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Climm

He fet cim! Finalment puc veure la immensitat que es dibuixa davant
meu, i la grandesa del cami recorregut a la paret ... aquell pic
anhelat que cada cop anava fent-se més gran i proper ja és una

realitat.

Han estat molts “/largs” durant tots aquests anys, alguns més
laboriosos i lents, altres que es deixaven xalar més, alguns
“encadenats”, altres “desencadenats”, cadascun aportant la seva

peca al gran mosaic final.

Aquesta no ha estat pas una ascensi6 en solitari, ans al contrari, la
cordada ha estat compartida per tots vosaltres. Es un cim compartit

més diria, ha estat una escalada assistida per tots els que
m’envolteu, m’estimeu i em doneu suport. Gracies a vosaltres he
trobat aquell parabolt, friend o tasconet que m’ha salvat en aquells

moments en que pensava que la gravetat em guanyava la partida.

Perd no penseu que no hagi caigut ... oh i tant que he caigut, pero
gracies als companys de cordada (que n’han estat molts) cada

caiguda ha estat un motiu més per pujar amb més ganes i motivacio.

Aquesta aventura va comencgar a gestar-se molt abans que jo en fos

conscient de la seva existéncia. En acabar Biotecnologia, gracies a
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la Dra. Pilar Sarda, vaig tindre I'oportunitat d’entrar en contacte amb
el Dr. Lluis Masana, que em dona loportunitat de realitzar les
practiques d’empresa dins del seu grup de recerca: la URLA, un
grup dedicat a I'estudi dels lipids i I'arteriosclerosi, paraules que en
aquells moments em sonaven a xinés. D’aquesta manera vaig entrar
a formar part de I'equip del Dr. Josep Ribalta introduint-me al mén de
les fibulines. Va ser, per tant, el treball de final de carrera, el primer

tastet de la ruta que m’esperava.

El dia que vaig comencar a plantejar-me realment aquesta “via”, fou
poc després d’acabar la meva etapa universitaria, anys després
d’haver conegut les fibulines, passant per la Facultat de Medicina i
retrobant-me el Dr. Josep Ribalta. Ha estat gracies a tu, Josep, que
he pogut conéixer paraules com “jodixanol’ o “remnants”, que he
aprés a gestionar el procés creatiu de les meves neurones (bastant
complicat, per cert), i que he aprés (espero) a escriure amb “més
carinyu” articles cientifics, entre altres mil coses. Al teu costat he
tingut la sort de comptar amb el suport i ajuda de la Dra. Montse
Guardiola, primer com a companya de doctorat i posteriorment com
a co-directora de tesi; gracies per compartir amb mi consells i
suggeriments, refrigeris nocturns de congressos, resoldre’m dubtes, i
un llarg etcéteres de positivitat. Es gracies a vosaltres que he

conegut el vertader treball en equip, que m’he sentit guiada i
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acompanyada en tot el trajecte, que no ha estat curt, i que soc aqui,
doncs sense la vostra empenta hagués “rapel-lat”’ la paret en més

d’'un moment

Al formar part d’aquest equip he tingut I'oportunitat de treballar al
costat de professionals a qui els hi dec moltes idees i ajudes, gracies
també Dr. Antoni Castro, Dr. Joan Carles Vallvé i Roser Rosales!
Evidentment tampoc podria haver finalitzat aquest projecte sense el
suport de totes les meves companyes i companys de la URLA i
I'hospital: lolanda amb qui les tardes eren més curtes, Merche que
m’has ensenyat amb paciéncia el mén del laboratori, Alba gracies
per passar de format virtual a paper els articles que més
m’interessaven, Dr. Merino i les canyes de xocolata, Nuria i Berta
gracies per animar-me durant la meva estada a la UIC, la Dra. Nuria
Plana amb qui vaig descobrir el mon dels assajos clinics, ... i a tots

amb qui he compartit aquest recorregut.

| com que els ultims soén els primers, agrair a la meva mare i pare
I'estima i I'energia positiva que he necessitat per finalitzar aquesta
gran paret; segur que frisseu per celebrar-ho. Avia al final no the
pogut ensenyar aquell llibre que estava escrivint amb els teus anims
constants, alegria i “entrenyabilitat”: t'enyoraré. Germanet aquestes
tardes a 'ombra de la paret han estat genials, grazie mille. Oriol

aquesta tesis és tant meva com teva, mil gracies per ser-hi sempre,
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donant-me anims per seguir amunt i fer que les caigudes fossin tan
suaus. | per ultim, a tots aquells que cada cap de setmana, festa
major, sopar, immersié o escalada m’heu donat anims i ajudat a
desconnectar quan calia: gracies IMB., (TOTS) i Blubs, companys de

vida i il-lusions. A tots vosaltres us la dedico.

Avia, per tu.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL
Marta Gonzalez Mufioz

Rome was not built in a day

opposition will come your way

but the harder the battle, you see

is the sweeter the victory

You can get it if you really want

you can get it if you really want

you can get it if you really want

but you must try - try and try - try and try
you'll succed at least ...

“You Can Get It If You Really Want". Jimmy CIiff.
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Harta Gonzates Munoz - LLISTAT D’ABREVIATURES -

af2GP1 : anticossos antif.glicoproteina 1

ABCA1 : ATP-binding cassette sub-family A member 1
ABCG1 : ATP-binding cassette sub-family G member 1
apo : apolipoproteina

aOxLDL : anticossos anti LDLox

CETP : cholesterol ester transfer protein

DM : diabetis mellitus

DMT2 : DM tipus 2

EL : endothelial lipase - lipasa endotelial

ELISA : enzyme-linked immunoabsorvent assay

FPLC : fast protein liquid chromatography

GIM : gruix de la intima media

GIMc : gruix de la intima mMedia carotidia

GGE : gradient gel electrophoresis - electroforesis en gradient de gel

HDL : high density lipoprotein

-25-
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Harta onzalez M{ISTAT D’ABREVIATURES -

HDLc : colesterol transportat per les HDL
HDL-P : particules HDL determinades per RMN
HL : hepatic lipase - lipasa hepatica

HSPG : hepara sulfat proteoglica

IDL : intermediate density lipoprotein

IDLc : colesterol transportat per les IDL
IDL-P : particules IDL determinades per RMN
IMC : index de massa corporal

LCAT : lecithin cholesterol acyl-transferase
LDL : low density lipoprotein

LDLc : colesterol transportat per les LDL
LDLox : LDL oxidada

LDL-P : particules LDL determinades per RMN
LDLR : LDL receptor - receptor de la LDL

LES : lupus eritematos sistémic

Lp(a) : lipoproteina (a)

-26 -
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tarta Gonzales Munoz - LLISTAT D’ABREVIATURES -
LPL : lipoproteina lipasa
LR : lipoproteina romanent
LRP : LDLR related protein - proteina relacionada al receptor LDL
MAC : malaltia arterial coronaria
MCYV : malaltia cardiovascular
MTP : microsomal triglyceride transfer protein
RMN : ressonancia magneética nuclear

PAGE : polyacrilamida gel electrophoresis — electroforesi en gel de

poliacrilamida

PCR : proteina C reactiva

PCSK®9 : proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
PLTP : phospholipid transfer protein

preBHDL : HDL naixents

RLP : remnant-like lipoprotein

RLPc : colesterol transportat per les RLP

sdLDL : small and dense LDL - LDL petites i denses

-27-
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Harta Gonzalez MP9STAT D’ABREVIATURES -
TG : triglicerids
TNFa : tumor necrosis factor alfa - factor de necrosis tumoral alfa
VAP-II : vertical auto profile ultracentrifugation
VLDL : very low density lipoprotein
VLDLR : VLDL receptor - receptor de les VLDL

VLDL-P : particules VLDL determinades per RMN

-28 -
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Marta Gonzalez Mufioz - PRESENTACIO | JUSTIFICACIO -

Aquesta tesi doctoral s’ha dut a terme a la Unitat de Recerca en
Lipids i Arteriosclerosi (URLA), dedicada a la investigacio del
metabolisme lipidic, els mecanismes implicats en I'arteriosclerosi, les
seves manifestacions cliniques i els seus factors de risc. El
desenvolupament de la tesi se centra en l'efecte de la mida, el
nombre i I'eliminacio de la circulacio de les diferents lipoproteines en

I’'arteriosclerosi.

Tot i els enormes avencos en el camp de la prevencié del risc
cardiovascular, encara, avui en dia, una part molt significativa del
infarts de miocardi es donen en individus amb un perfil lipidic de
rutina normal. En el moment de la meva arribada a la URLA, l'interés
de la linia d’'investigacio a la qual vaig entrar a formar part es trobava
centrat en la cerca de parametres que complementessin les
limitacions dels parametres lipidics de la bioquimica clinica de rutina
(convencionals). Tant la ressonancia magnética nuclear (RMN) com
la determinacié de les lipoproteines romanents (LR) eren noves
técniques que calia explorar, i que podien donar resposta a les

nostres restriccions metodologiques.

En aquest context, els pacients amb lupus eritematds sistémic (LES)
sén un model poblacional interessant, perqué, tot i tenir un alt risc de
malaltia cardiovascular (MCV), en general, presenten un perfil lipidic

convencional minimament alterat. Es per aixd que en aquests

33
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Harta Gonzales MBRESENTACIO | JUSTIFICACIO -

pacients tant la mida com el nombre de lipoproteines, i també la
preséncia d'LR podrien aportar informacié addicional, que
permetrien establir nous factors de risc cardiovascular propis

d’aquesta poblacio.

D’altra banda, el pacient LES és, majoritariament, de sexe femeni i
jove, pero la prevalenga d’arteriosclerosi subclinica en edats joves
€s major que en la poblacié general, i, per tant, 'edat no té un
impacte tan fort en el procés arteriosclerdtic com en la poblacio
general. Tant 'edat com I'index de massa corporal (IMC) sén factors
de risc arteriosclerdtic coneguts i importants, perd mai no s’han
estudiat en wuna poblacié estrictament sana. La informacio
proporcionada per RMN i la determinacio de les LR poden donar una
visio del metabolisme lipidic en condicions de normalitat més
acurada, cosa que fa possible establir de manera més precisa
alteracions en les subclasses de lipoproteines i les LR en diferents

edats i IMC.

Finalment, atés que la fraccié d’RLPc ha estat considerada un factor
independent de risc arteriosclerdtic, és important conéixer les
particules que la componen. Fins a la data, hi ha poques dades
respecte de la caracteritzacio d’aquesta fraccio, tot i que se sap que
conté un ampli espectre de lipoproteines que varien en densitat i

mida que no s’uneixen eficagment en els anticossos
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antiapolipoproteina Al i apolipoproteina B100. Per aixd, creiem que
la descripcid d’aquesta fraccidé romanent en les subclasses de
lipoproteines obtingudes per diferents técniques, com la
ultracentrifugacié convencional i el gradient d’'iodixanol, podria ajudar
a una millor comprensioé del comportament i els efectes d’aquesta

particula.

En resum, una aproximacio al perfil lipidic des d’altres punts de vista
que aportin les noves técniques pot ajudar en la comprensio i
prevencié d’aquells accidents cardiovasculars que no es poden

explicar a partir de la visio actual.
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I. METABOLISME LIPIDIC

I.I. LiPIDS | LIPOPROTEINES

Els lipids sobn components essencials dels organismes vius atesa la

importancia que

tenen quant a - monocgpade
colesterol esterificat , fosfolipids

I'estructura i la
triglicérids
reserva

energética i és,

per tant,

necessari que

colesteral

apolipoproteines no esterificat

es distribueixin

per tot Figura 1. Estructura d'una lipoproteina. Imatge
lorganisme. El extreta i adaptada de www.servier.com/Powerpoint-
corrent sanguini ~'Mmage-bank

els transporta a teixits i organs, on es poden transformar, modificar,
emmagatzemar o utilitzar per a l'obtencié d'energia. En ser
molécules no polars o hidrofobiques, és a dir, no solubles en medi

aquos, cal que altres molécules polars les transportin: en el cas dels

acids grassos de cadena curta o intermédia aquesta és 'albimina,
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perd el transportador principal de lipids en circulacid sén les
anomenades lipoproteines. Les lipoproteines consten d’'un nucli
hidrofobic on es transporten els lipids no polars (triglicérids i
colesterol esterificat), envoltat per una capa de lipids amfipatics
(fosfolipids i colesterol lliure o no esterificat) que estan entrellacats
amb diferents proteines anomenades apolipoproteines (apo), que en
determinen el seu desti metabdlic, i altres molécules liposolubles

com les vitamines (A, D, E i K).

Entre les lipoproteines, s’inclou un grup altament heterogeni de
particules que difereixen en mida, carrega, composicido i funcié
fisiologica.

Les funcions principals de les lipoproteines sén el transport de: 1)
triglicérids (exogen i endogen), 2) colesterol cap als teixits periférics i
3) excés de colesterol dels teixits periférics cap al fetge per eliminar-
lo (transport revers).

Segons l'origen i la destinacié dels lipids que transporten les
lipoproteines, aquestes presentaran diferents caracteristiques quant
a composicio i mida. La mida de les lipoproteines varia entre 5 i
1200 nm de diametre, i la seva composicio lipidica i proteica és
variable, fins i tot, entre particules de mida semblant. Les
lipoproteines no tenen una mida i una composicié fixa, sind que es

troben en continua modificacié a causa de 'acci6 dels transferidors
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de lipids, presents en plasma, com el cholesterol ester transfer
protein (CETP) i la phospholipid transfer protein (PLTP), i enzims
presents en parets cel-lulars, com la lipoproteinalipasa (LPL),
I'hepatic lipase o lipasa hepatica (HL), I’endothelial lipase o lipasa
endotelial (EL) i la lecithin cholesterol acyl-transferase (LCAT),
ambdés explicats amb més detall en apartats posteriors. D’aquesta
manera, les diferents classes de lipoproteines se situen dins de certs
rangs de mida; és a dir, formen un continu en quée varien composicio,

mida, densitat i funcio.

La caracteritzacié de les lipoproteines ve determinada, en part, per
la seva composicid en apos, les funcions de les quals soén: 1)
estabilitzar i solubilitzar els lipids de les lipoproteines col-locant-se a
la seva superficie, 2) actuar com a cofactors o activadors d’enzims
que actuen sobre els lipids que aquestes transporten i 3) actuar com
a lligands especifics per a una série de receptors cel-lulars a traves
dels quals les lipoproteines son reconegudes i les cél-lules de
I'organisme les poden internalitzar.

Donades les seves diverses funcions, trobem diferents tipus d’apos.

-43-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUD ELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMAN EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta Gonzélez Mfﬁ?‘ﬁODUCCIO -

Taula 1. Caracteristiques de les apolipoproteines principals.

