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1.1. PATOGENIA DE LA ARTERIOSCLEROSIS

La arteriosclerosis a través de sus consecuencias clinicas, como la
enfermedad cardiovascular, es la principal causa de morbilidad y mortalidad en

los paises industrializados (Keys A. 1970).

Lobtein defini6 en 1940 la arteriosclerosis como un proceso de
envejecimiento que sufren las arterias que se caracteriza por el engrosamiento de
la intima, la pérdida de elasticidad y por el incremento en el contenido en calcio
(Lobtein J.F. 1940). La aterosclerosis es definida actualmente por la Organizacién
Mundial de la Salud como una combinacién variable de acumulacién de lipidos,
carbohidratos complejos, derivados hemadticos, tejido fibroso y calcio en la intima

de las arterias (Worl Health Organization 1958).

1.1.1. FASES DEL DESARROLLO DE LA LESION ATEROMATOSA

La arteriosclerosis es un proceso de larga evolucién. Las primeras
evidencias de este hecho proceden de los estudios realizados en los jovenes
soldados que fallecieron en la guerra de Corea (Enos W.F. et al. 1953) y Vietnam
(Mcnamara J.S. et al. 1971), en los que se encontraron lesiones arterioscleréticas

en las coronarias.
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En la década de los 60 se llevaron a cabo diversos estudios
epidemiolégicos, basados en la arteriosclerosis en la edad pedidtrica, junto con los
factores de riesgo vascular en dicha edad. Se pudo constatar en el 17% de las
autopsias practicadas en nifios menores de cinco afios de edad la presencia de
lesiones precoces de arteriosclerosis (Glueck C.J. et al. 1978). Es importante
destacar que estas lesiones y su grado de desarrollo se correlacionaban con la
existencia de los mismos factores de riesgo que los adultos. Ello originé un
planteamiento precoz en cuanto a estrategias de prevencion (Berenson G.S. et al.
1980). En el estudio Bogalusa se practicé la autopsia a treinta y cinco jévenes,
observandose que la afectacion vascular de la aorta con lesiones preateromatomas
oscilaba entre el 1 y el 61%. Se vid que habia un mayor grado de desarrollo en
relacién a la edad asi como con las cifras de colesterol total y colesterol LDL e
inversamente proporcional a las cifras de colesterol HDL (Berenson G.S. et al.

1980).

No existe un acuerdo definitivo en cuanto la terminologia a utilizar. Asi,
la OMS seleccioné cuatro denominaciones: estria grasa, placa fibrosa, ateroma
y lesion complicada (Worl Health Organization 1958). El International
Aterosclerosis Projetc utiliz6 solamente tres denominaciones: estria grasa, placa
fibrosa y lesién complicada (Guzman M. A. et al. 1968). Otros grupos utilizaron
términos como preateroma, fibroateroma, lesién intermedia o placa gelatinosa

(Woold N. 1988). La terminologia que utilizaré serd la usada por Stary y Small
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(Stary H.C. 1989), (Small D.M. 1988).

El fendmeno patolégico que se observa mdis precozmente y que
sugiere acumulo lipidico es la presencia de células espumosas de origen
macroféagico aisladas en la intima de la pared arterial, fundamentalmente, en las
zonas de engrosamiento excéntrico a nivel de las bifurcaciones de las arterias
coronarias. Esta lesion incipiente que representa un acimulo exclusivamente
intracelular de ésteres de colesterol, evoluciona, probablemente, hacia la

denominada ESTRIA GRASA.

La estria grasa consiste en capas de células con inclusiones lipidicas. Si
bien en su mayoria se sitdan intracelularmente pueden también observarse
depositadas en la matriz intercelular. Las células con estas inclusiones son
principalmente macrdfagos y también células musculares lisas; si bien, en la
primera etapa no parece existir una proliferacion de las mismas, sino una
transformaciéon de células ya existentes en dicha zona. Han sido definidas
perfectamente las caracteristicas fisico quimicas de los lipidos depositados en estas
células. En ellas predominan los ésteres de colesterol, principalmente, oleato de
colesterol. No existe exceso de colesterol libre con tendencia a precipitar en
forma de cristales. MacroscOpimente se caracterizan por su aspecto amarillo, estar
ligeramente engrosadas y por estar orientadas longitudinalmente. Las arterias de

los sujetos que han finalizado la etapa puberal, presentan unas lesiones similares
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a las anteriores pero mas evolucionadas. Se denominan PREATEROMA o lesion
intermedia o transicional. Los términos utilizados indican, que se trata de una
lesion que puede situarse en el tiempo, entre la estria grasa y la lesion
ateromatosa desarrollada. Son las primeras lesiones que pueden proyectarse a la
luz vascular. Su formacion parece secundaria al acimulo de lipidos especialmente
colesterol libre aunque también se observan actimulos de esfingomielina,
lisolecitina y triglicéridos. En esta etapa las distintas proporciones de fosfolipidos
y colesterol libre permiten que éste, a pesar de su sobresaturacién, no forme

cristales con lo que la necrosis celular seria escasa.

Al final de la etapa puberal pueden identificarse las primeras lesiones
ATEROMATOSAS MADURAS. Se observa un importante depdsito lipidico
extracelular situado en la zona intima mds cercana a la media. El micleo lipidico
clasico de la lesion ateromatosa es el resultado del acimulo masivo de colesterol
libre que forma cristales produciendo la muerte celular. Estos micleos estan
rodeados en la zona luminal por macréfagos cargados de lipidos y, en menor

cantidad, por células musculares lisas.

El depésito lipidico estd compuesto, fundamentalmente, por cristales de
monohidrato de colesterol, si bien, también contiene ésteres de colesterol, acidos
grasos, fosfolipidos y triglicéridos. El niicleo de la lesion ateromatosa junto al

material lipidico contiene tejido conectivo, restos celulares, sales cilcicas,
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glicoproteinas, lipofucsina y otras sustancias. Estos materiales fibrosos son
producidos por c€lulas musculares lisas, fibroblastos, y de ellos se incorporan
plaquetas y fibrina a la intima arterial. Ello completa la llamada LESION

FIBROATEROMA.

El trabajo publicado por Stary en 1989 nos muestra como evolucionan en
el tiempo estas lesiones. Estudid las arterias aorta y coronarias de 1160 individuos
fallecidos entre el nacimiento y los veintinueve afios de edad. Entre las
observaciones importantes destaca el engrosamiento de tipo excéntrico de la
intima observado en las bifurcaciones de las arterias coronarias, generalmente,
situado en la parte opuesta a la zona de divisién del flujo sanguineo. Este
engrosamiento se compone de dos capas principales: 1- La més interna y
principalmente rica en matriz con proteoglicanos. 2- La capa misculo-eldstica con
un nimero mayor de fibras eldtiscas y células musculares lisas. La zona de la
capa proteoglicidica inmediatamente por debajo del endotelio suele contener
algunas células macrofagicas. El engrosamiento excéntrico de la intima es la base
sobre la que puede desarrollarse las placas ateromatosas (Stary H. 1989). Este
mismo estudio nos proporciona una idea de cémo evolucionan las lesiones en
funcién de la edad. Asi se observé que en un 32% de los nifios menores de tres
afios la presencia de células espumosas aisladas. Posteriormente, este tipo de
lesién ird disminuyendo hasta su nueva aparicion al final de la primera década y

la pubertad, junto con las estrias grasas, hasta un 60%. Se observo la aparicion
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de las lesiones preateromatosas y ateromatosa en el 30% de los individuos de
veintinueve afios. La lesién fibroateromatosa se inicia en la tercera década de la

vida.

1.1.2.MECANISMOS PATOGENICOS DE LA ARTERIOSCLEROSIS

A lo largo de la historia han surgido diversas teorias sobre la etipatogenia
de la arteriosclerosis. La primera de ellas fue la de Rokitanski, el cual, postuld
la teoria trombogénica de la incrustacién. Esta postulaba que el engrosamiento de
la intima era debido a la deposicion de fibrina y posterior organizacion del trombo
y, subsiguiente acumulacion de lipidos. Mds tarde, Virchow postuld la teoria
lipidica. Esta, en su inicio, sostenia que el depdsito de la pared vascular era
consecuencia de la trasudacion de los lipidos del plasma que junto con los
glicosaminoglicanos formaban complejos, siendo los lipidos acumulados, la
resultante del predominio de los mecanismos de acumulacién sobre los de
eliminacién. Actualmente estas hipétesis han evolucionado considerablemente. En
la patogenia de la aterosclerosis se hallan implicados multiples factores, jugando

un papel muy importante los lipidos plasmaticos.

Ross, en el afio 1976, consider6 que la ateromatosis era la respuesta a una
agresion vascular (Ross R. et al. 1976). El mismo, diez afios mds tarde, modificé

su primera hipétesis. Considerd que la respuesta de la pared vascular era como
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consecuencia a la presencia de una serie de agentes nocivos, admitiendo la
existencia de varios mecanismos patogénicos que contribujan a la formacién de
las placas de ateroma (Ross R. 1986). Hace tan s6lo uno meses el mismo autor
ratific6 sus publicaciones anteriores ante el progreso en la identificacion de
diferentes células y diversas moléculas implicadas en la patogenia de la

aterosclerosis.

La disfuncién del endotelio vascular, como consecuencia del dafio causado
por algiin agente nocivo, va a originar un aumento en el acimulo de lipoproteinas
en la arteria asi como la aparicidn de glicoproteinas especificas que se adhieren
en la superficie de las células endoteliales. Los monocitos y los linfocitos T son
atraidos al lugar de la lesién. Posteriormente, se observa la emigracién de los
mismos entre las células endoteliales como consecuencia de la liberacién de
sustancias quimio-atrayentes y por la influencia de moléculas reguladoras del
crecimiento secretadas ambas por el endotelio lesionado. Este es un proceso
continuo, el monocito se transforma en macréfago, en el cual se acumulan lipidos
forméndose la células espumosas. Estas, junto con la presencia de linfocitos,
originaran la estria grasa. Los factores de crecimiento y las citoquinas actiian
sobre la célula jugando un papel muy importante en la regulaciéon de sus
funciones. Durante el proceso evolutivo de la aterogénesis pueden actuar sobre
ellas induciéndolas a su aglutinacién, migracién, proliferacion, control lipidico y

sintesis proteica. Las moléculas reguladoras del crecimiento pueden inducir
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muiltiples y a la vez efectos aparentemente divergentes. Existen diversas moléculas
con capacidad de inducir la proliferacion celular: factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento bésico de los fibroblastos (bFGF),
heparin-binding epidermal growth factor-1 (HB-EGF),insulin-like growth factor
1 (IGF-1), interleukina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral o (TNFe) y el factor
de crecimiento transformante 8 (TGFf). Todas ellas inducen a la proliferacién de
las células musculares lisas. Generalmente no las encontramos en la arteria

normal, pero si, en las lesiones arterioscleréticas (Fig.1).

También existen factores de crecimiento con capacidad mitogénica y
quimio-atrayente. La quimiotaxis juega un papel importantisimo en el desarrollo
de las lesiones ateromatosas. Este efecto es necesario para atraer los leucocitos
hacia pared arterial y para la migracién de las células musculares lisas desde la
capa media hasta la intima de la pared arterial. Entre ellos destacamos: factores
de estimulacion de colonias (CSFs), la proteina 1 quimiotactil del monocito
(MCP-1), la lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL) y TGFgB. Las
citoquinas, IL-1, TNFe, interferon (IFN ), IL-2 y CSFs son reguladores de la
respuesta inflamatoria que ocurre en el endotelio tras su exposicion a algin agente

nocivo.
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Figura 1. Muestra algunas de las interacciones entre las principales células

que intervienen en la formacién de la placa de ateroma. Fuster V. 1992,

1.1.2.1. ENDOTELIO

El endotelio interviene en una serie de funciones fisiolégicas muy
importantes: i-Impide la trombosis en su superficie. 2-Actia como barrera
permeable en el transporte activo de sustancias hacia la pared arterial. 3-
Mantiene el tono vascular de la pared mediante la liberacidon de sustancias como
6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGL) y endotelina (ET). 4-Interviene en la

formacion y secrecién de moléculas reguladoras del crecimiento y de citoquinas.

10
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5-Mantiene la base de colageno y proteoglicanos. 6-Previene la adherencia de los
leucocitos. 7-Tiene capacidad para modificar (oxidar) las lipoproteinas asi como

transportarlas al interior de la pared arterial.

Las lipoproteinas LDL tienen gran afinidad por los proteglicanos ricos en
condroitinsulfato (PGCS) de la intima. Ello origina la formacion de complejos y
agregados por la interaccion de la apo-B,, ricas en argininas y lisinas con carga
positiva en la superficie de las lipoproteinas con los grupos sulfato y carboxilo
con carga negativa de los PGCS. Se cree que la formacidn de estos complejos sea
la causa de la retencidén focal de las LDL durante el proceso de la aterogénesis

(Camejo G. et al. 1993).

Existen evidencias que sugieren que las LDLox son un componente clave
en la lesiéon endotelial. Una vez formada por el endotelio puede danar
directamente al endotelio y originar el incremento de adherencia y migracion de

los monocitos y linfocitos hacia el espacio subendotelial.

Han sido descritos tres tipos de lesiones a nivel del endotelio: 1- Lesién
tipo I. En ella se observa una alteracion de la funcidén del endotelio pero sin la
existencia de cambios morfoldgicos significativos. 2- Lesion tipo II. Se
caracteriza por la denudacién endotelial y la lesion de la intima sin llegar a afectar

la ldmina elastica interna o media. 3- Lesion tipo III. Es la mds severa, se
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observa una exposicion de los componentes vasculares profundos del vaso. Hay

participacion de las plaquetas y trombosis mural (Ip J.H. et al. 1990).

1.1.2.2. MONOCITOS/MACROFAGOS

Los macrofagos se hallan presentes en todos los estadios de la
arteriosclerosis. Actiian del siguiente modo: 1-Como célula presentadora de
antigenos. 2-Como célula ‘‘Scavenger’’ en la eliminacién de las sustancias
dafiinas. 3-Como secretor de moléculas reguladoras del crecimiento celular y de

citoquinas.

El macrofago es la principal célula con capacidad inflamatoria que se
encuentra en la placa de ateroma. Los macr6fagos a través del receptor Scavenger
captan y internalizan las LDLox. Ademads, el macréfago puede oxidar las LDL
por diferentes vias. Durante este proceso tiene lugar la producciéon de una serie
de moléculas procedentes de aldehidos, cetonas y otras sustancias, que pueden
llegar a establecer enlaces covalentes con las Apo-B de la lipoproteina LDL. Esto
provocard la desnaturalizacién de la particula y hard posible la unién con el
receptor Scavenger, y por tanto, la captacion de dicha particula por el macréfago.
La excesiva producciéon de LDLox va a originar la aceleraciéon del proceso

arterioscleroético.
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Los macrofagos juegan un papel muy importante en los procesos
fibroproliferativos, debido a su capacidad de liberar numerosos factores de

crecimiento. Entre ellos y de modo particular PDGF, IL-1, TNFa.

1.1.2.3. CELULAS MUSCULARES LISAS (CML)

Han sido descritos dos tipos de fenotipos diferentes de CML, en funcion
de la distribucion de los filamentos de miosina, y en funcién de la formacién y
secrecion de proteinas en el reticulo endoplasmitico y en el aparato de Golgi.
Cuando las células se encuentran en estado contrictil, responden a los agentes que
inducen su vasodilatacion o vasoconstriccion mediante la liberacion de endotelina,
catecolaminas, neuropéptidos, leucotrienios, prostaglandinas y oéxido nitrico.
Cuando se encuentran en estado sintético son capaces de expresar genes para

diversas moléculas reguladoras del crecimiento y de citoquinas.

Existen evidencias que sugieren que las CML, en las lesiones, han
cambiado su forma fisioldgica contrictil por la forma de sintesis. A través de la
via autocrina pueden secretar PDGF asi como otras sustancias estimuladoras del
crecimiento. Este estado va a determinar el contenido de la matriz de la lesidn.
Se cree que puede ser el responsable del desarrollo monoclonal de la placa

(Contran R.S. et al. 1988).
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1.1.2.4. LINFOCITOS T

La observacion de la presencia de linfocitos T en los vasos sanguineos
ateromatosos, junto con un gran nimero de macrdéfagos, sugiere no sélo que en
el proceso ateromatoso exista una reaccion inflamatoria, sino que puede haber una
reaccion de tipo inmunoldgica (Hansson G.K. et al. 1989). Este hecho es de gran

importancia en los procesos de trasplante y rechazo cardiaco.

Se han observado diferencias entre las lesiones de los trasplantes y rechazo
cardiaco y las lesiones arteriosclerdticas. Ambas tienen los mismos elementos
celulares, sin embargo, en las primeras, las placas son mds concéntricas que
excéntricas en su distribucién y también existe un incremento muy importante en

el nimero de linfocitos y de monocitos.

Se han visto una mayor agresién de los antigenos HLA-DR en el endotelio
de los vasos de los trasplantes cardiacos. Esto podria ser debido a la induccién de
las células T como repuesta de rechazo. Sin embargo, esto no lo observamos en
la mayoria de las lesiones arteriosclerdticas no asociadas al trasplante (Libby P.

et al. 1990).
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1.1.2.5. PLAQUETAS

Se ha visto que las plaquetas interactian con el endotelio vascular
lesionado en los lugares donde existen turbulencias. Parece ser que la fijacion y

activacion depende, fundamentalmente, del factor de Von Willebrand.

Las plaquetas liberan PDGF siendo un importante activador de la
migracion de CML y de los monocitos/macréfagos, asi como un potente mitégeno
para las CML. Por ello se acepta que los PDGF son los responsables de la
proliferacion de CML en las lesiones ateroscleréticas iniciales (Fuster V. et al.

1992).

1.1.3. RELACION ENTRE LA OXIDACION LIPOPROTEICA

Y LA PATOGENIA DE LA ARTERIOSCLEROSIS

Los monocitos tienen la capacidad de adherirse al endotelio de la pared
arterial y penetrar en la intima. La mayor parte de las células tienen la capacidad
de captar las LDL nativas a través del receptor especifico de las LDL. Sin
embargo, los monocito/macrofagos, poseen un receptor para las LDL modificadas
conocido como receptor Scavenger. Este tiene la particularidad de no estar sujeto

a ningun sistema de control. Esto significard la entrada masiva de ésteres de
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colesterol en el interior de la célula, con la consecuente formacion de la célula

espumosa (Hoffand H.F. et al. 1991).

Las células espumosas forman parte de las estrias grasas, que son
consideradas como la primera lesion que aparece en el proceso de arteriosclerosis.
En la pared arterial normal solamente encontramos células endoteliales y
células musculares lisas, sin embargo en la pared arterial con lesiones

ateromatosas encontramos macrofagos y linfocitos T (Jonasson L. et al. 1986).

La lipoproteina LDL puede ser oxidada por células endoteliales, células

musculares lisas, monocitos y por macréfagos (Luc G. et al. 1991).

Las LDLox tienen la capacidad de incrementar el reclutamiento de los
monocitos hacia la intima, debido a la actividad quimio-atrayente hacia monocitos
circulantes (Quinn M.T. et al. 1987). Este factor quimio-atrayente ha sido
identificado como la lisofosfatidilcolina procedente de las LDLox (Quinn M.T.
et al. 1988). Posteriormente las LDLox provocan la retencion de los macréfagos
en la intima e inhiben su migracién de la pared arterial. Ello facilita la captacién
de las LDL modificadas provocando la perpetuacion del proceso y la formacién
de las células espumosas (Morel D. et al. 1983). Durante la oxidacién, se produce
la hidrélisis de los adcidos grasos poliinsaturados, originindose fragmentos de

elevado peso molecular (cetonas, aldehidos, alcoholes y alcalis). Algunos de estos
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fragmentos forman enlaces covalentes con la apoproteina B de la LDL. Esto es
crucial para el reconocimiento por parte del receptor de los macréfagos (Sparrow

C.P. et al. 1989).

Las LDLox son toxicas para las células llegando a provocar su muerte. El
endotelio arterial disminuird de grosor y se producird la denudacién del mismo.
Las LDLox pueden tener un efecto procoagulante, incluyendo la inhibicién
de la antitrombina III. También interactian con las plaquetas, provocando la
aceleracion en su agregacion. Este hecho es de gran interés en el desarrollo del

proceso arteriosclerdtico (Lyons T.J. 1991)

Durante el proceso de la oxidacidn son generados gran variedad de
productos reactivos, entre ellos el malondialdehido (MDA). Este tiene la
capacidad de formar enlaces covalentes con proteinas, principalmente con residuos
de lisina. Estos residuos proceden de la fragmentacion de las Apo-B y de los
dcidos grasos poliinsaturados, formando complejos de MDA-lisina. Han sido
hallados anticuerpos contra las LDL oxidadas, es decir, complejos MDA-lisina
en las lesiones ateroescleréticas de conejos con déficit de receptores LDL
(WHHL). Se extrajeron LDL procedentes de lesiones aérticas de WHHL, las
cuales contenian Apo-B,y, y fragmentos de Apo-B y se vi6 que reaccionaban con
los anticuerpos MDA-lisina, demostrdndose la presencia de LDL oxidadas en la

pared arterial. Ha sido demostrada la presencia de autoanticuerpos contra
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MDA-LDL tanto en conejos como en humanos. Todo ello sugiere el papel
transcendental que juega la oxidacion de las LDL en la patogenia de la

arteriosclerosis (Palinski W. et al. 1989).

1.2 LTIPOPROTEINAS Y METABOLISMO LIPOPROTEICO

Los lipidos son sustancias fundamentales del organismo humano llevando
a cabo diversas funciones bioldgicas muy importantes, como es el de formar parte
de la estructura de las membranas celulares y el de ser las principales sustancias
de reserva del organismo, siendo los constituyentes fundamentales del tejido
adiposo. Se caracterizan por ser insolubles total o parcialmente en agua y solubles
en disolventes orgdnicos (éter, cloroformo, benceno, etc.). Debido a su
insolubilidad necesitan, para su transporte por el torrente circulatorio, unirse a
unas proteinas especificas, constituyendo agregados moleculares conocidas con el

nombre de LIPOPROTEINAS PLASMATICAS.

1.2.1. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas son particulas de forma subesférica en las que podemos
diferenciar una porcion central o micleo, en el que se disponen los lipidos mas

hidréfobos, constituidos por los triglicéridos y los ésteres de colesterol. En la
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superficie, se hallan los lipidos mas hidrofilicos formados por colesterol libre,

fosfolipidos y proteinas anfipdticas llamadas apoproteinas (Fig.2).

42//? APOPROTEINAS
(As, B, C, etc.)
FOSFOLIPIDOS

Sy
=== COLESTEROL
»..{-

Q

TRIGLICERIDOS Y
ESTERES DE COLESTEROL

Figura 2. Esquema de la estructura de una lipoproteina. Vilella E. 1990.

Las lipoproteinas transportan en diferentes proporciones, dependiendo de
la clase, tres tipos de lipidos diferentes: fosfolipidos, triglicéridos, colesterol libre

y esterificado. En la tabla 1 podemos ver la proporcién de lipidos en las

diferentes lipoproteinas.
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Tabla 1

COMPOSICION PORCENTUAL DE LAS LIPOPROTEINAS

Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL, HDL,

Proteinas 2.0 8.0 17.8 20.5 46.1 61.0
Triglicéridos 90.0 55.0 29.5 5.1 2.5 1.9
Colesterol libre 1.0 7.0 5.8 8.5 3.6 1.9
Colesterol éster 3.0 12.0 227 4236 18.8 14.2
Fosfolipidos 4.0 18.0 242 23.6 28.1 20.0

Dolphin P.J. 1985

1.2.2. CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Las lipoproteinas plasmdticas se clasifican en funciéon de sus

caracteristicas fisicoquimicas y comportamiento en los métodos de separacidn.

Si sometemos el plasma a electroforesis en fase sélida, podemos clasificar
a las lipoproteinas en funcién de las bandas obtenidas en B-lipoproteina, o-
lipoproteinas, pre-3-lipoproteinas y finalmente los quilomicrones. En la actualidad

este método esta en desuso.
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La clasificacién actual de las lipoproteinas se basa en la siguiente
propiedad: al ser sometidas a un medio acuoso, flotan seglin sus diferentes
densidades. Se distinguen cinco clases de particulas y dentro de cada grupo
podemos observar subgrupos en funcién de su tamaifio y composicién (Tabla 2).
Obtenemos los quilomicrones, que son de gran tamarfio y de densidad inferior a
0.95 g/ml; lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son de tamafio grande
y con una densidad entre 0.95 y 1.006 g/ml; lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL) son de tamafio inferior que las anteriores y con una densidad
entre 1.006 y 1.019 g/ml; lipoproteinas de baja densidad (LDL) son mais
pequefias que las anteriores y con una densidad entre 1.019 y 1.063 g/ml;
lipoproteinas de alta densidad (HDL) son las més pequeiias de todas y con una
densidad entre 1.063 y 1.121 g/ml. La lipoproteina Lp(a) se encuentra en la
mayoria de individuos y su tamaifio se sitia entre las LDL y las HDL, con una

densidad entre 1.080 y 1.100 g/ml.

En la actualidad se han identificado diferentes subpoblaciones de la

mayoria de las lipoproteinas. Fue  Gofman en 1954 quien mediante

ultracentrifugacion de las HDL diferencio tres subclases HDL,, HDL,, HDL,.
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Tabla 2

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS

Q VLDL IDL LDL HDL, HDL,

Densidad < 0,95 0.95-1.0061.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.125 1.125-1.215
(g/ml)

Peso 4x10® 5-10x10° 3-5x10° 2-3x10® 3,6x10° 1,8 x 10°
molecular(d)

Diametro 75-1200 30-80 25-35 18-25 9-12 5-9
Mobilidad Origen Pre-8 3 lenta B8 oy ' a;

Vida media 1 hora 1-3 horas 1-3 horas 2-3 dias 5-6 dias 5-6 dias

Q=quilomicrones

Edelstain C.

1.2.3. APOPROTEINAS

Alaupovic defini6 las apoproteinas como aquellas proteinas
transportadoras de los lipidos con capacidad de formar particulas polidispersas
y solubles. Pero también juegan un importantisimo papel ya, que determinan
el destino de los lipidos al ser reconocidas por receptores especificos de

membrana y actiian sobre enzimas con capacidad de modular su actividad.
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De todas las apoproteinas encontradas, s6lo once cumplen con las

funciones fundamentales (Tabla 3).

