a integrinas especificas de leucocitos. Las ICAM-1 a 3 intervienen en
la adhesiéon de globulos blancos al endotelio activado mediante la formacién de
puentes con las integrinas. Causan adhesién firme entre las células
inflamatorias y la superficie vascular y participan en la extravasacién de los
leucocitos. Las VCAM también interactian con integrinas de manera
especifica. Actian en la presentacion antigénica y activacion linfocitaria
estabilizando la union entre el linfocito T y la célula presentadora de antigenos.
Esta union es altamente especifica, pero de baja afinidad y debe ser
estabilizada mediante moléculas de adhesién. La unidn con las integrinas

genera una cascada de transduccion de sefales intracelular.

Oppenheimer-Marks y cols. (1991) y Hakkert y cols. (1991), citados por Walton
y cols. (1994), sugirieron que la molécula de adhesién VCAM-1 podria mediar
la adhesion inicial de los linfocitos T y monocitos en las células endoteliales
activadas y la molécula de adhesion ICAM-1 podria ser importante en el
refuerzo de dicha adhesion y facilitando las subsecuente transmigracion de
otras células. De ahi la importancia de estas moléculas para el proceso de
adhesion leucocitaria al endotelio (marginacibn y pavimentacion) y la
transmigracion a través de la pared del vaso hasta el lugar de la inflamacion

(diapédesis y migracion).

Los niveles de estas moléculas se correlacionan con factores de riesgo
cardiovascular como el tabaquismo, hipertension, bajos niveles de HDL,
hipertrigliceridemia. Su correlacion con lipidos se observa desde edades

tempranas®.

Los niveles de ICAMs estan asociados a los de apoB en pacientes HFC
hiperlipémicos y a proinsulina en normolipémicos, es decir a resistencia

insulinica®
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Diferentes estudios como el ARIC, PHS, British Regional Heart Study revelan la
asociacion de estas moléculas con la evolucion de la enfermedad

cardiovascular.

La forma soluble de la ICAM se correlaciona con reactantes de fase aguda
como la PCR y parece que tiene el mismo significado que esta, como marcador
del estado proinflamatorio; al expresarse de manera constitutiva es un factor de
riesgo cardiovascular en sanos, sin embargo la VCAM que no se expresa de
forma constitutiva sino bajo determinadas condiciones como inflamacién, no
seria un factor de riesgo en personas sanas sin disfuncion endotelial y asi
aparece en diversos estudios como el AtheroGene Study, sino que parece ser
un fuerte marcador predictivo de eventos futuros cardiovasculares en sujetos

con patologia preexistente.

- Selectinas: son receptores de adhesion caracterizados por poseer una

estructura muy conservada.

Se han identificado tres miembros de esta familia que son antigenos de
diferenciacion leucocitaria. Se denominan segun su localizacion: E-selectina en
células endoteliales, P-selectina en plaquetas y células endoteliales y L-

selectina en leucocitos.

E-selectina P-selectina L-selectina

Figura 16. E-selectina, P-selectina, L-selectina
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La L-selectina esta presente en la mayoria de los glébulos blancos, de manera
constitutiva. Al ser activados, se genera enzimaticamente la forma soluble de
la selectina y es liberada al medio extracelular. En cambio, la P-selectina se
almacena en células inactivas, en los granulos a de las plaquetas y en los
cuerpos de Weibel-Palade en las células endoteliales. Se movilizan a la
superficie tras una activacion celular. Por ultimo, la E-selectina esta presente
en células endoteliales activadas; su expresion es inducida por citoquinas
inflamatorias. La expresion exagerada o sostenida de estas moléculas puede
tener enormes consecuencias sobre la pared vascular. De alli la importancia
gque asumen los mecanismos involucrados en su desaparicion. Tras la
activacion celular, son movilizadas de la superficie celular por un mecanismo
de internalizacion a lisosomas (P y E-selectina) o por corte proteolitico (L y E-
selectina). Las formas solubles de E-selectina y L-selectina son consecuencia
de este Ultimo proceso. Estas moléculas solubles no sélo son producto de
degradacion; pueden tener acciones propias por competir por la unién a
receptores especificos sin desencadenar reclutamiento celular. Pueden actuar

como inhibidores o como agonistas.

Todas las selectinas actuan de forma distinta pero superpuesta. Crean puentes
de unidon débiles entre las células endoteliales (E-selectina y P-selectina) y
leucocitos (L-selectina). La unién de P-selectina con su ligando desencadena
activacion celular, movilizacion de integrinas, inflamacion y trombosis. Las
selectinas también amplifican el proceso de reclutamiento al favorecer la
interaccion entre plaquetas y leucocitos o entre leucocitos y L-selectina. Esta
Ultima participa en el trafico de leucocitos y en el reclutamiento selectivo en

diversos 6rganos.

Multiples estudios relacionan las moléculas de adhesion solubles y la
enfermedad coronaria. Las ICAMs estan presentes en suero de personas
sanas® y se han encontrado niveles elevados en pacientes con enfermedad
cardiovascular, cancer y enfermedades autoinmunes. Numerosos estudios

correlacionan sus niveles con la severidad de la enfermedad.

Los niveles de moléculas de adhesion solubles se correlacionan con varios

factores de riesgo -cardiovascular como tabaquismo, hipertensién, baja
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concentracion de colesterol asociado con lipoproteinas de alta densidad,
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. La correlacion entre ICAM-1 y
VCAM-1 con lipidos se observa desde edades muy tempranas. Se ha visto que

el tratamiento con estatinas reduce el nivel de ICAM-1 y de P-selectina.

El estudio Atherosclerosis Risk In Communities (ARIC)®" mostré que el nivel de
ICAM-1s es un factor predictivo de eventos coronarios futuros, después del
ajuste de otras variables de riesgo. En cambio, la relacion entre la E-selectina y
el riesgo de ECV desaparece tras controlar otras variables conocidas de riesgo.
Asimismo, el Physicians' Health Study revel6 que la concentracién de ICAM-1,

aungue no la de VCAM-1, se relaciona con la evolucién de la ECV.

El estudio prospectivo British Regional Heart Study encontr6 una asociacion
significativa entre el nivel de ICAM-1 y ECV. Otra investigacion en hombres
sanos de 50 a 59 afos de Francia e Irlanda del Norte (dos poblaciones con una
incidencia muy distinta de ECV) mostr6 que la ICAM-1s es un factor predictivo
significativo de eventos coronarios. Los niveles de ICAM-1 fueron
sustancialmente mas altos en sujetos de Irlanda del Norte que en habitantes de

Francia.

En el contexto de prevencién secundaria el AtheroGene Study evalué una
cohorte de enfermos con ECV establecida. En ellos, el nivel de VCAM-1 fue un
factor predictivo de riesgo de eventos cardiovasculares futuros,
independientemente de otros parametros de confusion. Aunque el nivel de E-
selectina y de ICAM-1 también se asocié con el prondstico, la influencia

desaparecié cuando se tuvieron en cuenta otras variables inflamatorias.

En el Heart Outcomes Prevention and Evaluation (HOPE), un estudio
prospectivo que evaluo el efecto de ramipril y de vitamina E en pacientes con
riesgo cardiovascular muy alto, la concentracion de ICAM-1s se relacion6 en
forma significativa con el punto de analisis cardiovascular. Entre varios
marcadores de inflamacion, sélo las concentraciones de ICAM-1 y de
fibrinbgeno permanecieron como parametros predictivos de riesgo de eventos

coronarios.
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En el estudio Bezafibrate Infarction Prevention (BIP), la concentracion basal de
ICAM-1 se asocié con mayor riesgo futuro de eventos cardiovasculares, de
forma independiente a la presencia de otros factores de confusién. Ademas,
esta molécula también predijo el riesgo de accidente cerebrovascular (ACV).
En el British Regional Heart Study, el nivel de VCAM-1 fue predictivo de
eventos futuros, mientras que en otros dos trabajos prospectivos en pacientes
con diabetes fue una variable que anticip6 el riesgo de mortalidad, tras el ajuste

segun parametros de funcionalidad renal.

El nivel de ICAM-1, VCAM-1, P-selectina y E-selectina estuvo elevado en
pacientes con infarto de miocardio; en sujetos con angina inestable o con
infarto sin onda Q, la concentracion de estas cuatro proteinas se mantuvo alta

semanas a meses después del episodio agudo.

