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Estudiar i comparar els efectes d’una dieta rica en acids grassos poliinsaturats,
aportats per 1’oli de gira-sol i d’una dieta rica en acids grassos monoinsaturats,

subministrats per un oli de gira-sol enriquit en acid oleic sobre:

Les concentracions en lipids, lipoproteines i apolipoproteines del plasma.

La composicié quimica global de les fraccions LDL i HDL;.

La composicid en acids grassos dels fosfolipids de les HDL,.

La fluidesa de les LDL i HDL;.

La peroxidacié lipidica de les HDL; natives, aixi com la susceptibilitat a
I’oxidaci6 de les LDL i HDL,.

6. La concentraci6 en plasma, LDL i HDL, dels antioxidants biologics: a-tocoferol

vk WD

i B-++-tocoferol i retinol.

7. La capacitat de les LDL aillades després de les dues dietes per a ésser
reconegudes pel receptor depurador dels macrofags humans.

8. La capacitat de les HDL, aillades després de les dues dietes per extreure el

colesterol cel.lular en fibroblasts i macrofags humans.
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4.1.- Individus

Els participants eren 22 religiosos normolipidémics d’una comunitat rural de

Bellefontaine (Franga).

Els criteris d’inclusié van ser:
- Edat de menys de 50 anys.
- Colesterolémia < 5.60 mmol/l (< 220 mg/dl).
- Trigliceridemia < 2.25 mmol/l (< 200 mg/dl).

Els criteris d’exclusi6é de 1’estudi van ser:
- Sobrepés de BMI >27 kg/m?.
- Tabaquisme.
- Hipercolesterolémia.
- Hipertrigliceridémia.
- Diabetis.
- Insuficiéncia renal.
- Insuficiéncia hepatica.
- Insuficiéncia cardiaca.
- Cardiopatia isqueémica.

- Prendre farmacs susceptibles de modificar el metabolisme lipidic.

Durant I’estudi els participants continuaven amb els seus costums.

La Taula 21 mostra les caracteristiques del grup.
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4.2.- Pla de Pestudi

El protocol de ’estudi va ser aprovat pel Comite Etic de I’'Hospital. Tots els
individus van ser estudiats durant 2 periodes de 8 setmanes. Cada periode consistia
a seguir la seva dieta habitual encara que utilizant en un periode 1’oli ric en acid

oleic i en ’altre I’oli ric en acid linoleic.

L’oli ric en acid linoleic era oli de gira-sol i I’oli ric en acid oleic era un oli de gira-
sol modificat genéticament i ric en acid oleic. La Taula 22 mostra la composicié dels

olis utilizats i es compara amb la de 1’oli d’oliva.

El tipus d’estudi va ser creuat 2 x 2 (Ratkowsky DA et al, 1993) amb un periode
previ d’estabilitzacié de 8 setmanes en qu¢ van seguir amb la seva dieta habitual,
rica en acid linoleic. Després d’aquest periode, els individus van ser dividits en 2
grups, en un ordre a ’atzar, i assignats a una de les dues dietes, o a la rica en acid
linoleic o a la rica en acid oleic, durant 8 setmanes. Al finalitzar aquest primer
periode, tots els individus varen seguir un periode de rentat (periode de wash-out),
seguint una dieta rica en acid linoleic, per un altre periode de 8 setmanes. Després
de aquest periode, els individus varen ser separats novament en 2 grups, seguint una
dieta rica en acid oleic els que en el primer periode havien fet la dieta rica en acid

linoleic, i I'inrevés 1’altre grup.

Al final de cada periode d’intervencié dietetica, es va realitzar una extraccid

sanguinia, al mateix temps que es pesaven els individus.
4.3.- Dietes

En els darrers dies del primer periode d’estabilitzacid, els participants van omplir
una enquesta alimentaria que recollia la seva ingesta diaria, apuntant en un formulari
que se’ls havia facilitat, la quantitat i el tipus d’aliment ingerit en els diferents apats

del dia. El recull diari de 24 h, durant 3 dies, un festiu i 2 feiners consecutius, va
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ser el periode considerat demostratiu de la ingesta d’un individu, per tal de poder
adaptar ’aportacié calorica individual durant el periode d’intervencié dietética. La
valoracié dietética va permetre calcular el valor energetic dels aliments ingerits
diariament i els percentatges aportats com greixos, proteines i hidrats de carboni,
aixi com els percentatges i grams diaris dels acids grassos saturats, poliinsaturats,
monoinsaturats i de colesterol. La conversié d’aliments en nutrients es va realitzar
aplicant la taula de composicié informatitzada de 1’Inserm (Franca), amb algunes

adaptacions per a aliments concrets.

Quant a la recollida de dades en relacié a la seva dieta habitual, es va trobar que
aquesta aportava unes 2400 kcal/dia, amb un 15% en forma de proteines, un 38%
en forma de lipids i un 46% en forma d’hidrats de carboni. La ingesta de colesterol
era d’uns 440 mg/dia. A partir d’aquestes dades es van elaborar, per al present
estudi, dues dietes isocaloriques, la composicié de les quals es detalla a la Taula 23.
Les proteines significaven un 14 % del total energetic ingerit i els hidrats de carboni,
al voltant d’un 48%. En els dos periodes de dieta, els greixos aportaven un 38% del
total energétic. Un 15% del total caloric era aportat per 1’oli (40 g) a fi de modificar

la composicié en acids grassos (Taula 23).
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4.4.- Tecniques de laboratori

4.4.1.- Fraccionament lipoproteic

Principi:
Aillament en el sérum o en el plasma de les fraccions lipoproteiques per
ultracentrifugacié seqiiencial preparativa.

Solucions de densitat: ,
- d=1.006 g/ml: 20.7 g NaCl, 0.2 g Na,EDTA, 2 ml NaOH 1N en 2 |

H,0;

- d=1.239 g/ml: 328 g NaBr en 1 1 d=1.006;

- d=1.019 g/ml: 4/1 (v/v), 1.006/1.071,

- d=1.063 g/ml: 4/1 (v/v), 1.019/1.239 o també 4/1 (v/v), 1.006/1.291;

- d=1.071 g/ml: 13/4 (v/v), 1.019/1.239 o també 31/12 (v/v),
1.006/1.239; : ‘

- d=1.125 g/ml: 4/1 (v/v), 1.063/1.373;

- d=1.210 g/ml: 5 ml 1.063 + 1.1 g BrNa;

- d=1.495 g/ml (solucié saturada de NaBr) preparada a partir de d=1.063
g/ml.

El mateix dia de I’extracci6 es va iniciar ’aillament de les lipoproteines per
ultracentrifugacié seqiiencial preparativa pel metode de Havel (Havel RJ et al, 1955)
en una centrifuga TeKnicon T-1055 (Kontron, Suissa) i un rotor Kontron T45.6

(Kontron, Suissa) amb tubs de polihaldmer d’una capacitat de 6.5 ml.

A fi d’obtenir la quantitat de lipoproteina necessaria per a tots els experiments, de

cada individu es van ultracentrifugar 8 ml de plasma, és a dir, un total de 4 tubs.

1. Inicialment, es van aillar les VLDL i les IDL, per la qual cosa es van posar
2 ml de plasma més 2 ml de solucié de densitat 1.006 g/ml i 1 ml de solucid
de densitat 1.071 g/ml, centrifugant a 105000 x g (40.000 rpm) durant 18 h
a 4°C. Es van recollir 2 ml del sobrenedant corresponent a les VLDL més

IDL.
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2.  Per tal d’obtenir les LDL, I’infranedant es va incrementar a una densitat de
1.063 g/ml a I’afegir-hi 1 ml de solucié de densitat 1.019 g/ml i 1 ml de
soluci6 de densitat 1.239 g/ml; aixi es van obtenir les LDL després de 20 h
de centrifugacié a 105000 x g i 4°C. Es van recollir 2 ml del sobrenedant
corresponent a les LDL.

3. Les HDL, (densitat entre 1.063 i 1.125 g/ml) es van obtenir afegint als
2 ml de linfranedant, 1 ml de soluci6é de densitat 1.063 g/ml i 1 ml de
solucié de densitat 1.373 g/ml; es barrejaven seguidament i es centrifugaven
a 105000 x g durant 40 h a 4°C.

4, Per aillar les HDL,, es va portar 1’infranedant a 4 ml amb solucié de densitat
1.125 g/ml i es va afegir 1 ml d’una solucié saturada de NaBr. Després de
centrifugar a 105000 x g durant 40 h a 4°C es van recollir els 2 ml del
sobrenedant que contenia les HDL,.

5. Un cop aillades les LDL i les HDL;, cadascuna d’aquestes fraccions va ser
rentada per tal d’eliminar les restes d’albimina i va ser concentrada a la
mateixa densitat amb una centrifugaci6é a 105000 x g, durant 24 h a 4°C.

6. Aquestes fraccions van ser utilitzades per analitzar:

- La composicié quimica global en colesterol total, colesterol lliure,
triglicérids, fosfolipids i proteines.

- La composici6 en acids grassos dels fosfolipids.

- L’anisotropia de fluorescencia.

- L’oxidacié lipoproteica.

- La susceptibilitat a I’oxidacid.

- La quantificacié de 1’a-tocoferol, dels isomers B-++y-tocoferol i del
retinol en el plasma, les LDL i les HDL;.

- Els estudis en cél.lules.

Les mostres per a realitzar 1’estudi de la composicié quimica global, anisotropia de
fluorescéncia, i els estudis cel.lulars eren utilitzades immediatament. Les aliquotes
per a determinar 1’oxidaci6, la susceptibilitat a 1’oxidacié i les vitamines van ser

guardades a -70°C amb els antioxidants, acid etilendiaminotetraacétic (EDTA) i
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glutati6. A més a més, les mostres per a determinar vitamines es van preservar de

la llum, protegint els tubs amb paper d’alumini.

4.4.2.- Composicié quimica global

En el plasma i en les lipoproteines es van determinar el colesterol total, el colesterol
lliure, els triglicerids i els fosfolipids mitjancant kits enzimatics (Boehringer
Mannheim, GmbH, Germany) adaptats a un autoanalitzador Cobas Mira (Roche
Pharmaceuticals, Switzerland). Els controls de qualitat van ser Precilip EL®, i
Precinorm®. El colesterol esterificat es va obtenir de la diferéncia entre el colesterol

total i el colesterol 1liure.

El coeficient de variacié intra-assaig va ser de 0.7% per al colesterol, 1.2% per als
triglicérids i 0.9% per als fosfolipids. El coeficient de variacié inter-assaig va ser de

1.2% per al colesterol, 1.2% per als triglicerids i 1.8% per als fosfolipids.

El contingut en proteines totals es va mesurar pel metode de Lowry (Lowry OH et
al, 1951). El coeficient de variaci6 intra-assaig va ser de 0.8 % i inter-assaig va ser

de 1.5%. El métode Lowry es detalla en el segiient apartat.
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4.4.2.1.- Métode de Lowry

Principi:
El métode valora la reaccié entre els enllagos peptidics i els ions ciprics
presents en una solucié alcalina de tartrat (reactiu del Biuret).
Posteriorment s’afegeix el reactiu fenol Folin-Ciocalteu i es forma un
complex de color blau-porpra, proporcional a la concentracié total de
proteina. L’absorbancia del complex es determina a 550-750 nm.
Solucions:

- Solucié A: Na,CO, 2% en NaOH 0.1 N per a les lipoproteines i Na,CO,
2% per a les proteines de les cel.lules;

- Solucié B: CuSO,.5H,0 1%;

- Soluci6 C: NaKC,H,0,.4H,0 2%;

- Soluci6 de 20 ul d’albimina humana al 20% en 8 ml d’H,O destil.lada;

- Reactiu alcali de coure: 100/1/1, A/B/C (recordem que la solucié A és
diferent per a les lipoproteines i per a les cel.lules);

- Solucié de Folin: El reactiu de Folin diluit 1/1 (v/v) en H,O destil.lada.

La metodologia seguida va ser:

1.
2.

Es va preparar una corba estandard amb la soluci6é d’albiimina humana.

Es va utilitzar una quantitat de 20 ul de lipoproteina o 500 ul del material
obtingut de la dissolucié de les cel.lules. Es va ajustar el volum de les
lipoproteines fins a 200 pl amb H,O destil.lada.

Es van afegir als 200 ul de la solucié de les lipoproteines o als 500 ul de
solucid cel.lular, 2 ml de solucié alcalina de coure.

Es van barrejar i es van deixar en rep0s a iemperatura ambient durant 10 min.
Es van afegir 200 ul de la solucié de Folin i es van barrejar al vortex.

Es va deixar la soluci resultant a temperatura ambient com a minim 30 min
i com a maxim 60 min.

Es va llegir a 650 nm.

ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES
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En el plasma es van determinar les apolipoproteines A-I, A-II i B, 1’apolipoproteina
B a les LDL i I’apolipoproteina A-I a les HDL, mitjancant kits Immunoturbidimetrics
(Orion Pharmaceutica, Finlandia), amb un coeficient de variaci intra-assaig de 1.3
i 1.2%, respectivament. El coeficient de variacid inter-assaig va ser de 2;5% per a

totes les apolipoproteines.

4.4.3.- Separacié i composicié en acids grassos dels fosfolipids de les HDL,

Principi:
Prévia extraccié dels lipids, es realitza la identificacio dels fosfolipids
mitjancant cromatografia en capa fina. Posteriorment es realitza la
metilacié dels acids grassos dels fosfolipids i, per ﬁltiin, la quantificacié
dels acids grassos per cromatografia gasosa.

Solucions:

Solucié de Folch: cloroform/metanol (2/1, v/v);
NaCl 0.9%;
Solucié de rodamina al 0.05% en etanol;

1

Acid heptadecanoic (1 mg/ml) en cloroform;
Solucié de metanol/benzé/acid sulfiric (100/0.2/2; v/v/v);
Solucié hepta/aigua destil.lada (2/2;v/v);

Condicions que ha de complir la mostra de HDL,:
- Utilitzar, com a minim, 800 ug de proteina.
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Cromatografia en fase gasosa. Aparell i condicions de treball:

Cromatograf de gasos Carlo Erba 4100 amb les segiients caracteristiques:

- Columna:

- Fase estacionaria:
- QGas vector:
- Temperatura:

- Injecci6:
- Volum d’injeccié:
- Detecci6:

- Integrador:

- Calcul:

- Estandard:
- Temps de retencid:

Chrompack CP Sil 88 (tipus capil.lar de longitud de
50 m, diametre interior de 0.22 mm);
Cianopropilpolixilona (gruix de fase de 0.2 um);

Heli a una pressi6é de 2 kg/cm?;

Programat de 145 a 205°C amb un augment de
4.5°C/min i després a 205°C durant 20 min. L’injector
i el detector d’ionitzaci6 de flama es van graduar a una
temperatura de 260°C;

Injector amb divisor;

1-2 ul;

Detector de flama. Es van utilitzar, per al detector,
I’hidrogen i ’aire sintétic com a gasos auxiliars;
Etnica 10 (Delsi);

Metode estandard intern, el percentatge de cada acid
gras es va donar per la relacid entre I’area del pic de
’acid gras i la suma total de les arees de tots els pics;
Acid heptadecanoic (C17:0);

La identificacié dels acids grassos metilats es va fer
comparant els seus temps de retencid amb els de
I’estandard intern. Préviament es va realitzar un
cromatograma amb els patrons dels acids grassos que
es van determinar per tal de fixar el seu temps de
retencio; '

- Temps de duraci6 del

cromatograma:

35 min,
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Extraccio lipidica:

1.1.  Les extraccions lipidiques es van realitzar afegint a una mostra que
contenia 800 g de proteines de les HDL;, 20 ml de la solucié de Folch
(Folch J et al, 1951). La barreja es va agitar manualment i energica.
Posteriorment, es va incubar durant 18 h a temperatura ambient.

