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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad cardiovascular y arteriosclerosis

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la principal causa de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, a pesar de la mejoria que se ha producido en las ultimas
décadas (1). En Espafa, segun los ultimos informes del Instituto Nacional de
Estadistica (2018) la ECV se mantiene como la primera causa de muerte, con una tasa
de 267,6 fallecidos por cada 100000 habitantes, siendo dentro de estas la primera
causa las enfermedades isquémicas del corazdén y la segunda las enfermedades
isquémicas cerebrovasculares. De forma mas detallada, la ECV isquémica fueron la
primera causa de mortalidad femenina (286,9 fallecidas por cada 100000 habitantes)
y la segunda masculina (247,6 fallecidos por cada 100000 habitantes) tras los
tumores, y concretamente entre las mujeres predominaron las enfermedades

cerebrovasculares y entre los varones las enfermedades isquémicas del corazén (2).

Por todo esto es fundamental la prevencién de los factores de riesgo
cardiovascular, asi como su deteccion precoz y tratamiento temprano en los casos
gue corresponda. La prevencién se define como todas aquellas acciones que tienen
como objetivo eliminar o minimizar el impacto de las ECV y la discapacidad asociada

a ellas, tanto a nivel individual como poblacional (3).

La base patogénica de la ECV isquémica es la arteriosclerosis (AE). Las
consecuencias de la AE, tanto a nivel local como a nivel sistémico, estan relacionadas
con la aparicidon y posterior progresiéon de la placa aterotrombédtica. La AE es una
entidad patolégica caracterizada por el endurecimiento y la pérdida de elasticidad de
la pared arterial, con la formacidn de una placa arteriosclerética resultante del
acumulo de lipidos y material fibroso entre las capas intima y media del vaso. Esto
condiciona la disminucién del diametro de la luz arterial, con el consiguiente riesgo
de isquemia y necrosis del territorio dependiente de la arteria ocluida. Afecta

fundamentalmente a las arterias de mediano y de gran calibre (4). Todo esto hace de
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la arteriosclerosis un claro factor implicado en la ECV isquémica, por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) insiste en la importancia de continuar la

investigacion sobre arteriosclerosis y sus posibles dianas terapéuticas (5).

En la patogenia de la AE intervienen multiples causas, tanto en el inicio como en
la progresién de la enfermedad. Se han identificado factores genéticos y ambientales
que incrementan el riesgo de desarrollar arteriosclerosis (6). Entre ellos,
tradicionalmente los niveles plasmaticos de colesterol LDL (c-LDL) se han considerado
como el principal factor condicionante y ademas es un factor causal. Su acumulacion
en el espacio subendotelial es uno de los primeros eventos asociado al desarrollo de
lesiones aterosclerdticas e interviene en todas las fases de la AE. No obstante, a
menudo aparece ECV isquémica en sujetos que presentan niveles de c-LDL en el
rango normal. Es cierto que existe una asociacion, pero esta asociacion no es del todo
directa. Esto nos hace plantearnos la existencia de otros factores determinantes en el
desarrollo de la AE (7). Numerosas evidencias indican que la inflamacién vy la
activacion constante del sistema inmune juegan un importante papel en el desarrollo
de AE prematura y de sus complicaciones. El primer evento celular detectable
morfoldgicamente en la aterogénesis, tras la infiltracién lipidica, es la adhesién focal
de monocitos circulantes al endotelio y su migracién a la intima. Las particulas de c-
LDL inician una serie de reacciones proinflamatorias que perpettdan la activacién,
reclutamiento y transmigracién de diferentes células del sistema inmunitario. Una
mejor comprensién de la respuesta inflamatoria sistémica podria ayudarnos a
establecer nuevas estrategias terapéuticas que podrian inhibir o incluso prevenir la

formacién de la placa aterotrombdtica (8,9).

1.2 Hipercolesterolemia primaria

La hipercolesterolemia es una entidad caracterizada por un aumento de c-LDL.
Su prevalencia en la poblacién general espafiola se encuentra en torno al 20%, lo que
la hace uno de los factores de riesgo cardiovascular mas prevalentes, superado solo
en algunos estudios por la hipertension arterial (10,11). Ademas, la mayoria de estos

pacientes tienen asociados otros factores de riesgo cardiovascular, lo que les
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convierte en pacientes de alto riesgo cardiovascular (12). La aterogenicidad del c-LDL
ha sido demostrada en multiples estudios experimentales, epidemioldgicos,
genéticos y de intervencidon farmacoldgica y se considera uno de los factores de
riesgo mas importantes para la ECV isquémica, especialmente cuando se asocia a

otros factores de riesgo.

Se define como hipercolesterolemia primaria cuando se identifica una base
genética, claros antecedentes familiares, o se descarta la existencia de causas
secundarias. Entre las causas de hipercolesterolemia primaria se incluyen patologias
muy diferentes a nivel genético, como son la hipercolesterolemia familiar o la

hipercolesterolemia poligénica (13).

La hipercolesterolemia familiar (HF) es un trastorno genético autosémico
dominante, debido generalmente a mutaciones en el receptor de c-LDL. Hay descritas
mas de 1600 mutaciones diferentes. Los pacientes pueden ser homocigotos, con 2
mutaciones idénticas; heterocigotos compuestos, cuando presentan una mutacion
distinta en cada alelo; o heterocigotos si solo tienen un alelo mutado. En todos los
pacientes con HF, los niveles de c-LDL se encuentran ya elevados al nacer vy
permanecen elevados a lo largo de la vida, ocasiondndoles un alto riesgo de ECV
prematura, de hasta 20 veces mayor que en la poblacién general (14,15). La forma
heterocigota es uno de los trastornos hereditarios mas frecuentes, su prevalencia se
ha considerado tradicionalmente de 1 de cada 500 individuos, aunque estudios
recientes sugieren que puede ser mayor (16), incluso de 1 de cada 192 en estudios
recientes espafioles (17). En la etapa adulta, sin tratamiento, la determinacién de c-
LDL objetiva cifras entre 200-500 mg/dL, mientras que los niveles de triglicéridos (TG)
y HDL permanecen normales o incluso bajos (18). Clinicamente, se observan
xantomas tendinosos, que son depdsitos intra- y extracelulares de colesterol en los
tendones. La forma homocigota de HF tiene una frecuencia de 1:1000000 y se
acompafia de niveles de c-LDL 4-8 veces superiores a lo normal (mayores a 500
mg/dL). Esto lleva a la aparicion de eventos cardiovasculares que pueden aparecer en

las primeras décadas de la vida, por lo que es importante detectarlo desde la
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infancia. Se estima que existe un infradiagndstico e infratratamiento de los pacientes

con HF (19).

El gen del receptor de c-LDL estd en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.1-
13.3) y sus mutaciones son responsables de aproximadamente mas del 70% de los
casos de HF y pueden ser por delecién, insercidon, con pérdida de sentido o sin
sentido. Estos defectos pueden ser clasificados en 5 categorias, segun afecten a la
unién del ligando, al transporte, a la internalizacidn, al reciclaje, o bien produzcan
una completa ausencia de receptores (15). No obstante, hay otros casos que pueden
deberse a mutaciones en el gen que codifica la apolipoproteina B (ApoB, ligando para
el receptor de c-LDL) o en el gen de PCSK9 (implicado en la degradacidon del receptor
de c-LDL). Otros casos mucho mas infrecuentes podrian deberse a defectos en la
proteina accesoria 1 del receptor de c-LDL (LDLRAP1), lo cual provocaria un cambio
en la localizacion del receptor de c-LDL en la membrana hepatocitaria y se transmite

de forma autosdmica recesiva.

Por otra parte, la hipercolesterolemia poligénica es aquella en la que
intervienen multiples genes que interaccionan con el ambiente. El diagndstico de
estos pacientes se realiza cuando se objetivan cifras de c-LDL mayores de 160 mg/dL,
aunque en la mayoria de casos encontramos cifras >190 mg/dL, en ausencia de
xantomas tendinosos y habiéndose descartado otras alteraciones monogénicas (20).
Los niveles de TG y c-HDL permanecen en valores normales, igual que en la

hipercolesterolemia familiar comentada previamente.

1.2.1 Hipercolesterolemia primaria e inflamaciéon

La hipercolesterolemia primaria se asocia con un bajo grado de inflamacion
sistémica, y esto podria estar relacionado con la alta incidencia de ECV isquémica en
estos pacientes. Diferentes estudios han mostrado que algunos marcadores
inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleuquina 1 (IL-1),
la interleuquina 6 (IL-6), el interferén y (IFN-y) y la proteina C reactiva ultrasensible
(PCR-us), se detectan en concentraciones mayores en sujetos con

hipercolesterolemia que en sujetos control (21).
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Ademas, se han descrito varias citoquinas quimiotdcticas involucradas en la
etapa inicial del proceso aterosclerético (22). Las citoquinas quimiotacticas, también
conocidas como quimioquinas, son una familia de aproximadamente 50 proteinas de
bajo peso molecular (entre 8 y 15 kDa) pertenecientes a la familia de las citoquinas.
Todas las quimioquinas son estructuralmente similares, presentando tres laminas
plegadas B conectadas por asas, un asa en la regién amino-terminal y una hélice B en
el dominio C-terminal. Ademas, presentan pares de cisteina unidos por puentes de
disulfuro, que son imprescindibles para ejercer su funcién. Dependiendo del nimero
y la secuencia de estas cisternas en el dominio amino-terminal se clasifican en 4
subfamilias: alfa, beta, gamma y delta. Las quimioquinas se caracterizan por su
capacidad de inducir la migracién y activacién de diferentes poblaciones
leucocitarias, y ejercen su accion mediante la interaccidon con receptores de siete
dominios transmembrana acoplados a proteinas G. Esta interaccidon ocurre en dos
pasos: la union de la quimioquina con la parte terminal del receptor, que provoca un
cambio de conformacién que resultard en la activacién del receptor, vy
posteriormente tendra lugar la respuesta quimiotdctica por la cual el leucocito se
movera a favor de un gradiente quimiotactico para su reclutamiento en el foco

inflamatorio.

Se ha demostrado la participacion de las quimioquinas en enfermedades
autoinmunes, patologias inflamatorias, VIH y en el desarrollo de las metastasis (23).
Algunas de ellas también se han encontrado en concentraciones elevadas en sujetos
con hipercolesterolemia, como la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-
1/CCL2), la proteina inflamatoria de macréfagos la (MIP-1a/CCL3) y 1B (MIP-
1B/CCL4), la interleuquina 8 (IL-8/CXCL8) y la proteina 10 inducible por interferdn y
(IP-10/CXCL10) (24).