Tabla 3

CARACTERISTICAS Y FUNCION DE LAS APOPROTEINAS DEL PLASMA

Apoproteinas  Concentracién Distribucién Funcién
g/ plasmatica
Al 1,0-1,2 HLD,,Qn activar LCAT
All 0,3-0,5 HDL,,Qn activar LPL
AlV 0,2 HDL, Qn activar LCAT
(a) 0,01-1,0 Lp(a) ?
Bioo 0,7-1,0 VLDL, LDL sintesis VLDL
Bas 0,03-0,05 Qn, Qr sintesis Q
Cl 0,04-0,06 Q, VLDL, HDL activar LCAT
cl 0,03-0,05 Q, VLDL, HDL activar LPL
CIll 0,12-0,14 Q, VLDL, HLDL inhibir LPL
D(AIID) 0,06-0,07 HDL,, HDL, transporte colesterol

E 0,03-0,05 Q, VLDL, HDL, ligando receptor

Dolphin P.J. 1985
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1.2.4. RECEPTORES PARA LAS LIPOPROTEINAS

1.2.4.1 RECEPTOR APO B:E

Este receptor es conocido también como receptor de las LDL. Se
encuentra en todas las células formando parte de su estructura a nivel de la
membrana. Es una glicoproteina formada por 839 aa, que contienen dos
cadenas complejas de polisacaridos unidas a aspargina, y 18 cadenas de

oligosacdridos unidos a serina o treonina.

Este receptor puede unirse a dos apoproteinas distintas: la Apo By, de
las LDL y la Apo E presentes en los quilomicrones, VLDL, IDL y ciertas
subclases de las HDL. Las lipoproteinas que contienen diversas copias de Apo
E tienen hasta veinte veces mayor afinidad por el receptor de las LDL que
incluso la propia LDL, que sélo contiene una copia de Apo B,y (Innerarity

T.L. et al. 1987).

La estructura del receptor de los LDL esta formada por cinco dominios

tal como muestra la figura 3.

El dominio de unién estd constituido por 292 aa situados en el extremo

N-terminal de la molécula madura, estando estructurado en forma de siete
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repeticiones de 40 aa cada una de ellas. Cada repeticién contiene seis residuos
de cisteina unidos por puentes de disulfuro. El segundo dominio esta formado
por 400 aa, presenta un elevado grado de homologia con el precursor de EGF
(Epidermal Growth Factor). El tercer dominio formado por una secuencia de
58 aa rica en serina y treonina; en esta zona se encuentran la mayor parte de
oligosacaridos O-unidos. El cuarto dominio formado por 22-25 aa, es
imprescindible para la unién del receptor a la membrana. El quinto dominio
esta formado por 50 aa; su funcidn es la de dirigir al receptor hacia los hoyos

recubiertos (Brown M.S. y Goldstein J.L. 1986).

La expresion del gen del receptor de la lipoproteina LDL es regulado
por el contenido intracelular de colesterol (Brown M.S. y Goldstein J.L.

1986).
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DOMINIO 1
Unidn a ligando
292 aa

DOMINIO I
Homologia del precursor EGF
400 aa

DOMINIO III
Azdcares O-unidos
58 aa

DOMINIO 1V
Transmembrana
22 aa

DOMINIO V
Citoplasmdtico
50 aa

Figura 3. Dominios estructurales y funcionales del receptor Apo B:E.

1.2.4.2. RECEPTOR APO E

Los quilomicrones residuales ricos en Apo E son eliminados por las

células hepdticas a través del receptor Apo E (Mahley R.W. et al. 1981).

Hace varios afios fue aislada una proteina de membrana parecida al

receptorv Apo B:E, recibiendo el nombre de LRP (LDL receptor protein)
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(Beisiegel F. et al. 1989). Mis recientemente se ha aislado de células hepéticas
de ratas, una proteina con capacidad de unirse a las lipoproteinas ricas en Apo
E (VLDL). El conjunto de receptor-ligando es internalizado y posteriormente

procesado por la via lisosomica (Kowal R.C. et al. 1989).

1.2.4.3 RECEPTOR HDL

Existe una creciente evidencia en favor del concepto del efecto
estimulante de las HDL sobre la salida de colesterol extrahepatico, es mediado
por la unién de alta afinidad en las superficies celulares (Graham D.L. et al.

1987).

Dos grupos distintos han informado sobre la purificacion de una
proteina de membrana con elevada afinidad por las HDL, por las Apo A-I,
Apo A-Il y Apo A-IV. Oram J.H. et al. 1990 obtuvieron una proteina
purificada de fibroblastos, caracterizada por poseer tres dominios y catorce
unidades idénticas repetidas, cada una de ella estimulada por la acumulacién
de colesterol intracelular. Barnabas R. et al. 1990 hallaron una proteina similar
de 36 kd a partir de adipocitos. Esta proteina también estimula la salida de
colesterol de la célula reconociendo a la Apo-Al y a la Apo A-IV. Sin

embargo, aunque reconoce a la Apo A-II, no estimula la salida de colesterol.
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Mas recientemente (McKnight G.L. et al. 1992) utilizando anticuerpos,
han aislado una proteina celular nueva de 110 Kd llamada HBP (HDL binding
protein). Esta proteina presenta 14 repeticiones imperfectas de 70 aa de
longitud. Su estructura no corresponde a ningin receptor conocido. Este hecho

sugiere que no funciona como un receptor transmembrana conocido.

El funcionamiento de este receptor esta todavia en discusién. Por un
lado se piensa que las HDL, al unirse al receptor, son internalizadas en las
células y durante su recorrido captarian el colesterol junto con otras
apoproteinas como la Apo E, siendo secretadas al exterior por un proceso de

retroendocitosis (Schmitz G. et al. 1985).

La unién de las HDL con el receptor favoreceria la translocacion del
colesterol intracelular hacia la membrana plasmadtica y el traspaso de la
membrana hacia las HDL. Esto estaria mediado por fenémenos fisico-

quimicos (Oram J.F. et al. 1990).

1.2.4.4 RECEPTOR SCAVENGER

Godstein y Brown en 1979, descubrieron por primera vez el receptor
celular Scavenger, durante el intento de averiguar, de que forma las

lipoproteinas LDL se acumulaban en los macrofagos de las placa ateromatosas,
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en pacientes afectos de hipercolesterolemia familiar carentes de receptores
LDL. Este receptor a nivel de los macréfagos era capaz de reconocer a las
LDL que habian sido modificadas ‘‘in vitro’’ mediante la acetilacién. Este
receptor recibi6 el nombre de receptor de las LDL acetiladas o Scavenger.
Posteriormente, este mismo grupo observé ‘‘in vitro’’ que cualquier tipo de
modificacién de las LDL, que incrementara la carga negativa (acetilacion,
oxidacién, carbamilacion, succinilacién etc.), mediaba el reconocimiento con
gran afinidad por estos receptores a nivel de los macréfagos, no regulindose
por el contenido intracelular de colesterol como ocurre en el receptor Apo B:E.
El actimulo intracelular dara lugar a la formacidn de las células espumosa base

de las lesiones ateromatonas (Brown y Godstein 1983).

Se ha observado que los macrdfagos pueden expresar varios tipos de
receptores Scavenger. Un tipo de receptores prefieren las LDL acetiladas, otro

las LDL oxidadas y el dltimo que se une a ambos.

Recientemente ha sido determinada la estructura de dos tipos de
receptores Scavenger en los macr6fagos aislados del .pulmén bovino por
clonizacién del DNA complementaria (Fig.4). El receptor tipo I es una
proteina trimérica con un peso molecular de 220 kdaltons y con 453 aa,
mientras que el receptor tipo II posee 349 aa. Ambos receptores tienen cinco

dominios iguales: un dominio citoplasmadtico (I) que consiste en la region
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N-terminal de la molécula con 50 aa, un dominio transmembrana (II) formado
por 26 aa hidrofébicos, un dominio espaciador (III) de 32 aa y dos lugares de
unién para los hidratos de carbono. Un dominio en alfa-hélix (IV) de 163 aa
con cinco lugares de N-uni6én para hidratos de carbono, un dominio de alta
homologia con el colidgeno (V) de 72 aa. El receptor tipo I posee un VI
dominio formado por 110 aa rico en Cisteina situado en el extremo C-
terminal, ausente en el receptor tipo II la cual es reemplazada por seis residuos
terminales, no siendo necesario para la unién con la LDL acetilada.
Posteriormente, cualquiera de los dos receptores o ambos a la vez, mediante
el dominio fibroso extracelular (IV o V) serdn los responsanbles de la union
especifica al receptor. Se cree que el dominio V es el lugar ideal para realizar
esta funcién, ya que tiene una gran afinidad por el coligeno y po contener
varias proteinas de union para una gran variedad de moléculas (Kodama T. et

al. 1990), (Rohrer L. et al. 1990).

Los receptores Scavenger solamente han sido encontrados en
determinadas células como los macrofagos y las células de la musculatura lisa

(Hoffand H.F. et al. 1991).
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TIPO II
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Figura 4. Estructura de los receptores Scavenger tipo I y tipo II.
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1.2.5. METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

Como se ha comentado en el apartado anterior, las lipoproteinas son las
encargadas del transporte de los lipidos por el torrente circulatorio. Pero este
transporte sigue diversas direcciones. Las lipoproteinas encargadas de llevarlo
a cabo son también diferentes. El metabolismo lipidico lo vamos a dividir en
funcién de la procedencia u origen de los lipidos: La via exégena es la
encargada de distribuir las grasas procedentes de la absorcidn de la dieta por
el organismo. La via endégena, en cambio, es la encargada de distribuir los
lipidos que han sido sintetizados por el propio higado. Dentro de este apartado,
a su vez, podemos discernir entre el transporte desde el higado hasta los
tejidos, conocido con el nombre de transporte centrifugo y el transporte
centripeto, responsable del transporte del colesterol procedente de los tejidos

periféricos al higado, donde se llevara a cabo su catabolismo.

1.2.5.1. VIA EXOGENA

La grasa procedente de la dieta llega al intestino delgado en su porcién
duodenal donde se produce la mezcla con la secrecién biliar. Aqui tiene lugar
la emulsiéon y formacién de micelas. Sobre esta formacion actuara la lipasa

pancredtica hidrolizando parcialmente los triglicéridos, forméandose 2-
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monogliceroles y acidos grasos libres. Los dcidos grasos que han sido
absorvidos junto con los 4cidos biliares, llegan al higado a través de la
circulacién portal, utilizando la albimina como medio de transporte. A nivel

del enterocito se resintetizan triacilgliceroles y se reesterifica el colesterol. Los

triacilgliceroles y los ésteres de colesterol recién formados se unen a las

apoproteinas Al, AlIl y By que junto a los fosfolipidos y el colesterol libres

dara lugar a formacion del quilomicron naciente.

Los quilomicrones nacientes pueden ser de diferentes tamaifios y
composiciéon dependiendo del momento absortivo. Tras la ingesta, los
quilomicrones nacientes son de gran tamaio y ricos en triglicéridos, mientras

que en periodos postabsortivos son pequefios y pobres en triglicéridos (Fig. 5).

LIPASA

QUILGMICRON

. 2MG
// apo B48
{

Colipasa

AGL

B48
Al -
O apo Al | COLESTEROL

AGL
LISOLECITINA

Mcrosomas z FOSFOLIPASA A2
Acm#

AGLm TGLm ‘C\_ TGLm

apo AlV|

Figura 5. Absorcién de las grasas de la dieta.
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A través de la linfa, los quilomicrones llegan al plasma, gracias al
intercambio con las HDL, estos adquieren apoproteinas C y E. Una vez el
quilomicron ha adquirido Apo-Cy, es capaz de activar a la lipoproteina lipasa
(LPL), la cual actuard hidrolizando a los triglicéridos del propio quilomicrén.
Se origina el quilomicron residual, siendo rico en ésteres de colesterol y
Apo-E. Son eliminados de la circulacion por los receptores hepdticos

especificos para la Apo-E.

1.2.5.2. VIA ENDOGENA. TRANSPORTE CENTRIFUGO

El higado es capaz de sintetizar de forma continuada triglicéridos y
colesterol a partir del Acetil-CoA. Junto con el colesterol y los 4cidos grasos,
que llegan al higado procedente de la dieta tiene lugar la formacién de VLDL.
La VLDL es una lipoproteina rica en triglicéridos, Apo-B,y, , Apo-E y Apo-C.
En el plasma, de forma andloga a los quilomicrones, las VLDL sufren un
proceso de maduracién mediante la adquisiciéon de Apo-C procedente de las
HDL, convirtiéndose de esta forma en un buen substrato para la accién de la
LPL. Las VLDL, sufren un proceso de degradacidon mediante el cual, se
transfiere colesterol no esterificado, Apo C; y Cy; a las HDL y ésteres de
colesterol desde las HDL a las VLDL. La particula resultante recibe el nombre

de VLDL residual o IDL.
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Las IDL estan formadas, principalmente, por ésteres de colesterol,
Apo-B,y, y Apo-E pudiendo ser reconocidas por los receptores Apo B,E y Apo
E hepaticos y ser eliminadas del plasma. Las IDL van perdiendo
progresivamente los triglicéridos por la accion de la lipasa hepatica

transformédndose en LDL.

La LDL es una lipoproteina que contiene casi exclusivamente Apo-
B, Y ésteres de colesterol. Esta particula es reconocida por los receptores
especificos Apo B:E, que se encuentran distribuidos en la mayoria de las
células del organismo. La captacion celular del colesterol, receptor
dependiente, estd regulada por el contenido en colesterol no esterificado
intracelular. La LLDL es la encargada de transportar el colesterol, desde el
lugar donde ha sido sintetizado, hasta los tejidos periféricos (Brown M. et al.

1975) (Fig.6).

1.2.5.3. VIA ENDOGENA. TRANSPORTE CENTRIPETO

Las HDL son sintetizadas fundamentalmente en el higado y en el
intestino. Las HDL nacientes tienen forma discoidal estando compuestas por
colesterol libre, fosfolipidos y apoproteinas. La lecitina colesterol acil
transferasa (LCAT) se encarga de esterificar el colesterol libre de la superficie

de las HDL. El colesterol esterificado, al ser polar, migra al interior de la
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particula por lo que HDLn se transforma en HDL,. Al mismo tiempo, se
produce el intercambio de apoproteinas procedentes de las particulas ricas en
triglicéridos (quilomicrones y VLDL) aportando Apo-E y cediendo las HDL
Apo-A,. Las HDL;, mediante la accion de la proteina de transferencia de
colesterol éster (CETP), produciran el intercambio de ésteres de colesterol por
triglicéridos con los quilomicrones y las VLDL, convirtiéndose en residuales.
Posteriormente, las HDL, se transforman en HDL,, siendo éstas ultimas mas
grandes y ricas en triglicéridos y Apo-E. Las HDL son reconocidas por los

receptores Apo-E hepdticos, donde se produce su catabolismo (Fig.7)
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Figura 6. Diagrama del metabolismo endogeno del colesterol.

1.2.6. METABOLISMO INTRACELULAR DEL COLESTEROL

El colesterol es vital para la célula, ya que es un componente esencial

de su membrana, pero también es utilizado por algunas células especiales en

la sintesis de las hormonas esteroideas y de los 4cidos biliares.
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El contenido intracelular de colesterol procede de dos vias distintas: 1)
La sintesis endogena de colesterol, en la cual a partir del Acetil-Co A y
mediante la participacion de mas de veinticinco reacciones enzimaticas distintas
se sintetizard el colesterol intracelular. La enzima mds importante en la
regulacion de la sintesis del colesterol es la 3-Hidroxi-3-Metil-Glutaril-
Coenzima A Reductasa (HMG-Co A). 2) La captacién extracelular de
colesterol del complejo formado por la LDL-receptor Apo B:E. A
continuaciéon, tiene lugar la internalizacion en forma de vesicula.
Posteriormente, el complejo es hidrolizado en los lisosomas liberandose el
colesterol en su interior de la célula. El colesterol liberado es utilizado
inmediatamente, o bien, es esterificado por el enzima Acil-CoA Colesterol

Aciltransferasa (ACAT) y almacenado (Balanya J. et al. 1992).

El aumento del contenido del pool intracelular de colesterol esta
regulado a tres niveles: 1) Supresion de la sintesis intracelular de colesterol,
mediante la disminucién de la actividad de la HMG-Co A reductasa. Debemos
tener en cuenta que la actividad de este enzima no se inhibe completamente,
ya que se requieren pequeiias cantidades de mevalonato para la sintesis de
compuestos isopronoides, como el grupo hemo A y ubiquinona, que participan
en el transporte de electrones, el dolicol necesario para la sintesis de
glucoproteinas. 2) Activacion de la enzima ACAT. Esta esterifica el exceso de

colesterol libre intracelular y lo almacena en forma de éster de colesterol.
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3) Supresion de las sintesis de nuevas moléculas del receptor Apo B:E de las

LDL. Con ello se logra bloquear la entrada de colesterol extracelular.
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Figura 7. Sintesis intracelular del colesterol. Royo T. 1993

Cuando el contenido del pool intracelular disminuye, todos estos
mecanismos de regulacion se invierten, con la finalidad de mantener un pool

intracelular constante (Fig.8).
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Figura 8. Regulacion intracelular del colesterol.

Brown M.S. y Goldstein J.L.
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1.3. OXIDACION LIPOPROTEICA

1.3.1. RADICALES LIBRES

Entendemos por radical libre cualquier molécula o dtomo que contiene en

su tltima capa uno o mas electrones desapareados (Halliwell B. et al. 1991).

Los radicales libres se pueden formar cuando se produce la rotura del
enlace covalente, si el electron de cada uno de los pares formados permanece con
su dtomo. A este proceso se le conoce como fision homolitica. La energia
necesaria para la disociacién del enlace covalente puede producirse por calor,
radiaciones electromagnéticas, etc. La fision homolitica del enlace covalente de
una molécula de agua dard lugar a un radical de hidrégeno (H) y a un radical
hidroxilo (OH'). Por el contrario, llamamos fisién heterolitica si al producirse la
rotura del enlace covalente, un atomo recibe los dos electrones. El dtomo que
recibe el electrdn extra se cargard negativamente, mientras que la carga del 4tomo
que cede el electron, sera positiva. La fisién heterolitica del agua originara un ion

de hidrégeno H* y un ion hidroxilo OH'.

1.3.2.RADICALES LIBRES DEL OXIGENO

La teoria de los orbitales moleculares explica los radicales libres del
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oxigeno: la molécula de oxigeno en su estado fundamental contiene dos electrones
desapareados cada uno de ellos localizados en diferente orbital antienlazante *
(Fig.9). Ya que en su estado fundamental estos dos electrones tienen el mismo
nimero de spin, la molécula es solamente moderadamente activa, de tal modo,
que su velocidad de reaccion, en la mayoria de los compuestos bioldgicos. es a

temperaturas fisioldgicas, inapreciablemente baja (Romero-Alvira D. et al 1991).
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Figura 9.

El oxigeno tiene la capacidad de oxidar electrones procedentes de otras
particulas, reduciéndose él mismo. El oxigeno, para poder oxidar a un dtomo o
molécula, acepta un par de electrones y éstos van a colocarse en los orbitales

moleculares 7. Si al oxigeno, en su forma estable, se le aplica una cantidad
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determinada de energia se transformard en un singlete. Existen dos formas de
singletes de oxigeno '0,0, y 'L,*. Ellos no son radicales, pero sin embargo, si
el spin de restriccidn es eliminado la capacidad oxidante estd aumentada (Halliwell

B. et al. 1985).

Si so6lo se le afiade un electron a la molécula estable de oxigeno, éste
ocupara uno de los orbitales antienlazantes = . El producto resultante es el radical
superéxido O,-. A pesar de su nombre, el radical superdxido, con un nimero

impar de electrones, es actualmente menos radical que el oxigeno por si mismo.

Si se le afiade més de un electrén, se formara el ion peréxido O,%, que
tampoco es un radical. Normalmente en el sistema biol6gico el producto de la
reduccion de dos electrones del oxigeno es el perdxido de hidrégeno (H,0,). El
producto de la reduccién de cuatro electrones es agua. A continuacién podemos

ver este proceso desglosado segun las diferentes etapas (Fig.10).

reduccién de un electrén -
0, 0,

reduccidn de dos slectrones
0, H,0,

02 reduccién do cuatro clectrones 2H20

Figura 10. Etapas en la reduccion del oxigeno

43



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
PEROXIDACION LIPIDICA Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Nuria Plana Gil

DL:T-1579-2009/ ISBN: 978-84-692-4540-8

INTRODUCCION

1.3.3. RADICALES LIBRES EN LOS ORGANISMOS VIVOS

Los radicales libres son generados ‘‘in vivo’’ como subproductos del
metabolismo normal. La accién catabélica de muchos enzimas celulares da origen
a radicales libres como producto intermedio. Diversos agentes antineopldsicos
producen radicales de oxigeno originando O,  ,H,0, y radicales hidroxilo (OH).
La exposicién a radiaciones electromagnéticas (rayos X) originard, en primer
lugar, radicales tipo OH' y H'. Existen muchos otros agentes como las particulas
polucionantes del aire, los pesticidas, el tabaco, los anestésicos, los hidrocarburos
aromaticos etc., productores de radicales libres. Los radicales libres, en los
organismos vivos, provocan la desorganizacion y destruccién de las membranas
y, consecuentemente, pueden ocasionar dafio a nivel de celular (Bruce A. et al

1982).

1.3.4. ORIGEN INTRACELULAR DE LOS RADICALES LIBRES

Existen pequefias moléculas con capacidad para inducir procesos de
oxidacion-reduccién produciendo radicales libres intracelulares. Como ejemplo de
ello podemos mencionar a las catecolaminas, hidroxiquinonas, tioles, flavinas,

tetrahidroterinas. Todas ellas originan O,  (Bruce A. et al.1982).

Enzimas y proteinas solubles durante su catabolismo también originan
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radicales libres; entre ellos, la xantina oxidasa, la aldehido oxidasa, la
flavoproteina deshidrogenasa etc., también producen O, (Rajagopalam
K.V.1980). Asimismo, se ha visto un aumento de su producciéon en ciertos
estados metabdlicos como la hipoxia, la isquemia y en la terapia con ciertos

antibioticos.

Tanto el reticulo endoplasmatico, como la membrana nuclear, contienen
citocromos P,s, y bs con capacidad de oxidar los dcidos grasos insaturados. La
oxidacién tiene lugar al convertir los componentes no polares, en derivados
hidroxilicos, por la reaccion de transferencia de un electrén. Es necesario la

presencia de dos cofactores NADH o NADPH (Capdevila J. et al. 1981).

Las peroxisomas, al contener concentraciones altas de oxidasas generan
H,0, de origen celular. No se ha demostrado que el precursor inmediato de H,O,
sea el O,. El enzima peroxisomal catalasa metaboliza la mayor parte de H,0,

generado por las oxidasas peroxisomales (Masters C. et al. 1977).

La membrana plasmatica es un punto clave ya que los radicales libres
reaccionan en su superficie. Los radicales libres generados extracelularmente
pueden cruzar la membrana plasmadtica y reaccionar en ella antes que con otros
componentes celulares. Asi, los d4cidos grasos insaturados (fosfolipidos,

glicolipidos, glicéridos y esteroles) presentes en la membrana y las proteinas
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transmembrana, pueden ser dafiados por la accién de los radicales libres. El
aumento de la permeabilidad, debido a la peroxidacién lipidica y a la oxidacién
de las proteinas de la estructura de la membrana, pueden causar la interrupcion
de gradiente de iones transmembrana, la disminucion de las funciones secretorias,
y la inhibicidn e integridad de los procesos metabdlicos celulares. Los radicales
libres producidos por la membrana plasmdtica asociados a enzimas, como la
lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, intervienen en el metabolismo del 4cido
araquidénico originando una serie de productos con potente accion biologica,

como las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Fig.11).
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Figura 11. Metabolismo del icido araquidonico.

1.3.5. PEROXIDACION LIPIDICA

La incorporacién de una molécula de oxigeno, a nivel de los acidos grasos

poliinsaturados (PUFA), va a originar el inicio de un proceso en cadena, conocido

como peroxidacion lipidica (Ingold K. 1961). En este proceso podemos distinguir

diferentes fases o reacciones: 1) La llamada de iniciacién, en la cual, por la
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accién de un radical libre, se origina la extraccién del dtomo de hidrégeno del
grupo metileno (-CH,-). El dtomo de hidrégeno tiene sélo un electrén, mientras
que el dtomo de carbono, tiene un electrén impar -C H-. El radical carbono tiene
tendencia a estabilizarse mediante el reordenamiento o reorganizacién molecular;
posteriormente, reaccionard con una molécula de oxigeno y formari el radical
peréxido R-OO-. 2) La llamada de prolongacion, en la cual, los radicales
peroxidos pueden extraer dtomos de hidrégeno de otras moléculas de lipidos. Una
vez se ha iniciado este proceso se tiende a su continuidad. La combinacién del
radical perdxido con el dtomo de hidrégeno que ha extraido va a formar los

hidroperdxidos lipidicos R-OOH.

Un destino alternativo de los radicales perdxidos son la formacion de
peréxidos ciclicos  (perdxido ciclico y el endoperdxido ciclico). 3) La
descomposicién, mediante la cual, los hidroperéxidos son catalizados por metales
complejos originando aldehidos (Malondialdehido) (Fig.12). Los hidroperéxidos
lipidicos son moléculas estables a temperaturas fisioldgicas, pero la presencia de

metales complejos cataliza su descomposicion.

“‘In vivo’’ tiene gran importancia la presencia de las sales de hierro, tanto
en la forma férrica como en la ferrosa, ya que se ha comprobado que catalizan
la descomposicion de los hidroperdxidos, proporcionalmente a su concentracion.

““In vitro’’ se ha visto que el tratamiento de soluciones con sustancias capaces de
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unirse al hierro y al cobre, origina la disminucién de la peroxidacion a nivel de

la membrana lipidica (Halliwell B. 1992).

Han sido definidos dos formas de peroxidacién lipidica, dependiendo de

si la oxigenacién de PUFA es controlada o no, enzimdticamente.