Pes molecular

Apolipoproteines (kDa) Presents en

apoAl 28
All 17

apo Quilomicrons i HDL
apoAlV 44
apoB48 240 Quilomicrons
apoB100 513 VLDL, IDL i LDL
apoCl 7
apoCll 9 Quilomicrons, VLDL, IDL i
apoClI| 9 HDL
apoE 34

apoAl:  apolipoproteina Al; apoAll: apolipoproteina All; apoAlV:
apolipoproteina  AlV; apoB48:. apolipoproteina B48; apoB100:
apolipoproteina B100; apoClI: apolipoproteina Cl; apoCllI: apolipoproteina
Cll; apoClll: apolipoproteina CIll; apoE: apolipoproteina E; HDL: High
density lipoprotein; IDL: Intermediate density lipoprotein; LDL: Low density

lipoprotein; VLDL: Very low density lipoprotein.

L.Il. METABOLISME EXOGEN

La composicio de les lipoproteines, perd, comprén molts més
aspectes, com ara l'origen dels seus lipids. Els lipids components de
les lipoproteines poden tenir un origen exogen a través de la dieta

per mitja de I'absorcid intestinal, o bé endogen a partir de la seva
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sintesi per part del mateix cos, I'érgan sintetitzador del qual és el
fetge. Els lipids que provenen de la dieta es digereixen a l'intesti
prim gracies als acids biliars, que permeten un increment de la
superficie de les particules lipidiques, cosa que crea, d’aquesta
manera, una major accessibilitat als enzims pancreatics. El fetge
sintetitza els acids biliars a partir del colesterol, i aquests se secreten
al duodé, on es produeix la digestio i la posterior absorcié que fan
els enterocits (cél-lules que formen el microvilli) dels lipids en forma
de monoacilglicerols, acids grassos lliures, colesterol i
lisofosfoglicerols. Els enterdcits resintetitzen de novo els triglicérids
(TG), els fosfolipids i els ester de colesterol al reticle endoplasmatic,
on es poden emmagatzemar o poden iniciar 'assemblatge dels
quilomicrons. Els quilomicrons es componen, sobretot, de TG
(85%), perd també de colesterol, colesterol éster, fosfolipids, i apos
B48, Al, All, AlV, CI, Cll, Clll i E. La seva sintesi comenga amb
'assemblatge dels lipids absorbits i 'apoB48, que actua com a nucli
iniciador durant la traduccié d’aquesta als ribosomes (1) (figura 2).

L’apoB48 és una de les dues formes que hi ha d’apolipoproteina B
(apoB), la qual només es troba present en aquelles lipoproteines
d’origen intestinal. Un procés de splicing alternatiu al gen d’apoB que
transforma una glutamina en un cod6 de parada doéna lloc a

'apoB48, que s’anomena aixi perqué representa el 48% de la part n-

-45-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUD E\LS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMAN EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta Gonzélez Mﬁ&"ﬁ{ODUCC”O -

terminal de [lapolipoproteina original, I'apoB100. Sense aquest
procés de splicing alternatiu, 'apo obtinguda és I'apoB100, una
proteina de mida gran (515kDa) que és present, majoritariament, en
lipoproteines d’origen hepatic. La determinacié plasmatica tant de
l'apoB48 com de I'apoB100 és un bon reflex del nombre de
lipoproteines circulants que contenen aquestes apos, ja que només
se’n localitza una per lipoproteina. Una altra proteina clau per al
procés de sintesi dels quilomicrons és 'MTP (microsomal triglyceride
transfer protein), present en el reticle endoplasmatic i que transfereix
a les apoB48 naixents lipids polars i neutres de la membrana del
reticle endoplasmatic. Deficiencies en aquesta proteina degudes a
mutacions en el gen d’MTP donen lloc a I'abetalipoproteinémia, una
malaltia autosdmica recessiva que causa baixos nivells de TG i
colesterol, i nivells indetectables de colesterol LDL (LDLc) i apoB.
Aquest concepte ha portat a considerar IMTP com a diana
terapéutica, el que ha donat lloc al desenvolupament d’inhibidors
d’MTP (2).

Per iniciar la formacié del quilomicrd, només cal la traduccié dels dos
primers dominis funcionals de 'apoB48, la qual 'MTP comencara a
enriquir amb lipids. A mesura que es va incrementant la llargada de
'apo, la ratio TG:fosfolipids també va incrementant, i es forma un

nucli ric en TG caracteristic d’aquest tipus de lipoproteines, també
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anomenades lipoproteines riques en TG. Aquelles apoB48 que no
s’enriqueixen amb lipids, el sistema ubiquitina/proteasoma,
predominantment, les degrada. El pas segient en la sintesi del
quilomicré es produeix en l'aparell de Golgi, on s’afegeixen més
fosfolipids i apos A (Al, All i AlV), que acaben d’estabilitzar i
assemblar el quilomicré (1). Finalment, I'enterdcit allibera els
quilomicrons al sistema limfatic i es drenen en el corrent circulatori
via conducte toracic. Durant tot el procés de sintesi, podem trobar
diferents sistemes proteolitics que poden actuar sobre el quilomicrd

naixent i evitar-ne la sintesi i alliberacio final.

Un cop en el corrent circulatori, els quilomicrons inicien un procés
continu de canvi de mida i composicié en interaccionar, mitjancant
proteines de transferéncia de lipids com la PLTP i el CETP, amb
altres lipoproteines en circulacid, de les que obtenen o capten
diferents molécules. La CETP és una glicoproteina hidrofobica
secretada, que, sobretot, secreta el fetge i que circula en plasma
unida, majoritariament, a una lipoproteina d’origen endogen
anomenada high density lipoprotein (HDL). La seva funcié principal
és facilitar la redistribuciéo dels TG, els ésters de colesterol i, en
menor mesura, els fosfolipids, entre les lipoproteines circulants.

Aquest procés equilibra els diferents lipids entre les lipoproteines.
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Sobretot es transfereixen els ésters de colesterol de les HDL als
quilomicrons i a les low density lipoprotein (LDL), i els TG dels
quilomicrons i les LDL, a les HDL; és a dir, les lipoproteines riques
en colesterol cedeixen el colesterol a les riques en TG, i aquestes

cedeixen els TG a les riques en colesterol.

RETICLE
& ENDOPLASMATIC

degradacio
- apoB48 3
g

APARELL DE

ENTERGCIT

9
=
<L
L
2
:
w
=
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(7]

Figura 2. Formacié de quilomicrons a I'enterocit. El procés s'inicia al reticle
endoplasmatic amb la sintesi de I'apoB48, que es pot enriquir amb lipids
per MTP o bé ser degradada. Posteriorment, a l'aparell de Golgi
s’afegeixien fosfolipids i apoAs per acabar d’estabilitzar el quilomicré, que
sera alliberat en el sistema limfatic. ApoAl: apolipoproteina Al, apoAll:

apolipoproteina All, apoAlV: apolipoproteina AlV, apoB48: apolipoproteina
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B48, MTP: microsomal triglyceride transfer protein. Composicié d’'imatges
extretes i adaptades de www.servier.com/Powerpoint-image-bank

D’aquesta manera, la CETP promou, indirectament, I'eliminacié en
circulacié dels ésters de colesterol via fetge (3). Atés el seu paper
equilibrador, qualsevol alteracié té un impacte en la susceptibilitat a
I'arteriosclerosi, com es demostra en casos de déficit de CETP, on
es produeix un augment del colesterol HDL (HDLc) i una disminucié
d'LDLc, perd els efectes sobre la malaltia cardiovascular (MCV)
sembla que depenguin del genotip que causi la mutacié i que pot
alterar 'activitat de la CETP sobre altres parametres, tant de manera
aterogénica com antiaterogénica (3,4). Precisament per aquest fet,
també ha estat focus d’interés en la industria farmacéutica, on s’han
desenvolupat assajos clinics per valorar els efectes dels inhibidors
de la CETP (torcetrapib, dalcetrapib, anacetrapib i evacetrapib) en la
MCV (5). El futur d’aquest grup de farmacs és incert, doncs. Tot i els
estudis publicats on es demostra I'increment de nivells d’HDLc i una
millora de les seves propietats anti-aterogéniques (6), els assajos de
torcetrapib es van interrompre el 2006 (7) quan els estudis de fase I
van mostrar una excessiva mortalitat per qualsevol causa en el grup
de tractament amb torcetrapib i atorvastatina, i, posteriorment,
dalcetrapib no va demostrar una eficacia clinica significativa. Tant
anacetrapib com evacetrapib es troben en desenvolupament i no es

preveu obtenir-ne resultats fins al 2017.
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En la interaccio dels quilomicrons amb les HDL, encarregades del
transport revers del colesterol, els primers capten les apos Cll i E de
les segones. L’apoCll és l'encarregada de la interaccié dels
quilomicrons amb I'enzim lipolitic LPL, i la seva antagonista apoClil
és I'encarregada d’inhibir-la. A més, 'apoClll modula la captaci6 de
les lipoproteines interrompent el reconeixement de [I'apoE
(encarregada del reconeixement de les lipoproteines pels seus
receptors) pels receptors hepatics (8,9). L'LPL, que forma part de la
familia de les lipases, se sintetitza al cor, muscul i teixit adip6s, i
posteriorment se secreta a la superficie de les cél-lules endotelials
adjacents unida al proteoglica heparin sulfat. La seva funcid,
estimulada per apoAlV, és catalitzar la hidrdlisi dels TG continguts
en aquelles lipoproteines que presenten apoCll. Els quilomicrons
circulants que ja contenen 'apoCIl que prové de les HDLs els capta
'LPL a I'endoteli, on n’hidrolitzen els TG, la qual cosa dona lloc a
glicerol, que s’integra a la via de la gluconeogeénesi, i a acids
grassos, que les cél-lules poden absorbir per emmagatzemar-los i/o
obtenir-ne energia. L’LPL és la peca clau en el procés d’eliminaci6
de lipoproteines mitjangant receptor (10,11).

La vida mitjana dels quilomicrons en circulacié és, aproximadament,
d’1 hora (tot i que poden arribar a trobar-se’n en sang fins al cap de

4 hores). Un cop passat aquest temps, i havent estat hidrolitzats
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repetidament, han perdut el 80-90% dels TG i han tornat a transferir
les apoC i apoA a les HDL, fet que en canvia la seva mida i
conformacio tridimensional. En aquest punt, els quilomicrons passen
a anomenar-se quilomicrons romanents, els quals sén més petits,
densos i es componen, basicament, de colesterol i apoE; i romanen
(d’aqui el seu nom) en circulacié fins que interaccionen amb
receptors, principalment, hepatics. Aquesta interacci6 amb els
receptors es duu a terme gracies a I'apoE, i déona com a resultat
'endocitosi del quilomicré i la hidrolisi lisosomal subseglient que
allibera glicerol i acids grassos per emmagatzemar-los o utilitzar-los
per a 'obtencié d’energia. L’apoE és la pega clau en el catabolisme
de moltes lipoproteines, perqué és el lligand reconegut pels
receptors de I'LDL (LDLR), la proteina relacionada al receptor LDL
(LDLR related protein, LRP), 'hepara sulfat proteoglica (HSPG) i el
receptor de les VLDL (VLDLR), que faciliten Ieliminacié dels
quilomicrons romanents de circulacio, els quals explicarem amb més
detall més endavant. L'apoE és una glicoproteina de 34kDa, amb
domini d’'unié n-terminal a LDLR, LRP i HSPG, sintetitzada,
majoritariament, al fetge i, en menor mesura, en altres teixits
extrahepatics (entre un 20% i un 40%). En humans, el gen APOE és
polimorfic i presenta tres allels diferents: E2, E3 i E4, que poden

donar lloc a sis possibles genotips (E2/E2, E2/E3, E3/E3, E3/E4,

-51-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUD ELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMAN EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta Gonzélez MI‘ﬁ‘ﬁQODUCCIO -

E4/E4 i E2/E4). Els tres allels es diferencien per: 1) la
preséncia/abséncia dels aminoacids cisteina (Cys) i arginina (Arg)
als llocs polimorfics, 2) la seva afinitat per 'LDLR i 3) la seva uni6 a
lipids i lipoproteines (12). Tot i I'existéencia de fins a 20 variants
diferents d’aquest gen (13-15), aqui s’exposen les més comunes
(les frequiencies poden variar segons la poblacié que s’estudii (16)):

- Lallel E3 (Cys112 i Arg158) és considerada la forma original i
més freqlent, i es troba en un 70-85% de la poblacié general.

- L’al'lel E4 (Arg112 i Arg158) el trobem amb una frequéncia de 12-
18% en poblacié general. A causa de a la seva alta afinitat per
LDLR, comparada amb E3, s’associa, paradoxalment, a nivells
majors d’LDLc i menors de TG circulant. Aixd és degut a
'accelerada captacido d'LDL que incrementa la concentracid
intracel-lular d'LDL, fa disminuir I'expressié hepatica d’'LDLR i,
conseglentment, disminueix la unié LDLR-LDL i augmenta I'LDL
plasmatic. El descens dels TG circulants es troba explicat per la
preferéncia d’unié d’E4 per particules riques en TG, fet que en
disminueix els nivells plasmatics.

- L’al'lel E2 (Cys112 i Cys158) presenta la frequéncia més baixa de
tots tres al‘lels (3-12%) en poblacié general. De manera contraria
a E4, E2 presenta menor afinitat per LDLR (98-99 %), LRP i

HSPG (30-50 %) respecte d’E3 (17), i pels mecanismes explicats
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en E4, aquesta isoforma es troba associada a nivells més baixos

d’LDLc i més alts de TG.

LIIl.  METABOLISME ENDOGEN

Els lipids dorigen endogen se sintetitzen al fetge. Al fetge
s’emmagatzema glicerol, acids grassos i colesterol provinent de
teixits periférics (transport revers, transportats per les LR o les HDL)
i de teixit adipds (derivats de la seva lipdlisi i transportats per
'albumina, predominantment en deju, en dietes riques en greixos o
en estats patoldgics com la diabetis mellitus (DM)), i de la sintesi de
novo que el mateix fetge porta a terme a partir de I'acetil Co-A. Els
hepatocits son els encarregats d’emmagatzemar aquests lipids i
transformar-los segons les necessitats de l'organisme. Les seves
funcions principals son: 1) la sintesi de novo dels TG a partir dels
glicerols i acids grassos emmagatzemats, 2) la sintesi d’acids biliars
a partir del colesterol i 3) la sintesi de les very low density
lipoproteins (VLDL).