1.3 Lipemia postprandial
El concepto de “lipemia postprandial” (LPP) se refiere a los cambios de

particulas lipidicas que se producen tras la ingesta, con un aumento de lipoproteinas
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ricas en TG (25). Esto lleva al descenso de los niveles plasmaticos de colesterol HDL

(c-HDL) y a la formacién de particulas de c-LDL pequeiias y densas.

En nuestro entorno actual occidental, donde se suelen realizar 4-5 comidas
diarias (cada una de ellas de unos 20-70 g de grasa), la respuesta postprandial puede
durar, dependiendo de la cantidad y composicién de la comida, hasta 8 horas. Por lo
tanto, gran parte de la poblacién pasa la mayor parte del dia (aproximadamente 18
horas diarias) en estado postprandial, con una fluctuacién continua de los niveles
lipidicos a lo largo del dia. Esto se acentla en personas que tengan una ingesta de
grasa mayor de lo habitual, en las que esta respuesta se prolonga y se magnifica (26).

Por esta razdn es importante tener en cuenta la importancia de la LPP (27).

Tras la ingesta, a partir de los
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Figura 1. Metabolismo de las lipoproteinas.

quilomicrén por el c-HDL. Asimismo, las TG: Triglicéridos. AGL: Acidos grasos libres. LCAT: Enzima
lecitina-colesterol acetiltransferasa. Al: apolipoproteina Al.

Cll: Apolipoproteina ClI.
Adaptado de Levy B, Koeppen B, Stanton B.
Metabolismo corporal total. En: Fisiologia. 4°. Madrid;
2006. p. 601-16 (28).

aunque algo mas densas que los quilomicrones (con mayor contenido de colesterol).

particulas de lipoproteinas de muy baja

densidad (c-VLDL) son también ricas en TG,

Su sintesis es enddgena en el higado y, en menor grado, en el intestino. Su
metabolismo inicial es igual que el de los quilomicrones, y los productos de la accion
de la LPL son las lipoproteinas de densidad intermedia (c-IDL). Estas se captan en parte
por el higado, junto con los quilomicrones residuales, y en parte forman c-LDL,

lipoproteinas de baja densidad ricas en colesterol (28).
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La LPL es sintetizada en adipocitos, miocitos y macréfagos, y para ejercer su
funcién necesita como cofactor a la apolipoproteina Cll. Como se ha comentado
previamente, su papel es fundamental en la hidrdlisis de los TG de los quilomicrones y
el c-VLDL. Esto explica que la deficiencia de LPL o de apolipoproteina Cll se asocie a
hipertrigliceridemia grave (18). Normalmente los TG de los quilomicrones se aclaran en
un plazo de 12 horas tras la ingesta. Por ello, la determinacidon de TG en ayunas es un
buen reflejo de la cantidad de TG enddgenos presentes en la circulacidén, pero no de la

LPP.

La cantidad de grasa diaria ingerida, asi como su composicion de acidos grasos,
puede retrasar la digestién y absorcion de los lipidos, por lo que influye en la
duracion e intensidad de la lipemia postprandial. Varios estudios han demostrado
mayor aumento de TG plasmadticos tras la ingesta de acidos grasos saturados al
compararlo con la ingesta de &cidos grasos poliinsaturados n-6 (29,30); aunque en
otros estudios no se ha objetivado esta diferencia al tomarlos asociados con acidos
grasos poliinsaturados n-3 (31) ni se ha demostrado que hacer una dieta
reemplazando los acidos grasos saturados por poliinsaturados n-6 reduzca el riesgo
de enfermedad coronaria o la mortalidad (32), de modo que la relacién aun no es
clara. La ingesta de acidos grasos poliinsaturados n-3 o monoinsaturados si parece
mostrar por si misma mejoria en los niveles de lipidos circulantes en diversos
estudios (33-35), también al compararlos con los acidos grasos saturados (36).
Ademas, la LPP también se ve influida por factores del individuo, tanto modificables
(tabaco, alcohol, medicacion, actividad fisica, hdabitos dietéticos) como no

modificables (edad, sexo, genética, patologias) (37).

La LPP se ha relacionado con el riesgo de ECV isquémica, habiéndose propuesto
ya el considerar la AE como un fendmeno postprandial desde 1979 (38). Varios
estudios han mostrado también posteriormente que una comida alta en grasas es
una fuente directa de estrés oxidativo (26). El retraso en la eliminacidon de los TG
postprandiales se asocia con la AE, demostrandose que la hipertrigliceridemia
postprandial tiene efectos adversos en la funcion endotelial. Los quilomicrones

remanentes, asi como las particulas de c-LDL y c-VLDL, son altamente aterogénicas y
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activan mecanismos inflamatorios, de activacion plaquetaria, coagulacién vy
fendmenos trombodticos (39). Asi, en situacion postprandial, las particulas lipidicas
circulantes interactian con el endotelio y se produce un incremento del nimero de
neutréfilos con produccién de citoquinas proinflamatorias y estrés oxidativo,
contribuyendo estos cambios a la disfuncién endotelial (40). Por este motivo, es muy
probable que una LPP elevada actie como un factor de riesgo cardiovascular
independiente mas, por lo que deberia tenerse en cuenta en el estudio y tratamiento

de las dislipemias (41).

1.4 Eotaxinas y receptor CCR3
La eotaxina-1 (CC quimioquina

ligando 11; CCL11) es wuna citoquina
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Figura 2. Estructura de eotaxina-1 unida al
receptor CCR3.
Millard CJ, Ludeman JP, Canals M, Bridgford JL, Hinds
MG, Clayton DJ, etal. Structural basis of receptor
sulfotyrosine recognition by a CC chemokine: The n-
terminal region of CCR3 bound to CCL11/eotaxin-1.
Structure. 2014,22(11):1571-81 (44).

proteinas G perteneciente a la subfamilia
A (receptores de tipo rodopsina). Este
receptor estd compuesto de unos 350
aminodcidos que contiene siete regiones
hidrofébicas que forman siete hélices transmembrana. Es un receptor promiscuo que
se expresa en diferentes tipos celulares como basdéfilos, mastocitos, linfocitos T vy
eosindfilos, siendo en los eosindfilos donde se encuentra en mayor nimero. Puede
ser activado por varias quimioquinas, aunque de todas ellas las quimioquinas con
mayor capacidad quimiotactica de eosindfilos son las eotaxinas, las cuales son
ligandos exclusivos de CCR3 (42). Por otra parte, una de las citoquinas que controla

de manera negativa este receptor es la interleucina-3 (IL-3).
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Dentro del grupo de las eotaxinas se encuentran también las quimioquinas
conocidas como CCL24 (eotaxina-2) y CCL26 (eotaxina-3). Se trata también de
quimioquinas ligandos del receptor CCR3 y con actividad quimiotactica
predominantemente sobre los eosindéfilos, con un mecanismo de accién similar a la
eotaxina-1. Los genes que las codifican se localizan en el cromosoma 7. Estas 3
eotaxinas serian por lo tanto los principales agonistas del receptor CCR3, aunque
también se han identificado otros como RANTES (CCL5), la proteina inflamatoria de
macrofagos 1a o las proteinas quimiotacticas de monocitos (CCL8/MCP-2, CCL7/MCP-

3y CCL13/MCP-4), que ademas se unen a otros receptores (43,44).

El receptor CCR3 juega un papel fundamental en el desarrollo de enfermedades
alérgicas como asma, dermatitis atépica y rinitis alérgica. El infiltrado inflamatorio en
este tipo de enfermedades consiste sobre todo en eosindfilos, linfocitos T-helper 2 y
mastocitos. Todos ellos expresan CCR3 en su superficie celular. Asimismo, la
eotaxina-1 también se encuentra en mayores concentraciones en este tipo de

patologias (23).

Los eosindfilos son observados con rara frecuencia en la placa aterotrombodtica
humana, pero si se ha detectado la sobreexpresion de la eotaxina-1 y de su receptor,
CCR3, en el infiltrado inflamatorio de la placa. Esto ha sido estudiado y se ha visto
gue la eotaxina-1 se expresa en multiples tejidos como en corazén, pulmones,
rifones, ganglios linfaticos, timo, intestinos, y también en las células musculares lisas
de la placa de aterotrombosis, y contribuye a regular el proceso de movilizacién y
activacion de células (45). Se cree que en este caso probablemente tenga un papel en
procesos inflamatorios no mediados por eosinéfilos, y esto se ha visto respaldado por
estudios realizados en ratones (46). Todo esto hace que la eotaxina-1 pueda ser
considerada un marcador de AE y se relacione asimismo con el riesgo de ECV
isquémica (42,47). No obstante, los datos son discordantes y también existen algunos

estudios en los que no se demuestra esta asociacion (48,49).

Ademads, trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacidon (no

publicados) muestran niveles plasmaticos elevados de eotaxina-1 en los sujetos con
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hipercolesterolemia frente a sujetos control sanos. Igualmente, se han detectado
niveles elevados en ratones apoE-/- sometidos a dieta aterogénica frente a aquellos
sometidos a una dieta control, y la falta del receptor de esta quimioquina (CCR3) se
tradujo en una aceleracién del proceso aterosclerético, incrementandose el grosor de
la capa intima-media arterial y el numero de macréfagos en la lesion (47). También
en modelos animales, se ha observado que la generacidn de algunas citoquinas como
la eotaxina produce progresion del proceso de AE (50). Por otra parte, nuestro grupo
también ha evidenciado que los niveles de marcadores inflamatorios en sujetos con
hipercolesterolemia disminuyen 4 horas después de una sobrecarga oral grasa (SOG)
estandarizada con un preparado comercial de TG de cadena larga, mientras que en
sujetos sanos permanecen invariables. No obstante, el comportamiento vy
modificaciones en situacion postprandial del eje inflamatorio CCL11/CCR3, asi como
el papel que tiene en la lesion arteriosclerdtica, no estan aun bien estudiados. Por

ello, en este proyecto de tesis se abordara su estudio.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis de trabajo

Multiples trabajos indican que la inflamacién juega un importante papel en la
aparicién y desarrollo de la placa de AE, interviniendo en su patogénesis numerosas
células y mediadores histoquimicos, que tienen un papel fundamental tanto en su
inicio como en su progresidon. De esta manera, se ha descrito una clara correlacién
entre el estado inflamatorio y la disfuncién endotelial en pacientes con

hipercolesterolemia primaria.

En todo este proceso intervienen diferentes citoquinas. Entre ellas, la eotaxina-
1y su receptor (CCL11/CCR3) han sido identificados en el infiltrado inflamatorio de la
placa y se han detectado niveles elevados de eotaxina-1 en sujetos con

hipercolesterolemia.

