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ABREVIATURAS

AE: arteriosclerosis
Apo: apolipoproteina
ATPIII: Adult treatment panel I11
CCL11: eotaxina

CCR3: receptor de quimiocinas 3
c-HDL: colesterol HDL

c-LDL: colesterol LDL

cm: centimetros

CSF: factor estimulador de colonias
CT: colesterol total

CV: cardiovascular

c-VLDL: colesterol VLDL

DHA: 4cido docosahexaenoico (C22:6)
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ECV: enfermedad cardiovascular

EGF: factor de crecimiento epidérmico
EGFR: del

receptor factor de

crecimiento epidérmico
EPA: acido eicosapentaenoico (C20:5)
g: gramos

GIMc: grosor intima-medio carotideo

13

HDL.: lipoproteinas de alta densidad
HF: hipercolesterolemia familiar
HFC: hiperlipemia familiar combinada
HTA: hipertension arterial

IFN: interferon

IL: interleuquina

IL1R1: receptor de IL-1 tipo 1

IL1ra: antagonista del receptor de IL-1
IMC: indice de masa corporal

kg: kilogramos

LCT: triglicéridos de cadena larga
LDL: lipoproteinas de baja densidad
LDLR: receptor de LDL

LDLRAPI: proteina accesoria 1 del
LDLR

LPL: lipoproteinlipasa

LPP: lipemia postprandial

m: metros

mg: miligramos

MMP: metaloproteinasas de la matriz

MUFA: acidos grasos monoinsaturados



NF-«f: nuclear factor « f. SOG: sobrecarga oral grasa

OMS: organizacion mundial de la salud TG: triglicéridos

PA: presion arterial TGF:  factor  transformador  de

PCRas: proteina C reactiva de alta crecimiento

sensibilidad TNFa: factor de necrosis tisular a

PMN: polimorfonucleares VLDL: lipoproteinas de muy baja
densidad

PUFA: acidos grasos poliinsaturados

QM: quilomicrones
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INTRODUCCION

1. Arteriosclerosis y riesgo cardiovascular

“La enfermedad cardiovascular (ECV) es la causa mas importante de muerte en todo el
mundo; sigue en aumento y se ha convertido en una auténtica pandemia que no respeta
fronteras™. Esta declaracion de la OMS en 2009, no muy alejada de la alerta declarada
por su Comité Ejecutivo ya cuatro décadas antes (1969)(1), sigue aplicandose en la

actualidad, poniendo de relieve la magnitud de este reto sin resolver.

La ECV (coronaria o cerebrovascular) representa la principal causa de mortalidad
mundial y la principal causa de muerte prematura en Europa, tanto en hombres como en
mujeres(1,2). Ademds, la ECV genera una elevada morbilidad (p.ej. insuficiencia
cardiaca secundaria a isquemia coronaria o discapacidad neuroldgica tras ictus). Se
estima que en las proximas décadas la pérdida total de afios de vida ajustados por
discapacidad aumentara de 85 millones en 1990 a aproximadamente 150 millones en
2020 y, por tanto, continuara siendo la causa somatica mas importante de pérdida de
productividad (1). De hecho, las predicciones calculadas para 2030 se sitian en 23,6
millones de muertes a nivel global por patologias relacionadas con la ECV y sus

complicaciones(3).

La base patogénica de la ECV es la arteriosclerosis (AE), un trastorno cronico
multifactorial, de desarrollo insidioso y que frecuentemente presentara sintomas cuando
ya se encuentre en un estadio avanzado. La AE afecta a las arterias de mediano y gran
calibre(4), donde la formacién de la placa arteriosclerdtica condicionara un menor
diametro de la luz vascular y por tanto una region de isquemia y eventual necrosis en el

territorio dependiente de la misma.

Se han identificado diferentes factores de riesgo para el desarrollo de AE, tanto
modificables como no modificables. Estos ultimos incluyen la edad, el sexo y la
predisposicion genética (para dislipemia, hipertension, diabetes o inflamacidén
sistémica).(4) Sin embargo, sobre los primeros si se puede actuar, habiendo demostrado

beneficios en la prevencion de la ECV el control de los mismos. Entre ellos se incluyen
21



la hipertension, las alteraciones del metabolismo lipidico e hidrocarbonado, el
tabaquismo, los habitos alimentarios poco saludables como dietas ricas en grasas
saturadas y el sedentarismo e inactividad fisica. Ademas, la suma de varios de ellos

multiplica el riesgo de ECV de forma exponencial (5).

En Espafia la prevalencia de individuos con al menos dos factores de riesgo es superior
al 30%.(6) Sin embargo, la prevencion de la enfermedad cardiovascular resulta efectiva.
Mas del 50% de la reduccion de la mortalidad cardiovascular se relaciona con cambios
adecuados del estilo de vida y el 40%, con la administracién de tratamientos (1). Por
esta razon, las estrategias preventivas iran dirigidas tanto a poblacién general como,

sobre todo, a grupos de alto riesgo.

De los diferentes factores de riesgo conocidos, los niveles plasmaticos de colesterol
LDL (c-LDL) se han considerado de manera tradicional como el principal factor
condicionante de la estabilidad de la placa de ateroma (7). Por este motivo, las opciones
terapéuticas han ido dirigidas a disminuir los niveles de c-LDL. Sin embargo, muchos
sujetos con ECV establecida presentan niveles de c-LDL en rango de normalidad. Este
riesgo residual podria atribuirse por una parte a alteraciones en las fracciones de
lipoproteinas (LDL pequefias y densas, o contenido variable en colesterol y triglicéridos
de las lipoproteinas)(7). Por ello, es fundamental profundizar en el conocimiento de
nuevos factores de riesgo mas alla de los tradicionales en la etiologia de la AE, para asi
detectar de manera mas precisa a los individuos en riesgo, y por tanto aumentar el éxito
en la prevencion cardiovascular. Sobre todo, tendria gran interés en aquellos individuos
en los que los factores de riesgo clasicos infraestiman su verdadero riesgo
cardiovascular, catalogado como bajo-intermedio atendiendo a los factores de riesgo

tradicionales(8).
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2. Hipercolesterolemia primaria

El fenotipo de hipercolesterolemia grave incluye a todos los sujetos con niveles de c-
LDL superiores a 190 mg/dL, independientemente de la causa subyacente(9). En Espafia
se estima que hasta un 20% de los adultos de la poblacién general presentan
hipercolesterolemia, aunque las cifras pueden variar dependiendo de los criterios
utilizados(10). Segun series, las hiperlipemias primarias afectan entre un 5 y un 10% de
la poblacion general. Una proporcion importante de toda esta poblacion no esta tratada,
al igual que sucede con otras patologias de elevada prevalencia como la diabetes

mellitus o la hipertension arterial.

El término de “hipercolesterolemia familiar” (HF) se aplica a sujetos con una alteracién
monogénica en los genes que regulan los niveles de ¢-LDL, de herencia autosémica
dominante. Se caracterizan por presentar niveles muy elevados de c-LDL, con cifras de
TG normales, c-HDL disminuido y su riesgo de ECV precoz es de cinco a ocho veces
mayor que el de la poblacion general(11). Los pacientes con HF se clasifican en
homozigotos (en caso de presentar dos mutaciones idénticas), heterocigotos compuestos

(una mutacién distinta en cada alelo) o heterocigotos (un tnico alelo mutado)(9).

La HF es el resultado de defectos a nivel de la captacion hepatica y la degradacion del
c-LDL a través de su receptor. De las mutaciones conocidas como causantes de la HF
(ver tabla 1), mas del 90% se localizan en el gen del receptor de LDL (LDLR), con un
total de mas de 1600 mutaciones descritas hasta el momento(9,12). En los pacientes
homozigotos la via del LDLR no es funcional o presenta una menor actividad (del 2-
30%) lo que genera unos niveles de c-LDL entre 4 y 8 veces los niveles de normalidad
(>500 mg/dL); mientras que en los pacientes heterocigotos la pérdida de actividad del
receptor es de hasta el 50%, con niveles de c-LDL que duplican o triplican los valores
medios(9). Menos frecuentemente, las mutaciones se localizan en el gen que codifica
para la apolipoproteina B (componente mayoritario del c-LDL y ligando del LDLR) o
en el gen del PCSK9, implicado en la degradacion del LDLR(13,14).
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L. Defectos moleculares en la via del receptor de las LDL

a. Receptor de LDL: mutaciones con pérdida de sentido, sin sentido o inserciones o
delecciones que afectan a su funcion (>1600 mutaciones descritas hasta la fecha);

b. ApoB: mutaciones que afectan a la capacidad del ligando (codén 3500) para reconocer
el receptor de LDL

c. PCSK9: mutaciones con ganancia de funciéon que provocan una reduccion de los
receptores de LDL en la superficie celular

d. Proteina accesoria 1 del receptor de LDL (LDLRAPI): mutaciones que provocan un
cambio de localizacion del receptor de LDL en la membrana hepatocitaria (forma

hereditaria recesiva muy infrecuente)

11 Hipercolesterolemia poligénica

II1. Otras formas monogénicas, epigenéticas y no genéticas (todavia no descritas)

Tabla 1. Causas genéticas de los fenotipos de hipercolesterolemia familiar. Adaptada de: Sniderman
AD, Tsimikas S, Fazio S. The severe hypercholesterolemia phenotype: clinical diagnosis, management,

and emerging therapies. ] Am Coll Cardiol. 2014 ;63(19):1935-47(9).

La prevalencia de la HF en heterocigotos esta alrededor de 1/500 habitantes en la
mayoria de paises europeos(15), siendo mas de 12 millones los afectados a nivel
mundial(11), aunque este dato podria estar infraestimado, lo que supondria un grupo de
poblacion de riesgo no identificada y por tanto, no tratada. De los pacientes con HF
diagnosticada, se estima que menos de un 10% alcanza objetivos terapéuticos de c-

LDL(9).

El diagndstico clinico de HF se basa en 5 criterios mayores incluyendo antecedentes
familiares o personales de ECV precoz, niveles elevados de c-LDL, xantomas
tendinosos y arco corneal(9), descartando previamente causas secundarias de
hipercolesterolemia (hipotiroidismo, sindrome nefrotico y/o enfermedad hepatica).
Alrededor de 2/3 de los pacientes se acufian con el término de “posible HF” en base a
criterios clinicos(16). De ellos, hasta en el 60% no se identifica ninguna de las 3
mutaciones descritas anteriormente (14), lo que indica que deben haber otros genes o

factores epigenéticos que den lugar a este fenotipo.
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Sin embargo, el fenotipo de hipercolesterolemia primaria comprende también otras
entidades ademas de la HF. Una de estas es el defecto familiar en la apolipoproteina B-
100 (ApoB-100), una alteracién autosomica dominante del gen que codifica dicha
apoproteina(17). Este defecto supone una alteracion en la union de la ApoB-100 al
LDLR, y por tanto se dificulta el transporte intracelular de esta particula lipoproteica. Se
caracteriza por valores elevados de c-LDL y una expresion clinica equiparable a la de la
HF(18), si bien en los casos debidos a mutaciones en la ApoB la concentracion de c-
LDL es discretamente menor que en los causados por alteraciones a nivel del LDLR.
Esta diferencia puede explicarse porque un porcentaje de las LDL presentan la
apolipoproteina E en superficie, que también puede servir de ligando para el receptor de

LDL(19).

Dentro del conjunto de la hipercolesterolemia primaria, otra patologia a tener en cuenta
es la hiperlipemia familiar combinada (HFC), la forma mas comun de las dislipemias de
origen genético(17). Su prevalencia se estima entre un 1-2% en la poblacién
general(20), lo que significa que entre 500000 y 900000 personas en Espafia pueden
presentar esta enfermedad (21). Es un trastorno oligogénico, de bases genéticas
heterogéneas y de herencia autosomica dominante con elevada penetrancia(22). La
prevalencia de HFC alcanza hasta el 20% en los sujetos con ECV prematura(23),
alcanzando un 38% en los supervivientes a un infarto de miocardio antes de los 40
afios(24). La HFC se asocia frecuentemente con otras alteraciones metabdlicas, como
hipertension arterial, resistencia a insulina o diabetes mellitus, obesidad, esteatosis

hepatica y sindrome metabolico(21).