El nivel de VCAM-1 y de ICAM-1 se correlacioné significativamente con el
espesor de la media e intima de la car6tida, un indice de arteriosclerosis
precoz. Mas aun, la concentracion de VCAM-1s se asocid considerablemente
con la gravedad de la arteriosclerosis periférica. Sin embargo, en un trabajo
posterior que evalud la contribucién respectiva de ICAM-1 y de VCAM-1 en
enfermedad arterial periférica, el efecto de la VCAM-1 perdio significado tras el
ajuste por tabaquismo. En cambio, la ICAM-1 parecié ser un mejor marcador de

patologia y de su progresion.

En amplios estudios prospectivos en sujetos sanos, el nivel de ICAM-1 pero no
el de VCAM-1 se relacion6 con aparicion de ECV. La ICAM-1 se expresa en
forma constitutiva en una amplia variedad de células de linaje hematopoyético y
fibroblastos. La forma soluble se correlaciona con reactantes de fase aguda
como la proteina C reactiva. En estudios de prevencién primaria tuvo la misma
capacidad predictiva que dicha proteina. Es por ello que el nivel de ICAM-1
parece ser un marcador general de estado proinflamatorio. En forma opuesta,
VCAM-1 no se expresa en forma constitutiva; su expresibn aumenta
sustancialmente en condiciones de inflamacion. Esto explicaria por qué esta
molécula no aparece como un factor de riesgo en estudios que incluyeron
individuos sanos sin disfuncién del endotelio mientras que surge como un

fuerte factor predictivo de eventos futuros en sujetos con patologia preexistente
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como angina inestable, diabetes o ECV. En el ambito de la prevencion primaria,
la PCR tiene mucha utilidad prondstica mientras que en sujetos con ECV
documentada, el nivel de VCAM-1 parece ser mas util aun.
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2.-HIPOTESIS

La hiperlipemia familiar combinada es la dislipemia aterogénica familiar mas
frecuente en la poblacibn general asi como en pacientes afectos de
enfermedad coronaria y en supervivientes a infarto agudo de miocardio. Tiene
un elevado riesgo de desarrollar arteriosclerosis prematura y presenta una
alteracion del metabolismo hidrocarbonado con niveles elevados de glucosa e
insulina que nos expresa una respuesta alterada a la accion de la insulina por
los tejidos que conlleva a una defectuosa captacion y utilizacion de glucosa por
ellos; este estado es el de resistencia a la insulina. La HFC también se
caracteriza por niveles elevados de lipidos (colesterol LDL, VLDL, triglicéridos,
apolipoproteina B), presencia de lipemia postpandrial y de elevacion de las
LDL pequeiias y densas (patron B de las LDL) con un aumento de obesidad
abdominal (evidenciada por mayor IMC y perimetro de cintura) asi como de

otros procesos como hipertensién arterial, etc.

La alta prevalencia de una resistencia a la insulina en la HFC es
independiente del grado de obesidad abdominal. Ambos estados estan
adquiriendo en los ultimos afios gran importancia y aunque son factores de
riesgo independientes entre si estan muy relacionados y se contribuyen a la
hora de agravar la enfermedad. La resistencia insulinica y la obesidad
abdominal tienen en comun la asociacion de un estado de inflamacién cronica,
de bajo grado que aparece en las primeras etapas de la enfermedad y tiene
lugar en todo el desarrollo de la misma, participando tanto en el proceso de
resistencia a la insulina como en la obesidad, es decir que forma parte de la
patogenia de la enfermedad HFC y relaciona los procesos metabdlicos que de

ella se derivan.

Nuestra hipoétesis de trabajo es que el fenotipo aterogénico de la HFC conlleva
unas alteraciones bioquimicas, hidrocarbonadas y lipidicas, como
consecuencia de la resistencia a la insulina y expresada como obesidad
abdominal, esta situacion se asocia a inflamacién de bajo grado como proceso
comun que esta presente desde el comienzo de la enfermedad siendo parte

activa en su fisiopatologia.
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3.-OBJETIVOS

Para comprobar esta hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudio del metabolismo hidrocarbonado y valoracion de la resistencia
insulinica en pacientes con HFC.

2. Estudio de las alteraciones lipidicas asociadas a la HFC.

3. Relacion entre la resistencia insulinica y la dislipemia caracteristica de estos
pacientes.

4. Cuantificar la inflamacion de bajo grado presente en la HFC mediante:
- Proteinas de fase aguda inflamatoria: PCR ultrasensible.
- Citoquinas inflamatorias: IL-6, IL-8 y TNFa.
- Moléculas de adhesion: ICAMs, VCAMSs, Selectinas.

5. Relacion de la inflamacion con la resistencia insulinica y el metabolismo
lipidico.
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4.-PACIENTES Y METODOS

4.A MATERIAL

- Pacientes HFC: EIl estudio incluye 77 pacientes con Hiperlipemia Familiar

Combinada diagnosticados segun los criterios de inclusion y exclusion de

Bredie y cols.”:
Criterios mayores de inclusion:

= Presencia de hiperlipidemia mdultiple en familiares de primer grado,
incluyendo: hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e hiperlipemia
combinada, definidas por concentraciones plasméaticas en ayunas de
colesterol y/o triglicéridos por encima del percentil 90 de acuerdo con

la edad y el sexo.
= Herencia de hiperlipemia con una transmision autosomica dominante.

= Presencia de arteriosclerosis prematura (antes de los 60 afios) en

familiares de primer grado.
Criterios de inclusion adicionales o menores:
= Concentracion elevada de Apo B en plasma.

= Presencia de un patron de LDL predominando las particulas pequeiias

y densas.
= Presencia de hiperlipemia en la infancia.
Criterios de exclusion:

= Presencia de xantomas en la familia.

» Presencia de causas secundarias de hiperlipemia en familiares
afectos.

* Presencia de genotipo de Apo-E E2/E2 en sujetos afectos.
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Seleccidn de pacientes:

Criterios de inclusién en el estudio: tres criterios mayores de inclusion y
exclusion, o criterios mayores de inclusion 1 y 2, criterios de exclusion y al

menos un criterio de inclusién adicional.

Criterios de exclusion en el estudio: se excluyeron los sujetos que presentaron

alguna de las siguientes caracteristicas:

Diabetes Glucemia basal = 126 mg/dl al menos en
dos ocasiones o glucemia a las 2 horas
de la sobrecarga oral de glucosa = 200
mg/dl, y HBA1c = 6,5%,

Obesidad moérbida IMC = 40 Kg/m?. Segun los valores
aceptados por la Sociedad Espafiola para
el Estudio de la Obesidad®.

Enfermedad renal Filtrado glomerular <60 ml/min/1,73m?
Hepatopatia crénica Valores de transaminasas superiores a
2DS

Enfermedad aguda

Neoplasias

Todos pacientes pertenecen a las Consultas externas del Servicio de

Endocrinologia del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.
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- Sujetos control: Se han estudiado un grupo de personas sin ningun tipo de

antecedente o riesgo cardiovascular ni infecciones o inflamaciones agudas, de
igual edad y sexo al grupo de pacientes. Con valores de apolipoproteina B<

120 mg/dl y colesterol total < 200 mg/dl y triglicéridos< 150 mg/dI.

Hemos considerado hiperapolipoproteinemia B valores de apolipoproteina B =
120 mg/dL.

Hemos considerado hipercolesterolemia valores de colesterol total superiores

al percentil 90 (CT=200 mg/dl) ajustados por edad y sexo.

Hemos considerado hipertrigliceridemia valores de triglicéridos al percentil 90

(TG=150 mg/dl), ajustados por edad y sexo.

Hemos considerado intolerancia hidrocarbonada®

o estado de prediabetes a
valores de glucemia entre 100-125 mg/dl o valores de 140-199 mg/dl tras

sobrecarga de 75¢g de glucosa y pasadas 2 horas o HBALlc entre 5,7-6,4%.

Hemos considerado diabetes mellitus'® valores de glucemia = 126 mg/dl o
valores de glucemia = 200 mg/dl tras sobrecarga de 75 g de glucosa pasadas 2
horas o HBA1c = 6,5%.