Por otra parte, se ha visto que la LPP podria ser considerada un factor de riesgo
cardiovascular independiente y que actla como inductor de citoquinas
proinflamatorias y factores de estrés oxidativo. No obstante, aunque se han realizado
estudios previos, los mecanismos que intervienen en este proceso contindan sin ser

bien conocidos.

Por todo lo expuesto, nuestra hipdtesis de trabajo es la siguiente:

En un modelo de alto riesgo cardiovascular como Ia
hipercolesterolemia primaria, la elevacion de la LPP conllevara la
modificacion del eje inflamatorio CCL11/CCR3 (eotaxina-1), asi como de
los otros principales ligandos del receptor CCR3 (eotaxinas 2 y 3), y esto

podria influir en el desarrollo de la placa de AE.
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2.2 Objetivos
Partiendo de los conocimientos anteriormente descritos, los objetivos de este

trabajo son:

Objetivo principal:

Estudiar las modificaciones que se producen en situacion
postprandial en el eje inflamatorio CCL11/CCR3 (eotaxina-1), asi como
en los otros principales ligandos del receptor CCR3 (eotaxinas 2 y 3), en

la inflamacidn sistémica asociada a la hipercolesterolemia primaria.

Objetivos secundarios:

— Comparar los valores circulantes de las eotaxinas 1, 2 y 3, como
ligandos del receptor CCR3, en pacientes con hipercolesterolemia

primaria frente a controles voluntarios sanos.
— Analizar cdmo se modifican las eotaxinas 1, 2 y 3 desde la situacién
de ayuno a la situacién postprandial, en pacientes con

hipercolesterolemia primaria y en voluntarios sanos.

— Conocer si los niveles de eotaxinas 1, 2 y 3 se comportan de manera

diferente en funcién del género.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Sujetos a estudio
En el estudio se incluyen un total de 43 sujetos participantes en el estudio: 22
pacientes con hipercolesterolemia primaria y 21 controles sanos, apareados por edad
y sexo. Los casos participantes fueron seleccionados entre los pacientes de las
Consultas Externas del Servicio de Endocrinologia y Nutricién del Hospital Clinico
Universitario de Valencia entre los meses de enero y octubre de 2016, por el método
oportunistico. Los controles fueron voluntarios sanos reclutados desde el Servicio de
Endocrinologia y Nutricién, correspondiendo todos ellos a personal investigador y
sanitario del centro y a sus familiares.
- Criterios de inclusidn:
e Ambos grupos: Edad entre 18-65 afios.
e (Casos:
= Colesterol total > 240 mg/dL o c-LDL > 160 mg/dL.
= TG <200 mg/dL.
= Sin tratamiento farmacoldgico hipolipemiante o con
posibilidad de retirarlo 4 semanas antes de la SOG.
e Controles:
= Colesterol total < 200 mg/dL o c-LDL < 130 mg/dL.
= TG< 150 mg/dL.
= Glucemia en ayunas < 100 mg/dL.
- Criterios de exclusidn:
= ECV.
= Diabetes mellitus.
* [ndice de masa corporal (IMC) > 35 kg/mz.
= Habito tabaquico.
= |ngesta de alcohol > 30 g/dia.
= Participacién en programas de ejercicio fisico intenso.
= Variacion de peso > 10% en los ultimos 3 meses.

= |nsuficiencia hepatica.
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= |Insuficiencia renal.

= Hipotiroidismo no controlado.

= Historia de enfermedad inflamatoria.

= Consumo de farmacos antiinflamatorios en las 6 semanas

previas al estudio.

3.2 Diseino

Se trata de un estudio comparativo y de intervencién postprandial, en el que se
comparan sujetos con hipercolesterolemia primaria y controles normolipidémicos, en
situacion basal y en situacién postprandial. La n calculada fue de 20 sujetos por

grupo, apareados por edad y género.

El estudio se llevd a cabo siguiendo los principios de la Declaracién de Helsinki y
el procedimiento fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. A todos los sujetos participantes se les explicd
adecuadamente el estudio y firmaron un consentimiento informado previo a su

participacion.

A todos los sujetos estudiados, una vez aceptada su participacion en el estudio
y habiendo firmado el consentimiento informado, se les realizd una historia clinica
completa, incluyendo datos antropométricos, medicién de presién arterial y analisis
sanguineo, para comprobar el cumplimiento de todos los criterios de inclusion y
ninguno de exclusién. A aquellos que tomaban algun farmaco hipolipemiante se les
retird 4 semanas antes del estudio y se les dieron recomendaciones nutricionales
para mantener una dieta baja en colesterol. A aquellos que tomaban algin farmaco
antiinflamatorio (que pudiera interferir con el estudio) se les retird también 6
semanas antes. Los sujetos control mantuvieron sus habitos dietéticos habituales. El
dia previo a la exploracién, todos ellos se abstuvieron de la ingesta de alcohol y de

actividad fisica intensa.
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El procedimiento se llevd a cabo en la Unidad de Pruebas Funcionales del
Servicio de Endocrinologia y Nutricién del Hospital Clinico Universitario de Valencia.
En los sujetos participantes se realizdé una extraccién sanguinea en situacién basal (to)
a las 830 h, tras 12 horas de ayuno, realizando posteriormente una SOG
estandarizada y repitiéndose la extraccién a las 4 horas (t4). Los analisis sanguineos
iniciales se realizaron tras un descanso de 30 minutos. Durante el tiempo que duré el
estudio los sujetos permanecieron en reposo, sentados o en decubito supino, y sin
ingesta de ningun alimento (Unicamente se permitio la ingesta de agua). Las muestras
de sangre se recogieron en tubos heparinizados o con acido etilendiaminotetraacético

(EDTA).

3.2.1 Sobrecarga oral grasa (SOG)

Todos los sujetos del estudio se sometieron a una SOG estandarizada. La SOG
consistio en la ingesta via oral de un preparado comercial de TG de cadena larga, que
consta de 50 g de grasa por cada 100 mL, constituida por un 75% de acidos grasos
insaturados, procedentes de aceites vegetales (Supracal®; Nutricia). Cada 100 mL de
este modulo nutricional contienen 50 g de grasa (450 kcal), de las cuales 5,3 g son
grasas saturadas, 30,4 g monoinsaturadas y 14,3 g poliinsaturadas. La composicion

completa de este preparado comercial se muestra en la tabla 1.

La dosis de Supracal® ingerida fue de 25 g de grasa por cada m? de superficie
corporal del sujeto. Las extracciones sanguineas se realizaron al inicio (to) y a las 4

horas tras la SOG (t4), como se ha explicado previamente.

. g/ 100 g de
Informacion nutricional Por 100 mL Acidos grasos

acidos grasos

Valor energético (kcal) 450 Laurico (C12) <1

Grasas (g) de las cuales: 50 Miristico (C14) <1

-Saturadas 5,3 Palmitico (C16) 10

- Monoinsaturadas 30,4 Estearico (C18) 3

- Poliinsaturadas 14,3 Oleico (C18:1) 58

LCT (%) 100 Linoleico (C18:2) 20
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Hidratos de carbono (g) de los 0,1 a-linoleico <1
cuales: (C18:3) 1
- Azlcares 0 Araquidénico 1
(C20)
Eicosaenoico
(C20:1)
Proteinas (g) 0 Behénico (C22) 3
Fibra alimentaria (g) 0 Lignocérico (C24) 1
Sal (g) 0,02
Minerales y elementos traza
-Na (mg / mmol) 7/0,3
-Cl (mg / mmol) 0,1/0
Osmolaridad (mOsm/L) 0

Tabla 1. Composicion Supracal® sabor neutro.

3.3 Métodos

Se aplicd un protocolo de estudio para la recogida de datos, siendo los

parametros recogidos en situacién basal (to) los siguientes:

- Parametros clinicos:

o

o

Edad en afios naturales.

Sexo.

Antecedentes personales médico-quirurgicos, incluyendo eventos
cardiovasculares.

Consumo de alcohol (gramos/dia, u ocasional en el caso de no ser
diario).

Consumo de tabaco. En caso de ser exfumador se documentd el
nimero de afios del habito tabaquico, el nimero de cigarrillos/dia
fumados previamente y el afio de abandono del habito.

Ejercicio fisico realizado medio (minutos/semana).

Farmacos de consumo habitual o consumidos ocasionalmente en las
6 semanas previas al estudio.

Procesos inflamatorios, infecciosos o alérgicos durante el periodo de

estudio.
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o Medicion de la presion arterial sistélica (PAS) y presion arterial
diastodlica (PAD) previo a la primera extraccidn sanguinea, utilizando
el valor medio de 3 mediciones separadas entre si 5 minutos.

- Parametros antropométricos:

o Peso (kg) y talla (cm).

o IMC (kg/m?).

o Perimetro de cintura (cm), determinado con el sujeto en
bipedestacidn, con los pies juntos, los brazos a los lados y tras exhalar
el aire, en el punto medio entre el extremo superior de la cresta iliaca
y el extremo inferior de la ultima costilla.

- Pardmetros bioquimicos:
o Hemograma.
o Bioquimica estandar, incluyendo:
= Perfil lipidico:
e Colesterol total y TG, por método colorimétrico.
e c-HDL tras precipitacidn con polianiones.
e C-LDL calculado de manera indirecta con la formula de
Friedewald: Colesterol total — (c-HDL + c-VLDL).
e ApoB, porinmunoturbimetria.
Los coeficientes de variacion para los lipidos y las
lipoproteinas fueron < 5% en nuestro laboratorio.
= Glucemia, por el método enzimatico de glucosa oxidasa.
=  Funcién renal, mediante la determinacion de la creatinina.
= Perfil hepatico: Transaminasas glutdmico-oxalacética (GOT) y
glutdmico-piravica (GPT).
= |nmunoglobulinas: IgG, IgM, IgE total.
- Marcadores inflamatorios:
Para su medicion, se recogieron muestras de sangre heparinizadas (17 Ul
heparina/mL) en tubos BD Vacutainer® (Beckton Dickinson and Company, EEUU) y
fueron centrifugadas para obtener plasma, que se conservd a -802C. Las quimioquinas

se midieron utilizando la técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, DuoSet®

37



ELISA Development Systems, R&D Systems, Abingdon, UK): CCL11 (eotaxina-1), CCL24
(eotaxina-2) y CCL26 (eotaxina-3). Los resultados se expresaron en pg/mL
(concentracion del marcador en plasma).
Los parametros recogidos a las 4 horas (t4) fueron los siguientes:
- Pardmetros bioquimicos:
o Hemograma.
o Bioquimica estandar:
= TG.
=  Glucemia.
= |nmunoglobulinas: I1gG, IgM, IgE total.
- Marcadores inflamatorios: CCL11 (eotaxina-1), CCL24 (eotaxina-2), CCL26
(eotaxina-3).
Todos los parametros clinicos y antropométricos fueron recogidos por el
propio investigador. Las extracciones sanguineas fueron realizadas por el personal de

Enfermeria de la Unidad de Pruebas Funcionales.