Los pacientes con HFC pueden presentar concentraciones de colesterol y triglicéridos
variables, pudiendo alternar patrones de hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
dislipemia mixta o incluso concentraciones lipidicas normales. Esta versatilidad en el
fenotipo lipidico se produce tanto en un mismo individuo a lo largo del tiempo como
entre diferentes individuos con HFC (incluso siendo familiares de primer grado)(17).
Sin embargo, a pesar de poder presentar niveles lipidicos dentro de la normalidad en
algin momento, esto no implica la normalizacion del riesgo cardiovascular, ya que
hasta en un 65% de los casos coexiste un diagndstico de sindrome metabolico (en base a

los criterios del ATP-IIT)(19).
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Entre los criterios diagnosticos de HFC es imprescindible la ausencia de xantomas, si
bien podrian presentar arco corneal y xantelasmas. Suelen observarse concentraciones
elevadas de ApoB (>120 mg/dL) y disminuidas de c-HDL (<40 mg/dL)(25). El ascenso
de c-LDL y/o TG suele ser moderado, pero pueden alcanzar niveles mucho mayores si
se combinan con otras causas de dislipemia. Ademas, se ha visto que en muchos casos
de HFC predominan las LDL pequefias y densas, pobres en colesterol y con una tasa
elevada de ApoB/colesterol. Estas LDL son, a su vez, un factor de riesgo independiente
de ECV y constituyen una de las principales razones de la importante carga aterogénica
de esta patologia(26). Los criterios diagndsticos de HFC siguen siendo motivo de
controversia debido a su heterogeneidad y a la falta de hallazgos genéticos, clinicos o
bioquimicos especificos. Aunque se ha intentado establecer el valor de ApoB como
criterio diagnoéstico de HFC, su determinacion no esta estandarizada y ademas no
siempre esta disponible. Actualmente, se considera necesario el estudio de los
antecedentes lipidicos y de ECV en los familiares asi como descartar otras causas de
hiperlipidemia(21). Frecuentemente la HFC puede solaparse con el sindrome
metabodlico, aunque la HFC se distinguira de este por su cardcter fundamentalmente
hereditario, niveles de c-LDL y ApoB elevados, fenotipo variable y mayor riesgo de

ECV(27).

Finalmente, una proporcion de las hipercolesterolemias diagnosticadas clinicamente,
con familiares de primer grado afectados, pero sin estigmas clinicos ni mutacion
identificada, podrian tener un origen poligénico(15). Se observan cifras de c-LDL
superiores a 190 mg/dL, resultado de la interaccion de multiples genes con el
ambiente(17). En este grupo de pacientes, el despistaje familiar seria menos efectivo, ya
que afectaria a menos del 50% de los familiares esperados para una alteracion

monogénica.
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Incluso en pacientes con HF con una mutacion causal identificada, podria haber una
contribucidn adicional poligénica que explicase niveles muy elevados de c-LDL(15). En
base a estas observaciones, Talmud et al. proponen el diagnéstico clinico de
“hipercolesterolemia poligénica” para todos aquellos pacientes con fenotipo de HF pero
sin mutacion definida. Este diagnostico no afecta a los algoritmos terapéuticos, ya que
el riesgo de ECV viene determinado por la exposicion a lo largo de la vida a valores
elevados de colesterol y no por el genotipo causante; pero si influenciaria el despistaje

familiar(15).

3. Inflamacion sistémica y arteriosclerosis

Las primeras investigaciones acerca de las causas subyacentes en la AE se remontan a
tres siglos atras. En 1793, Edward Jenner describié el endurecimiento y la calcificacion
vascular(28). Poco después, en 1856, Rudolph Virchow sugirié que la AE se trataba de
una condicién inflamatoria. Sin embargo, durante mas de cien afios esta hipotesis fue
olvidada. Hasta mitad de los afios ochenta del siglo pasado no se reconocid la merecida
importancia del sistema inmune y los procesos inflamatorios en el proceso de

aterogénesis y progresion de la AE (2).

Desde un punto de vista fisiopatologico, cada estadio de la AE (desde la fase inicial,
crecimiento hasta la complicacion de la placa) es una respuesta inflamatoria a estimulos
nocivos (como hiperlipemia, tabaco, hipertension arterial, hiperglucemia...)(29). La
inflamacidn de la pared vascular es un componente critico de la AE y acarrea cambios
patoldgicos como edema, dilatacion de los vasa vasorum e infiltracion y proliferacion
de células inmunes(30). Entre las diferentes estirpes celulares que se alteran en los
pacientes con AE, las células mononucleares (incluyendo tanto linfocitos como

monocitos) son las implicadas con mayor frecuencia(7).

La infiltraciéon por leucocitos PMN es caracteristica en la inflamacion arterial
crénica.(31) Modelos animales confirman que los PMN circulantes son reclutados en
las lesiones ateroscleroticas, mientras que una deplecion de PMN se asocia con una

reduccién en la formacion de la placa(32). En este sentido, el recuento de PMN
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circulantes se ha propuesto como un factor predictor independiente, tanto de mortalidad
cardiovascular, como de mortalidad por todas las causas en pacientes con AE

carotidea(33).

Los componentes basicos del proceso inflamatorio pueden resumirse en cuatro niveles

funcionales(2):

1. Inductores: como la tensidon tangencial endotelial/intravascular o factores

bioquimicos, p. e¢j. LDL

2. Receptores: sobretodo del tipo “scavenger”, mediando la captacién de las LDL
modificadas por los macrofagos, que a su vez se transforman en células

espumosas.

3. Transduccién de la seflal: donde se involucran diversos tipos de kinasas y

factores de transcripcion.

4. Efectores de la inflamacion: incluyendo tanto resolucion del proceso
inflamatorio como dafio tisular o activacidon de una respuesta inmune. Muchas

citoquinas han sido propuestas como efectores importantes en la patogénesis.

Estos cuatro niveles a su vez son regulados por diversos amplificadores (como

citoquinas y quimiocinas) que modulan cada paso y generan un sutil equilibrio.

Como se ha comentado previamente, la AE es el resultado de un proceso inflamatorio
crénico de la pared arterial, en cuya patogénesis intervienen lipoproteinas modificadas,
la formacion de productos de peroxidacion lipidica con accion proinflamatoria y la

respuesta inmune del huésped(34).

La AE se inicia con la secrecion de moléculas de adhesidon y quimiotaxis leucocitarias
en respuesta a diferentes estimulos, facilitando la unién de los monocitos a las células
endoteliales y su migracion al espacio subintimal(35). Posteriormente, estos monocitos
se transformardn en macrofagos al cargarse de lipoproteinas, iniciando asi la estria
grasa. Si los estimulos nocivos se mantienen, se perpetuara la atraccion y el acimulo de
macréfagos, células mastoides y linfocitos T activados, creciendo asi la lesion

aterosclerdtica(35).
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La importancia del sistema inmune en el desarrollo de la arteriosclerosis reside en que
estructuras enddgenas modificadas (en particular LDL oxidadas) con productos de
peroxidacidn lipidica se comportan como neoantigenos que seran reconocidos tanto por
el sistema inmune innato, tras la activacion de células vasculares y
monocitos/macrofagos, como por el sistema inmune adquirido, contra los potenciales
antigenos presentados a los linfocitos T por las células presentadoras de antigenos,
desencadenando, en ambos casos, una respuesta inflamatoria(36,37). Ademads, las
células vasculares, endoteliales y musculares lisas participan en el desarrollo de la
enfermedad mediante reclutamiento leucocitario y remodelado vascular, asi como
perpetuando un estado inflamatorio a través de la liberacion de citoquinas y

quimiocinas(37).

Las citoquinas son proteinas mediadoras de bajo peso molecular, producidas sobre todo
por linfocitos y macréfagos (aunque también pueden secretarse en otros tejidos) que
actian en las inmediaciones de donde son liberadas, generalmente en drganos linfoides
o tejidos inflamados (37). Estan implicadas en numerosos procesos fisioldgicos,
regulando diversas funciones celulares (comunicacion intercelular, activacion de
receptores  especificos, proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis,
crecimiento...) asi como regulando la respuesta inflamatoria e inmune. Bajo la
denominacion de “citoquinas” se engloba un grupo muy diverso de mas de cien factores
conocidos en la actualidad, que a su vez se dividen en interleuquinas (IL), factores de
necrosis tumoral (TNF), interferones (IFN), factores estimuladores de colonias (CSF),
factores transformadores de crecimiento (TGF) y quimiocinas (citoquinas

quimiotacticas).

La importancia de las citoquinas en la arteriosclerosis reside en que todas las células
implicadas en el desarrollo de la placa de ateroma son capaces de producir y responder a
citoquinas. Como puede verse en la figura 1, las citoquinas son mediadoras tanto de la
inmunidad innata como adquirida. Tienen un papel dual en la AE ya que van a ser
responsables de efectos tanto pro- como antiinflamatorios, interviniendo en cada estadio
de la enfermedad(3). La respuesta de los linfocitos Thl promueve el desarrollo y

progresion de la enfermedad mediante la secrecién de citoquinas proinflamatorias,
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agravando la AE(38). Las citoquinas antiinflamatorias y relacionadas con células T
reguladoras, por el contrario, tienen actividad antiaterogénica. El balance entre unas y

otras sera decisivo en el desarrollo de la lesion aterosclerdtica (39).
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Figura 1: Citoquinas implicadas en la AE, su origen celular y su destino. Tomada de: Kleemann R,
Zadelaar S, Kooistra T. Cytokines and atherosclerosis: a comprehensive review of studies in mice.

Cardiovasc Res. 2008;79(3):360-76.(39)

La produccién de las citoquinas es autoinducible a través de sefiales autocrinas y
paracrinas, lo que mantiene el estado inflamatorio(3). Ademas, en los estadios iniciales
de la AE, las citoquinas pueden alterar la funcién endotelial (37). A su vez, estimulan el
reclutamiento, adherencia y migracion de linfocitos y monocitos en la pared vascular
inflamada. Una vez ya alcanzada la intima, los leucocitos estdn permanentemente
activados por citoquinas generadas a nivel local, que a su vez aceleran la transformacion
de macrofagos en células espumosas. En un estadio mas avanzado de la enfermedad las

citoquinas proinflamatorias desestabilizan la placa de AE promoviendo la apoptosis
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celular y la degradacion de la matriz (37). En la figura 2 se resumen sus efectos sobre el

desarrollo y progresion de la placa de AE.
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Figura 2: Efectos de las citoquinas sobre el desarrollo y progresion de la placa de AE. Tomada de:
Ait-Oufella H, Taleb S, Mallat Z, Tedgui A. Recent Advances on the Role of Cytokines in
Atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011;31(5):969-79(37)

Dentro de las citoquinas, destacan por su papel en la AE las siguientes IL. La familia de
las IL-1 engloba 11 proteinas que comparten secuencias homdlogas y entre las que se
incluyen la IL-1a, IL-1P y el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra) entre otras (37).
Su secrecion en la pared arterial procede fundamentalmente de monocitos y macréfagos,
aunque también las células endoteliales y musculares lisas intervienen. Tanto la IL-1a
como la IL-1p tienen efecto agonista a través del receptor de IL-1 (ILIR1). Este efecto
sera contrarrestado por el IL-1ra, un homdlogo estructural que no conlleva respuesta
celular al unirse al receptor, actuando como un inhibidor natural de IL-1 y regulando de
manera estrecha este sistema. El receptor de IL-1 tipo II es un receptor de membrana

celular que no conlleva transduccion de sefial(40).