Hemos considerado hiperinsulinismo y resistencia a la insulina'®* el percentil 75
de insulina (12,75 ug/ml) y HOMA (3,03)

Hemos considerado presién arterial elevada'®

cifras de presion arterial
sistélica superior a 140 mmHg y/o diastolica superior a 90 mmHg, o que

siguieran tratamiento hipotensor.
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4B METODOS

Se ha realizado un estudio de casos-controles.

El protocolo ha incluido:

- Anamnesis completa de los habitos del paciente (consumo de tabaco,
alcohol, medicamentos), medicion de la presion arterial.

- Determinacion de pardmetros antropométricos: peso (Kg), talla (m),

indice de masa corporal (IMC) (Kg/m?), medida de la circunferencia de la
cintura (cm) y de la cadera (cm).

- Determinaciones bioguimicas:

- para el estudio hidrocarbonado: glucosa, insulina.

- para el estudio lipidico: colesterol total, triglicéridos colesterol
HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL, apolipoproteina A,
apolipoproteina B, diametro de las LDL.

- para el estudio inflamatorio: proteina C reactiva, IL-6, IL-8, TNF-

a, p-selectina, e-selectina, VCAM, ICAM.

La extraccion de sangre se ha realizado en ayunas de 12 horas, las muestras
se han centrifugado inmediatamente a 2500 r.p.m. en centrifuga refrigerada a
4° C, 10 minutos. Las determinaciones que no se realizaron en el mismo dia

se guardaron congeladas a —80°C hasta su determinacion.
Las determinaciones realizadas siguieron las siguientes metodologias:

Glucosa: la determinacién se ha realizado en los analizadores Synchron LX20
Pro de Beckman Coulter que determinan la concentracién de glucosa mediante
un método cinético que emplea un electrodo para oxigeno'®. Para ello, un
volumen preciso de muestra (10 microlitros), es inyectado en una cubeta de
reaccion que contiene solucion de glucosa oxidasa. La proporcién es una parte
de muestra por 76 partes de reactivo. La velocidad pico de consumo de
oxigeno es directamente proporcional a la concentracion de glucosa que hay

en la muestra.
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Esquema de la reaccion:

El oxigeno se consume a la misma velocidad en la que la glucosa reacciona

para formar acido gluconico.

Glucosa oxidasa
H,0

B-D - glucosa + O, > Acido glucdnico + H,0,

Debido a que se mide el consumo de oxigeno en vez de la formacién de
peroxido, el Unico requisito es que el peroxido debe ser destruido de tal forma
que no vuelva a formar oxigeno. Segun la siguiente reaccion, la adicion de
etanol al reactivo hace que el perdxido, en presencia de la catalasa, se

destruya sin producir oxigeno:

H,0, + etanol —=2tal853__ A cotaldehido + H,0

Para asegurar la destruccion completa del peréxido, se agrega yoduro y

molibdato al reactivo enzimatico, lo que produce la siguiente reaccion:

H,O, + 2H+ + 21~ —Molibdato . 54,0

La sensibilidad de la técnica es de 3 mg/dL y tiene un coeficiente de variacion

intraensayo de 3,6%.

Insulina: la determinaciéon se ha realizado en el analizador Immulite 1000 de

Siemens por un método inmunomeétrico quimioluminiscente.

El analizador utiliza una fase sélida con anticuerpo antiinsulina monoclonal y
una fase liquida con fosfatasa alcalina (de intestino de ternera) conjugada con
anticuerpos policlonales (de oveja) antiinsulina y fosfatasa alcalina (de intestino
de ternera) conjugada con anticuerpos monoclonales (de ratén) antiinsulina en

solucién tampon. Tras una hora de incubacion de la muestra junto con la
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insulina presente en la muestra forma un complejo tipo sandwich con el
anticuerpo antiinsulina monoclonal de ternera fijado, con la fosfatasa alcalina
conjugada con anticuerpos policlonales y con los anticuerpos monoclonales de
ratbn del reactivo. Tras los lavados y posterior adicion de sustrato

guimioluminiscente se obtiene una sefial proporcional a la cantidad de insulina.

La sensibilidad de la técnica es 2uU/ml

El coeficiente de variacion intraensayo es 6,4%

Para el célculo de la resistencia insulinica se ha utilizado el indice HOMA
|105

(homeostasis model assesment) por la férmula descrita por Matthews et a
HOMA-=insulina (nU/ml) * [glucosa (mg/dl) /18)/22,5].

Colesterol: para su determinacion se ha utilizado un método enzimatico en el

autoanalizador Synchron LX20 Pro de Beckman Coulter.

EL analizador utiliza el método de medida a tiempo final'®. La reaccién usa la
hidrolisis de ésteres de colesterol por la colesterol esterasa para obtener
colesterol libre y acidos grasos. El colesterol libre es oxidado por la colesterol
oxidasa a colesteno 3one y peroxido de hidrogeno A continuacion la
peroxidada cataliza la reaccién del peréxido de hidrégeno con 4-aminoantipirina

(4AAP) y fenol obteniendo un producto coloreado, la quinoniemina.

El cambio de absorbancia a 520 nm en un intervalo de tiempo fijo nos
proporciona la concentracion de colesterol, de manera directamente

proporcional.
El método tiene un coeficiente de variacion intraensayo de 14,9%.

El sistema controla el cambio de absorbancia a 520 nanémetros. Este cambio
de absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de colesterol

en la muestra.
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Esquema de la reaccion:

Ester de colesterol —CE Colesterol + acido graso

Colesterol + 02 G—Or— Colestén-3-ona + H_?CJ2

2H,0, + 4-AAP + Fenol —2roXldasa, o inoneimina + H,0

La sensibilidad es de 5 mg/dL, y el coeficiente de variaciéon intraensayo del 4%.

Triglicéridos: para su determinacion de ha utilizado un método enzimatico en el

autoanalizador Synchron LX20 Pro de Beckman Coulter.

El Reactivo glicerol fosfato oxidasa (GPO) se usa para medir la concentracion
de triglicéridos mediante un método de punto final a tiempo fijo'®". Los
triglicéridos en la muestra son hidrolizados a glicerol y acidos grasos libres por
accion de la lipasa. Una secuencia de tres pasos enzimaticos acoplados
usando glicerol kinasa (GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO), y peroxidasa de
rabano picante (HPO) causa el acoplamiento oxidante del acido 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenosulfénico (DHBS) con 4-aminoantipirina y forma un colorante

rojo de quinoneimina.

El sistema controla el cambio de absorbancia a 520 nanémetros. Este cambio
de absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de TG en la

muestra

Esquema de la reaccién:

(a) Triglicéridos Lpesa_ Glicerol + Acido grasos

(b) Glicerol + ATP —GK_, Glicerol-3-fosfato + ADP

Mg
(c) Gliceral-3-fosfato + O, GPO

Dihidroxiacetona + H,0,

(d) 2H,0,, + 4-Aminoantipirina + DHBS —122—» Colorante Quinoneimina + HCI + 2H,0
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La sensibilidad para la determinacién de TG es de 10 mg/dL, y un coeficiente

de variacion intraensayo de 6,3%.

Colesterol HDL: para su determinacion se ha utilizado un método directo en el

autoanalizador Synchron LX20 Pro de Beckman Coulter.

Este método directo para HDL'® utiliza un detergente especial que solubiliza
Unicamente las particulas de lipoproteina HDL y libera HDL colesterol para que
reaccione con la colesterol esterasa y la colesterol oxidasa en presencia de
cromoOgenos para producir un producto de color. El mismo detergente también
inhibe la reaccién de las enzimas de colesterol con las lipoproteinas LDL, VLDL
y los quilomicrones mediante la adsorcion a sus superficies. Un polianiéon
contenido en el reactivo mejora la selectividad del ensayo de HDL colesterol
estableciendo enlaces con LDL, VLDL y quilomicrones. Es un método de punto
final a tiempo fijo. El sistema controla el cambio de absorbancia a 560
nanometros. Este cambio de absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion de colesterol HDL en la muestra.