3.4 Analisis estadistico

Los sujetos hipercolesterolémicos y controles sanos estuvieron apareados por
edad y sexo. El andlisis estadistico se realizdé con el programa informatizado Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) software (versiéon 20.0, SPSS, Chicago, IL, USA). Para
cada variable, los resultados se expresan como media * desviacidén estandar.

Para las comparaciones entre los dos grupos experimentales e intragrupo entre
los dos tiempos de estudio, se utilizé la prueba t de Student (para datos apareados o
no apareados) en aquellos casos en los que podiamos asumir normalidad. Para las
comparaciones o analisis entre las variables donde no se comprobé normalidad, se
utilizd el test de Wilcoxon o el test de Mann-Withney, para datos apareados y no
apareados, respectivamente.

Para determinar el grado de relacidon entre variables cuantitativas se utilizé la
correlacién de Pearson. Los datos se consideraron estadisticamente significativos

cuando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Comparacion de los parametros basales en pacientes con

hipercolesterolemia primaria y en controles voluntarios sanos

En las tablas que se exponen a continuacidn vemos la comparacién entre los
pardmetros clinicos, antropométricos y bioquimicos, asi como los marcadores
inflamatorios, en el grupo de pacientes con hipercolesterolemia primaria frente a los
controles sanos. Se estudiaron un total de 43 sujetos: 22 pacientes con
hipercolesterolemia primaria y 21 controles sanos, segun los criterios de inclusién y

exclusién comentados previamente.

4.1.1 Parametros clinicos y antropométricos
En la tabla 2 se presentan las caracteristicas generales (parametros clinicos y
antropométricos) del grupo de estudio completo: edad, sexo, IMC, perimetro de

cintura, PAS, PAD y consumo de alcohol.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la PAD y en el
consumo de alcohol entre los sujetos con hipercolesterolemia frente a los controles
sanos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en edad,
distribucidn por sexos, IMC, perimetro de cintura y PAS, parametros en los que ambos

grupos serian equiparables.

Controles Hipercolesterolemia
(n=21) primaria (n = 22)
Edad (afios) 48,8 £ 12,5 49,0+ 14,5
Sexo
Hombre 3(14,3) 4 (18,2)

Mujer 18 (85,7) 18 (81,8)
IMC (kg/m?) 25,5+ 3,2 25,7 4,3
Perimetro de cintura (cm) 85,4+8,9 85,7+10,4
PAS (mmHg) 117,81 10,1 124,7£17,1
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PAD (mmHg) 71,9+8,3 785+12,3*
Consumo de alcohol
0 g/dia 21 (100,0) 14 (63,6)
10 g/dia 0(0,0) 1(4,6)
Ocasional 0 (0,0) 7(31,8) *

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y antropométricas del grupo completo.

Los datos de los pardmetros cuantitativos se expresan como media * desviacidn estandar. Los datos de los pardmetros
cualitativos se expresan como n (%).

* p<0,05.

4.1.2 Parametros analiticos en ayunas

En la tabla 3 se muestran los principales resultados analiticos en situacidon de
ayuno del grupo completo. Como era esperable, por los criterios de seleccién, se
detectan diferencias estadisticamente significativas en los niveles plasmaticos de
colesterol total, c-LDL, TG y ApoB, siendo estos mayores en el grupo de pacientes con

hipercolesterolemia primaria. No se encontraron diferencias significativas en el resto

de pardmetros.

Controles Hipercolesterolemia
(n=21) primaria (n = 22)

Glucosa (mg/dL) 86,7 +6,9 88,1+8,7

CT (mg/dL) 206,1£31,3 264,6+41,9 *
c-HDL (mg/dL) 66,0+ 11,5 63,4 + 13,7
c-LDL (mg/dL) 130,6 + 24,8 182,8+29,2 *
TG (mg/dL) 81,0+ 33,6 109,7 £39,7 *
ApoB (mg/dL) 92,5+ 18,0 127,4 £23,6 *
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,1 0,7+0,1
GOT (U/L) 21,7+4,2 22,8+5,0
GPT (U/L) 18,3+8,5 18,6 £5,2
Leucocitos (x10°/L) 5,6 +1,0 55+1,1
Neutréfilos (x10°/L) 3,1+0,7 2,9+0,8
Linfocitos (x10%/L) 1,9+0,6 1,9+0,5
Basdfilos (X109/L) 0,040 £ 0,017 0,043 £0,024
Eosindfilos (x10°/L) 0,144 + 0,125 0,155 + 0,072
Plaguetas (x109/L) 247,5+51,8 247,1 £57,3
IgG (mg/dL) 966,7 £ 183,7 968,5 + 161,5
IgM (mg/dL) 100,4 + 33,0 125,8 + 65,9
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IgE total (Ul/mL) 42,6 £53,8 50,4 + 79,1

Tabla 3. Caracteristicas analiticas basales del grupo completo.
Los datos se expresan como media * desviacidn estandar.
*p<0,05.

Estos datos nos muestran que los dos grupos son equiparables entre si a nivel
analitico, salvo en los pardmetros que estan en relacién con los criterios de inclusiéon

de cada grupo.

4.1.3 Marcadores inflamatorios en ayunas

En la tabla 4 se observan los niveles plasmaticos de las eotaxinas en el grupo
completo, en situacién basal (ayunas). Los niveles de eotaxina-1 y de eotaxina-3
fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes con hipercolesterolemia
primaria. Los niveles de eotaxina-2 fueron también mayores, pero sin llegar a ser

estadisticamente significativos.

Controles Hipercolesterolemia
(n=21) primaria (n = 22)
Eotaxina-1/ CCL11 (pg/mL) 526,9 + 256,6 706,7 £210,1 *
Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL) 265,1+234,0 331,0+239,4
Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL) 256,3 £ 258,2 683,2 £ 810,9 *

Tabla 4. Niveles basales de marcadores inflamatorios en el grupo completo.
Los datos se expresan como media * desviacion estandar.
*p<0,05.

Estos resultados indican que el grupo de pacientes con hipercolesterolemia
primaria tiene una elevacién significativa de las eotaxinas criticas del eje inflamatorio

en situacion de ayunas, comparado con el grupo de sujetos sanos normolipidémicos.

4.2 Comparacion de los parametros estudiados en situacion de
ayuno y en situacion postprandial

A continuacidn, se exponen las tablas en las que se comparan los parametros
analiticos y los marcadores inflamatorios, en situacion de ayunas (tp) y en situacién
postprandial tras la SOG (t;) en el grupo completo, y comparando el grupo de

pacientes con hipercolesterolemia frente al de controles sanos.
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4.2.1 Modificaciones en los parametros analiticos del grupo completo tras una
SOG

En la tabla 5 queda reflejado el efecto de la SOG, presentandose los datos de los
parametros analiticos en el grupo completo, antes y después de la SOG. Los niveles de
TG y leucocitos fueron significativamente mayores en situacidon postprandial, y los
niveles de plaquetas menores, sin observarse diferencias estadisticamente

significativas en el resto de parametros analizados: glucosa, eosindfilos, 1gG, IgM e IgE

total.
to (n=33) t; (n=33)

Glucosa (mg/dL) 86,4+ 8,2 86,5+ 7,1 (10,1%)
TG (mg/dL) 104,4 + 40,3 160,2 + 77,4 (153,4%)*
Leucocitos (x10°/L) 5,5+1,0 6,2 + 1,1 (112,7%)*
Eosindfilos (XlOg/L) 0,145 £ 0,068 0,135+ 0,071 (16,9%)
Plaguetas (x109/L) 242,8 + 54,6 235,6 + 55,0 (1.3,0%)*
IgG (mg/dL) 967,2 + 167,0 984,2 +177,5 (11,8%)
IgM (mg/dL) 118,0+57,4 119,0 £ 56,4 (1M0,8%)
IgE total (UI/mL) 51,1+ 73,4 51,9 + 75,6 (1M1,6%)

Tabla 5. Parametros analiticos basales y a las 4 horas tras la SOG en el grupo completo.
Los datos se expresan como media +* desviacion estandar. Entre paréntesis se muestra el % de aumento o descenso.
*

p <0,05.

Destaca sobre todo el aumento de los niveles de TG, mayor del 50%, como era

esperable por el aumento de lipoproteinas ricas en TG caracteristico de la LPP.

4.2.2 Modificaciones en los marcadores inflamatorios del grupo completo tras
una SOG

En la tabla 6 se presentan las diferencias en los niveles de las eotaxinas en el
grupo completo, antes y después de la SOG. Se observa que los niveles de las eotaxinas
1, 2 y 3 fueron significativamente mayores en situaciéon de ayunas que en situacion

postprandial.

to (n=33) t; (n=33)
Eotaxina-1/ CCL11 (pg/mL) 652,8 + 253,5 598,0 + 244,1 ({,8,4%)*
Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL) 323,8+249,3 287,5 + 258,4 (L 11,2%)*
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Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL) 555,0 + 745,2 323,8 +436,1 (141,7%)*

Tabla 6. Niveles de marcadores inflamatorios basales y a las 4 horas tras la SOG en el grupo
completo.

Los datos se expresan como media * desviacion estandar.
*p<0,05.

4.2.3 Modificaciones en los parametros analiticos y marcadores inflamatorios
del grupo control tras una SOG

En la siguiente tabla (tabla 7) se muestra el efecto de la SOG, esta vez
Unicamente en el grupo control, comparandose los datos de pardmetros analiticos y
marcadores inflamatorios antes y después de la SOG. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de TG, leucocitos, 1gG, eotaxina-1 y
eotaxina-2. En el resto de los pardmetros las diferencias que se encontraron no fueron

significativas.

to (n=11) t; (n=11)

Glucosa (mg/dL) 82,9+ 6,0 83,6 * 4,3 (10,8%)
TG (mg/dL) 93,8+41,2 135,6 + 63,4 (1M44,6%)*
Leucocitos (x10%/L) 54+1,0 6,0 +1,2 (111,1%)*
Eosindfilos (x10°/L) 0,124 + 0,054 0,128 + 0,056 (13,2%)
Plaquetas (x10°/L) 234,2 +50,2 229,8 + 50,7 (\1,9%)
IgG (mg/dL) 964,6 + 185,4 1001,5 + 201,3 (13,8%)*
IgM (mg/dL) 102,4 + 32,0 104,3 + 33,3 (11,9%)
IgE total (Ul/mL) 52,6 + 64,0 53,0 + 63,2 (10,8%)
Eotaxina-1/ CCL11 (pg/mL) 520,9+312,4 465,4 + 290,8 ({1, 10,7%)*
Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL) 308,1 +282,8 278,7 + 285,8 (1.9,5%)*
Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL) 190,0 + 71,7 201,3 + 79,3 (15,9%)

Tabla 7. Parametros analiticos y marcadores inflamatorios basales y a las 4 horas tras la

SOG en el grupo control.
Los datos se expresan como media * desviacion estandar.
*p<0,05.