Los efectos descritos hasta el momento se implican en el desarrollo temprano y la
composicion de la placa de AE. Sin embargo, la presencia de IL-1a y de IL-1B en la
placa de AE conlleva la expresion de moléculas de adhesion endotelial y la activacion
de macrofagos y células vasculares, por lo que este grupo de IL ha sido catalogado

como proaterogénicas(41). E1 ILIR1 se ubica sobre todo en células endoteliales e

31



inmunes. Su ligando, la IL-1p, activa una cascada que implica otras citoquinas, factores
de crecimiento y moléculas de adhesion(42). Los megacariocitos responderan a esta IL-
1B con un aumento de la produccion plaquetar, y secretando también, a su vez, mas IL-
1B que estimulara la megacariopoyesis(43,44). La IL-1 actiia también activando una
cascada de factores procoagulantes, interrelacionando asi coagulacién e inflamacion
(45). Asimismo, la IL-1 contribuye al desarrollo del dafio vascular, tanto estimulando la
proliferaciéon y diferenciacién celular, como liberando enzimas que degradan la
matriz(39). Aunque la IL-1p ha sido la mas estudiada hasta el momento, estudios
recientes sugieren que la IL-1a puede ser inducida de modo selectivo sin incrementar la

secrecion de IL-1p, implicando a los 4cidos grasos insaturados en este efecto(46).

Otra citoquina considerada como proinflamatoria es la IL-2, que es producida de
manera principal por linfocitos Th1(39). Es una de las citoquinas mas estudiadas (47).
Es un factor de crecimiento eficaz para las células inmunes, incluyendo linfocitos T y
natural killers. A nivel clinico, la IL-2 se ha usado como terapia antitumoral en
carcinomas renales y melanomas asi como antirretroviral en VIH(47). Estudios en
ratones con deplecion de IL-2 o de sus receptores han objetivado un desarrollo normal
de los linfocitos T, pero con enfermedades linfoproliferativas(48). Estos resultados se
han interpretado como una funcion esencial de la IL-2 en el control de autotolerancia.
Asi pues, dada esta funcion de inmunotolerancia, algunos autores sostienen que es
todavia precipitado atribuir un efecto proaterogénico a la IL-2 sin datos sélidos de su

funcion y caracteristicas en la placa de ateroma(49).

La IL-5 es una citoquina pleiotrdpica producida primordialmente por los linfocitos Th2
y las células mastoides. Constituye un factor de diferenciacion y maduracion
eosinofilico(50). La IL-5 se ha descrito en lesiones ateroscleréticas en humanos y
modelos animales, aunque su expresion es muy irregular. También los infiltrados
eosinofilicos se describen de manera infrecuente en las lesiones arteriosclerética (51).
Sin embargo, la expresion de la IL-5 en las lesiones ateriosclerdticas no es indispensable

para el desarrollo de las funciones inmunoreguladoras que atafien a la aterogénesis (52).
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Por otro lado, la respuesta Th2 asociada a una secrecion destacada de IL-5 tiene un

efecto ateroprotector.

La IL-5 también induce la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B,
especialmente B1, que expresan de manera inherente el receptor para IL-5(50,52) y son
la mayor fuente de produccion de anticuerpos IgM. De este modo la IL-5 es un nexo
entre la inmunidad innata y adquirida, con una funcién ateroprotectora(52). Los niveles
de IL-5 se correlacionan por tanto con los titulos de anticuerpos contra LDL oxidadas
(53). Asimismo, también se ha visto una relacion inversamente proporcional entre los
niveles de IL-5 y la presencia de arteriosclerosis subclinica a nivel carotideo,
independientemente del resto de factores de riesgo cardiovascular, aunque Unicamente
en el caso de calcularse en la bifurcacion arterial (53). Este dato sugeriria que la funciéon
ateroprotectora de IL-5 es particularmente relevante en las regiones con alteracion del
flujo vascular, mas susceptibles a la formacién de lesiones(53). Sin embargo, los datos
al respecto de esta relacion entre IL-5 y GIMc no han sido confirmados en estudios

posteriores, donde no se ha podido establecer ninguna asociacidon entre ambos(54).

La IL-8 es una citoquina quimiotactica (o quimiocina), también conocida como CXCLS,
producida por varias estirpes celulares en respuesta a IL-1, factor de necrosis tumoral o
endotoxina(45). Se ha descrito que los niveles elevados de IL-8 (junto a otras
quimiocinas) preceden a la ECV(55). Sin embargo, sigue en discusion si esta
asociacion es independiente de otros factores de riesgo cardiovascular ya conocidos,
siendo el principal factor de confusién la edad(56). La IL-8 tiene una actividad
proaterogénica establecida, y podria estar implicada, al menos en parte, en la adhesion
de los PMN a la pared de pequefios vasos asi como en la migracion transendotelial(57).
Tiene una funcién relevante sobre los PMN, abarcando quimiotaxis, degranulacion y
migracion de los mismos(45). Las células espumosas derivadas de macréfagos tienen
elevadas concentraciones de IL-8 (58,59). Ademas, se ha descrito que sujetos
aparentemente sanos con niveles séricos de IL-8 en el cuartil mas elevado presentan

mayor riesgo de eventos coronarios comparados a los sujetos en el cuartil inferior (60).
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La IL-13 se produce de manera exclusiva por células hematopoyéticas, incluyendo
linfocitos Th2 activados y los recientemente descritos nuocitos(61). La IL-13 comparte
receptor y via de sefializacion con la IL-4, pero sus funciones en el proceso de AE son
diferentes ya que a su vez pueden actuar sobre vias alternativas exclusivas. Estudios
recientes han demostrado que la IL-13 modula las lesiones arteriosclerdticas ya
establecidas, induciendo una composicion de la placa mas estable, con mayor contenido
de coldgeno y limitando la concentracién de macroéfagos intralesionales (62,63).
También se ha relacionado la IL-13 con el reclutamiento de eosinéfilos y la hiperplasia

de células caliciformes, determinantes para la produccion mucosa(64).

En un estudio con sujetos con dolor toracico atipico y riesgo bajo-intermedio de
enfermedad coronaria arterial, niveles plasmaticos elevados de IL-6 y disminuidos de

IL-8 y IL-13 fueron predictivos para calcificacion coronaria(65).

Los linfocitos Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-9 y IL-13 ademas de ayudar a los linfocitos B
con la produccion de anticuerpos. Su papel en el desarrollo de la AE es controvertido,
ya que raramente se describen en las lesiones AE, pero sin embargo si se promueve su
induccién en un contexto de hiperlipidemia severa. Es probable que su funcion dependa

del estadio y la localizacion de la lesion, asi como del modelo experimental(37)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es, como su nombre indica, un factor de
crecimiento presente también en la placa de aterosclerosis que se ha relacionado con la
vulnerabilidad de la misma. A través de su receptor (EGFR) induce la secrecion y
accion de metaloproteinasas de la matriz (MMP), MMP-1 y MMP-9, encargadas de
disminuir el colageno intersticial, lo que se traduce en mayor inestabilidad de la
placa(66). A modo de resumen, la figura 3 presenta de manera esquematica los

principales marcadores de inflamacion implicados en la AE carotidea.

En las fases iniciales de la formacién ateromatosa, las placas crecen en direccion
contraria a los vasos, que van a intentar aumentar su diametro. Cuando una placa cubre

mas del 40% de la capa intima del vaso, se considera que el canal arterial esta

34



ocupado(67). Las placas de AE tienen predileccion por curvaturas pronunciadas,
regiones estrechas y bifurcaciones donde el flujo sanguineo es mas turbulento(68). La
progresion de la placa de AE crea un obstaculo restrictivo al flujo sanguineo y un estado
de hipoxia intraplaca, lo que a su vez contribuye a la inflamacion local y estimula la
neovascularizacion local. La presencia de neovasos en las lesiones aterosclerdticas no
solo perpetia el crecimiento de la placa sino que también contribuye a su

vulnerabilidad(69).
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Figura 3: Resumen de los principales marcadores implicados en los diferentes estadios y
manifestaciones de la AE carotidea. Tomada de: Ammirati E, Moroni F, Norata GD, Magnoni M,
Camici PG. Markers of Inflammation Associated with Plaque Progression and Instability in Patients with
Carotid Atherosclerosis. Mediators Inflamm 2015. Available from:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4415469/(7)
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En conclusién, la inflamacion estd presente en todo el proceso de la AE. Por este
motivo, es necesario identificar marcadores inflamatorios especificos para la
enfermedad vascular que puedan ser usados con alta sensibilidad y especificidad para
detectar y cuantificar la severidad de la enfermedad aterosclerdtica, especialmente en
prevencion primaria (70). Los marcadores propuestos hasta el momento han sido usados
para la estratificacion del riesgo en pacientes con AE, pero no se han aplicado a
despistaje de pacientes asintomadticos ni para prediccién de eventos cardiovasculares
primarios. Esto podria explicarse por la falta de especificidad de origen vascular de
algunos marcadores (como la proteina C reactiva y fibrindgeno). También podria
deberse al hecho de que un tnico marcador podria no ser suficiente para establecer un
diagnoéstico preciso, dada la heterogeneidad de la poblacion en riesgo, por lo que
podrian proponerse algoritmos con combinaciones de marcadores(70). Por tanto, ya que
las citoquinas juegan un papel clave en todas estas fases, podrian ser objetivos

potenciales de estrategias terapéuticas y de prevencion precoz.

4. Eotaxina

La eotaxina, también conocida como CCLI11, es una citoquina producida por varios
tipos celulares. Es un potente factor quimiotactico y de activacion de eosindfilos(71).
Actualmente, los estudios que evaluan la relacién de la eotaxina con la AE muestran
resultados controvertidos(72,73), ya que si bien en las lesiones arterioscleroticas se

identifican diversas estirpes celulares, los eosinofilos son una variedad infrecuente.

La eotaxina induce una respuesta Thl-like, ejerciendo su efecto a través del receptor de
quimiocinas-3 (CCR3). Dado que este receptor se expresa en varios tipos celulares,

todas ellas podran responder a la eotaxina por via autocrina y paracrina(74).

Esta claramente demostrado que la eotaxina participa en la cascada inflamatoria, siendo
evidente la relacién entre concentraciones séricas de eotaxina y otras citoquinas
(incluyendo TNFa, IL-6 e IL-1p). Todas ellas actuaran sobre diferentes linajes celulares,
que a su vez se encargaran de la secrecion de mediadores inflamatorios, creando una

compleja red de interacciones que conducen a un estado inflamatorio(75).
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Haley et al. estudiaron la composicion de la placa de ateroma y encontraron que los
eosindfilos no solian estar presentes en ella. Sin embargo, si vieron concentraciones
elevadas de eotaxina, no presentes en sujetos no afectados. Se postuld por tanto que la
eotaxina contribuiria al reclutamiento y activacion de células inflamatorias en la placa
de ateroma(72). De hecho, la eotaxina se expresaba de manera predominante en las
células musculares lisas, especialmente en aquellas mas alejadas de la luz vascular, por
lo que unicamente la expresarian las células activadas(72). Cabe recordar que las células
musculares lisas son el principal componente celular de la pared arterial, por lo que la
regulacion de su proliferacion y respuesta a estimulos proinflamatorios son claves en la
patogénesis de la AE. Estas células musculares poseen receptores funcionales para
quimiocinas, y a través de su “activacion” modifican su fenotipo predominantemente

contractil a otro secretor(76).

La eotaxina también se ha relacionado con otras estirpes celulares, como las células
endoteliales. Estudios recientes han estudiado el efecto de la delecion del gen de la
tenascina en ratones ApoE-/-, objetivando un aumento de eotaxina plasmatica que se
correlaciona con una mayor extension de la AE en los genotipos estudiados(74). Esto
sugiere la contribucién de las células endoteliales en la secrecidon de eotaxina; siendo a
su vez diana autocrina y activando asi la expresion de otras moléculas de adhesion(74).
Otros autores han observado una asociacién entre los niveles de eotaxina y la
enfermedad coronaria clinicamente significativa(77). Por el contrario, estudios
posteriores no han encontrado ninguna asociacion entre la eotaxina y la AE, como es el

caso del Dallas Heart Study que incluyé mayor tamafo y variedad muestral(73).