La sintesi de les VLDL és un procés molt semblant a la dels
quilomicrons (figura 3). Igual que els quilomicrons, aquestes
particules contenen, basicament, TG, perd d’origen endogen, i amb
una composicié d’apos: E, CI, Cll, Clll i B100. Tot i la semblanca en

composicié amb els quilomicrons, les VLDL sén, generalment, de
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mida més petita. Un cop soén alliberades a la circulacio, també poden
patir un canvi continu en mida i composicié en interaccionar amb
altres lipoproteines, com les HDL, amb les quals intercanvien
colesterol i apos (apoE i apoCs) mitjancant CETP, i enzims com
'LPL; a més les poden captar receptors hepatics que reconeixen
tant apoE (LDLR, LRP, HSPG i VLDLR) com apoB100 (LDLR). La
hidrolisi que duu a terme I'LPL dels TG del nucli apolar de les VLDL i
el retorn de les apoC i els fosfolipids a HDL donen lloc a les VLDL
romanents, anomenades intermediate density lipoproteins (IDL),
que explicarem amb més detall més endavant. Breument, els
receptors hepatics especifics poden reconéixer aquestes
lipoproteines, gracies a I'apoE, i eliminar-les del corrent sanguini, o
I'HL les pot hidrolitzar. L’'HL forma part de la familia de les lipases,
juntament amb LPL i 'EL, i es localitza al fetge, tant als hepatocits
com a les cél-lules endotelials sinusoidals, on s’uneix a 'THSPG per
la hidrolisi de TG continguts en IDL, perdo també LDL i HDL, i
consegulent alliberacié de glicerol i els acids grassos. Tant el déficit
com un increment en l'activitat d’aquest enzim poden originar canvis
en les densitats i mides del conjunt de lipoproteines (19). Aquesta
modificacié en les IDL dona lloc a les LDL amb alt contingut en
colesterol. Les LDL son, essencialment, d’origen plasmatic, pero el

fetge també les pot sintetitzar (20,21). En les LDL es transporta la
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major part del colesterol en circulacio, perqué, per bé que sén més
petites i denses, es troben, basicament, compostes de colesterol
esters i una molécula d’'apoB100. La vida mitjana d’aquestes
lipoproteines és de 2-3 dies. Son eliminades de circulacié mitjangant
LDLR: glicoproteina transmembranal localitzada, principalment, a la
superficie cel-lular dels hepatocits, tot i que es pot trobar en totes les
cél-lules (menys els eritrocits) que controlen els nivells plasmatics de
colesterol captant (per un procés d’endocitosi) i catabolitzant
lipoproteines que contenen apoB100 (present en les LDL) i apoE
(present en quilomicrons, VLDL, IDL i HDL). El receptor, un cop
finalitzat el procés, es recicla en la membrana plasmatica.
L’expressié transcripcional d’'LDLR es regula segons els nivells
intracel-lulars de colesterol lliure; és a dir, com més colesterol
intracel-lular menys expressi6 dLDLR; i el seu catabolisme
mitjangant I'enzim PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin
type 9), que s’uneix a LDLR i promou la seva degradaci6 lisosomal
(22). Mutacions en els gens d’LDLR i/lo PCSK9 donen lloc a la
hipercolesterolémia familiar. L’heterozigosi de mutacions en el gen
de 'LDLR expressa la meitat dels receptors funcionals (1 en 500
individus) i I’'homozigosi n’expressa molt pocs o els que expressa no
s6n funcionals (1 en 10° individus) (23). El procés del catabolisme de

les LDL es dona, principalment, al fetge (I'excés del colesterol es
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transforma en acids biliars i se secreta a la bilis), perdo d’altres
components lipidics es catabolitzen via intesti o s’utilitzen en la
sintesis de les hormones sexuals, per a la formacié de les

membranes cel-lulars i per a macrofags.
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Figura 3. Formaci6 de les VLDL. Adaptat d’Adiels et al. (18). El procés
s’inicia al reticle endoplasmatic amb la sintesi d’apoB100, que pot ser
enriquida amb lipids per MTP o bé degradada. Posteriorment, a I'aparell de
Golgi es pot transformar en VLDL; si les concentracions d’FFA
intracel-lulars sén altes. apoB100: apolipoproteina B100, FFA: acid grassos
lliures (free fatty acid), MTP: microsomal triglyceride transfer protein, VLDL:
very low density lipoprotein. Composicié d'imatges extretes i adaptades de

www.servier.com/Powerpoint-image-bank
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La lipoproteina (a) (Lp(a)) és una forma d’LDL modificada al fetge
per I'addicié covalent de 'apo(a) a 'apoB100 (24,25). Aquesta apo
se sintetitza al fetge de manera independent a 'apoB. Lp(a) és una
lipoproteina altament glicosilada (28% del seu pes) i la composicio
lipidica és, basicament, d’ésters de colesterol, tot i que en estat
postprandial trobem altes concentracions de TG. Les concentracions
plasmatiques d’aquesta particula estan fortament condicionades per
factors genétics, perd0 es considera que diferents condicions
fisiologiques o patoldgiques poden variar-ne un 10% la concentracio.
S’han suggerit diverses vies d’eliminacio, entre les quals trobem les
mateixes de I'LDL, la via del receptor scavenger SR-BI i la captacié

per macrofags, perd cap d’aquestes sembla ser-ne la principal (26).

El fetge i els organs sintetitzadors d’hormones esteroides son els
Unics teixits capacgos de reutilitzar el colesterol sobrant, la resta de
teixits de l'organisme no poden fer-ho. Per tant, és necessari el
transport del colesterol de teixit periféric al fetge, I'anomenat
transport revers del colesterol.

L'HDL és la lipoproteina encarregada de dur a terme aquest
transport. La composicié d’aquest tipus de lipoproteines és molt
heterogénia, i comprén un ampli rang de subfraccions que difereixen

en mida, densitat i composicié d’apos i lipids (27). Aquestes
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particules estan compostes, basicament, d’'un nucli d’ésters de
colesterol i petites quantitats de TG. Les proteines representen
>30% del seu pes, sent la majoritaria 'apoAl, que representa un
70% de la proteina total, se sintetitza al fetge i a lintesti prim i
presenta concentracions plasmatiques abundants 1.0-1.5 mg/dL (4).
Altres apos importants serien I'apoAll (20%) i, en menor quantitat,
altres apos, com l'apoE (<10%). Les HDL també sén portadores
d’enzims implicats en el metabolisme lipidic, com I'LCAT o les
paraoxonases.

La sintesi de les HDL comencga amb la formacio de les HDL naixents
(preBHDL), que so6n complexes discoidals de fosfolipids amb
migracio electroforética pref i apoAl, tot i que altres apos, com apoE
i apoAlV, poden ser-hi també presents. Aquestes HDL les secreten
el fetge i l'intesti prim en la circulacio, perd també es poden formar a
partir de material alliberat durant la lipolisi de les VLDL o els
quilomicrons (fosfolipids i apos solubles) en circulacio.

Les particules prefHDL tenen una alta capacitat de capturar el
colesterol dels teixits periféerics (com ara les artéries) i dels
macrofags. Actualment, es proposen dues hipotesis que expliquen el
mecanisme responsable de la transferéncia del colesterol de les

cel-lules a les HDL:
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- Per difusié: Les molécules de colesterol salliberen de la
membrana cel-lular i s’incorporen a les naixents HDL sense la
necessitat de la interaccido amb receptors especifics.

- Per interaccio de les apoAl de preBHDL amb receptors de la
superficie cel-lular: La interaccio indueix un senyal intracel-lular
que produeix la translocacid del colesterol intracel-lular a la
membrana plasmatica, on les preHDL el capten.

Actualment es creu que ambdds processos podrien coexistir i

dependria de la cél-lula implicada que es dugués a terme l'un o

l'altre.

L’enriquiment lipidic de les preBHDL es duu a terme gracies als

transportadors de membrana ABCA1 (ATP-binding cassette sub-

family A member 1) i ABCG1 (ATP-binding cassette sub-family G

member 1) expressats a la superficie de les cél-lules, com els

macrofags (28). Déficits en ABCA1 (malaltia de Tangier) no
permeten la formacié d’HDL; ni HDL, (figura 4), i donen lloc a una

Unica preséncia de preHDL (29); aquests canvis en el metabolisme

de les HDL provoquen baixos nivells d’HDLc amb acumulacié de

colesterol en teixits periférics i arteriosclerosi prematura (28).

El colesterol transferit a les HDL naixents és capturat i 'TLCAT, enzim

unit a la superficie d’'HDL i activat per apoAl, rapidament I'esterifica.

El colesterol esterificat passa al nucli de la particula gracies a la
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seva hidrofobicitat. En aquest moment del procés, la particula
comencga a agafar forma esférica, s’engrandeix i es transforma en
HDL; i, subseguientment, en HDL, (accio reversible gracies a CETP).
Aquestes particules poden interaccionar amb la proteina ABCG1 i
promoure acumulacions intracelllulars majors que les dels
macrofags (30).

Un cop en circulacio, les HDL, de la mateixa manera que les altres
lipoproteines, sofreixen modificacions en mida i composicié com a
consequeéncia de la seva interaccido amb diferents enzims. Com s’ha
comentat anteriorment, 'HDL és modificada per la CETP, que varia
la seva composicio en TG i ésters de colesterol, perd, a més a més,
recentment s’ha descrit un nou membre de la familia de les lipases,
'EL, que també sembla tenir un paper en el remodelatge de
particules HDL. Sintetitzada i localitzada exclusivament a les
cél-lules endotelials, i homodloga d’LPL (45%) i HL (41%), I'expressid
d’aquesta nova lipasa, amb activitat fosfolipasa A1, correlaciona
inversament amb els nivells circulants d’HDLc (31,32).

El desti dels ésters de colesterol de les HDL varia. Els receptors
hepatics, SRBI o receptors d’apoE poden reconéixer directament
'HDL; i un cop internalitzats, es pot utilitzar el colesterol per a
'assemblatge de lipoproteines, com a substrat per a la sintesi dels

acids biliars o secretat directament a la bilis. En aquest cas, en no
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haver-hi captacié de particula, 'HDL es pot reciclar a circulacié per
comencgar de nou el procés de captacié de colesterol. Una altra
opcio és que el colesterol de les HDL es capti de manera indirecta,
per LRP, gracies a I'accié de CETP, que transfereix el contingut en
colesterol de les HDL a altres lipoproteines que contenen apoB, en

circulacio.

FFA
LPL (LPL
IDL
FFA

VLDL

P ST

LDLR
#RPHSPG

lipids
dieta

N
lllllllll::;;ll} 'iziiégig

Quilomicrons
FFA romanents

quilomicrons

Figura 4. Esquema general del metabolisme de les lipoproteines:
metabolisme endogen (fletxes verdes), metabolisme exogen (fletxes
blaves), transport revers del colesterol (fletxes roses). ABCA1: ATP-binding

cassette sub-family A member 1, ABCG1: ATP-binding cassette sub-family
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G member 1, apoE: apolipoproteina E, apoCll: apolipoproteina Cll, CETP:
cholesterol ester transfer protein, COL E: colesterol esterificat, EL: lipasa
endotelial, FFA: acids grassos lliures, HDL: high density lipoprotein, HL:
lipasa hepatica, HSPG: hepara sulfat proteoglicans, IDL: intermediate
density lipoprotein, LCAT: lecithin cholesterol acyl-transferase, LDL: low
density lipoprotein, LDLR: receptors de I'LDL, LRP: proteina relacionada
amb LDLR, LPL: lipoproteina lipasa, PLTP: phospholipid transfer protein,
TG: ftriglicérids, VLDL: very low density lipoprotein. Composicié d’imatges

extretes i adaptades de www.servier.com/Powerpoint-image-bank
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Il. DETERMINACIO DE LES LIPOPROTEINES

Tot i la classificacid que s’ha donat fins ara de les lipoproteines, el
pool de lipoproteines que hi ha en circulaci6 comprén un grup
altament heterogeni de particules, molt més complex que el descrit
fins ara, que difereixen en mida, carrega, composicié i funcié

fisioldgica (figura 5).

0.930 mg/dL
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REMANENTS

LIPOPROTEINES RIQUESEN TG
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S5nm e 1200nme

Figura 5. Distribucié de lipoproteines segons densitat i mida. HDL: high
density lipoprotein, |DL: intermediate density lipoprotein, LDL: low density
lipoprotein, Lp(a): Lipoproteina (a), TG: ftriglicerids, sdLDL: small density
LDL, VLDL: very low density lipoprotein. Composicié d'imatges extretes i

adaptades de www.servier.com/Powerpoint-image-bank
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Les lipoproteines es troben compreses en multiples subclasses que
poden ser diferenciades dacord amb les seves propietats
fisicoquimiques. En la practica clinica, es quantifiquen les LDL i les
HDL amb el mesurament del colesterol que transporten aquestes
lipoproteines, normalment, mitjangcant métodes enzimatics
convencionals directament del plasma o de les lipoproteines
d’interés no precipitades (33); també, en el cas de les LDL, es pot
estimar mitjancant la formula de Friedewald. Perd, realment, en
aquest tipus de quantificacio de lipoproteines, tant en les LDL com
en les HDL, no es diferencia un pool heterogeni de lipoproteines que
difereixin en mida, densitat i composicio (34,35).

D’altra banda, hi ha altres metodologies, més utilitzades en recerca
que en la practica clinica, per poder separar les diferents fraccions
lipoproteiques, aprofitant les diferents propietats que li confereixen
els seus components. En destaguem algunes en la taula 2. Una
dificultat derivada de la varietat de les técniques que hi ha és una
manca d’estandarditzacié en la separacié de les subclasses que, en
alguns casos, pot generar diferéncies en les dades obtingudes. En el
cas de les HDL, se sap que presenten diferents caracteristiques
segons la técnica amb qué s’han obtingut, i per exemple les HDL
amb migraci6 electroforética a contenen tant HDL,, de mida més

gran, com HDL3, de mida més petita, mentre que 'HDL pref només
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fet en 'observacio de resultats.

Taula 2. Técniques de determinacié de lipoproteines. (*) Explicats amb més

detall posteriorment.

Técnica

Caracteristiques

Ultracentrifugacio*

La ultracentrifugacié convencional separa segons la flotabilitat de
les lipoproteines en gradient de concentracié salina.

a) Convencional

Figura 6. Adaptacié de William PT et al. (37). HDL: high density lipoprotein,

IDL: intermediate density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein, sdLDL:
small density LDL, VLDL: very low density lipoprotein.

b) VAP-II (vertical auto profile ultracentrifugation)

Absorvancia (relativa)

Posicio en gradient (relativa)

=—IDL ==—Lp{a) =—HDL LDL VLOL ==Totes les fraccions

Figura 7. Adaptacié de Kulkarni et al. (38). HDL: high density lipoprotein, IDL:
intermediate density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein,  Lp(a):
Lipoproteina (a), sdLDL: small density LDL, VLDL: very low density
lipoprotein.
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Utilitzant un gradient de concentracié d’iodixanol, les lipoproteines
se separen de manera més estratificada segons la seva flotabilitat

en aquest compost quimic.

20000
18000 |

'\ Quilomicrons I VLDL HOL
180,00 {—

§
\ Lo
000 \
o ¥ /
w0 < ==
—— —— ——
—

T2 3 4 5 & T B 8 W@ N 12 W W 15 8 7 1B |
taceians

Ultracentrifugacio*

Figura 8. Perfil obtingut per gradient d’iodixanol en pool d’individus
normolipémics. HDL: high density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein,
VLDL: very low density lipoprotein.

L’RMN es basa en la captacié del senyal que emeten els grups metil
dels lipids que componen cada lipoproteina, i permet determinar el

nombre i la mida de les lipoproteines que hi ha en una mostra.