Estos datos nos muestran que en el grupo de pacientes controles sanos el eje
inflamatorio en el que intervienen las eotaxinas también se modifica en situacién
postprandial, produciéndose un descenso en los niveles de las mismas

(estadisticamente significativo en eotaxina-1 y eotaxina-2).

45



4.2.4 Modificaciones en los parametros analiticos y marcadores inflamatorios
del grupo de pacientes con hipercolesterolemia primaria tras una SOG

En la tabla 8 se observan el efecto de la SOG en los sujetos con
hipercolesterolemia primaria, mostrando los valores tanto en situacién basal como
postprandial (antes y después de la SOG). Fueron estadisticamente significativas las
diferencias en los niveles de TG y leucocitos, siendo estos niveles mayores en situacion
postprandial. Los niveles de eosindfilos, plaquetas, eotaxina-1, eotaxina-2 y eotaxina-3

fueron significativamente mayores en situacion basal.

to (n=22) t; (n=22)

Glucosa (mg/dL) 88,1+8,7 88,0+ 7,9 (10,1%)
TG (mg/dL) 109,7 + 39,7 172,5 + 82,1 (157,2%)*
Leucocitos (x10°/L) 55+1,1 6,3+ 1,1 (114,5%)*
Eosindfilos (x10°/L) 0,155 + 0,072 0,139 + 0,079 (110,3%)*
Plaquetas (x10°/L) 247,0+57,3 238,4 + 58,0 (13,5%)*
IgG (mg/dL) 968,5 + 161,5 975,5 + 168,8 (10,7%)
IgM (mg/dL) 125,8 + 65,9 125,7 + 64,5 (1.0,1%)
IgE total (Ul/mL) 50,4 + 79,1 51,3 + 82,6 (11,8%)
Eotaxina-1 / CCL11 (pg/mL) 706,7 £210,1 652,3 + 205,6 (. 7,7%)*
Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL) 331,0+239,4 291,5 + 252,0 (L 11,9%)*
Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL) 683,2 + 810,9 359,8 + 489,1 (1.47,3%)*

Tabla 8. Parametros analiticos y marcadores inflamatorios basales y a las 4 horas tras

la SOG en el grupo de pacientes con hipercolesterolemia primaria.
Los datos se expresan como media * desviacion estandar.
*p <0,05.

Observamos que en el grupo de pacientes con hipercolesterolemia, el
porcentaje de aumento de los niveles de TG en situacion postprandial es mayor que en
el grupo control (57,2% vs 44,6%), aunque en ambos casos es estadisticamente

significativo.
Ademas, se produce un descenso estadisticamente significativo de los niveles

de las eotaxinas 1, 2 y 3. Cabe destacar sobre todo el descenso de eotaxina-3

(447,3%), que en el grupo de voluntarios sanos no se producia.
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4.2.5 Parametros analiticos en situacion postprandial

En la tabla 9 se exponen las diferencias en los niveles de los pardmetros
analiticos después de la SOG, comparando los sujetos con hipercolesterolemia
primaria frente a los controles sanos. No se encontraron diferencias significativas en

ninguno de los parametros analizados en t.

En las figuras 3 a 10 se muestra una representacion grafica de los valores de
glucosa, TG, leucocitos, eosindfilos, plaquetas, IgG, IgM e IgE total comparando los dos

grupos en los dos tiempos de estudio (to y t4).

Controles Hipercolesterolemia
(n=11) primaria (n = 22)

Glucosa (mg/dL) 83,6 +4,3 88,0+7,9

TG (mg/dL) 135,6 £ 63,4 172,4+82,1
Leucocitos (x10%/L) 6,0 +1,2 6,3+1,1
Neutréfilos (x10°/L) 3,6+0,9 3,8+7,2
Linfocitos (x10°/L) 1,9 +0,4 2,1+0,5
Basdfilos (x109/L) 0,031 +£0,018 0,031 +0,023
Eosindfilos (xlOg/L) 0,128 £ 0,056 0,138 £ 0,079
Plaguetas (x109/L) 229,8 £ 50,7 238,4 + 58,0
IgG (mg/dL) 1001,5 + 201,3 975,5 £ 169,0
IgM (mg/dL) 104,3 £ 33,3 125,7 £ 64,5
IgE total (Ul/mL) 53,0 + 63,2 51,3+82,6

Tabla 9. Caracteristicas analiticas a las 4 horas tras la SOG en el grupo completo.
Los datos se expresan como media * desviacion estandar.
*p<0,05.
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Figura 3. Comparacion de los niveles de glucemia en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
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Triglicéridos
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Figura 4. Comparacion de los niveles de triglicéridos en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.

*p<0,05.
Leucocitos

8

6 s
= Controles
2 4
2 Hipercolesterolemia
x primaria

2

0 T

to t4

Figura 5. Comparacion de los niveles de leucocitos en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
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Figura 6. Comparacion de los niveles de eosinéfilos en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
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Plaquetas
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Figura 7. Comparacion de los niveles de plaquetas en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
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Figura 8. Comparacion de los niveles de 1gG en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
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Figura 9. Comparacion de los niveles de IgM en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
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Figura 10. Comparacion de los niveles de IgE total en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.

4.2.6 Marcadores inflamatorios en situaciéon postprandial

En la tabla 10 se muestran las diferencias en los niveles plasmaticos de las
eotaxinas después de la SOG, comparando los sujetos con hipercolesterolemia
primaria frente a los controles sanos. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los parametros. Los niveles de eotaxina-1 fueron mayores
en los sujetos con hipercolesterolemia primaria, aunque sin llegar a alcanzar la

significacion estadistica (p = 0,051).

En las figuras 11 a 13 se representan graficamente los valores de eotaxina-1,

eotaxina-2 y eotaxina 3, comparando los dos grupos en los dos tiempos de estudio.

Controles Hipercolesterolemia
(n=10) primaria (n = 22)
Eotaxina-1/ CCL11 (pg/mL) 456,4 £ 290,8 652,3 +205,6 *
Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL) 278,7 +285,8 291,5+252,0
Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL) 201,3+79,3 359,8 +489,1

Tabla 10. Niveles de marcadores inflamatorios a las 4 horas tras la SOG en el grupo completo.
Los datos se expresan como media * desviacion estandar.

" p=0,051.
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Figura 11. Comparacion de los niveles de eotaxina-1 en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
*p<0,05 "p=0,051
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Figura 12. Comparacion de los niveles de eotaxina-2 en controles sanos y pacientes con
hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.

Eotaxina-3 / CLL26

600
. Controles
£ 400
E Hipercolesterolemia

primaria
200 —
0 *
to t4

Figura 13. Comparacion de los niveles de eotaxina-3 en controles sanos y pacientes con

hipercolesterolemia primaria, en ayunas y a las 4 horas tras la SOG.
*
p <0,05.
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Por lo tanto, detectamos que tanto en el grupo de pacientes con
hipercolesterolemia primaria como en el grupo control se producen caidas de
eotaxina-1 y eotaxina-2 en fase posprandial, y también en eotaxina-3 en el grupo de
pacientes. Es interesante destacar que siendo diferentes y mayores todos los valores
de las eotaxinas en situaciéon de ayunas en el grupo de hipercolesterolemia (y
estadisticamente significativos en el caso de eotaxina-1 y eotaxina-3), estas diferencias
tienden a reducirse e igualarse en situacion postprandial, sin encontrarse diferencias
significativas en ninguna de las eotaxinas en t4, aunque en el caso de la eotaxina-1
qgueda cerca de la significacidon estadistica (figura 11). Esto puede ser indicador del

beneficio que obtiene el grupo de pacientes con hipercolesterolemia con la SOG.

4.2.7 Relacidn de los niveles de eotaxinas con los parametros clinico-analiticos

Se presenta en la tabla 11 la relacion entre el IMC, los niveles basales de
colesterol total y c-LDL, y los niveles de eotaxinas de ambos grupos, tanto en situacién
de ayuno como en situacién postprandial. Para ello se aplicd la correlacion de Pearson
a estos pardmetros, expresada como coeficiente de correlacién (r). Se observo
correlacién positiva significativa de intensidad moderada entre los niveles de
colesterol total y c-LDL, y los niveles de eotaxina-1 en situacién de ayuno. Asimismo, se
observé correlacién positiva significativa de intensidad moderada entre los niveles de
c-LDL vy los niveles de eotaxina-2 en situacidén de ayuno. También fue significativa la
correlacién positiva de intensidad moderada entre el IMC y los niveles de eotaxina-3

en situacién de ayuno.

Al estudiar la correlacion de las eotaxinas con otros parametros clinico-analiticos,
no se observé correlacidn con la edad, el perimetro de cintura o los niveles plasmaticos

de TG y de glucemia (en to y t4).

IMC Colesterol total c-LDL

Eotaxina-1 / CCL11 (pg/mL)
to (n = 42) 0,21 0,39* 0,43*
ts (n =31) 0,15 0,26 0,32

Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL)
to (n = 42) 0,27 0,29 0,31*
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t, (n = 32) 0,34 0,15 0,18

Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL)
to (n = 39) 0,34* 0,26 0,29
t, (n = 29) 0,13 0,02 0,05

Tabla 11. Correlacién de los marcadores inflamatorios con parametros clinico-analiticos.
Los datos se expresan coeficiente de correlacién (r).
*p<0,05.

Estos datos son interesantes ya que nos indican la importante relacion del eje
inflamatorio estudiado con el metabolismo lipidico y por lo tanto con una diferente
respuesta en los sujetos con hipercolesterolemia primaria, asi como con el IMC en el

caso de la eotaxina-3, pero no con otros parametros.

4.3 Comparacion de los parametros estudiados en funcion del

género
En las tablas que se exponen a continuacion se muestra la comparacién de los

parametros clinico-analiticos y los marcadores inflamatorios en funcidn del género.