Esquema de la reaccion:

Detergente
Polianion

LDL, VLDL, quilomicrones Complejos estables

Col | est
HDL Colesterol olestero =258 . A% Colestenona + H,0O,
Colesterol oxidasa

H,O, + DSBMT + 4-AA —oroXIdasa,_ o4 cto de color

DSBmT: N,N-bis (4-sulfobutil) - m - toluidina - disodio

4-AA: 4-aminoantipirina

El método tiene una sensibilidad de 5 mg/dl y un coeficiente de variacion

intraensayo de 3,19%.
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Colesterol LDL: calculamos el colesterol LDL aplicando la formula de

Friedewald para triglicéridos < 400 mg/dlI
Colesterol LDL=CT-(cHDL+cVLDL)

Colesterol VLDL: calculamos el colesterol VLDL aplicando la férmula siguiente:

Colesterol VLDL=TG/5

Apolipoproteina A;: para su determinacion se ha utilizado un ensayo de

inmunonefelometria en Nefelometro Il de Dade Behring.

Es un método inmunoquimico en el que se forma un inmunocomplejo entre la
apoproteina A; y un anticuerpo especifico. El inmunocomplejo dispersa un haz
de luz cuya intensidad es proporcional a la concentracién de apoproteina A; en
la muestra. Se establece una curva de calibracion con cinco puntos obtenidos
de diluciones a partir de un suero patron, que sera utilizada por el sistema para

proporcionar el resultado de_Apolipoproteina A; en la muestra.

La sensibilidad de la técnica esta establecida por el limite inferior de la curva de

calibracion y el coeficiente de variacion intraensayo es 5,7%.

Apolipoproteina B: para su determinaciéon se ha utilizado un ensayo de

inmunonefelometria en Nefelémetro Il de Dade Behring.

Utiliza un método inmunoquimico en el que se forma un inmunocomplejo entre
la apoproteina A; y un anticuerpo especifico. EI inmunocomplejo dispersa un
haz de luz cuya intensidad es proporcional a la concentracion de apoproteina B
en la muestra. . Se establece una curva de calibracibn con cinco puntos
obtenidos de diluciones a partir de un suero patron, que sera utilizada por el

sistema para proporcionar el resultado de_Apolipoproteina B en la muestra.

La sensibilidad de la técnica esta establecida por el limite inferior de la curva de

calibracion y el coeficiente de variacion intraensayo es 5,7%.

Colesterol no-HDL calculamos el colesterol no HDL restadndolo del colesterol

total.
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indice aterogénico del plasma (IAP): calculamos el IAP aplicando la férmula

siguiente:

IAP=1g TG/cHDL

Fenotipo B de las LDL: el fenotipo B de las LDL se ha determinado mediante la

técnica de separacion de las distintas moléculas de LDL por electroforesis en

gradiente en gel de poliacrilamida *°* **°.

En la distribucién del fenotipo de las LDL hemos utilizado el patron habitual:
patron A con un diametro medio > 25.5 nm y patrén B o predominio de

particulas pequefias y densas con un didmetro medio < 25.5 nm ***,

La técnica consiste en utilizar una electroforesis en gel de poliacrilamida en
gradiente a concentraciones del 2 al 16% segun segun método descrito por
Nichol y cols®®.

Las muestras fueron teflidas con una solucion de etilenglicol y Negro Sudan al
0.1%. La electroforesis se llevo a cabo refrigerada (4-8°C) con una
preelectroforesis de 1 h a 120 V, seguida de electroforesis 30 miniutos a 20V,
30 minutosa 70 Vy 12.5 h a 90-100 V.

Se utilizaron como estandares sueros con fracciones de diametros de LDL
conocidas para establecer una recta de calibraciéon. Se utilizaron muestras de
suero como controles (C1, C2 y C3), conteniendo 3 fracciones de LDL con
diametros conocidos de 28.67 nm, 26.98 nm, 26.35y 24.19 nm. Se escanearon
los geles y se midi6 la distancia recorrida por las diferentes bandas (Rf o Indice
de migracién), desde el punto de salida hasta la banda mas prominente. Con
las muestras control se calcula una recta de regresion y en ella se extrapolan

las muestras.
El coeficiente de variacion intraensayo fue inferior a 1%.

La instrumentacién puede verse en las Figura 11y 12 y las muestras listas para
comenzar a migrar en la figura 13.

Un ejemplo de gel resultado de la migracién es la figura 14.
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Figura 11. Instrumentacion para llevar a cabo la realizacion del gel en gradiente
y la electroforesis

Figura 12. Instrumentacién para llevar a cabo la realizacion del gel en gradiente
y la electroforesis

71



Figura 13. Imagen de las muestras en el gel para llevar a cabo la migracion.

hh“ﬂ-—-ﬂ"—ﬂ'—

e -

Figura 14. Gel con las muestras problema y los controles.
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Las muestras se clasifican en los distintos fenotipos, Fenotipo A y B segun el

pico maximo de electroforesis en:
Fenotipo A: didmetro mayor de 25,5 nm.
Fenotipo B: didmetro inferior de 25,5 nm.

Las LDL pequefias y densas son introducidas por el ATPIlIl como un factor de
riesgo lipidico emergente. Su predominio en plasma se considera un indicador
de dislipemia aterégena, junto con el descenso de colesterol HDL y la

hipertrigliceridemia.

PCR ultrasensible: para su determinacién se ha utilizado una técnica de

inmunonefelometria en el Nefelometro Il de Dade Berinhg.

La técnica consiste en la utilizacion de particulas de latex de poliestireno
recubiertas con anticuerpos monoclonales contra la PCR Se aglutinan al
mezclarse con las muestras que contienen PCR. La intensidad de la luz
dispersada en el nefelometro varia en funcion del contenido de PCR de la
muestra. A partir de una recta de calibracion con diluciones de estandar

conocido se determina la cantidad de PCR de la muestra.

El limite de sensibilidad es 0.175 mg/l. y el coeficiente de variacion intraensayo
es 3.5%

IL-6: para su determinacion se ha utilizado un ensayo enzimoinmunoanalisis
secuencial en fase sélida por quimioluminiscencia en el Immulite 1000 de

Siemens.

La técnica consiste en el uso de una fase sélida (bola de poliestireno)
contenida dentro de la unidad de medida del analizador y recubierta por un
antiligando. La IL-6 presente en la muestra queda unida formando un sandwich
con dos anticuerpos que reconocen diferentes epitopos de la molécula de IL-6.
Este complejo se une a la fase sélida por un puente ligando-antiligando. El
conjugado ligado se elimina por lavado con centrifugacién. Se utiliza un
sustrato quimioluminiscente (ester fosfato de admantil dioxetano) que sufre una

hidroélisis para generar un producto intermedio inestable. La produccion
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continua de este producto resulta en una emisidbn mantenida de luz que es
medida por un luminémetro. La cantidad de luz es proporcional a la

concentracion de IL-6 de la muestra.

El limite de sensibilidad es 2 pg/ml y el coeficiente de variacion intraensayo es
4.85%.

IL-8: para su determinacion se ha utilizado un ensayo enzimoinmunomeétrico

por quimioluminiscencia en fase sélida en el Immulite 1000 de Siemens.

La técnica es similar y consiste en una fase sdlida (bola de poliestireno)
contenida dentro de la unidad de medida del analizador y recubierta por un
antiligando. La IL-8 presente en la muestra queda ligada formando un sandwich
con dos anticuerpos que reconocen diferentes epitopos de la molécula de IL-8.
Este complejo se une a la fase sélida por un puente ligando-antiligando. El
conjugado ligado se elimina por lavado con centrifugacion. Se utiliza un
sustrato quimioluminiscente (ester fosfato de admantil dioxetano) que sufre una
hidrélisis para generara un producto intermedio inestable. La produccién
continua de este producto resulta en una emision mantenida de luz que es
medida por un luminémetro. La cantidad de luz es proporcional a la

concentracion de IL-8 de la muestra.

El limite de sensibilidad es 2 pg/ml y el coeficiente de variacion intraensayo es
6.5%.

TNF-a: para su determinacion se ha utilizado un ensayo inmunométrico por

quimioluminiscencia en Immulite 1000 de Siemens.