.... ® o

>60-29 nm 29-23nm 23-20.5nm 20.5-18nm 18-14nm  14-9.4nm 9.4-8.2nm 8.2-7.3nm-

tica nuclear (RMN)*

ancia magné

Figura 9. Adaptacié de William PT et al. (37). HDL: high density lipoprotein,

IDL: intermediate density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein, VLDL: very
low density lipoprotein.

Resson

L’electroforesi és una tecnica que es basa en la mobilitat de les
molécules en un camp eléctric per a la seva separacié segons la
forma, la mida o el punt isoeléctric. L’electroforesi de gradient de
gel (2-16% poliacrilamida) no desnaturalitzant (gradient gel
electrophoresis, GGE) (34,39,40) distingeix segons el pes molecular

Electroforesi

de les lipoproteines; i com a resultat obtenim una banda estatica i
tres bandes mobils corresponents a la mobilitat de la B-globulina, la
pre-B-globulina i la a-globulina (figura 10).
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En combinacié amb la ultracentrifugacid, aquesta técnica també
permet obtenir subfraccions lipoproteiques. Tot i el reduit cost
necessari per portar a terme aquesta técnica, i la seva simplicitat, el
mateix procés electroforétic pot canviar aquells aspectes més
qualitatius de les lipoproteines, com la conformacié de les seves
proteines, i no és possible I'obtencié de les diferents fraccions

lipoproteiques per analisis posteriors.

Quilomicrons 4x10°Da | = - - = = = = — Origen
VLDL 10-80x10° Da B
IDL 5-10x10° Da Large LDL Vi
5 ry Small LRL
LDL 2-3x10% Da Pre-p Lot Medium LDL | smaliLoL

LDLIIb

LDLlla LDLINa

) .....
|

Figura 10. Adaptaci6 de William PT et al. (37). HDL: high density lipoprotein,

HDL0.2-0.4x10° Da

IDL: intermediate density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein, VLDL: very
low density lipoprotein.

Cromatografia

Trobem diferents variacions en la técnica cromatografica aplicada a
la separacido de lipoproteines, com I'FPLC (fast protein liquid
chromatography), que separa les lipoproteines per mida (41), o la
cromatografia per intercanvi ionic (42). Basicament, la mostra
passa a través del gel i els seus components elueixen a temps
diferents segons la seva massa molecular o carrega. Tant la
ultracentrifugacié com I'electroforesi sén tecniques que poden alterar
la conformacié de les proteines components en les lipoproteines. En
canvi, aquesta metodologia, en no sotmetre la mostra a gradients de
sal ni a altes velocitats de centrifugacid, conserva millor I'estructura i
I'associacio de les proteines. Un altre avantatge és el petit volum de
mostra requerida. De la mateixa manera que en [Ielectroforesi,
poden utilitzar-se en combinacié amb la ultracentrifugacio i aixi
obtenir subfraccions lipoproteiques. D’altra banda, és una técnica
tediosa i necessita un bon manteniment perqué les condicions de les

columnes es mantinguin.
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a) FPLC
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Figura 11. Adaptacié d’'Ordovas et al. (41). HDL: high density lipoprotein,
LDL: low density lipoprotein, VLDL: very low density lipoprotein.

b) Intercanvi ionic
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Figura 12. Adaptacié de Neyer et al. (43). HDL: high density lipoprotein, LDL:
low density lipoprotein, VLDL: very low density lipoprotein.

Desenvolupada recentment, la mobilitat eléctrica diferencial de fase
gas, coneguda com a mobilitat idnica, es basa en el principi que
qualsevol particula amb determinada carrega i mida es comporta

Mobilitat ionica

d’'una manera predictible en ser transportada en un flux laminar
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d’aire subjecte en un camp eléctric (44). De la mateixa manera que
FPLC, aquesta requereix poc volum de mostra (5 pL) i les proteines
no sén destruides ni dissociades de les particules lipoproteiques. A
causa del seu recent desenvolupament, calen més estudis per a la

validacié de la técnica (45,46).

~OOO g

LDLIIbLDLIVa LDLIVbe HDL3&2a HDL2
Figura 13. Adaptacio de William PT et al. (37). HDL: high density lipoprotein,
IDL: intermediate density lipoprotein, LDL: low density lipoprotein, VLDL: very

low density lipoprotein.

I.Il. ULTRACENTRIFUGACIO

La ultracentrifugacié convencional es considera el métode de
referéncia per a la separacié de lipoproteines, perqué va ser la
primera técnica aplicada per a la descripcio de les diferents fraccions
lipoproteiques, i se’n deriva la nomenclatura de les lipoproteines
(47). La caracteritzacio de les lipoproteines es basa en la flotabilitat
de les particules en diferents rangs de solucions amb altes
concentracions de sal després de sotmetre-les a ultracentrifugacio
(vegeu annex I). Aquests rangs (Svedberg flotation rates: Sf i Fq5)
determinaven la mida, la forma i la densitat hidratada de les

particules lipoproteiques (taula 3).
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Taula 3. Caracteristiques de les fraccions obtingudes per ultracentrifugacio

en gradient sali.

Fraccio Nomenclatura Densitat (g/mL) Subfraccions
Fracci6 Nomenclatura
F120-3.5 HDL3
Fi2 HDL 1.063-1.210 Fi123.5-9 HDL2
F129-20 HDLA
Sf°0-7 sdLDL
Sf° 0-12 LDL 1.019-1.063
Sf°7-12 LDL
Sf° 12-20 IDL 1.006-1.019
Sf° 20-100 VLDL 0.93-1.006
Sf°100-400  Quilomicrons <0.93

HDL: High density lipoprotein; IDL: Intermediate density lipoprotein; LDL:
Low density lipoprotein; sdLDL: LDL petites i denses; VLDL: Very low

density lipoprotein.

Mitjangant la ultracentrifugacié convencional de rutina s’obté una
molt bona separacié de cinc fraccions de lipoproteines, i se n'arriben
a obtenir fins a vuit si es determinen les subfraccions. Tot i ser una
técnica molt robusta i fiable, el volum de mostra necessari (2 mL), la
velocitat (96 h) i la laboriositat en I'obtencié de les lipoproteines han

motivat el desenvolupament de variants en la técnica. La VAP-II
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(vertical auto profile ultracentrifugation) (38), n’és una d’aquestes,
perqué, de la mateixa manera que la ultracentrifugacié convencional,
aquella determina les lipoproteines per la seva flotabilitat en
concentracié salina, perd amb la diferéncia que requereix poca
mostra (50 pL), un sol gradient de densitat i un Unic spin de
centrifugacié (47 min) per a 'obtencié de les lipoproteines en un flux
continu. Aquest flux se sotmet a una analisi enzimatica de colesterol
que fa un autoanalitzador, per a l'obtencié d’'un perfil (figura 7).
D’aquesta manera s’obté un perfil més estratificat de les
lipoproteines que en la ultracentrifugacié convencional. Tot i la
velocitat del métode i 'obtencié de més fraccions lipoproteiques, cal
tenir en compte que, en ser un gradient sali, pot alterar aquells
aspectes més qualitatius de les lipoproteines, motiu pel qual cal
dialitzar les mostres abans d’analitzar-les. Aquesta dialisi no és
necessaria en el cas de la ultracentrifugaci6 per gradient
d’iodixanol (48,49). De la mateixa manera que amb VAP-II, tan sols
cal un sol gradient de densitat i un sol spin de centrifugacio, i
obtenim també un gradient que s’analitza de manera continua
mitjangant un autoanalitzador (vegeu annex Il). En aquest cas, pero,
encara que el temps de centrifugacio és superior (24 h) i el volum de
mostra també (2mL), la variacié respecte de la ultracentrifugacio

convencional és minima, ja que només cal crear un gradient de
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densitat amb iodixanol (20, 12 i 9% iodixanol) en comptes de sali, al
qual cal fer ajustaments de densitat i dialisi com s’ha comentat
abans. Es recuperen 21 fraccions, en un flux continu des del fons de
cada tub, que un autoanalitzador posteriorment analitza
enzimaticament. D’aquesta manera obtenim un rang molt més ampli
de fraccions, la composicio de les quals es pot determinar faciiment,
i es poden observar canvis de densitats en les lipoproteines en

poder ser detectats desplacaments de pics en el perfil obtingut.

II.Il. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

L'ultima técnica desenvolupada per a la caracteritzacié de les
diferents subclasses de lipoproteines és la ressonancia magnética
nuclear (RMN), que es basa en la deconvolucid6 matematica dels
diversos senyals de ressonancia magnética donats pels grups metils
dels diferents lipids, I'amplitud dels quals és directament
proporcional al nombre de particules que hi ha en la mostra, i és
independent de la variacié en la composicié lipidica (50-53). Abans
del al desenvolupament d’aquesta técnica, la determinacié del
nombre de particules només era possible en la quantificacié d’apoB
en aquelles lipoproteines que la contenien (una apoB per

lipoproteina). D’'un volum minim de 500uL de mostra, podem obtenir
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el nombre de particules de fins a 11 subclasses de lipoproteines: 3
subclasses de particules VLDL (VLDL-P), 1 subclasse de particules
IDL (IDL-P), 4 subclasses de particules LDL (LDL-P) i 3 subclasses
de particules HDL (HDL-P) (figura 9), que difereixen en la mesura
del diametre de la particula. Aquesta técnica destaca per lalta
sensibilitat, la facil manipulacié de mostra, la velocitat en I'obtencio
de resultats i la possibilitat de determinar el nombre de lipoproteines
i no el seu contingut en colesterol o TG; pero té una limitacié: és una

técnica analitica i no preparativa.
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lIl. LIPOPROTEINES ROMANENTS

Com hem pogut veure fins ara, el metabolisme de les lipoproteines
és molt dinamic, perque, gracies a I'accido d’enzims i a la interaccié
entre particules, es generen lipoproteines de diferent composicié i
mida. D’aquestes modificacions, en sorgeixen les LR, formades a
partir de lipoproteines modificades per enzims localitzats a la
superficie de les cél-lules endotelials, com I'LPL (54), o al fetge, com
'HL (19); i transformades en lipoproteines més dificils d’eliminar de

circulacio.

L’eliminacié de les LR és un factor clau del seu metabolisme, que es
porta a terme, principalment, a nivell hepatic mitjancant receptors
especifics. No obstant aix0, la seva captacié també la poden mediar
altres tipus cel-lulars, com cél-lules de muscul esquelétic, cor, cervell
i teixit adipds, gracies al VLDLR (11), que reconeix apoE sense
discriminar per isoformes (55) i que té com a principal lligand les IDL
(lipoproteines romanents de les VLDL) (56); o cél-lules endotelials,
gracies a un procés anomenat transcitosi, que permet a les
lipoproteines de fins a 70 nm de diametre, com les IDL (18-25 nm),
introduir-se a la céllula a través de vesicules (57). D’altra banda, els

principals receptors hepatics de les LR son I'LDLR, I'LRP i THSPG
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(15,58). Ratolins triple mutants per aquests tres receptors mostren
nivells elevats d’LR (58), per tant, VLDLR, tot i la seva especificitat
per les IDL, no representa una peca clau per I'eliminacié de les LR.
LDLR és el receptor més conegut i estudiat, ja que va ser el primer
en ser determinat (59,60). Atés que tant ratolins, conills i humans
deficients en 'LDLR no presenten acumulacions de LR en circulacio
(61-63), i que I'LDLR reconeix tant 'apoB com l'apoE, sembla ser
que I'LDLR té la seva funcié principal en el metabolisme de les LDL,
i no pas en el de les LR. Com s’ha comentat anteriorment, és ben
conegut que LDLR presenta menor afinitat per la isoforma E2 de
I'apoE i major per 'E4; en canvi, THSPG, que pot actuar tant formant
complex amb 'LRP com de manera independent (58,64), representa
una alternativa a 'LDLR, atés que la seva capacitat d’'unié a 'apoE2
es conserva fins a un 50-70% respecte d’E3, a diferéncia de I'LDLR,
on es rebaixa a I'1-2% (17). A més a més, trobem variants de I'apoE
amb defectes d’'unié a 'HSPG, perd no a I'LDLR, que si que donen
lloc a acumulacié d’LR (17). Per tant, aquest HSPG hepatic format
per una proteina, normalment la syndecan-1, i 3 cadenes d’hepara
sulfat unides, sembla ser un element clau en 'eliminacié de les LR

de circulacio.

Tradicionalment, les LR s’han considerat lipoproteines productes de

la hidrolisi dels quilomicrons i VLDL, perd actualment se sap que son
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un ampli grup de particules altament heterogénies (24), tant d’origen
exogen com endogen (65), que varien en mida, densitat, mobilitat
electroforética, composicid quimica i reconeixement de receptors
(66). Aquesta heterogeneitat és deguda, sobretot, al fet que les LR
es troben en diferents etapes del catabolisme lipoproteic, perqué sén
el resultat de la hidrolisi lipidica portada a terme pels enzims sobre
les lipoproteines, cosa que dificulta la diferenciacié de les seves
precursores atesa la semblanga en composicio i mida, ja que el tret
diferencial és, com hem comentat anteriorment, que romanen en
circulacié major temps. La determinacié de les LR s’ha vist sempre
condicionada per la metodologia emprada, atés que es tracta d’'un
grup de lipoproteines present en concentracions molt baixes. En la
taula 4 es troben les diferents técniques per la determinar i/o separar

les LR.

La primera vegada que es van aillar les LR va ser per
ultracentrifugacié convencional, on es va poder determinar el
colesterol transportat pels romanents de les VLDL: IDLc. Aquesta
fraccio lipoproteica determinada per densitat en gradient sali es va
caracteritzar per trobar-se enriquida en ésters de colesterol i apoEs, i
reduida en TG, fosfolipids, apoCs i apoAs (68). En pacients
normolipémics, la concentracié normal d’'IDLc és de 5 a 15 mg/dL

(69,70); concentracions, sovint, per sota dels nivells de deteccié de
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les técniques de laboratori convencionals. Per tant, en
circumstancies normals, del 3% al 10% del colesterol total plasmatic
es troba en les IDL, mentre que en pacients amb una acumulacio
significativa d’aquestes particules, com soén ara els pacients amb
disbetalipoproteinémia, caracteritzats per ser portadors de lallel
apoE2 en homozigosi, poden arribar a representar fins al 20% (71).
Pacients amb hipercolesterolemia familiar també tenen majors
concentracions d’IDLc respecte dels subjectes control, tot i que no
s’han descrit diferéncies entre heterozigots i homozigots (69). En
individus normolipémics, les IDL mesuren de 27.5 a 30 nm, contenen
un 10-20% de TG, 40-50% de colesterol, 21% de fosfolipids i 18%
de proteina, de la qual el 90% és apoB100 (72). Cal tenir en compte,
perd, que aquesta fracci6 IDL, que s’ha obtingut mitjangant
ultracentrifugacié, conté particules enriquides de colesterol i
hidrolitzades en TG, i no inclou aquelles particules romanents
enriquides de TG, més grans i menys denses, no catabolitzades per

complet, o més petites i denses.