1.2. Es van addicionar 10 ml de solucié de NaCl 0.9% i es va agitar
novament. Es va centrifugar a 4°C i 4500 rpm, durant 20 min. La
fraccié lipidica es va separar i es va evaporar en un corrent de nitrogen
a 37°C.

1.3. L’extracte es va redissoldre en unes gotes de cloroform.

Separacié de les tres fraccions lipidiques (fosfolipids, triglicérids i colesterol
esterificat).

Els lipids de l’extret es van separar en les tres fraccions (fosfolipids,
triglicérids i colesterol esterificat) per cromatografia en capa fina mitjangant
plaques de silicagel 0.5 mm (Schleicher and Schiill G1505/LS 254)). La solucid
de migracid que es va utilitzar era: ¢ter de petroli/dietiléter/acid acetic
(90/30/1, v/v/v). Les fraccions es van identificar per coloracié amb rodamina
0.05% en etanol i es van revelar a la llum ultraviolada amb [’ajut dels

estandards de migracié.

Transmetilacié dels acids grassos i la seva quantificacio mitjancant
cromatografia en fase gasosa (Esteva O et al, 1986; Sola R et al, '1990; Sola
R et al, 1993): '

3.1. A cada fracci6 de fosfolipids recollida mitjancant rascat, s’hi va afegir
25 pl d’acid heptadecanoic, utilitzat com estandard intern en la
cromatografia en fase gasosa. Les fraccions van ser transmetilades en
una solucié de metanol/benze/acid sulfiric (100/0.2/2, v/v/v), després
de 2 h 30 min d’incubacié a 80°C.
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3.2.

3.3.

4.4.4.-

Els acids grassos transmetilats van ser extrets per agitacié en un sistema
hepta/aigua destil.lada (2/2,v/v) i conservats fins a la seva determinacié
en fase gasosa en tubs a -20°C, després de ser tapats sota un corrent de
nitrogen per a evitar 1’oxidaci6 dels acids grassos.

Es va obtenir el cromatograma dels acids grassos a partir de ’aparell
i les condicions de treball ja esmentats a I’inici. La identificacid dels
acids grassos metilats es va fer comparant els seus temps de retenci6
amb els de I’estandard intern. La quantitat de cada acid gras va ser
calculada en relaci6 a la de I’estandard intern. Es mesurava el
percentatge de cada acid gras mitjancant la relaci6 de ’area de cada pic

dividit per ’area total.

Anisotropia de fluorescencia de les LDL i de les HDL,

Principi:

Solucions:

Avaluaci6é de I’anisotropia de fluorescéncia de la sonda present en la
mostra. Aquesta mesura,que s’expressa com 1,€s Ia inversa de la fluidesa
de la mostra.

- Solucié de PBS (tamp¢ fosfat): 8 g de NaCl, 2.5 g de Na,HPO,.2H,0,

0.2 g de KH,PO, en 1 1 d’H,0 desionitzada i ajustada a pH 7.4;

- Dispersié de DPH: 50 ml de solucié PBS, als quals es va addicior 25 ul

d’una solucié de DPH de 5 mg i 10 ml de tetrahidrofura, que van ser
mesclats enérgicament,

Seguint el métode de Shinitzky (Shinitzky M et al, 1982):
1. Es van mesclar 100 ul de LDL o de HDL, amb 3 ml de la dispersié de DPH

(Figures 16 i 17) que es van agitar a temperatura ambient durant una hora en

un agitador giratori.
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La lectura de la intensitat de la fluorescéncia es va efectuar directament en un
espectrofluorimetre AMINCO SPI 500, proveit d’un accessori de polaritzacié
amb polaritzadors de Glan-Thompson.

Es van determinar triplicats de cada mostra i de cadascun d’aquests es van
efectuar 4 lectures. La longitud d’ona d’excitacié va ser de 360 nm i la
d’emissi6 va ser de 460 nm.

Les lectures van ser efectuades entre 15° Ci45° C. Una calculadora acoblada
a ’aparell va donar I’anisotropia de fluorescéncia.

La mesura de la fluidesa es va obtenir com la inversa de 1’anisotropia de

fluorescéncia,
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Figura 16.- Estructura de la sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrié (DPH).

ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES
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Figura 17.- Posicid possible del DPH a la particula lipoproteica.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTES DE LA DIETA EN L'OXIDACIO, ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES
Maria Teresa Bargalld Escriva

ISBN:978-84-691-1877-1/DL: T-340-2008

130 Material i metodes

4.4.5.- Determinacié de les substancies que reaccionen amb I’acid tiobarbitiric
(TBARS) en HDL, natives, LDL oxidades en Cu’* i HDL, oxidades en

(:u2+

Principi:
‘ Avaluacio de les substancies que reaccionen amb 1’acid tiobarbitiric com
un index de la peroxidacid lipidica. .

Selucions:
- Solucidé aquosa d’acid tiobarbitiiric (solucié TBA) al 0.5%;
- Solucions aquoses d’acid tricloroacétic al 70% i 35%.

La determinacié de les substincies reactives amb 1’4cid tiobarbitdric es va realitzar

a les HDL,; natives, i a les LDL i les HDL, sotmeses al procés oxidatiu en la soluci6

de Cu®*. El métode emprat va ser el de Lee (Lee DM, 1980) modificat per Berry

(Berry EM et al, 1991) per a les LDL i adaptat per nosaltres per a les HDL;:

1. En tubs de vidre Pyrex de 15 ml, es van addicionar a 250 pl de plasma, o un
volum equivalent a 50 ug de proteina de LDL o HDL,, la solucié de PBS
necessaria per a completar un volum de 1 ml i després 0.5 ml de solucié
d’acid tricloroacétic al 35%.

2. Després d’agitacié amb vortex es van afegir 0.5 ml de solucié TBA i després
d’una nova agitaci6 amb vortex es van incubar, én un bany en moviment
constant, a 60°C durant 90 min.

3. Un cop finalitzada la incubaci6 es van afegir 0.5 ml d’acid tricloroacétic al
70% i 2 ml de cloroform i els tubs van ser centrifugats a 3000 rpm durant
20 min a 24°C, després d’una agitacié amb vortex de 20 s.

4, Per a preparar la corba patré es va utilitzar solucié aquosa de tetraetoxipropa
que en medi acid aqués va donar malondialdehid. Les concentracions d’aquest
van ser 0.041, 0.082 i 0.164 nmol/ml. Un volum idéntic de PBS va substituir

a la mostra en els blancs.
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5. Es va utilitzar plasma oxidat en les mateixes condicions com a estandard
intern.
6. El coeficient de variacié inter-assaig fou del 4.5%, i el coeficient de variacié
intra-assaig va ser de 2.2%.
7. La intensitat de la fluorescéncia es va determinar a una excitacié de 515 nm

i d’emissié de 553 nm en un espectrofluorimetre LS50 Perkin Elmer connectat
a un FL Data Manager, Beaconsfield, Buckinghanshire, England.

8. Els resultats es van expressar com:

contingut equivalent a malondialdehid:
nmol MDA/mg de proteina de LDL o HDL,

4.4.6.- Susceptibilitat a I’oxidacié de les LDL i HDL,

Principi:
Mesura de la resisténcia o predisposici6 a I’oxidacié sota unes
determinades condicions d’oxidacié.

Solucions:

- Solucié de dialisi: 0.9% NaCl (43.9 g) 1 0.01 M EDTA (2.0 g)en 51
d’H,0 destil.lada a pH 7.4;

- Solucié de Cu**: 0.17 g de CuClL,.2H,0 en 10 ml d’H,0 destil.lada;

- Tampd d’oxidacié: Es van diluir 0.5 ml (0.0085 g) de la soluci6é de Cu**
anterior en 5 1 de PBS (9 g Na,HPO,, 6 g NaH,PO,, 47 g NaCl en 5 1
d’aigua destil.lada), pH 7.4. Es va obtenir una concentracié final de
10 uM en Cu**. fw

FEl métode emprat va ser descrit per Shoukry (Shoukry MI et al, 1994) per a les
LDL; I’adaptaci6 per a les HDL, va ser feta per nosaltres:
1. Les aliquotes de LDL i HDL, conservades a -70°C amb EDTA i glutatié van

ser descongelades, introduides en membranes de dialisi i dialitzades en 2 1 de
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solucié de PBS, a 4°C, durant 24 h, per a eliminar en la seva practica totalitat
els antioxidants i les sals d’ultracentrifugacié.

Una vegada acabada aquesta dialisi, les mostres es van extreure i es van
submergir en un altre flascé de dialisi de 5 | amb una solucié idéntica a
I’anterior, a la qual se li va afegir abans CuCl,.2H,0 fins a una concentracid
final de 10 uM, durant 24 h a 37°C en un bany termostatitzat amb agitacio
suau. Al mateix temps les mostres van ser protegides de la llum.

Per a suprimir el procés d’oxidacié les membranes de dialisi es van col.locar
immediatament, durant 12 h, en una solucié de PBS a 4°C. Es van extreure les
mostres de les bosses de dialisi i es van centrifugar a 3000 rpm, durant 20 min
a4°C,

Les mostres es van filtrar i esterilitzar i després es van conservar en una

atmosfera d’arg6 a 4°C fins a la determinaci6 de les TBARS.

4.4.7.- Determinacié de I’ a-tocoferol, B-+y-tocoferol i retinol en el plasma, les

LDL i les HDL,

Principi:

Determinacié de les vitamines liposolubles A i E, de manera
simultania, per HPLC en fase reversa.

Solucions:

- Soluci6 estandard d’acetat de retinol en etanol (100 mg/1);
- Solucid estandard d’acetat de tocoferol en etanol (5 g/1);

- Solucié d’acid ascorbic (1 g/1);

- Soluci estandard de retinol (100 mg/1);

- Solucié estandard d’a-tocoferol (5 g/1);

- Eluent: Metanol/H,0O, 94/6.
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Cromatograf liquid d’alta resolucié (HPLC) Waters Millipore amb les segiients
caracteristiques:

- Bombes i controlador: Waters 600; .
- Columna: Spherisorb ODS2, 5 u, 150 x 4.6 mm

(Teknokroma);
- Fase mobil: Metanol/H,0, 94/6;
- Flux: 2.5 ml/min;
- Injeccid: Automatic: WISP 700;
- Volum d’injeccio: 50 ul;
- Deteccid: Detector d’absorbancia (Waters 480 UV-Vis):

Fins al minut 6 de l'inici del cromatograma,
longitud d’ona a 313 nm. Després i fins al minut
15 es va utilitzar la longitud d’ona de 280 nm.
Detector de fluorescéncia (Kontron SFM 25): E,
= 298 nm, E, = 325 nm, sensibilitat: 625 V.

- Integrador: Tractament de dades realitzat amb el PC
Integration Pack (Kontron);

- Calcul: Métode estandard intern, la concentracié de
retinol o d’a-tocoferol es va donar en relacio al
pic de I’acetat corresponent en el cromatograma;
Corba estandard externa de 1’acetat de retinol,
retinol, a-tocoferol i acetat de tocoferol;

- Estandard: Acetat de retinol i acetat de tocoferol com a
estandards interns. Retinol, acetat de retinol, «-
tocoferol i acetat de tocoferol com a estandards
externs. Per tal de preparar les solucions de
treball es van diluir amb etanol: 200 vegades les
solucions estandards de retinol i acetat de retinol
i 100 vegades les d’a-tocoferol 1 acetat de
tocoferol. v

- Temps de retencio: De manera aproximada va ser:

1.7 min per al retinol; 2.6 min per a ’acetat de
retinol; 6.9 min per a [’a-tocoferol i 10.4 min per
a ["acetat de tocoferol,;
- Temps de duracio del
cromatograma: 12 min.
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Segons el metode de Catignani (Catignani GL et al, 1983) per al plasma i adaptat per

a les lipoproteines:

1.

Es van afegir a 100 ul de plasma o 200 ul de lipoproteina, 50 ul dels
estandards acetat de retinol i acetat de tocoferol en un tub Eppendorf de
plastic. En aquesta solucié etanodlica d’estandards es va afegir una soluci
d’acid ascorbic (1 g/1) per tal d’evitar la destruccid del retinol i del tocoferol.
Es va agitar vigorosament durant 10 s. En el cas de les lipoproteines va ser
necessari afegir 100 ul d’etanol per tal de precipitar les proteines;

Es van afegir 100 ul d’hexa per al plasma i 200 ul per a les lipoproteines i es
van posar al vortex de manera intermitent i vigorosa durant 45 s;

Es van centrifugar durant 5 min amb una centrifuga de tubs Eppendorf de
sobretaula a 12500 rpm,;

Es van transferir 75 ul per al plasma o 150 ul en el cas de les lipoproteines
de la capa d’hexa a un altre tub de plastic;

Es va evaporar a sequetat [’hexa sota un corrent de nitrogen;

Es va dissoldre el residu en 100 ul de metanol agitant posteriorment;

Es van injectar 50 ul de la solucid en el cromatograf.

El coeficient de variaci6 intra-assaig va ser del 4.1% per al retinol i del 4.8% per

a I’a-tocoferol. El coeficient de variaci6 inter-assaig va ser 4.0% per al retinol i del

3.1% per a I’a-tocoferol.
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4.4.8.- Estudis cel.lulars

Veurem els segilients apartats:

- Estudi de D’efecte de les LDL en I’activitat del receptor depurador dels
macrdfags. Efectes en el desplacament competitiu de '*I-Ox,,-LDL control.
*  Obtencié dels macrofags.
*  Obtencio de serum deficient en lipoproteines (LPDS).
*  Oxidacio de les LDL.
*  Marcatge de les LDL oxidades amb "*I.
*  Activitat de receptor depurador dels macrofags.

- Estudis de I’efusié de colesterol.
*  Obtencio de fibroblasts.
*  Obtencio de macrofags.
*  Marcatge del medi de cultiu amb HJ-colesterol lliure.
*  Marcatge de les cél.lules amb colesterol lliure tritiat.
* Incubacio de les cel.lules amb HDL,.
*  Obtencié del medi i de les cél.lules.

*  Extraccio del colesterol lliure.
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4.4.8.1.- Estudi de I’efecte de les LDL en ’activitat del receptor depurador dels
macrofags. Efectes en el desplacament competitiu de *I-Ox,,-LDL

control.

Principi:
Estudi del reconeixement de les LLDL pel receptor depurador dels
macrofags, mitjangant estudis de competici6 entre les LDL obtingudes
després de les dietes i unes LDL control oxidades marcades amb '*I,
Aquestes LDL oxidades i radioactives eren les mateixes per a cadascuna
de les series d’experiments.

Solucions:
Detallades a cadascun dels subapartats.

4.4.8.1.1.- Obtencié dels macrofags

Principi:
Aillament de cel.lules periferiques portadores de receptors depuradors,
utilitzant un gradient de densitat que permet separar c¢l.lules segons la
seva grandaria.

Solucions:

- Solucié d’heparina sodica (10 U/ml);

- Ficoll Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Sweden);

- Soluci6é PBS: 9 g Na,HPO,, 6 g NaH,PO,, 47 g NaCl en 5 1 d’aigua
destil.lada, pH 7.4;

- Medi de cultiu RPMI 1640 (Gibco, UK) suplementat amb 100 U/ml de
penicil.lina (Gibco, UK), 100 pg/ml d’estreptomicina (Gibco, UK),
200 mM de glutamina (Gibco, UK) enriquit en LPDS al 10%.