La incorporacion de una molécula de oxigeno a nivel PUFA no
esteroideos (dcido araquiddnico), estd catalizada por dos enzimas oxigenasas que
contienen el grupo hemo: la ciclooxigenasa cataliza PUFA bis-dioxigenacion
produciendo endoperdxidos precursores de las prostaglandinas y los tromboxanos;
la lipooxigenasa cataliza la monodioxigenacion de los PUFA originando
hidroperéxidos precursores de los leucotrienos, glutatién conjugado y lipoxinas.
Los productos de la oxigenacién de PUFA por via enzimadtica reciben el nombre
de eicosanoides, los cuales, tienen una accién hormonal local muy potente (Smith

W. 1989).

La peroxidacién por la via no enzimdtica de los PUFA, estd estimulada
por la reduccién del oxigeno, por la transmision de metales (autooxidacién), y
por los propios hidroperdxidos (peroxidacion dependiente de los hidroperdxidos)
(Girotii A.w. 1985). La peroxidacion por esta via de los PUFA esteroideos de las
lipoproteinas y la de membrana de los fosfolipidos dard lugar a importantes

efectos toxicos (Steinberg D. et al. 1989).
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Figura 12. Esquema de la oxidacién de la LDL. LH es el lipido que contiene
PUFA. L es el carbono central del radical lipido. LOO' y LO' son radicales

perdxidos. LOOH son hidroperdxidos. Esterbauer 1992.

1.3.6. MALONDIALDEHIDO

El Malondialdehido (MDA) es una molécula volétil, de bajo peso

molecular (C;H,0,), de cadena corta, 1,3 dicarbonilica (Fig.13). Se forma como
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uno de los productos finales por la via de descomposicidn, tanto primaria como

secundaria, en la peroxidacién lipidica (Janero D. 1990).

La determinacién del MDA se considera como un indice inespecifico de
peroxidacion lipidica. Esto es debido a que no todos los lipidos que han sufrido
un proceso de peroxidacion generan MDA (Frankel E. et al. 1983). El MDA no
es el inico (aldehido) producto final que se produce en la descomposicién de los
peroxidos (Kosugi H. et al. 1989), como tampoco es una sustancia generada

exclusivamente en la peroxidacion lipidica.

Podemos hablar de dos tipos de métodos de medicién: el directo, por el
cual se cuantifica el propio MDA, la cromatografia liquida (HPLC) acoplado al
UV espectofotometro. Es el mds especifico y sensible para cuantificar el MDA.
Sin embargo, esta técnica tiene limitaciones importantes por su dificultad y por
la necesidad de equipos muy sensibles (Esterbauer H. et al. 1984), (Largilliere C.
1988). Entre los métodos indirectos, el mds utilizado y especifico es la reaccién

con el ACIDO TIOBARBITURICO.

A mediados de 1800 se inicié el estudio del 4cido barbitirico por su
capacidad colorante y fotosensibilizante (Sans R.G. et al. 1988). Se vio que
diferentes propiedades quimicas del dcido barbitirico eran compartidas por el 2-

tio barbitirico (TBA), logrindose cristalizar por primera vez, en 1887.
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Posteriormente, se consideré que el test del TBA en condiciones acidas, podia
utilizarse para seguir el progreso y extension de la oxidacién de los lipidos en
sistemas bioldgicos etc. Al incubar tejido en condiciones aerobias, mediante el test

con el TBA, se obtenia un producto rojo proporcional al contenido de perdxidos

y consumo de oxigeno durante la autooxidacion de PUFA (Kenaston C.B. et al.

1955).
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Figura 13. Estructura quimica del MDA. Janero D. 1990.

Se ha visto que el MDA colocado en una habitacion a temperatura elevada

es capaz de reaccionar con el 4cido TBA dando lugar a un producto de color rojo

(Tarlardgis B.G. et al.1962), pero la maxima coloracion se obtiene con el test del
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TBA, procedente de las grasas peroxidadas en medio 4cido y a una temperatura
alta (80-120 °C), durante un periodo de tiempo entre los diez minutos y la hora
(Ramirez M.A. et al. 1987). Cada molécula de MDA reaccionardi con dos

moléculas de TBA.

Existen muchos factores que intervienen en la respuesta del test del TBA
con el MDA derivado de la peroxidacién de las grasas (los antioxidantes, la
temperatura, el pH, la transicién de metales, los estimulos para la iniciacién de
la peroxidacién etc). El TBA es capaz de reaccionar con otras muchas sustancias
distintas del MDA, obteniéndose una coloracion que va desde rosa a rojo (Knight
J. et al. 1988). El TBA no es un test especifico para el MDA (Kosugi H. et al.
1989), aunque se considera que este test tiene una buena correlaciéon con el MDA
contenido en los lipidos peroxidados (Janero D. et al. 1988); por todo ello, en la
actualidad, es el método mds utilizado en el estudio de la peroxidacién de los

lipidos.

1.3.7. OXIDACION DE LAS LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD

(LDL)

Como ya se ha comentado anteriormente, una de las hipétesis de la
formacién de la placa de ateroma es debida a la modificaciéon que sufren las LDL

al ser oxidadas por los radicales libres, o bien, por el enzima lipooxigenasa.
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La lipoproteina LDL estd formada por diferentes tipos de 4dcidos grasos,
de los cuales, la mitad son 4cidos grasos poliinsaturados mayoritariamente icido
linoleico y, en menor proporcion, 4cido araquidonico, dcido docohexaenoico y
acido oleico (Esterbauer H. et al. 1990). El contenido y la distribucién de los
dcidos grasos en las LDL puede variar de forma considerable en cada sujeto en
funcién de sus habitos dietéticos. Asi (Parthasarathy S. et al. 1990) demostré que
la administracion de una dieta rica en 4cido oleico en conejos daba lugar a una

LDL ricas en oleatos y, en consecuencia, resistente a ser oxidada.

Glavind en 1952, sefald que lesiones arteriosclerdticas, procedentes de
aorta humana, contenian per6xidos y que éstos, se correlacionaban positivamente
con la extension de la ateromatosis. Se ha demostrado que las LDL depositadas
en la aorta, en su capa intima-media, son también retenidas extracelularmente por
la asociacion con la carga negativa de los glicosaminoglicanos. ‘‘In vitro’’ se ha
visto que diferentes subpoblaciones de LDL estdn unidas al condroitin sulfato y
a los proteoglicanos de arterias humanas (Camejo G. et al. 1991). Es muy
importante recordar que los macréfagos captan mds rdpidamente LDL,
procedentes de la aorta, que LDL del plasma. Todo esto apoya la hipétesis que

las LDL depositadas en las arterias son oxidadas.

Como es sabido, las células espumosas son derivados de los monocitos-

macrofagos. Este hecho se evidencié en diferentes estudios con animales de
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experimentacion al observar que los monocitos invadian, en primer lugar, el
espacio subendotelial y posteriormente se transformaban en macréfagos. Estos
captaban las lipoproteinas, infiltrdndose y depositindose en los espacios

subendoteliales (Ross R. 1993).

Se expuso a cultivos de macrdfagos procedentes de ratén a altas
concentraciones de LDL nativa durante un largo periodo de tiempo. Se observd
que no se producia la captacion de las LDL nativas por parte de los macréfagos
y consecuentemente, no se producia el acimulo de ésteres de colesterol (Goldstein
J.L. et al. 1979). Al modificar las LDL con anhidrido acético, se observd una
entrada masiva de las LDL por endocitosis mediada por la via del receptor, no
respondiendo al control de "feed-back" y originando un acimulo masivo de
ésteres de colesterol en el interior de los macréfagos (Brown M. et al. 1983). La
modificacion de la LDL, mediante la acetilacion (LDL-acetilada), origina el
bloqueo del grupo e-amino de los residuos lisina de la apolipoproteina B,
ocasionando un incremento en la carga negativa de la LDL acetilada. Esto va a
provocar que la LDL acetilada no sea reconocida por el receptor LDL y por lo
tanto, no se una a él; aunque si es reconocida por otro receptor distinto llamado
receptor de la LDL acetilada o Scavenger. Otros tipos de tratamientos de las
LDL como acetoacetilacion, succinilaciéon, carbamilacién y la incubacién con
malondialdehido (Folgelman A.M. et al. 1980) también transformaron a las LDL

y permitié ser reconocidas por el receptor Scavenger.
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Henriksen T. et al., observaron que la incubacion de LDL con células
endoteliales durante una noche, también provocaba una radical modificacién de
las mismas, observiandose que eran captadas rdpidamente por los macréfagos y
que inducian su transformacion en células espumosas. La captacidn se realizaba
por el mismo receptor que las LDL acetiladas (Henriksen T. et al. 1991). En
estudios posteriores, se incubé LDL con células de la musculatura lisa y con
monocitos-macréfagos, y se observaron modificaciones similares (Heinecke J.W.
et al. 1986), (Parthasarathy S. et al. 1986). Estos tres tipos de células se hallan
en la pared arterial, lo que significa que son capaces de modificar las LDL, de
forma que éstas sean reconocidas por el receptor Scavenger. Posteriormente, se
determiné que las modificaciones de las LDL, inducidas por la incubacién con
dichas células, estaban mediadas por la peroxidacion lipidica y, a las particulas

resultantes eran reconocidas como lipoproteinas oxidadas.

Al mismo tiempo se vi0 que la peroxidacion de los lipidos, inducida por
los radicales libres, originaba LDL citotéxicas (Morel D. et al. 1983), siendo
requisito previo la peroxidacion de los lipidos para que los macréfagos captaran
las LDL (Steinbrecher U.P. et al. 1984). De todas las modificaciones que pueden
sufrir las LDL, la oxidacién es la mds aterogénea y con mayor capacidad
citotéxica, pudiendo dafiar las células endoteliales, las células de la musculatura
lisa y los propios macrofagos. Pero también puede estimular y originar la

secrecion de las proteinas quimiotacticas, los factores de crecimiento provocando
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la lesion del endotelio y la proliferacion y reclutamiento celular propios de la

lesion ateromatosa (Steinberg D. 1989).

En todos los estudios realizados se ha demostrado que las LDL oxidadas

eran reconocidas, y ello originaba la union con el receptor Scavenger.

Diferentes estudios del proceso intracelular en macréfagos de las LDL
oxidadas han demostrado que, a diferencia de las LDL acetiladas, sélo el 50% de
la Apo B es degradada por las proteasas de los lisosomas (Sparrow C.P. et al.
1989), (Zhang H. et al. 1990). Esto implica que al no producirse la degradacién
de las LDL oxidadas se acumulen a nivel de los macréfagos. Se piensa que la
resistencia a ser degradadas es, probablemente, consecuencia de Ila
modificacion de la Apo B por los productos de la peroxidacién lipidica

(Lougheed M. et al. 1991).

En cultivos de macréfagos peritoneales procedentes de ratén, se ha visto
que éstos no son capaces de reconocer las LDL acetiladas, sin embargo, si
reconocen a las LDL incubadas con células endoteliales y oxidadas (Sparrow C.P.
et al. 1989). Un estudio diferente al anterior observd la existencia de tres tipos
distintos de receptores en cultivos de macréfagos peritoneales de ratén: uno
comun para la LDL acetilada y oxidada, otro s6lo para la LDL acetilada y por

ultimo, uno que reconocia especificamente y se unia con la LDL oxidada con
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cobre (Ari H. et al. 1989).

Se cree que puede existir otro mecanismo en la formacién de las células
espumosas ‘‘in vivo’’, mediante la fagocitosis de inmuno complejos LDL por los
macréfagos, por la via del receptor Fc (Klimov A. et al. 1985). Estos inmuno
complejos podrian ser consecuencia de la respuesta autoinmune hacia LDL
oxidadas (Orekhov A.N. et al. 1991) y, posiblemente, también a las LDL nativas
(Gisinger C. et al. 1991). Se ha visto que pacientes con procesos de
arteriosclerosis severa tenian inmuno complejos de LDL circulantes. Estos
complejos son captados por las células, donde son répidamente fagocitados por
los monocitos-macréfagos, produciéndose el actimulo intracelular de ésteres de

colesterol (Gisinger C. et al. 1991).

1.3.8. ANTIOXIDANTES

Como hemos mencionado, las modificaciones que sufren las particulas de
LDL, entre ellas, la oxidacidn, juegan un papel destacado en el desarrollo de las
lesiones ateromatosas. Los antioxidantes tienen un importantisimo papel en la

prevencién de la oxidacién de las LDL.

Diferentes estudios europeos han demostrado la asociacion inversa entre

la mortalidad, por cardiopatia isquémica y las concentraciones en el plasma de
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antioxidantes (Gey F. et al. 1991).

En el plasma humano existen diversos antioxidantes que actian como
mecanismos de defensa. Entre los mds importantes debemos resefiar: el
a-tocoferol, el licopeno, los 3-carotenos, el 4cido ascérbico, el urato, la albimina
unida a la bilirrubina, la albiimina, la transferrina y la ceruloplasmina. A nivel
extracelular, el superéxido dismutasa y el selenio dependiente de la glutatién
dismutasa, la catalasa (Frei B. et al. 1988). Existen otros agentes antioxidantes

potentes no fisiolégicos utilizados, farmacolégicamente, como el probucol.

Durante la peroxidacion lipidica, en la fase de iniciacién, se produce el
consumo de los antioxidantes enddgenos. El primero en desaparecer es el
a-tocoferol y el dltimo es el §-caroteno. En este periodo, la peroxidacion lipidica
observada es minima, sugiriéndose que los PUFA de las LDL estdn protegidos
por los antioxidantes endégenos (Esterbauer H. et al. 1991). Se ha comprobado
que la oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados de las LDL estd precedida
por una disminucion secuencial de los antioxidantes: a-tocoferol, ~y-tocoferol,
licopeno y el B-caroteno (Estebauer H. et al. 1989). Los PUFA en las LDL estian
protegidos contra la oxidacién por los antioxidantes lipofilicos. El m4s importante
de todos ellos es el a-tocoferol. En cada particula de LDL encontramos seis
moléculas de a-tocoferol. A pesar de que se ha demostrado que el ubiquinol-10

es un antioxidante mas potente que el a-tocoferol, sélo un 10 % de las LDL lo
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contienen.

Jessup W. et al. en 1990 estudiaron las modificaciones de las LDL
producidas por los macréfagos y por los iones de cobre. Vieron que en primer
lugar se producia el consumo del contenido endégeno de vitamina E, originandose
una aceleracién en el proceso oxidativo. Seguidamente, los hidroperéxidos
lipidicos descomponian las LDL inicidndose, progresivamente, la modificacién y

demostrando una mayor union a otros macréfagos.

Estudios con animales de experimentacién, demostrd que el suplemento de
vitamina E, puede retardar la progresion de las lesiones ateromatosas inducidas

por dieta (Janero D. et al. 1990).

En estudios ‘‘in vivo’’ en voluntarios que recibian suplementos orales de
a-tocoferol a dosis de 1.45 g durante tres dias, se comprob6 que la preparaciéon
de LDL fue mucho mas resistente a ser oxidada, que las LDL del grupo control
(Jessup W. et al. 1990). Otro estudio reciente con doce voluntarios, a los cuales,
se les administrd diferentes concentraciones de RRR-a-tocoferol durante veintiin
dias, ha permitido ver la eficacia de la vitamina E como protector de las LDL a
ser oxidadas; sin embargo, destacaron la gran variabilidad individual (Dieber-
Rotheneder M. et al. 1992). A doce voluntarios, a los cuales, se les administré

una dosis diaria de 800 IU/dia de a-tocoferol, compardndolo con doce voluntarios
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del grupo control que tomaron placebo, se observé que los niveles de -tocoferol
habian aumentado a nivel de las LDL y que habia disminuido la tendencia a ser

oxidadas (Jialal I. et al. 1992).

El probucol fue introducido como farmaco hipolipemiante en 1970,
reduciendo los niveles de colesterol total y de colesterol LDL, aunque el
mecanismo de actuacion no se conoce ampliamente, siendo independiente del
receptor (Yamamoto A. et al. 1983). Sin embargo, tiene un efecto considerado
como negativo al disminuir también el colesterol HDL. El probucol es
vehiculizado en el seno de las particulas lipoproteicas especialmente las LDL. En
1971, Kritchevsky D. et al, demostraron la capacidad del probucol en reducir, de
forma importante, las lesiones ateromatosas en animales de experimentacién. La
administracion de probucol en pacientes con hipercolesterolemia familiar
homozigota indujo a la regresion de las lesiones cutdneas y tendinosas (Baker S.
et al. 1982). Posteriores publicaciones confirmaron estos hallazgos y describieron
la no correlaciéon entre la regresion de las lesiones cutidneas y las lesiones
ateromatosas con el descenso en los niveles de colesterol (Wissler R.W. et al.

1983).

En 1986, se vio que el probucol inhibia la oxidacion inducida por células
o por cobre (Parthasarathy S. et al. 1986). El probucol reduce la formacion de

las lesiones ateromatosas en conejos Watanabe, considerados como el modelo
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animal de la hipercolesterolemia familiar (Kita T. et al. 1987). En los conejos
diabéticos se ha observado que los productos de la peroxidacién lipidica se
encuentran elevados. Si administramos probucol o vitamina E a estos conejos, se
obtiene un descenso de los perdxidos lipidicos, asi como de su citotoxicidad
(Morel D. et al. 1989). En células endoteliales vasculares cultivadas y pretratadas
con probucol se ha observado que éste, previene la lesidn celular inducida por los
hidroperéxidos orgdnicos y las LDL oxidadas, del mismo modo que ocurre si el

pretratamiento se ha realizado con a-tocoferol (Kuzuya M. et al. 1993).

Una hipoétesis sobre el mecanismo de accion antiaterogénico del probucol

se puede esquematizar de la forma siguiente (Fig.14).
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Figura 14. Accion antiaterogénica del probucol.
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1.4. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

En la actualidad se acepta que la enfermedad coronaria se asocia fuerte e
independientemente, a diferentes factores de riesgo: la hipercolesterolemia, los
niveles bajos en las lipoproteinas de alta densidad, el tabaquismo, la hipertension

arterial, la diabetes y la obesidad, son los mas importantes.

1.4.1. LA HIPERCOLESTEROLEMIA COMO FACTOR DE RIESGO

CARDIOVASCULAR

En este siglo, la cardiopatia isquémica ha pasado a ser la primera causa
de mortalidad en los paises industrializados. Ello originé el disefio de diferentes
estudios de caricter epidemioldgico con la finalidad de determinar los agentes

causales.

Uno de los estudios de mayor importancia y transcendencia es el estudio
Framinghan. Se inici6 en 1948, con la finalidad de evaluar el estado
cardiovascular de 5127 individuos, con edades comprendidas entre los treinta y
los sesenta y dos afios. Uno de los primeros hallazgos encontrados fue la relacion
entre los lipidos y la cardiopatia isquémica. El aumento de un 1 % los niveles de

colesterol total supondrd un aumento del 2 % del riesgo de sufrir cardiopatia
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isquémica. El incremento de la LDL y el descenso de la HDL se relacionaron
claramente con un mayor riesgo coronario. Asimismo, un incremento de los
triglicéridos se asocid también positivamente, con el riesgo cardiovascular, aunque
probablemente dicha correlacién no es causal. Distintos estudios de observacion

epidemioldgica han llegado a las mismas conclusiones.

Posteriormente, se llevaron a cabo una serie de ensayos de tipo
intervencionista con la finalidad de ver si reducciones en los niveles de colesterol,

se acompaiiaban de una disminucidn en la incidencia de cardiopatia isquémica.

El estudio de la Administracion de Veteranos de Wadsworth, en el cual,
se incluyeron un total de 800 veteranos distribuidos en dos grupos aleatorios. A
un grupo se le recomend$ una dieta baja en 4cidos grasos saturados y en
colesterol, el otro grupo fue control. Se observd una disminucién en un 13% en
los niveles de colesterol, asi como, una disminucion en el nimero de episodios
cardiovasculares a los 8 afios de haberse iniciado el estudio (Dayton S. et al.

1969).

En el estudio de Oslo se incluyeron hombres con niveles de colesterol total
de aproximadamente 325 mg/dl. Se designaron un grupo control y otro de
tratamiento. El tratamiento fue de tipo dietético con la finalidad de reducir los

niveles de colesterol y el habito tabdquico. Se consiguid reducir los niveles de
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colesterol en un 12 % y se redujo el consumo de tabaco en un 50%. Tras 90
meses de seguimiento se observd una disminucion en la incidencia de episodios

cardiovasculares, en un 6% (Hjermann I. et al. 1981).

Un estudio americano de intervencion sobre multiples factores de riesgo,
basado en individuos varones de alto riesgo, seglin el nivel de colesterol
plasmético, el habito de fumar y la hipertension arterial. Se designaron dos
grupos: un grupo control y otro grupo de intervencion, en el cual, se controlaban
los tres factores de riesgo. El estudio tuvo una duracién de seis afios. Solamente
se observé un descenso en los niveles plasmaticos de colesterol de un 2% respecto
al grupo control, no observandose diferencias significativas, lo que se atribuyé a
que el grupo control también siguié un tratamiento médico adecuado (American

Multiple Factor Risk Intervention Trial, MRFIT 1982).

El Coronary Drug Project (CDP), en el cual, se incluyeron un total de
8000 varones con antecedentes de IAM. Fueron sometidos a tratamiento
farmacolégico con cinco tipos de firmacos y a placebo de forma aleatoria. Los
pacientes que recibieron estrégenos y dextrotirixina tuvieron que ser suspendidos
del estudio, al observase un aumento de mortalidad. El grupo que recibid
clofibrato presentd una reduccidn, no significativa, de la incidencia de cardiopatia
isquémica. En el grupo que recibié dcido nicotinico se observé una reduccién

significativa de infartos no mortales.
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En el estudio de la OMS se trataron 15745 varones sanos con clofibrato.
Se observd la reduccion del 9% en las cifras de colesterol y se registré una
reduccion significativa de cardiopatia isquémica. Aparecié un aumento de los
cdlculos biliares, asi como, elevacion de la mortalidad de causa inespecifica

(WHO 1980).

En los estudios de intervencién han sido utilizados diferentes firmacos
hipolipemiantes (clofibrato, 4cido nicotinico, colestiramina, colestipol y
gemfibrozil) Entre ellos el Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention
Trial (LRC-CPPT). Se incluy6 a varones de treinta y cinco a cincuenta y nueve
afos de edad con niveles de colesterol superiores a los 265 mg/dl. Se les indicé
una dieta modificada. A los pacientes que no respondieron y presentaban niveles
de LDL superiores a 175 mg/dl se les indic6 tratamiento con colestiramina. Se
observd la reduccion del 9% del colesterol al cabo de siete afios de seguimiento.
La reduccion observada en los episodios cardiovasculares fue de un 19% (The

Lipid Research Program 1984).

El estudio Helsinky consistié en estudio a doble ciego de mas de 4000
individuos varones. Un grupo tratado con gemfibrocilo y el otro con placebo. El
grupo que recibid tratamiento con gemfibrocilo disminuyé en un 8% los niveles
de colesterol total, 9% el colesterol LDL, un 40% los triglicéridos y un aumento

del 11% a nivel del colesterol HDL. Ello origindé la reduccién enun 34 % de
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incidencia de cardiopatia isquémica (Frick M. et al. 1987).

El Bogalusa Heart Study es un estudio multicéntrico de adultos jovenes que
demuestra una importante relacioén entre los factores de riesgo coronario, como
el tabaco y las lipoproteinas, con trastornos anatomicos de los vasos coronarios.
Se inici6 en 1973,y en la actualidad, estan incluidos un total de 12000 individuos.
Su finalidad es estudiar los factores de riesgo cardiovascular desde el nacimiento
hasta los treinta y un afios de edad. Los individuos fallecieron mayoritariamente
de causa accidental. Se practicé la autopsia a 150 personas entre los seis a los
treinta afios. Se observd una relacién muy importante entre la presencia de estrias
grasas en la arteria aorta, con los niveles de colesterol total, colesterol LDL y
index ponderal premorten en sujetos varones de raza blanca. La presencia de
estrias grasas en la arteria coronaria se relaciond, significativamente, con los
niveles plasmaticos de triglicéridos, VLDL, presidn arterial y indice ponderal en

sujetos de raza blanca (Bereson G.S. et al. 1992).

Es indiscutible, por las numerosas evidencias existentes en la literatura,
que la reduccién del colesterol LDL disminuye el riesgo de cardiopatia isquémica,
por lo que dicho factor estd considerado como uno de los principales factores

primarios de riesgo coronario.
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1.4.1.1. HIPERLIPEMIA, OXIDACION LIPOPROTEICA Y RIESGO

CORONARIO

La hipercolesterolemia es el factor de riesgo mds importante en la
induccién de la aterogénesis. La lipoproteina de baja densidad (LDL) es la mis
aterogénica de todas ellas. ‘‘In vivo’’ la lipoproteina LDL puede sufrir diferentes
modificaciones siendo la oxidacién la mds importante por su transcendencia.
Como ya hemos comentado, las LDL oxidadas son captadas rdpidamente por los
macréfagos, originando la formacion de las células espumosas, pero ademas, las

LDL oxidadas afectan al metabolismo de la pared arterial.

El estudio de la oxidaciéon de las lipoproteinas, asi como, de sus

implicaciones, ha motivado un campo nuevo en investigacion, en los Gltimos afios.

Recientemente, se ha estudiado la relacién entre la resistencia a la
oxidacion ‘‘in vitro’’ y la severidad de la arteriosclerosis coronaria, en pacientes
jovenes supervivientes de IAM. Observindose que la duracion de la fase de
peroxidacion de las LDL ‘‘in vitro’’ y la concentracion de las LDL, se
correlacionaban, independientemente, con la severidad de la arteriosclerosis
coronaria. Ademads, se asocié la mayor tendencia a la oxidacion de las LDL, con

una mayor severidad en la arteriosclerosis coronaria (Regnstrdm J. et al. 1992).
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Lipoproteinas VLDL, LDL y HDL procedentes de pacientes
hipercolesterolémicos fueron oxidadas ‘‘in vitro’’ mediante su incubacién con
iones de cobre. Se objetivé que la LDL era la lipoproteina que se oxidé en mayor
proporcién, siendo en un 71%, seguida de las HDL en un 54 % y por ultimo, las
VLDL en un 44%. También pudo observarse que el contenido de sustancias
antioxidantes habian disminuido significativamente en los pacientes
hipercolesterolémicos en comparacion con el grupo control (Lavy A. et al. 1991).
Las subpoblaciones de LDL mds densas se han correlacionado con una mayor
capacidad ater6gena y, ademds, se ha comprobado que son precisamente estas
particulas las que poseen una mayor susceptibilidad a la oxidacion.
Recientemente, se ha sugerido que la oxidaciéon de las HDL también pueden
contribuir al desarrollo de la arteriosclerosis al disminuir el eflujo de colesterol
desde las células espumosas. En las HDL de los pacientes tratados con probucol,
se observa un aumento del eflujo de colesterol, desde las células espumosas (Kita

T. et al. 1992).

La inhibicién de la oxidacion de las LDL contribuiria a la inhibicion del
proceso aterogenético (Parthasarathy S. et al. 1992). Existen numerosos estudios
en la literatura que muestran la inhibicién de la oxidacién de las LDL “‘in vitro”’
e “‘in vivo’’. El firmaco mas ampliamente utilizado es el probucol. Su vida

media es relativamente larga, siendo transportado en la sangre por las LDL.
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La administraciéon de probucol en la dieta de los conejos WHHL,
utilizados como modelo animal de la hipercolesterolemia familiar en humanos,
demostré evitar la progresion de las lesiones ateromatosas en ausencia
significativa en la reduccion de los niveles de LDL (Kita T. et al. 1987). Otro
estudio de similares caracteristicas ponia de manifiesto la reduccién significativa
en el desarrollo de las estrias grasas en el grupo de conejos tratados con probucol
en comparacion a los tratados con lovastatina y al grupo control (Carew T. et al.