4.3.1 Parametros clinicos y antropométricos en funcién del género

En la tabla 12 se muestran las diferencias en los parametros clinicos y
antropométricos en funcién del género. Los valores de perimetro de cintura fueron
significativamente mayores en hombres comparado con las mujeres, como era

esperable, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas en el resto de

parametros.
Hombres Mujeres
(n=7) (n=36)

Edad (afios) 44,4 + 13,3 49,8+ 13,4
IMC (kg/m?) 25,2 +2,6 25,7 + 4,0
Perimetro de cintura (cm) 93,0+38,3 84,1+9,2%
PAS (mmHg) 124,0+£ 14,7 120,8+ 14,4
PAD (mmHg) 72,1+5,7 75,9+ 11,7

Tabla 12. Caracteristicas clinicas y antropométricas en funcién del género.
Los datos se expresan como media + desviacion estandar.
*p<0,05.
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4.3.2 Parametros analiticos en funcion del género

En la tabla 13 se presentan las diferencias en los valores analiticos determinados,
en funcion del género, tanto en situacidon de ayuno como en situacién postprandial.
Los valores de c-HDL en el analisis basal fueron significativamente mayores en mujeres
gue en hombres, segin lo esperado. Los niveles de neutrdfilos en tg fueron
significativamente mayores en hombres, y los niveles de IgM fueron significativamente
mayores en mujeres, tanto en tg como en t;. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el resto de parametros analiticos analizados en

funcion del sexo.

Hombres Mujeres
(n:tg=7;t3=5) (n: to =36; t; = 28)

Glucosa (mg/dL)

to 87,1+7,3 87,5+8,0

14 87,0+9,6 86,4 16,8
CT (mg/dL) to 227,9+43,9 237,6 £48,1
c-HDL (mg/dL) to 50,9+ 8,7 67,6 +11,5%*
c-LDL (mg/dL) to 161,3 + 34,9 156,5 + 38,6
TG (mg/dL)

to 104,4+£32,4 94,0+ 40,5

ta 181,0+100,4 156,4+74,3
ApoB (mg/dL) to 113,3+25,5 110,3+28,0
Creatinina (mg/dL) to 0,9+0,1 0,7+0,1
GOT (U/L) to 20,4+4,9 22,6 +4,5
GPT (U/L) to 16,1+2,7 189+7,4
Leucocitos (x10°/L)

to 6,210,6 55%+1,1

14 6,5+0,8 6,2+1,2
Neutréfilos (x10°/L)

to 3,5+0,3 2,9+0,8*

14 4,1+0,4 3,7+0,8
Linfocitos (x10°/L)

to 1,9+04 1,9+0,6

14 2,0+0,3 2,0+£0,5
Basofilos (x10°/L)
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to 0,047 £0,014 0,040 £ 0,022

14 0,028 £ 0,016 0,032 £ 0,023
Eosindfilos (x10°/L)

to 0,226 £ 0,182 0,134 +0,071

14 0,174 £ 0,078 0,130+ 0,070
Plaquetas (x10°/L)

to 220,6 £ 35,3 252,5+55,8

14 193,8+29,1 243,0 £ 55,5
IgG (mg/dL)

to 1031,3+137,1 954,9+175,1

ts 1066,6 + 141,1 969,4 + 181,4
IgM (mg/dL)

to 70,7 £ 19,8 122,9 £+ 54,8*

ts 67,0 £ 20,8 127,8 £ 55,9*
IgE total (Ul/mL)

to 39,2+43,4 48,2 +71,8

ts 26,8 £ 28,1 56,3 £ 80,8

Tabla 13. Caracteristicas analiticas en funcion del género, en situacion de ayuno (t,) y en

situacion postprandial (t,).

Los datos se expresan como media + desviacion estandar.

*p<0,05.

4.3.3 Marcadores inflamatorios en funcion del género
En la tabla 14 se observan las diferencias en los niveles plasmaticos de las
eotaxinas en funcién del género, tanto en situacién de ayuno como en situacién

postprandial. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

hombres y mujeres en ninguna de las eotaxinas.

Hombres Mujeres
(n:to=7;t5=5) (n: to = 36; t; = 28)

Eotaxina-1/ CCL11 (pg/mL)

to 709,7 £ 268,8 603,4 + 243,6

ta 648,3 £ 208,3 590,6 + 251,6
Eotaxina-2 / CCL24 (pg/mL)

to 307,2 +£160,1 297,1 £ 250,2

ta 165,1 + 88,9 305,0+270,6
Eotaxina-3 / CCL26 (pg/mL)

to 434,1 + 408,9 495,6 + 689,1
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4 271,2 + 86,5 414,2 + 623,7

Tabla 14. Niveles de parametros inflamatorios en funcion del género, en situacion de ayuno (t)

y en situacién postprandial (t,).
Los datos se expresan como media + desviacion estandar.
*p<0,05.

Los resultados obtenidos son indicativos de que el funcionamiento del eje
inflamatorio estudiado es similar en ambos sexos, ya que no se encuentran diferencias
significativas en ninguno de los valores de eotaxinas estudiados, por lo que en este

caso el sexo no seria un factor influyente sobre el eje.
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5. DISCUSION

La hipercolesterolemia primaria se asocia con el riesgo de desarrollar AE y con su
complicacién clinica, la ECV isquémica. La ECV isquémica se asocia a multiples factores
de riesgo, tanto ambientales como genéticos, siendo uno de los mas importantes la
aterogenicidad del c-LDL. Numerosos estudios previos han demostrado la asociaciéon
entre la hipercolesterolemia primaria y un bajo grado de inflamacidén sistémica, asi
como su correlacion con algunos marcadores inflamatorios (21). Concretamente, en
algunos estudios la eotaxina-1 y su receptor CCR3 se han detectado en el infiltrado

inflamatorio de la placa, relaciondndose con el riesgo de ECV (42).

En nuestra poblacién actual, es frecuente la realizacién de multiples comidas al
dia, por lo que a menudo pasamos la mayor parte del dia en situacién postprandial.
Por ello, cada vez cobra mas importancia el concepto de LPP, que representa el cambio
de las particulas lipidicas que se produce tras la ingesta, suponiendo un acimulo de
lipoproteinas ricas en TG, asi como el descenso del c-HDL y la formacion de particulas
de c-LDL pequenas y densas. Esta LPP también se ha relacionado con la ECV isquémica,
e incluso algunos pacientes con ECV prematura presentan niveles de lipidos normales
en ayunas, pero disminucion de su aclaramiento en situacién postprandial. La ingesta
de grasas puede modificar las propiedades de las particulas lipidicas circulantes y su
interaccion con el endotelio, modulando los niveles de diferentes citoquinas

proinflamatorias y contribuyendo esto a la disfuncién endotelial (21,40).

En el presente trabajo hemos estudiado la asociacion entre la LPP y el eje
inflamatorio CCL11/CCR3 en un modelo de alto riesgo cardiovascular como la
hipercolesterolemia primaria, mediante la administracion de una SOG constituida por
un 75% de 4dacidos grasos insaturados y comparando con la misma situacién en
controles sanos. Hemos realizado un estudio comparativo de las variaciones existentes
en situacién de ayunas y postprandial, asi como posibles diferencias en funcién del

género.
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5.1 Sobrecarga oral grasa y seleccion de pacientes

En nuestro estudio hemos utilizado una SOG, que consiste en la administracion
de un preparado estandarizado que permite estudiar la LPP, asi como todos aquellos
pardmetros que se relacionan con la respuesta postprandial (en este caso, los

marcadores inflamatorios).

Debe tenerse en cuenta que existe una amplia variabilidad individual en la
respuesta a esta SOG, en la que intervienen multiples factores genéticos, ambientales
y fisiopatoldgicos. Por este motivo, también ha sido importante delimitar claramente
los sujetos participantes en el estudio mediante los criterios de seleccidn y exclusion.
Se han seleccionado sujetos con hipercolesterolemia primaria, tomdndolo como
modelo de alto riesgo cardiovascular, y compardndolos con sujetos sanos. Asi, los
sujetos de inclusidon definen la inclusion de los sujetos con hipercolesterolemia
primaria, diferenciandolos de los controles sanos, segun los valores basales de su perfil
lipidico. Se han descartado aquellos sujetos con tratamiento hipolipemiante (o sin
posibilidad de retirarlo durante al menos 4 semanas), puesto que estudios previos han
mostrado un importante impacto en la respuesta inflamatoria tanto por el tratamiento
con estatinas como con ezetimibe (51), y también por los nuevos inhibidores de la
proteina PCSK9, que producen variaciones en los niveles plasmaticos de diferentes
citoquinas inflamatorias (52). Por ello, se ha intentado evitar que este impacto

interfiera en los resultados de nuestro trabajo.

En cuanto a los criterios de exclusién, se han excluido enfermedades
concomitantes que también han sido relacionadas con cierto grado de inflamacién
sistémica, como la diabetes mellitus (53) o la enfermedad renal crénica (54). También
se ha excluido el ejercicio fisico intenso, ya que el ejercicio realizado en las 24 horas
previas a una ingesta de grasa puede disminuir de manera significativa la LPP (hasta un
24-35%) (27), y ademds puede tener cierto efecto antiinflamatorio (55). Este descenso
se relaciona entre otros factores con la intensidad del ejercicio realizado, siendo
especialmente evidente en el ejercicio de alta intensidad (56). Por este motivo, se
evitd que los sujetos incluidos en el estudio fueran participantes en programas de

ejercicio fisico intenso y también que les recomendé no realizar ejercicio fisico en las

60



24 horas previas a la SOG. Durante las 4 horas transcurridas entre to y t; se
mantuvieron en reposo, permaneciendo preferiblemente en las instalaciones de la

Unidad de Pruebas Funcionales de nuestro centro hospitalario.

Asimismo, se ha excluido a sujetos con variaciones de peso > 10% en los ultimos
3 meses, ya que diversos estudios han evidenciado modificaciones significativas de la
LPP tras periodos de restricciéon caldrica, mostrando tras una pérdida de peso una
reduccion de la LPP (57) que podria afectar a los resultados de nuestro estudio,
aunque en estudios recientes esto no se ha reflejado en mejoras de la funcién

endotelial (58).

Otro motivo de exclusién ha sido el habito tabaquico, ya que en personas
fumadoras existe un aumento de TG postprandial mayor y mas prolongado que en no
fumadores, debido a un menor aclaramiento de los quilomicrones (37). Algo similar
ocurre con el consumo de alcohol, que también puede producir modificaciones de la
lipemia postprandial: el consumo de alcohol leve-moderado crénico parece
incrementar la actividad de la LPL, aunque un consumo agudo inhibe la LPL, lo cual

contribuye al aumento de la LPP (59,60).