La metodologia és la segiient:
1.  Es va treballar amb una poblacié de cel.lules mononuclears de la sang de

donants sans, pel queé va ser necessari separar-les de la resta de cél.lules
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sanguinies. Es va seguir el metode de Boyum (Boyiim A, 1964), basat en una
separaci6 per gradient de densitat.

1.1. Es van recollir 800 ml de sang amb heparina sodica (10 U/ml).

1.2.  Es van centrifugar a una velocitat de 800 x g (2500 rpm), a 4°C

durant 30 min.

1.3.  Es va agafar la capa de leucocits i els eritrdcits.
1.4.  Es va diluir a la meitat amb medi de cultiu RPMI 1640 (Gibco, UK).
1.5. Es va dipositar la suspensi0 cel.lular en capa sobre el Ficoll Hypaque

(Pharmacia, Uppsala, Sweden). La proporcié va ser de 3 volums de
Ficoll i 7 volums de suspensié cel.lular.

1.6. Es va centrifugar a 800 x g, a 4°C i 30 min.

1.7. Amb una pipeta Pasteur i amb molta cura, es va aspirar la capa dels
leucocits mononuclears, intermedia entre la capa inferior que conté els
globuls rojos i la capa superior que conté el medi. Aquesta capa de
ceél.lules mononuclears van ser en un 95-98% limfocits.

1.8.  Es van rentar les cel.lules del Ficoll i de les plaquetes resuspenent-les
amb PBS i es van centrifugar a 100 x g, 20°C i 10 min; es va repetir
el rentat 3 vegades.

1.9. Finalment, es va resuspendre 1’actimul cel.lular amb 5 ml de medi de
cultiu enriquit amb 10% de LPDS.

1.10. Es va agafar una aliquota per a fer un recompte de cél.lules.

1.11. Es va ajustar la suspensié cel.lular a una concentracid de
2.10° cel.lules/ml, afegint medi RPMI 1640 amb antibiotics.

1.12.  Es van distribuir les cél.lules en plaques de Petri de plastic de 60 mm
de diametre.

1.13. Es va fer una incubacié de. 24 h a 37°C i atmosfera de 5% CO,
(Haereus Corporation, Germany), per a aiconseguir I’adherencia dels
monocits-macrofags a la superficie de la placa.

1.14. El medi contenint els limfocits va ser aspirat i eliminat.

1.15. La capa de cél.lules de la superficie de la placa es va rentar diverses

vegades per a purificar els monocits-macrofags.
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1.16. Després de 4-5 dies, aquestes cél.lules ja van poder ser utilitzades per

als experiments.

4.4.8.1.2.- Obtencié de serum deficient en lipoproteines (LPDS)

Principi:
Obtencidé del sérum deficient en lipoproteines (Lipoprotein Deficient
Serum, LPDS) després d’aillar totes les lipoproteines per
ultracentrifugacié seqiiencial preparativa (Goldstein JL ef al, 1983).

Solucions:
- Trombina (10 U/ml);
- Sérum fisiologic 0.15 M (0.9%);
- Solucié d’Na,EDTA 0.01M a pH 7.4.

Es va seguir la segiient metodologia:

1. Després d’haver separat per ultracentrifugacid seqiiencial preparativa fins a les
HDL,, es va haver de desfribinar el plasma per tal d’obtenir serum. Aquesta
operacid es va realitzar afegint trombina (10 U/ml) i deixant-la actuar tota la
nit a 4°C. De totes maneres, sempre que es pugui s’ha d’utilitzar sérum.

2. Al dia segilent es va centrifugar a 18000 rpm, durant 2h a 4°C, per a
sedimentar el quall de fibrina.

3. Les mostres es van dialitzar en sérum fisiologic 0.15 M (0.9%) NaCl i
0.01 M Na,EDTA a pH 7.4.

4, Es van ajustar les proteines a una concentracié de 50 mg/ml i, posteriorment,

es van esterilitzar a través d’un filtre Millex-GV de 0.45 ym.
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4.4.8.1.3.- Oxidacio de les LDL

Principi:
Modificacid de les LDL per oxidacié en posar-les en contacte amb una
solucié de Cu®* en unes condicions fixades.

Solucions:

- Solucié de dialisi: 0.9% NaCl (43.9 g) i 0.01 M EDTA (2.0 g)en 51
d’H,0 destil.lada a pH 7.4;

- Solucié de Cu?*: 0.17 g de CuCl,.2H,0 en 10 ml d’H,O destil.lada;

- Tamp6 d’oxidaci6: Es van diluir 0.5 ml (0.0085 g CuCl,) de la solucié
de Cu** anterior en 5 1 de PBS (9 g Na,HPO,, 6 g NaH,PO,, 47 g NaCl
en 5 1 d’aigua destil.lada), pH 7.4. Es va obtenir una concentracié final
de 10 uM en Cu?*.

Les LDL es van oxidar in vitro amb Cu?* durant 24 h, segons el métode abans

descrit. Aquesta lipoproteina 1’anomenarem Ox,,-LDL..

4.4.8.1.4.- Marcatge de les LDL oxidades amb *I

Principi:
Marcatge radioactiu dels residus de lisina de ’apolipoproteina, el que
permet la seva identificacié. Es fa la hipotesi que el comportament de
’apolipoproteina €s paral.lel al de la lipoproteina.

Solucions:

- Tampé de glicina: Glicina 1 M, pH=9;

- Solucié aquosa de NalO;: 99 mg NalO, en 2 ml H,0;

- Solucid d’ICL: 150 mg Nal en'8 ml HCI 6 N;
Preparacio: La solucié aquosa de iodat sodic (NalO,) es va injectar a
pressio a la de I’iodur (Nal) per evitar la precipitacid del iode. La barreja
es va haver de diluir amb aigua fins a 40 ml. Per a treure el iode lliure
es va haver de fer una extraccié amb cloroform, de tal manera que es va
obtenir una fase organica de color rosa mentre hi havia iode lliure. En
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abséncia de color, es va airejar la fase aquosa durant una hora per tal
d’eliminar les restes de cloroform. Després d’ajustar el volum a 45 ml,
la solucié va ser de 33 mM en I* i aproximadament 1N respecte al CI.
Es va haver de guardar a 4°C en una botella fosca, durant un maxim de
3 mesos. Immediatament abans d’utilitzar el Nal es va diluir 1:16 amb
aigua destil.lada;

- Solucié de NaCl 0.15 M;

- Solucié de dialisi: NaCl 0.15 M + Na,EDTA 0.25 mM, a pH 7.4;

- Solucié *’INa: 10 mCi en 0.1 ml de NaOH 0.1 N (Amersham, UK);

- Solucié de Sephadex: 5 g de Sephadex G10 (Pharmacia, Sweden) en
25 ml de NaCl 0.15 M.

Les LDL aillades d’un pool de plasma per ultracentrifugacié seqiiencial preparativa,

rentades de I’albimina, concentrades i oxidades durant 24 h, com s’ha descrit
anteriorment, i portades a una concentracié de 2-4 mg/ml, es van marcar pel metode
del monoclorur d’iode amb isdtop I (**INa (Amersham, UK)), original de

McFarlane (McFarlane AS, 1957) i modificat per Langer (Langer T ef al, 1972).

La metodologia és la segiient:

1.
2.

Es va barrejar 1 ml de LDL amb 200 ul de tampé glicina i 1 ul de 1.

Es va remenar bé 1 seguidament es van afegir, tot agitant al mateix temps,
200 ul d’ICL

Es va fer passar per una columna de cromatografia, carregada préviament amb
Sephadex G10 (Pharmacia, Sueden). El Sephadex es va preparar amb 5 g en
25 ml de NaCl 0.15 M.

Es va eluir la columna amb solucié salina fisiologica i es van recollir entre 1.5
i 2 ml de LDL marcada.

Per a eliminar l’iode lliure de la mostra es va dialitzar exhaustivament
mitjangant 6 canvis de 5 | cadascun durant 24 h. Cal tenir en compte que més

del 90% del iode lliure va quedar retingut en la columna.
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6. Al finalitzar la dialisi, es va esterilitzar per filtracié6 amb filtres de 0.45 um
Millex-GV (Millipore, France). |
7. Tot el procediment es va fer prenent les maximes condicions de seguretat.

8. La lipoproteina marcada reunia tres condicions:
- L’activitat especifica (radioactivitat en cpm/ng de proteina) va mostrar un
valor compres entre 200 1 600;
- Més del 98% de I’activitat radioactiva va quedar unida a la proteina;
- Menys del 5% es trobava a la part lipidica de la lipoproteina.
Aquesta lipoproteina marcada va conservar la seva activitat a 4°C un temps

maxim de 2 setmanes.

A partir d’ara aquesta lipoproteina oxidada i marcada I’anomenarem '*I-Ox,,-LDL

control.
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4.4.8.1.5.- Activitat de receptor depurador dels macrofags

Principi:
Les »I-Ox,,-LDL control s6n reconegudes pel receptor depurador dels
macrofags. La preseéncia en el mateix medi d’altres LDL implica una
competicié pel mateix receptor, la qual cosa ens permet valorar el
reconeixement de les LDL estudiades pel receptor depurador. L’activitat
del receptor es mesura com la degradacié de '*’I-Ox,,-LDL control, és a
dir, la radioactivitat en el medi de cultiu.

Solucions:

- Medi de cultiu RPMI 1640: 10% Serum fetal de vedella), 1% penicil.lina
(100 U/ml de medi de cultiu), 1% estreptomicina (100 ug/ml de medi de
cultiu), 1% Amfotericina B (50 pug/ml de medi de cultiu), 200 mM de
glutamina (Gibco, UK);

- Solucié aquosa de acid tricloroacétic (TCA) al 30% en pes;

- NaOH 0.5 N;

- Solucions del metode de Lowry descrit anteriorment a 1’apartat de
composicié quimica global.

L’activitat del receptor depurador dels macrofags es va determinar seguint el meétode
descrit per Pitas (Pitas RE et al, 1979):

1.

A cadascuna de les plaques amb els macrofags en medi de cultiu RPMI fresc,
s’hi va addicionar »I-Ox,,-LDL control, a una concentracié de 50 pg/ml.
Posteriorment s’hi van afegir 50 pg/ml de les LDL aillades de cadascun dels
participants després de cada periode de dieta.

Després de 5 h d’incubacié de les cel.lules a 37°C, es van separar aquestes
cel.lules del medi.

Els productes de degradacié de la '**I-Ox,,-LDL control es van mesurar en el
medi de cultiu com la fraccié soluble en TCA, que es pot extraure amb

cloroform i en queé la radioactivitat no es troba lligada al iode.
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5. Es va rentar I’acimul de cél.lules que es va dissoldre en NaOH 0.5 N, durant
una nit a temperatura ambient.
6. Es va determinar el contingut en proteines a través del métode descrit per
Lowry.
7. Els resultats van ser expressats com:

ng lipoproteina degradada/mg proteina cel.lular/5 h

Els blancs van ser obtinguts a través de la incubaci6 de cel.lules sense lipoproteina.
Els calculs van ser fets considerant que el 100% de I’activitat del receptor depurador
corresponia als valors obtinguts amb 'SI-Ox,,-LDL sense afegir-hi altres

lipoproteines.

Els resultats finals es van expressar com:

Percentatge de desplacament de '*’I-Ox,,-LDL control del

receptordepurador degut a la preséncia de la LDL nativa.

4.4.8.2.- Estudis de I’efusio de colesterol

Principi:
Valoracié de la capacitat de sortida de colesterol de les cel.lules en
presencia d’un acceptor extracel.lular. Utilitzacié de fibroblasts, com a
representants de les cél.lules perifériques o extrahepatiques de facil
obtenci6 i maneig, i de macrofags, com a cél.lules més directament
implicades en la placa d’ateroma. . ‘

Solucions:

Detallades a cada subapartat.
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Per avaluar la capacitat de les HDL; per a induir la sortida del colesterol de les

ceél.lules, aquestes es van marcar amb colesterol tritiat. Després de 5 dies, temps

considerat suficient per a aconseguir la repartici6 del colesterol radiactiu entre els

diferents compartiments intracel.lulars, es van incubar amb HDL;. I’efusi6 es va

avaluar com la relacié entre la radioactivitat present en el medi que contenia les

HDL, i la radioactivitat total considerada com la del medi més la de les cél.lules

(Bates SR et al, 1974).

4.4.8.2.1.-

Obtencié de fibroblasts

Principi:

Solucions:

Obtencid de fibroblasts a partir de la pell de donants humans sans.

Solucié salina: Solucié aquosa de NaCl al 9%;

Medi de cultin RPMI 1640: 10% Sérum fetal de vedella,
1% penicil.lina (100 U/ml de medi de cultiu), 1% estreptomicina
(100 pg/ml de medi de cultin), 1% Amfotericina B (50 pg/ml de medi
de cultiu), 200 mM de glutamina (Gibco, UK);

Solucié PBS (tamp6 fosfat): 8 g de NaCl, 2.5 g de Na,HPO,.2H,0,
0.2 g de KH,PO, en 1 1 d’H,0O desionitzada i ajustada a pH 7.4,
Solucié  tripsina/EDTA:  Tripsina 0.05%  (Difco, USA) i
Na,EDTA 0.01% (50 mg/100 ml en soluci¢ salina de Puck (Sigma)).

La metodologia és la segiient:

1. A partir d’una biopsia de pell, recollida asépticament en una solucié salina,

es va extreure la capa grassa que hi pogués romandre. Es va trossejar la

biopsia per obtenir explants (mostres de teixit de 1 mm?). Amb una pipeta

pasteur de plastic es va posar una gota de medi de cultiu sobre els explants,

i es van incubar les plaques a 37°C i 5% CO, durant un minim de 24 h, fins

que els explants es van adherir a la superficie de la placa de Petri.
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Posteriorment es van afegir 2 ml de medi de cultiu i es van incubar en les
condicions prévies.

2.  Passats 7-10 dies, els fibroblasts es van adherir a la placa i van comencar a
proliferar; els explants necrosats es van retirar quan es van desenganxar de les
plaques de Petri.

3. Es va canviar el medi de cultiu 3 cops per setmana fins que es va formar una
monocapa de cél.lules, aproximadament en unes 3 setmanes.

4, En aquell moment, les cel.lules es van passar a flascons T-75 (o T-25, en
funcié de la quantitat necessaria de cel.lules). Aquesta trasferéncia de cel.lules
és la que s’anomena "passatge" (generaci0). Quan les cel.lules eren
confluents, en unes 2 setmanes, es van passar a un altre flasco.

5.  Per a la transferéncia, es va retirar el medi de cultiu i es va rentar dues
vegades amb PBS. Després es va afegir Tripsina/EDTA per tal de desenganxar
les cél.lules del plastic i es van incubar 10 min a 37°C.

6. Quan es va finalitzar la incubacié es van afegir 2 ml de medi a la placa,
seguidament es van recollir en un tub esteril i es van centrifugar a 100 x g,
durant 10 min, a temperatura ambient.

7. Es va descartar el sobrenedant i es van resuspendre les cel.lules en medi de
cultiu.

Les cél.lules van ser utilitzades a partir del cinque passatge.

4.4.8.2.2.- Obtencié de macrofags
El procediment va ser el mateix que ’explicat a I’apartat anterior per a determinar

el desplagament de '*I-Ox,,-LDL del receptor depurador dels macrofags.
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4.4.8.2.3.- Marcatge del medi de cultiu amb [’H]-colesterol liure

Solucions: »
- Acetona;
- [7(n)-*H]-colesterol (1uCi/ul) (Amersham, UK);
- Sérum fetal de vedella.