1987).

Se ha demostrado que la administracion de probucol a conejos
hipercolesterolémicos produce una menor susceptibilidad de las LDL a ser
oxidada ‘‘in vitro’’ (Parthsathy S. et al. 1989). El mismo estudio ha sido
realizado con pacientes hipercolesterolémicos. Los pacientes fueron divididos en
dos grupos. A uno de ellos se le administré probucol a dosis de 1 g/dia, al otro,
una una dosis de 250 mg/dia durante un periodo de seis meses. Se estudié la
susceptibilidad a la oxidacion ‘‘in vitro’’ de las LDL. Se observé una disminuciéon
de la oxidacion de las LDL mediada por el cobre o por las células endoteliales en
relacién con la cantidad de probucol presente en las LDL. Un dato interesante es
la correlaciéon observada entre la disminucidn del colesterol HDL con el
contenido de probucol en las LDL y su efecto protector (Reaven P.D. et al.

1992).
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La utilizacion de dietas en las que se sustituyen los dcidos poliinsaturados
por 4cidos grasos monoinsaturados en conejos, fueron consideradas como
beneficiosas, no sélo por el descenso en los niveles de colesterol plasmatico, sino
por la gran resistencia que muestran las LDL a ser oxidadas (Parthasarathy S. et
al. 1990). A un grupo de voluntarios se les administré una dieta rica en 4cido
oleico (monoinsaturado) y a otro grupo en acido linoleico (poliinsaturado). Se
objetivé un descenso en los niveles plasmadticos de colesterol sin diferencias
significativas entre los dos grupos. Sin embargo,en el grupo con dieta rica en
dcido monoinsaturado se observé un incremento a la resistencia a la oxidacion de
las LDL en el plasma, hallando diferencia significativa entre ambos grupos, con

indepedencia del contenido de antioxidantes (Bonanome A. et al. 1992).

Estos datos hacen pensar que, uno de los hechos que pueden mediar la
accion de la hipercolesterolemia, como factor de riesgo, puede ser una mayor

susceptibilidad de las particulas lipoproteicas de estos pacientes a la oxidacidon.

1.4.2. LA DIABETES COMO FACTOR DE RIESGO

CARDIOVASCULAR

Como ya es sabido la causa de muerte mas frecuente en los pacientes
diabéticos no insulino dependiente (DMNID) es la cardiopatia isquémica. El

riesgo relativo para las enfermedades cardiovasculares ateroescleréticas en la
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diabetes no insulino dependiente (DMNID) es de dos a cuatro veces mayor que
al de la poblacién no diabética. En el estudio Framingham se observd que el
riesgo relativo de muerte por cardiopatia isquémica en pacientes DMNID fue 2.1
en hombres y 4.9 en mujeres (Garcia M. et al. 1974). En el Diabetes Intervention
Study el riesgo relativo de muerte por cardiopatia isquémica fue 2.7 en hombres

y de 6.2 en mujeres (Hanefeld M. et al. 1991).

En el estudio poblacional de Erfurt el indice de mortalidad variaba entre
2.17 y 0.97 en funcién de la edad en que aparecia la enfermedad (Panzram G. et
al. 1981). Lo que suponia que la esperanza de vida disminuia de cinco a siete
afios cuando la diabetes se detectaba de los cuarentaa los cincuenta afios. Siendo
la enfermedad coronaria la causa principal de muerte (Pyorild K. et al. 1987). Es
importante resefiar que debido a que muchos de los pacientes afectos de DMNID
presentan una neuropatia autonoma diabética, muchos de los IAM son silenciosos,

aproximadamente el doble que en los individuos no diabéticos.

Sin embargo, en los pacientes afectos la DMNID no suele ser el tinico
factor de riesgo coronario que presentan. La obesidad esta asociada desde un 50
% hasta un 90 % en funcién del sexo y la edad (Zimmet P. et al. 1992). La
hipertension en un 50 % aumentando con la edad y el indice de masa corporal,
siendo las mujeres las mds afectadas. La presion sistdlica es un buen indicador de

riesgo coronario, a diferencia de la presion diastdlica, que estd mas relacionada
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con la nefropatia (Janka H. et al. 1985). La hiperlipemia se encuentra asociada
entre un 40 y un 60 %. La alteracién mds frecuente es la hipertrigliceridemia,
también se ha observado que entre un 20 y 40 % presentan disminucién de las
HDL, pero ademds, se han detectado alteraciones en su composicién y funcion
(Assmann G. et al. 1989). Se ha descrito que el aumento en la concentracion de
la Apo-B y el descenso de la Apo-A contribuye a aumentar la prevalencia de la
cardiopatia isquémica (ROnemaa T. et al. 1989). Estos factores de riesgo
asociados a la DIMND tienen una prevalencia entre tres y seis veces mayor que

en la poblacion general.

En los pacientes diabéticos se ha observado una mayor rapidez en la
formacién de procesos de ateriosclerosis. Se ha especulado que intervienen
diversos mecanismos, pero una de la hipétesis implica la modificacion oxidativa

de las LDL y la glicosilacion (Lyons T. 1991).

1.4.2.1. DIABETES, OXIDACION LIPOPROTEICA Y RIESGO

CORONARIO

La glucosa en condiciones fisioldgicas es capaz de producir autooxidacién

dando lugar a la formacion de radicales libres y de perdxido de hidrégeno.

Se ha observado un incremento en radicales libres en pacientes diabéticos
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y su relacién con los niveles de glicosilacién de las proteinas plasmaticas,
habiéndose normalizado al controlarse los niveles de giucosa (Ceriello A. et al.

1991).

Existe la evidencia de que la diabetes se acompaiia de un aumento en la
peroxidacion lipidica y que la hiperglicemia puede acelerar la oxidacién (Baynes
J.M. et al. 1991). Esta evidencia esta apoyada, en el hecho, de que la oxidacién
de la LDL esta aumentada ‘‘in vitro’’ en presencia de la glucosa (Hunt J. et al.
1990). Se han encontrado niveles elevados de lipidos oxidados circulando en
plasma, asi como, depositados en los tejidos de pacientes diabéticos, siendo
particularmente elevados en los pacientes diabéticos mal controlados y, en

aquellos que presentaron angiopatia.

Existen varias teorias que intentan explicar el motivo, por el cual, los
niveles de peroxidacidn lipidica estin elevados en los pacientes diabéticos. Una
de las hipétesis sugiere que el incremento en la actividad del sorbitol conducira
a un incremento en el consumo de NADPH. Este es necesario para la
regeneracién de los antioxidantes (Barnett P. A. et al. 1986). Otra propuesta
sefiala que como los pacientes diabéticos tienen una mayor predisposicion a
padecer infecciones, produciéndose un incremento en la actividad leucocitaria y,
por lo tanto, originando mds fagocitosis, desencadenandose la oxidacion

(Hiramatsu K. et al. 1988). Hicks et al, demostraron que la glucosa y la
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glicosilacién pueden catalizar la peroxidacién de 4cido linoleico y del 4cido
araquidénico ‘‘in vitro’’, sugieren que un efecto similar puede acelerar la

peroxidacion lipidica en presencia de diabetes (Hicks M. et al. 1988).

Sato, por primera vez en 1979, midi6é los productos de peroxidaciéon
lipidica circulantes en diabéticos. Observando que los productos de peroxidacion
lipidica estaban incrementados, aunque solamente en los pacientes mal controlados
o bien, en aquellos pacientes con angiopatia (Sato Y. et al.1979). Este hallazgo

fue confirmado posteriormente por (Nishigaki I. et al. 1981).

La lesion celular y el dafio de los tejidos en los pacientes diabéticos
pueden, inicialmente, ser causados por la elevacion de los productos de
peroxidacion lipidica y de los radicales libres pudiendo ser la base patoldgica de

algunas de sus manifestaciones (Guy M. et al. 1992).

En un estudio realizado por Guy et al., en el que se utilizaron como
modelo experimental ratas diabéticas, inducidas por estreptozotocina, midieron los
niveles de peroxidacion, y posteriormente, se les administré probucol. La
oxidacién y la citotoxicidad de las lipoproteinas habian sido inhibidas por dicho

farmaco (Guy M. et al. 1988).

Este mismo grupo demostré la correlacion entre el incremento de la
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oxidaciéon en animales de experimentaciéon diabéticos ‘‘in vivo’® con la
citotoxicidad de las lipoproteinas ‘‘in vitro’’. Las lipoproteinas oxidadas
citotoxicas fueron las VLDL y las LDL. La HDL aunque mostr6 niveles pequefios
de oxidacién, no fue citot6xica. La administracién de vitamina E o de probucol
inhibi6 la citotoxicidad inducida por las lipoproteinas oxidadas (Morel D. et al.

1989).

1.4.3. LA OBESIDAD COMO FACTOR DE RIESGO

CARDIOVASCULAR

Una de las conclusiones del estudio Framingham tras el seguimiento
durante veintiséis afios de sus participantes, fue que la obesidad por si sola
constituia un factor de riesgo cardiovascular independiente (Hubert M.B. et al.
1983). Pero el riesgo cardiovascular se incrementaba en relacion a la severidad
del sobrepeso. Se ha constatado que un indice de masa corporal superior a treinta
y cinco dobla el riesgo de mortalidad cardiovascular en el obeso. Sin embargo,
el indice de mortalidad disminuye en la obesidad importante a partir de los
cincuenta y cinco afios, no siendo detectable a partir de los ochenta afios
(Sjostrom L.V. 1992). Estos pacientes suelen presentan otros factores de riesgo
asociados, como la hipertension, la resistencia a la insulina y diabetes mellitus,

hipertrigliceridemia, disminucion del colesterol HDL y aumento de LDL.
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La prevalencia de sobrepeso en la poblacién de Estados Unidos es
estimada entre el 25-45%. Las mujeres de raza negra y las de origen hispano son
las mas afectadas. Esto conlleva que en la actualidad se considere como un
problema de salud piiblica muy importante (Sichieri R. et al. 1992). La obesidad
se produce cuando el balance entre la ingesta calérica y gasto energético es
positivo. Ello originard un aumento de la masa adiposa a consecuencia del
aumento del nimero y tamafio de las células. Tras un tratamiento de
adelgazamiento s6lo serd posible lograr reducir el tamaifio de las células, no asi,

su nimero (Digirolamo M. 1991).

La distribucién abdominal de la masa de tejido adiposo se ha relacionado
mds intensamente con los factores de riesgo cardiovascular, que con la
localizacién gliteo femoral, ya que parece predisponer a alteraciones metabdlicas
aumentando la incidencia de diabetes mellitus (Seidell J.C. et al. 1989) (Pi-Sunyer

F.X. 1991).

Se han estudiado las posible causas del elevado riesgo cardiovascular en
pacientes obesas con glicemia normal, con curva de glucosa alterada y con
DMNID, antes y después de practicarles un baypass géstrico. Se observé que
dicho riesgo era mayor en las pacientes obesas con curva de glucosa patoldgica
y en la DMNID, debido al elevado mimero de lipoproteinas LDL de pequefio

tamafio antes de la intervencion independientemente a la presencia de otros
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factores. Tras la intervencion, se objetivo el descenso en el indice de quetelet, en
la hipertrigliceridemia y en los niveles de insulina. Las particulas de LDL

aumentaron en tamano no observindose variaciones en los niveles plasmaticos de
colesterol y colesterol LDL. Ademas, las HDL aumentaron, con lo que se
conseguia un perfil metabdlico de menor riesgo, desde el punto de vista

cualitativo (Barakat H.A. et al. 1990).

1.4.4. EL TABACO COMO FACTOR DE RIESGO

CARDIOVASCULAR

Estudios prospectivos han demostrado que los varones fumadores de mas
de veinte cigarrillos al dia presentan un riesgo de morir, como consecuencia de
cardiopatia isquémica tres a cuatro veces mds, que los no fumadores. Los
fumadores presentan mayor riesgo de sufrir un accidente vascular cerebral y
sintomas de claudicacién intermitente. La muerte siibita de origen cardiaco es tres

veces mas frecuente en fumadores.

Datos procedentes del estudio de Framingham, hicieron pensar que este
factor de riesgo era menor en la poblacién anciana, desde el punto de vista
coronario. En cambio, estudios mds recientes parecen indicar que el tabaco sigue
siendo un factor de riesgo importante, incluso, a edades de més de setenta y cinco

afios. Ancianos fumadores tienen un riesgo de mortalidad por cadiopatia

79



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
PEROXIDACION LIPIDICA Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Nuria Plana Gil

DL:T-1579-2009/ ISBN: 978-84-692-4540-8

INTRODUCCION

isquémica de 53 % superior a los ancianos no fumadores (Jajich C.L. et al. 1984).
El estudio Coronary Artery Surgery Study (CASS), pone de manifiesto el
beneficio que se obtiene, incluso, en edades avanzadas, al abandonar el habito

tabidquico (Hermanson B. et al. 1988).

1.4.4.1. TABACO Y OXIDACION LIPIDICA

No se conoce el mecanismo interno exacto, por el cual, el tabaco produce
una aceleracion en el proceso de la arteriosclerosis. Ademds de acciones
citotéxicas directas sobre el endotelio, se cree que el tabaco también actia a nivel
de las lipoproteinas. Se ha observado que en los individuos fumadores existen
cambios minimos en las lipoproteinas plasmaticas. Estas modificaciones
originarian su captacion celular, a través del receptor Scavenger, produciendo la

formacion de células espumosas.

Existen datos en la literatura que sugieren la existencia de elevados niveles

plasmadticos de sustancias que reaccionan con el TBA.

En un estudio experimental en ratones, a los cuales, les fue suplementada
su dieta con nicotina durante un periodo de veinticinco semanas, se pudieron
objetivar cambios morfoldgicos ateromatosos a nivel del endotelio del arco adrtico

(Booyse F.M. et al. 1981). En un estudio con las mismas condiciones
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experimentales que el anterior, se pudo comprobar que la actividad de mitosis a
nivel de endotelio vascular fue mayor en el grupo tratado (Zimmerman M. et al.
1985). El mismo autor, dos afios mds tarde, observd que la nicotina actiia sobre
el endotelio lesiondndolo y originando un aumento de su permeabilidad

(Zimmerman M. et al. 1987).

A un grupo de diecisiete fumadores se les determinaron las sustancias que
reaccionaban con TBA en plasma y LDL, tras cuarenta y ocho horas de
abstinencia de tabaco, y al cabo de noventa minutos de haber consumido entre
cinco y diez cigarrillos. Se objetivl una elevacién significativa en los niveles de
oxidacién antes y después del consumo de cigarrillos. A estos mismos pacientes
se les administré vitamina C y vitamina E durante un periodo de dos a cuatro
semanas. No observando posteriormente, diferencias entre ambos periodos
(Harats D. et al. 1990). En otro estudio, con un grupo de dieciséis fumadores
entre los veintitrés y los cincuenta y seis afios de edad y a su grupo control, se
les determinaron los niveles de sustancias que reaccionaban con TBA en plasma
y LDL, no observando diferencias significativas. Sin embargo, las lipoproteinas
de los fumadores eran mds susceptibles a su modificacion por las células SMC
(Harats D. et al. 1989). Se ha comunicado que la ingesta de aceite de pescado,
tanto en fumadores como en no fumadores, provoca una elevacién importante, no
s6lo en los productos de peroxidacidn lipidica, sino en la captacion de las LDL

por los macré6fagos (Harats D. et al. 1991).
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1- Estudiar los niveles de peroxidacion lipidica en plasma y en la fraccién
LDL en un grupo de poblacién general y en sujetos con factores de riesgo

cardiovascular.

2- Estudiar los niveles de peroxidacién lipidica en plasma y en la fraccién

LDL en pacientes hipercolesterolémicos.

3- Valorar las modificaciones de la peroxidacion lipidica en plasma y LDL

en pacientes hipercolesterdlemicos tratados con probucol.

4- Estudiar los niveles de peroxidacion lipidica en plasma y en la fraccién

LDL en pacientes diabéticos.

5- Estudiar los niveles de peroxidacién lipidica en plasma en pacientes con

obesidad morbida.

6- Valorar los cambios en los niveles de peroxidacién lipidica en plasma

inducidos por una dieta muy baja en calorias.

7- Valorar los niveles de peroxidacion lipidica en plasma y LDL en relacion

a la edad.
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8- Valorar los niveles de peroxidacion lipidica en plasma y LDL en relacion

al consumo de tabaco.
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3.1. PLANIFICACION GLOBAL DEL ESTUDIO

Se seleccionaron un total de ochenta y tres pacientes ( 37 3 y 46 2 ) con
edades comprendidas entre los veintitrés y los sesenta y cuatro afios, que acudian
a control a la Unidad de Lipidos y de Enfermedades metabdlicas del Hospital de
‘‘Sant Joan de Reus’’. Estos pacientes estaban afectos de hipercolesterolemia

aislada (n=33), diabetes tipo II (n=25) y obesidad mérbida (n=25).

Asimismo, se reclutaron un total de noventa y tres individuos sanos
(58 3 y 35 ?) con edades comprendidas entre los diecisiete y los ochenta y ocho

aifos.

En ambos grupos se determinaron los valores lipidicos y fracciones

lipoproteicas asi como los valores de peroxidacion lipidica en plasma y LDL.

En los pacientes, dicha determinacidn, se realizé tras un periodo dietético
“‘wash out’’ de dos meses. Se incluyeron en el andlisis final s6lo aquellos que

cumplian los criterios de inclusion preestablecidos.

En el grupo de pacientes hipercolesterolémicos y en el grupo de pacientes

obesas, los parametros lipidicos y de peroxidacion lipidica fueron determinados,
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ademds, después de un periodo de intervencién terapéutica. En los pacientes
hipercolesterolémicos a las doce y veinticuatro semanas de haber recibido
tratamiento con probucol. En el caso de las pacientes con obesidad mérbida, a las

tres semanas de seguir una dieta altamente hipocaldrica.

A todos ellos se les informd de manera individualizada del objetivo del

estudio y se les solicitd la autorizacion pertinente.

3.1.1. INTERVENCION FARMACOLOGICA Y DIETETICA

3.1.1.1. PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS

Tras un periodo de dos meses de ‘‘wash out’’, el grupo de veinticinco
pacientes hipercolesterolémicos que reunieron los criterios de inclusidn, previa
extraccion sanguinea, fueron sometidos a tratamiento farmacolégico con probucol
a dosis de 1 g/dia durante un periodo de veinticuatro semanas, realizindose
nuevas extracciones a la doce y veinticuatro semanas de tratamiento, para el

control de los parametros lipidicos y de oxidacion lipidica en plasma y LDL.

87



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

PEROXIDACION LIPIDICA Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
Nuria Plana Gil

DL:T-1579-2009/ ISBN: 978-84-692-4540-8

METODOS

3.1.1.2. PACIENTES CON OBESIDAD MORBIDA

Tras un periodo dietético ambulatorio de dos meses, se incluyeron en el
estudio aquellas pacientes que reunieron los criterios de ingreso para ser
sometidas a una dieta VLCD. Las pacientes fueron ingresadas en el Servicio de

Medicina Interna de nuestro hospital durante un periodo de veintiiin dias.

Durante su ingreso, las pacientes se sometieron a una dieta muy baja en
calorias e hiperproteica (VLCD)(MODIFAST)(ver tabla 4 de composicién). Las
pacientes podian consumir libremente agua o bien infusiones, en una cantidad
minina de 2.500 ml/dia. Todas ellas realizaron, al menos, una hora diaria de

ejercicio fisico.

Al ingreso y a los veintiin dias se realiz6 una nueva extraccién de sangre

para la determinacién de los pardmetros lipidicos y de peroxidacion en plasma.
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Tabla 4
COMPOSICION DE LA DIETA ADMINISTRADA
COMPOSICION POR 100 g POR DIA
Proteinas(g) 43.3 52
Grasas(g) 5.8 7
Hidratos de carbono(g) 37.5 45
Energia(kcal) 381 458
Cenizas(g) 8.3 10
Minerales y
oligoelementos
Sodio(mg) 830 1.000
Potasio(mg) 1.670 2.000
Calcio(mg) 750 900
Magnesio(mg) 290 350
Fosforo(mg) 670 800
Cloro(mg) 1.000 1200
Hierro(mg) 15 18
Cobre(mg) 2.1 2.5
Manganeso(mg) 2.5 3
Cinc(mg) 12.5 15
Flior(mg) 1.6 2
Todo(mg) 125 150
Cromo(ug) 83.3 100
Molibdeno(ug) 167 200
Selenio(ug) 62.5 75
Vitaminas
A (retinol) (mg) 0.83 1
D5 (colecalciferol) (ug) 4.17 5
E (d-a-tocoferol) (mg) 10 12
K, (ug) 83.3 100
B, (ug) 1.33 1.6
B, (ng) 1.67 2
Bg (12) 1.67 2
By, (1g) 2.5 3
C (mg) 62.5 75
Biotina (ug) 167 200
Acido félico (ug) 333 400
Nicotinamida (mg) 15 18
Acido pantoténico (mg) 6.67 8
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3.2. DESCRIPCION DE LOS INDIVIDUOS DEL ESTUDIO

3.2.1. PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS

De los treinta y tres pacientes hipercolesterolémicos reclutados en el
estudio tras el periodo dietético, se incluyeron un total de veinticinco pacientes

(10 3 y 15 ? ) con edades comprendidas entre los (52.27 +12.0) aiios.

Los criterios de inclusion utilizados fueron: 1) Niveles de colesterol en
plasma superiores a 6.5 mmol/L. 2) Niveles de triglicéridos en plasma inferiores

a los 4 mmol/L.

Se excluyeron a todos los pacientes hipercolesterolémicos con procesos
concomitantes capaces de alterar el perfil lipidico (diabetes, embarazo, neoplasias,
alteraciones tiroideas, enfermedades crdnicas, cardiopatia isquémica, enfermedad
vascular periférica, hipertensién arterial), también aquellos pacientes con ingesta
de firmacos con capacidad de alterar el perfil lipidico (corticoides, diuréticos,
betabloqueanttes, anticonceptivos etc.), asi como los pacientes que habian seguido

tratamientos previos con probucol.

Se confecciond una historia clinica y se practico una exploracion fisica
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completa con la determinacion de los datos antropométricos (peso, talla, indice

de quetelet).

Todos los pacientes abandonaron su medicacién hipolipemiante habitual
durante dos meses, controldndose que la dieta isocaldrica e hipolipemiante se
siguiera de forma correcta, segun las recomendaciones de la Sociedad Espaiiola

de Arteriosclerosis.

3.2.2. PACIENTES DIABETICOS

De los veinticinco pacientes diabéticos reclutados en el estudio tras el
periodo dietético, se incluyeron un total de veinte pacientes (9 8 y 11 9 ) con

edades comprendidas entre los (§5.42+5.79) anos.

Se utilizaron como criterios de inclusion: 1) El haber sido diagnosticados
de diabetes tipo II al menos un afio antes del estudio. 2) Edad comprendida entre
los cuarenta y sesenta y cinco afios. 3) Niveles de colesterol total inferiores a 6.4
mmol/L. 4) Niveles de triglicéridos en plasma inferiores a los 4 mmol/L. 5) Hb

A,C inferior al doble del limite normal.

Fueron excluidos los pacientes con procesos crénicos concomitantes

(hipertension arterial, diabetes tipo I, cardiopatia isquémica, trastornos hepdticos,
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nefropatia, neoplasias, pancreatitis crénica), y aquellos con ingesta de firmacos
con capacidad de alterar el metabolismo lipidico ( diuréticos, betabloqueantes,
anticonceptivos corticoides), indice de quetelet superior a treinta y aquellos

pacientes tratados con insulina.

Se confecciond una historia clinica y se practicd una exploracion fisica
completa con la determinacion de los datos antropométricos (peso, talla, indice

de quetelet).

Todos los pacientes abandonaron su medicacién hipolipemiante habitual
durante dos meses, controldndose que la dieta isocalérica e hipolipemiante se
siguiera de forma correcta, segiin las recomendaciones de la Sociedad Espafiola

de Arteriosclerosis.

3.2.3. PACIENTES CON OBESIDAD MORBIDA

Se reclutaron un total de veinte pacientes diagnosticadas de obesidad

morbida con edades comprendidas entre los (36.254-11.33) afios.

Se utilizaron como criterios de inclusiéon: 1) No haber respondido

correctamente a una dieta hipocaldrica indicada ambulatoriamente.
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Se excluyeron las pacientes con obesidad secundaria, diabetes mellitus,
hipertension arterial, bulimia y la ingesta de fdrmacos con capacidad de alterar

el perfil lipidico (anticonceptivos, diuréticos, betabloqueantes, hipolipemiantes).

Se confecciond una historia clinica y se practicd una exploracion
fisica completa con la determinacion de los datos antropométricos (peso, talla,

indice de quetelet, cociente cintura cadera).

3.2.4. GRUPO GENERAL

Se reclutaron un total de noventa y tres individuos sanos ( 58 3 y 35 %)
distribuidos en tres grupos de edades: inferior a los treinta afios (jovenes), entre
los treinta a los sesenta y cuatro afios (edad intermedia) y por tltimo con edades

superiores a los sesenta y cinco afos (ancianos).

El grupo de jovenes estd constituido por veintisiete varones con edad
media (19.07 +2.21) que estaba realizando el servicio militar en la Base Aéra de

Reus.