Com s’ha comentat anteriorment, a posteriori de I'aparicid de la
ultracentrifugacié, es van desenvolupar noves técniques, com
I’electroforesi GGE (73,74) (separaci6 segons mida) o en gel
d’agarosa (separacié segons carrega). En ambdues técniques, es

va determinar una banda de mobilitat més reduida respecte de les
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LDL corresponent a les LR. Les caracteristiques bioquimiques
d’aquesta banda mitjana, entre la VLDL i la LDL (75), presents en

GGE, no es coneixen, pero se sap que s’hi pot trobar IDLs, B-VLDL i

Lp(a).

Taula 4. Criteris bioquimics per separar i quantificar LR. Adaptacié de Cohn

et al. (67)
Criteris de Técnica s X
.. L. Fraccioé romanent Parametre
separacié metodologica
Colesterol IDL,
Ultracentrifugaci comprés entre les
Densitat densitats salines 1.006 IDLc

o convencional oy 019 g/mL; SP

12-20

Migracio Pre-B o 8

(d<1.006 g/mL) en gel Pre-3-VLDL
de poliacrilamida o o B-VLDL
agarosa

Densitat i carrega Electroforesi

Nombre de particules

Mida RMN DL IDL-P
Concentracié del
colesterol de les
lipoproteines eluides
Immunoespecificitat ) del gel cromatografic:
Cromatografia . .
per les ”; . lipoproteines que no RLPc
. . d’immunoafinitat . .
apolipoproteines han interaccionat amb

els anticossos
monoclonals apoAl i
apoB presents en el gel

IDL: Intermediate density lipoprotein; |DLc: colesterol transportat per les
intermediate density lipoprotein; 1D-PL: Numero de particules intermediate
density lipoprotein; RLPc: colesterol transportat per les remnant like

lipoprotein; VLDL: Very low density lipoprotein.
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A més, si la fraccid6 VLDL, obtinguda per ultracentrifugacié, la
sotmetem a una separacio electroforética en gel d’agarosa, podrem
separar LR amb flotabilitat VLDL segons la seva carrega i obtindrem
un conjunt heterogeni de VLDL i quilomicrons romanents. Aquestes
particules son més petites, amb menor contingut en TG i menys
carregades negativament; és per aixd que tenen una menor mobilitat
electroforética comparada a la de les VLDL (73,76), que pot arribar a
ser, fins i tot, la mateixa que la de les LDL, anomenades llavors -
VLDL. Aquestes particules tenen un diametre de 33 a 38 nm (una
mica meés grans que les IDL obtingudes per ultracentrifugacio), i sén
compostes per un 41% de TG, 26% de colesterol, 18% de fosfolipids
i 15% de proteina, de la qual, aproximadament el 60% és apoB100 o
apoB48, 8% apoE, i la resta apoCs (77). Aquesta tecnica, pero,
determina les LR de manera qualitativa, més que no pas
quantitativament, ja que la determinacié de les bandes no deixa de
ser subjectiva i tant el cost econdomic com la manipulacio requerida

és alta.

La determinacié de certes apos circulants pot ser un parametre
indicador d'LR. Trobem tres tipus d’apos interessants, atesa la seva
relaci6 amb les particules romanents: I'apoE, I'apoClll i 'apoB48.
Com hem pogut veure, 'apoE té un paper molt important en el

metabolisme lipidic, ja que participa en la conversié de les IDL en
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LDL, i actua com a lligand especific perqué el fetge pugui captar
lipoproteines. Encara que no és un marcador especific de
romanents, atés que també sén presents en les VLDL, I'enriquiment
amb apoE és una caracteristica comuna en les LR determinades per
diferents técniques que s’han descrit fins ara. També, I'apoClll, en
inhibir els enzims LPL i HL, genera particules poc catabolitzades que
per al fetge son dificils d’eliminar, caracteristica de les LR; d’aquesta
manera, altes concentracions d’apoClll es podrien relacionar amb
major preséncia d’LR. Per ultim, la quantificacié no postprandial de
'apoB48, caracteristica dels quilomicrons, pot ser d’interés per a la
determinacié dels romanents de quilomicrons que no han estat
eliminats de circulacid durant I'estat postprandial. La técnica més
comuna per determinar, quantitativament, aquestes apos és
limmunoabsorcié lligada a enzims o ELISA (enzyme-linked
immunoabsorvent assay). D’aquesta manera, podem determinar la
concentracié de les apos, o la concentracié de lipoproteines que
contenen aquestes apos (78,79). Cap d’aquests parametres, pero,
poden considerar-se exclusius d'LR, perqué, al llarg del catabolisme
de les particules, aquestes tenen diferent composicié d'apos que pot
coincidir amb la de les particules romanents, perd no té per qué

determinar que restin en circulacio.
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Com s’ha comentat anteriorment, I'Gltima técnica desenvolupada per
a la caracteritzacié de les diferents subclasses de lipoproteines és
'RMN, basada en la captacié del senyal que emeten els grups metil
dels lipids que componen cada lipoproteina, i que permet determinar
el nombre de fins a 11 subclasses de lipoproteines diferents en mida
i existents en una mostra (figura 9). Entre aquestes subclasses,
trobem la IDL, i per tant mitjangant aquesta técnica podem

determinar el nombre de particules IDL (IDL-P).

Totes aquestes metodologies, perd, no sén especifiques d’LR, tenen
poca sensibilitat per determinar canvis en les seves concentracions i
no es poden portar a terme en la rutina clinica atesa la seva
laboriositat i el seu cost. El métode de cromatografia
d'immunoafinitat desenvolupat per Nakajima et al. (80) resol
aquestes limitacions, i representa un meétode especific per
determinar les LR. La cromatografia d'immunoafinitat és I'Unica
tecnica especifica per determinar LR (vegeu annex lllI). Aquesta
técnica determina les lipoproteines segons la seva composicio
d’apos en superficie, i eta basada en la immunoafinitat de les apos
per determinats anticossos monoclonals (80). Consta d’una columna
de gel de Sepharose 4B, on es troben units els anticossos anti-
apoB100 per captar les LDL i VLDL, i anti-apoAl, que reté al gel les

HDL i els quilomicrons presents. La raé per la qual I'anticos anti-
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apoB100 no reconeix les particules romanents sembla ser que és la
competéncia que hi ha entre 'apoB100 i 'apoE per 'anticds, ja que
I'apoB100 conté una sequéncia d’aminoacids de I'epitop homodloga a
una regié amfipatica helicoidal de I'apoE. Aquesta técnica requereix
una quantitat molt petita de mostra (5uL) i permet determinar LRs
qgue quedarien fora de rang en altres técniques. La fraccio eluida del
gel conté les anomenades remnant like lipoproteins (RLP), de les
quals es determina el colesterol contingut (RLPc). Les
caracteristiques d’aquesta fracci6 no sén ben conegudes; aixi,
segons Nakajima et al. (80), es tracta, basicament, de quilomicrons i
VLDL de mida gran amb enriquiment d’apoE (81), perd en altres
estudis se’n determinen mides que oscil-len de les VLDL a les HDL.
Se sap que la fraccié RLP no inclou les IDL (82), malgrat que s’ha
vist que, en pacients amb DM o disbetalipoproteinémia, en la fraccio
RLP també es poden trobar particules de la mida de les IDL (83,84).
Per tant, sembla que dins d’aquesta fraccid es troben lipoproteines
amb caracteristiques diferents. D’altra banda, la quantitat relativa de
lipids i apos varia, considerablement, d’'un individu a un altre, amb
més contingut en TG i apoClll, i menys apoE per particula en
hipertrigliceridémics comparat amb normolipémics (85). A titol

orientatiu, les concentracions plasmatiques del colesterol que
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transporten les RLP en homes sans, entre 35 a 54 anys nord-

americans, és de 5.9 mg/dL i de 4,6 mg/dL en dones (81).

Com veiem, cada técnica de separacié mesura les LR basant-se en
les diferents propietats fisicoquimiques que posseeixen (resumit en
la taula 4). Tanmateix, tots aquests parametres no poden considerar-
se equivalents, perqué, com veiem, alguns representen particules
més grans i menys catabolitzades com les B-VLDL, mentre que
d’altres reflecteixen particules més petites i riques en colesterol com
les IDL, o particules enriquides amb apoE com les RLP. Per aixd és
molt important una precisa definicid d’aquestes quan en descrivim

les caracteristiques, les funcions i les accions.
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IV. DISLIPEMIA ATEROGENA

Les dislipoproteinémies son alteracions qualitatives i quantitatives
del metabolisme lipidic i lipoproteic. Mentre que les qualitatives es
caracteritzen per ser alteracions estructurals o de composicié de les
lipoproteines, en les quantitatives hi ha una disminucié o augment de
les seves concentracions respecte de les considerades normals

(hipolipoproteinémies o hiperlipoproteinémies respectivament).

Aquestes  alteracions poden tenir un origen genétic
(dislipoproteinémies primaries) o ser consequéncia d’altres factors o
malalties  (dislipoproteinémies  secundaries). Les principals
dislipoproteinémies primaries son causa de defectes en: 1) el gen
del receptor de I'LDL, de I'apoB o del PSCK9 (hipercolesterolémia
familiar), 2) el gen de 'apoE (disbetalipoproteinémia familiar, E2/E2),
3) el gen de 'LPL o I'apoCll (hiperquilomicronémies) i 4) multiples
gens (hipercolesterolémia poligénica i hipertrigliceridémia familiar). A
més, els factors que deriven en dislipoproteinémies secundaries
soén: 1) malalties com [l'obesitat, la DM, el sindrome metabdlic,
d’hipotiroidisme i les malalties hepatiques i renals, 2) relacionats

amb l'estil de vida, com el sedentarisme i les dietes hipercaloriques
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comunes en les societats actuals i 3) condicions fisioldgiques, com

'embaras o el consum de certs medicaments.

En aquest context, la dislipémia aterogena explica aquelles
alteracions en el metabolisme lipidic que donen lloc a un increment
del risc per MCV, tot i presentar uns nivells d’LDL normals, i que
solen presentar 1 de cada 6 pacients que son atesos en unitats de
lipids a Espanya (86). Aquesta dislipémia s’origina per un increment
en els acids grassos lliures circulants que s’associa a una disminucio
de la sensibilitat a la insulina (87). La menor sensibilitat a la insulina
va lligada a la preséncia de teixit adipds visceral que és menys
sensible a la insulina que el subcutani (88). El flux d’acids grassos
augmenta la sintesi hepatica de TG, i es caracteritza per: 1) un
increment en la sintesi de VLDL de mida més gran (VLDL,), donat
un nucli amb major cumul de TG (figura 3), que origina 2) nivells
elevats d'LR i 3) sdLDL generades per l'accié de les CETP en les
VLDL4, i4) una disminucié de la mida i el colesterol de les HDL. La
concentracié d’aquestes VLDL, esta incrementada en individus amb
obesitat abdominal o DM (89), individus que presenten aquest tipus
de teixit adipds. La concentracié de VLDL, determina, i en aquest
cas, incrementa els nivells de TG circulants (90). L’increment del

transport d’acids grassos al fetge, a part d’estimular la sintesi de TG

-85-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUD ELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMAN EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta Gonzélez MI‘ﬁ‘ﬁQODUCCIO -

i VLDL, disminueix la degradacio intracel-lular d’'apoB, i n'augmenta
la secrecié i, consegientment, la concentracié extracel-lular.

A part d'una mida més gran, VLDL; presenta major proporcio
d’apoClll que d’apoCll, fet que dificulta l'activacié6 d’LPL. Com a
consequéncia, té lloc una menor hidrolisi dels TG d’aquestes
lipoproteines, i les particules que se’n deriven les reconeixen amb
menor afinitat els receptors LDLR i LRP, responsables de la seva
eliminacio. Aquest fet incrementa el temps de permanéncia de les
lipoproteines en circulacio, que, juntament amb l'accié d’HL i CETP,
genera LR i sdLDL, més susceptibles a I'oxidacié. A més, I'acci6 de
CETP entre VLDL, i HDL fa que el contingut de colesterol de les
HDL disminueixi, el que déna com a resultat I'enriquiment de les
HDL amb TG, que les converteix en lipoproteines de rapida
eliminacio, perqué 1) l'accié de I'HL en els TG forma HDL més
petites, 2) la pérdua d’apoAl durant la hidrolisi fa que I'HDL
esdevingui inestable /o 3) sota aquestes condicions l'activitat de
'LPL es veu reduida, amb la qual cosa hi ha un déficit en els
components que formen les HDL. Aixd0 comporta que se sintetitzin
menys particules.

En resum, la dislipémia aterdgena genera particules que, en

condicions normals, no s6n abundants en circulacid, com les LR i les
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sdLDL, i no en genera d’altres que si que son abundants, com les

HDL.
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V. ARTERIOSCLEROSI

L’arteriosclerosi, sent la principal etiologia per a la majoria de
malalties cardiovasculars (MCV), com son la malaltia arterial
coronaria (MAC), la isquémia, I'aneurisma aortic, I'infart de miocardi
o l'accident cerebrovascular (91,92), és un procés patologic de
caracter inflamatori i lipidic que afecta les grans artéries.

L’'Organitzaci6 Mundial de la Salut considera les malalties
cardiovasculars la primera causa de mortalitat en el mon. La mateixa
organitzacio estima que, I'any 2008, 17.3 milions de persones van
morir com a consequéncia de les malalties cardiovasculars (un
25,6% del total), i calcula que, lI'any 2030, fins a 23.6 milions de
persones (un 36% més respecte del 2008) moriran com a
consequéncia de 'MCV (93). A Catalunya, les MCV sén també la
primera causa de mort: 240,6 per cada 100.000 habitants (94), i
representen un 12% dels prop de 980.000 ingressos o consultes
hospitalaries que anualment es produeixen. La tendéncia de les
darreres décades en qué aquesta malaltia afectava, majoritariament,
els paisos desenvolupats s'ha trencat, ja que s’observa, actualment,
que fins al 80% de les morts tenen lloc en paisos pobres o paisos en

vies de desenvolupament (95).
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V.. PROCES PATOGENIC DE L’ARTERIOSCLEROSI

L’arteriosclerosi és un procés progressiu caracteritzat per la
infiltracié i 'acumulacié a la paret vascular de lipids i components del
sistema immunitari, la proliferacié de cél-lules del muscul llis i
'acumulacié de components del teixit connectiu (figura 14). Aquest
procés provoca un engruiximent i una pérdua d’elasticitat de la paret
dels vasos sanguinis, que pot donar lloc a lesions
arteriosclerdtiques. Encara que lesions avangades poden originar
manifestacions cliniques com la isquémia, resultat d’'una progressiva
oclusié de la llum vascular, la complicacié clinica més important és
una ruptura de la placa ateromatosa i la formacié d’'un trombe, que

dona lloc a un infart de miocardi o accident cerebrovascular.