Una posible limitacion a tener en cuenta en nuestro estudio es que no se recogio
el numero de pacientes que rechazaron participar en el mismo a pesar de cumplir los
criterios de inclusién y exclusién, ni los motivos de su no participacidn, por si pudieran

originar sesgos.

En cuanto a la SOG, se ha utilizado un preparado comercial con un 75% de acidos
grasos insaturados en lugar de una comida mixta, empleada en otros estudios (61), ya
gue consideramos que para nuestro estudio es importante conocer la composicién de
esta sobrecarga y que su formula esté bien caracterizada, para minimizar la
variabilidad entre los sujetos participantes. Esta formula no tiene ni proteinas ni
hidratos de carbono, con la intencién de evitar que otros macronutrientes interfieran
en la respuesta lipidica, ya que también podrian afectarle, asi como algunos

micronutrientes (62,63). No obstante, debemos tener en cuenta que esta sobrecarga
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no actla igual que la respuesta fisioldgica habitual, al no intervenir el resto de
nutrientes que estarian presentes en una dieta normal. También seria interesante
estudiar los resultados en el caso de una comida mixta, de un preparado con mayor
porcentaje de grasas saturadas, o comparando diferentes intervenciones como se ha

hecho en otros estudios (64).

En cuanto a la cantidad de grasa empleada, la respuesta en la LPP ha demostrado
ser dosis-dependiente, siendo evidente tras una ingesta de al menos 30 g de grasa y
aumentando hasta una dosis de alrededor de 80 g (con un aumento progresivo de
quilomicrones y TG) (63,65). Dosis superiores a 80 g de grasa exageran la respuesta en
la elevacidon de TG, pero sin una relacién dosis-dependiente clara (27). En nuestro
estudio se ha decidido utilizar una dosis estandarizada de 25 g / m” de superficie
corporal, que se encuentra encuadrada dentro de los limites comentados en todos los
sujetos participantes. Ademas, la SOG se ha realizado tras un periodo de 12 horas de
ayuno, ya que tras la ingesta de comidas consecutivas los niveles de TG pueden
mantenerse por encima de las concentraciones habituales en ayunas hasta al menos 8

horas tras la ingesta (27).

5.2 Caracteristicas clinicas, analiticas y parametros inflamatorios en

situacion basal

Respecto a las caracteristicas basales de los pacientes a estudio, los dos grupos a
estudio difieren, en primer lugar, en dos caracteristicas clinicas: el consumo de alcohol
y los niveles de PAD. En el grupo de pacientes con hipercolesterolemia hubo 7
pacientes que refirieron un consumo ocasional de alcohol, mientras que en el grupo
control no hubo ninguno. El consumo de pequenas cantidades de alcohol (menos de
20 g al dia) se ha relacionado en algunos estudios con un efecto positivo en los niveles
de TG, reduciendo sus concentraciones y afectando al metabolismo lipidico (60),
aungue en el caso de los sujetos participantes se referian a un consumo muy ocasional
por lo que no creemos que esto haya tenido grandes repercusiones sobre los

resultados de nuestro estudio.
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Por otra parte, se objetivaron niveles mds bajos de PAD en el grupo control que
en el grupo de pacientes con hipercolesterolemia. Los pacientes con hipertensién
arterial han mostrado una lipemia postprandial mas elevada que los individuos sanos
de la misma edad y sexo, probablemente dada su relacién habitual con la resistencia a
la insulina e hiperinsulinemia (39). En nuestro estudio los niveles de PAD no llegaban
en ningun caso a niveles en rango de hipertension arterial, aunque es posible que esa

discreta diferencia pueda influir en los resultados.

En cuanto a los pardmetros analiticos, se encontraron diferencias en los niveles
plasmaticos de colesterol total, c-LDL y TG, de acuerdo con los criterios de inclusién
correspondientes al grupo de casos o al grupo de controles. Asimismo, también existen
diferencias en los niveles de ApoB. La concentracion total de ApoB viene definida por
la suma de ApoB48 mas ApoB100, sobre todo por ApoB100 ya que se encuentra en
concentraciones mucho mayores (la relacion ApoB48:ApoB100 en el plasma es de
alrededor de 1:1000). Las diferencias entre ambos grupos se explican porque la
molécula de ApoB es componente de todas las particulas aterogénicas (c-LDL, c-IDL, c-
VLDL y quilomicrones), reflejando el numero total de particulas aterogénicas presentes
en la sangre y por lo tanto sus niveles son mayores en los sujetos con
hipercolesterolemia. De hecho, los niveles de ApoB se han considerado por muchos
autores como un buen marcador del riesgo cardiovascular (66,67). En el resto de

parametros analiticos medidos no se encontraron diferencias.

En el andlisis de los parametros inflamatorios en situacién basal se objetivaron
valores plasmaticos mas elevados de eotaxina-1 y de eotaxina-3 en el grupo de
pacientes con hipercolesterolemia. Los niveles de eotaxina-2 también fueron mas
elevados, aunque sin llegar a la significacion estadistica. Esto esta de acuerdo con otros
trabajos publicados previamente, en los que se encuentra una sobreexpresién de
eotaxina-1 en la placa de ateroma (46), asi como con otros estudios realizados por

nuestro grupo de investigacion (no publicados).

Se ha propuesto que el mecanismo por el que el eje CCL11/CCR3 afecta a la placa

de ateroma es mediante su intervencion en la migracion de las células musculares lisas
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de la capa media hacia la intima, como parte del proceso aterosclerético (45). La
eotaxina-1, junto con otras quimioquinas proinflamatorias, podria promover esta
migracion induciendo a las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) que
intervienen en la formacidn de la placa de AE (68). A nivel clinico, esto podria explicar
el aumento de niveles circulantes de eotaxina-1 encontrado en varios estudios en
sujetos con ECV establecida, concretamente en enfermedad coronaria (42,69),
consecuencia del mayor desarrollo de la placa de ateroma a nivel vascular. También se
ha encontrado una mayor expresion de eotaxina en pacientes con valvula adrtica
estendtica y calcificada, siendo esto inhibido con el tratamiento hipolipemiante con

estatinas (70).

Respecto a la eotaxina-2 y eotaxina-3, apenas existe bibliografia previa
analizando esta relacion, aunque al ser también agonistas del receptor CCR3 guardan
una estrecha relacidon con este eje inflamatorio y nuestro estudio también demuestra
la existencia de una asociacidon con los sujetos con hipercolesterolemia, por lo que

podria ser interesante ampliar su estudio.

En la practica clinica, no existen marcadores plasmaticos de AE que sean lo
suficientemente sensibles y especificos, y a menudo se diagnostica una vez producido
el primer evento cardiovascular (que en ocasiones llega a ser fatal). Creemos que
nuestros hallazgos pueden tener importantes repercusiones clinicas, de manera que la
mejor comprensidn de la importancia de las eotaxinas en el proceso arteriosclerdtico
podria hacernos plantear el uso de su medicidn como marcador precoz de AE. Como
proponen algunos autores, es posible que el uso de un solo marcador no sea

suficiente, sino que sea necesaria la suma de diferentes marcadores inflamatorios (71).

5.3 Lipemia postprandial y parametros de inflamacidon

5.3.1 Efectos de la SOG sobre los parametros analizados
En nuestro estudio, hemos analizado el efecto de una SOG rica en acidos

insaturados sobre un grupo de pacientes con hipercolesterolemia y un grupo control,
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observando las variaciones en los diferentes parametros y especialmente las

modificaciones en el eje inflamatorio CCL11/CCR3.

En primer lugar, cabe destacar tras la SOG el aumento de los niveles de TG
postprandiales que se produce, significativo tanto en el grupo control como en el
grupo de pacientes con hipercolesterolemia primaria, siendo de mayor magnitud en el
grupo de pacientes aunque sin encontrarse diferencias significativas en los niveles
entre ambos grupos. Esto se ha analizado en diferentes estudios previos, encontrando
en algunos de ellos una respuesta aumentada en la trigliceridemia postprandial en
sujetos con hipercolesterolemia frente a sujetos normolipidémicos (72,73), aunque sin
diferencias en otros (74,75). Varios autores han propuesto que estas diferencias
podrian deberse a que los sujetos con hipercolesterolemia presentan defectos en el
aclaramiento de los quilomicrones en situacidon postprandial, aunque también existe

cierta controversia respecto a estos hallazgos (76—78).

Centrandonos en el estudio de las eotaxinas objetivo de este trabajo, tras la SOG
se produce un descenso significativo de los niveles plasmaticos de eotaxina-1, tanto en
el grupo completo como al analizar separadamente los sujetos con
hipercolesterolemia primaria y los sujetos sanos. De la misma manera, se produce un
descenso significativo en todos los casos de eotaxina-2, aunque de eotaxina-3
Unicamente en el grupo de pacientes con hipercolesterolemia primaria (pero no en el
grupo control). Esto confirma nuestra hipétesis de que existen modificaciones de este
eje inflamatorio en situacidn postprandial, de manera que el efecto de la SOG no es
una activacion del eje sino al contrario, una inhibicién. Este efecto va en la linea de
otros trabajos de nuestro grupo, donde se objetiva que una SOG de acidos grasos
insaturados produce en pacientes con hipercolesterolemia familiar un descenso de
otras quimiocinas a nivel postprandial, aunque no se habia evaluado el eje CCL11/CCR3
(21,79). Esto nos hace pensar en un posible efecto beneficioso de los acidos grasos
insaturados sobre la respuesta inflamatoria, que se ha demostrado asimismo en
trabajos realizados con dietas enriquecidas en acidos grasos insaturados procedentes

de nueces o aceite de oliva (80,81).
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Comparando los valores de eotaxinas en situacidon postprandial, no llegan a
haber diferencias significativas entre ambos grupos de estudio, aunque tanto los
niveles de eotaxina-1, como de eotaxina-2 y eotaxina-3 son mayores en los sujetos con
hipercolesterolemia. Los valores de eotaxina-1 quedan en este caso cerca de la
significacidn estadistica (p 0,051) pero no nos permiten sacar conclusiones. Esto apoya
nuestra teoria de que una SOG rica en acidos grasos insaturados es altamente
beneficiosa en estos pacientes, puesto que diferencias que en situacién de ayunas si

eran significativas entre pacientes y controles sanos, tras la SOG dejan de serlo.