El grupo de edad intermedia estd formado por un total de treinta y cinco
individuos sanos (19 & y 16 %) con edad media (52.69+8.49) que acudian a

control después de un proceso de patologia banal en un centro de asistencia
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primaria de nuestra ciudad.

Este grupo ha sido utilizado como control para las comparaciones con los
pacientes hipercolesterolémicos, diabéticos y obesas. Y finalmente, el dltimo
grupo formado por treinta y un ancianos (12 & y 19 ?) con edad media

(79.61 +:8.29) internos en la Residencia del ‘‘Alt Camp’’ de la ciudad de Valls.

No se incluyeron en este grupo a individuos con historia de dislipemia,
diabetes tipo II, alteraciones tiroideas, enfermedades cronicas, hipertension
arterial, ingesta de fArmacos con capacidad de alterar el perfil lipidico (diuréticos,
betabloqueantes, anticonceptivos, hipolipemiantes, corticoides), indice de quetelet

superior a 30 kg/m?.

Se confecciond una historia clinica y se practicéd una exploracion fisica
completa con la determinacion de los datos antropométricos (peso, talla, indice

de quetelet).

3.3. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

Tras un periodo de ayuno no inferior a las doce horas y mediante puncion

venosa periférica manteniendo el éstasis venoso, el minimo de tiempo
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indispensable, se obtenia 20 cc de sangre utilizdindose dos tubos de 10 cc que

contenia 1 mg/ml de EDTA como anticoagulante y antioxidante.

Las muestras a su llegada al laboratorio, eran centrifugadas a 2000 rpm,
a 4oC durante 10 min. Tras la separacién del plasma, éste, era repartido en
diferentes alicuotas: 2 ml para medicion de colesterol y triglicéridos totales, 2 ml
para fraccionamiento lipoproteico, 5 ml para medir HDL y 500 ul de plasma con
5 ul de una solucién antioxidante (EDTA:13,4 mmol/L y Glutation: 6,5 mmol/L)
para la medicion posterior de la peroxidacién en plasma, almaceniandose a -70°C
durante un periodo no superior a los tres meses. Tras la obtencion de la fraccién
LDL se guardaba 500 ul junto con 5 ul de una solucién antioxidante (EDTA:13,4
mmol/L y Glutation: 6,5 mmol/L) para la medicién de la peroxidacién en LDL,

almacendndose a -70°C durante un periodo no superior a los tres meses.

3.4. TECNICAS DE LABORATORIO

3.4.1. FRACCIONAMIENTO LIPOPROTEICO

Para la obtencion del perfil lipoproteico se utiliz6 el método de la
centrifugacién secuencial preparativa (Havel R.J. et al. 1955), basado en la

capacidad de flotacion de las diferentes particulas lipoproteicas sometidas a una
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fuerza de centrifugacion. El proceso se inicia separando las particulas de densidad
mads baja. Se va incrementando posteriormente la densidad hasta la flotacién de
las particulas mas densas. La ultracentrifuga utilizada es un modelo Teknicon T-
1055 (Kontron, Suiza) y un rotor 45.6 (Kontron, Suiza) trabajando con tubos de
polialomero de capacidad 6 ml.

Los pasos utilizados en cada una de las muestras de plasma son los
siguientes:

1-Para la separacion de las VLDL. Sobre los 2 ml de plasma se afadia
3 ml de una solucién de densidad 1.006 Kg/L en capa y se centrifugaba a
105.000 x g durante un periodo de tiempo de 20 horas a 4oC. Seguidamente se
recogian 2 ml del sobrenadante, donde se encontraban las lipoproteinas de
densidad inferior a 1.006, es decir, las VLDL.

2-Para la separacion de la IDL. A los 3 ml que quedaban en el tubo se
le afiadia una solucién de densidad 1.006 hasta completar los 4 ml. El siguiente
paso consistia en separar las lipoproteinas de densidad entre 1.006 y 1.019 Kg/L,
por ello, se afiadia 1 ml de densidad 1.071. Se centrifugaba durante 16 horas
obteniéndose en 2 ml las IDL.

3-Para la separacion de las LDL. Se repetia el mismo proceso anterior,
pero ahora, para separar las lipoproteinas de densidad entre 1.019 y 1.053 Kg/L.
Por ello se afiadia 1 ml de densidad 1.239. Tras la centrifugaciéon se obtenian

2 ml de sobrenadante donde se encontraban las LDL.

96



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

PEROXIDACION LIPIDICA Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
Nuria Plana Gil

DL:T-1579-2009/ ISBN: 978-84-692-4540-8

METODOS

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Solucion conservante

EDTA 13,4 mmol/L
Glutatién 6,5 mmol/L

Se utiliz6 1 pl por cada 100 ul de muestra.

Soluciones densidad

densidad 1.006
20.7 g NaCl.

0.2 g EDTA.Na,.
2 ml NaOH 1 M.
2 1 H,0.
densidad 1.239

328 g NaBr.
11H,0.

densidad 1.019
4:1 soluciones densidad 1.006:1.071.
densidad 1.063
4:1 soluciones densidad 1.019:1.291.
densidad 1.071
4:1 soluciones densidad 1.239:1.019.
densidad 1.291

410 g NaBr.
1 1 de solucién 1 063 Kg/L.
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Ecuaciones para la ultracentrifugacién secuencial
1) Ecuacién de Radding-Steinberg (Radding CHM y Steinberg D, 1960).
VD, + X =d(V, + V)

V, es el volumen inicial en ml; D, es la densidad inicial; d es la densidad final o
deseada; V, es el volumen especifico aparente de NaBr a la densidad final.

2) Ecuacién de Havel (Havel R.J. et al. 1.955).
AxY)+BxZ)=(A+B)xD
A es el volumen de suero (d=1.006) o infranadante. B es el volumen de la solucién

densidad; Y es la densidad de la muestra que ha de ser modificada; X la densidad de 1a solucién
de densidad; Z la densidad de la mezcla o densidad deseada.

3.4.2. PRECIPITACION SELECTIVA PARA LAS HDL

Aprovechando los diferentes tamafios y composicion de las lipoproteinas
y mediante la utilizacion de sustancias que favorezcan la precipitacion selectiva,
podemos separar las HDL del resto de lipoproteinas. Se afiade una soluciéon A que
contiene polyethylene glycol (PEG) al plasma. Ello dara lugar a la precipitacion

de las sustancias portadoras de Apo-B, es decir, LDL y VLDL.

Los pasos utilizados fueron los siguientes:
1- A 100 pl de plasma se le afiade 200 ul de soluciéon A (PEG).
2- Se deja durante 10 min a temperatura ambiente.
3- Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 min a 20°C.

4- Se separa el sobrenadante y se procede a su lectura.
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3.4.3. ANALISIS BIOQUIMICOS

Para la medicién de las concentraciones de los diferentes componentes
lipoproteicos del plasma se utilizaron, como solucién estindar, Precilip E.L.
(Boeheringer Mannheim GmBH). Todas las mediciones se obtuvieron mediante

la utilizacién de un autoanalizador COBAS-MIRA (Roche, Suiza).

3.4.3.1. MEDICION DEL COLESTEROL TOTAL

Se cuantifico el colesterol total (esterificado y no esterificado) mediante el
método enzimitico de CHOD-PAP (Siedel J. et al. 1981). Las reacciones

implicadas son las siguientes:
colesterol ester + H,Q_ el eerma  pojegterol + acidos grasos.
colesterol + Q,colesterolondasa — delad _colestenona + H,0,

2 H,0, + 4-aminofenazona + fenol * 4-(p-bezoquinona-monimino) fenazona +

4H,0.

La absorbancia se ley6é con una longitud de onda de 500 nm.
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3.4.3.2. MEDICION DE LOS TRIGLICERIDOS

Se utilizd para la cuantificacion de los triglicéridos el método
GPO-PAP. Es colorimétrico y enzimatico (Wahlefeld A.W. et al. 1974). Las

reacciones implicadas son las siguientes:

triglicéridos + 3H,0 =22 g]jcerol + - RCOOH
glicerol + ATP-gicrmiquinsa  glicerol-3-fosfato + ADP

glicerol-3-fosfato + O, gizrelwinza oxidasa qihidroxiacetona fosfato + H,0,

H,0, + 4-aminofenazona + 4-clorofenol P42 4(p-benzoquinine-monoimino)-

fenazona + 2H,0 + HCI

La absorbancia se leyé con una longuitud de onda de 500 nm.

3.4.4. MEDICION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

3.4.4.1. PEROXIDACION EN PLASMA

La técnica utilizada fue una modificacion de la descrita por Yagi segin los

siguientes pasos:

1-Se inicia el proceso tras la descongelacion de las muestras a temperatura
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ambiente.

2-Se centrifugan a 2000 rpm durante 10 min a 4°C.

3-Se preparan tubos de vidrio con 4 ml de H,SO, N/12.

4-Se anade 20 ul de plasma.

5-Se agita la mezcla durante unos segundos.

6-Se adiciona 0.5 ml de 4cido fosfotiingstico al 10%.

7-Se vuelve a agitar y se espera 5 min a temperatura ambiente.

8-Se centrifuga a 4000 rpm durante 10 min a 20°C.

9-Se elimina el sobrenadante por inversion rdpida.

10-Se anade 2 ml de H,SO, N/12.

11-Se afade 0.3 mi de 4cido fosfottingstico al 10%.

12-Se agita nuevamente durante unos segundos y se centrifuga a 4000 rpm
durante 10 min a 20°C.

13-Se elimina el sobrenadante mediante inversién rapida.

14-Se anade 4 ml de H,O destilada.

15-Se aitade 1 ml de reactivo TBA (4cido Tiobarbitdrico).

16-A tres muestras, escogidas al azar, se les afiaden una solucidn estdndar
conocida (10 ul, 25 ul y 50 ul). Ello nos servird para poder promediar las rectas
de calibrado por adicion.

17-Se calienta en un bafio a 100°C durante 60 min.

18-Se enfrian los tubos en agua corriente.

19-Se afiade 5 ml de n-butanol a 4¢C.
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20-Se realiza 100 inversiones suaves con mixer rotatorio (Heidolph),
observandose la separacion en dos fases: la orgdnica y la acuosa.

21-Una vez separada la fase organica se centrifuga a 4000 rpm durante 15
min a 200C.

22-Seguidamente y en un intervalo breve, se realiza la lectura del
sobrenadante mediante un espectrofluarimetro (Perkin Elmer LM 50), a una onda

de excitacion 525 y a una onda de emisién de 558.

Todas las muestras fueron realizadas por duplicado y con un miximo de

veinte muestras en cada medicion.

3.4.4.2 PEROXIDACION EN LDL

1-Previa descongelacion de las muestras, a temperatura ambiente, se
procede a la centrifugacion a 2000 rpm durante 10 min. a 40C.

2-A cada tubo de vidrio se le afiade 3.5 ml de H,O destilada y 0.5 ml de
acido fosfotingstico al 10%. Se incorpora 50 ul de muestra de LDL.

3-Una vez preparado el reactivo TBA se afiade 1 ml.

4-Se agita durante unos segundos.

5-A tres muestras escogidas al azar se les afiaden cantidades crecientes de
una solucion estdndar ( 10 ul, 25 ul y 50 ul). Ello nos servird para poder

promediar las rectas de calibrado por adicion.
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6-Se calienta a 100°C durante 60 min.

7-Se enfrian los tubos con agua corriente durante unos minutos.

8-Se anade 5 ml de n-butanol a 4°C,

9-Se realizan 100 inversiones suaves con un mixer rotatorio (Heidolph),
observandose, la separacion de dos fases: una orgdnica y una acuosa.

10-Una obtenida la fase organica, se procede a su centrifugacién a 4000
rpm durante 15 min a 20°C.

11-Seguidamente y en un intervalo lo mds breve posible, se realiza la
lectura del sobrenadante mediante un espectrofluorimetro (Perkin Elmer LM 50),

a una onda de excitacion 525 y a una onda de emisién de 558.

Todas las muestras fueron realizadas por duplicado y con un maximo de

veinte muestras en cada medicion.

Reactivo TBA (Tiobarbitirico)

solucion acuosa TBA al 0.67 %.
icido acético glacial 1:1, viv.

Solucion estiandar

1,1,3,3-tetraetoxipropano (4.05 . 105 M).
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3.5. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS

Se utiliz6 el programa D-Base IV para el almacenamiento de los resultados
obtenidos. Posteriormente, estos datos fueron procesados utilizando el programa

de estadistica SPSS.

Para comparar las medias observadas entre los diferentes grupos, se utilizd
la t de Student, cuando el nimero de individuos de cada grupo era superior a los

veinticinco.

Para comparar las medias observadas en los diferentes grupos con menos

de veinticinco individuos, se utilizé la U de Mann-Whitney.

Se aplico el test de Wilconson y el t test para muestras pareadas obtenidas

en observaciones, para comparar los resultados de las variables repetitivas.

Se calcul6 el valor de r de la regresion lineal, para valorar la existencia

o no de correlacién entre los valores de oxidacion y el resto de variables.

Para todos los andlisis efectuados, se establecid como grado de

significacion estadistica p <0.05.
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4.1. DESCRIPCION DEL GRUPO DE PACIENTES

4.1.1. DATOS ANTROPOMETRICOS

La tabla 5 muestra la media y desviacion estandar de la edad y los valores
antropométricos de veinticinco pacientes hipercolesterolémicos (10 3 y 15 ?) y
del grupo control formado por treinta y cinco individuos sanos (19 8 y 16 ?).

Comparando ambos grupos no se observaron diferencias significativas.

En la tabla 6 se muestra la media y desviacion estdndar de la edad y de los
valores antropométricos de veinte pacientes diabéticos ( 11 8 y 9 ?) y del grupo
control formado por treinta y cinco individuos sanos (19 & y 16 ?). Al comparar
ambos grupos, se observd que el peso de los pacientes de sexo masculino era

mayor que en el grupo control, existiendo diferencia significativa (p <0.05).

La tabla 7 muestra la media y desviacion estindar de la edad y de los
valores antropométricos de veinte pacientes de sexo femenino afectadas de
obesidad morbida en el periodo basal y tras un periodo de dieta y del grupo
control formado por dieciséis mujeres. Se observaron diferencias significativas
(p<0.01) al comparar el grupo de pacientes con obesidad moérbida en el periodo

basal y post-dieta en relacion al peso y al IQ. Si se observd diferencias
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significativas (p <0.01) al comparar la edad, el peso y el indice de quetelet, entre

el grupo control y las pacientes en ambos periodos.

La tabla 8 muestra la media y desviacidn estindar de la edad y los valores
antropométricos del total de noventa y tres individuos, utilizados como grupo
control, distribuidos en funcién de la edad. Grupo de cero a treinta afos formado
por veintisiete jovenes de sexo masculino, el grupo de treinta y uno a sesenta y
cuatro afios formado por treinta y cinco individuos de ambos sexos y el grupo de
mas de sesenta y cinco afios formado por un total de treinta y un sujetos de ambos
sexos. Solamente fueron comparados los dos ultimos grupos, observindose
diferencia significativa (p<0.01) entre la edad, el peso y la talla. El grupo de

jovenes no fue comparado al estar formado Uinicamente por hombres.

La tabla 9 muestra la media y desviacion estandar de la edad y los valores
antropométricos del grupo control formado por cincuenta y ocho individuos de
sexo masculino distribuidos por intervalos de edad. Se observé mayor edad e
indice de quetelet, con una diferencia significativa (p <0.01) al comparar el grupo
de edad intermedia, con el grupo de jovenes. Sin embargo, la talla fue mayor en
los jovenes con una diferencia significativa (p <0.01). Los jovenes tenian un peso
y una talla mayor que los ancianos con diferencia significativa (p<0.01), en
cambio, el indice de quetelet no mostrd diferencias. El grupo de edad intermedia

tenian un peso y un indice de quetelet con diferencias significativa (p <0.01) con
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respecto a los ancianos, asimismo, eran mds altos (p <0.05).

La tabla 10 muestra la media y desviacién estindar del grupo control
formado por treinta y cinco mujeres y distribuidas por edad. El grupo de edad
intermedia tenian un mayor peso y un menor indice de quetelet, aunque sin
diferencias significativas, sin embargo, eran mads altas, con diferencias

significativa (p<0.01)

La tabla 11 muestra la media y desviacion estindar de grupo control de
sexo masculino distribuidos seglin su habito tabaquico. Se observé que el grupo
de no fumadores era de mayor edad y con un indice de quetelet superior a los

fumadores, con diferencias significativa (p <0.01).

4.1.2. CONCENTRACION DE LIPOPROTEINAS

La tabla 12 muestra los valores plasmaticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por treinta y cinco
individuos y en un grupo de veinticinco pacientes hipercolesterolémicos, en el
periodo basal, a las doce semanas y a las veinticuatro semanas de haber recibido

tratamiento con probucol.
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El grupo control presentd niveles inferiores de colesterol plasmatico,
triglicéridos, colesterol LDL y HDL con una diferencia significativa (p<0.01) y
colesterol VLDL (p<0.05) al compararlo al grupo de pacientes en el periodo
basal. Tras doce y veinticuatro semanas de tratamiento los niveles de colesterol
total y colesterol LDL descendieron, pero persitia una diferencia significativa
(p<0.01). Los niveles de triglicéridos descendieron, pero a las veinticuatro
semanas persistia una diferencia significativa (p <0.01).

Los niveles de colesterol plasmaticos descendieron significativamente
(p<0.01)enun 15% y un 13% a las doce y veinticuatro semanas de tratamiento
respectivamente. Los niveles de triglicéridos y el colesterol de las VLDL no
mostraron descensos significativos. El colesterol de las LDL mostr6é un descenso
significativo (p<0.01) en un 14% y un 10%. El colesterol de las HDL mostrd
un descenso significativo (p<0.01) de 24% en la semana doce y un descenso
significativo (p <0.05) de un 20% en la semana veinticuatro. El grupo control
unos niveles de colesterol, colesterol de las LDL y colesterol de las HDL
significativamente (p <0.01) mas bajos que los pacientes en el periodo basal. Los
triglicéridos fueron mds bajos con diferencia significativa (p <0.05) y el colesterol

de las VLDL no mostré diferencias significativas.

La tabla 13 muestra los valores plasmaticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por diecinueve

hombres y un grupo de diez pacientes hipercolesterolémicos de sexo masculino,
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en el periodo basal, a las doce semanas y a las veinticuatro semanas de haber
recibido tratamiento con probucol.

En el grupo control, los niveles lipidicos fueron inferiores en relacion al
grupo de pacientes hipercolesterolémicos. Solamente, se observé diferencia
significativa (p <0.01) en los niveles de colesterol total y colesterol LDL. Esta
diferencia se mantuvo tras las veinticuatro semanas de tratamiento.

Los niveles de colesterol plasmatico descendieron con una diferencia
significativa (p <0.01) enun 12% y un 9% a las doce y veinticuatro semanas de
tratamiento respectivamente. Los niveles de triglicéridos descendieron un 11% y
un 17% presentando diferencia significativa solo a las veinticuatro semanas. El
colesterol de las VLDL descendi6 un 14% y un 13,5% a las doce y veinticuatro
semanas respectivamente con diferencia significativa (p <0.05). El colesterol LDL
descendi6 un 13% con una diferencia significativa (p <0.01) a las doce semanas
y un descenso del 6% con una diferencia significativa (p <0.05). Los niveles de
colesterol HDL descendieron un 24 % a las doce semanas con una diferencia
significativa (p<0.01) y 13,5 % a las veinticuatro semanas con una p <0.05). Al
comparar el grupo control con los pacientes, se observé que los niveles de
colesterol plasmadticos, colesterol VLDL y colesterol LDL eran inferiores, con
diferencia significativa (p <0.01). El resto de pardmetros no presenté diferencias

significativas.
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La tabla 14 muestra los valores plasmaticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por dieciséis mujeres
y un grupo de quince pacientes hipercolesterolémicas de sexo femenino, en el
periodo basal, a las doce semanas y a las veienticuatro semanas de haber recibido
tratamiento con probucol.

En el grupo control, los niveles de colesterol total, triglicéridos, colesterol
VLDL, colesterol LDL y HDL fueron inferiores al grupo de pacientes. Sin
embargo, solo se observé diferencias significativas a nivel del colesterol total y
colesterol LDL (p <0.01). Estas diferencias se mantuvieron tras las veinticuatro
semanas de tratamiento.

Los niveles de colesterol plasmaticos descendieron un 17 % y un 16 % en
la semana doce y veinticuatro respectivamente con diferencia significativa
(p<0.01). En los niveles de triglicéridos y de colesterol VLDL no se apreciaron
diferencias significativas. El colesterol LDL descendié un 14% y un 13%
respectivamente, a las doce y veinticuatro semanas, con diferencia significativa
(p<0.05). El colesterol HDL descendié un 30% y un 29% respectivamente a las
doce y veinticuatro semanas, con diferencia significativa (p<0.01). En el grupo
control los valores de colesterol total, colesterol LDL y colesterol HDL fueron
significativamente menor (p <0.01) que en el periodo basal de las pacientes. Los
niveles de triglicéridos también fueron menores aunque con una diferencia

p<0.05. El colesterol VLDL no present6 diferencia significativa.
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La tabla 15 muestra los valores plasmdticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por treinta y cinco
individuos y un grupo formado por veinte pacientes diabéticos.

Solamente se observan diferencias significativas (p <0.001), en los niveles

de colesterol de las VLDL, siendo mayor en el grupo control.

La tabla 16 muestra los valores plasmdticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por diecinueve
individuos varones y un grupo formado por nueve pacientes diabéticos de sexo
masculino.

Se observa que el colesterol VLDL es mayor en el grupo control, que en

el grupo de pacientes, con una diferencia significativa (p <0.05).

La tabla 17 muestra los valores plasmdticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por dieciséis mujeres
y un grupo formado por once pacientes diabéticas.

Se observa que el colesterol VLDL es mayor en el grupo control, que en

el grupo de pacientes, con una diferencia significativa (p <0.05).

La tabla 18 muestra los valores plasmaticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por dieciséis mujeres

y un grupo formado por veinte pacientes con obesidad morbida.
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Al comparar el grupo de pacientes, en el periodo basal, con el periodo de
post-dieta se observa un descenso significativo (p<0.01) en los niveles de
colesterol, colesterol LDL y colesterol HDL. Los niveles de triglicéridos también
disminuyeron aunque con una diferencia significativa (p <0.05). En el colesterol

VLDL no se aprecié cambios significativos.

La tabla 19 muestra los valores plasmaticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por noventa y tres
individuos distribuidos segiin su edad.

El grupo de ancianos presenta niveles de colesterol plasmaticos y de
colesterol VLDL mayores que el grupo de edad intermedia con una diferencia
significativa (p <0.01). Los niveles de triglicéridos, colesterol LDL y HDL no
mostraron diferencias significativas. El grupo de jévenes no fue comparado por

estar compuesto por varones exclusivamente.

La tabla 20 muestra los valores plasmadticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por cincuenta y ocho
individuos de sexo masculino distribuidos segiin su edad.

Los individuos jovenes presentan niveles, significativamente, mds bajos
(p<0.01) de colesterol plasmdticos, triglicéridos, colesterol VLDL y LDL al
compararlos con el grupo de edad intermedia. El colesterol HDL fue mas alto

aunque sin diferencia significativa. Los jovenes también presentaron niveles mas
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bajos de colesterol plasmatico, colesterol VLDL y LDL con una p<0.01. Los
triglicéridos y el colesterol HDL fueron menores aunque con una p<0.05. El
grupo de ancianos presentd niveles mas elevados de colesterol VLDL, con una
diferencia significativa (p <0.01), al compararlo con el grupo de edad intermedia.

Los niveles de triglicéridos fueron menores con una p<0.05 y el
colesterol HDL mayor con una p<0.05. No se apreciaron diferencias entre los

niveles de colesterol plasmatico y colesterol LDL.

La tabla 21 muestra los valores plasmaéticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por treinta y cinco
mujeres distribuidas segin su edad.

En el grupo de ancianas todos los pardmetros lipidicos fueron mas
elevados, aunque sélo el colesterol y triglicéridos plasmadticos y el colesterol

VLDL, presentaron diferencias significativas.

La tabla 22 muestra los valores‘ plasmaticos de colesterol y triglicéridos y
su fraccionamiento lipoproteico en el grupo control formado por cincienta y ocho
hombres distribuidos segin su habito tabaquico.

Sélo presenté diferencias significativas el colesterol VLDL que fue

superior en el grupo de no fumadores con una p<0.05.
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4.1.3. VALORES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LDL

La tabla 23 y la gréfica 1 y 2 muestra los niveles de oxidacién en plasma
y en la fraccion LDL de veinticinco pacientes hipercolesterolémicos, en el periodo
basal, a las doce y veinticuatro semanas de tratamiento con probucol. También
se observan los valores de oxidacion de los treinta y cinco individuos del grupo
control.

Los valores de las sustancias que reaccionan con TBA fueron
significativamente menores (p <0.01) en el grupo control que en los pacientes en
el periodo basal. A las doce y veinticuatro semanas de tratamiento, se observo un
descenso de las sustancias que reaccionaban conel TBA en plasma, no
observando diferencia significativa con el grupo control. En cambio, en la
fraccién LDL, tras las doce semanas de tratamiento se observd una diferencia
significativa (p<0.01).

A las doce y veinticuatro semanas de tratamiento, se observé un descenso
de las sustancias que reaccionaban con el TBA en el plasma del 26% y 40%
respectivamente, con una diferencia significativa (p <0.001) en relacién al periodo
basasl. El mismo efecto fue observado en las LDL con un descenso del 27% y

44 % respectivamente, con una diferencia significativa (p <0.001).

La tabla 24 muestra los niveles de oxidacion en plasma y en la fraccion

LDL de veinticinco pacientes hipercolesterolémicos distribuidos por
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sexo, en el periodo basal, a las doce y veinticuatro semanas de tratamiento con
probucol. También se observan los valores de oxidacién de treinta y cinco

individuos, del grupo control, distribuidos por sexo.

Los valores de las sustancias que reaccionan con TBA obtenidos en plasma
y LDL fueron menores en el grupo control masculino que en el periodo basal de
los pacientes con una p<0.05. No se observaron diferencias significativas con el
grupo control, tras las doce y veinticuatro semanas de tratamiento.

En los pacientes varones se observé un descenso en plasma del 25% y
42 %, respectivamente, con una p<0.01. En las LDL el descenso fue del 21% a
las doce semanas con una diferencia p<0.05 y en un 31% a las veinticuatro
semanas con una diferencia significativa p<0.01.