Por otro lado, la administracion en vivo de eotaxina induce un aumento del numero de
progenitores mieloides en la médula dsea, virando la diferenciacion de células
hematopoyéticas en la médula 0sea hacia la linea mieloide(78). Por ello, en la placa de
ateroma, es posible que la funcién de la eotaxina vaya mas alla del reclutamiento y
activacion de eosinofilos, pudiendo asimismo modular la funcién de los macrofagos y

células mastoides (donde se expresa también su receptor)(72).

Esta discordancia de resultados refuerza la necesidad de profundizar los estudios para

una mejor comprension del rol de la eotaxina en la fisiopatologia de la AE.
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5. Lipemia postprandial

La lipemia postprandial (LPP) empez6 a estudiarse en los afios 50, siendo descrita por
primera vez en 1979 por Zilversmit, quien ya sefialé un vinculo entre LPP y AE(79).
Actualmente se ha reconocido la influencia de la LPP como un factor predictor de

riesgo de ECV(80) e incluso se ha descrito la ECV como un fenémeno postprandial(81).

La LPP hace referencia al aumento plasmatico de lipoproteinas ricas en TG tras una
ingesta. Se caracteriza por un incremento de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL), que se transforman en lipoproteinas de baja densidad (LDL) y se depositan en
la pared arterial; un descenso del niimero y funcion de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y la produccion de LDL pequefias y densas. Este perfil lipidico desfavorable
incrementa el riesgo de ECV(82). La magnitud de la LPP estarad determinada pues por

el grado de secrecion y aclaramiento de dichas lipoproteinas ricas en TG(83).

El término de “ayunas” se restringe al estado que se produce tras un minimo de 8 horas
desde la ultima ingesta y por tanto, de manera general, serd inicamente tras el descanso
nocturno(84). La LPP es una respuesta fisiologica tras ingestas con contenido graso
superior a 30 g, con un ascenso paralelo dosis-dependiente en los niveles plasmaticos de
TG hasta aproximadamente 80g de grasa(85). Dado que el contenido medio de una
comida occidental comprende entre 20-40 g de grasa y se realizan 3-5 ingestas/dia, la
poblacion occidental llega a presentar un estado de LPP durante 18 horas/dia. Una unica
comida grasa provoca cambios en las caracteristicas de las lipoproteinas ricas en TG, en

su tamafio, nimero y composicion(86).

La proporcién y duracion de estos cambios postprandiales es multifactorial y con una
respuesta muy variable. Generalmente serd mas prolongada en varones, a mayor edad,
dietas ricas en carbohidratos, fumadores, obesidad y sedentarismo(87); incluyendo la

composicion de acidos grasos ingeridos(88).

En sujetos sanos, el pico de LPP suele alcanzarse entre la tercera y la cuarta hora tras la
ingesta grasa, retornando al punto inicial entre la sexta y la octava hora(87). Si la
ingesta es rica en acidos grasos saturados, alcanza un pico mas tardio que la ingesta de

acidos grasos insaturados, y al mismo tiempo, un retorno mas lento a los niveles de TG
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en ayunas. Esto sugiere la persistencia de lipoproteinas ricas en TG o sus remanentes en
el periodo postprandial tardio, lo que se ha relacionado con progresion de la AE(89).
Debido a su tamafio, la mayoria de estos remanentes no atraviesan de manera tan
eficiente la barrera endotelial como las LDL. Sin embargo, dado que su contenido en

colesterol es muy superior, pueden conducir a un proceso acelerado de AE y ECV(90).

Aunque la mayor parte de los TG incluidos en las lipoproteinas se localizan en el core,
se piensa que algunos de estos TG estan expuestos en la superficie. Las lipoproteinas
ricas en TG tanto endogenas (VLDL) como exodgenas (quilomicrones) comparten la
misma via metabdlica, como la unién a la lipoprotein lipasa (LPL) del endotelio para la
hidrdlisis en acidos grasos y glicerol. Los quilomicrones son retirados de la circulacion
mas rapidamente que las VLDL, posiblemente debido al mayor tamafio de los primeros
(y por tanto mayor contenido en TG por particula), con lo que la interaccion de la LPL
con la lipoproteina ocurre a una menor ratio LPL/TG(82). En fase postprandial hay una
competicion a nivel de la LPL ya que su disponibilidad es limitada, lo que justifica un
cumulo de las lipoproteinas ricas en TG(81). La LPL se sintetiza en el musculo
(cardiaco y esquelético) y en tejido adiposo y es regulada por la actividad fisica. En caso
una disminuciéon de la LPL procedente del musculo esquelético, o de inactividad
forzada, se produce un viraje a oxidacion de la glucosa, redistribucion de los TG en
corazon e higado, aumento de la concentracion tisular de lipidos e
insulinresistencia(91). Todos aquellos factores que disminuyan la accion de la LPL

conllevaran una hipertrigliceridemia(82).

En la practica clinica, se usan los niveles de TG en ayunas como un reflejo de la LPP ya
que existe una estrecha relacion entre ambos(92). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que las concentraciones de TG en ayunas son mas bajas y probablemente
menos variables que su medida en situacion postprandial. Ademas, los niveles de TG en
ayunas infraestiman el riesgo cardiovascular al ajustarse por otros factores de riesgo, no
existiendo esta limitacion en la LPP(93). La disponibilidad de la LPL sera todavia mas
restringida si existia hipertrigliceridemia en ayunas previamente(81). Se han
identificado otros factores independientes determinantes de la LPP como el perimetro

abdominal(94).
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Como muestra la figura 4, la adhesién de monocitos (y no de PMN ni linfocitos) a un
endotelio arterial morfolégicamente normal es tipico de AE inducida por cambios
dietéticos en animales(95). Los mecanismos aterogénicos del perfil lipidico postprandial
se dividen en efectos directos mediados por lipoproteinas y efectos indirectos inducidos
por un estado inflamatorio(89). El incremento de TG postprandiales se ha relacionado
con un aumento en la expresion de marcadores de activacién leucocitaria(89,96),
formacion de radicales libres, disfuncién endotelial y formaciéon de células

espumosas(97).

Intravascular lumen

Activation

Remnants

Upregulation of
adhesion molecules

Extracellular
matrices/
proteoglycans

Subendothelial space

Figura 4: Inicio de AE por los remanentes de lipoproteinas: entrada de los remanentes al espacio
endotelial por vias no especificas de transcitosis y captacion por macréfagos; union de monocitos a
los remanentes intravasculares y activaciéon de los monocitos con la consecuente expresion de
moléculas de adhesion y migracién monocitaria al subendotelio. Tomada de: Klop B, Proctor SD,
Mamo JC, Botham KM, Castro Cabezas M. Understanding Postprandial Inflammation and Its
Relationship to Lifestyle Behaviour and Metabolic Diseases. Int J Vasc Med 2012. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3179890/(86).
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Estudios con grandes muestras poblacionales (p.ej. Women’s Health Study y
Copenhagen City Heart Study) han demostrado la relacion entre TG postprandiales y
riesgo de ECV. La LPP se considera un excelente marcador de riesgo de enfermedad
arterial coronaria, enfermedad vascular periférica y enfermedad cerebrovascular(84,98).
En este sentido, niveles de TG postprandiales de 5 mmol/L vs 1 mmol/L marcarian un
riesgo aumentado entre 17 y 5 veces de infarto de miocardio; entre 5 y 3 veces de ictus

isquémico; y entre 4 y 2 veces de muerte prematura en la poblacion general(84,98).

Hay suficiente evidencia epidemiologica de una asociacidén entre contenido en acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) y monoinsaturados (MUFA) en la dieta y proteccion
cardiovascular, con una menor incidencia de AE. Sin embargo, los resultados son
distintos segun las series estudiadas, por lo que el efecto de los PUFA o MUFA sobre
moléculas inflamatorias indicadoras de ECV sigue siendo no concluyente, sin poder
hacer recomendaciones especificas de dosis ni duracion de la suplementacién a este

respecto por el momento(99).

Como se aprecia en la figura 5, las frutas ricas en polifenoles, el aceite de oliva virgen,
los carotenoides y el ejercicio fisico son algunos de los factores que disminuyen la
inflamacién postprandial(96,100). Desde el punto de vista farmacologico, los fibratos y
las estatinas , ademas de mejorar el perfil lipidico, también reducen dicho estado

inflamatorio postprandial(96).
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Figura 5: Influencia de enfermedades metaboélicas y factores del estilo de vida en la LPP (los
factores en color verde reducen la LPP mientras que los de color rojo son agravantes). Tomada de:
Klop B, Proctor SD, Mamo JC, Botham KM, Castro Cabezas M. Understanding Postprandial
Inflammation and Its Relationship to Lifestyle Behaviour and Metabolic Diseases. Int J Vasc Med

2012/(86)

5.1 Métodos

Nuestro grupo de trabajo ha realizado diversos estudios sobre LPP en sujetos con
hiperlipemia familiar combinada, hipercolesterolemia familiar, obesidad y diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). No obstante, los conocimientos actuales sobre LPP son todavia

incompletos.

Los principales métodos disponibles en la actualidad para la evaluacién de la LPP son

dos: determinacion de TG en sangre capilar y sobrecarga oral grasa (SOG).

Se han realizado desayunos y comidas de prueba en varias ocasiones con el objetivo de
determinar LPP, grado de inflamacion y oxidacion tras la ingesta. A pesar de ello,

diferencias metodoldgicas han impedido establecer conclusiones definitivas.
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Los valores de TG sin ayunas pueden medirse en cualquier momento dentro de las 8
horas que siguen a cualquier ingesta; mientras que los niveles de TG postprandiales se
evaltian en un punto temporal determinado dentro de este periodo de tiempo tras un test
de tolerancia grasa estandarizado(98). La SOG presenta la ventaja respecto a estos
métodos al evitar otros factores de confusidon, permitiendo determinar marcadores
plasmaticos y celulares relacionados con la LPP, en relacion con la ingesta de grasa sin

interferir otros componentes dietéticos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La AE es el resultado de un proceso inflamatorio crénico de la pared arterial en cuya
patogénesis intervienen numerosas células y mediadores histoquimicos que inician,

perpetiian y complican la placa de ateroma.

La inflamacion esta presente en todo el proceso aterosclerdtico, iniciandose con la
secrecion de moléculas de adhesion y quimiotaxis leucocitarias en respuesta a diferentes
estimulos. Como ya se ha comentado en la introduccion, todas las células implicadas en
el desarrollo de la placa de ateroma tienen la propiedad de producir y responder a
citoquinas. A su vez, estas proteinas regulan diferentes funciones celulares y pueden

tener efectos antagdnicos (pro o antiinflamatorios).

Por otra parte, la LPP podria constituir un factor de riesgo mas para ECV. Sus
mecanismos aterogénicos podrian ser a través de efectos directos mediados por
lipoproteinas o bien induciendo la secrecion de citoquinas proinflamatorias relacionadas
con el desarrollo de la AE en fase postprandial. En este sentido, el tipo de grasa ingerida
podria tener relacion con la alteracion de la funcion endotelial. La ingesta de acidos
grasos saturados se ha relacionado con la persistencia de lipoproteinas ricas en TG o sus
remanentes en el periodo postprandial tardio, y por tanto con la progresion de la AE. En
cambio, parece haber evidencias de que las grasas insaturadas serian un factor

beneficioso, aunque los datos no son concluyentes por el momento.

Aunque ya se han realizado estudios para conocer la respuesta postprandial en pacientes
con hipercolesterolemia, los conocimientos actuales en cuanto a marcadores de

inflamacion continuan siendo limitados.

En base a esto nuestra hipotesis de trabajo es:

En un modelo de alto riesgo cardiovascular como la hipercolesterolemia primaria, la

SOG conllevara la activacién de marcadores de inflamacion implicados en el desarrollo
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de la placa de ateroma. Estos cambios estaran en relacion con la cantidad y tipo de grasa

alimentaria ingerida, asi como con la variacion en los niveles de LPP.