La técnica consiste en una fase soélida (bola de poliestireno) contenida dentro
de la unidad de medida del analizador y recubierta por un antiligando. El TNF-a
presente en la muestra queda ligada formando un sandwich con dos
anticuerpos que reconocen diferentes epitopos de la molécula de TNF-a. Este
complejo se une a la fase soélida por un puente ligando-antiligando. El
conjugado ligado se elimina por lavado con centrifugacion. Se utiliza un
sustrato quimioluminiscente (ester fosfato de admantil dioxetano) que sufre una

hidrolisis para generara un producto intermedio inestable. La produccién
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continua de este producto resulta en una emision mantenida de luz que es
medida por un luminémetro. La cantidad de luz es proporcional a la

concentracion de TNFa de la muestra.

El limite de sensibilidad es 1.7 pg/ml y el coeficiente de variacién intraensayo
es 6.5%.

Moléculas de adhesion ICAM, VCAM v selectinas (p-selectina v s-selectina):

para su determinacion se ha utilizado la técnica fluorescente multiplex xMAP

del Luminex®.

El ensayo consta de una primera incubacion, donde las moléculas se unen a
los distintos anticuerpos que recubren unas microesferas formando una unién
“antigeno—anticuerpo”. Se incuba un tiempo que varia segun las caracteristicas
del inmunoensayo. Posteriormente se realizan varios lavados para eliminar el
exceso de muestra y las moléculas que no se han unido a sus anticuerpos, a
continuacion se afladen una mezcla de segundos anticuerpos unidos a
biotina y, posteriormente, se afiade un fluorocromo, que es la ficoeritrina unida
a estreptovidina para que se una a la biotina. A continuacion la segunda
incubacion en la que se forma de un inmunocomplejo tipo “sandwich” formado
por una microesfera recubierta con anticuerpos, el antigeno de la muestra
estudio unido a la microesfera y un segundo anticuerpo unido al antigeno a
través de otro epitopo diferente. A continuacion se vuelve a lavar y se pasa por
un citometro de flujo que mide la intensidad de la fluorescencia emitida por la

ficoeritrina que sera proporcional a la cantidad de molécula de la muestra.

El esquema del proceso se puede observar en la figura 15.
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ARadimos 25uL anticuerpo + 200 pL solucion de lavado

Lavamos 2 X 200 uL

+ 50 uL buffer

fy ¥y

+ 50 pL diluyente, buffer y muestra

+ 100 pL estandar + 50 pL buffer

Agitar 2h en oscuridad y lavar 2 X 200 uL

PRER
RRY

+ 100 pL anticuerpo detector

Agitar 1h en oscuridad y lavar 2 X 200 pL

FRER
18y

A

y

+ 100uL Phycoeritrina y agitar 30 min en oscuridad

Lavar 3 X 200 uL

+ 100 pL de buffer de lavado y agitar 2-3 min
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leer en el sistema de deteccion Luminex
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Figura 15. Etapas de la técnica de la determinacién en Luminex 200

Luminex 299

Figura 16. Equipo de Luminex 200.
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4.C TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el tratamiento estadistico de los resultados se ha utilizado el programa
SPSS 15.0.

Se ha calculado la media aritmética y la desviacion estandar como medidas de
estadistica descriptiva. Se ha aplicado el test de Kolmogorov-Smirnov a los
datos para determinar si la distribucion de las variables era normal. Con ello se
vio que todas las variables seguian una distribucibn normal excepto los

triglicéridos y la interleuquina 8.

Hemos aplicado la prueba t-Student para comparar medias en las variables
normales y la prueba U de Mann-Whitney para comparar las variables no

normales.

Las variables que seguian una distribucion normal se han expresado como
media * ldesviacion estandar (SD) y las no normales como mediana con

percentiles de 25% y 75%.

Para establecer correlaciones entre las variables hemos utilizado el coeficiente
de Correlacion de Pearson para variables normales y de Spearman para

variables no normales.

Para la realizacion de terciles con variables cuantitativas hemos utilizado el test
de ANOVA.

Hemos considerado significacion estadistica una p<0.05.

Calculo de tamafio muestral:

Para el céalculo del tamafio muestral hemos hecho un estudio de varios de
nuestros parametros lipidicos ( triglicéridos, colesterol, HOMA, PCR-u, ApoB y
diametro de las LDL pequefias y densas) y los que necesitan de una mayor “n”

son el didmetro de las LDL pequefias y densas y la ApoB.

Asi podemos ver que la desviacién estandar del diametro de las LDL

pequefas y densas entre los grupos control y la de pacientes analizados es de
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0,7nm, y para encontrar diferencias significativas entre el grupo control y el de
enfermos la diferencia entre los valores medios de ambas variables debe ser
de 0,9 nm. Aceptando un riesgo de 0,05 y si se desea una potencia estadistica
del 100 % para detectar diferencias, el tamafio muestral deberia ser de 75

pacientes para encontrar diferencias.

A su vez para la apoB la desviacién estandar entre los grupos control y la de
pacientes analizados es de 24 mg/dl, y para encontrar diferencias significativas
entre el grupo control y el de enfermos la diferencia entre los valores medios de
ambas variables debe ser de 46 mg/dl. Aceptando un riesgo de 0,05 y si se
desea una potencia estadistica del 100% para detectar diferencias, el tamafio

muestral deberia ser también de 75 pacientes para encontrar diferencias.
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RESULTADOS
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5.-RESULTADOS

5.A VARIABLES ANTROPOMETRICAS

Se seleccionaron 75 pacientes, 30 hombres (40%) y 45 mujeres (60%), con
una edad media de 41 afos, el 49% presentan sobrepeso, el 20% obesidad, y
el 28% hipertension arterial. Estos datos se expresan en la tabla 5.

Se seleccionaron 75 controles, 23 hombres (30%) y 52 mujeres (70%), con una
edad media de 37 afos, el 12% presentan sobrepeso, el 4% obesidad, y el 2%

hipertension arterial. Estos datos se expresan en la tabla 5.

Tabla 5. Descriptivos de controles y enfermos HFC

CONTROLES n=75 ENFERMOS n=75 P
Hombre/Mujer (%) 30/70 40/60 NS
Edad media
37 +13 41 +14 NS
(afios)
IMC (kg/m?) 23,1+28 26,9+4,0 <0,001
Sobrepeso % 12 49 <0,001
Obesidad % 4 20 <0,001
HTA % 2 28 <0,001
Mujeres cintura
18% 50% <0,001
>88
Hombres cintura
6% 27% <0,001
>102
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5.B_ PARAMETROS HIDROCARBONADOS

Los parametros del metabolismo hidrocarbonado, glucosa basal, insulina y
HOMA de pacientes y controles presentan diferencias significativas entre ellos,
con valores superiores de glucemia, insulinemia y HOMA en los pacientes de
HFC. Los resultados se expresan en la tabla 6.

Tabla 6. Valores del metabolismo hidrocarbonado. Glucemia basal, Insulinemia
basal y HOMA en los grupos control y HFC.

CONTROLES HEC n=75 P
n=75
Glucemia basal (mg/dl) 92.44 + 9 47 97.37 + 10,57 0,01
Insulinemia basal 7.77+4.21 10,81 + 4,39 0,007
(uU/ml)
HOMA 1,72 + 0,97 2,65 +1,27 <0,001
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5.C PARAMETROS LIPIDICOS

Los resultados del metabolismo lipidico en los grupos control y HFC presentan

diferencias significativas en todos los parametros. Estdn aumentados el

colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL, colesterol VLDL, Apolipoproteina B,

colesterol no HDL, indice Aterogénico del Plasma, y disminuidos el colesterol

HDL y Apolipoproteina A. También presenta diferencias significativas el patron

B de las LDL resultando un menor diametro las LDL del grupo HFC y por tanto

un predominio del patron B en el grupo HFC frente a un predominio del patrén

A en el grupo control. Los valores estan expresados en tabla 7.