A Tlinici de Tlaparici6 de les lesions arteriosclerdtiques, la
permeabilitat, I'elasticitat i el gruix de la paret vascular pateixen
alteracions motivades per la disfuncié endotelial i la inflamacié (97)
causada per un increment del colesterol circulant. Es, per tant, la
disfuncid endotelial el tret de sortida en Tlinici del procés
arteriosclerotic; és a dir, canvis en els mecanismes de control

homeostatic.
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1. Infiltracié de lipoproteines a I'endoteli arterial sa

3. Inicide la fermacio de la placa
arteriosclerotica amb alt
contingut de cél-lules escumoses.

2. Laneteja de les lipoproteines de I'endoteli
s'inicia amb la infiltracié de monacits.

ee oy
Qﬂ;&ﬁ@g

4. Elprocés inflamatori continua fins que es produeix
la ruptura de la placa i la formacio del trombe.

Figura 14. Procés etiopatogénic de I'arteriosclerosi. Composicié d’'imatges
extreta de www.servier.com/Powerpoint-image-bank i adaptada de Libby et

al. (96).

L'increment de [I'expressi6 de molécules d’adhesid, citocines
inflamatories i factors protrombodtics, i de [I'estrés oxidatiu,
conjuntament amb una modulaci® anormal del to vascular,
provoquen la retencié local de lipoproteines (LDL, Lp(a) i LR) en
molécules adherides a la matriu extracel-lular de les cél-lules
endotelials, particularment els proteoglicans, que donen com a

resultat un increment en la penetracié de lipids a la paret arterial
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(98). Aquestes lipoproteines retingudes sofreixen maodificacions
(agregacio, lipdlisi i oxidacié) que provoquen [lalliberament de
fosfolipids i peroxids lipidics que activen la resposta inflamatoria en
les céllules circumdants (99). Aquest fet atreu diferents cél-lules
que es troben en circulacid. En particular, els mondcits 1) entren al
subendoteli, 2) es diferencien a macrofags, 3) activen I'expressio de
receptors scavenger i toll-like per captar les lipoproteines retingudes
i modificades, 4) es transformen en céllules escumoses i 5)
aquestes queden retingudes a la lesié en comptes de tornar a
circulacio. A més a més, les cél-lules T, els mastocits i altres cél-lules
inflamatories s’incorporen a la lesio arteriosclerotica i, juntament amb
els macrofags, contribueixen a aquesta resposta inflamatoria
alterada. En les lesions ja establertes, es produeix un efecte
feedback que amplifica 'augment de retencié de lipoproteines, ja
que els receptors scavenger no estan controlats per feedback
negatiu com I'LDLR, i aixd fa que el macrofag tingui una capacitat
il-limitada d’acumular colesterol. Les cél-lules musculars llises migren
a la intima i promouen la formaci6 d’un tap de col-lagen i fibrinogen.
A mesura que la lesié progressa, els macréfags moren, cosa que
origina arees necrotiques plenes de restes extracel-lulars, cristalls de
colesterol, proteases i material procoagulant i protrombotic. També,

els receptors foll-like inicien una cascada de senyals dins dels
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macrofags que no han mort, cosa que fa que s’alliberi oxid nitric i
enzims proteolitics que degraden la matriu i causen que la placa es
desestabilitzi. En aquest punt del procés, les plaques poden
erosionar-se o alliberar-se i donar lloc a un accident vascular
trombodtic. En estadis inicials, el procés és reversible si es
disminueixen les concentracions de lipoproteines que contenen
apoB circulants en plasma. En estadis més avancats, els processos
de retencid de les lipoproteines esdevenen més complexos i dificils

de revertir (24).

V.I. ARTERIOSCLEROSI SUBCLINICA

L'avaluacié clinica de [l'arteriosclerosi és una eina que ajuda a
estratificar el risc cardiovascular (100-106). D’aquesta manera, les
técniques d’'imatge i de valoracié de la funcionalitat de les artéries
ens ajuden a una millor prediccio del risc cardiovascular individual
(107,108).

La determinacié per ultrasons del gruix intima-mitjana (GIM)
carotidia (GIMc), es basa en I'establiment de la distancia entre la
interfase llum-endoteli vascular i mitjana-adventicia, i és un métode
fiable, reproduible i no invasiu per avaluar I'arteriosclerosi subclinica

(109,110) (figura 15). El gruix de la intima-mitjana augmenta a
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mesura que una mateixa persona presenta factors de risc associats,
com el tabaquisme, la hipertensid, la hipercolesterolémia o la DM,
entre d’altres (100). Les directrius epidemioldgiques que tracten el
risc de 'MCV en poblacié general recomanen tant la valoracié de la

GIM com la preséncia de plaques en I'arteria carotidia (111).

Figura 15. Avaluacié de I'arteriosclerosi subclinica mitjangant el métode de

GIM a l'artéria carotidia.

La placa carotidia es defineix entre un rang de GIM > 1.2-1.9 mm, o
un gruix focal major del 50% de 'area que I'envolta (112), tot i que
no hi ha estandarditzacié en la mesura. Per bé que se sap que la
preséncia de placa és més determinant en reflectir un elevat risc
cardiovascular (112,113), alguns estudis questionen que el GIM

tingui eficacia més enlld dels models SCORE i Framingham
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(114,115). En la practica clinica, es recomana GIM com a eina de
cribratge d’arteriosclerosi subclinica en aquells individus amb risc
cardiovascular moderat (101). Estudis clinics demostren que la
determinacio de GIM es relaciona de forma potent amb altres
técniques d’'imatge que es poden utilitzar per avaluar I'arteriosclerosi

subclinica com sén 'RMN o la determinacié de calci coronari.

V.IIl. FACTORS DE RISC CARDIOVASCULAR

L’arteriosclerosi €s una malaltia multifactorial on es veuen implicats
tant factors genétics com ambientals. Els factors de risc
cardiovascular determinen la probabilitat o el risc de tenir una MCV, i

es relacionen amb un increment de la mortalitat cardiovascular.

Trobem una série de factors de risc convencionals que poden ser
modificables o no modificables. Aquells que es poden modificar i
provocar una disminucio o un augment del risc son la hipertensié, la
DM, la dislipémia, I'obesitat, I'estil de vida sedentari i el tabaquisme.
D’altra banda, aquells que no es poden modificar sén l'edat, el
génere, la menopausa, la  histdoria personal d’accident
cardiovascular, la historia familiar d'MCV o els condicionants
genétics. Paral-lelament, en els darrers temps estan sorgint factors

de risc emergents o no convencionals, com poden ser la
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determinacio d’altres subclasses lipoproteiques, com les LR, la Lp(a)
o0 les subclasses de les lipoproteines convencionals; malalties
autoimmunes, com el lupus eritematds sistémic (LES) o marcadors

inflamatoris (homocisteina, etc.), entre d’altres.

En la practica clinica, 'avaluacié del risc cardiovascular es basa en
calculs sobre la preséncia de factors de risc convencionals, i fa
referéncia a la probabilitat de tenir un accident cardiovascular major
en els proxims 10 anys de vida quan s'utilitzen les equacions de
prediccio del risc de Framingham (116), o de mortalitat als 10 anys
quan s'utilitzen les equacions de prediccid europees de I'Score
(117). EIl control dels factors de risc cardiovascular es tradueix en
una disminucio significativa dels accidents cardiovasculars, i el 50%
de les reduccions de mortalitat cardiovascular estan relacionades a

canvis en els factors de risc (95).

Es ben conegut que el principal factor de risc arteriosclerotic és
I'edat. El procés arteriosclerotic s’inicia als primers anys de vida, i es
desenvolupa al llarg de tota la vida (figura 16). Hi ha casos
d’'arteriosclerosi accelerada, com els nens amb hipercolesterolémia
familiar que dupliquen els nivells de colesterol en sang respecte als
valors normals i desenvolupen, prematurament, malaltia coronaria
en edats molt primerenques (mitjana d’home heterozigot 45 anys i

homozigot 2-10 anys) (118); o els pacients amb LES que en edats

-95-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUD LS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMAN EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta G 'nzélez_ Mm‘i‘hODUCCIO -

joves presenten un risc arteriosclerdtic x50 en relaci6 amb la

poblacio general (119,120).

2. Retencié de lipoproteines
prematura. La disminucié
dels factors de i

lipoproteines aterogéniques
premou la rapida eliminacié
dels components

AR (@ e, .
\/ e
\_/ \_/ 3. Captacio de monacits. La

disminucio dels factors de
riscilipoproteines
aterogéniques promou la
rapida eliminacié dels
components aterogénics.
Aplicacio d’estratégies
futures per ala prevencié de
laretencié de més
lipoproteines.

1.Zonadela paret arterial amb gruix
de la intima difiis susceptible a lesié.
Procés reversible sota control de
factors derisc.

5. Inflamacié. mort de macréfags i necrosis. Continua
I"acceleracié de la retencid de lipoproteines La disminucia
dels factors de risc i lipoproteines aterogéniques promou

larapida eliminacio dels P ts aterogenics, ila
regressié de la lesié. Toti aixi, lareversibilitat del procés
és més dificil i prolongada, i es pot desenvolupar malaltia

vascular .

4. Fonmacié de cél-lules
escumoses i migracié de
cél-lules musculais llises.
Acceleracié de laretencié de
lipoproteines. La disminucio
dels factors derisci
lipoproteines aterogéniques
potencara promoure larapida
eliminacié dels components
aterogénics, regressio dela
lesid i la prevencié de
respostes futures.

YIJDN3O2S310aV

EéllesT Placa de necrosiamb
= eristalls decolesterol g

EDAT ADULTA

Figura 16. Evolucié del procés arteriosclerotic amb I'edat. Adaptacié de

Tabas et al. (24)

Amb l'edat també es produeixen canvis en el perfil lipidic.
L’'increment de les necessitats energétiques durant I'adolescéncia
genera una disminucio dels TG circulants, com a conseqtiéncia d’un
increment en lactivitat LPL (121). D’altra banda, els nivells de
colesterol total no varien dels trobats en adults (122). En poblacio
general, també s’observa un augment d’LDLc amb I'edat, tant en

individus joves com en adults de mitjana edat (123—-126), perd, per

-96 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz - INTRODUCCIO -

damunt de 65 anys, hi ha una reduccié progressiva d’LDLc (127—
130). El comportament de 'HDLc no queda clar, ja que trobem
estudis on no hi ha variaci6 amb l'edat (122,123,127) i d’altres on

disminueix (125,126).

Els canvis en el perfil lipidic o dislipémies també poden ser
conseqliéncia altres factors, com la menopausa, la Diabétis Mellitus
tipus 2 (DMT2), la resisténcia a la insulina, I'obesitat abdominal i el
sedentarisme. Com hem vist, la dislipemia pot afectar qualsevol
parametre lipidic, perd, des de la primera descripcid de les
subfraccions de lipoproteines mitjangant la ultracentrifugacio (47),
els dos principals parametres amb major associacié amb el risc MCV
arteriosclerotic es va constatar que eren LDLc i HDLc (positivament i
negativament, respectivament). El control d’aquests parametres
lipidics, mitjangant canvis en els estils de vida o farmacs, ha
demostrat eficiencia en la disminucié del risc. L'evidéncia que la
reduccio d’LDLc en plasma redueix el risc MCV és inequivoca.
Estudis epidemioldgics i metanalisis demostren que la reduccié
d’LDLc és clau en la prevencio d’MCV, i conclouen que la disminucié
de les concentracions de colesterol LDL, en 1 mmol/L (39mg/dl), es
relaciona amb una reduccid del risc relatiu de mortalitat
cardiovascular del 28% i d’'un 26.6% el risc de patir algun accident

cardiovascular (117,131), el que significa que, en pacients amb risc,
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els nivells LDLc s’haurien de reduir = 50% dels seus nivells basals.
D’altra banda, 'HDL esta emergint com una nova diana terapeéutica,
en ser considerats els seus nivells baixos factor de risc independent
de malaltia coronaria (132—134). En pacients tractats amb estatines,
i per tant amb els nivells LDLc controlats, els nivells baixos d’HDLc -
definits com a < 40 mg/dL en ambdds sexes o < 40 mg/dL en homes
i < 50 mg/dL en dones (135)- es troben associats, de manera
independent i significativa, amb un elevat risc MCV (136). Encara
que estudis epidemiolodgics han observat una relacié inversa entre
lictus, el grau i la progressio d’arteriosclerosi carotidia, la mortalitat
cardiovascular i 'HDLc (133,134) -s’estima que un increment d’1
mg/dL d’HDLc s’associa a una reduccié en el risc MCV del 2% en
homes i el 3% en dones (135,137)-, els efectes beneficiosos de
l'augment d’HDLc per a I'is de tractaments amb farmacs disponibles
en l'actualitat (com la niacina i fibrats) no sén clars. Aixo es demostra
en els resultats d’'una metanalisi on s’inclouen 108 assajos clinics
d’intervencié i 299.310 participants amb risc cardiovascular, en la
qual 'HDLc no déna cap associacio significativa amb el risc per mort
o accident de malaltia coronaria després d’ajustar per LDLc (138). A
més a més, la deficiencia de CETP s’associa tant amb augment com
amb reducci6 del risc d’'MCV (3,4). D’aquesta manera sembla que,

segons les mutacions genétiques, es pot alterar I'activitat de CETP
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sobre altres parametres, tant de forma aterogénica com
antiaterogénica. Actualment, el desenvolupament d’un nou grup de
farmacs, els inhibidors de la CETP, i més concretament anacetrapib i
evacetrapib (vegeu I'apartat I.l1l. Metabolisme exogen), pot donar lloc
a una nova visié en aquest terreny. Els estudis publicats demostren
que aquests farmacs incrementen els nivells d’'HDLc i milloren de les
seves propietats antiaterogéniques (6), tot i que els efectes sobre
'MCV no queden clars i els resultats dels assajos clinics no es
preveuen fins a 'any 2017.

La importancia dels TG com a factor de risc cardiovascular és un
tema controvertit. Mentre que alguns estudis epidemiologics
suggereixen que els TG sén un factor de risc independent d’MAC
(139-141), en d’altres perden el valor predictiu després d’ajustar per
'HDLc i altres factors de risc (142—144). En el Framingham Heart
Study, els TG son un factor de risc independent en dones, perd no
en homes (145). Tanmateix, en una metanalisi amb > 50.000
individus en 17 estudis prospectius s’indica que els TG sén un factor
de risc independent en qualsevol dels dos sexes en poblacié general
(146). Els TG varien al llarg del dia en resposta a la ingesta
d’aliments i, per tant, és un parametre molt variable que, tot i
determinar-se en deju, presenta una variabilitat bioldgica del 23%

respecte del 9,5% de I'LDLc (147). A causa d’aquesta variabilitat,
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incrementada en estat postprandial, tradicionalment els TG s’han
determinat en deju; tot i aixi hi ha estudis que demostren que els TG
postprandials sén tan informatius del risc com els de deju (148-150).
Una important limitacié en la determinacié dels TG totals en plasma
€s que no sabem on queden continguts aquests TG, si en
lipoproteines, com els quilomicrons o VLDL, o en les més
aterogéniques LR. Per tant, més important que la concentracié de
TG és saber com es transporten, atés que l'aterogénia dels TG

depén de les lipoproteines per les quals es transporta.