Los objetivos de nuestro trabajo son:

Objetivo general:

Conocer y analizar los niveles de diferentes marcadores de inflamacién, en ayunas y
periodo postprandial, en controles y en un modelo de alto riesgo cardiovascular (sujetos

con hipercolesterolemia primaria).

Objetivos especificos:

1. Conocer el grado de inflamacion sistémica relacionada con el proceso
aterosclerdtico mediante la determinacion de citoquinas (IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-
5, IL-8, IL-13, eotaxina) y factores de crecimiento (EGF) en sujetos con
hipercolesterolemia primaria y controles.

2. Evaluar el efecto de una SOG con grasas insaturadas en los pardmetros de
inflamacién mencionados anteriormente.

3. Comparar los valores de los marcadores de inflamacion estudiados en situacion

de ayunas y postprandial, en ambos grupos de sujetos.
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SUJETOS Y METODOS

1. Sujetos

Se estudiaron sujetos con hipercolesterolemia primaria procedentes de las consultas
externas de la Unidad de Lipidos del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del
Hospital Clinico Universitario de Valencia, seleccionados de manera oportunistica. Los
controles procedian de investigadores, personal del centro hospitalario y voluntarios. Se
aparearon los sujetos de ambos grupos por edad, sexo, indice de masa corporal (IMC) y

perimetro de cintura.

e C(riterios de inclusion en el estudio para ambos grupos:
- Edad comprendida entre 18 y 65 aflos
- Ambos sexos
- Genotipo E3/E3 de apoE
e Criterios diagnosticos de hipercolesterolemia primaria:
- Colesterol total (CT) >260 mg/dL y/o c-LDL >160 mg/dL en ayunas
(percentil 90 de nuestra poblacion)
- Triglicéridos < 240 mg/dL en ayunas (percentil 90 de nuestra poblacion)
- Antecedentes familiares de dislipemia IIA con patron de herencia
autosdémica dominante.
e C(riterios de sujetos control:
- Colesterol total <200 mg/dL en ayunas
- Triglicéridos < 200 mg/dL.
- Ausencia de antecedentes personales o familiares de dislipemia y/o
cardiopatia isquémica precoz.
e Criterios de exclusion del estudio (ambos grupos):
- Diabetes Mellitus (DM)
- Obesidad con IMC > 35 kg/m’
- Ingesta de alcohol > 30 g/dia
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Fumador activo, independientemente del consumo, o abandono del habito
tabaquico inferior a 1 afio

Embarazo o lactancia actual o en los 3 meses previos al estudio
Antecedentes personales de ECV (cardiopatia isquémica cronica, accidente
cerebrovascular o vasculopatia periférica) o pacientes en prevencion
secundaria

Hipertension arterial (HTA)

Insuficiencia cardiaca (NYHA >II)

Hepatopatia: elevacion de cualquier transaminasa 2 veces por encima de la
normalidad, hepatopatia crénica, insuficiencia hepatica o cirrosis hepatica
Insuficiencia renal (C1Cr<30 ml/min/m?) o dialisis

Farmacos que interfieran con los parametros de inflamacion estudiados
(hipolipemiantes, antiinflamatorios, antioxidantes...) o imposibilidad de
retirarlos 6 semanas antes de la SOG

TSH >10 mU/mL

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Asma

Neoplasias

Enfermedades autoinmunes

Alergias conocidas

Cualquier proceso infeccioso, inflamatorio o alérgico en el momento del
estudio o en las 6 semanas precedentes

Menopausia

Practica profesional de ejercicio fisico

Seguimiento de dietas hipocaloricas para la reduccion de peso en el
momento del estudio o durante las 6 semanas anteriores

Fluctuaciones ponderales >10% en los 3 meses previos al estudio
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2. Métodos

Los sujetos fueron seleccionados mediante el método oportunistico, en las consultas

externas del servicio de Endocrinologia y Nutricion de nuestro hospital. Tras comprobar

su idoneidad en base a los criterios de inclusion y exclusion mencionados y la firma del

consentimiento informado, se recogieron los siguientes parametros en situacion basal:

e Parametros clinicos:

Edad y sexo

Registro del habito tabaquico expresado como nimero de cigarrillos/dia. En
caso de ser exfumador se documentd el numero de cigarrillos/dia fumados
previamente y el nimero de afios que se mantuvo el héabito, con registro del
afio de abandono del consumo.

Consumo de alcohol, expresado en gramos/dia.

Ejercicio fisico registrado como minutos/semana de practica habitual.
Antecedentes médico-quirurgicos personales y familiares, incluyendo
eventos cardiovasculares padecidos hasta la fecha.

Féarmacos de uso habitual u ocasional durante el periodo del estudio.
Procesos inflamatorios, infecciosos o alérgicos durante el periodo de estudio.
Determinacion de la presion arterial (PA) sistélica y diastolica, tras 10
minutos de reposo en decubito supino, utilizando el valor medio de 3

mediciones separadas entre si 5 minutos.

e Parametros antropométricos:

Peso en kilogramos (kg)

Talla en metros (m)

Indice de masa corporal (IMC) en kg/m2

Perimetro de la cintura en centimetros (cm): determinado en el punto medio

entre el borde costal inferior y la cresta iliaca con el sujeto en bipedestacion.
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e Pardmetros bioquimicos:
- Bioquimica y hemograma estandar
- Perfil lipidico, mediante metodologia estandar:
= CTy TG por método colorimétrico tras 12 horas de ayuno.
= ¢-HDL tras precipitacion con polianiones.
= c-LDL calculado mediante la férmula de Friedewald (CT— (c-HDL+
c-VLDL))

- Glucemia por método de glucosa oxidasa.

e Marcadores de inflamacion:

- IL-la

- IL-1B

- IL-2

- IL-5

- IL-8

- IL-13

- Eotaxina

- EGF
Fueron determinados en duplicado mediante kits multiplex para citoquinas humanas
(Linco, Inc, USA) y un sistema Luminex LABScan 100 siguiendo las instrucciones
del fabricante. El ensayo se realizo en placas de 96 pocillos utilizando los reactivos
del fabricante. Se generaron curvas estandar para cada uno de ellos (en duplicado)
usando las concentraciones de referencia suministradas en el kit. Todos los pasos de
incubacion se realizaron a temperatura ambiente y en la oscuridad para proteger las

muestras de la luz. La variabilidad intra e interensayo fue menor del 5%.

3. Diseio

Se trata de un estudio comparativo en sujetos con hipercolesterolemia primaria y
controles sanos, en situacion basal y postprandial. Es también un estudio de
intervencion para evaluar el efecto postprandial de grasa principalmente

monoinsaturada en ambos grupos en los marcadores inflamatorios medidos.
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A todos los sujetos seleccionados, tanto del grupo de pacientes como de controles, se les
explico el estudio y sus objetivos y se requirio6 la firma de un consentimiento informado
previo. Tras aceptar participar en el estudio, en los sujetos en tratamiento con farmacos
hipolipemiantes o con interferencia en los parametros de inflamacion estudiados, se
retird dicha medicacién durante un periodo de 6 semanas. Posteriormente se recogieron
los parametros clinico-biologicos en situacion basal detallados en el apartado anterior

(ver “métodos”).

La extraccion sanguinea basal se obtuvo tras 12 horas de ayuno en la Unidad de Pruebas
Funcionales de nuestro servicio. Posteriormente, todos los sujetos se sometieron a una
SOG estandarizada, mediante la ingesta de un mddulo nutricional de triglicéridos de
cadena larga (Supracal®). La composicion de este preparado comercial se recoge en la
tabla 2. La dosis administrada fue de 50 g de grasa /m” de superficie corporal. Se
realizaron extracciones sanguineas seriadas al inicio y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG
para determinar las variables biologicas de interés, recogidas en la tabla 3. Durante todo
el estudio los sujetos permanecieron en reposo, sentados o en dectbito supino, y

unicamente se permitio la ingesta de agua.

Ingredientes: aceites vegetales (canola, girasol), agua desmineralizada, emulgente (ésteres de 4cido citrico y mono- y
diglicéridos de 4cidos grasos)

Informacion nutricional Por 100 ml  Acidos grasos g por 100 g de acidos
Valor energético kJ (Kcal) 1850 (450) grasos
Grasas g de las cuales 50

- Saturadas g 53 Laurico (C12) <1

- Monoinsaturadas g 30,4 Miristico (C14) <1

- Poliinsaturadas g 14,3 Palmitico (C16) 10
%LCT 100 Estearico (C18) 3
Hidratos de carbono g 0,1 Oleico (C18:1) 58
De los cuales aziicares g 0 Linoleico (C18:2) 20
Proteinas g 0 a-linoleico (C18:3) <1
Fibra alimentaria g 0 Araquidénico (C20) 1
Sal g 0,02 Eicosaenoico C20:1) 1
Minerales y elementos traza Behénico (C22) 3

- Namg (mmol) 7(0,3) Lignocérico (C24) 1

- Cl mg (mmol) 0,1 (0,0)
Osmolaridad 0 mOsm/L

Tabla 2. Composicion Supracal®
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Basal SOG-2h SOG-4h SOG-6h SOG-8h

Datos clinicos | x
Antropometria | x
Bioquimica X
Hemograma | x X X X X
Glucosa X
Perfil lipidico | x X X X X
IL-1a X X X X X
IL-1B X X X X X
IL-2 X X X X X
IL-5 X X X X X
IL-8 X X X X X
IL-13 X X X X X
EGF X X X X X
Eotaxina X X X X X

Tabla 3. Determinacion de parametros basales y postprandiales durante el estudio.

4. Analisis estadistico

El tamafio muestral necesario para el estudio se calculd teniendo en cuenta un error alfa
estandar del 5%, un error beta del 20% y para detectar diferencias clinicamente
relevantes entre factores inflamatorios superiores al 20% entre sujetos

hipercolesterolémicos y sanos. Con esto se estimé una n minima de 10 sujetos control y

56



10 sujetos con hipercolesterolemia primaria, apareados por edad, sexo, IMC y perimetro

de cintura. En el estudio se incluyeron finalmente 14 casos y 21 controles.

El estudio estadistico se realizé con el programa informatizado Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) software (version 20.0, SPSS, Chicago, IL, USA). Cada

variable se expresa como media + desviacion estdndar (DE).

Dado el tamafio muestral, se utilizaron pruebas no paramétricas: U de Mann-Whitney en
el caso de dos variables independientes y el test de Wilcoxon para variables apareadas.
El grado de relacion entre dos variables cuantitativas se determiné con el coeficiente de

correlacion de Spearman.
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RESULTADOS

1. Comparacién de los parametros analizados en ayunas en el grupo completo:

controles frente a sujetos con hipercolesterolemia primaria

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

grupo de controles frente al de hipercolesterolemia primaria.

1.1. Caracteristicas generales

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas generales del grupo completo. No se

observan diferencias significativas en ninguno de los parametros analizados.

Controles Hipercolesterolemia primaria
(n=21) (n=14)

Edad (afios) 38,9+ 10,6 40,3+ 74

Sexo Hombre/Mujer n (%) 10 (48) /11 (52) | 8 (57) /6 (43)

IMC (kg/m?) 245+3,0 251+32

Cintura (cm) 86,1 £9,5 87,9+9,2

Presion arterial sistdlica (mmHg) 112,6 £ 12,4 118,8 £ 13,0

Presion arterial diastélica (mmHg) | 68,1 + 7,0 73,0£7,5

Los datos se expresan como media + desviacion estandar

Tabla 4. Caracteristicas generales del grupo completo.
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1.2. Datos bioquimicos en ayunas

En la tabla 5 se presentan los principales resultados bioquimicos en ayunas del grupo

completo. Se observan valores significativamente mayores de CT, TG, c-LDL, apoB y

plaquetas en el grupo de sujetos con hipercolesterolemia primaria.