El marcatge es va fer segons el métode descrit per Stein (Stein Y et al, 1975):

1. Es van  barrejar en un tub de vidre 18 ul d’acetona i 7 ul de
[7(n)-*H]-colesterol (1uCi/pl).

2. Aquests 25 ul es van afegir a 15 ml de sérum fetal de vedella inactivat de
I’accié de 1a LCAT (56°C, 30 min).

3. Es va esterilitzar 1a barreja amb un filtre de 0.45 um i es va deixar incubar
posteriorment a 37°C durant 1 mt

4. La concentracié final de [*H]-colesterol lliure va ser de

5-8 uCi/mmol colesterol.

4.4.8.2.4.- Marcatge de les cél.lules amb colesterol lliure tritiat

Principi:
Carrega de les cel.lules amb colesterol 1liure radioactiu.

Solucions:
- Solucié PBS (tampo fosfat): 8 g de NaCl, 2.5 g de Na,HPO,.2H,0,
0.2 g de KH,PO, en 1 1 d’H,O desionitzada i ajustada a pH 7.4;
- Medi de cultiu RPMI 1640 marcat amb colesterol lliure tritiat, especificat
a I’apartat segiient. '
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El marcatge de les c¢l.lules es va fer segons el métode descrit per Stein (Stein Y et
al, 1975) i modificat a partir dels treballs recents de Rothblat (Rothblat GH er al,

1992), previ marcatge del medi de cultiu com s’indica a ’apartat anterior.

El procediment va ser igual tant per a marcar fibroblasts com per als macrofags.

1. Es va eliminar el medi de cultiu de les plaques de Petri i es van rentar
tres vegades amb solucié PBS.

2. Es van afegir 5 ml de medi de cultiu marcat amb [*H]-colesterol lliure
(5-8 uCi/mmol colesterol).

3.  Es van incubar durant 5 dies a 37°C amb 5% de CO,.

4.4.8.2.5.- Incubaci6 de les cel.lules amb HDL,

Principi:
Sortida de colesterol lliure tritiat provinent de les cel.lules, provocada per
la preséncia d’un acceptor extracel.lular de colesterol, com les HDL,.

Solucions:
- Solucié PBS (tamp¢ fosfat): 8 g de NaCl, 2.5 g de Na,HPO,.2H,0,
0.2 g de KH,PO, en 1 1 d’H,0 desionitzada i ajustada a pH 7.4;
- Soluci6é de Lowry descrita a I’apartat sobre la composicié quimica global;
- Medi de cultiu RPMI 1640 amb antibiotics i albimina en comptes de
seérum fetal de vedella.

El métode descrit a continuacié correspon a una adaptacié de la técnica de Stein

(Stein Y et al, 1975) tal com figura en treballs d’Esteva (Esteva O et al, 1986).

1. Es va separar el medi marcat i les cel.lules. Aquestes cel.lules es van rentar
tres vegades amb PBS.

2. Les HDL, van ser inactivades de ’acci6 de la LCAT i es van incubar a 56°C

durant 30 min i després es van dialitzar.
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3. Les HDL, es van filtrar amb un filtre Millex-GV 0.22 um i es va realitzar la
determinacié de les proteines en una mostra de 20ul.

4.  Es van afegir 50 ug proteina de HDL,; per ml de medi de cultiu.

5.  Encada flascé es va arribar a un volum total de 2 ml amb medi de cultiu que
contenia albimina en comptes de sérum fetal de vedella.

6. Els flascons es van incubar a 37°C durant 24 h amb 5% de CO,.

4.4.8.2.6.- Obtencié del medi i de les cél.lules

Principi:
Separaci6 del medi que contenia les cel.lules per tal de determinar el
colesterol radioactiu present en cadascun d’ells.

Solucions:

- Solucié Tris: 12.1 g en 100 ml de serum fisiologic;

- Solucié Tris/albimina bovina (0.02%): 2 g d’albimina bovina en 1 1 de
solucid Tris;

- Solucié de tripsina descrita a 1’apartat d’obtencid de fibroblasts dins
d’aquest mateix metode;

- Medi de cultiu RPMI 1640 amb antibiotics i serum fetal de vedella al
10%;

- NaOH 0.2N.

Es va seguir la segiient metodologia:

1. Es va aspirar el medi i es va guardar a 4°C, fins a I’extraccié de la
radioactivitat.
2. Per a obtenir les cél.lules, es van rentar les plaques de Petri dues vegades amb

solucié Tris.
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3. Seguidament es van rentar tres vegades amb Tris/albtimina bovina, deixant el
tercer rentat durant 10 min.
4.  Posteriorment, perd, encara es van rentar dues vegades més amb Tris.

Es van afegir 2 ml de tripsina en cada flasc i es van incubar a 37°C durant
10 min. Es va tenir precaucié amb I’activitat de la tripsina, doncs si hagués
estat menys activa hauria calgut més temps d’incubacié per tal d’eliminar les
cel.lules del flasco i poder-les recollir.

6. Es van recollir les c¢l.lules i es van rentar els flascons amb 2 ml de medi de
cultiu amb sérum fetal de vedella (10%). Es va posar tot aquest contingut en
el mateix tub.

7. Es van centrifugar a 800 x g a 4°C durant 4 min.

8. Es va rentar ’acimul de cél.lules amb 4 ml de solucié de Tris i es va
centrifugar a 800 x g a 4°C durant 4 min.

0. L’actmul cel.lular es va dissoldre amb 2 cm® de NaOH 0.2N, a temperatura
ambient durant tota una nit.

10. L’endema es va utilitzar aquesta dissolucié per a fer 1’extraccié del colesterol

radioactiu i per a determinar les proteines cel.lulars.

4.4.8.2.7.- Extraccio del colesterol Hiure

Principi:
Separaci6 dels lipids i les proteines.
Solucions:
- Solucié de Dole: Alcohol isopropilic/hepta/H,SO, 1IN (40/10/1; v/v/v);
- Hepta.

Es va realitzar I’extraccid de la radioactivitat del medi de cultiu i de les cél.lules.
1. Es va posar 1 ml de medi o de les cél.lules en tubs de vidre de 20 ml als quals
es va afegir 5 ml de solucié de Dole (Dole VP, 1955).
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2.  Es va barrejar el contingut durant 1 min amb vortex i es va deixar reposar
posteriorment durant 10 min a temperatura ambient.
Es van afegir 2 ml d’hepta i es va barrejar la mescla amb vortex 1 min més.

4.  Es van afegir 3 ml d’aigua destil.lada i es va tornar a barrejar un altre minut.
Es va aillar la fase superior (fase aquosa) i es va trasferir a un altre tub de
vidre.

6.  Es vabarrejar 1 ml de la fase aquosa amb 10 ml de liquid de centelleig en un

vial per aquest fi i es va mesurar la radioactivitat en un comptador 8.

Els resultats es van expressar com:

radioactivitat del medi (cpm) x 100

radioactivitat total (medi+cel.lules (cpm))

Els. blancs van ser cél.lules incubades sense lipoproteines i els seus valors es van
restar dels valors obtinguts en preséncia de HDL,;. L’estandard va formar-se amb
apolipoproteines de HDL i fosfolipids. El coeficient de variacié inter-assaig va ser

inferior al 3.5%.
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4.5.- Analisi estadistica

Els resultats es donen com a mitjana + ES (error estandard de la mitjana).

El métode estadistic que hem utilitzat en el nostre treball per tal de posar de manifest
les diferéncies significatives que recolzen les nostres hipotesis consisteix en un estudi
creuat (cross-over) 2 x 2. El disseny 2 x 2, que s’aplica a estudis clinics i altres tipus

d’experiments, es pot representar per:

Periode
1 2
1 A B
Seqiiéncia
(grup individus) 2 B A

a on A i B representen els dos tractaments que s’apliquen, en seqiiéncies distintes,
a cadascun dels dos grups. L’eleccié d’aquests grups es realitza adscribint, a 1’atzar,
a cadascun dels individus a una de les dues seqiiéncies, fins a la formacié de dos
grups d’igual nombre d’individus. Aixi, els subjectes corresponents a la primera
seqliencia reben el tractament A en el primer periode de temps i després el
tractament B en el segon periode de temps. Pel contrari, els individus adscrits a la
segona seqiiéncia reben els tractaments en ’ordre invers, és a dir, B en el primer
periode de tractament i A en el segon periode de tractament. En definitiva, cada
individu actua com el seu propi control: I'individu rep dos tractaments A i B,

successivament i en un ordre a 1’atzar.

L’analisi estadistica inclou tests ¢ per a la comparacié de canvis en resposta a la dieta
i a la seqiiencia concreta (Ratkowsky DA.er al, 1993). L’aplicaci6 concreta en el
nostre cas d’aquest metode estadistic consisteix en un estudi creuat 2 x 2 en que els
tractaments son dues dietes, una rica en acid oleic i I’altra rica en acid linoleic. A
més, les seqiiéncies amb les dues dietes esmentades inclouen un periode previ amb
una dieta d’estabilitzacid i un periode d’eliminaci6 dels efectes de la dieta precedent

(periode de rentat o de wash-out). Per als individus que van comengar amb la dieta
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rica en acid oleic (O) en el periode 1 i que van canviar a la dieta rica en acid linoleic
(L) en el periode 2, D, mesura el canvi en la resposta del periode 1 al periode 2.
Aquest valor inclou una mesura de la diferéencia de D'efecte dels dos olis
independentment de la seqii¢ncia, més la tendéncia del temps independentment de les
dietes. De manera semblant, D, , representa el canvi en la resposta dels individus en
el grup 2 que van seguir el mateix procediment perd en ordre invers. La hipOtesi
d’igualtat en ’eficacia de les dues dietes va ser avaluada a través d’un test ¢ en qué
es comparaven les dues mitjanes, Dy, i D;o. La suma de Dg; i D i el seu error
estandard eren utilitzats per avaluar I’existéncia d’un efecte de la seqiiencia. El
meétode, tanmateix, calcula la interaccié entre les dues dietes i seqiiéncies. En el cas
que aquesta interaccié entre la dieta i la seqiiencia fos significativa, donat que
I’efecte de la dieta estaria lligat a la seqiiencia en que s’hagués donat aquella, no
seria possible analitzar aquesta variable aplicant les técniques d’un estudi creuat
2 x 2. De totes maneres, hi ha algun autor (Everitt BS, 1989) que suggereix, en cas
d’interaccié significativa entre la dieta i la seqiiéncia, utilitzar els valors que

corresponen a la primera fase o periode de ’estudi.

Per altre costat, amb 1’ajut del paquet estadistic SPSS/PC+ (Norusis MJ, 1986), vam
calcular el grau de dependéncia entre dues variables mitjancant el coeficient de

correlacié de Spearman degut al petit nombre d’individus de la mostra.
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5.1.- Dietes

En els dos periodes d’intervenci6 els greixos aportaven un 38% del total caloric, tal
com es mostra en la Taula 23. En la dieta rica en acid oleic, els acids grassos
monoinsaturats eren un 9.3% més elevats que en la dieta rica en acid linoleic; per
altra banda, els acids grassos poliinsaturats eren un 8.2% més alts en la dieta rica
en acid linoleic que en la dieta rica en acid oleic. Els acids grassos saturats eren un

1.1% més alts en la dieta rica en acid oleic que en la rica en acid linoleic.
El consum de colesterol estava comprés entre 350 i 400 mg/dia.

Com era d’esperar, donat que la dieta era isocalorica, no s’observaren canvis

significatius en el pes dels individus.

5.2.- Lipids, lipoproteines i apolipoproteines del plasma

La Taula 24 mostra la mitjana (+ ES) dels valors plasmatics dels lipids,
lipoproteines i apolipoproteines basals 1 al final dels periodes d’intervencié dietética.
En elles s’observen que no hi havia diferéncies significatives entre els valors basals
i els finals dels lipids, lipoproteines i apolipoproteines. A més a més, quan es
valoren els resultats dels nivells de colesterol total, de colesterol LDL, de colesterol
HDL total, de colesterol de les subfraccions HDL, i HDL, i els triglicérids, no
s’observen diferéncies significatives després de les dues dietes. Les concentracions
de fosfolipids eren 6.0% (£ 0.8) (p <0.01) més elevades en la dieta rica en acid

oleic que en la dieta rica en acid linoleic.

Els nivells d’apolipoproteina B tampoc eren diferents entre les dues dietes, perd les
concentracions d’apolipoproteines A-I i A-Il eren un 4.0% (£ 0.5)14.6% (& 0.5)

(p <0.05, en els dos casos) més altes després de la dieta rica en acid oleic.
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5.3.- Composicié en lipids, proteines i apolipoproteines de les LDL i de les
HDL,

Les Taules 25 i 26 presenten els percentatges dels lipids i apolipoproteines de les
LDL i de les HDL,. Els resultats mostren que no s’observen diferéncies

significatives.

5.4.- Composicié en acids grassos dels fosfolipids de les HDL,

La Taula 27 mostra la composicié en acids grassos dels fosfolipids de les HDL,
després de les dues dietes. Les lipoproteines aillades després de la dieta rica en acid
oleic tenien un 5.2% més alt aquest acid gras que les HDL,; obtingudes després de
la dieta rica en acid linoleic (p <0.01). Per altra part, les HDL, aillades després de
la dieta rica en acid linoleic mostraven un 5.2% més d’aquest acid gras en relaci6
a les lipoproteines obtingudes després de la dieta rica en acid oleic (p <0.01). Aixi
mateix, les HDL, aillades després de la dieta rica en acid oleic mostraven elevacions
significatives de 1’acid linolénic, de I’acid dihomo-y-linolénic, de 1’acid
eicosapentanoic i una reduccid significativa de 1’acid estearic, perd cap d’elles

superava el 0.5%, si ho comparem amb la dieta rica en acid linoleic.

5.5.- Fluidesa de les LDL i HDL,

Els valors de I’anisotropia de fluorescéncia (r) de les LDL i de 1es HDL,, tant a
24°C com a 37°C, es mostren a les Taules 28 i 29, respectivament. Les mesures per

a les LDL i les HDL,; aillades després d’ambdues dietes sén iguals.
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5.6.- Concentracié de les substancies que reaccionen amb 1’acid tiobarbitiric de

les HDL, natives

La Taula 30 i la Figura 18 presenta els valors de les mitjanes (+ ES) de les TBARS
de les HDL, natives obtingudes després de les dues dietes amb uns valors per a la
dieta rica en acid oleic de 0.24 (£ 0.02) nmol MDA/mg proteina HDL, i per a la
dieta rica en acid linoleic de 0.42 (4 0.08) nmol MDA/mg proteina HDL,
(p <0.01).

5.7.- Susceptibilitat a ’oxidaci6 de les LDL i de les HDL,

La Taula 31 mostra les mitjanes (4 ES) de les concentracions de les TBARS de les
LDL incubades amb Cu?* durant 24 hores. S’aprecia que les LDL obtingudes
després de la dieta rica en acid oleic tenen els valors significativament menors que
les lipoproteines obtingudes amb la dieta rica en acid linoleic: 1.88 (+ 0.13) i

2.38 (= 0.15) nmol MDA/mg proteina LDL, respectivament (p <0.01).

En la Taula 32 i 1a Figura 18 s’observa, igualment que per a les LDL, que les HDL,
aillades després de la dieta rica en acid oleic, quan s’incuben amb Cu?*,
tenen una mitjana (+ ES) de les concentracions de TBARS més baixes que
les HDL, obtingudes amb la dieta rica en acid linoleic: 0.75 (£ 0.06) i
0.95 (£ 0.07) nmol MDA/mg proteina HDL,, respectivament (p <0.01).