En individus amb diabetis mellitus tipus 2 (DMT2), la dislipémia
també és un dels factors clau causants del seu elevat risc MCV. La
incidéncia d’arteriosclerosi en pacients DMT2 és superior en
individus sense DMT2 (151), a causa de la dislipeémia aterdgena
tipica en aquests malalts, que es caracteritza -com hem dit- per
nivells alts de TG, sdLDL i LR, i baixos d’HDLc. Cal pensar que la
dislipémia en DMT2 només afecta, moderadament, els nivells
d'LDLc, amb la qual cosa la seva diana terapéutica ha de centrar-se
en els TG, I'HDLc i les LR. De la mateixa manera, un IMC elevat
genera la dislipémia aterdgena descrita en DMT2. Aquest perfil
aterogénic es correlaciona amb un increment del risc cardiovascular
en individus sans amb sobrepés (152,153), que es veu reduit quan

I'IMC es troba entre 20-25 kg/m2 (152,154,155), i es troba associat a
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calcificacions coronaries en dones postmenopausiques (156) i GIM
en homes sans (157). L’increment en el pes també es troba associat
a un perfil més aterogénic amb mides incrementades de les VLDL i

reduides de les LDL i HDL en adolescents (158).

Molts estudis es porten a terme en poblacié general on s’inclouen
individus d’ambdoés sexes, perd cal tenir en compte les diferéncies
entre els dos géneres quan a risc arteriosclerotic. Tot i que I'MCV és
la causa més gran de mortaldat en dones als Estats Units (159) i
s’estima que, de cada dues dones, una mor per alguna malaltia
relacionada amb el cor (160), és el sexe masculi aquell que presenta
més risc de patir MCV (161). Els factors de risc convencionals que
s’han trobat en dones sén semblants als que s’han trobat en homes,
pero cal tenir present que hi ha diferéncies biologiques importants
que son uniques de les dones. Mentre que trobem una diferéncia de
10 anys en la mortalitat general entre dones i homes, cada any el
nombre de morts cardiovasculars en dones esdevé meés similars al
dels homes (162), i és en arribar a la menopausa quan el risc
s'iguala entre els dos sexes. Un dels efectes adversos de la
menopausa -com hem comentat anteriorment- sén els canvis en el
perfil lipidic que provoquen dislipémies, i que incrementen el
colesterol total, LDLc i TG, i redueixen el colesterol de les HDL perd

n‘augmenten la mida (161). La causa d’aquest increment de risc
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després de la transicié a la menopausa (163—165) no queda clar si
és resultat de l'edat, la deficiéncia d’estrogens o ambdods factors
(166). Tot i aixi, trobem poblacions especifiques de dones, com les
que pateixen LES, que no presenten proteccio arteriosclerotica en
edats joves. En aquest cas, un altre factor de risc, la inflamacié, pot
contribuir a 'augment del risc en aquestes pacients, encara que el
procés pel qual presenten un major risc és meés complex i
I'explicarem amb més detall més endavant. Es ben conegut que la
inflamacié té un rol molt important en el procés arteriosclerotic
(167,168), i la rellevancia que té en el desenvolupament d’'MCV
gueda palesa en la relacié que hi ha entre marcadors inflamatoris,
com la proteina C reactiva (PCR), i els accidents MCV (10-13). Les
vies inflamatodries tenen un paper important en el desenvolupament i
la propagacio de l'arteriosclerosi, i en I'aparicié de sindromes aguts
coronaris (169,170). Malgrat que els mecanismes fisiopatologics no
son clars, les proteines de fase aguda podrien desestabilitzar les
plaques arteriosclerdtiques i provocar-ne ruptures, activar el
complement o facilitar canvis en el perfil lipidic (171). Aquests
canvis es donen, principalment, en aspectes qualitatius de certes
lipoproteines. Diferents mediadors de la inflamacié, com el factor de
necrosi tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha, TNFa) o la

interleuquina 1, afavoreixen la uni6 d'LDL en circulaci6 amb
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'endoteli vascular. L’LDL, en ser internalitzada, sofreix diferents
modificacions (i.e. oxidacid) que fan que els receptors scavengers
situats en la superficie dels macrdfags n’augmentin la captacio.
D’aquesta manera s'inicia la formaciéo de les cél-lules escumoses
tipiques del procés arteriosclerdtic (167). D’altra banda, les HDL
posseeixen qualitats antiinflamatories que poden revertir o evitar

aquests processos (172).

V.IV. DISLIPEMIA ATEROGENA, SUBCLASSES DE

LIPOPROTEINES | ARTERIOSCLEROSI

Com s’ha comentat anteriorment, durant molts anys s’ha centrat
'atencid en les lipoproteines LDL i HDL per al maneig del risc
cardiovascular, perd avui en dia encara una part molt significativa
dels infarts de miocardi es produeixen en persones amb un perfil
lipidic normal -LDLc < 115 mg/dL , HDLc > 40 mg/dL en homes i >
45 mg/dL en dones, TG < 150 mg/dL- (95,173-175). Cal, doncs, la
identificaci6 de nous biomarcadors predictius de risc MCV, i la

determinacio de les subclasses de lipoproteines és un bon candidat.

Com acabem de veure, trobem diferents malalties considerades
factor de risc MCV, com DMT2, les quals presenten el perfil

lipoproteic caracteristic de la dislipeémia aterdogena. Diferents estudis
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a gran escala, com el Malmo Diet and Cancer Study Cardiovascular
Cohort (176) o el Women’s Health Study (177), on es determinen les
subclasses lipoproteiques segons mida i nombre de particules
mitjangant mobilitat idnica i RMN respectivament, mostren que

aquest perfil dislipémic s’associa a major risc cardiovascular.

En la dislipemia aterdgena veiem que I'alteracio del perfil lipidic es
déna, sobretot, en la mida de les particules -increment en mida de
VLDL i reduccié6 d’'LDL i HDL- i no només en la quantitat de
colesterol o TG transportat. La mida de les particules lipoproteiques
és una caracteristica que reflecteix I'activitat dels factors que regulen
tant les seves vies metaboliques com el potencial aterogénic que
presenten; sent un factor que pot contribuir a iniciar el procés
arteriosclerodtic, és a dir, la retencié de les lipoproteines per les
cellules subendotelials. L'estratificacié de les lipoproteines segons
la mida déna lloc a les subfraccions lipoproteiques, que poden ser
determinades per diferents técniques, com ja hem vist. Com més
petita és la particula, més facilitats té per traspassar la paret arterial i
ser retinguda. Ja, en estats no patologics, es poden observar
diferents distribucions en la mida de les lipoproteines segons
genere: les dones sanes presenten les HDL i les LDL més grans que
els homes (178-180). Tot i aixi, en alguns casos no és la mida el

que, directament, fa que una particula sigui més aterogeénica. En la
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dislipémia aterdogena podem observar com la VLDL presenta una
mida superior, un fet que la transforma en més aterogénica. En
aquest cas, I'aterogénia de la particula no ve donada per la capacitat
a ser captada per la paret arterial o els macrofags, sind pels canvis
en el metabolisme lipidic que provoca, el que genera particules meés

aterogéniques: LDL i HDL més petites, i LR.

Com hem comentat anteriorment, durant les ultimes décades el
focus d’interés s’ha centrat en les particules LDL. Es per aixd que
trobem un extens nombre d’estudis, tant cas-control com prospectius
i en diferents poblacions, en qué s’examina l'efecte de la mida
d’'aquestes particules amb el risc cardiovascular. Els resultats
mostren, majoritariament, associacions de les particules LDL petites
amb el risc cardiovascular (37,181-183). Cal tenir en compte altres
canvis qualitatius que sofreixen aquestes lipoproteines que les fan
més aterogeniques, com és la facilitat de ser oxidades, agregar-se
entre si i ser captades per mondcits i macrofags, o tenir una major
afinitat pels proteoglicans de la paret arterial; o la capacitat
d’augmentar els nivells d'LR en estats postprandials (184).
Contrariament, perd, també es troben estudis on no apareixen
aquestes associacions amb el risc cardiovascular (185-187), o
s’observen correlacions molt fortes amb altres parametres

convencionals lipidics i les LDL petites (188), el que dificulta,
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d’'aquesta manera, la determinaci®é de la seva contribucié
independent al risc cardiovascular davant de les aproximacions
convencionals (189). Tot i que sembla prou establert que les sdLDL
s6n meés aterogéniques que les LDL grans (156,190-195), es troben
alguns estudis on es descriu un paper aterogénic de les LDL grans
(196). En aquesta linia, s’ha descrit que pacients amb malaltia
coronaria presenten predominanca d’LDL grans respecte de les
altres subclasses (197), i que algunes poblacions d’homes sans
presenten les LDL grans com a determinants independents de GIMc
(198). En I'estudi multiétnic MESA, les LDL grans correlacionen amb
la GIM de la mateixa manera que ho fan les petites, tot i aixi I'estudi
conclou que les petites sén més aterogéniques (199). Aquesta
divergéncia de resultats es podria explicar pels nivells basals de TG,
ja que, quan aquests son baixos, les LDL grans poden esdevenir

predictives de risc coronari (35).

De la mateixa manera que les sdLDL, les HDL més petites presents
en la dislipémia aterdgena mostren modificacions qualitatives
respecte de les HDL més grans. Encara que en estats metabdlics
normals les HDL més petites (HDL3;) sembla ser que presentin
majors propietats antiarteriosclerotiques que les grans, sota certes
condicions o estats metabolics aquestes particules poden perdre les

seves funcions antiarteriosclerdtiques, esmentades anteriorment, i
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convertir-se en HDL disfuncionals (200). La implicacioé de la mida de
les HDL com a factor predictiu d'MCV no queda clara (36,201).
Trobem nombrosa bibliografia on s’associen les HDL petites amb
MCV, malaltia cerebrovascular i GIM (202-208), de manera
independent a HDLc; i les HDL grans, a una major capacitat
antiarteriosclerotica (51,156,176,177,190,203,209-216), que, en
alguns casos, fins i tot millora la prediccio dels factors de risc
convencional (132,217,218) i s’associa de manera inversa a les LDL
petites (176). En contraposicid a aquestes dades, trobem estudis
que associen, positivament, les HDL petites amb factors inhibidors
d’arteriosclerosi (219,220), o que no discriminen segons la mida de
les particules els efectes aterogénics o antiaterogénics donats

(176,221,222).

La discordanca de totes aquestes dades pot produir-se a causa de la
complexa relacié que hi ha entre les subclasses determinades per
diferents técniques, com ja hem comentat, i que fa que no hi hagi
una correlacié entre les subclasses de lipoproteines que s’obtenen
de les diverses técniques. D’aquesta manera, la comparacié de
resultats és complicada. D’altra banda, [I'estandarditzacio
metodologica és dificil d’establir, atés que els principis de cada

técnica son molt diferents.
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Un parametre molt relacionat amb la mida de les particules és el
nombre de lipoproteines present de cada fraccié o subfraccié. Com
hem vist anteriorment, s6n parametres determinats per RMN o
nivells d’'apoB (en el cas d'LDL). Molts estudis que no mostren un
increment de la capacitat aterogénica d’aquelles LDL més petites
descriuen com a millor parametre vaticinador del risc cardiovascular
el nombre de particules LDL totals (LDL-P) (196,199,206,223—-226).
També el nombre de particules HDL (HDL-P) sembla un millor valor
predictiu de risc MCV (227). Tot i aixi, els dos parametres no sén

exclusius I'un de l'altre per a la prediccio de risc MCV.

V.V. LIPOPROTEINES ROMANENTS | ARTERIOSCLEROSI

V.V.l. Caracteristiques aterogenes de les LR

Les LR, com hem vist, també es troben incrementades en la
dislipémia aterdgena. Hi ha evidéncies directes que les LR es troben
retingudes en zones que son susceptibles d’iniciar el procés
arteriosclerdtic i que pacients que tenen altes concentracions en
sang augmenten marcadament el seu risc arteriosclerdtic. També

hem vist que hi ha diferents entitats en el grup de particules
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romanents, i cadascuna té caracteristiques i propietats propies
respecte de I'arteriosclerosi.
Perd, quines soén les caracteristiques generals que fan a totes

aquestes LR més aterogéniques?

m Mida. Com ens mostra 'apartat anterior, la mida de les particules
lipoproteiques pot determinar una part del seu grau aterogénic. Les
particules romanents determinades per diferents técniques
presenten mides molt diverses (des de VLDL a HDL). De la mateixa
manera que les altres lipoproteines, mentre que aquelles que
presenten mides més petites poden tenir una millor difusid a la
intima arterial, aquelles més grans en queden excloses (228).
L’influx d'LR a la intima augmenta directament amb I'increment d’'LR
en plasma i decreix inversament amb l'increment del seu diametre,
del qual també depén la seva retencio a la intima (229). Tot i aixi,
Shirakawa et al. (54) van observar com pacients amb DMT2, o
sindrome metabolic, presentaven LR de mida més gran que els
controls. Aquestes particules de mida més gran podrien tractar-se de
les VLDL, trobades en la dislipémia caracteristica de DMT2, origen
de canvis aterogeénics en el perfil lipidic. Previament, a més, en un
estudi amb pacients diabétics no insulinodependents s’establien les
particules més petites d’'LR, com les IDL, com a increment de risc

(230).
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' Nombre de particules. De la mateixa manera que en altres tipus
lipoproteics, per bé que la mida és important, aproximadament el
70% de les diferéncies interindividuals sén degudes al nombre d’'LR
en plasma i no pas a la mida d’aquestes (231). A més, I'acumulacio
de lipids a la paret arterial, el punt critic en Tinici del procés
arteriosclerodtic, es troba directament relacionat amb la quantitat de
lipoproteines circulants (229). ElI métode més fiable per a la
determinacié del nombre de particules és 'RMN. Estudis recents,
com el Women’s Health Study, associen les concentracions d’IDL-P
amb l'accident cardiovascular en dones sanes seguides durant 11

anys (177).

= ApoE. Com hem vist, un dels factors clau per a I'eliminacio de les
LR és lapoE. D’aquesta manera, tant la quantitat d’apoE per
particula -a més apoE més probabilitat de quedar retingudes per
HSPG a la paret arterial (232)-, com l'isoforma -apoE2 presenta
menys afinitat per receptors- i la preséncia d’altres apos en les
particules -poden inhibir unions amb receptors o enzims- sén factors
determinants de l'eliminacié de les particules de circulacié i de la
captaci6 d'aquestes per macrofags i formacié de cél-lules
escumoses (233). S’ha determinat que un 20% de les lipoproteines
que contenen apoB també contenen apoE en individus

normolipémics, percentatge que s’incrementa un 85% en pacients
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amb disbetalipoproteinémia caracteristics en alts nivells d’'IDL (79).
La falta d’apoE (ratolins knockout en apoE) o la preséncia de formes
poc recognoscibles pels receptors (disbetalipoproteinémia) donen
lloc a arteriosclerosi accelerada, ja que el fetge no elimina les

particules en circulacio (234).

m Oxidacio. La captacié que fan els macrofags de les LR també pot
ser independent d’apoE (234), i aixd pot ser a causa de la unié no
especifica d’'apoE a membrana o del reconeixement i la captacié de
molécules oxidades dels macrofags. La lipolisi de les lipoproteines
n’'incrementa la susceptibilitat a I'oxidacid, i en les lipoproteines
oxidades els macrofags incrementen la seva captacio (235). Ratolins
knockout per apoE presenten elevats nivells de particules romanents
(B-VLDL) i arteriosclerosi accelerada, que pot ser revertida amb
antioxidants. Per tant, I'aterogénia de les particules romanents

independent d’apoE es pot explicar per I'oxidacié (236).

m Estructura. Les lipoproteines aillades de placa arteriosclerotica
son estructuralment més semblants a les lipoproteines riques en TG

(237).