Controles Hipercolesterolemia
(n=21) primaria
(n=14)

Glucosa (mg/dl) 91,7+7,5 94,5+9,7
CT (mg/dl) 177,7 £ 26,5 376,7 + 858"
Triglicéridos (mg/dl) 67,9 +20,9 203,7 = 142,8"
¢-HDL (mg/dl) 59,7+ 11,1 59,4 + 10,4
¢-LDL (mg/dl) 104,4 £22,3 2804 + 81,5
Apo B (mg/dl) 792+ 17,6 975+ 13,1"

Leucocitos (/mm?)
Neutréfilos (/mm?)
Linfocitos (/mm®)
Plaquetas (x10*/ mm®)

#£p<0,05; **p<0,01

5642,9 +1292,9
3238,1 +£967,2
1757,1 £ 603,8

218,7+439

Tabla 5. Datos bioquimicos basales del grupo completo.

1.3. Datos de parametros de inflamacion en ayunas

5900,0 + 1376,2
3278,6 + 1157,0
1935,7 + 437,8

249.6 + 48,5"

En la tabla 6 se presentan los resultados de IL, factores de adhesidon y eotaxina en

ayunas del grupo completo. Se observan valores significativamente mayores de IL-1§,

eotaxina ¢ IL-8 en el grupo de sujetos con hipercolesterolemia primaria. El resto de

parametros, aunque también son superiores en este grupo, no alcanzaron diferencias

significativas.
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Controles Hipercolesterolemia

(n=21) primaria
(n=14)

IL-1P 0,72 +0,71 2,08 £2,93*
IL-2 12,9 10,2 132479
Eotaxina 56,6 + 18,6 84,3 £33,6%*
IL-8 33+23 11,6 + 14,6*
EGF 62,7+37.8 89.4+ 589
IL-la 41,6 +82,6 233245712
IL-5 3,7+ 6,0 5,047
IL-13 38,0+ 67,5 96,9+ 152.7

#£p<0,05; **p<0,01

Tabla 6. Datos de parametros de inflamacion basales

2. Comparacion de los parametros analizados en el grupo completo a nivel

postprandial: controles frente a los sujetos con hipercolesterolemia primaria

En las tablas y figuras que se exponen a continuacion se comparan los parametros del
metabolismo lipidico y parametros de inflamacion a nivel basal y a las 2, 4, 6 y 8 horas

tras la SOG del grupo de controles frente al de sujetos con hipercolesterolemia primaria.

2.1. Efecto de la SOG sobre los parametros del metabolismo lipidico

En la tabla 7 y en las figuras 6 a 9 quedan reflejados los valores de lipidos del grupo
completo antes y después de la SOG en ambos grupos. Los niveles de CT, c-LDL y TG
se mantuvieron superiores en los sujetos con hipercolesterolemia primaria frente a los
controles de forma significativa en todos los puntos de la SOG. No se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos en ningun punto de la sobrecarga en los

valores de c-HDL.
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Tiempo (horas) 0 2 4 6 8

CT Controles 177,7 +£|179,0 +|178,9 +|178,8 +|181,7 =+

(mg/dI) (0=21) 26,5 28,9 24,6 27,7 254
Hipercolesterolemia 376,7 +|381,1 +|371,5 +|371,5 +|372,8 +
primaria 85,8" 83,9" 81,7" 81,7 83,9"
(n=14)

c-HDL Controles 597 +£|58,0 +[579 £|578 +[598 =+

(mg/dl) (0=21) 11,1 10,6 11,3 11,2 11,4
Hipercolesterolemia 594 +£/590 +£|573 +£|576 +|585 =+
primaria 10,4 9,6 9,6 9,5 10,3
(n=14)

¢-LDL Controles 1044 +|101,2 £|96,3 +|101,4 +|1083 =+

(mg/dl) (a=21) 22,3 24,2 20,6 22,1 22,9
Hipercolesterolemia 280,4 +£|272,8 +£]269,0 +£|2729 +]279,9 =+
primaria 81,5" 76,8" 79,9" 77,9" 78,4"
(n=14)

Triglicéridos Controles 679 +£[99,0 +|1239 +|978 +|684 +

(mg/dl) (n=21) 20,9 34,4 63,7 65,2 25,3
Hipercolesterolemia 203,7 +£1]269,0 +|2644 +|211,6 £| 1784 +
primaria 142,8" | 188,8" |1683" |157,9° |1453°
(n=14)

*p<0,01: comparado con el grupo control en cada punto de la sobrecarga

Tabla 7. Parametros lipidicos basales y a las 2,4,6 y 8 horas tras la SOG en el grupo control y en los

sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 6. Comparacion de los niveles de colesterol plasmatico en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 7. Comparaciéon de los niveles de c-HDL plasmiticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 8. Comparacién de los niveles de c-LDL plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.

Trigliceridemia
300

250 / N

\l —e—CONTROL

)
%n 150
—8—HIPERCOLESTEROLEMIA
100 - PRIMARIA
50
0 T T T T 1
0h 2h 4h 6h $h
#p<0,05

Figura 9. Comparacion de los niveles de TG plasmaticos en cada punto de la SOG entre controles y

sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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2.2. Efecto de la SOG sobre los parametros de inflamacion

En la tabla 8 y en las figuras 10 a 17 se muestran los parametros de inflamacion en
todos los puntos de la SOG en el grupo control comparado con respecto al observado en
los pacientes con hipercolesterolemia primaria. En los sujetos con hipercolesterolemia
primaria se observa una tendencia al descenso progresivo de los niveles de los
marcadores de inflamacion tras la SOG. Por el contrario, en lo sujetos controles se

observa una tendencia a la estabilidad, excepto en el caso de eotaxina, que aumenta.

Tiempo (horas) 0 2 4 6 8
IL-1p Controles 0,72 +0,81 +|065 £]057 +£]064 =+
(n=21) 0,71 0,56 0,52 0,52 0,54

Hipercolesterolemia 2,08 +| 1,74 + 1| 1,86 +| 1,52 +| 1,63 +

primaria 2,93 2,48 3,03 1,83" 1,9"
(n=14)

IL-2 Controles 12,9 +| 13,8 +| 11,3 +(99+5,7 | 11,9 +
(m=21) 10,2 7,5 8,0 8,9

Hipercolesterolemia 13,2 +110,5 +| 11,4 +|82+6,1 | 10,7 +

primaria 7.9 8,5 10,1 6,8
(n=14)

Eotaxina Controles 56,6 + | 60,9 + | 60,7 +| 62,4 + | 62,0 =t
(n=21) 18,6 26,1 25,9 23,3 16,6
Hipercolesterolemia 84,3 + 722 +1746 1739 +|70,1 +
primaria 33,6 27,9 35,3 32,4 24,1

(n=14)
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IL-8 Controles 3,3+2,3

(n=21)
Hipercolesterolemia 11,6 =+
primaria 14,6°
(n=14)

EGF Controles 62,7 sk
(n=21) 37,8

Hipercolesterolemia 89,4 =+

primaria 58,9
(n=14)

IL-1a Controles 41,6 =
(n=21) 82,6
Hipercolesterolemia 2332 +
primaria 571,2

(n=14)

IL-5 Controles 3,7+£6,0

(n=21)

Hipercolesterolemia 5,0 +£4,7

primaria
(n=14)

IL-13 Controles 38,0 e
(@=21) 67,5

Hipercolesterolemia 96,9  +

primaria 152,7

(n=14)

34+£23
13,1 +
13,77
67,5 +
40,2
79,1 +
63,7
29,6 +
66,6
279,1 +
630,4
41+55
4,6+438
345 £
64,9
97,9 +
163,5

32+24
11,9 +
15,5°
68,5 &+
44 .4
66,9 =+
52,6
38,2 +
66,6
304,7 =+
654,2
39+5,6
4,2+46
36,7 +
64,5
112,8 =+
190,4

3,3+2,5
10,9 +
14,8"
61,0 +
435
56,5
+37,5
33,2 +
72,2
296,9 +
656,5
3,6+5,6
3,5+3,5
35,8 +
66,8
63,0 +
101,5

*p<0,05; **p<0,01: comparado con el grupo control en cada punto de la sobrecarga

3,1£2,0
10,3 =+
13,7°
73,1 +
52,3
64,5 *
39,8
36,3 +
76,1
270,7 +
621,1
3,648
3,6+3,3
37,5 =
65,3
74,5 &+
129,8

Tabla 8. Marcadores de inflamacion basales y a las 2, 4, 6 y 8 horas tras la SOG, en el grupo

control y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 10. Comparacion de los niveles de IL-1p plasmaiticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 11. Comparacién de los niveles de IL-2 plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 12. Comparacion de los niveles de eotaxina plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 13. Comparacion de los niveles de IL-8 plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 14. Comparacion de los niveles de EGF plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 15. Comparacion de los niveles de IL-1a plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 16. Comparacién de los niveles de IL-5 plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 17. Comparacion de los niveles de IL-13 plasmaticos en cada punto de la SOG entre

controles y sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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3. Comparacion del incremento de los parametros analizados en el grupo completo
a nivel postprandial: controles frente a los sujetos con hipercolesterolemia

primaria

En las tablas y figuras que se exponen a continuacioén se muestra el incremento de los
diferentes pardmetros analizados con respecto al valor basal, en los controles y en los

sujetos con hipercolesterolemia primaria.

3.1. Comparacion del incremento de los parametros lipidicos en cada punto de la

sobrecarga con respecto al valor basal

En la figura 18 se muestra el incremento de los triglicéridos plasmaticos en cada punto
de la SOG con respecto al valor basal en los controles y en los sujetos con

hipercolesterolemia primaria.

Se observa un incremento maximo a las 2 horas, en el caso de los pacientes con
hipercolesterolemia primaria, y a las 4 horas en el caso de los sujetos control, con
reduccion progresiva, hasta alcanzar valores similares a los basales, o incluso
ligeramente por debajo, como es el caso de los pacientes con hipercolesterolemia
primaria. Las diferencias fueron significativas a las 2, 4 y 6 horas en el caso de los
sujetos control, y a las 2 y 4 horas en el caso de los pacientes con hipercolesterolemia

primaria.
Trigliceridemia
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50
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20
10
0
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-30 * *
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B HIPERCOLESTEROLEMIA
PRIMARIA
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*p<0,05 en grupo control *p<0,05 en sujetos con hipercolesterolemia primaria

Figura 18. Incremento de la trigliceridemia con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 h de la SOG

en los controles y en sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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3.2. Comparacién del incremento de los parametros de inflamacion en cada punto

de la sobrecarga con respecto al valor basal

En las figuras 19 a 26 se muestra el incremento de los parametros de inflamacién en
cada punto de la SOG con respecto al valor basal en los controles y en los sujetos con

hipercolesterolemia primaria.

Se observa un decremento en todos los parametros de inflamacion en los sujetos con
hipercolesterolemia primaria, asi como en la mayoria en el caso de los sujetos control,

excepto en el caso de la eotaxina, que aumenta en el caso de estos ultimos.
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0
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-0,5 PRIMARIA
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-0,7

-0,8

-0,9

Figura 19. Incremento de los niveles de IL-1B con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 h de la

SOG, en los controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 20. Incremento de los niveles de IL-2 con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 h de la SOG,

en los controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 21. Incremento de los niveles de eotaxina con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 h de la

SOG, en los controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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* p<0,05 en sujetos con hipercolesterolemia primaria

Figura 22. Incremento de los niveles de IL-8 con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 horas de la

SOG, en los controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 23. Incremento de los niveles de EGF con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 horas de la

SOG, en los controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 24. Incremento de los niveles de IL-1a con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 horas de la

SOG, en los controles y en los sujetos con Hipercolesterolemia primaria .
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Figura 25. de los niveles de IL-5 con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 horas de la SOG, en los

controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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Figura 26. Incremento de los niveles de IL-13 con respecto al valor basal a las 2,4,6 y 8 horas de la

SOG, en los controles y en los sujetos con hipercolesterolemia primaria.
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DISCUSION

1. Seleccion de pacientes y evaluacion del test de sobrecarga oral grasa.

La SOG es un método util tanto para el estudio de la LPP como para aquellos
parametros que podrian modificarse tras la administracién de una comida de prueba o
de un preparado estandarizado, como ha sido este caso. Sin embargo, multiples factores
(genéticos, ambientales,...) conducen a la variabilidad existente en la respuesta
postprandial(88) Por ello era necesaria una poblacién bien caracterizada, asi como un

preparado estandarizado a una dosis también estandarizada.