Tabla 7. Valores de parametros lipidicos en grupo control y HFC

CONTROLES n=75 HFC n=75 P

CT mg/dl 173.8 £ 26.3 230.5+ 48.4 <0.0001
TG mg/dl 67.0+-34.2 227.5% 195.6 <0.0001
cHDL mg/dl 58.3+ 14.6 44.3 +16.0 <0.0001
cLDL mg/dl 102.0+ 25.5 147.8+ 43.7 <0.0001
cVLDL mg/dl 13.4+6.8 434+ 36.1 <0.0001

APO A mg/dl 146.2 + 185 128.7+ 27.8 0.008
APO B mg/dl 80.0+19.4 126.7 + 28.3 <0.0001

Col no HDL mg/dl 107.37+44.51 187.3+ 359 <0.001
indice aterogénico del plasma 0.01+ 0.32 059+ 041 <0.001
Didmetro de las LDL nm 26.2+ 0.57 2534+ 0.84 <0.001
% Fenotipo B 4.8 52 <0.0001
% Fenotipo A 95,2 48 <0.0001
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5.0 RELACION ENTRE LA RESISTENCIA INSULINICA Y LOS
PARAMETROS LIPIDICOS

La glucosa presenta una correlacion positiva significativa con cintura e IMC,
triglicéridos, colesterol no HDL, y correlacion negativa significativa con LDL
pequefas y densas. El HOMA ha presentado una relacién positiva significativa
con la cintura, los triglicéridos, 1AP, y negativa con el colesterol HDL y con el
diametro de las LDL. La insulina ha presentado correlacibn negativa
significativa con colesterol HDL y con el diametro de las LDL. Los datos estan
expresados en la tabla 8.

A continuacion expresamos las figuras de dispersion que intervienen en la Rl y

las distintas variables lipidicas que presentaron significacion estadistica.
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Tabla 8. Correlacién de Pearson entre parametros de resistencia insulinica y

variables lipidicas.
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Figura 17. Relacién entre la glucosa y las variables antropométricas cintura e indice de

masa corporal
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Figura 18. Relacién entre la glucosa y los parametros lipidicos
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Figura 19. Relacién entre la insulina y los parametros lipidicos
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Figura 20. Relacion entre HOMA 'y la variable antropométrica cintura
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Figura 21. Relacion entre la insulina y los pardmetros lipidicos
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5.E PARAMETROS INFLAMATORIOS:

Los niveles de las citoquinas inflamatorias IL-6, IL-8, TNF- a, y de PCR-u estan
aumentados en HFC respecto del grupo control de manera significativa. Los
niveles de selectinas, P-selectina y L-selectina, y de las moléculas de adhesion
ICAM estan aumentados significativamente en el grupo control respecto de
HFC. Los niveles de VCAM son mayores en el grupo HFC pero no
estadisticamente significativos. La n del grupo control en la PCR ultrasensible
es 53 y del grupo control 57. La n del grupo control y del grupo de HFC en el
TNF- a, IL-6 y IL-8 es 19.

Los resultados de citoquinas y PCR se expresan en la tabla 9, los resultados de

selectinas y moléculas de adhesién en la tabla 10.

Tabla 9. Valores de marcadores inflamatorios. IL-6 y TNF-a en pg/ml +/-DS,
IL-8 en pg/ml percentil 50 (percentil 25; percentil 75) y PCR ultrasensible

expresada en mg/l +/- DS.

CONTROLES HFC P
IL-6 pg/ml 0.8+ 0.72 2.69 +2.62 <0.001
IL-8 pg/ml 5,8 (4,9; 9,8) 12,2 (7,9; 24,6) <0.05
TNF- a pg/ml 2.22+2.59 8.99+4.04 <0.001
PCR ultrasensible mg/I 1.23+1.51 258 +2.95 <0.05
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Tabla 10. Marcadores inflamatorios selectinas y moléculas de adhesion: p-

selectina, e-selectina, VCAM e ICAM en ng/ml.

CONTROLES HFC P
P-selectina ng/ml | 61,28 + 18,59 78,84 + 22,75 <0.05
E-selectinang/ml | 31,10+ 12,13 44,77 + 16,979 <0.05
VCAM ng/ml 574,08 + 131,49 674,39+ 401,26 NS
ICAM ng/mi 126,68 + 44,42 167,94+ 21,79 <0.05

5.F RELACION ENTRE LOS PARAMATROS INFLAMATORIOS Y LOS
PARAMETROS DE RESISTENCIA INSULINICA

La PCR presenta una correlacién positiva significativa con la glucosa, insulina y
HOMA en la totalidad del estudio (grupo control y grupo HFC) Los resultados
se muestran en la tabla 11 y a continuacion se representan los graficos de
dispersidbn de datos para cada parametro inflamatorio y de resistencia

insulinica.

Tabla 11. Correlacion entre pardmetros inflamatorios y parametros
hidrocarbonados.

GLU INS HOMA
r= 0,286 r= 0,367 r= 0,404
PCR
p=0,012 p= 0,006 p= 0,002
IL-6 NS NS NS
TNF-a NS NS NS
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Figura 22. Relacion entre la PCR y los pardmetros de resistencia insulinica
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5.G_RELACION ENTRE LOS PARAMATROS INFLAMATORIOS Y LOS
PARAMETROS LIPIDICOS

La PCR presenta una correlacion positiva significativa con el IMC, cintura,
colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL, apolipoproteina B, colesterol no
HDL, IAP, y correlacién negativa significativa con colesterol HDL y didmetro de
las LDL. La IL-6 presenta una correlacion positiva significativa con el IMC,
colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL, apolipoproteina B, colesterol no
HDL, IAP, y correlacidon negativa significativa con colesterol HDL. Estos datos
corresponden a la totalidad del estudio (grupo control y grupo HFC). Los

resultados se muestran en la tabla 12.

A continuacién expresamos las figuras de dispersion que intervienen en la
inflamacion y las distintas variables antropométricas y lipidicas que presentaron

significacion estadistica.
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-Tabla 12. Correlacion entre parametros inflamatorios y parametros lipidicos.
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Figura 23. Relacion entre la PCR y las variables antropométricas
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Figura 25. Relacion entre PCR y las variables lipidicas
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Figura 26. Relacion de la IL-6 con la variable antropométrica IMC
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Figura 27. Relacion de la IL-6 con las variables lipidicas
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Figura 28. Relacion de la IL-6 con las variables lipidicas
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5.H PARAMETROS DE RESISTENCIA INSULINICA Y FENOTIPO DE LAS
LDL

Se distribuyeron los porcentajes del fenotipo de las LDL pequefias y densas en
terciles de parametros de resistencia insulinica (HOMA e insulina),
representadas en las figuras 29 y 30.

El predominio del fenotipo B aumenta cuanto mayor es la presencia de

resistencia insulinica.
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Figura 29. Terciles del porcentaje del fenotipo Ay B por terciles de HOMA.
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Figura 30. Terciles del porcentaje del fenotipo Ay B por terciles de insulina.
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5. PARAMETROS INFLAMATORIOS Y FENOTIPO DE LAS LDL

Se distribuyeron los porcentajes del fenotipo de las LDL pequefias y densas en

terciles de parametros de inflamatorios (PCR-u e IL- 6).

Encontramos un comportamiento similar, hay una mayor presencia de fenotipo
B a medida que aumenta la inflamacién. Podemos observarlo en las figuras 31
y 32.
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Figura 31. Terciles del porcentaje del fenotipo Ay B por terciles de PCR-u
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6.-DISCUSION

En este trabajo hemos hecho un estudio del metabolismo hidrocarbonado, del
metabolismo lipidico y de la presencia de inflamacion y obesidad abdominal en
la Hiperlipemia Familiar Combinada, que es la hiperlipemia genética con mayor

riesgo de desarrollo arterioesclerético precoz.

El comienzo de la lesidn ateromatosa se produce casi siempre al inicio de la
vida en los primeros afios y sucede de forma muy lenta y sin clinica asociada,
es por tanto muy importante diagnosticar lo antes posible esta enfermedad para
evitar la aparicion del episodio cardiovascular.