5.8.- Nivells de a-tocoferol, 8-+ +-tocoferol i retinol en plasma, LDL i HDL,

La Taula 33 déna les concentracions de a-tocoferol i retinol per al plasma, LDL i
HDL,. Al mateix temps també ddna el percentatge d’isdmers B- i y- que coelueixen,
expressats com a percentatge del pic corresponent a I’a-tocoferol. Quan es compara

la dieta rica en acid oleic amb la dieta rica en acid linoleic no s’observa cap
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diferéncia. Cal subratllar, de totes maneres, que no s’ha pogut aplicar el test de
disseny creuat al retinol de les HDL,; perque ddéna una interaccié dieta-seqiiéncia
significativa. Per aix0 prendrem en consideracid, per a comparar, els valors que

corresponen al primer periode, tal com proposa Everitt (Everitt BS, 1989).

5.9.- Correlacions observades entre la composici6 en acids grassos dels
fosfolipids de les HDL, i les concentracions de peroxidacio lipidica de les

HDL,; natives

Quan es valoren les HDL, obtingudes després de les dues dietes, observem que les
concentracions de les TBARS de les HDL,; natives es correlacionen de forma inversa
tant amb el contingut en acid oleic com en el quocient acid oleic/acid linoleic dels
fosfolipids d’aquestes mateixes lipoproteines (r = -0.436, p <0.05; r = -0.471,
p <0.05, respectivament).

5.10.- Efectes de les LDL en P’activitat del receptor depurador dels macrofags.

Estudis de desplacament de '*I-Ox,,-LDL control

La Figura 19 mostra la mitjana (+ ES) del percentatge de desplagament de ,
les »I-Ox,~-LDL control del receptor depurador. La incubacié de les LDL de
cadascun dels individus després de les dues dietes mostrava un desplagament similar,
26% (x 4), de les »I-Ox,,-LDL del receptor depurador de macrdfags humans

control.
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5.11.- Efectes de les HDL, en Pefusi6 de colesterol dels fibroblasts i dels

macrofags

La Taula 34 i la Figura 20 mostra la mitjana (+ ES) de I’efusié de [°PH]-colesterol
Iliure dels fibroblasts, produit per la preséncia de HDL, en el medi de cultiu. Les
mitjanes (+ ES) de I’efusio provocada per les HDL,, obtingudes de cada participant

després de les dues dietes, eren similars i d’'un 26.5% (£ 3.1%).

La Taula 35 i la Figura 20 déna les mitjanes (£ ES) de I’efusi6 de [’H]-colesterol
Iliure dels macrofags provocat per les HDL, aillades després de les dues dietes. Com
observem, els resultats sén semblants, d’'un 29% (4 5%). Per tant, aquestes HDL,
provoquen una efusid de colesterol lliure similar tant en fibroblasts com en

macrofags.
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Taula 21.- Caracteristiques de la poblaci6 estudiada

Index massa corporal

(kg/m’)
Individus Edat Dieta Dieta  Seqiiénci UMMS
(anys) Segiiéncia
Linoleic Oleic P P P
Basal Final Basal Final
22 53.7 + 3.16 22.6 + 0.7 22.8 + 0.7 227 + 0.7 229 + 0.7 ns ns ns

Els resultats s’expressen com mitjana + ES.
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Taula 22.- Composicié dels olis

Acids
grassos Oli de gira-sol  Oli de gira-sol
Oli d’oliva ric en acid ric en acid
oleic linoleic
C16:0 10.0 2.0 7.0
C18:0 2.5 2.0 5.0
C18:1,n-9 78.9 86.0 19.0
C18:2,n-6 5.8 8.0 67.0
C18:3,n-3 0.6 0.2 0.2
C20:0 0.4 0.5 0.4
C22:0 0.1 1.0 0.9
C24:0 0.6 -- 0.2

Els resultats s’expressen com percentatge del pes.
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Taula 23.- Composicié de la dieta

ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES

Dieta Dieta  Segiiéncia Dieta
Vs
Seqiiéncia
Periode 1 Periode 2 p p p
Energia 2391.1 + 116.1 2442.3 + 108.5 ns ns ns
(kcal/dia)
Proteines 14.5 + 04 144 + 04 ns ns ns
(%)
Greixos (%) 37.0 +£ 1.1 389 + 1.2 ns ns ns
Dieta rica en
acid linoleic ns ns ns
AGPI 14.3 + 0.8 14.6 + 0.8 ns ns ns
AGMI 8.7 +0.2 9.1+03 ns ns ns
AGS 11.4 +£ 0.3 12.5 £ 0.8
Dieta rica en
acid oleic ns ns ns
AGPI 6.5 + 0.3" 6.1 + 0.3" ns ns ns
AGMI 17.6 + 0.8 18.9 + 0.71 ns ns ns
AGS 104 + 0.2 114 + 0.8
Hidrats de 48.5 + 1.1 46.6 + 1.1 ns ns ns
carboni (%)
Colesterol 361.6 + 21.7 386.5 + 16.1 ns ns ns
(mg)

Els resultats s’expressen com mitjana + ES. AGPI: acids grassos poliinsaturats; AGMI: dcids grassos

monoinsaturats; AGS: acids grassos saturats.

*: els acids grassos poliinsaturats de la dieta rica en acid oleic eren diferents dels obtinguts en la

dieta rica en acid linoleic (p < 0.05).
1.

dieta rica en acid linoleic (p < 0.05).

els acids grassos monoinsaturats de la dieta rica en acid oleic eren diferents dels obtinguts en la
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Taula 25.- Composicié en lipids i proteines de les LDL

Dieta Dieta  Seqiiéncia Dieta
(%) Seqi:gncia
Linoleic Oleic p p p
Colesterol total 41,30 + 3.66 40.72 + 2.93 ns 0.0001 ns
Colesterol lliure 13.73 + 0.86 12.86 + 1.50 ns ns ns
Colesterol esterificat 27.57 + 3.20 27.85 + 2.71 ns 0.0001 ns
Triglicérids 5.63 + 0.92 5.86 £ 0.92 ns 0.0001 ns
Fosfolipids 23.60 + 1.98 23.84 +£2.25 ns 0.0001 ns
Proteines 29.48 + 2.54 29.59 + 1.88 ns s ns
Apolipoproteina B 26.62 +2.03 2693 £+ 2.90 ns ns ns
Els resultats s’expressen com percentatge de la massa total de la lipoproteina (mitjana + ES).
Taula 26.- Composicié en lipids i proteines de les HDL,
Dieta Dieta  Seqiiéncia Dieta
(%) Seq\':;ncia

Linoleic Oleic p p p
Colesterol total 11.62 + 1.69 11.20 + 1.56  ns ns ns

Colesterol lliure 1.72 + 0.31 1.73 + 0.31 ns ns ns
Colesterol esterificat 9.92 + 1.41 9.47 + 1.31 ns ns ns
Triglicerids 2.28 +£0.67 233 +£0.54 ns ns ns
Fosfolipids 18.74 + 2.36 18.81 +2.02 ns ns ns
Proteines 67.36 + 3.88 67.65 £ 3.50 ns ns ns
Apolipoproteina A-I  42.71 + 2.10 42.21 £ 2.30 ns ns ns

Els resultats s’expressen com percentatge de la massa total de la lipoproteina (mitjana + ES).
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Taula 27.- Composicié en acids grassos dels fosfolipids de les HDL,

Dieta Dieta  Segqiiéncia Dieta

% Seqiéncia
Linoleic Oleic p p p
C14:0 0.37 + 0.09 0.39 + 0.14 ns ns ns
C16:0 25.51 + 0.99 25.13 £ 1.32 ns ns ns
C16:1,n-9 0.31 + 0.11 0.35 + 0.11 ns ns ns
C18:0 13.21 £ 0.71 12.64 + 0.94 0.01 ns ns
C18:1,n-9 8.25 + 1.20 13.48 + 2.22 0.01 ns ns
C18:2,n-6 29.35 + 3.97 24.11 + 2.38 0.01 ns ns
C18:3,n-3 0.14 + 0.06 0.23 + 0.12 ns ns ns
C20:0 0.37 + 0.05 0.37 + 0.04 ns ns ns
C20:3,n-6 2.46 + 1.03 2.77 + 0.82 ns ns ns
C20:4,n-6 9.26 + 2.03 9.38 + 1.77 ns ns ns
C20:5,n-3 0.60 + 0.19 0.82 + 0.26 ns ns ns
C22:0 1.04 + 0.20 0.98 + 0.16 ns ns ns
C22:5,n-3 0.90 + 0.18 0.90 + 0.15 ns ns ns
C22:6,n-3 4.54 + 1.24 4.62 + 1.23 ns ns ns
C24:0 1.15 + 0.13 1.12 + 0.12 ns ns ns
C24:1,n-9 1.11 + 0.17 1.23 + 0.18 0.05 ns ns

Els resultats s’expressen com percentatge del pes del total d’acids grassos metilats

(mitjana + ES).
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ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES

Taula 28.- Fluidesa de les LDL

Dieta Dieta  Seqiiéncia Dieta
Seqiiencia
Linoleic Oleic p p p
r24°C  0.2771 £ 0.0071  0.2745 £ 0.0078 ns 0.001 ns
r 37°C  0.2215 + 0.0079  0.2209 + 0.0072 ns 0.050 ns

Els valors de r sén obtinguts en preséncia de la sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatri¢ (DPH).

Taula 29.- Fluidesa de les HDL,

Dieta Dieta  Segiiéncia Dieta
Seqiitncia
Linoleic Oleic p p p
r 24°C 0.2465 + 0.0067 0.2400 + 0.0092 ns ns ns
r 37°C  0.1951 + 0.0064  0.1937 + 0.0100 ns ns ns

Els valors de r soén obtinguts en preséncia de la sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrié (DPH).
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Taula 30.- Peroxidacié lipidica de les HDL, natives

(nmol MDA/mg Dieta Dieta  Seqiiéncia Dieta
proteina HDL,) Vs
Seqiiéncia
Linoleic Oleic p P p
HDL,; natives 042 +0.08 024 +0.02 0.01 0.05 ns

Els resultats donen les substancies que reaccionen amb 1’acid tiobarbitiiric (TBARS) i s’expressen com
nmol MDA/mg proteina HDL; (mitjana + ES).

Taula 31.- Susceptibilitat a I’oxidacié de les LDL

(nmol MDA/mg Dieta Dieta  Seqiiéncia Dieta
proteina LDL) Vs
Seqiiéncia
Linoleic Oleic P p P
LDL 2.38 + 0.15 1.88 + 0.13  0.01 0.01 ns

Els resultats donen les substancies que reaccionen amb [’acid tiobarbitiric (TBARS) i s’expressen com
nmol MDA/mg proteina LDL (mitjana + ES). Les determinacions s’han realitzat després d’incubar les

LDL en una solucié de Cu®** 10 uM, a 37°C durant 24 hores.

Taula 32.- Susceptibilitat a I’oxidacié de les HDL,

(nmol MDA/mg Dieta Dieta  Seqiiéncia Dieta
proteina HDL;) Vs
Seqiiéncia
Linoleic Oleic p p p
HDL, 0.95 + 0.07 0.75 + 0.06 0.01 0.01 ns

Els resultats donen les substancies que reaccionen amb U’acid tiobarbitiric (TBARS) i s’expressen
com nmol MDA/mg proteina HDL; (mitjana + ES). Les determinacions s’han realitzat després
d’incubar les HDL, en una solucié de Cu** 10 uM, a 37°C durant 24 hores.
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Taula 33.- Concentracions d’a-tocoferol, B- i y-tocoferol i retinol en plasma,

LDL i HDL,
Dieta Dieta  Segiiencia Dieta
Seqi;)gncia
Linoleic Oleic p p p
Plasma
a-tocoferol 9.46 + 1.63 9.58 + 1.52 ns 0.05 ns
8-+ y-tocoferol 4.15 + 0.62 3.54 + 0.56 ns 0.05 ns
retinol 369.78 + 12.03 408.23 + 20.53 ns 0.05 ns
LDL
a-tocoferol 3.86 + 0.40 4.50 + 0.36 ns 0.05 ns
3-++-tocoferol 4.54 + 1.52 3.68 + 0.60 ns 0.05 ns
retinol 128.90 + 7.62 127.91 4+ 11.35 ns 0.05 ns
HDL,
a-tocoferol 1.75 + 0.59 1.79 + 0.71 ns 0.05 ns
B-+~y-tocoferol 423 + 1.67 3.64 + 1.23 ns 0.05 ns
retinol 154.10 + 5.09  185.87 + 4.52 ns 0.05 0.017

Els resultats s’expressen com mitjana + SE; les concentracions dels diversos isomers de tocoferol venen

donades en pg/ml i les de retinol en pg/l. ~ : Analisi de disseny creuat no aplicable.
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ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES

Taula 34.- Efectes de les HDL, en I’efusié de [*H]colesterol Iliure dels

fibroblasts
Dieta Dieta Seqiiéncia Dieta
s
Seqiiéncia
Linoleic Oleic p p p
HDL, 263 +0.7 26.6 +0.5 ns ns ns

Els resultats s’expressen com mitjana + ES.

Taula 35.- Efectes de les HDL, en I’efusié de [PH]colesterol lliure dels

macrofags
Dieta Dieta Seqiiéncia Dieta
vs
Seqiiéncia
Linoleic Oleic p P p
HDL, 303 0.6 295 +04 ns ns ns

Els resultats s’expressen com mitjana + ES.
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Figura 18.- El grafic mostra els resultats de la peroxidacié lipidica de les
HDL3 natives aillades després de les dues dietes. La susceptibilitat a
loxidacié de les HDL, s’ha realitzat amb una incubacié amb Cu** 10 uM,
a 37°C durant 24 h.
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Figura 19.- La degradacié de la ""I-Ox,LDL control es considera el 100% de l'activitat del receptor
depurador dels macrofags. Quan s’incuba aquesta LDL oxidada conjuntament amb les LDL obtingudes
després de la dieta rica en acid oleic o en acid linoleic es donen variacions de la degradacio de la '*I-
Ox,,-LDL control. Aquestes variacions es valoren com el desplacament de les LDL oxidades del receptor
depurador degut al reconeixement per part d’aquest receptor de les LDL aillades després de les dues
dietes.
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Figura 20.- El grafic mostra els efectes de les HDL; sobre l'efusié de colesterol en preséncia de
fibroblasts | macrofags. Els resultats s’expressen com el percentaige de la radioactivitat del medi
comparada amb la radioactivitat total (medi + intracel.lular).
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» Discussio 175

L’estudi dels efectes de dos olis vegetals que sblament difereixen en el tipus d’acid
gras majoritari, 1’acid oleic i I’acid linoleic respectivament, ens ha permés valorar
el paper d’aquests acids grassos en diferents aspectes del metabolisme lipidic. En
particular, l’interés basic era confirmar la nostra hipoOtesi de treball, és a dir,
comprovar que els dos olis induien diferents graus de peroxidacié lipidica de les
LDL i de les HDL,, relacionats tant amb canvis de les caracteristiques fisico-
quimiques com amb el contingut d’antioxidants d’aquestes lipoproteines. Alhora es
tractava d’estudiar 1’efecte d’aquests canvis sobre el comportament metabolic de les

LDL i de les HDL,.