En el grupo control femenino los valores fueron un 43% inferiores en
plasma y un 38% en LDL respecto al grupo de pacientes con una p<0.01 en el
periodo basal. A las doce y veinticuatro semanas de tratamiento no se observaron
diferencias significativas.

En plasma tras las doce y veinticuatro semanas de tratamiento se objetivo
un descenso del 25% y 47%, respectivamente, con una diferencia significativa
p<0.01. A nivel de las LDL el descenso observado fue del 22% y 39 %,

respectivamente, con una diferencia significativa p<0.01.

La tabla 25 y la grafica 3 muestran los valores de oxidacién en plasma y
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en la fraccion LDL en un grupo de veinte pacientes diabéticos (9 8 y 11 ?), y
el grupo control formado por treinta y cinco individuos (19 & y 16 9).

Los valores observados en el grupo control en plasma y en la fraccién
LDL fueron menores, al compararlos con los pacientes, con una diferencia
significativa p<0.01 y p<0.05 respectivamente. No se apreciaron diferencias
entre los hombres del grupo control y los pacientes masculinos. En cambio, al
comparar las mujeres de ambos grupo se observé una menor cantidad de
sustancias que reaccionaban con TBA en plasma con una diferencia p<0.01 y

también en LDL, aunque con una p<0.05, gréfica 4.

La tabla 26 y la grafica 5 muestran los valores de oxidacién en plasma en
un grupo de veinte pacientes de sexo femenino con obesidad mérbida y el grupo
control formado por dieciséis mujeres.

En el grupo control los valores de las sustancias que reaccionaron con
TBA fueron, significativamente, mds bajos en el grupo control con una p <0.01.

El descenso observado tras veintiin dias de dieta altamente hipocaldrica

fue del 12% con una diferencia significativa p<0.01.

La tabla 27 y la grafica 6 muestran los valores de oxidacién en plasma y
en la fraccion LDL, en el grupo control con edad superior a los treinta afios de
ambos sexos. Vemos que en el grupo de edad intermedia los valores de oxidacién

son inferiores al grupo de ancianos tanto en plasma como en LDL, enun 37% y
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un 29%, respectivamente.

La tabla 28 y la grafica 7 muestran los valores de oxidacién en plasma y
en la fraccion LDL del grupo control de sexo masculino distribuidos por edades.

Los valores de oxidacion en plasma en el grupo de ancianos es superior
al grupo de jovenes en un 25% y en un 35%, respecto al grupo de edad
intermedia, con diferencia significativa p<0.01. A nivel de las LDL se observa,
en el grupo de jovenes, valores superiores al grupo de edad intermedia en un 46 %
y en un 22% en el grupo de ancianos con una p<0.01 para ambos grupos. En el
grupo de ancianos los valores de oxidacion son superiores al compararlo con

el grupo de edad intermedia, en un 30%, con una p<0.01.

La tabla 29 y la figura 8 muestran los valores de oxidacion en plasma y
en la fraccién LDL, del grupo control, de sexo femenino, distribuidos por edades.
Se aprecia, en el grupo de ancianas, niveles de oxidacion en plasma y
LDL mayores que en el grupo de edad intermedia, de un 40% y un 28%

respectivamente, con una diferencia significativa de p<0.01.

La tabla 30 y la figura 9 muestran los valores de oxidacién en plasma y
en la fraccion LDL, del grupo control, de sexo masculino, distribuidos segiin su

habito tabdquico.

Destacan niveles elevados de oxidacion, a nivel de las LDL en el grupo
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de fumadores al compararlos a los no fumadores, de un 32%, con una p<0.01.
Los niveles de oxidacién plasméticos fueron mas elevados en el grupo de

fumadores aunque sin mostrar diferencias significativas.

4.1.4. CORRELACIONES ENTRE COLESTEROL PLASMATICO Y
COLESTEROL LDL CON NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA
Y LDL

La tabla 31 muestra las correlaciones entre colesterol plasmdtico y
oxidacion en el plasma, y la correlacién entre colesterol LDL y oxidacién en la
fraccion LDL, en el grupo los diferentes grupos que han sido estudiados:
hipercolesterolémicos, diabéticos, obesas, y finalmente el grupo control
distribuidos seguin su hdbito tabdquico. Solamente, se observa una importante
correlacion positiva entre el colesterol plasmitico y la oxidacién plasmadtica en el
grupo control de varones fumadores.

No se observé correlacion lineal significativa entre la oxidacién en plasma

y la oxidacién en la fraccion LDL con la HbA,C de los pacientes diabéticos.

La tabla 32 muestra la correlacion entre la edad, la oxidacion en el plasma
y la oxidacién en la fraccion LDL de los individuos del grupo control. En ella se
observa una importante correlacion positiva entre la edad y la oxidacion en plasma

en el total del grupo y en las mujeres. En los hombres esta correlacion se hizo
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significativa al excluir alos individuos de menos de 30 afios. Al analizar la
correlacion entre la edad y la oxidacién en la fraccién LDL, esta siguié siendo
positiva de forma significativa en el grupo de mujeres, en los hombres esta
positividad se mantuvo altamente significativa al excluir al grupo de menos de 30
afios. Sin embargo, al considerar este grupo en el andlisis la correlacién se

invierte.
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TABLA 5

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS BASALES EN PACIENTES
HIPERCOLESTEROLEMICOS (10 3 Y 15 ¥) Y EL GRUPO CONTROL
19 8 Y 16 9).

TOTAL HOMBRES MUJERES

EDAD N° N° N°

PACIENTES (25) 52.28+12.06 (10) 46.60+12.66 (15) 56.07+10.38

CONTROLES (35) 52.69+8.49 (19) 52.474+8.50 (16) 52.81+8.80

PESO

PACIENTES (25) 67.35+10.83 (10) 72.79+11.88 (15) 63.47+48.81

CONTROLES (35) 70.76+8.34 (19) 75.11+5.83 (16) 65.60+7.79

TALLA

PACIENTES (25) 159.33+9.34 (10) 155.36+9.13 (15) 155.03+6.97

CONTROLES (35) 162.94+8.25 (19) 167.66+5.56 (16) 157.34+7.21

IQ

PACIENTES (25) 26.60+3.39 (10) 26.58+2.98 (15) 26.61+3.77

CONTROLES (35) 26.64+2.60 (19) 26.84+1.72 (16) 26.41+3.30

1Q:indice de quetel;t(Kg/mz).
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TABLA 6

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS BASALES EN PACIENTES
DIABETICOS (11 8 Y 9 ?) Y EL GRUPO CONTROL (19 3 Y 16 ?).

TOTAL HOMBRES MUJERES
EDAD N° N° N°
PACIENTES (20) 55.42+5.79 (11) 52.7845.73 (9) 57.80+4.71
CONTROLES (35) 52.69+8.49 (19) 52.47+8.50 (16) 52.81+8.80
PESO
PACIENTES (20) 71.344+5.79 (11) 81.50+8.18° (9) 62.37+11.86
CONTROLES 35) 70.76+8.34 (19) 75.11+5.83 (16) 65.6047.79
TALLA
PACIENTES (20) 160.86+10.4 (11) 169.98+4.29 (9) 152.6346.82
CONTROLES (35) 162.94+8.25 (19) 167.66+5.56 (16) 157.34+7.21
IQ
PACIENTES (20) 27.61+3.18 (11) 28.38+2.44 (9) 26.92+3.59
CONTROLES (35) 26.64+2.60 (19) 26.84+1.72 (16) 26.4143.30

1Q: indice de quetelet(Kg/m?).

* p< 0.05 comparando grupo de pacientes de sexo masculino con grupo control de sexo masculino.
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TABLA 7

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS BASALES Y DESPUES DE

TRES SEMANAS DE DIETA HIPOCALORICA EN PACIENTES OBESAS
(20 ?) Y EL GRUPO CONTROL (16 ?).

CONTROL BASAL POST-DIETA
(n=16) (n=20) (n=20)
EDAD 52.81+8.80 36.25+11.62" 36.25+11.62
PESO 65.60+7.79 108.31+19.58™ 102.05+19.42**
TALLA  157.34%7.21 159.09+6.76 159.09+6.76
1Q 26.41+3.30 42.56+7.83" 40.24+7.64**

[Q:indice de quetelet(Kg/m?).
** p< (.01 comparando grupo control con pacientes obesas en el periodo basal.
++ p<0.01 comparando pacientes obesas en el periodo basal con periodo post-dieta.
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TABLA 8

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS DE LOS INDIVIDUOS SANOS
DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD (n=93).

0 - 30 ANOS 31 - 64 ANOS > 65 ANOS
(n=27) (n=35) (n=31)
EDAD 19.43 + 2.90 52.69 + 8.49 79.61 + 8.29™
PESO  72.10 + 11.41 70.76 + 8.34 62.15 + 11.18™
TALLA  174.04 + 7.60 162.94 + 8.25 155.41 + 9.41™
1Q 23.86 + 3.53 26.64 + 2.60 25.84 + 3.91

IQ:indice de quetelet(Kg/m?).
** n<0.01 comparando grupo de 31-64 afios con grupo > 65 afios.
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TABLA 9

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS DE LOS INDIVIDUOS SANOS
DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD, HOMBRES.

0 - 30 ANOS 31 - 64 ANOS > 65 ANOS
(n=27) (n=19) (n=12)
EDAD 19.07 + 2.25 52.47 + 8.50™ 84.42 + 7.54% ++
PESO 72.80 + 10.98 75.11 + 5.83 63.81 + 10.45% +

TALLA 174.22 £ 7.68  167.66 + 5.56"

1Q 24.05 + 3.43 26.84 + 1.72%

163.00 £ 7.71% *+

23.95 + 2.88%

IQ:indice de quetelet(Kg/m?).

** n<0.01 comparando grupo de 0-30 aiios con grupo de 31-64 afios.
++ p<0.01 comparando grupo de 0-30 afios con grupo > 65 afios.
+ p<0.05 comparando grupo de 0-30 afios con grupo > 65 afios.
§§ p <0.01 comparando grupo de 31-64 afios con grupo > 65 afios.
§ P<0.05 comparando grupo de 31-64 afios con grupo > 65 afios.
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TABLA 10

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS DE LOS INDIVIDUOS SANOS
DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD, MUJERES.

31 - 64 ANOS > 65 ANOS
(n=16) (n=19)
EDAD 52.81 + 8.80 74.68 + 8.23™
PESO 65.60 + 7.79 61.50 + 11.23
TALLA 157.34 + 7.21 150.85 + 6.63™
IQ 26.41 + 3.30 27.13 + 3.96

IQ:indice de quetelet(Kg/m?).
** n<0.01 comparando grupo de 31-64 aiios con grupo > 65 afios.
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TABLA 11

EDAD Y VALORES ANTROPOMETRICOS DE LOS INDIVIDUOS
VARONES SANOS DISTRIBUIDOS SEGUN SU HABITO TABAQUICO.

NO FUMADORES FUMADORES

(n=25) (n=33)
EDAD 50.27 + 23.83 34.64 + 27.49"
PESO 72.46 + 9.20 70.68 + 11.54
TALLA 168.56 + 6.99 171.32 + 9.67
1Q 25.55 4+ 2.93 24.15 + 3.22°

IQ:indice de quetelet(Kg/m?).
* p<0.05 comparando grupo de no fumadores con fumadores.
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TABLA 12

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES
HIPERCOLESTEROLEMICOS Y EL GRUPO CONTROL.

CONTROL BASAL SEMANA (12) SEMANA (29)
(n=35) (n=25) (n=25) (n=25)
C-PL 5.14+0.99 7.80+1.34™ 6.64+0.77°0++  6.851+0.93%%
TG-PL 1.1540.32 1.60+0.90 1.42+0.70 1.42+0.60°
C-VLDL 0.68+0.40 0.73+0.83 0.65+0.07 0.64+0.05
C-LDL 3.05+0.85 5.56+1.18™ 4.79+0.73°0++ 5.03+£0.87%¢%
C-HDL 1.1540.29 1.53+0.40™ 1.09+0.25* 1.16+0.32% =

C-PL: colesterol plasma, TG-PL: triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL.: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** p<0.01 comparando grupo control con pacientes en periodo basal.

* p<0.05 comparando grupo control con pacientes en periodo basal.

QOO p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 12 semanas de tratamiento.

® ® p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 24 semanas de tratamiento.

++ p<0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12.

§§ p <0.01 comparando grupo de pacientes en perido basal con pacientes en semana 24.

o« p<0.05 comparando grupo de pacientes en semana 12 con pacientes en semana 24.
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TABLA 13

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES
HIPERCOLESTEROLEMICOS Y EL GRUPO CONTROL. HOMBRES.

CONTROL BASAL SEMANA(12) SEMANA(24)
(n=19) n=10) (n=10) (n=10)
C-PL 5.19+0.85 7.141+0.54™ 2.01+£0.90 1.80+0.831.66
C-VLDL 0.69+0.46 0.88+0.42 0.741+0.42* 0.76+£0.30¢
C-LDL 3.10+£0.73 5.03+0.55™ 4.3740.53°°*+  4.724+0.74°°¢
C-HDL 1.094+0.33 1.184+0.31 0.90+0.20** 1.02+0.34% =

C-PL: colesterol plasma, TG-PL: ttriglicéridos plasma, C-VLDL.: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** p<(.01 comparando grupo control con grupo pacientes en periodo basal.

O O p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 12 semanas de tratamiento.

® ® p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 24 semanas de tratamiento.

++ p<0.01 comparando grupo pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12.

§§ p <0.01 comparando grupo pacientes en perfodo basal con pacientes en semana 24.

§ p<0.05 comparando grupo pacientes en periodo basal con pacientes en semana 24,

o p<0.05 comparando grupo pacientes semana 12 con pacientes en semana 24.
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TABLA 14

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES
HIPERCOLESTEROLEMICAS Y EL GRUPO CONTROL. MUJERES.

CONTROL BASAL SEMANA (12) SEMANA (24)
(n=16) (n=15) (n=15) (n=15)

C-PL 5.08+1.17 8.24+1.54™ 6.85+0.86°°** 7.0641.04®®%=
TG-PL 0.95+0.46  1.33+0.83" 1.2040.51 1.26+0.50
C-VLDL  0.67+0.33 0.64+0.36 0.5540.23 0.57+0.22
C-LDL 2.98+1.00 591+£1.36™ 5.06+0.73°°* 5.24+0.92%¢¢

C-HDL 1.22+0.28 1.774£0.26"  1.22+0.20** 1.2540.28%

C-PL.: colesterol plasma, TG-PL: triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL.: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** n<0.01 comparando grupo control con pacientes en perfodo basal.

* p<0.05 comparando grupo control con pacientes en periodo basal.

OO p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 12 semanas de tratamiento.

@ ® p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 24 semanas de tratamiento.

++ p<0.01 comparando grupo pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12.

+ p<0.05 comparando grupo pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12.

§8 p <0.01 comparando grupo pacientes en periodo basal con pacientes en semana 24.

§ p<0.05 comparando grupo pacientes en periodo basal con pacientes en semana 24.

o« p<0.05 comparando grupo pacientes en semana 12 con pacientes en semana 24.
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TABLA 15

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES
DIABETICOS Y EL GRUPO CONTROL.

CONTROL DIABETICOS
(n=35) (n=20)
C-PL 5.14 + 0.99 5.28 + 0.82
TG-PL 1.15 £ 0.52 - 1.62 + 2.03
C-VLDL 0.68 + 0.40 0.49 + 0.64™
C-LDL 3.05 + 0.84 3.34 + 0.82
C-HDL 1.14 + 0.29 1.06 + 0.22

C-PL: colesterol plasma, TG-PL: triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** p<(0.01 comparando grupo control con pacientes diabéticos.
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TABLA 16

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES
DIABETICOS Y EL GRUPO CONTROL. HOMBRES.

CONTROL DIABETICOS
(n=19) (n=9)
C-PL 5.19 + 0.85 5.22 + 0.79
TG-PL 1.31 + 0.52 2.08 + 2.91
C-VLDL 0.69 + 0.46 0.59 + 0.89"
C-LDL 3.10 + 0.73 3.33 + 0.93
C-HDL 1.09 + 0.30 0.95 + 0.18

C-PL: colesterol plasma, TG-PL: triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL.: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

* p<0.05 comparando grupo control con grupo de pacientes diabéticos de sexo masculino.
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TABLA 17

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES
DIABETICAS Y EL GRUPO CONTROL. MUJERES.

CONTROL DIABETICOS
(n=16) (n=11)
C-PL 5.08 + 1.17 5.34 £ 0.88
TG-PL 0.95 £ 0.46 1.21 + 0.57
C-VLDL 0.67 + 0.33 0.39 + 0.30°
C-LDL 2.98 + 1.00 3.35 £ 0.77
C-HDL 1.22 £+ 0.28 1.16 £ 0.21

C-PL: colesterol plasma, TG-PL: triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

* p<0.05 comparando grupo control con grupo de pacientes diabéticos de sexo femenino.
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RESULTADOS

TABLA 18

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN PACIENTES OBESAS
PRE Y POST DIETA Y EL GRUPO CONTROL.

CONTROL PRE-DIETA POST-DIETA
(n=16) (n=20) (n=20)
C-PL 5.08 + 1.17 4.83 + 0.82 3.60 + 0.68**
TG-PL 0.95 + 0.46 1.52 + 0.99™ 1.11 + 0.317
C-VLDL 0.67 + 0.33 0.28 + 0.14™ 0.24 £ 0.31
C-LDL 2.98 + 1.00 2.87 + 0.57 2.06 + 0.58*"
C-HDL 1.22 + 0.28 1.13 £+ 0.33 0.88 + 0.19**

C-PL: colesterol plasma, TG-PL: triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de Ia lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL.: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** p<0.01 comparando grupo control con pacientes obesas en periodo pre-dieta.

" ++ p<0.01 comparando grupo de pacientes pre-dieta a grupo de pacientes post-dieta.
+ p<0.05 comparando grupo de pacientes pre-dieta a grupo de pacientes post-dieta.
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RESULTADOS

TABLA 19

CONCENTRACIONES

DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN

PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN INDIVIDUOS SANOS

DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD.

0-30 ANOS 31-64 ANOS > 65 ANOS TOTAL

n=27) n=35) (n=31) (n=93)
C-PL 421 +090 5.14 + 0.99 5.76 + 0.95" 5.07 + 1.13
TG-PL  0.78 +025 1.15+052 1.09+ 041 1.02 + 0.44
C-VLDL 022 +0.19 0.68 + 0.40 1.16 £ 0.30™ 0.70 + 0.49
C-LDL 227 +£0.80 3.05+0.85 326+076 2.8 + 0.90
C-HDL 1.19 £ 032 1.15+ 029  1.30 £ 043" 121 £ 0.35

C-PL: colesterol plasma, TG-PL:triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.
** p<(.01 comparando grupo de edad intermedia con grupo de ancianos.
* p<0.05 comparando grupo de edad intermedia con grupo de ancianos.
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RESULTADOS

TABLA 20

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN INDIVIDUOS SANOS
DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD. HOMBRES.

0-30 ANOS 31-64 ANOS > 65 ANOS TOTAL
(n=27) (n=19) (n=12) (n=58)

C-PL 4,16 + 0.88 5.19 + 0.85" 5.82 + 1.13** 4.84 + 1.13
TG-PL 0.78 +£ 0.26 1.31 + 0.52" 0.92 + 0.31*% 0.98 + 0.44
C-VLDL 0.22 +0.19 0.69 + 0.46™ 1.11 + 0.31**% 0.56 + 0.47
C-LDL 2.19 £ 0.70 3.10 £ 0.73™ 3.35 + 0.85** 2.73 1+ 0.89

C-HDL 1.20 £ 0.32  1.09 + 0.30 1.35 +£ 0.33*% 1.20 £+ 0.33

C-PL: colesterol plasma, TG-PL:triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** n<0.01 comparando grupo de varones jovenes con grupo de varones de edad intermedia,

++ p<0.01 comparando grupo de varones jévenes con grupo de varones ancianos.

+ p<0.05 comparando grupo de varones jévenes con grupo de varones ancianos.

§§ p<0.01 comparando grupo de varones de edad intermedia con grupo de varones ancianos.

§ p<0.05 comparando grupo de varones de edad intermedia con grupo de varones ancianos.
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RESULTADOS

TABLA 21

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN INDIVIDUOS SANOS
DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD. MUJERES.

31 - 64 ANOS > 65 ANOS TOTAL

(n=16) n=19) (n=35)
C-PL 5.08 + 1.17 5.72 + 0.85" 5.44 + 1.02
TG-PL 0.95 + 0.46 1.19 + 0.44° 1.07 + 0.46
C-VLDL 0.67 + 0.33 1.18 + 033" 0.94 + 0.42
C-LDL 2.98 + 0.82 3.21 + 0.72 3.15 + 0.86
C-HDL 1.28 + 0.27 1.27 + 0.48 1.24 + 0.40

C-PL: colesterol plasma, TG-PL:triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de Ia lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

** n.<0.01 comparado grupo control femenino de edad intermedia con grupo control de ancianas.

* p<0.05 comparado grupo control femenino de edad intermedia con grupo control de ancijanas.
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RESULTADOS

TABLA 22

CONCENTRACIONES DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN
PLASMA Y FRACCIONES LIPOPROTEICAS EN EL GRUPO DE
HOMBRES SANOS DISTRIBUIDOS SEGUN SU HABITO TABAQUICO

(n=>58).
NO FUMADORES FUMADORES
(n=33) (n=25)

C-PL 5.03 + 1.01 4.58 + 1.25

TG-PL 1.08 £ 0.52 0.86 + 0.26
C-VLDL 0.64 + 0.48 0.45 + 0.43
C-LDL 2.87 + 0.81 2.54 £ 0.98
C-HDL 1.18 £+ 0.30 1.21 £ 0.37

C-PL: colesterol plasma, TG-PL:triglicéridos plasma, C-VLDL: colesterol de la lipoproteina de muy baja
densidad, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja densidad, C-HDL: colesterol de la lipoproteina de
alta densidad. Los valores lipidicos se expresan en mmol/L.

* p<0.05 comparando controles sexo masculino no fumadores con fumadores.
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RESULTADOS

TABLA 23

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS Y EN EL GRUPO

CONTROL.
PLASMA LDL
(nmol/ml) (nnmol/ml)
Ne¢ N°
CONTROL 35) 5.14 + 1.74 @35) 2.19 £ 0.70
HC BASAL (25) 7.69 + 2.19” 25) 3.19 £ 1.07"
HC SEMANA 12 (25) 574 + 1.67** (25) 2.57 £ 0.51°0©+*
HC SEMANA 24 (25) 4.47 + 1. 41%==  (25) 2.12 + 0.53%==

HC: pacientes hipercolesterolémicos. HC Basal: pacientes antes de iniciar el tratamiento. HC Semana 12:
pacientes tras doce semanas de tratamiento. HC Semana 24: pacientes tras veinticuatro semanas de
tratamiento.

** n<0.01 comparando grupo control con grupo de pacientes en periodo basal.

OO p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 12 semanas de tratamiento.

++ p<0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12 de tratamiento.
§§ p<0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 24 de tratamiento.
o o« p<0.01 comparando pacientes en semana 12 de tratamiento con pacientes en semana 24 de tratamiento.
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RESULTADOS

TABLA 24

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS Y EN EL GRUPO CONTROL
DISTRIBUIDOS POR SEXOS.

PLASMA LDL
(nmol/ml) (nmol/ml)
N° HOMBRES N°
CONTROL (19) 5.40 + 1.71 (19) 2.19 £ 0.72

HC BASAL (10) 7.49 + 1.61° 190 2.92 + 0.57
HC SEMANA 12 (10) 5.54 + 1.81*7 10) 2.31 £ 0.66%

HC SEMANA 24 (10) 4.74 + 1.00% (10) 2.03 £ 0.61%

MUJERES

CONTROL (16) 448 + 1.77 (16) 220 £ 0.71
HC BASAL 15) 7.82 + 2.57" a5) 3.53 + 1.257
HC SEMANA 12 (15) 5.87 + 1.63** (15) 2.75 £ 0.51%%

HC SEMANA 24 (15) 4.33 + 1.60%==  (15) 2.17 + 0.49%=~

HC: pacientes hipercolesterolémicos. HC Basal: pacientes antes de iniciar el tratamiento. HC Semana 12:
pacientes tras doce semanas de tratamiento. HC Semana 24: pacientes tras veinticuatro semanas de
tratamiento.

** n<0.01 comparando grupo control con grupo de pacientes en periodo basal.

++ p<0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12 de tratamiento.
§§ p <0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 24 de tratamiento.
oc o« p<0.01 comparando pacientes en semana 12 de tratamiento con pacientes en semana 24 de tratamiento.
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RESULTADOS

TABLA 25

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
PACIENTES DIABETICOS Y EN EL GRUPO CONTROL.

PLASMA LDL
(nmol/ml) (nmol/ml)
TOTAL
N° N°
CONTROL 35) 5.14 + 1.74 35) 2.19 + 0.70
DIABETICOS (20) 6.89 + 1.53™ (20) 2.69 £ 0.64°
HOMBRES
CONTROL 19) 5.40 + 1.71 19) 2,19 £ 0.72
DIABETICOS (&) 6.22 + 1.02 9 2.51 + 0.29
MUJERES
CONTROL (16) 4.48 + 1.77 (16) 2.20 + 0.71
DIABETICOS (11) 7.50 + 1.70** (11) 2.82 + 0.80"

** n<0.01 comparando grupo control con grupo de pacientes.

* p<0.05 comparando grupo control con grupo de pacientes.

++ p<0.01 comparando grupo mujeres control con grupo de mujeres pacientes.
+ p<0.05 comparando grupo mujeres control con grupo de mujeres pacientes.
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RESULTADOS

TABLA 26

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA EN EL GRUPO DE PACIENTES
OBESAS PRE Y POST DIETA Y EL GRUPO CONTROL.

CONTROL PRE-DIETA  POST-DIETA
(n=16) (n=20) (n=20)

PLASMA 448 + 1.71 775 + 1.467 6.89 + 2.14**

Los valores de oxidacion se expresan en nmol/ml.
** n<0.01 comparando grupo control con grupo obesas en periodo pre-dieta.
+ p<0.01 comparando grupo obesas en periodo pre-dieta con periodo post-dieta.
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RESULTADOS

TABLA 27

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
INDIVIDUOS SANOS DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD.