El objetivo era evaluar la influencia que ejerce la hipercolesterolemia primaria, como
modelo de alto riesgo cardiovascular, sobre la respuesta postprandial de diferentes
moléculas inflamatorias. Por ello, se selecciond a los pacientes en funcion de la
presencia o ausencia de hipercolesterolemia primaria. Por tanto, los resultados que
observamos en situacion de ayuno son acordes a los criterios de inclusion (valores
plasmaticos de lipidos significativamente superiores en los sujetos con
hipercolesterolemia primaria). Entre los criterios de exclusion se incluyd el ejercicio
fisico, ya que un episodio agudo de actividad aerdbica puede reducir de manera
significativa la lipemia postprandial hasta en un 24-35% asi como aumentar la actividad
de la LPL. Este descenso en la respuesta lipémica se relaciona con la intensidad y/o el
gasto energético del ejercicio previo. Asi, la realizacion de actividad fisica en las 24
horas previas a una ingesta de grasa mejora el aclaramiento de lipidos de la
circulacion(88). Por ello, los sujetos estudiados no eran deportistas de alto rendimiento
y se evitd asimismo que realizaran ejercicio fisico intenso el dia previo a la SOG.

Durante la realizacion de la misma se mantuvieron en reposo relativo.

Otro de los criterios de exclusion fue el tratamiento con farmacos que interfieren con los
parametros de inflamacién estudiados. Marino et al. observaron que un tratamiento
prolongado con estatinas en pacientes de alto riesgo cardiovascular se asociaba de
manera consistente a una disminucién de produccion de IL-8(31). Ademas, las estatinas
de mayor potencia en dosis moderadas-elevadas descienden los niveles plasmaticos de

TG. Durante el tratamiento con estatinas se ha descrito una reduccién en la secrecion
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hepatica de lipoproteinas que contienen apoB. Asimismo, podrian intervenir también
con una regulacién al alza del receptor de LDL, con un aumento secundario del
aclaramiento de VLDL y QM(82). Por ello, en el caso de las estatinas se retiraron al

menos 6 semanas antes de realizar la SOG.

También el consumo de tabaco fue un motivo de exclusion, ya que los fumadores
pueden presentar aumentos de hasta el 50% en la LPP, sin variar los niveles de TG
basales(101), asi como el consumo de alcohol (>30g/dia), dado que estimula la
secrecion de particulas grandes de VLDL que compiten con los quilomicrones en su
aclaramiento por la LPL(102). Ademas, todos los individuos incluidos en el estudio
eran homocigotos para la isoforma E3 de la apo E, evitando de esta forma la
variabilidad que podria derivarse de la inclusion de sujetos con diversas isoformas, ya
que éstas difieren en su afinidad para unirse a los receptores especificos. De hecho, los
sujetos homocigotos para apo E2 tienen un enlentecimiento en el aclaramiento de los

remanentes, mientras que los portadores de apo E4 tienen un mejor aclaramiento(103).

Respecto al preparado utilizado para la SOG, a diferencia de la mayoria de estudios
donde se emplean comidas mixtas, se decidid utilizar un preparado graso para evitar el
posible factor de confusion que podrian ejercer el resto de componentes de la dieta
(104-106). La solucion utilizada para la realizacion de la SOG no contenia hidratos de
carbono, proteinas ni fibra, para evitar la posible influencia sobre la respuesta lipidica
(107-109). Ademas, en nuestro caso, el 100% de los lipidos eran LCT (triglicéridos de
cadena larga), que ejercen un efecto sobre la trigliceridemia postprandial al entrar a la

circulacion general en forma de quilomicrones.

Respecto a la dosis de grasa necesaria, Dubois et al. observaron en sujetos
normolipémicos que a medida que se incrementa la cantidad de grasa ingerida (0-50g)
se produce un ascenso paralelo en los niveles séricos postprandiales de
quilomicrones(85). La cuantificacion de la grasa necesaria para obtener diferencias en

los estudios ha sido motivo de controversia.

Los estudios realizados con dosis bajas (15g) o muy bajas (5g) de grasa arrojan
resultados contradictorios en cuanto a la trigliceridemia postprandial. Algunos autores
mantienen que una ingesta con <30 g de grasa no produce variaciones relevantes en la
lipemia postprandial y que las ingestas habituales de grasa en sujetos normolipémicos
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no producirian por tanto cambios significativos a este nivel(84). Otros, por el contrario,
concluyen que pequefias diferencias en la grasa ingerida, incluso dentro del rango de la
ingesta grasa habitual, pueden acarrear resultados postprandiales muy variables(85).
Dosis moderadas (30-50 g) podrian incrementar la trigliceridemia postprandial de

manera dosis dependiente(88).

La mayoria de estudios se han realizado con un elevado aporte graso (p. ¢j. 1 g/kg de
peso o 50-77 g/m2 de superficie corporal), de ahi el término de “sobrecarga oral grasa”.
Este aporte supera la ingesta grasa habitual asi como la proporcidon grasa respecto a la
ingesta calorica total(85). Dosis muy elevadas (a partir de 80g) exagerarian la respuesta
postprandial de TG, perdiendo la dependencia con la dosis. Asimismo, también la ratio

grasa: hidratos de carbono puede influir en la respuesta postprandial(110).

Finalmente, la dosis de grasa utilizada en este estudio ha sido la dosis estandarizada (50
g/m’ de superficie corporal) utilizada por el grupo de Castro Cabezas, uno de los

investigadores mas prolificos en el campo de la LPP (111).

2. Lipemia postprandial y parametros de inflamacion

La ECV, y por ende la AE, es una de las principales causas de morbi-mortalidad a nivel
mundial. La inflamacidn estd presente en todas fases del proceso arteriosclerdtico, con

la intervencion de numerosas células y mediadores histoquimicos.

Por otro lado, la LPP hace referencia a los cambios en el perfil lipidico que se producen
tras una ingesta y se considera un factor de riesgo afadido para el desarrollo de ECV.
Ademas, el tipo de grasa ingerida podria tener relacion con la alteracion de la funcion

endotelial.

En este trabajo hemos estudiado las modificaciones postprandiales de parametros
inflamatorios en un modelo de alto riesgo cardiovascular como la hipercolesterolemia
primaria. Las citoquinas que participan de manera relevante en este proceso podrian
convertirse en objetivos potenciales de estrategias antiarteriosclerdticas, afiadidas a las

terapias dirigidas a disminuir los niveles de colesterol.
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Han sido varias las hipétesis que han relacionado los niveles séricos de triglicéridos con
el desarrollo de AE. Inicialmente Zilversmit planteé que durante el periodo
postprandial los quilomicrones se convierten en remanentes, pudiendo entonces
atravesar la pared arterial cargados de colesterol y TG y depositarse en ella(112).
Actualmente hay suficiente evidencia de que los remanentes de los quilomicrones son
aterogénicos, y participan en la conversion de los macréfagos en células espumosas (82)

(ver figura 27, parte izquierda).

Karpe et al. demostraron en pacientes muy seleccionados (varones jovenes con
cardiopatia isquémica sin hiperlipoproteinemia severa) que la concentracion de
remanentes de quilomicrones postprandiales tras una SOG se correlacionaba con la
progresion de AE coronaria a 5 afios (objetivado por coronariografias repetidas), si bien
en el seguimiento fallecieron varios de los sujetos incluidos (113). Por otra parte,
Goldberg et al. se cuestiona si las lipoproteinas de mayor tamafio (no remanentes) ricas
en TG son también aterogénicas. Modelos animales parecen apoyar esta posibilidad, no
siendo inocuas y pudiendo participar al deposito de colesterol en la pared arterial. Sin
embargo, estas particulas serian menos aterogénicas que las lipoproteinas de menor
tamafio(82). Quizas el mayor potencial téxico de estas lipoproteinas ricas en TG no
reside en la particula intacta sino en los productos de su lipolisis en la pared
arterial(114). La degradacion de dichas particulas libera factores inflamatorios que
alteran la biologia endotelial asi como aumenta la expresion de moléculas de adhesion y

citoquinas (ver figura 27, parte derecha).
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Figura 27: Aterogenicidad de las lipoproteinas ricas en triglicéridos. Tomada de: Goldberg 1J, Eckel
RH, McPherson R. Triglycerides and Heart Disease Still a Hypothesis? Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2011;31(8):1716-25.(82)

Dentro del conjunto de las lipoproteinas ricas en TG, aquellas con apo B-100 parecen
ser claves en pacientes con hipertrigliceridemia y ECV respecto a hipertrigliceridémicos
sanos. Esto podria sugerir un nexo entre un acumulo de VLDL y desarrollo de AE
(113). Sin embargo, el 80% del incremento de triglicéridos postprandiales responde a

lipoproteinas con apo B-48(115).

El aclaramiento de los remanentes de quilomicrones estd mediado por la accion de la
LPL, la lipasa hepatica, la interaccion de la apoE con receptores especificos y la union a
la superficie celular no mediada por receptores en el espacio de Disse. Varios receptores
hepaticos pueden estar asimismo implicados en este proceso, entre los que destaca el
receptor de LDL(116). Si bien la proteina estructural con mayor afinidad por estos

receptores es la apoE, tanto los quilomicrones como sus remanentes contienen apoB48.

Estas dos paradojas no lo son en realidad, ya que por una parte los remanentes de
quilomicrones acceden al espacio sinusoidal hepatico (espacio de Disse) a través de la
adherencia a un receptor extracelular, facilitada por la LPL. Acto seguido, se enriquecen
con apoE y, tanto la LPL como la lipasa hepatica facilitan su union al receptor y su

posterior procesamiento intracelular(116). Con este enriquecimiento previo, el
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aclaramiento de los remanentes de quilomicrones en el higado sucede por tanto

mediante reconocimiento de apoE y no por apoB48(116).

Por otra parte, el equilibrio de las VLDL se modifica con la ingesta. En ayunas, tras su
secrecion hepatica, la mayor parte de las VLDL pasaran a formar LDL a través de
lipdlisis. Por el contrario, en estado postprandial, los quilomicrones interfieren en este
proceso, lo que conlleva que las VLDL permanezcan mas tiempo en el plasma y se
modifiquen de manera fisiologica, enriqueciéndose en colesterol, apo C-I y apo E. De

este modo, adquieren caracteristicas de remanente(115).

En el estudio de Castro Cabezas, los mejores predictores del aclaramiento de
quilomicrones fueron la concentracion plasmatica en ayunas de apoE, c-LDL y TG. Una
explicacion posible seria que las particulas de c-LDL compiten con los quilomicrones y
sus remanentes por una misma via de eliminacion. De este modo, cuando la via de
retirada es menos eficiente, como en el caso de la hipercolesterolemia familiar, esta
competicion puede tener como resultado un menor aclaramiento de particulas y por
tanto, una presencia prolongada de las mismas en el plasma(116). El grupo de Castro
Cabezas también observd que en estado postprandial se produce la activacion del
sistema del complemento. El componente C3 se ha asociado con obesidad,
aterosclerosis coronaria, sindrome metabolico e hipertrigliceridemia en ayunas y
postprandial. A su vez, los quilomicrones son uno de los estimulos mas potentes para la
produccién de C3 por parte de los adipocitos, a través de la via alternativa del

complemento(81).