Para este diagnostico se utilizan los criterios de Bredie y Cols que atienden a
variables lipidicas (hipertrigliceridemia, hiperapobetalipoproteinemia,
hipercolesterolemia, presencia de LDL pequefias y densas) y factores
familiares (herencia autosomica dominante, presencia de arteriosclerosis
prematura). El conocimiento de los sindromes asociados a esta enfermedad
como son la obesidad, el sindrome metabdlico, la presencia de resistencia a la
insulina, o diabetes mellitus tipo 2 han hecho que se hayan estudiado en los
altimos afios procesos como la inflamacion que al estar presentes en todos
ellos podrian ser la base fisiopatoldgica de esta enfermedad*?. En mdltiples
estudios en obesos, diabéticos, estados de insulinoresistencia incluso en
poblacion aparentemente sana, aparecen aumentados distintos parametros
inflamatorios actuando ademas como factores de prediccion de eventos

cardiovasculares futuros® 114 61,112

La arteriosclerosis responsable de los episodios cardiovasculares en estos
enfermos es en si misma una lesion inflamatoria, desde la aparicion de la
lesion arteriosclerética y durante todo el proceso de desarrollo de esta, como
hemos dicho, desde la estria grasa en la que aparecen células inflamatorias
como monocitos/macrofagos y durante todo el desarrollo de la misma las
moléculas inflamatorias como la PCR, citoquinas inflamatorias, moléculas de
adhesion y selectinas son parte activa del proceso participando en él y

perpetuandolo.
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Asi pues en nuestro trabajo hemos estudiado el metabolismo hidrocarbonado y
resistencia insulinica, metabolismo lipidico y LDL pequefias y densas, junto con
la presencia de obesidad y de inflamacion ( mediante los parametros PCR-u,
citoquinas inflamatorias (IL-6, 1L-8, TNF-a), moléculas de adhesién (VCAM,
ICAM) y selectinas (p-selectina, e-selectina), en la HFC ya que es una
enfermedad con gran riesgo de desarrollar arteriosclerosis y que esta es una
lesion inflamatoria; Ademas hemos comparado los parametros citados con una

poblacién sana.

1.-VARIABLES ANTROPOMETRICAS

Hemos seleccionado pacientes de ambos sexos ya que la enfermedad se
desarrolla en ambos. Tenemos un 60% de mujeres y un 30% de hombres con
edades media de 41 afios. Segun la literatura la HFC se manifiesta en la edad

media de la vida, lo cual coincide con la edad media de nuestros pacientes.

El indice de masa corporal tiene una media de 26,9, presentando sobrepeso un
alto porcentaje de los pacientes (49%). Estos datos expresan una alteracion en
el metabolismo de las grasas en nuestros pacientes de HFC. En concordancia

con la literatura.

El tejido adiposo es un tejido metabdlico que secreta citoquinas como IL-6,
TNF-aq, leptina, etc. Se sugiere que la obesidad es una enfermedad inflamatoria
en la que dichas citoquinas (denominadas adipoquinas) serian responsables de
promover un estado inflamatorio que participa del desarrollo de la
arteriosclerosis. El tejido adiposo presenta una infiltracion de macréfagos en
sus primeras etapas, junto con las adipoquinas ya mencionadas, al avanzar la
obesidad aumenta el tamafio de los adipocitos y la liberacién de &cidos grasos
libres a la circulacién, caracteristica fundamental en la etiopatogenia de la
enfermedad. Los macréfagos maduros secretan citoquinas inflamatorias que
aumentan la permeabilidad vascular al actuar sobre el endotelio, con infiltracion
de monocitos macrofagos y secrecion de moléculas de adhesion que perpettan

el proceso inflamatorio de bajo grado de estos pacientes.
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Un hallazgo interesante en nuestros pacientes HFC es el alto porcentaje de
mujeres que presentan una cintura > 88cm, criterio diagndstico para el

sindrome metabédlico (segiin NCEP-ATPIII*) caracteristico de esta patologia.

El 28% de los pacientes de nuestro estudio presentan hipertension arterial, que
junto con la presencia de resistencia insulinica, sobrepeso y obesidad forman
parte de los factores de riesgo que conforman el sindrome metabdlico. Como
apuntan los criterios establecidos por la OMS, European Group of Study of the
Resistance to the Insulin (EGIR'®) y NCEP-ATPIII*

2.-PARAMETROS HIDROCARBONADOS

Nuestros pacientes HFC tienen aumentados los niveles de parametros
hidrocarbonados (glucosa, insulina y HOMA), respecto del grupo control.
Presentan por tanto una tolerancia hidrocarbonada alterada asi como
resistencia insulinica, son hallazgos que estan en concordancia con muchos

estudiosll& 117, 118

Ademas hemos encontrado una relacién significativa entre los parametros
hidrocarbonados y los lipidicos de nuestros pacientes, a través de la glucosa,
insulina y HOMA (expresion de la resistencia insulinica) y los triglicéridos,
colesterol HDL, colesterol no HDL, diametro de las LDL (expresién de la
alteracion del metabolismo lipidico y aterosclerético), IAP, cintura e IMC

(expresion de la obesidad y del sindrome metabdlico caracteristico de la HFC).

El estado de resistencia a la insulina esta relacionado con el fenotipo de la
HFC®. Presentan mayor grado de RI los hipertrigliceridémicos y mixtos frente
a los hipercolesterolémicos, lo cual se entiende dentro del contexto de HFC ya
que es mas caracteristico de la HFC la hipertrigliceridemia que la
hipercolesterolemia. Y si hay cambios en la expresion fenotipica con el tiempo
estos se asocian a cambios en el grado de RI, de hecho los pacientes que
varian de ser hipercolesterolémicos a ser hipertrigliceridémicos o mixtos su
grado de insulinoresistencia y su IMC varia en gran medida. Por tanto, los
niveles de lipidos, asi como los de LDL pequefias y densas estdn modulados
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d46, 66

por la presencia de resistencia a la insulina y por la obesida y estos a su

vez por la inflamacion.

En algunos estudios como el de Pihlajamak (2000) se asocia la presencia de
Rl a la hipertrigliceridemia ya que sélo los pacientes hipertrigliceridémicos (o
con hiperlipemia combinada) presentan esta RI®.

Como ya sabemos por distintos estudios la insulina y la inflamacion se

relacionan entre si'?°

modulandose reciprocamente, la insulina regula los
niveles de moléculas inflamatorias como la II-6, haciendo que la cascada de la
inflamacion finalice con normalidad. Por tanto un estado de resistencia
insulinica favorece la instauracion de una inflamacion crénica. Cuando
disminuye la inflamacién crénica mejora a su vez el grado de RI* Las
citoquinas inflamatorias y la insulina modulan su accion entre si a través de
cascadas de sefializacion®® **. Estableciéndose una clara relacién entre la Rl y
la inflamacion. Diversos estudios establecen una asociacién entre marcadores

inflamatorios y la sensibilidad a la insulina como el Estudio IRAS®’

No queda claro que se produce primero si la Rl o la inflamacion, hay estudios
que indican que la inflamacién cronica disminuye la sensibilidad de la insulina
en distintos 6rganos y esto aumenta los niveles de inflamacion, reduciéndose la

sensibilidad a la insulina a su vez, creandose un circulo vicioso*?*.

La insulina ejerce un efecto antiinflamatorio a nivel molecular; reduce la
produccion de radicales de oxigeno libres por células mononucleares, suprime
la expresion de la NADPH oxidasa, reduce también la union del NF-kB y
disminuye las concentraciones de moléculas de adhesion (ICAM-1), y de

proteinas quimiotacticas de monocitos (MCP-1)%2" 123,

En el estudio también hemos encontrado en nuestros pacientes HFC la
presencia de RI junto con un estado inflamatorio, con los parametros de
inflamacion aumentados (PCR-u, L-6, IL-8, TNF-a, ICAM, p-selectina, e-
selectina). Pero no relacion significativa entre parametros hidrocarbonados e

inflamatorios.
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3.-PARAMETROS LIPIDICOS

Hemos encontrado aumentados todos los parametros lipidicos en el grupo
HFC, colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL, colesterol noHDL, colesterol
VLDL, Apo B, IAP. Estan disminuidos el colesterol-HDL, la apoA. Hallazgos
concordantes con la bibliografia®*' '3 * 12*_ Todos son estadisticamente

significativos respecto del grupo control.

En el estudio nuestros pacientes presentan un porcentaje significativamente
mayor de patrén B de las LDL frente al grupo control, en el grupo control el
porcentaje de patrén A es muy superior al de patrén B; al igual que ocurre en
muchos estudios como el de McNeely*®, Ayyobi** o Demacker*?*.