30 - 64 ANOS > 65 ANOS

(n=35) (n=31)
PLASMA 5.14+1.74 8.09+1.30™
LDL 2.19+0.70 3.07+0.54"

Los valores de oxidacién se expresan en nmol/ml.
** n<0.01 comparando el grupo control de edad intermedia con el grupo control de ancianos.
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RESULTADOS

TABLA 28

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
INDIVIDUOS SANOS DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD.

HOMBRES.
< 30 ANOS 30-64 ANOS > 65 ANOS TOTAL
n=27) (n=19) (n=12) (n=58)
PLASMA 6.24+1.60 5.40+1.71 8.344+1.39**% 633+1.88
LDL 4.02+1.02 2.19+0.72" 3.13+0.62**% 3.31+1.18

Los valores de oxidacién se expresan en nmol/ml.

** p < (.01 comparando el grupo control varones jévenes con el grupo control varones de edad intermedia.
++ p<0.01 comparando el grupo control varones jévenes con el grupo control varones ancianos.
§§ p <0.001 comparando el grupo control varones de edad intermedia con el grupo control varones ancianos.
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RESULTADOS

TABLA 29

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
INDIVIDUOS SANOS DISTRIBUIDOS POR GRUPOS DE EDAD.

MUJERES.
30 - 64 ANOS > 65 ANOS TOTAL
(n=16) (n=19) (n=35)
PLASMA 4.78 + 1.77 7.94 + 1.27" 6.47 + 2.19
LDL 2.20 + 0.71 3.03 + 0.50™ 2.67 + 0.72

Los valores de oxidacion se expresan en nmol/ml.
** p<0.01 comparando grupo de mujeres de edad intermedia con grupo de mujeres ancianas.
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RESULTADOS

TABLA 30

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y LDL EN EL GRUPO DE
HOMBRES SANOS DISTRIBUIDOS SEGUN SU HABITO TABAQUICO.

NO FUMADORES FUMADORES
(n=33) (n=25)
PLASMA 6.03 + 1.96 6.72 + 1.73
LDL 2.74 + 0.86 4.0 + 1.157

Los valores de oxidacién se expresan en nmol/ml.
** n<0.01 comparando grupo control varones no fumadores con fumadores.
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RESULTADOS

TABLA 31

CORRELACION ENTRE COLESTEROL PLASMATICO Y OXIDACION
PLASMATICA, COLESTEROL LDL Y OXIDACION EN FRACCION LDL

EN LOS DIFERENTES GRUPOS. VALOR DE R.

N° C-PL/OX-PL

C-LDL/OX-LDL

DISLIPEMICOS (25)

DIABETICOS (20)
OBESAS (20)
FUMADORES (25)

NO FUMADORES (33)

0.3119

0.0250

0.2986

0.6427"

0.3334

0.3612

0.1030

-0.2067

0.4189

C-PL: colesterol plasma, OX-PL: oxidacién en plasma, C-LDL: colesterol de la lipoproteina de baja
densidad, OX-LDL: oxidacién de la lipoproteina de baja densidad.

** p<0.001
* p<0.01
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RESULTADOS

TABLA 32

CORRELACION ENTRE EDAD Y OXIDACION PLASMATICA Y ENTRE
EDAD Y OXIDACION EN FRACCION LDL EN EL GRUPO DE
INDIVIDUOS CONTROL. VALOR DE R.

N° EDAD/OX-PL N° EDAD/OX-LDL
TOTAL INDIVIDUOS  (158) 0.1943 (138) -0.3131™
TOTAL CONTROLES  (93) 0.3455"  (93) -0.3771
H > 30 ANOS (31) 06674 (31) 0.6145™
M. CONTROL (35) 0.7101"  (35) 0.5645™
H. CONTROL (58) 0.2976 (58) -0.2523"

OX-PL: oxidacion en plasma, OX-LDL: oxidaci6n de la lipoproteina de baja densidad. H.Control: hombres
del grupo control. M.Control:mujeres del grupo control. H=30 afios: hombres con edad superior o igual
a los 30 aiios.

** p<0.001
* p<0.01
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RESULTADOS

GRAFICA 1.

DESCENSO OBSERVADO EN LOS PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS
TRAS VEINTICUATRO SEMANAS DE TRATAMIENTO CON PROBUCOL.

%o

i P-LDL
-50 I I

0 12 24
SEMANAS

C-T: Colesterol total. C-LDL: Colesterol LDL. P-T: Oxidacién plasma. P-LDL: Oxidaci6n en la fraccién
LDL.

O Diferencia entre periodo basal y semana 12 p<0.01.
* Diferencia entre periodo basal y semana 12 p<0.01.
+ Diferencia entre semana 12 y semana 24 p<0.01. 149
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RESULTADOS

GRAFICA 2.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS

B rLASMA
10 - HLpL
8..~
| ++
6._

o« X

Control Semana 12 Semana 24

** p<0.01 comparando grupo control con grupo de pacientes en periodo basal.

OO p<0.01 comparando grupo control con pacientes a las 12 semanas de tratamiento.

++ p<0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 12 de tratamiento.
§§ p<0.01 comparando grupo de pacientes en periodo basal con pacientes en semana 24 de tratamiento.
o o« p <0.01 comparando pacientes en semana 12 de tratamiento con pacientes en semana 24 de tratamiento.
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RESULTADOS

GRAFICA 3.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
PACIENTES DIABETICOS
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RESULTADOS

GRAFICA 4.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
PACIENTES DIABETICOS DISTRIBUIDOS POR SEXOS

** p < 0.01
10 *p < 0.05
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RESULTADOS

GRAFICA 5.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA
PACIENTES OBESAS

++ p < 0.01
**p < 0.01
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RESULTADOS

GRAFICA 6.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
INDIVIDUOS SANOS DISTRIBUIDOS POR EDAD
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RESULTADOS

GRAFICA 7.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
HOMBRES SANOS DISTRIBUIDOS POR EDAD

HrLASMA
10- FlLpL 00

nmol/ml

< 30 aios 30-64 aiios > 65 afos

**  5<0.01 comparando grupo control j6venes con grupo de edad intermedia.
++ p<0.01 comparando el grupo de jévenes con el grupo de ancianos.
OO p<0.01 comparando el grupo de edad intermedia con el grupo de ancianos.
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RESULTADOS

GRAFICA 8.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
MUJERES SANAS DISTRIBUIDAS POR EDAD
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** p < 0.01

30-64 anos > 65 anos

HMrLAasmA CJLDL

156



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
PEROXIDACION LIPIDICA Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Nuria Plana Gil

DL:T-1579-2009/ ISBN: 978-84-692-4540-8

nmol/ml

RESULTADOS

GRAFICA 9.

NIVELES DE OXIDACION EN PLASMA Y EN LA FRACCION LDL
HOMBRES SANOS DISTRUBUIDOS SEGUN SU HABITO TABAQUICO
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5.1 METODOS UTILIZADOS

5.1.1. OBTENCION DE LA MUESTRA

El grupo de poblacidn, sin patologia manifiesta, fue reclutada en tres
fases, un grupo de edad intermedia, un grupo de jovenes y finalmente un grupo

de ancianos.

A través de la asistencia periddica a la consulta, en un centro de asistencia
primaria de nuestra ciudad, se selecciond un total de cincuenta y ocho personas
de edad intermedia, comprendida entre los treinta y sesenta y cuatro afios, con
caracteristicas antropomeétricas similares a nuestro pacientes. Finalmente, el grupo
control de edad intermedia utilizado en la comparacién con nuestros pacientes, se
redujo a treinta y cinco personas, dado que, se excluyeron aquellos en los que se
detectaron alteraciones en los valores lipidicos plasmadticos o bioquimicos. La
representatividad de la muestra utilizada como grupo control debe matizarse, por
cuanto su seleccién fue muy dirigida a la obtencion de sujetos de la poblacion

comparables a nuestros pacientes.

Se incluyeron un total de veintisiete jovenes sanos, de sexo masculino, que
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estaban realizando el servicio militar en la Base Aérea de Reus. La
representativilidad de la poblacién inferior a los treinta afios, incluida en el
estudio, fue condicionada por el hecho de que todos los componentes fueron
varones y reclutamos aquellos que, voluntariamente, aceptaron participar en el

estudio.

En este periodo de la vida, la incidencia de mortalidad cardiovascular es
muy bajo, sin embargo, ciertos factores de riesgo como tabaco tienen cada vez
una mayor incidencia en edades mds tempranas. De ahi, la importancia en valorar
el consumo de tabaco como unico factor de riesgo influyente en la oxidacién

lipoproteica en este grupo de edad.

Inicialmente fueron seleccionados un total de veintiséis ancianos de ambos
sexos internos en la residencia del‘‘Alt Camp de Valls’’. La media de edad de
este grupo es muy elevada, ello implica que esta muestra posee unas
caracteristicas, especiales no sélo de edad, sino también, en relacion a sus hébitos
dietéticos, que hace que su representatividad de la poblacion general de su misma

edad debe ser relativizada.

Se han estudiado tres grupos de pacientes afectos de alteraciones
metabdlicas relacionadas con riesgo cardiovascular: pacientes

hipercolesterolémicos, diabéticos y obesos.
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El grupo de treinta y tres pacientes hipercolesterolémicos fue seleccionado
a través de la Unidad de Lipidos del Hospital de Sant Joan de Reus. Solamente
veinticinco de ellos se incluyeron en el protocolo final, el resto, fueron excluidos
al no cumplir con todos los criterios de inclusion preestablecidos. Consideramos
que esta muestra de hipercolesterolémicos no se puede considerar absolutamente
representativa de la poblacion general que presentan este trastorno metabdlico, ya
que nuestros pacientes suelen presentar, la mayoria, cifras muy elevadas de

colesterol que hacen dificil su manejo en la asistencia primaria.

El grupo de treinta y dos pacientes diabéticos tipo II, con niveles de
colesterol total inferior a los 5.44 mmol/L, fueron seleccionados a través de la
Unidad de lipidos del Hospital de Sant Joan de Reus, lo que implica que en algin
momento de la evolucién de su enfermedad, habian presentado alteraciones en los
niveles lipidicos. Tras un periodo de ‘‘wash out’’ se incluyeron un total de veinte
pacientes de ambos sexos, el resto, fueron excluidos por no cumplir con los
criterios establecidos. Habitualmente, estos pacientes suelen presentar diversos
factores de riesgo cardiovascular asociados como hiperlipemia, hipertensién
arterial, obesidad. Nuestro grupo de pacientes no presentaban factores de riesgo
asociados. Este hecho debe tenerse en cuenta a la hora de extrapolar los

resultados obtenidos a los pacientes diabéticos en general.
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Finalmente de un total de treinta y dos pacientes con obesidad moérbida
controladas ambulatoriamente en el dispensario de nutricién y obesidad del
Hospital de Sant Joan, se seleccionaron un total de veinte pacientes con respuesta
inadecuada a la dieta hipocaldrica indicada ambulatoriamente. Todas ellas fueron
ingresadas durante veintiin dias, estando sometidas a una dieta altamente
hipocaldrica. Las pacientes de este grupo eran Unicamente mujeres. Este hecho
implica que el grupo presente unas caracteristicas muy concretas y los resultados
obtenidos deben extrapolarse con precaucién a poblaciones con caracteristicas

distintas a la poblacién estudiada.

El total de los ciento cincuenta y ocho individuos (93 controles y 65
pacientes), que forman la muestra estudiada, fueron clasificados segiin su
consumo de cigarrillos diarios. Se consideré como no fumadores aquellos cuyo
consumo de cigarrillos nulo, o bien de forma muy esporddica, fumadores
moderados, cuando el consumo era de hasta diez cigarrillos dia y fumadores
importantes cuando el consumo diario era mayor de veinte cigarrillos. Dado que
el nimero de pacientes fumadores importantes era muy escaso no se ha podido
realizar andlisis estadisticos en dicho grupo. Lo mismo ocurrié con las mujeres
sin patologia, por lo que en el andlisis final, s6lo se han incluido los varones
sanos. Llama la atencién la mayor frecuencia de tabaquismo (entre 10 y 20
cigarrillos al dia) en el grupo de edad inferior a los treinta afios, lo que

condiciona también, los hallazgos relacionados con el envejecimiento.
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5.1.2 TECNICA UTILIZADA COMO INDICE DE PEROXIDACION

LIPIDICA

El malondialdehido (MDA) es un producto que se forma tras la oxidacion
de los PUFA, por via enzimitica, pero también es uno de los productos finales
que se forman en la descomposicién de los lipidos peroxidados por via no

enzimadtica (Janero D. 1990).

El método mas utilizado en la medicién de los niveles de peroxidacién
lipidica, tanto ‘‘in vitro’” como ‘‘in vivo’’, se basa en la reaccién del
malondialdehido (MDA) con el 4cido tiobarbitirico (TBA). Mediante esta
reaccion se forma un complejo con una coloracién roja. Para su cuantificacién se
han utilizado diversos métodos como la espectrofotometria, la fluorimetria o la
cromatografia liquida (HPLC). Sin embargo, debemos tener en cuenta que esta
reaccion se caracteriza por su falta de especificidad, ya que el TBA es capaz de
reaccionar con otras muchas sustancias no lipidicas como carbohidratos,
pirimidinas, hemoglobina etc. (Knight J. et al. 1988). Es sabido que TBA no sélo
reacciona con MDA libre sino también con el MDA formado en Ila
descomposicidn lipidica inducida por metales (Wade C. et al. 1989). Por ello uno
de los primeros problemas que se plantearon fue de qué modo se debia conservar

el plasma, o bien, las diferentes fracciones lipoproteicas para evitar la
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autooxidacién que tiene tugar por la presencia de metales. Fue Schuh et al. quien

demostré que mediante la utilizacién de EDTA este problema quedaba resuelto.

Yagi et al. 1968, fue el primero que aplicO esta técnica para medir los
niveles de peroxidacion lipidica en suero humano. Posteriormente, esta técnica ha
sido aplicada a diversos estados patoldgicos, entre los cuales, se incluyen
enfermedades reumaticas, infarto de miocardio, isquemia cerebral, trastornos
hepdticos, toxicidad inducida por metales, pesticidas, medicamentos etc. De todos
modos, en la mayoria de estudios se objetiva que las sustancias que reaccionan

con el TBA estin aumentadas en aquellos pacientes con arteriosclerosis.

Otro inconveniente importante que nos encontramos en la literatura son las
diferentes formas en que vienen expresadas las concentraciones de las sustancias
que reaccionan con el TBA. La falta de acuerdo, a este respecto, hace que en
muchas ocasiones, no sea posible comparar los resultados obtenidos con los de
otros autores. Pero incluso utilizando las mismas unidades vemos resultados muy

divergentes. Prueba de ello es tabla 33.

A pesar de diversos inconvenientes que presenta la utilizacion de esta
técnica, creemos que es valida si los resultados que se obtienen son interpretados
como indice de peroxidacién lipidica, siendo en la actualidad, la mas ampliamente

utilizada.
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Tabla 33

VALORES DE TBARS EN SUJETOS SANOS Y CON PATOLOGIA.

Autores Sujetos X + SD
Satoh 1978 35 sujetos sanos 50-60 afios 3.7 + 0.68
32 pacientes con infarto 50-60 afios 44 + 0.74
Szczekilk 1980 17 sujetos normales 2.9 + 0.1
6 hiperlipoproteinemia tipo V 3.7+ 03
4 hiperlipoproteinemia tipo II, 3.3 +0.1
Aznar 1983 95 sujetos sanos 47.2 + 6.9
26 infarto de miocardio < 61
Hagihara 1984 50 sujetos sanos <40 afios 3.49 + 0.62
52 sujetos sanos >40 afios 3.96 + 0.79
Ledwozyw 1986 15 sujetos sanos 0.94 + 0.09
15 pacientes con arterioesclerosis 4.20 + 0.16

Schimke 1986 20 sujetos normales

27 pacientes con arteriosclerosis
57 12-24 h después de IAM
Stringer 1989 75 sujetos normales
50 pacientes con IAM
50 pacientes con oclusién arterial
periférica

Yalcin 1989 25 sujetos normales

3.65(3.2-3.8)
4.37(3.8-5.7)
4.37(3.8-5.2)

34+£0.2

Los valores de TBARS se expresan en nmol/mL plasma o suero.

Esterbauer H. 1992
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5.2 RESULTADOS

5.2.1. VALORES ANTROPOMETRICOS

El conjunto de individuos sanos, seleccionado como grupo control, es un
grupo muy heterogéneo formado por un total de noventa y tres individuos de
ambos sexos y con edades que oscilan entre los dieciséis y ochenta y ocho afios.
Sin embargo, solamente el grupo de individuos entre los treinta y sesenta y cuatro
afios, fue utilizado como grupo control de los distintos grupos de pacientes de

nuestra muestra.

En relacion a la edad y el peso, el grupo control no presenté diferencias
significativas con respecto a los pacientes hipercolesterolémicos ni con los
pacientes diabéticos. En cambio, si que existieron diferencias con respecto al
grupo de pacientes con obesidad mérbida. Estas eran mucho maés jévenes que el
grupo control. A pesar de ello, hemos creido demostrativo comparar los valores
de peroxidacion lipidica, con el grupo de mujeres sanas. En el grupo de
individuos sanos, distribuidos segin su héabito tabaquico, se aprecié que en los
fumadores la edad y el peso era inferior en relacién al grupo de no fumadores.
El 50 % de los varones fumadores estaban incluidos en el grupo de menos de
treinta afios. Esto concuerda con los resultados obtenidos en el estudio PROCAM.
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En el cual, se aprecié que el grupo de mayor consumo de cigarrillos, en un 51 %,

eran varones entre los dieciséis y veinticinco afios.

El indice de quetelet define la masa corporal. Se obtiene calculando el peso
en kilos/estatura en m?. Se considera la existencia de sobrepeso cuando el IQ es
superior a veinticinco, y de obesidad, cuando es superior a los treinta. La
obesidad es considerada como morbida cuando este indice es superior a treinta y
cinco. El estudio PROCAM constaté que el 8,9 % de los participantes en el

estudio presentaban un IQ superior a los treinta (Assmann G. et al. 1990).

Nuestro grupo control present6 un IQ de 26.64 + 2.60 y no se observaron
diferencias en relacién a los pacientes hipercolesterolémicos ni diabéticos. En el
grupo de pacientes con obesidad morbida el IQ fue de 42.56 + 7.83. Al
comparar los individuos sanos en funcion de su hébito tabdquico se observé que
el IQ es inferior en el grupo de fumadores. Si bien, el tabaco se ha relacionado
con un mayor gasto energético y por tanto una predisposicion a tener un peso

bajo, la menor edad del grupo también influye en este hecho.

5.2.2. CONCENTRACIONES LIPOPROTEICAS

Estudiamos diversos pardmetros lipidicos (colesterol total, triglicéridos

totales, colesterol VLDL, colesterol LDL y colesterol HDL) de los diferentes
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grupos que han sido incluidos en el estudio.

El grupo de individuos sanos de ambos sexos, con edad comprendida entre
los treinta y sesenta y cuatro afos, que fue utilizado como grupo control para
todos los pacientes presentd niveles de colesterol total de 5.144+0.99 mmol/L.
Estas cifras se encuentran dentro de los margenes recomendados por el Comité
de Expertos de la OMS elaborado en 1981 y por las recomendaciones de la
Sociedad Espariola de Arteriosclerosis y por la European Atheroclerosis Society.
Los niveles de triglicéridos y el resto de pardmetros lipoproteicos se hallaban

dentro de los limites de la normalidad.

Los pacientes hipercolesterolémicos eran controlados a través de la
consulta externa del Hospital de Sant Joan de Reus. La concentracién media de
colesterol total y de colesterol LDL fue de 7.80+1.34 y 5.56+1.18 mmol/L
respectivamente en el periodo basal. Tras iniciarse el tratamiento con 500 mg/12
horas de probucol, se observd un descenso significativo (p <0.001) en los niveles
de colesterol total (15 y 13%) y a nivel de la concentracién de colesterol LDL (14
y 10%) a las doce y veinticuatro semanas, en relacién al periodo basal. El
descenso observado a nivel del colesterol HDL fue (24 y 20%) a las doce y
veinticuatro semanas respectivamente con p<0.01. El probucol es un firmaco
hipolipemiante cuyo mecanismo de accidn es desconocido, aunque es sabido que

actia independientemente del receptor LDL. El probucol no sélo desciende los
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niveles del colesterol LDL sino también el colesterol HDL. Los descensos del
colesterol HDL se correlacionan negativamente con la incidencia de cardiopatia
isquémica. Sin embargo, el efecto antiaterogénico del probucol es independiente
de su accién hipolipemiante (Kuzuya M. et al. 1993). Los descensos observados
en nuestros pacientes son muy parecidos a los obtenidos en un estudio de las
mismas caracteristicas, efectuado en diecisiete pacientes hipercolesterolémicos,
tras seis meses de tratamiento con probucol a dosis de 1 g/dia (Reaven P. et al.

1992).

En el grupo de pacientes diabéticos, tras la retirada de su medicacién
hipolipemiante habitual, el seguimiento de una dieta hipolipemiante y
hipoglicemiante de forma correcta, presentaron una concentracion media de
colesterol total de 5.28+4-0.82 y colesterol LDL de 3.3440.82 mmol/L. Estas
cifras fueron discretamente superiores al grupo control, sin observar diferencia

significativa.

La concentracién media de colesterol VLDL fue inferior al grupo control
con una diferencia significativa (p <0.01). En los pacientes diabéticos es mas
frecuente observar niveles de colesterol VLDL elevados (Hanefeld M. 1991). Sin
embargo, Sanllehy C. et al. 1992 describen elevaciones en el colesterol VLDL en
pacientes diabéticos tipo II dislipémicos y no en los pacientes diabéticos tipo II

normolipémicos. Observamos niveles de colesterol HDL inferiores al grupo
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control, aunque sin diferencia significativa. Este dato ha sido descrito por diversos
autores (Ishibashi S. et al. 1989) (Sanllehy C. et al. 1992). Si bien los pacientes
diabéticos eran asistidos en la Unidad de Lipidos, porque en algin momento de
su evolucién habian presentado hiperlipemia franca. En el momento del estudio
las cifras eran normales y, por tanto, consideramos que los niveles de oxidacién

lipidica no pueden ser atribuida a Ia hiperlipemia.

En el grupo de pacientes con obesidad moérbida, se observo, tras ser
sometidas a una dieta altamente hipocaldrica, durante los veintiin dias que duré
su ingreso hospitalario, un descenso significativo (p <0.01) del colesterol total,
colesterol LDL y colesterol HDL. Los niveles plasméticos de triglicéridos también
descendieron de forma significativa (p <0.05). El colesterol VLDL disminuyé
aunque sin diferencia significativa. La pérdida de peso se acompafié de un
descenso global de las lipoproteinas plasméticas. Hecho que ha sido también

descrito por otros autores (Shapiro H. et al. 1989), (Barnard R.J. et al. 1992).

En el grupo de individuos sanos distribuidos segtn su edad, se observé que
la concentracion media de colesterol total y triglicéridos, asi como las diferentes
fracciones lipoproteicas eran superiores en el grupo de mas edad, en ambos sexos,
mientras que el grupo de menos de treinta afios las concentraciones fueron
menores. El aumento de los valores de colesterol y triglicéridos con la edad es un

hecho bien documentado habiéndose atribuido a disminuciones en la actividad del
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receptor LDL y de ciertas enzimas. Un estudio realizado en 1991, con una
muestra representativa de toda Catalufia, describe los mismos resultados

observados por nosotros, en relacion a la edad (Plans P. et al. 1991).

La concentracion media de colesterol total y las diferentes fracciones
lipoproteicas fueron discretamente superiores en el grupo de no fumadores sin
presentar diferencia significativa. Los triglicéridos también fueron superiores con
una diferencia significativa (p <0.05). El hecho de que el grupo de fumadores esté
formado, mayoritariamente, por jéovenes menores de treinta afios, explicaria este

hallazgo. Asi mismo, este grupo presentaba un IQ inferior.

5.2.3. OXIDACION LIPIDICA

5.2.3.1. PACIENTES HIPERCOLESTEROLEMICOS

Como dato muy interesante fue observar que las sustancias que
reaccionaban con el TBA fueron mucho mds elevadas en el grupo de pacientes
hipercolesterolémicos, que en el grupo de individuos sanos control, tanto a nivel
de plasma como en las LDL con diferencia significativa. La razén por la cual los
pacientes hipercolesterolémicos tienen niveles de peroxidacion LDL maés elevados

es desconocida. Sin embargo, es sabido que el acimulo de colesterol en la pared
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arterial es proporcional a los niveles de colesterol LDL en plasma, de este modo,
los pacientes con hipercolesterolemia tienen un riesgo mayor de que se produzca
la oxidacién de las LDL. Sin embargo, el origen de la oxidacién de las LDL en
el plasma, se desconoce. Posiblemente, la oxidacion de las LDL, tiene lugar a
nivel de la pared arterial durante la formacion de la placa de ateroma. Ha sido
demostrada la presencia de LDL oxidadas en la pared arterial tanto en animales
de experimentacién como en el hombre (Yld-Herttuala S. et al. 1989). Las
lipoproteinas LDL tienen gran afinidad por los proteoglicanos ricos en
condroitinsulfato de la intima. Ello originara la formacién de complejos por la
interaccién de regiones especificas de la Apo By con los grupos sulfatos y
carboxilo de los proteoglicanos. Se cree que la formacion de estos complejos sean
posiblemente la causa de la retencion focal de las LDL (Camejo G. et al. 1993).
Las LDL retenidas en la intima, pueden sufrir una serie de modificaciones en su
composicion por la accién de los radicales libres procedentes de los macréfagos
(Parthasarathy S. et al. 1986), o de las células endoteliales (Morel D.W. et al.
1984). La modificacién sufrida por las lipoproteinas LDL ‘“‘in situ”’
interaccionaria con los macréfagos derivados de los monocitos, a través del

receptor Scavenger, y ello induciria a la formacion de las células espumosas.

En la circulacién encontramos niveles muy bajos de lipoproteinas
modificadas. Probablemente sea debido a la rapidez con que son eliminadas. La

eliminacién de las lipoproteinas modificadas tiene lugar mediante la actividad del
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receptor Scavenger, por la accién de las células endoteliales o de Kupffer en el
higado y por la accién de las células fagocitarias mononucleares (Gianturco S.H.
et al. 1987).