Aixi, analitzarem els efectes d’aquests dos olis sobre:
- Els lipids, les lipoproteines i les apolipoproteines del plasma.
- L’estructura i el comportament metabolic de les LDL i de les HDL, i 1a relacid
entre ambdds aspectes.
- La peroxidaci6 lipidica de les HDL, i la resisténcia a 1’oxidacié de les LDL i
de les HDL,. La influéncia dels antioxidants naturals.

- Les implicacions per a la prevenci6 dietética de 1’arteriosclerosi.

6.1.- Els lipids, les lipoproteines i les apolipoproteines del plasma

Entre els resultats dels lipids, lipoproteines i apolipoproteines del plasma es pot
destacar que la dieta rica en acid oleic provoca un augment discret pero significatiu
de les concentracions de les apolipoproteines A-1 (+4.0%, p <0.05)i A-I1 (+4.2%,
p <0.05) del plasma, en relaci6 a la dieta rica en acid linoleic, la qual cosa significa
un increment d’un factor considerat protector enfront de 1’arteriosclerosi. Encara que
séon menys utilitzades les apolipoproteines com a marcadors de risc de
I’arteriosclerosi, 1’apolipoproteina A és considerada un factor protector enfront de
1’arteriosclerosi. Estudis epidemiologics recents han contribuit a mostrar que les
concentracions d’apolipoproteina A-I i A-II estan inversament relacionades amb el

risc de patir infart de miocardi (Stampfer MJ et al, 1991; Buring JE ez al, 1992). De
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totes maneres, altres treballs han posat en dubte 1’efecte protector enfront de
I’arteriosclerosi de 1’apolipoproteina A-II. Aixi, en ratolins transgenics que expressen
de manera molt important 1’apolipoproteina A-II, sense modificar les concentracions
d’apolipoproteina A-I, s’incrementen les lesions ateromatoses. Aquests animals
sotmesos a una dieta normal desenvolupen lesions aterogeniques amb més facilitat
que els animals normals. Per tant, aquests treballs suggereixen que
I’apolipoproteina A-II és una antagonista de 1’efecte anti-aterogénic de
I’apolipoproteina A-I. En conseqiiéncia, sén necessaris altres estudis per a esbrinar
els mecanismes pels quals aquestes apolipoproteines estarien implicades en
I’arteriosclerosi (Schultz JR et al, 1993; Warden CH et al, 1993).

De totes maneres, en el moment actual, el fet que el consum de 1’oli ric en acid oleic
s’associi a un augment de ’apolipoproteina A, significa un avantatge des del punt
de vista anti-aterogeénic (Avogaro P et al, 1979; De Backer G et al, 1982). En
referéncia a aquest resultat és la primera vegada, al nostre coneixement, que
s’observa 1’augment de les subclasses de 1’apolipoproteina A (Mensink RP et al,
1989; Dreon OM et al, 1990; Wardlaw GM et al, 1991).

Els nostres resultats no van mostrar diferéncies significatives en les concentracions
de I’apolipoproteina B; per tant, les diferéncies semblen restringides a les subclasses

de I’apolipoproteina A, A-I1i A-II.

En relacié a les concentracions dels lipids i de les lipoproteines del plasma, els
nostres resultats han mostrat, una vegada comparats els efectes de les dues dietes,
que no hi havia diferéncies en les concentracions de colesterol total ni en el
colesterol de les fraccions LDL, HDL, i HDL, i, per tant, tampoc en el colesterol
de les HDL total. Sorprén que els canvis de les concentracions de colesterol de les
subfraccions HDL,, i HDL, no vagi paral.lel al canvi de les concentracions de les
apolipoproteines A-I i A-II ja que son les seves proteines majoritaries. Un cop més
és necessari estudiar cadascuna de les variables per tal de conéixer els efectes

concrets dels olis de la dieta o, de forma general, de qualsevol tractament.
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Aixi mateix no es van observar canvis en els nivells de triglicérids entre la dieta rica

en acid oleic 1 la dieta rica en acid linoleic.

En I’analisi d’altres estudis comprovem que s’utilitza indistintament, per un costat,
el terme acid oleic i acids grassos rrionoinsaturats, encara que no sempre 1’acid oleic
és I’tinic acid gras a tenir en compte des del punt de vista quantitatiu en 1’oli. Per
un altre costat, s’utilitza de forma equivalent 1’acid linoleic i els acids grassos
poliinsaturats, sense que aix0 impliqui que I’acid linoleic sigui 1’inic acid gras
important. Nosaltres, per0d, utilitzarem com a sinonims els termes acid oleic i acids
grassos monoinsaturats, per una part, i acid linoleic i acids grassos poliinsaturats, per

I’altra, ja que seran els acids grassos majoritaris en les dues dietes.

Per tal d’establir comparacions, hem escollit entre els estudis que analitzaven els
efectes de I’acid oleic i de 1’acid linoleic, els que tenien un disseny creuat com el

nostre.

Inicialment comentarem el treball de Mensink perque la dieta d’aquest estudi tenia
una composicié semblant a la nostra (Mensink RP ez al, 1989). En el treball de
Mensink els lipids aportaven un 37% i en el nostre, un 38% del total caloric. En la
dieta rica en acid oleic, aportada per ’oli d’oliva, es donaven unes proporcions dels
diferents tipus d’acids grassos semblants a les nostres: saturats, 12.9%;
monoinsaturats: 15.1% i poliinsaturats: 7.9%. Aixi mateix, la seva dieta rica en acid
linoleic també tenia unes proporcions coincidents amb les del nostre estudi: saturats:
12.6%; monoinsaturats: 10.8% i poliinsaturats: 12.7%. Aixi, I’estudi de Mensink
(Mensink RP et al, 1989) va mostrar una reduccid significativa del colesterol total,
del colesterol LDL i de I’apolipoproteina B en les dues dietes en relacidé a les
concentracions basals, encara que la disminuci6 era més important en la dieta rica
en acid oleic. En els nostres resultats no vam aconseguir reduccions semblants. Per
altre costat, no es van modificar les concentracions de colesterol de les HDL.
Aquestes dades podrien explicar-se, parcialment, pel fet que la dieta anomenada

d’estabilitzaci6 del treball de Mensink era molt rica en acids grassos saturats (19%),
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la qual cosa va implicar, com ja és conegut, un augment important del colesterol
total, del colesterol de les LDL i del colesterol de les HDL del plasma. Per tant, la
substitucié dels acids grassos saturats de la dieta per acids grassos monoinsaturats
o poliinsaturats provoca, en ambdds casos, reduccions del colesterol total i de les
LDL, éssent més variable la resposta de les concentracions de colesterol de les HDL.
Pel contrari, en el nostre estudi, la dieta d’estabilitzaci6 era la seva dieta habitual i
idéntica a la dieta rica en acid linoleic i, per tant, no produia un increment dels
nivells de colesterol. Una altra dada important, com ja déiem, és que Mensink va
utilitzar oli d’oliva com a font d’acid oleic i no sabem, amb exactitud, quin és el

paper que pot jugar aquest aspecte.

Resultats en el mateix sentit que els nostres van ser observats per Bonanome
(Bonanome A et al, 1992) que comparava els efectes d’'una dieta rica en acids
grassos monoinsaturats amb una dieta rica en acids grassos poliinsaturats. En I’estudi
de Bonanome les dues dietes, tant la rica en acids grassos monoinsaturats com la
d’acids grassos poliinsaturats, van provocar una reduccié dels nivells de colesterol
total, colesterol LDL i triglicérids, en relacio a la dieta basal, encara que les
reduccions no eren diferents entre elles. Per altre costat, no es va modificar el nivell
de colesterol de les HDL en relacié a la dieta basal. Cal destacar que la dieta
d’estabilitzacid, que coincidia amb la dieta habitual dels individus, era rica en acids

grassos monoinsaturats.

Nosaltres no varem observar diferéncies en les concentracions del colesterol total i
de les LDL del plasma en relaci6 a la dieta basal i d’estabilitzaci6. A més, cal tenir
en compte que Bonanome (Bonanome A ef al, 1992) va utilitzar una dieta amb un
contingut en lipids més elevat (45% del total caloric) que el del nostre estudi (38 %
del total caloric). A més, en ’estudi de Bonanome, en el periode de dieta rica en
acids grassos monoinsaturats, aquests aportaven un 30% del total energetic i en el
periode de dieta rica en acids grassos poliinsaturats aquests aportaven, també, un
30% del total caloric. En ambdés casos, aquestes aportacions eren molt més elevades

que en el nostre estudi. En concret, en el present estudi, en el periode ric en acid
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oleic, els acids grassos monoinsaturats representaven el 19% del total caloric i en el
periode ric en acid linoleic, els acids grassos poliinsaturats aportaven un 15% del
total caloric, just el 50% menys que en I’estudi de Bonanome. Aixi, sembla que quan
la dieta d’estabilitzacié és rica en acids grassos monoinsaturats, sOn necessaries
aportacions molt elevades d’ambdds acids grassos, per a induir reduccions de les
concentracions plasmatiques del colesterol total, del colesterol LDL i del triglicérids,

sense provocar canvis en les concentracions de . colesterol de les HDL.

Entre tots els treballs que relacionen la dieta i els lipids del plasma, cal esmentar de
manera especial els estudis que van contribuir a revaloritzar el consum d’acids
grassos monoinsaturats i, en particular, la influéncia d’aquests acids grassos sobre
les concentracions de colesterol de les HDL (Mattson FH et al, 1985; Ascaso JF et
al, 1987; Jacotot B et al, 1988). Cal recordar que, amb anterioritat, aquest tipus
d’acid gras es considerava neutre ja que no reduia les concentracions de colesterol
del plasma (Keys A, 1970). Per tant, no s’aconsellava el consum d’acids grassos
monoinsaturats en les dietes per a la prevencio i el tractament de les malalties cardio-

vasculars.

En resum, els resultats dels treballs abans esmentats mostraven que el consum d’una
dieta rica en acid oleic no modificava o provocava un augment de les concentracions
de colesterol de les HDL en homes (Mattson FH ef al, 1985; Jacotot B et al, 1988)
o en dones (Ascaso JF et al, 1987), quan es comparava amb una dieta rica en acid
linoleic. De tots aquests, el treball de Mattson (Mattson FH et al, 1985) tenia un
disseny creaut com el nostre i la composicié de la dieta rica en acid oleic era
semblant a la dieta habitual de Creta, descrita en ’estudi dels Set Paisos. En la
composicié de la dieta rica en acid linoleic es va donar la mateixa proporci6 de
poliinsaturatsv (29.5% del total caloric) que s’havia donat de monoinsaturats (29.4%
del total caldric) en I’anterior. Per un altre costat, la proporcié de monoinsaturats
(6.0% del total caloric) de la dieta rica en acid linoleic era, aproximadament, la
mateixa que la d’acids grassos poliinsaturats (7.2 % del total caloric) de la dieta rica

en acid oleic. Els resultats indicaven que la dieta rica en acids grassos
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monoinsaturats, quan es comparava amb la dieta rica en acids grassos poliinsaturats,
reduia de manera igual el colesterol total i colesterol LDL i, a més a més, la dieta
rica en acids grassos monoinsaturats presentava un avantatge addicional al produir
un increment del colesterol de les HDL. De totes formes, cal remarcar que en el
disseny d’aquest estudi les dietes eren liquides i, per tant, s’individualitzen més
facilment els efectes dels diferents components. Aixi el treball de Mattson (Mattson
FH et al, 1985) ha estat fonamental en subratllar els efectes beneficiosos dels acids

grassos monoinsaturats, en particular, de 1’acid oleic.

Posteriorment, aquests resultats han estat confirmats pels treballs d’altres autors

(Mensink RP ef al, 1989; Masana L et al, 1991a; Bonanome A et al, 1992).

De totes maneres, és complicat explicar el fet que diversos estudis donin resultats
dispars sobre els efectes dels acids grassos monoinsaturats i poliinsaturats, pel que
creiem que cal tenir en compte un conjunt de parametres a 1’hora d’analitzar els
estudis. En qualsevol cas, és necessari comparar grups equivalents d’individus, és
a dir, normolipidémics o dislipémics amb la mateixa alteracié en relacid als lipids.
A més, en cas de tenir associats factors de risc cardio-vascular, aquests han de ser
els mateixos per a tots els grups i han d’estar ben especificats. Un factor que cal
considerar és el tipus de disseny de 1’estudi (Mensink RP et al, 1992). Aixi, és
important que el disseny intenti eliminar I’efecte del periode de temps sobre les
variables. Per tant, en aquest moment s’aconsellen els estudis amb un disseny en
paral.lel o creuat. En el primer cas, es tracta de grups de subjectes que segueixen,
cadascun d’ells, una de les diverses dietes en el mateix periode de temps. En I’estudi
creuat, com ja hem esmentat, cada grup segueix totes les dietes en una seqiieéncia

diferent dels altres grups (Mensink RP et al, 1992).

Un altre aspecte que cal tenir en compte és la durada dels estudis. Aquesta ha de ser
suficientment llarga per tal que I’aliment consumit arribi a I’equilibri del seu efecte.

Aquesta durada és considera de 15 dies com a minim (Brussaard JH et al, 1982).
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Un parametre que pot ser rellevant per a la comparacié dels resultats és 1’aportacié
energética total i a més cal especificar 1’aportacié de cadascun dels tipus d’acids
grassos, és a dir, dels monoinsaturats, dels poliinsaturats i dels saturats. Dins
d’aportacions energétiques semblants, hauriem de tenir en compte quina fracci6 de
I’acid gras considerat és aportat per ’oli o per altres aliments. Aix0 ens obliga a un
estricte control dels aliments per tal qué 1’Gnica variable sigui el tipus d’acid gras.
Especialment, hem de con€ixer el consum de colesterol i controlar que la quantitat
d’aquest sigui la mateixa en totes les dietes. Un altre aspecte fonamental és, a més
a més, la font d’on prové 1’oli ja que una mateixa quantitat de 1’acid gras majoritari,
acid oleic o linoleic, pot aconseguir-se a partir de fruits o llavors. Aquest origen
diferent pot implicar una variacié en els components que integren I’oli (ex.,
vitamines, oligoelements, etc). A més a més, en el cas de 1’oli, s’han de considerar
les manipulacions a que es sotmet el producte per tal d’elaborar-lo, perqué poden
afectar els components. Aixi, per exemple, el refinatge d’un oli en qué s’utilitzen
altes temperatures provoca una reduccid del seu contingut en vitamines termolabils
com la vitamina E. Per altra part, el tractament a pressions elevades, perd en fred,
per tal d’obtenir 1’'oli d’oliva verge fa que es conservin la major part dels
components. La conjuncié de tots els parametres esmentats, entre altres, podria

intervenir en els efectes globals dels olis sobre els lipids.

En conclusid, dels resultats de diversos treballs on es comparen els efectes dels acids
grassos monoinsaturats enfront dels acids grassos poliinsaturats, s’ha deduit que la
substitucié dels acids grassos saturats per acids grassos monoinsaturats o
poliinsaturats tenen efectes similars sobre les concentracions del colesterol total,
colesterol LDL, si bé els monoinsaturats poden incrementar o no modificar el
colesterol de les HDL (Mattson FH et al,-1985; Ascasp JE et al, 1987; Baggio G et
al, 1988; Jacotot B et al, 1988; Mensink RP et al, 1989; Berry EM et al, 1991).

Els nostres resultats indiquen, també, que la dieta rica en acid oleic té efectes
similars a la dieta rica en acid linoleic en relacié als lipids i a les lipoproteines. Pero,

la dieta rica en acid oleic tindria un efecte addicional beneficiés enfront de
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I’arteriosclerosi pel fet d’incrementar les concentracions de les apolipoproteines A

del plasma.