En nuestro estudio, los valores de los parametros inflamatorios estudiados en situacion
de ayuno son mayores en los sujetos con hipercolesterolemia primaria. De todos ellos,
destacan la IL-1B, IL-8 y eotaxina por presentar diferencias estadisticamente
significativas respecto a los controles. Dado que la ECV se considera un proceso
inflamatorio, era esperable esta diferencia entre los dos grupos en situacion basal.
Nuestro grupo ya mostré en un estudio previo que los sujetos con HF tenian niveles
plasmaticos mas elevados de marcadores de inflamacion de bajo grado (IL-1, IL-6 y
PCRas) y mayor actividad de NF-kB en células mononucleares circulantes respecto a

controles(117).
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Por lo que respecta a la IL-1p, el estudio CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory
Thrombosis Outcomes Study) se diseiid especificamente para evaluar su papel en el
desarrollo de AE. Su objetivo fue determinar si la inhibicién de esta IL (respecto a
placebo) reducia la tasa de ECV recurrente en pacientes con enfermedad coronaria
estable pero que seguian siendo de alto riesgo cardiovascular ( determinado por PCRas
> 2mg/L) a pesar de las estrategias vigentes de prevencion secundaria(118). En los
pacientes incluidos se objetivo una disminucién de parametros inflamatorios al inhibir

la IL-1, sin cambios en los niveles de ¢c-LDL ni c-HDL(119).

También Kirii et al. observan que un déficit de IL-1 se asocia con una reduccion de
aproximadamente un 33% de lesiones ateroscleroticas en animales apoE -/- como
modelo de alto riesgo CV(41). Los resultados de Chamberlain en modelos animales en
los que se inhibe IL-1 también siguen esta linea, con una reduccion significativa de la

formacion de la placa de ateroma y el aumento de PA (40).

Por lo que respecta a la IL-8, en los estudios de Inoue et al. fue la unica citoquina capaz
de predecir el desarrollo de EVC de manera independiente (120). Marino et al. también
observaron que los PMN de sujetos con alto riesgo CV presentan una produccion
aumentada de IL-8, respecto a pacientes con enfermedad arterial periférica que habian
sido sometidos a endarterectomia femoral(31), tanto en situacion basal como tras
estimulo. Aunque no hay estudios intraplaca, esta mayor secrecion de IL-8 en PMN
circulantes sugiere que el mayor acumulo de IL-8 intraplaca podria deberse mas a un

acumulo de estas células en la lesidn que a una mayor capacidad de produccion (31).

Respecto a la eotaxina, Wang objetivo que una delecion del gen de la tenascina en un
modelo animal de alto riesgo CV (ratones apoE -/-) supuso un aumento en los niveles
plasmaticos de eotaxina, que ademas se correlacionaron con una mayor extension del

proceso arteriosclerotico(74).

Existe evidencia epidemioldgica de que el tipo de grasa ingerida puede modular el
proceso inflamatorio subyacente en la AE, modificando las propiedades y la
composicion de las lipoproteinas asi como su interaccién con el endotelio y la
quimiotaxis celular en el estado postprandial(121). Las grasas insaturadas presentan

beneficios a este nivel, en comparacion con las grasas saturadas(122).
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Varios autores han estudiado el efecto antiinflamatorio de la dieta mediterranea a nivel
cardiovascular. Se ha observado una disminucion de los niveles circulantes de
biomarcadores inflamatorios y celulares relacionados con la AE en sujetos de alto riesgo
cardiovascular que seguian estas recomendaciones dietéticas. En concreto, Urpi et al.
objetivaron una disminucion significativa en las concentraciones plasmaticas de IL-6 y

del receptor del factor de necrosis tumoral 60 y 80(123).

También se han realizado multiples estudios de intervencion basados en modificaciones
dietéticas. En la mayoria de ellos se ha utilizado la mantequilla como fuente de grasa
saturada frente al aceite de oliva como aporte de acidos grasos principalmente
monoinsaturados (MUFA) y las nueces como fuente de poliinsaturados (PUFA).
Llorente et al. observaron que la dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva
virgen reducia el incremento de marcadores de inflamacion (ciclooxigenasa-2 y la
proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas LRP-1) respecto a la
suplementacion con nueces o la dieta de control. (124). El grupo de Bellido et al.
también obtuvo resultados similares, ya que la ingesta de una comida enriquecida en
aceite de oliva no provocd la activacién postprandial de NF-kB en monocitos
plasmaticos; en comparacion a la ingesta de mantequilla y nueces(125). En la misma
linea, Cortés et al. objetivaron una funcion endotelial postprandial conservada asi como
un decremento en los marcadores inflamatorios en sujetos hipercolesterolémicos que
siguieron dietas enriquecidas con cantidades elevadas de grasas insaturadas, procedentes
de nueces o aceite de oliva(122). Los resultados de Jiménez-Gémez et al. también
siguen esta misma idea, ya que observaron una menor respuesta inflamatoria
postprandial tras un desayuno con aceite de oliva y nueces comparado con mantequilla
en varones sanos(126). Sin embargo, algunos autores como Tholstrup et al. no
observaron diferencias en marcadores inflamatorios al comparar los efectos de una
sobrecarga grasa de mantequilla de coco rica en acido estedrico frente a una sobrecarga

grasa de aceite de oliva en mujeres sanas(127).

A la luz de estos resultados, la dieta mediterranea podria influir en la expresion de genes
relacionados con la inflamacién vascular, la formacion de células espumosas y
trombosis. Las intervenciones dietéticas podrian modular de manera activa dicha

expresion de genes aterotrombdticos, incluso en poblaciones de alto riesgo(124). Sin
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embargo, todos estos estudios realizados con modificaciones dietéticas no permiten
extraer conclusiones definitivas, ya que al no evaluar de manera individual el tipo de
grasa administrada, no puede descartarse la influencia de otros factores en los
resultados. Como ejemplo, los efectos beneficiosos del aceite de oliva podrian asociarse
a la ingesta de MUFA o bien al efecto protector de sus componentes antioxidantes. Por
este motivo, como ya se expuso, realizamos las SOG con un preparado estandarizado,
libre de polifenoles y otros componentes antioxidantes que pudieran modificar los

niveles de citoquinas.

En nuestro estudio, durante la SOG, los niveles de CT y ¢-LDL se mantienen elevados
en el grupo de hipercolesterolemia primaria, similar a sus niveles basales. En cambio, al
analizar el comportamiento de los TG durante la SOG se observa que alcanzan un pico
maximo mas precoz en los sujetos con hipercolesterolemia primaria (a las 2 horas)
respecto a los controles (4 horas). En ambos grupos, posteriormente los niveles retornan
a niveles de ayuno de manera paralela, incluso alcanzando valores discretamente

menores a los iniciales en el grupo de hipercolesterolemia primaria.

En cambio, al analizar los parametros de inflamacion durante la SOG, destaca la
estabilidad de todos ellos en el grupo de controles a excepcion de la eotaxina, que
aumenta. Por el contrario, en el grupo de hipercolesterolemia primaria, los parametros
inflamatorios disminuyen tras la SOG, incluyendo la eotaxina. A nivel intragrupo, de
todos estos parametros, la IL-8, EGF y la eotaxina alcanzan diferencias estadisticamente
significativas respecto a los niveles basales (a las 8 horas, 6 y 8 horas, 8 horas
respectivamente) en los sujetos con hipercolesterolemia primaria. De este modo, en el
grupo de hipercolesterolemia primaria, los cambios en el metabolismo lipidico no se
corresponden con los cambios a nivel inflamatorio durante la SOG. Nuestros resultados
concuerdan con los aportados previamente, también utilizando Supracal® para evaluar

la respuesta postprandial, como es el caso de Cortés et al(121).

En el estudio de Chamberlain et al. los niveles plasmaticos de IL-1B y IL-1ra no se
modificaron tras la ingesta de grasa. Postulan que la IL-1p madura plasmatica es un
parametro dificil de interpretar ya que es una proteina no-secretada y IL-1ra se

comporta como un reactante de fase aguda con mucha variabilidad en sus niveles. Asi,
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los verdaderos cambios en marcadores inflamatorios es mas probable que sucedan a

nivel local en la pared vascular (40).

La idea de que los acidos grasos pueden modular la sensibilidad/reactividad celular a las
citoquinas es un concepto muy amplio. Caterina et al. sugirieron que la presencia de al
menos un doble enlace en los acidos grasos seria crucial para modular la interaccion
leucocitaria con el endotelio, siendo el efecto inhibidor mayor cuanto mayor niimero de
dobles enlaces(128). De esto podria predecirse que la sustitucion de los acidos grasos
saturados en los fosfolipidos de membrana por acidos grasos aunque simplemente
fuesen monoinsaturados, disminuiria la reactividad de las células endoteliales a las

citoquinas(128).

Actualmente, la evidencia de eficacia clinica de los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga omega-3 sobre marcadores inflamatorios de riesgo CV sigue sin ser lo
suficientemente sélida para extraer recomendaciones concretas en cuanto a dosis o
duracion de su suplementacion (99). Los estudios realizados presentan resultados muy
heterogéneos debido a importantes diferencias metodoldgicas en protocolos, posologia
y duracién de tratamiento entre otros factores. La suplementacion con acidos grasos
omega-3 mejora de manera significativa la funcion endotelial, sin afectar a la
vasodilatacion independiente del endotelio. Wang et al. sugieren que el efecto de los
acidos grasos omega-3 sobre el endotelio podria estar condicionado por el estado de
salud previo del sujeto o la dosis de suplementacion (129). Algunos autores plantean la
posibilidad de que se induzcan cambios a nivel de la expresion del mRNA en genes
inflamatorios seleccionados sin que necesariamente haya cambios en los niveles
plasmaticos(130). Chamberlain et al. postulan que los acidos grasos omega-3 han
demostrado disminuir la actividad de la ciclooxigenasa-2 y de NADPH oxidasa, ambas
inducidas por IL-1. Sugieren ademas que el nexo entre dieta y PA podria estar mediado

por la IL-1(40).

Tampoco hay resultados concluyentes respecto al subtipo de acidos grasos, sin poder
determinar si el efecto antiinflamatorio se atribuye individualmente a EPA o DHA o un
efecto sinérgico de ambos (99). Purcell et al. diseflaron un estudio para evaluar la
respuesta vascular y oxidativa tras SOG, variando la composicion de acidos grasos

insaturados (EPA + DHA vs DHA vs MUFA) en una poblacion masculina sana pero
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con fenotipo de riesgo metabdlico. Aunque EPA y DHA pertenecen a una misma clase
de acidos grasos y tienen estructuras similares, podrian generar metabolitos con efectos
opuestos en el periodo postprandial(131). Ademas, por lo que respecta a la influencia de
los acidos grasos omega-3 sobre la lipemia postprandial, no parece que ejerzan un
efecto agudo tras SOG, posiblemente tengan que incorporarse previamente a las
membranas celulares para un efecto antinflamatorio(99). Cortés et al. propone que los
efectos beneficiosos observados con ingesta de nueces podrian estar mediados por una
mayor secrecion y/o liberacion de 6xido nitrico en las células endoteliales, resultado a

su vez de una mayor liberacion de acido linolénico(122).

En base a nuestros resultados y a la bibliografia existente, podemos concluir que el
consumo de acidos grasos insaturados puede, de manera directa o indirecta, modificar
los niveles de citoquinas en pacientes hipercolesterolémicos. Sin embargo, no se conoce
el mecanismo exacto que justifique estos cambios. Como sugiere el grupo de Cortés et
al., es probable que actien modificando las lipoproteinas postprandiales, y a su vez esto
conlleve cambios en la reactividad vascular(121). Ademas, nuestro estudio tiene algunas
limitaciones. La SOG realizada es una intervencion puntual, y por tanto no podemos
extrapolar los resultados a largo plazo. Por otro lado, dado que se trata de un preparado
graso comercial no representa la ingesta fisiologica de grasa. Asimismo, no se ha

comparado con una intervencion con grasas saturadas.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio establecemos las siguientes

conclusiones:

1.

Los sujetos con hipercolesterolemia primaria, en situacion de ayuno, presentan
un perfil inflamatorio desfavorable relacionado con la AE.

Tras una SOG rica en 4acidos grasos insaturados los sujetos con
hipercolesterolemia primaria muestran un descenso postprandial en los
parametros de inflamacion.

En sujetos con hipercolesterolemia primaria el efecto beneficioso postprandial
con grasa insaturada en los parametros de inflamacioén, podria contribuir a

reducir la incidencia y prevalencia de ECV en este grupo de pacientes.
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