En un estudio multicéntrico se pudo observar que los pacientes con
hipercolesterolemia poligénica tenfan una actividad del receptor Apo B:E
disminuida, asi como también su fraccion catabdlica, ello origina un incremento
en la vida media de las LDL y consecuentemente mayor posibilidad de ser

oxidadas (Inernational Collaborative Stdy Group. 1986).

El papel fisiopatologico de las pequefias cantidades de sustancias que
reaccionan con el TBA, detectadas en la fraccion LDL, no esta claro, porque son
necesarias modificaciones importantes a nivel de la LDL para aumentar la unién
de estas con los macréfagos. Los resultados obtenidos en estos pacientes podrian
ser interpretados como un indice de susceptibilidad a la peroxidacién de las LLDL,

en lugar de ser interpretados como un valor absoluto.

El probucol, como ya se ha comentado, es un firmaco hipolipemiante que
actiia descendiendo los niveles de LDL pero también las HDL entre un 20 y 30%,
existiendo variaciones individuales importantes, pero ademds, hay que destacar
su potente accion antioxidante. El probucol, es muy lipofilico con una vida media
relativamente larga, siendo transportado por sangre, principalmente, por las LDL

(Reaven P. et al. 1992).
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La oxidacién de la lipoproteina LDL tiene lugar cuando los niveles de
antioxidantes endégenos disminuyen. Esterbauer H. et al. 1989, demostraron *‘in
vitro’’ la presencia de LDL oxidadas, tras la disminucién de vitamina E y
de los (-carotenos. Mds recientemente, se ha demostrado que el primer
antioxidante liposoluble, que se consume durante el proceso de la oxidacién de
las LDL, es el ubiquinol-10 (Stocker S.P. et al. 1991). Se ha demostrado que el
probucol induce la regresién de los xantomas tendinosos y los xantelasmas en
pacientes afectos de hipercolesterolemia familiar homozigota. Esta accién es
debida al efecto antioxidante y no al hipolipemiante (Yamamoto A. et al. 1988).
Carew T. et al., llevaron a cabo un estudio muy interesante en conejos Watanabe.
Se les administré probucol y lovastatina a una dosis hasta lograr disminuir las
LDL al mismo nivel. Se objetivé una reduccion de las lesiones arteriosclerdticas
en los conejos que habian recibido probucol, en comparacion con los tratados con
lovastatina. Esta diferencia se atribuy? al efecto antioxidante del probucol (Carew

T.E. et al. 1987).

Existen, en la literatura, diferentes estudios realizados en pacientes
hipercolesterolémicos tratados con probucol, que demuestran una mayor
resistencia a la oxidacién de las LDL ‘‘in vitro’’ (Regnstrém J. et al. 1990),

(Naruszewicz M. et al. 1992).

Nuestros pacientes hipercolesterolémicos, durante el periodo que fueron
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tratados con probucol, mostraron un descenso significativo de las sustancias que
reaccionan con el TBA, tanto a nivel del plasma, como a nivel de las LDL. Estos
resultados obtenidos ‘‘in vivo’’, concuerdan con otros ya descritos en la literatura
realizados en modelos in vitro (Parthasarathy S. et al. 1986), (Reaven P. et al.
1992). El descenso obtenido a nivel de las LDL oxidadas fue mayor que el
obtenido a nivel del plasma, siendo independiente del descenso observado a nivel
de los lipidos del plasma. Ello sugiere que la disminucidn de las sustancias que

reaccionan con el TBA no se relacionan con el efecto hipolipemiante.

El descenso de las sustancias que reaccionan con el TBA en plasma y en
la fracciéon LDL observado en los pacientes hipercolesterolémicos tratados con
probucol, podria ser de gran interés como indice de menor predisposicién de las

LDL a ser oxidadas.

5.2.3.2 PACIENTES DIABETICOS

En los pacientes diabéticos tipo II normolipémicos se observd, una mayor
concentracion de sustancias que reaccionaron con el TBA en plasma como en la
fraccién LDL al compararlas con el grupo control de individuos sanos, con una

diferencia significativa.

Existen dos factores que parecen ser la causa por el cual los niveles de
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peroxidacion lipidica estdn elevados en la sangre de los pacientes diabéticos: el

aumento de la capacidad oxidativa o el descenso de los antioxidantes.

Se ha sido sugerido que los radicales libres del oxigeno estin implicados
en el envejecimiento de los tejidos, asi como, en la patogenia de las
complicaciones de los pacientes diabéticos (Oberley L.W. et al. 1988). Existe la
evidencia ‘‘in vitro’’ del aumento en la produccién de O, en el suero del paciente
diabético. Mis recientemente Ceriello et al. “‘in vivo’’ encontraron un aumento
en la produccion O, en el suero del paciente diabético, relacionandolo con el
control de la glicemia en sangre. En el paciente diabético, el importante aumento
en la produccién de O, podria explicarse por el fenémeno de la glicosilacién de
las proteinas, y por la autooxidacién de la glucosa, que ademads, contribuye a la
glicacién (Ceriello A. et al. 1991). El aumento de la glicosilacidn puede acelerar
las modificaciones lipidicas a nivel de la pared vascular. Esta suposicion fue
postulada al observar que las proteinas glicadas generaban radicales libres capaces
de incrementar la peroxidacion del dcido linoleico y del dcido araquidénico de

las membranas (Mullarkey C. et al. 1990).

“In vitro”’ utilizando ratas diabéticas, se ha desmostrado, que los
incrementos en la peroxidacidon lipidica en plasma estaban relacionados
directamente con la elevacion de la glucosa. Este hecho no ha sido probado “‘in

vivo’’ (Lyons T.J. et al. 1991).
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Existe, en la literatura, diferentes articulos que coinciden en la existencia
de un aumento de la peroxidacidn lipidica en plasma en pacientes diabéticos ‘‘in
vivo’’. Sato et al. 1979, llevé a cabo un estudio con ciento diez pacientes
diabéticos y trescientos treinta y uno no diabéticos, observando un aumento en los
niveles de peroxidacidn lipidica en los pacientes diabéticos, pero solamente, en
aquellos que presentaban angiopatia. Nishigaki I. et al. 1981, midieron los niveles
de peroxidacién de las diferentes fracciones, en treinta y un pacientes diabéticos
y treinta y dos no diabéticos. Observaron un aumento en la peroxidacién lipidica,
sin que se determinase la existencia o no de complicaciones vasculares. Kaji et
al. 1985, observaron un aumento de los niveles de peroxidacion en plasma, en
sesenta pacientes diabéticas tipo II, al compararlos al grupo control. Tampoco fue

determinada la existencia de complicaciones.

En la mayoria de los estudios se ha determinado la peroxidacidn lipidica
en plasma, existiendo menos datos sobre los valores de oxidacidn en la fraccién
LDL. Probablemente, las dificultades técnicas para la determinacién de las
sustancias que reaccionan con TBA en la fraccién LDL, hace que no sea una muy

técnica utilizada.

Nuestros resultados muestran que los pacientes diabéticos presentan un
aumento de oxidacién en la fraccién LDL. Este hecho puede ser de gran

importancia patogénica, ya que la modificacion de esta fraccion lipoproteica se ha
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relacionado directamente con el desarrollo de la lesién ateromatosa. El hecho de
que nuestra poblacion, a parte de la diabetes, no presentara otros factores de
riesgo vascular conocido y que sus valores lipidicos estuviesen dentro de los
rangos de normalidad, ello sugiere que otros factores de riesgo pueden actuar en
el desarrollo de la placa de ateroma en estos pacientes, como seria la modificacion

de las lipoproteinas y, en concreto, la oxidacion.

A pesar de ello, se ha observado que la glicaciéon ‘‘in vitro’’ de la
lipoproteinas, aumenta la susceptibilidad de las mismas a la oxidacién in vitro.

Es conocido que las LDL contienen en su interior antioxidantes
liposolubles. El mas abundante de todos ellos es el a-tocoferol. Babiy A. et al,
no observaron diferencias entre los niveles de a-tocoferol en pacientes diabéticos
y su grupo control. Sugiriendo, que las concentraciones de otros antioxidantes
podrian estar ausentes o disminuidas en la fraccion LDL de diabético. La
administracion de probucol a estas pacientes, incremento la resistencia a la
oxidacion de las LDL. Otros autores, han comunicado la inhibicion ‘in vitro’’ de
la citotoxicidad inducida por las lipoproteinas oxidadas, al tratar ratas diabéticas

con antioxidantes como la vitamina E y con probucol (Guy M. et al. 1988).

La HbA,C de nuestros pacientes diabéticos fue de 9.14+-1.79 siendo los
valores de referencia de nuestro laboratorio entre 4.5-7. A pesar que la HbA,C

fue alta, no se observo correlacidn con los valores de peroxidacién en plasma ni
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en LDL. Estos pacientes no presentaban otros factores de riesgo que pudieran
originar elevaciones de las sustancias que reaccionan con el TBA. La tensién
arterial sistdlica fue de 135+15.73 y la diastélica fue de 79.471-6.05, ademas,

todos ellos eran no fumadores.

Ninguno de nuestros pacientes sigui6 tratamiento con insulina, con lo cual,
los efectos de esta variable quedan descartados en nuestro grupo. Los pacientes
que seguian tratamiento con hipoglicemiantes orales, no era lo suficientemente
numeroso para poder obtener los posibles efectos que la medicacién pudiera tener
en la generacion de peroxidacion, asi como, tampoco hemos hallado datos en la

literatura ai respecto.

5.2.3.3. PACIENTES OBESAS

Las pacientes afectas de obesidad moérbida, incluidas en el estudio,

presentaron niveles de peroxidacion lipidica en plasma elevados.

El hecho de que el grupo control estuviera formado por mujeres de edad
superior a las pacientes, refuerza dicho incremento en la peroxidacion lipidica, en
cuanto a la edad, como veremos mds adelante, se asocia a un incremento de la

oxidacién.
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La asociacién de obesidad con peroxidacion no ha sido comunicado en la
literatura, por lo que no podemos establecer una discusiéon comparativa al
respecto, si bien la obesidad se ha considerado un factor de riesgo para la
cardiopatia isquémica (Hubert M.B. et al. 1983). Se consideraba que otros
factores de riesgo se asociaban a la misma, y eran los causantes de la aceleracion
de la enfermedad vascular. Recientemente, se ha obtenido evidencias de la
relacion directa del sobrepeso con la enfermedad coronaria. No se conocen cuales
son los factores dependientes directamente de la obesidad que puedan favorecer
el desarrollo de la ateromatosis. El hecho de que el grupo estudiado por nosotros,
no presentara otros factores de riesgo conocido ya que eran normolipémicas,
normotensas, no fumadoras y, a pesar de ello, existia un incremento de la
peroxidacion, ello podria sugerir que este fuera un factor a valorar en el
incremento del riesgo vascular en estos pacientes. No podemos olvidar que nos
referimos a pacientes con obesidad moérbida, por lo que la extrapolacién a las
formas mds frecuentes de obesidad, debe realizarse con precaucion, ya que

probablemente se trata de procesos metabdlicos distintos.

Las circunstancias que pueden favorecer el incremento de factores
oxidativos en las pacientes obesas no se conocen, debiéndose considerar
disbalances entre los factores generadores de radicales libres y la actividad
enzimatica antioxidante. La determinacion de la actividad de la catalasa

superoxido dismutasa, glutatién dismutasa asi como niveles de vitamina E o
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3-carotenos pudieran ser de ayuda en el conocimiento de la capacidad peroxidante
del plasma de las pacientes obesas. En la actualidad, no se conocen datos al
respecto. Tras veintiin dias de dieta altamente hipocalérica las cifras de
peroxidacién en el plasma descendieron de forma significativa (p <0.01). Dado
que el preparado no aportaba exceso de sustancias conocidas como antioxidantes
(vitamina E, vitamina C etc.), cabe deducir, que el descenso de los niveles de
peroxidacién observados estd en relacion con la disminucién en el peso de las
pacientes. Por tanto, consideramos que factores ligados directamente a la
existencia de sobrepeso, son los responsables de la presencia de un mayor
concentracion de peroxidacion lipidica en plasma y que probablemente una accién

terapéutica adecuada en la reduccion del peso corporal.

5.2.3.4. EDAD Y PEROXIDACION LIPIDICA

Hemos observado que tanto los varones como las mujeres de edad
comprendida entre los treinta y sesenta y cuatro afios, presentaban una
concentracién de peroxidacidn lipidica en plasma y en la fraccién LDL inferior

a la del grupo de sujetos de mas de sesenta y cuatro afios.

El grupo de varones jOvenes presentaba unas cifras de peroxidacion
lipidica en la fraccion LDL mads altas que el resto de los grupos, sin embargo, la

alta prevalencia de tabaquismo en este grupo, a diferencia de los otros dos, puede
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explicar estos hallazgos.

Creemos que la elevada concentracion de peroxidacion lipidica en el grupo
geridtrico estd en consonancia con las teorias que propugnan que durante el
envejecimiento se produce un incremento de los radicales libres y por lo tanto de
peroxidacién (Walton J.R. et al. 1980). En concreto, la hiperproducién de
radicales libres tendra un papel en el desarrollo de dicho proceso, ya que sus
efectos van mas alla que los derivados de la oxidacidn de las lipoproteinas. Otra
alteracién que se puede producir a consecuencia de la oxidacidn seria la alteracién
del coldgeno, elastina, DNA, rotura de las cadenas de mucopolisaciridos,
acimulo de sustancias inertes, cambios en las caracteristicas de las membranas de
las mitocondrias y lisosomas, fibrosis de las arterias y capilares secundarias a
lesiones originadas por productos resultantes de la peroxidacion, tanto del suero
como de los componentes de la pared vascular. Estas lesiones pueden llevar a la
muerte celular y al envejecimiento, si bien en animales de experimentaciéon muy
elementales se ha observado una prolongacion de la vida, mediante la
administracién de agentes antioxidantes como la superéxido dismutasa, el
a-tocoferol o la vitamina E. Esto no ha podido ser demostrado en el hombre, ni
en animales de experimentacién de estirpe superior. Asimismo, no ha podido
evidenciarse una pérdida significativa de las actividades enzimaticas antioxidantes

durante el envejecimiento.
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En nuestro grupo tanto los varones como las mujeres ancianos presentaban
unos valores de colesterol total superiores a la del grupo de edad intermedia,
aunque solo en el segundo caso con diferencia significativa. Si bien la
hipercolesterolemia ‘‘per se’’, como hemos demostrado previamente, se asocia a
unos valores mas altos de productos de peroxidacién lipidica en plasma y LDL,
no creemos que esto explique las diferencias encontradas entre los distintos grupos
de edad, en primer lugar, porque en el grupo de varones las diferencias no fueron
significativas y ademas las concentraciones totales estaban dentro del rango de la

normalidad.

Tanto en el grupo de varones como de mujeres, se observé una correlaciéon
directa entre la edad y los productos de peroxidacién en plasma y la fraccién
LDL. Al analizar en el grupo varones a los sujetos de menos de treinta afios esta
correlacion perdia significacidn estadistica, en el caso de la oxidacién plasmatica,
e incluso se invertia en el caso de la fracciéon LDL. Este fendmeno se corregia
radicalmente al excluir al grupo de jévenes. Creemos que debe vincularse a los
altos niveles de productos de oxidacion tanto en plasma como en LDL que hemos
observado en dichos individuos. Creemos que la tinica explicacion posible de este
fenémeno es la alta prevalencia de tabaquismo cercano al 63% en este grupo, a
diferencia de los otros grupos de edad cuya prevalencia de tabaquismo era del

26%.
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La cuidada seleccion del grupo de individuos geridtricos hace que podamos
excluir la existencia de otros factores metabdlicos, la accién de patologia asociada
o bien, al uso indiscriminado de medicamentos como causa de una mayor
concentracion de peroxidacion en dicho grupo. Asimismo, el reducido nimero
de fumadores activos en este grupo impide atribuir a esta variable el incremento

de los productos de peroxidacidn lipidica en estos sujetos.

El incremento de la incidencia de la enfermedad vascular con la edad, es
un hecho perfectamente demostrado, habiéndose atribuido a factores diversos

como la mayor prevalencia de los factores de riesgo vascular tradicionales.

Nuestros resultados sugieren que, independientemente de los factores, la
modificacidon lipoproteica secundaria a la oxidacidn, probablemente vinculada de
forma directa al hecho del envejecimiento, debe considerarse como un factor

adicional probablemente de gran trancendencia clinica.

5.2.3.5. TABACO Y PEROXIDACION LIPIDICA

El grupo de varones sanos fumadores presentd concentraciones de
peroxidacion lipidica superiores al grupo de no fumadores en plasma y en la

fraccion LDL con diferencia significativa en esta dltima (p <0.01). Hay que
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destacar, que la edad media del grupo de fumadores es inferior a Ia de los no
fumadores con una diferencia significativa (p <0.05). Este hecho es importante,
ya que, de este modo, podemos descartar la influencia de la edad en las
concentraciones de peroxidacion lipidica. También podemos descartar la influencia
de los niveles de colesterol plasmaticos, ya que se observaron cifras superiores

en el grupo de no fumadores.

En el estudio de Framinhgam, el riesgo de mortalidad coronaria sibita fue
diez veces mayor en los varones fumadores y cuatro veces y media en las mujeres
fumadoras. Se ha visto que el incremento del riesgo se asocia con el aumento en
el mimero de cigarrillos consumidos. Se ha desmostrado, estadisticamente, que
el consumo de veinte o mds cigarrillos al dia, duplica el riesgo de padecer
cardiopatia isquémica. La interrupcion del consumo de cigarrillos reduce la
incidencia de reinfartos y de muerte subita, en un porcentaje que oscila entre el

20y el 50%.

Es un hecho conocido, es que el consumo de tabaco acelera el proceso de
aterosclerosis. Se ha encontrado mayor ateromatosis adrtica en los fumadores,
existiendo una correlacion entre el nimero de cigarrillos consumidos y la duracién
del hibito. Booyse et al. demostraron que la administracién de nicotina en conejos
blancos de Nueva Zelanda, durante un periodo de veinticinco semanas, originaba

un aumento en las concentraciones de colesterol total, triglicéridos, y en la

185



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
PEROXIDACION LIPIDICA Y FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Nuria Plana Gil

DL:T-1579-2009/ ISBN: 978-84-692-4540-8

DISCUSION

fraccion LDL. También se observaron cambios morfolégicos a nivel de las células
endoteliales de la arteria adrtica (Booyse F.M. et al. 1981). Zimmerman M. et
al. objetivaron un incremento en la permeabilidad del endotelio en ratas tratadas
con nicotina al compararlas con las no tratadas, sugiriendo que la nicotina
contribuye a la patogenia de los trastornos arteriales en los fumadores
(Zimmerman M. et al. 1987). La nicotina tiene un efecto vasotdxico sobre el
endotelio vascular. Pero ademds, incrementa la liberacién de 4cidos grasos,
originando un aumento en la sintesis hepdtica de lipoproteinas de muy baja
densidad, que mediante la accién de la lipoproteina lipasa, se convierten en
lipoproteinas de baja densidad y finalmente origina la disminucion del colesterol
HDL. Otro producto derivado del consumo del tabaco es el mondxido de carbono
(CO). Este tiene una gran afinidad por la hemoglobina doscientas cincuenta veces
superior al oxigeno. Como consecuencia del desplazamiento de la curva de
disociacién de la hemoglobina hacia la izquierda, la disponibilidad del oxigeno
para el miocardio queda reducido. Otra accién debida al CO es el aumento de la
secrecion de colesterol total y consecuentemente de la fraccién LDL. También se
ha descrito que predispone al aumento de la agregacion plaquetaria (Jover E.

1987).

La medicién de las concentraciones de oxidacién lipidica en fumadores
publicados en la literatura, se realizan en individuos fumadores que tras un

periodo corta de abstinencia, consumen de forma continuada un nimero
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determinado de cigarrillos. Harats D. et al. 1990, midieron las sustancias
que reaccionaban con el TBA en tres grupo de fumadores. Dos grupos recibieron
durante cuatro semanas suplementos de vitamina C y E. El tercer grupo no
recibié ninglin’ suplemento vitaminico. Se determiné las sustancias que
reaccionaban con el TBA tras un periodo de abstinencia de cuarenta y ocho horas
y a los noventa minutos de haber consumido de cinco a siete cigarrillos.
Observaron, niveles de oxidacion mas elevados tras el consumo de cigarrillos en
el grupo de fumadores que no habia recibido ningin tratamiento. En cambio, en
los dos grupo que habian recibido suplementos vitaminicos, no se observaron
diferencias significativas. Esterbauer et. al, demostraron, experimentalmente, la
resistencia a la oxidaciéon de la fraccion LDL en presencia de la vitamina E,
inicidndose la peroxidacion de la LDL, tras el agotamiento de las reservas de la

vitamina E.

El disefio utilizado en nuestro estudio, difiere de los llevados a cabo por
otros autores. Nosotros determinamos en el grupo de fumadores, los niveles de
oxidacién en plasma y en la fraccion LDL , sin periodo previo de abstinencia si
bien la extraccion sanguinea se realizaba a primera hora de la mafiana en ayunas,

y los sujetos no habfan fumado desde la noche anterior.

El hecho de que nuestro grupo de fumadores fuesen individuos sanos, y

la mayoria de ellos, con edad inferior a los veinte afios, y con niveles lipidicos
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inferiores al grupo de no fumadores, sugiere que los niveles elevados de
sustancias que reaccionan con el TBA obtenidos en la fraccion LDL, esta

directamente relacionado con el consumo de tabaco.

El tabaco produce gran cantidad de radicales libres en plasma vy,
probablemente, como efecto directo de los productos téxicos (mondxido de
carbono, nicotina y alquitran) se produciria la peroxidacién lipidica en tejidos y
en plasma. Nuestros resultados deben ser interpretados como una facilitacion a la
peroxidacién por arte del tabaco, dadas las caracteristicas técnicas de nuestras

determinaciones de productos que reaccionan con el TBA.

Si bien observamos una correlacién positiva significativa entra las
concentraciones de colesterol y los productos que reaccionan con el TBA en
plasma, no creemos que esta sea la causa de unas mayores concentraciones de
TBA en dicho grupo, por cuanto las cifras de colesterol total entre fumadores y
no fumadores no mostraron diferencias significativas estando dentro de los limites

normales < 5 mmol/L.
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1- Los sujetos con factores de riesgo vascular incluidos en el estudio
(hipercolesterolémicos, diabéticos y obesas), presentaron niveles de
peroxidacidn lipidica en plasma y en la fraccién LDL superiores al grupo

control.

2- Los pacientes hipercolesterolémicos (10 8 y 15 ?), presentaron niveles
de peroxidacion lipidica en plasma y la fraccién LDL superiores en un

33% y enun 32% (p<0.01), al grupo control.

3- El tratamiento con probucol redujo los niveles de peroxidacion lipidica
en plasma, en un42% y enun 36%, a nivel de las LDL de forma

significativa (p <0.01), independientemente de su accién hipolipemiante.

4- Los pacientes diabéticos ( 9 & y 11 ?) presentaron niveles de
peroxidacion lipidica en plasma y LDL superiores en un 26% y en 19%
(p<0.01) al grupo control. No se observé correlacion entre los niveles

de oxidacién y la Hb A,C.

5- Las pacientes obesas presentaron niveles de peroxidacion lipidica en

plasma elevados (7.75+1.71) que disminuyeron (6.89+2.14) de forma
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CONCLUSIONES

significativa (p <0.01), tras un periodo dietético.

6- Los individuos (12 3 y 19 ?) de mds de sesenta y cinco afios presentaron
niveles de peroxidaciéon lipidica en plasma y en la fraccion LDL
superiores en un 35% y un 30% respectivamente a los sujetos de edad
comprendida entre los treinta y sesenta y cuatro afios. Los varones
menores de treinta afos, también presentaron valores de peroxidacion en
plasma inferiores al grupo de mas de sesenta y cinco afios, aunque en la

lipoproteina LDL, la peroxidacién fue superior.

7- En el grupo de varones fumadores se observaron unos niveles de
peroxidacién lipidica en la fraccién LDL, significativamente, superiores
al grupo de no fumadores enun 31%. En plasma estas diferencias no

fueron significativas.
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ACAT = Acil-Co A Colesterol Aciltransferasa.

Apo-B = Apoproteina B.

bFGF = Factor de crecimiento basico de los fibroblastos.
C-HDL = Colesterol HDL.

C-LDL = Colesterol LDL.

C-PL = Colesterol plasma.

C-VLDL = Colesterol VLDL.

CASS = Coronary Artery Surgery Study.

CDP = Coronary Drug Project.

CETP = Proteina de transferencia de colesterol éster.
CML = Células musculares lisas.

CSFs = Factor de estimulacion de colonias.

DMNID = Diabetes mellitus no insulino dependiente.
EGF = Factor de crecimiento de la epidermis.

ET = Endotelina.

H' = Radical hidrégeno.

HB-EGF = Heparin-binding epidermal growth factor 1.
HBP = Proteina de unién HDL.

HDL = Lipoproteina de alta densidad.

HMG-Co A = 3-Hidroxi-3-Metil-Glutaril-Coenzima A Reductasa.
IAM = Infarto agudo de miocardio.

IDL = Lipoproteina de densidad intermedia.
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IFN = Interferdn.

IGF-1 = Insulin-like growth factor 1.

IL-1 = Interleukina-1.

IQ = Indice de quetelet.

LCAT = Lecitina colesterol acil transferasa.

LDL = Lipoproteina de baja densidad.

LDLox = Oxidacion de la fraccién LDL.

LP(a) = Lipoproteina (a).

LPL = Lipoproteina Lipasa.

LRC-CPPT = Lipid Research Clinica Coronary Primary Prevention Trial.
LRP = Proteina del receptor LDL.

MCP-1 = Proteina 1 quimiotictil del monocito.

MDA = Malondialdehido.

MRFIT = American Multiple Factor Risk Intervention Trial.
NO = Oxido nitrico.

OH' = Radical hidroxilo.

OMS = Organizacién Mundial de la Salud.

OX-LDL = Oxidacion en la fracciéon LDL.

OX-PL = Oxidacién plasmatica.

PDGF = Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

PGCS = Condroitinsulfato.

PGI, = Protaciclina.
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ANEXOS

PUFA = Acidos grasos poliinsaturados.

Q = Quilomicrones.

TBA = Acido tiobarbitirico.

TBARS = Suntancias que reaccionan con el dcido tiobarbitiirico.
TG-PL = Triglicéridos plasma.

TGFB = Factor de crecimiento transformante (.

TNFa = Factor de crecimiento tumoral c.

VLDL = Lipoproteina de muy baja densidad.
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