6.2.- L’estructura i el comportament metabolic de les LDL i de les HDL; i la

relacié entre ambdds aspectes

Quan analitzem els efectes de I’dcid oleic i linoleic de la dieta en la funci
metabdlica de les lipoproteines, veiem que les LDL natives, aillades després de les
dues dietes i enfrontades amb macrofags humans control, sén reconegudes pel
receptor depurador de forma similar. En concret, aquestes dietes produeixen unes
LDL que desplacen, de forma moderada i similar, les LDL oxidades control del
receptor depurador dels macrofags. El fet que les LDL tinguin una activitat semblant
en relaci6 al receptor depurador ens suggereix que la capacitat d’aquestes
lipoproteines per induir la trasformacié dels macrofags en cel.lules escumoses no
seria diferent entre elles. Aquest desplagcament és feble i estaria dins dels marges que
han estat descrits per a les LDL natives (Keidar S ef al, 1992; Maor I et al, 1994).
Diferents estudis utilitzant macrofags han mostrat que les LDL natives desplacen a

les LDL oxidades fins a un 30% (Keidar S et al, 1992; Maor I et al, 1994).

Aixi s’ha trobat també que les HDL natives desplacen un 19% a les '*I-Ox,,-HDL
control del receptor depurador dels macrofags (La Ville AE er al, 1994).

A fi d’explicar aquesta competici6 establerta entre lipoproteines natives i oxidades,
s’ha suggerit diferents mecanismes. En concret, sembla que les LDL oxidades
conserven una part d’epitops de la seva forma nativa que serien reconeguts pel
receptor depurador dels macrofags. Per tant, les lipoproteines natives i les oxidades
son reconegudes pel receptor depurador dels macrofags si bé és necessari tots els
epitops presents en les lipoproteines oxidades per tal de tenir un 100% de
reconeixement del receptor depurador dels macrofags (Keidar S et al, 1992; Maor

1 et al, 1994).
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D’altra part, en el moment actual hi han diversos receptors depuradofs que sén
candidats per a actuar en el reconeixement de les lipoproteines oxidades (De Rijke

YB et al, 1994).

De totes maneres, els resultats dels efectes de les LDL natives, obtingudes després
d’aquests dos tipus de dietes, sobre el receptor depurador dels macrofags es
simplifiquen dient que tenen un comportament similar. Aquestes observacions son,
al nostre coneixement, les primeres en relacié a les LDL, aillades després de les
dietes i, per tant, no hi ha dades en la bibliografia que ens permetin comparar-les

amb les d’altres estudis.

Recentment, un treball d’ Aviram (Aviram M et al, 1993) ha posat en evidéncia que
la suplementacid de la dieta amb acid oleic, utilitzant oli d’oliva, indueix la formacié
de LDL que sén menys captades pels macrofags, en comparacié amb les LDL
obtingudes a I’inici de la dieta. De totes maneres, aquest estudi no compara aquests
efectes amb els d’altres olis. Per tant, aquest resultat ens suggereix que la
suplementacié de la dieta amb acids grassos monoinsaturats redueix la formacio de
cél.lules escumoses, encara que no podem deduir un efecte més positiu de 1’oli

d’oliva en comparaci6é amb altres olis.

Per altra banda, altres treballs mostren que les LDL obtingudes després de dietes
riques en acid oleic o en acid linoleic s6n reconegudes de manera similar pel
receptor de les LDL. A més a més, [’activitat del receptor de les LDL de les
cél.lules dels individus sotmesos a aquests dos tipus de dieta també €s semblant.
Aix0 ens porta a pensar que tant les LDL com el receptor d’aquestes LDL, per tant,
la interaccié LDL-receptor, mostren uns canvis similars sota els efectes de les dues

dietes (Berry EM et al, 1991).

A més a més, els nostres resultats permeten completar els coneixements sobre el
comportament de les LDL natives, obtingudes després d’una dieta rica en acid oleic

o d’una dieta rica en acid linoleic, doncs si bé era coneguda la seva capacitat per a
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ser reconegudes pel receptor de les LDL, es desconeixia el reconeixement pel
receptor depurador dels macrofags humans. Per tant, les dades del present treball
afegeixen un nou aspecte: el reconeixement similar i feble, per part del receptor

depurador del macrofags humans control, de les LDL obtingudes en les dues dietes.

El fet de no observar diferéncies en el comportament de les LDL aillades després de
les dues dietes podia ser facilment previsible pel fet de no haver detectat diferéncies

en la composicié global en lipids i en el contingut en I’apolipoproteina B.

D’altra banda, 1a fluidesa de les LDL no va ser diferent després de les dues dietes.
Aquest fet calia comprovar-lo malgrat que les dietes no van induir canvis en els

moduladors quimics de la fluidesa.

En referéncia a les HDL,, vam estudiar la capacitat de les lipoproteines, produides
en les dues dietes, per a facilitar la sortida de colesterol de les cel.lules
extrahepatiques, com un pas dins del procés de retorn del colesterol dels teixits
periférics envers el fetge. Com a exemple d’aquestes cél.lules perifériques, vam

escollir els fibroblasts i els macrofags obtinguts de donants sans.

En el primer cas, les HDL, obtingudes després de les dues dietes provocaven una
sortida similar de colesterol dels fibroblasts humans. Malgrat que els resultats de
diversos estudis siguin dificils de comparar quan es tracta de dissenys diferents,
nosaltres, en un treball previ a ’actual (Sola R et al, 1993), haviem observat que les
HDL, aillades després d’una dieta rica en acid linoleic, aportat per I’oli de gira-sol,
produeix una efusid similar de colesterol lliure a partir de fibroblasts. No obstant,
les HDL, obtingudes després d’una dieta rica en acid oleic, proveit en aquell treball
per I'oli d’oliva, és superior. Ara bé, malgrat les limitacions de la comparacié feta
anteriorment, les HDL, obtingudes en el present estudi semblen posseir un
comportament metabolic proper al de les HDL, aillades després de la dieta rica en

acid linoleic de I’anterior treball.
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En el segon cas, quan realitzem els estudis posant les HDL, en preséncia de
macrofags, a fi d’apropar-nos a una cél.lula més directament implicada en la
formaci6 de la placa d’ateroma, observem també un comportament metabolic similar
entre les HDL, obtingudes després de les dues dietes. En ambdds casos s’obté una

sortida semblant de colesterol intracel.lular dels macrofags (29%).

Sembla, doncs, que en els dos tipus de cel.lules escollides per a valorar el
comportament metabolic de les HDL,, fibroblasts i macrofags, s’observa la mateixa
eficicia metabolica de les lipoproteines provinents de les dues dietes. Aquest
comportament metabolic similar provocat per les dues dietes, tal com hem confirmat
per a les LDL, suggereix semblances en la composicié quimica global i en la
fluidesa. Aquestes similituds s’han confirmat en les HDL, obtingudes després

d’ambdues dietes.

Si comparem la composicié quimica global i la fluidesa de les HDL; després de les
dues dietes del nostre estudi, amb les induides per una dieta rica en acid linoleic i
una altra rica en acid oleic d’un treball anterior (Solg‘l R et al, 1993), observem que
les HDL, obtingudes després de les dues dietes del nostre treball sén molt més
semblants a les HDL,; obtingudes després de la dieta rica en acid linoleic i no a les
de la dieta rica en acid oleic. Puntualitzem que en el treball previ (Sola R er al,
1993) I’acid linoleic era aportat per 1’oli de gira-sol i 1’acid oleic ho era per 'oli

d’oliva.

A més coneixem la composicid en acids grassos dels fosfolipids de les HDL,, la qual
cosa ens permet valorar addicionalment I’adhesié dels participants a la dieta.
L’esmentada composicid en acids grassos ens confirma que després de seguir una
dieta rica en acid oleic, els fosfolipids s’enriqueixen amb aquest acid gras; de forma
semblant, després d’una dieta rica en acid linoleic, els fosfolipids incrementen el
percentatge d’aquest acid gras. Aixi aquestes diferéncies en la composicio en els
acids grassos son les uniques modificacions de la composicié induides pel consum

d’aquests dos olis.
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Malgrat els canvis en els acids grassos dels fosfolipids, els nostres resultats recolzen
I’ordre d’importancia dels moduladors quimics sobre la fluidesa de les lipoproteines.
Aixi, sembla que els factors més importants per a determinar la fluidesa serien els
continguts en lipids (colesterol, triglicérids, fosfolipids) i en proteines. En grau
menor, cal tenir en compte el tipus d’acid gras dels fosfolipids, la posici6 del primer
doble enllag, el nombre de dobles enllagos i la longitud de la cadena hidrocarbonada,
com a parametres que influirien en la fluidesa de les lipoproteines. Aquest ordre
estaria d’acord amb el donat per Shinitzky que va obtenir-lo en liposomes i, per tant,
sense tenir en compte els efectes de la dieta (Shinitzky M et al, 1976). En
conseqiiéncia, si solament hi ha canvis en els acids grassos dels fosfolipids, aquests
no sén suficients per a provocar modificacions de la fluidesa de les lipoproteines. Per
tant, si amb la dieta no podem induir canvis significatius en la composicié quimica
global de les lipoproteines sembla dificil que es puguin donar canvis en la seva

fluidesa.

Com a resum d’aquest apartat, observem que els efectes sobre les lipoproteines de
dues dietes, una rica en acid oleic i I’altra rica en acid linoleic, en que els acids
grassos son aportats per uns olis procedents d’una mateixa llavor, en la seva forma
habitual o modificada genéticament, son similars. Aix{i mateix, els canvis induits en
la composicié quimica global i la fluidesa, tant de les LDL com de les HDL; son

semblants, la qual cosa implica comportaments metabolics in vitro analegs.

6.3.- Peroxidacié lipidica de les HDL, i resisténcia a ’oxidacié de les LDL i de

les HDL,. Influéncia dels antioxidants naturals.

Una de les parts de la nostra hipotesi de treball es basava en que els dos acids
grassos, oleic i linoleic, diferien en la seva facilitat per a oxidar-se (Paﬁhasarathy
S et al, 1990b; Bonanome A et al, 1992). El plantejament era, en concret, que la
dieta rica en acid oleic podia tenir un avantatge addicional sobre la dieta rica en acid

linoleic, pel fet de protegir a les LDL de la modificacié oxidativa
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(Esterbauer H er al, 1987). Per aix0, un dels nostres objectius fonamentals va ser la
valoraci6 d’aquest parametre, no sols en les LDL sind també en les HDL,,
obtingudes pel consum d’aquests acids grassos. Aixi mateix, aquesta facilitat per
oxidar-se ve condicionada per una série d’antioxidants presents en les lipoproteines

que també intervindrien en el procés.

Els nostres resultats confirmen una major susceptibilitat a 1’oxidacié de les LDL
provinents d’una dieta rica en acid linoleic, en comparacié amb les LDL d’una dieta
rica en acid oleic. Aquests resultats recolzen els obtinguts per diversos autors en
referéncia a aquesta major susceptibilitat a 1’oxidacié de les LDL (Parthasarathy S
et al, 1990b; Berry EM et al, 1991; Reaven P et al, 1991). En concret, aquestes
observacions apareixen en estudis fets tant en conills (Parthasarathy S e al, 1990b)
com en humans (Berry EM et al, 1991; Reaven P et al, 1991). A més a més,
aquests resultats s’havien obtingut utilitzant diferents sistemes de valoracié de la
susceptibilitat, com ara la incubacié amb una solucié de Cu?* per a determinar la
formaci6 de les TBARS, la durada del periode de retard en la formacié de diens
conjugats, la facilitat per oxidar-se les LDL en preséncia de cél.lules endotelials
(Parthasarathy S ef al, 1990b; Berry EM et al, 1991; Reaven P et al, 1991,
Bonanome A et al, 1992).

La coincidéncia dels nostres resultats, en referéncia a la susceptibilitat a 1’oxidacio
de les LDL, amb els d’altres autors ens va encoratjar a completar els efectes de les
dietes que diferien en el tipus d’acid gras majoritari en les HDL,, observacié que no

havia estat estudiada amb anterioritat.

Els nostres resultats mostren que les HDL, obtingudes després de la dieta rica en
acid linoleic produeixen quantitats més elevades de TBARS, tant en la seva forma
nativa com després de ser sotmeses a un estrés oxidatiu, si les comparem amb les

HDL, aillades després d’una dieta rica en acid oleic.
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Aixi sembla que 1’acid oleic és més resistent a 1’oxidacié que 1’acid linoleic. Aquesta
oxidacid6 té lloc, principalment, a través de la cadena de peroxidaci6 lipidica iniciada
per ’extraccié d’hidrogen de 1’acid gras corresponent. Com ja déiem, és favorable,
des del punt de vista termodinamic i energetic, 1’extraccié d’un atom d’hidrogen
d’una estructura que pugui estabilitzar-se posteriorment. Aixi amb un sol doble enllag
no es pot aconseguir aquesta estabilitzacié i, per tant, és menys oxidable. Com
recordem de la Introduccid, els acids grassos amb igual longitud de cadena (18 C)
sén més susceptibles a I’oxidacié quan augmenta el nombre de dobles enllagos. De
manera aproximada, I’augment de 1 a 2 dobles enllagos incrementa 10 vegades la
susceptibilitat a I’oxidacioé de ’acid gras; d’igual forma, 1’augment de 1 a 3 enllacos
provoca un augment de la seva susceptibilitat a 1’oxidacié de 30 vegades (Labuza
TP, 1971). Per tant, la presencia de 1’acid linoleic (C18:2,n-6), i encara més la
presencia de 1’acid linolenic (C18:3,n-3), afavoreix 1’oxidaci6 de la lipoproteina que

els conté, quan es compara amb 1’acid oleic (C18:1,n-9).

Més recentment, s’ha determinat 1’oxidabilitat de solucions homogenies de diferents
acids grassos; aixi, es va trobar per 1’acid linoleic un valor de 1.22, per I’acid
linolénic de 2.44 i per 1’acid araquidonic (C20:4,n-6) de 3.45 M"*min2, D’aquesta
manera, l'increment de 2 a 4 dobles enllagos indueix una oxidabilitat triple
(Cosgrove JP et al, 1987). De totes maneres, s’ha de seguir treballant per tal de

coneixer els efectes d’aquests acids grassos en les lipoproteines.
g

A més a més, els nostres resultats han mostrat que el quocient acid oleic/acid linoleic
dels fosfolipids de les HDL; esta correlacionat de forma inversa amb els nivells de
peroxidaci6 d’aquestes lipoproteines. Aquesta correlacid ja havia estat observada en
les LDL (Bonanome A et al, 1992). La repeticio d’aquest resultat confirma el fet que
un augment en el contingut d’acid oleic d’una lipoproteina representa un factor
protector per a I’oxidaci6 i, al contrari, un augment del seu contingut en acid linoleic
suposa un factor que afavoreix la seva oxidacié. De totes maneres, la situacié més
favorable, és a dir, la lipoproteina més resistent a 1’oxidacid, té un equilibri entre els

dos acids grassos.
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Aixi mateix, ens vam preguntar si la resisténcia a la modificacié oxidativa de les
LDL i HDL, riques en acid oleic era deguda, solament, a la seva riquesa en aquest
acid. Per aix0 ens vam plantejar si aquestes lipoproteines tenien un contingut més
gran d’antioxidants, com la vitamina A o la vitamina E, la qual cosa implicaria una
major proteccié enfront de 1’estrés oxidatiu. Com s’ha suggerit anteriorment, una
major proteccié enfront 1’estrés oxidatiu ve condicionada no sols pel tipus d’acid gras
siné també per la preséncia d’antioxidants. La situacié més idonia és la coincidéncia
d’antioxidants amb una alta afinitat pels radicals lliures i d’acids grassos amb poca
afinitat pels radicals lliures. Aix0 significaria que, davant de 1’atac de radicals
lliures, la preséncia d’un antioxidant amb alta afinitat per aquests evitaria que els
lipids fossin atacats pels radicas Iliures. En conseqiiéncia, aquest fet implicaria una
proteccié per als lipids propers (Esterbauer H er al, 1987, Niki E, 1987a,b;
Parthasarathy S et al, 1990b).