Las LDL pequefias y densas se estan proponiendo como uno de los criterios

principales para el diagnostico de la HFC y como método mas utilizado el gel

en gradiente'®®

127

ya que es un factor independiente de la presencia de Sindrome
Metabodlico™" tan presente en pacientes de HFC y que aumenta tanto en

hipertrigliceridémicos como en normotrigliceridémicos*®

El metabolismo lipidico de los pacientes de HFC lleva estudiandose décadas,
Tanto el colesterol total, triglicéridos, colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-
VLDL y apoproteina A, presentan una gran variabilidad en su concentracion en
estos pacientes. Los parametros que menos variabilidad presentan son la ApoB
y las LDL pequefias y densas. McNeely presentd un seguimiento de 20 afios
de familias con HFC y mostr6 que un tercio de los familiares cambiaron de
fenotipo y un 17% de los pacientes eran normolipémicos tras el seguimiento®.
Al estudiar 5 afios a 32 familias de HFC se vio que la ApoB y las LDL pequefias
y densas diferenciaban entre los pacientes normolipémicos de los familiares no
afectos® Ha sido el estudio de Delawi'?® que demostré que el colesterol y
triglicéridos de la fraccion VLDL es la que confiere la variabilidad en el mismo

paciente en el tiempo.

Segun los criterios de la "European Society for Clinical Investigation” para el
diagnéstico de la HFC es caracteristica la presencia de hipertrigliceridemia (TG
> 130 mg/dL) e hiperapobetalipoproteinemia (apoB > 120 mg/dL), y la mayoria
de sociedades cientificas aceptan la hipertrigliceridemia como factor
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independiente y significativo de riesgo cardiovascular'?®®>. Comenzando a
considerar como riesgo los valores superiores a 150 mg/dI**. En el Registro
Espafol de Hipertrigliceridemias de la Sociedad Espafiola de Arteriosclerosis
(SEA) el grupo mayoritario dentro de las hipertrigliceridemias severas

corresponde a pacientes con HFC**.

La hipercolesterolemia, aunque puede estar presente, no se considera una

condicion imprescindible para el diagndstico.

En la HFC parece que coexiste una alteracion de las distintas enzimas** que
intervienen en el metabolismo de los triglicéridos y AGL y que hace que, junto
a una disminucion de su captacién por el tejido adiposo y musculo esquelético,
aumenten los niveles de VLDL y por tanto de TG y ApoB.

La disminucién de la actividad de LPL™? (disminuye la hidrélisis de TG),
alteracion de la LHS (no esté inhibida debido a la falta de accion de la insulina 'y
por tanto hidroliza los TG liberando AGL a la circulaciéon) y de la ASP
(disminuye la esterificacion de &cidos grasos libres) hacen que haya un
aumento en la concentracion de los AGL en plasma y un aporte mayor al

higado aumentando la produccién de VLDL y apoB.

De esta forma el estado de RI provoca un aumento de TG, apoB, VLDL y
aumento de los niveles de LDL pequefias y densas. Todos estos hallazgos
compatibles con una dislipemia aterégena han sido encontrados en nuestro

trabajo.

Hemos comparado la distribucién de los porcentajes del fenotipo de las LDL
pequeiias y densas en terciles de HOMA y de insulina. El aumento del
predominio de las LDL pequefias y densas (fenotipo B) se asocia con
concentraciones mas elevadas de HOMA vy de insulina. Estamos expresando
de esta manera como la magnitud de la resistencia insulinica va acompafiada

de la alteracién del metabolismo lipidico.

112



4.-PARAMETROS INFLAMATORIOS

También hemos encontrado aumentados significativamente los niveles de los
distintos marcadores inflamatorios en el grupo HFC frente al grupo control:
PCR-u, IL-6, IL-8, TNF-a, ICAM, p-selectina, e-selectina. VCAM también con

niveles aumentados pero no significativamente.

La PCR es una proteina inflamatoria reactante de fase aguda cuya
participacion en la inflamacion presente en estos pacientes queda demostrada

por sus niveles aumentados respecto de controles sanos en nuestro trabajo.

La PCR estd aumentada en episodios cardiovasculares agudos como lo

demuestran numerosos estudios anteriormente mencionados’? '8 8284

y s un
predictor de episodios cardiovasculares futuros en enfermos y en

aparentemente sanos, con y sin aumento de los niveles de lipidos.

Diferentes citoquinas inflamatorias como IL-6, IL-1, TNF-a inducen la
produccion de PCR por el higado y a su vez la PCR estimula la expresion de

ICAM y VCAM por el endotelio, o la MCP-1 para la produccién de monocitos**®

También estan aumentados los niveles de citoquinas inflamatorias, la IL-6
principal estimulo de la produccion de PCR y también de la produccion de TNF-

a y de otras citoquinas.

Estan aumentados también los niveles del resto de marcadores inflamatorios
que hemos estudiado, IL-8, TNF- a, moléculas de adhesion ICAM, VCAM asi

como de p-selectina y e-selectina.

En la literatura encontramos estudios como el de Pauciullo et al*>*

niveles de PCR, IL-6, TNF-a, y VCAM en poblacién HFC estan aumentados
respecto de poblacién control. Y el de Karasek® en el que encuentra niveles

en el que los

aumentados de ICAM en hiperlipémicos HFC frente a hiperlipémicos control. La
VCAM no presenta diferencias en sus niveles tanto entre hiperlipémicos como

en normolipémicos.
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Todos estos marcadores nos estan expresando la presencia de una
inflamaciéon de bajo grado en los pacientes de HFC. La PCR y la IL-6,
presentan una relacion significativa con los parametros lipidicos y con el IMC y
perimetro de la cintura y por tanto con la obesidad abdominal, expresion clinica

gue acomparia a la HFC.

Existe un estado inflamatorio crénico en los pacientes de HFC, que podria
inducir el desarrollo de arteriosclerosis que tiene lugar en la mayoria de estos
pacientes. Los datos bibliograficos apoyan el supuesto de que la inflamacion
que tiene lugar en esta enfermedad es parte de la base de dicha enfermedad
cardiovascular, y su relacion con las alteraciones metabdlicas que en ella

suceden?,

Hemos comparado la distribucién de los porcentajes del fenotipo de las LDL
pequefas y densas en terciles de PCR e IL-6. El aumento del predominio de
las LDL pequefias y densas (fenotipo B) se asocia con concentraciones mas
elevadas de IL-6 y PCR. Estamos expresando de esta manera como la
magnitud de la inflamacion va acompafiada de la alteracion del metabolismo

lipidico.
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7. CONCLUSIONES

1. Los pacientes con hiperlipemia familiar combinada presentan alteraciones
del metabolismo hidrocarbonado, fundamentalmente intolerancia

hidrocarbonada y resistencia insulinica.

2. Los pacientes con hiperlipemia familiar combinada tienen alterado el
metabolismo lipidico mostrando una dislipemia aterégena caracterizada por un
déficit de colesterol HDL, exceso de triglicéridos, aumento de sintesis de Apo

B, ademas de un incremento del patrén B de LDL pequefia y densa.

3. Los pacientes con hiperlipemia familiar combinada presentan asociacion
entre la resistencia insulinica y la dislipemia valorada a través del HOMA con
los triglicéridos, colesterol HDL, didmetro de las LDL, IAP. Asi mismo, la
resistencia insulinica se relaciona con la obesidad abdominal expresada esta

con el perimetro de la cintura.

4. Los pacientes con hiperlipemia familiar combinada presentan un estado
inflamatorio de bajo grado con incremento de: PCR ultrasensible, IL-6, IL-8,

moléculas de adhesion VCAM, ICAM, y selectinas p-selectina y e-selectina.

5. El grado de inflamacién se relaciona con la resistencia insulinica

comprobada a través de la correlacion significativa entre PCR y el HOMA.

6. El grado de inflamacion se relaciona con la dislipemia, a través de la
correlacion positiva entre las variables inflamatorias (PCR e IL-6) y las variables
constitutivas de la dislipemia aterogénica. Igualmente existe una estrecha
relacion significativa entre la inflamacion y el grado de obesidad (IMC vy

perimetro abdominal).

En resumen, hemos demostrado en nuestros pacientes con hiperlipemia
familiar combinada la presencia de resistencia a la insulina asociada a
obesidad abdominal, a dislipemia aterogénica y a inflamacion de bajo grado, lo
que constituye un claro exponente del riesgo cardiovascular que presentan

estos pacientes.
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