No obstante, hay que tener en cuenta como limitacién de nuestro estudio que en
estos resultados puede influir el bajo nimero de sujetos participantes en nuestro
estudio, sobre todo en situacién postprandial ya que entre el grupo de pacientes
control Unicamente 11 sujetos estuvieron dispuestos a someterse a la SOG de 4 horas
de duracién y en el resto de ellos solo se tomaron muestras en situacion basal.
Ademas, en algunos de ellos algunas de las mediciones especificas de los parametros
inflamatorios no pudieron realizarse por limitaciones técnicas con las muestras
sanguineas extraidas (por ejemplo, la eotaxina-3 solo fue medida en situacién
postprandial en 7 de los pacientes del grupo control). Entre los pacientes con
hipercolesterolemia, en cambio, todos ellos participaron en la SOG, probablemente
debido a que dada su condicién de enfermedad estuvieron mas motivados a colaborar

en la investigacion.

Es posible que si hubiéramos utilizado un tipo de SOG diferente, mas rica en
acidos grasos saturados, no se objetivara este mismo descenso en las eotaxinas y esto
podria hacernos reforzar la idea del beneficio de los acidos grasos insaturados, aunque
no disponemos de suficientes datos para evaluar esta teoria ya que no hemos
realizado el estudio comparativo. Si que se han realizado algunos estudios previos que
apoyan nuestra teoria, puesto que comparando el efecto de ingestas con diferente
distrubucion de acidos grasos se ha mostrado un aumento de diferentes parametros
inflamatorios mayor tras el consumo de ingestas ricas en acidos grasos saturados (81—
84), pero no se ha estudiado el comportamiento del eje de las eotaxinas. Seria

interesante realizar este estudio en futuras investigaciones.
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Otra limitacidon de nuestro estudio es la duracién de la SOG, ya que en algunos
trabajos se establece que si el tiempo transcurrido es menor de 8 horas puede no
tener la sensibilidad necesaria para detectar diferencias (36), y tal vez si hubiéramos
prolongado este tiempo podriamos haber tenido otros resultados. Ademads, otra
limitacion es que se trata de una intervencién puntual, pero no es util para extraer
resultados de lo que ocurriria con una ingesta grasa realizada mas de un dia o incluso
con una ingesta crénica, que se aproximaria mas a la practica clinica real. En un estudio
realizado con desayunos altos en grasa durante 2 dias consecutivos no se encontraron
diferencias en los niveles de eotaxina (85), pero no disponemos de estudios que
evallen las diferencias en el eje de las eotaxinas con una ingesta crdnica a largo plazo.
Si que se ha demostrado que una dieta baja en acidos grasos saturados de manera
mantenida en nifios hasta su progresién a la edad adulta se asocid a un perfil de
distensibilidad arterial y grosor intima-media adrtico mas favorable (86), por lo que es

probable que esto también se refleje en los marcadores inflamatorios.

Estudiando la correlacion con otros parametros clinico-analiticos, se objetiva una
relacion directa positiva de los niveles colesterol total y c-LDL con la eotaxina-1 en
situacién basal, pero no hay relacidon con otros pardmetros como la edad, el IMC, el
perimetro de cintura, los niveles plasmaticos de TG o la glucemia. Asimismo, se ha
detectado una correlacion positiva entre los niveles de eotaxina-2 y c-LDL en ayunas,
asi como entre la eotaxina-3 basal y el IMC. Estas eotaxinas tampoco se han
relacionado con el resto de pardmetros analizados. La relacion de la eotaxina-3 con el
IMC es congruente con otros estudios en los que también se ha relacionado a algunas
quimiocinas tanto con el desarrollo de obesidad (87) como con la pérdida de peso
(88). La relacidn de las eotaxinas 1 y 2 con el perfil lipidico refuerza la hipétesis de la
importancia de la relacion de este eje inflamatorio con la hipercolesterolemia y la

placa de ateroma.

Creemos que la clara asociacion independientemente de otros factores del eje
inflamatorio estudiado con una enfermedad tan prevalente como la
hipercolesterolemia, y sus modificaciones observadas en situacidn postprandial,

podrian tener importantes repercusiones clinicas en estos pacientes. La mejor
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comprension de su funcionamiento podria permitirnos adecuar las intervenciones
dietéticas para lograr un perfil inflamatorio mas favorable, e incluso proporcionarnos
nuevas herramientas para utilizar el propio eje como base para la sintesis de nuevas
terapias farmacoldgicas de alta eficacia en estos pacientes, dirigidas mas
especificamente al objetivo diana de retrasar el proceso de AE, siempre con el fin
ultimo de prevenir eventos cardiovasculares. Esto ya se ha estudiado con otras
guimioquinas aunque aun sin beneficios claros (89), pero el estudio de las eotaxinas
podria abrirnos una nueva puerta de trabajo, tal vez estudiadas conjuntamente con

otras quimioquinas.

5.3.2 Efectos de la SOG en funcidn del género

Diferentes estudios previos han mostrado una respuesta diferencial de la lipemia
postprandial en funcién del género, mostrando un aumento de los niveles de TG
plasmaticos en situacién postprandial mayor en hombres que en mujeres (90,91), asi
como un perfil de niveles de triglicéridos mayor a lo largo de todo el dia (92), aunque
también se ha propuesto que esta diferencia podria ser explicada por la diferente
distribucién de tejido adiposo visceral segln el género, de manera que las mujeres

tienen un mayor aclaramiento de la grasa (37).

Dadas estas diferencias, en nuestro trabajo hemos analizado la respuesta de la
SOG en funcién del género, para objetivar si las diferencias son trasladables al
funcionamiento del eje CCL11/CCR3. Entre todos los sujetos participantes ha habido 7
hombres y 36 mujeres, por lo que en el analisis de los datos debe tenerse en cuenta el
pequefio tamafio muestral sobre todo en el grupo de hombres. No se encuentran
diferencias en sus caracteristicas clinicas basales salvo en el perimetro de cintura, que
ha sido mayor en hombres de acuerdo a las diferencias ya bien conocidas del mayor

volumen abdominal en este género (93).

A nivel analitico, se encuentran también como es esperable diferencias en los
niveles bales de c-HDL, mayores en mujeres. Sin embargo, no hallamos diferencias
significativas en los niveles de TG postprandiales como si ocurria en otros estudios

(90,91). No obstante, dichos estudios no se realizaron con una SOG estandarizada
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con las mismas caracteristicas que la nuestra sino con diferentes protocolos de
comidas de prueba. Ademas, existen diferencias en los niveles basales de neutrdfilos
(mayores en hombres) y en los niveles de IgM tanto en situacién basal como
postprandial, que son mayores en mujeres. Estas diferencias en los valores de IgM ya
se habian detectado previamente en algunas poblaciones, aunque la relacién no es

clara (94).

En cuanto al grado de estrés oxidativo en situacidon postprandial, en diversos
estudios se ha demostrado un estrés oxidativo menor en mujeres (95,96), que se ha
relacionado con la mayor longevidad y menor riesgo de ECV en mujeres, pudiendo
explicar las diferencias en el desarrollo de arteriosclerosis entre ambos géneros.
También en estudios realizados en ratones, se ha mostrado un mayor beneficio de
dietas ricas en aceite de oliva en hembras (97). Se ha propuesto que las diferencias
encontradas entre ambos sexos pueden deberse al efecto antioxidante de los
estrégenos, aunque al analizar la respuesta en diferentes momentos del ciclo
menstrual no se ha visto ninguna diferencia (98). Otros autores proponen que los
estrégenos solo sean una explicacidon parcial y se trate en cambio de una explicacién
multifactorial, pudiendo influir otros posibles factores como niveles de enzimas

antioxidantes, NADPH oxidasa o angiotensina Il (99).

En nuestro estudio, no se ha tenido en cuenta el momento del ciclo menstrual
en las mujeres ni se han determinado los niveles de estrégenos, asi como tampoco se
ha diferenciado entre mujeres premenopadusicas y postmenopdausicas, pero con los
datos disponibles no se detectan diferencias significativas en los niveles de eotaxinas
entre hombres y mujeres ni en ayunas ni 4 horas tras la SOG. Estos resultados son
similares a los de trabajos previos en los que tampoco se detectan diferencias en los
niveles de eotaxinas basales en relacién al género (48), aunque en un estudio
realizado en pacientes con enfermedad coronaria si se encontré mayor expresion de

eotaxina en hombres (69).

En base a los resultados y a la bibliografia revisada, y teniendo en cuenta todos

los factores comentados y las limitaciones de nuestro trabajo, podemos concluir que
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es indudable la relacion del eje inflamatorio de las eotaxinas con Ia
hipercolesterolemia y el proceso arteriosclerético, asi como la existencia de
modificaciones en el eje tras una SOG rica en acidos grasos insaturados, por lo que
por sus posibles implicaciones clinicas en patologias tan prevalentes como la
hipercolesterolemia y la ECV creemos que estos datos deben servir como punto de

partida para futuros estudios.
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6. CONCLUSIONES

En nuestro estudio, tras el analisis y discusion de los resultados y de acuerdo a

nuestros objetivos iniciales, podemos establecer las siguientes conclusiones:

1) En los sujetos con hipercolesterolemia primaria, en situacién de LPP
existe una modificacion del eje inflamatorio relacionado con los
niveles de eotaxinas, con disminucion estadisticamente significativa de
los valores de eotaxina 1, 2 y 3. Estos hallazgos indicarian un posible
efecto beneficioso postprandial tras el consumo de acidos grasos

insaturados.

2) Los sujetos con hipercolesterolemia primaria, en situaciéon de ayuno,
presentan mayores valores de eotaxinas que los sujetos sanos,
indicando una mayor activacion del eje inflamatorio CCL11/CCR3 en los

sujetos con hipercolesterolemia.

3) Al someter a ambos grupos de estudio a una situacion de LPP con
aporte de una SOG rica en dcidos grasos insaturados, hubo una
reduccion estadisticamente significativa de los niveles de eotaxina-1y
eotaxina-2 en ambos grupos, asi como de eotaxina-3 en el grupo de

sujetos con hipercolesterolemia primaria (no en el grupo control).

4) No encontramos efecto del género en la actividad del eje CCL11/CCR3,

ni en situacion de ayunas ni en fase postprandial.

Podemos confirmar la hipdtesis (HO), estableciendo la tesis que en la
hipercolesterolemia primaria, modelo de alto riesgo cardiovascular, la elevacion de la
LPP inducida por acidos grasos insaturados reduce la actividad del eje inflamatorio
relacionado con las eotaxinas (eotaxina-1/CCL11, eotaxina-2/CCL24 y eotaxina-
3/CCL26), principales ligandos del receptor CCR3, mecanismo que podria ser

beneficioso en el desarrollo de la placa de AE.
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