Un altre aspecte que pot ser rellevant és que els antioxidants reaccionen de forma
diferent, en quant a velocitat i afinitat, amb els diversos subproductes de la
peroxidacid lipidica. Aixi, en funci6é de I’estructura de I’acid gras, s’obtindra una
série diferent de subproductes, que determinaran la facilitat per a reaccionar amb els
antioxidants o per a continuar la reaccié en cadena amb els lipids (Maiorino M et al,

1989; Bonanome A et al, 1992).

En ’analisi del contingut en antioxidants no vam observar diferéncies en el contingut

de vitamina E entre les LDL i les HDL, aillades després de les dues dietes.

A més a més, en la primera fase de I’estudi es va observar un major contingut de
vitamina A en les HDL, riques en acid oleic, la qual cosa podria contribuir, en part,
a I'augment de la resistencia a 1’oxidacié observat en aqﬁestes lipoproteines. No va
ser possible valorar I’efecte de la vitamina A en tot ’estudi creuat a causa que es va
observar un efecte d’arrossegament (carry-over) del primer al segon periode de la

dieta. Possiblement, aquest efecte sigui degut a 1’acumulacié hepatica de la
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vitamina A que provoca efectes més enlla del seu consum immediat o a curt termini
(Machlin LJ, 1993).

A més, sera interessant completar el coneixement d’altres antioxidants i substancies
que estiguin formant part de les lipoproteines i que poden intervenir en la prevencié
de la seva oxidacié. En concret, podria plantejar-se 1’estudi del paper dels fenols
com a antioxidants. L’ interés d’aquests antioxidants és que son, també, aportats pels

olis i per altres aliments (Duthie GG, 1993).

D’altra part, ja és conegut que la susceptibilitat a 1’oxidacié de les lipoproteines no
s’explica només pel contingut en antioxidants, sind que podrien participar en aquesta
susceptibilitat altres factors com el grau de glicosilacid, el contingut en lipids, la
grandaria de la particula lipoproteica, el contingut en esfingomielina, el contingut en
perdxids, ... que haurien de ser estudiats per a completar 1’analisi global (Esterbauer

H et al, 1993).

De totes formes, els nostres resultats recolzen la importancia de la dieta com a
element modulador de 1’oxidacié lipoproteica. Aixi, respecte a acids grassos més
insaturats, el sol i unic doble enllag de I’acid oleic significa un element protector
enfront de I’oxidacié de les lipoproteines que el contenen, mentre siguin semblants

els nivells d’antioxidants estudiats.

La relaci6 de la dieta en la patogeénia de 1’arteriosclerosi podria estar relacionada
amb el diferent grau d’oxidacié de les lipoproteines. En concret, el fet que la dieta
rica en acid oleic produeixi unes HDL, amb una menor oxidaci6 en estat natiu i una
major resisténcia a I’oxidacié de les LDL i de les HDL; és un element important per
a I’alentiment de la progressié de la lesié ateromatosa. Si aquestes observacions de
les lipoproteines realitzades in vitro fossin constatades in vivo, seria possible la
reducci6 d’un element clau en linici i la progressi6 de les lesions de

I’arteriosclerosi.
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De totes maneres, les diferéncies observades en la peroxidaci6 de les HDL,; natives
obtingudes després de les dues dietes no s’han acompanyat de canvis en I’efusi6 de
colesterol induit per les mateixes lipoproteines. Pot ser que les diferéncies
observades en 1’oxidacié no siguin suficients per a induir modificacions en el seu
comportament. Aixi, haviem observat per a les HDL oxidades, durant 12 i 24 h en
una solucié de Cu?*, una reduccié de I’efusié de colesterol del 16% i del 30%,
respectivament, en referéncia a les HDL natives, mentre que les concentracions de
TBARS augmentaven un 200% i 500%, respectivament, és a dir, d’'una forma
exponencial (La Ville AE er al, 1994). Resultats similars han estat, a més a més,
confirmats per altres autors (Nagano Y ef al, 1991; Morel DW, 1994). Per tant,
encara que hem observat diferéncies en les concentracions de TBARS entre lesv HDL,
natives aillades després de les dues dietes, aquestes concentracions sén, en ambdds

casos, molt febles.

No obstant, sera interessant comprovar si les diferéncies en la susceptibilitat a
I’oxidacié de les HDL, podrien anar lligades a canvis en la capacitat per a induir la

sortida de colesterol des de les cel.lules.

Tot aix0 ens permet plantejar la hipotesi que I’enriquiment de les lipoproteines en
acid oleic determinara, de forma directa o a través de 1’oxidacid, el seu volum, la
seva configuracié en ’espai i I’estabilitat de I’associacié entre els lipids i les
apolipoproteines. Tots aquests factors intervindran en el comportament metabolic
d’aquestes lipoproteines. A més, els canvis de conformacié de les apolipoproteines
modularan la relacié de la lipoproteina amb els receptors cel.lulars, amb les altres
lipoproteines, amb enzims com la LCAT i amb proteines com la CETP (Shoukry MI
et al, 1994). En conjunt es modularan. els intercanvis dels lipids i de les
apolipoproteines amb altres lipoproteines i amb les cél.iules. La Figura 21 mostra

de forma esquematica aquesta hipotesi.
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Figura 21.- Esquema d’'un nou mecanisme que proposem per a explicar la
intervencid de les aportacions nutricionals, tant en acids grassos com en vitamines
antioxidants en ’arteriosclerosi. Aquestes aportacions modifiquen, al mateix temps,
les caracteristiques quimiques i fisiques de les lipoproteines. Aquestes dues
caracteristiques son interdependents, per la qual cosa poden utilitzar-se de manera
indistinta per tal d’estudiar el comportament metabolic de les lipoproteines sobre les
ceél.lules.
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A més a més, no es pot descartar la influéncia de les lipoproteines oxidades sobre
els fenomens de coagulacié i trombosi (Ardlie NG et al, 1989), factors moduladors

de les complicacions de la placa d’ateroma.

Cal subratllar que hem analitzat un aspecte de la influéncia del tipus d’acid gras de
la dieta en el metabolisme de les lipoproteines i hem confirmat la influéncia de la
dieta en l’oxidacié de les lipoproteines. Aleshores, sera interessant que estudis
posteriors analitzin al mateix temps els efectes dels acids grassos en les ce¢l.lules dels
individus sotmesos a aquestes dietes i, si €s possible, que aquestes cél.lules siguin

les més directament implicades en la formaci6 de la placa d’ateroma.

L’analisi global de tots els aspectes estudiats i de la seva repercussidé a nivell
fisiologic ens permetra avancar en la comprensié de la relacié entre dieta i

aterogenicitat.

En relacio a la nostra hipotesi de treball, com ja hem dit, els nostres resultats han
confirmat que el consum de dos olis que diferien en el tipus d’acid gras majoritari,
un oli ric en acid oleic i un altre ric en acid linoleic, indueixen diferents graus de
peroxidaci6 lipidica en les LDL i en les HDL,. Aquestes diferéncies, perd, no es
corresponien amb canvis de les caracteristiques fisico-quimiques ni amb canvis del
contingut dels antioxidants estudiats. De totes maneres, els canvis en 1’oxidacid
lipoproteica no sén suficients per a induir diferéncies en els aspectes del

comportament metabolic que hem analitzat.

Per altre costat, la presencia d’acid oleic, sense tenir en compte el seu origen,
provinent de 1’oli d’oliva o de llavors, té un efecte protector enfront de I’oxidaci6
de les lipoproteines. De totes maneres, 1’origen dels e‘lcids‘grassos monoinsaturats pot
determinar diferéncies importants en algunes caracteristiques fisico-quimiques i en

el comportament metabolic de les lipoproteines.
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En conclusi6é d’aquest apartat, els nostres resultats suggereixen que 1’acid oleic de
les lipoproteines té un efecte estabilitzador enfront de 1’oxidacid, en condicions

d’igualtat del seu contingut en antioxidants.

6.4.- Implicacions per a la prevenci6 dietética de I’arteriosclerosi.

Els nostres resultats contribueixen a ampliar el coneixement dels efectes dels olis en
el metabolisme de les lipoproteines i, en particular, confirmen un efecte protector de
I’acid oleic en les lipoproteines enfront de la peroxidacié lipidica. De totes maneres,
encara que els efectes fisiologics de 1’oxidacié lipoproteica no sén coneguts, s’ha
constatat 1’augment de les concentracions de peroxidacio lipidica, tant en plasma com
en les LDL, en individus i malalts amb risc elevat de patir malalties cardio-vasculars

(Masana et al, 1991b; Plana N [tesi doctoral], 1993).

A més a més, per tal de complementar les recomanacions dietétiques per a la
prevencié de les malalties cardio-vasculars aconsellarem el consum d’un oli ric en
acid oleic a fi de reduir I’oxidaci6é de les lipoproteines. Si aquesta resisténcia a
I’oxidacio fos, també, independent de la font d’origen de 1’oli, caldria subratllar que
aquest oli de gira-sol ric en acid oleic és economicament tan assequible com els

altres olis rics en acid linoleic,

Una altra manera de consumir 1’acid oleic és la suplementacié de la dieta amb
aliments com ara les avellanes o ametlles. Recordem que la meitat del pes d’aquestes
fruites seques és acid oleic. En concret, en un estudi realitzat per nosaltres es va
trobar que el consum d’avellanes en petites quantitats va provocar reduccions dels
nivells de colesterol total, de colesterol LDL i d’apolipoproteina B. Per un altre
costat, les nous sén riques en icid linoleic i s’ha mostrat que el seu consum redueix
els nivells de colesterol total i colesterol de les LDL (Sabaté J et al, 1994). A més
a més, aquestes fruites seques son riques en vitamines antioxidants (vitamina E, entre

altres). De forma addicional, un estudi epidemiologic ha assenyalat els efectes
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beneficiosos de totes les fruites seques en la reduccié del risc cardio-vascular (Fraser
GE et al, 1992). Per tot aix0, recentment s’han incorporat en les recomanacions

dietétiques per a la prevencio de les malalties cardio-vasculars (Mata P et al, 1994).

De totes maneres, cal remarcar que si bé és important la preséncia d’icid oleic
aportat per un oli com un element d’una dieta, aquest no és 1’tinic element que s’ha
de tenir en compte. Si analitzem les poblacions que prenen acid oleic de forma
habitual, trobem que aquest és aportat per 1’oli d’oliva i que aquesta dieta és, alhora,
rica en fruites i verdures fresques, que aporten, a més a més, antioxidants naturals
(B-carotens, vitamines E, A i C, etc), sense oblidar-nos del peix, dels llegums, etc.
Aixi, sembla que ja forma part d’aquesta dieta tradicional un acid gras resistent a
I’oxidaci6 i una série d’antioxidants, la qual cosa recolzaria la importancia d’aquests
dos elements per tal de protegir-nos de ’oxidaci6. Aixi, per tant, creiem oportd
encoratjar a les poblacions que consumeixen tradicionalment olis rics en acid oleic,
perque continuin consumint aquest tipus d’oli a fi de contribuir a la prevencié de les

malalties cardio-vasculars (Masana et al, 1991a).

Per dltim, la recomanaci6 del consum d’un tipus d’acid gras respon a un intent de
simplificacié i globalitzacié dels resultats d’estudis amb diferents aliments que
contenen aquest acid gras. De totes maneres, aixo pot conduir a cometre un error ja
que s’obliden altres factors lligats a I’aliment concret i que condicionen els resultats
obtinguts. Per tant, si bé és molt interessant la globalitzacié, en nutricié no ens
podem oblidar dels aliments concrets. Aquests sén un conjunt de nutrients que
interactuen entre ells i, per tant, el seu efecte final no ha de ser la suma dels efectes
parcials de cada nutrient. Aixi doncs, el millor coneixement de la composicio i els
efectes dels macro i micronutrients facilitara les recomanacions dietétiques per a la

prevencié de les malalties cardio-vasculars.
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1.- L’oli de gira-sol modificat, ric en acid oleic, i I’oli de gira-sol tradicional, ric
en acid linoleic, indueixen canvis similars de les concentracions dels lipids i de

les lipoproteines del plasma.

2.- L’oli de gira-sol modificat, ric en acid oleic, indueix un augment
d’apolipoproteines A-I i A-II en plasma. Aix0 implica I’increment d’un factor

protector de I’arteriosclerosi.

3.- Les LDL obtingudes a partir de les dues dietes tenen valors semblants respecte
a la seva composicié quimica global i a la seva fluidesa. Per tant, aquestes
LDL produides per les dues dietes, una rica en acid oleic i 1’altra rica en acid
linoleic, soén reconegudes de forma similar pel receptor depurador dels

macrofags.

4.- Les HDL, obtingudes del plasma després del consum d’aquesta variant d’oli de
gira-sol estan enriquides en acid oleic i empobrides en acid linoleic. Per un
altre costat, les HDL, aillades després del consum de 1’oli de gira-sol sense

modificar estan enriquides en acid linoleic.

5.- Les HDL, provinents de les dues dietes son semblants en la seva composicid
quimica global i en la seva fluidesa. Aquestes lipoproteines desencadenen una
efusié similar de colesterol lliure procedent tant dels macrofags com dels

fibroblasts.

6.- Les HDL, natives enriquides en acid oleic i empobrides en acid linoleic tenen
un grau d’oxidacié menor que les HDL, natives produides per la dieta rica en

acid linoleic.

7.- La dieta rica en acid oleic déona LDL i HDIL, amb una susceptibilitat a

1’oxidacié més reduida que la dieta rica en acid linoleic.
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8.-

10.-

La susceptibilitat a 1’oxidacié de les HDL; depen del quocient acid oleic/acid
linoleic present en els fosfolipids. Un contingut més elevat en acid oleic enfront

de I’acid linoleic protegeix a les lipoproteines de la modificacié oxidativa.

El contingut de vitamina A és més elevat en les HDL,; procedents de la dieta
rica en acid oleic, pero el fet de la cessid lenta per I’acumulacié d’aquesta
vitamina impedeix con€ixer exactament la seva contribucié en la proteccid

antioxidant.

El contingut en vitamina E del plasma, de les LDL o de les HDL; és semblant
després de les dues dietes, la qual cosa confirma la importancia dels altres

factors antioxidants enfront de 1’estrés oxidatiu.

En resum,

Els nostres resultats donen suport a la hipoOtesi que la dieta rica en acid oleic
augmenta la resisténcia de les LDL i de les HDL; a I’estrés oxidatiu, a igualtat
en el contingut d’antioxidants. Aquest efecte explica, almenys parcialment, la

menor aterogenicitat lligada a una dieta rica en acid oleic.

Les dietes riques en acid oleic o en acid linoleic indueixen canvis estructurals
i funcionals similars en les principals lipoproteines implicades en el transport

lipidic i en la formaci6 de la lesié ateromatosa.

Aquests resultats confirmen els efectes de la dieta en I’oxidacié i contribueixen
a explicar, aixi, els mecanismes d’accid dels acids grassos de la dieta en

I’arteriosclerosi.
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