® Lipolisi. En la formacié de les LR a través de l'accié de I'LPL
sobre les lipoproteines, es generen productes lipolitics citotoxics per

als macrofags que poden incrementar la permeabilitat endotelial

- 111 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUD ELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMAN EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta Gonzélez MI‘ﬁ‘ﬁQODUCCIO -

(238-240), que faciliten la difusid endotelial de les LR. A més, la
lipdlisi de les LR pot induir I'increment de I'agregacié plaquetaria en

sang (241).
V.V.Il. Arteriosclerosi i parametres de les LR

Les propietats esmentades en I'anterior apartat sén les que aporten
el caracter aterogénic a les LR, i fan que les seves concentracions
en sang siguin marcadores de risc arteriosclerotic. Atesa I'existéncia
de diferents entitats en el grup de LR amb propietats fisicoquimiques
diferents, es pot donar una especificitat de poblacié en la valoracié

de risc arteriosclerotic.

Com hem dit, el parametre més especific dLR és I'RLPc. En la
poblaci6 del Framingham Heart Study és un factor de risc
cardiovascular independent en dones (242), tot i que es determinen
valors més elevats en homes (81,243), i s’'incrementa en la
dislipémia aterogena. A més, trobem estudis en diferents poblacions
de risc arteriosclerdtic on s’han trobat concentracions elevades
d’'RLPc, com les dones postmenopausiques (243), els pacients amb
MAC  (80,81,243,244), els diabétics (245,246) i els

disbetalipoproteinémics (80,84). També s’ha vist que és millor
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predictiu d’accidents cardiovascular que el colesterol no HDL en
pacients amb MAC amb nivells <100 mg/dL sota tractament
hipolipemiant (247). El potencial aterogénic d’'RLP queda enfortit per
la capacitat que té en I'acumulacioé lipidica en macrofags (248,249),
estimulacié d’agregacié plaquetaria (250-253) i disfuncié en la
vasorelaxacié dependent d’endoteli (254,255). A més, en pacients
hipertrigliceridémics, la seva reduccié és important mitjangant
diferents farmacs: 75.4 % (fenofibrats) (256). La determinacié del
RLPc pot predir la preséncia d’arteriosclerosi cardtida o coronaria
independentment dels nivells plasmatics de TG (257). Un augment
de TG no vol dir augment de 'RLPc en plasma en molts casos (258),
encara que la relacido entre LR i els nivells de TG fa previsible
determinar majors concentracions en estats postprandials que en

deju (259).

La determinacio del colesterol que transporten per les particules IDL
mitjangant ultracentrifugacio va ser el primer parametre d'LR que es
va estudiar; és per aix0 que trobem nombrosa bibliografia sobre
aixo. Estudis transversals han demostrat que pacients amb MAC
tendeixen a tenir nivells plasmatics d’'IDLc elevats (73,260-264), i
s’observen majors nivells en homes enfront de dones, en adults

enfront de joves i diabétics enfront de no diabétics. A més, la IDL es
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relaciona de manera independent amb MAC (260), i amb la severitat
i progressi6 de [larteriosclerosi subclinica tant en estudis
transversals (262,263,265) com longitudinals (205,264,266,267).
D’entre aquests estudis, Watts GF et al. (268) determinen una
relacid inversa entre la millora de MAC i els nivells d'IDL i LDL, i una
relacié positiva amb HDL, tot i que no identifiquen IDL predictiu
independent de MAC. D’altra banda, Phillips NR et al. determinen
que un increment d’1 mg/dL d’IDL + VLDL incrementa un 2% la

probabilitat de patir un accident cardiovascular (267).

Quant a la IDL-P, i no al colesterol contingut en aquestes, trobem
estudis, com per exemple, en el Women’s Health Study, on
s’associen les concentracions d’IDL-P -juntament amb les LDL
totals, LDL petites i les VLDL- amb accident cardiovascular en dones
sanes seguides durant 11 anys (177). La GIMc també s’hi associa,
en homes amb DM tipus 1, juntament amb VLDL grans, LDLc i apoB
(269). De manera indirecta, també la dislipémia aterdgena s’associa
a incidéncia de DMT2 (270). Per ultim, la IDL-P es veu reduida un
19% en homes i un 39% en dones que s’han sotmés a tractament
amb estatines (37) i en individus hipertrigliceridémics, un 62.8%

mitjangant fenofibrats (256).
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L’evidéncia clinica de I'habilitat de la B-VLDL com a promotora de
l'arteriosclerosi és la proveeixen, basicament, els pacients amb
disbetalipoproteinémia que tenen un increment en plasma de B-
VLDL (71) i també un increment d’arteriosclerosi arterial i coronaria,
aixi com malaltia vascular periférica (271). També s’ha vist que
animals alimentats amb dietes riques en colesterol tenen increment
d’'aquestes particules en circulacid (272). Les B-VLDL aillades de
pacients dislipémics provoquen canvis morfoldgics a macrofags, i
donen lloc a caracteristiques morfologiques de les céllules
escumoses, sempre que aquestes particules continguin apoE sense
cap disfuncié a la unié amb receptor (273,274). Cal tenir present,
perd, que els disbetalipoproteinémics sén homozigots per apoE2
(275), la forma d’apoE menys afi per als receptors, i per tant els
macrofags ni reconeixen ni capten, de manera eficient, aquestes
particules i, conseguentment, no es formen les cél-lules escumoses
(276). Tot i aixi, ratolins transgénics homozigots per apoE2 tenen [3-
VLDL incrementada en circulacié i desenvolupen arteriosclerosis
(277,278). Per tant, el potencial aterogénic de B-VLDL es creu que
és per la seva susceptibilitat a ser oxidada, i promou la formacié de
cél-lules escumoses pel mecanisme donat per les LDL oxidades

(LDLox) (235).
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V.V.I. Arteriosclerosi, metabolisme postprandial i LR

Avui en dia augmenten les evidéncies que un metabolisme
postprandial alterat juga un rol important en el desenvolupament de
l'arteriosclerosi. ElI grau i la duracié de la hipertrigliceridémia
postprandial esta directament relacionat amb el fenomen de la
dislipémia aterogena, tal com la preséncia de les sdLDL o I'abséncia
de les HDL (279). Els mecanismes pels quals la hipertrigliceridémia
postprandial pot resultar en arteriosclerosi els han revisat per Lopez-
Miranda et al. (280), i les particules romanents hi tenen un paper

molt important.

a) Els canvis postprandials produits en I'endoteli indueixen a la
disfuncié endotelial. Incrementant les particules romanents
s’altera la vasodilatacié de I'endoteli, i el paper secretor de
I'endoteli i pot, per exemple, disminuir la secrecié d’oxid nitric i

induir la relaxacio vascular.

b) L’hipertrigliceridémia postprandial indueix I'expressié de les

citocines proinflamatories i les molécules d’adhesio solubles.

c) Ates que romanen més temps en circulacio, competeixen per la

unié a LPL, fet que pot provocar la formacié d’sdLDL.
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V.VI. LUPUS ERITEMATOS SISTEMIC | ARTERIOSCLEROSI

Com s’ha comentat anteriorment, trobem alteracions del perfil lipidic
secundaries a certes malalties, com és el cas de la DM, la sindrome
metabdlica, d’hipotiroidisme o malalties hepatiques i renals; perd
també hi ha altres patologies que, encara que no presentin una
destacada dislipoproteinémia els individus que les pateixen també
presenten un alt risc cardiovascular, com és el cas del Lupus
Eritematds Sistémic (LES).

Aquesta, juntament amb la DMT2 i individus sans, és objecte

d’estudi en la present tesi.

El LES és una malaltia d’etiologia multifactorial en la qual es
produeix lesié tissular i citoldgica pel dipdsit d’autoanticossos i
complexos autoimmunitaris. LES, com el seu nom indica, és una
malaltia sistémica i, conseglentment, pot afectar diferents i multiples
organs. A més, en ser també una malaltia inflamatoria cronica, es
produeix inflamacié dels organs afectats de forma persistent durant
un llarg periode de temps. No obstant aix0, clinicament el LES es
manifesta de manera fluctuant, alternant periodes de major activitat
0 més simptomes (exacerbacié o brot) amb d’altres d’inactivitat

(remissio).
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V.VLI. Epidemiologia

El LES es pot manifestar en qualsevol edat, sexe i grup étnic, tot i
que domina en les dones i es comporta de forma especialment
agressiva durant I'edat reproductiva. La incidéncia i la prevalenca del
LES varia en funcié de l'area geografica i de I'étnia analitzada. A
Espanya, segons l'estudi EPISER que la Sociedad Espariola de
Reumatologia ha portat a terme, la prevalenca de la malaltia és de
34-91 per cada 100.000 habitants (281), i la incidéncia de 2/100.000
habitants I'any. Juntament amb Suécia i Islandia, Espanya presenta
una de les prevalences més altes d’Europa (282).

Els génere femeni és més permissiu quant a LES, ja que la
prevalenga en les dones en edat fertil és de 7 a 9 vegades superior
que en els homes, mentre que la relacié entre dones i homes es
redueix a 3:1 en els anys premenopausics i postmenopausics. Cal
tenir en compte, perd, que el génere no es considera un factor
pronodstic. Una possible explicacié a aquesta major permissivitat de
génere femeni deriva de la regulacié hormonal. L’estradiol s’'uneix
als receptors dels limfocits T i B, i namplifica I'activacié i
supervivencia, amb la qual cosa s'afavoreix una resposta
immunitaria prolongada en les dones. En situacions d’alteracio

hormonal, com pot ser l'aparicié6 prematura de la menstruacio,
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'administracié d’anticonceptius orals (283,284) o la substitucid
hormonal durant la menopausa, s’ha vist que les dones presenten
major risc de patir LES (285,286), probablement a causa de
I'alteracié del metabolisme de les hormones sexuals en el LES, cosa
que influeix en la tolerancia immunitaria.

Tot i que, com hem dit anteriorment, la majoria dels casos de LES
corresponen a dones en edat reproductiva (15-45 anys), es té la
predisposicid en totes les edats. S’anomena “LES pediatric’ quan
debuta abans dels 16 anys i representa entre el 8% i el 15% dels
casos. El més habitual és la seva aparicié després dels 10 anys i és
extremadament infrequent abans dels 5 anys. D’altra banda, quan el
LES es presenta en pacients majors de 50 anys, s’anomena “lupus
d’aparicié tardana” i representa entre el 4% i el 39% de tots els
casos. Tanmateix, aquest grup, a causa de I'envelliment progressiu
de la poblacié en els paisos occidentals, adquireix cada cop major

importancia.

Fins a la primera meitat del segle XX, el LES era descrita com una
malaltia progressiva general amb terminacio fatal, i amb un periode
de 3 mesos a 1 any entre les primeres manifestacions de la malaltia i
la mort, principalment causada per malaltia renal i infeccions (287—-

291). Posteriorment, gracies a la introduccié de farmacs, com els
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esteroides o els immunosupressors per al tractament de LES, i una
millora en el maneig del dany renal, la supervivéncia dels pacients,
estimada a 5 anys, va passar del <50% al >95% dels temps actuals
(292-295), iniciant-se aixi la inclusié de casos cronics de la malaltia.
Paradoxalment, ha estat en les ultimes décades que la incidéncia del
LES s’ha vist triplicada, fet que reflecteix, probablement, les millores
aconseguides en el coneixement de la malaltia i una millora en la
captacio de casos.

Tot i les millores descrites, la mortalitat del LES és tres cops
superiors a la de poblacié general del mateix génere i edat. Ja en els
anys vuitanta, Urowitz et al. (296) i Rubin et al. (297) van descriure
una corba bimodal de mortalitat en LES: un primer pic provocat per
l'activitat/severitat o infeccions propies del LES (gairebé absent en
l'actualitat gracies a les millores esmentades) i un segon pic en
superar els 5 anys de la diagnosi del LES, a causa, principalment, de
MCV (298).

Es ben conegut que I'activitat de la malaltia al llarg del temps és un
predictor de mortalitat important, i que es relaciona,
significativament, amb el dany present. Es per aixd molt important la
mesura de I’activitat de la malaltia i el dany produit. Es troba una
gran varietat d’'indexs per mesurar l'activitat de la malaltia (299),

valids, fiables i comparables, tot i que el Systemic Lupus
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Erythematosus disease activity index (SLEDAI) és, potser, I'eina
avaluadora més facil d'utilitzar. En les darreres revisions d’aquest
index s’ha proposat emfatitzar la malaltia en curs, i no només les
activitats noves o recurrents (SELENA-SLEDAI i SLEDAI 2001)
(299). A més, hi ha un consens internacional en l'index per
determinar el dany de la malaltia: Systemic Lupus International
Collaborating  Clinics/American  College ~ of = Rheumatology

(SLICC/ACR) Damage Index (SDI) (300,301).
V.VLIl. Criteris de classificacio de diagnosi de LES

No hi ha proves de laboratori o un quadre clinic especific per al LES,
per la qual cosa el seu diagnostic es basa en uns criteris de
classificacio. Aquests es van establir el 1982 i els va revisar un
comite el 1997 (302). Recentment, perd, el Systemic Lupus
International Collaborating Clinics (SLICC) va presentar els criteris
de classificaci6 SLICC 2012 que defineixen millor algunes
caracteristiques cliniques singulars: adjudica més valor a les
alteracions hematologiques, afegeix alteracions bioquimiques no
incloses anteriorment (com la hipocomplementémia) i estableix que
s’han de complir criteris clinics i també immunoldgics. L’aplicacié

dels nous criteris fa que es guanyi en sensibilitat i aquests permeten
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un diagnostic més precog, encara que perden, discretament, en
especificitat respecte dels del 1997 (303) (vegeu annex IV). En els
nostres estudis s’han aplicat els criteris de classificacié consensuats

del 1997.

V.VLIIl. Manifestacions cliniques de la malaltia

En el LES el dany cel-lular i tissular que provoquen els anticossos
esdevé en un ampli espectre de manifestacions cliniques. Al principi,
el LES sol afectar un o diversos organs o sistemes, perd amb el
temps apareixen més manifestacions. La frequéncia i la severitat de
les diferents manifestacions varia segons edat, génere i grup étnic.

Les manifestacions cliniques més freqients en el LES son de
caracter general (95%); també n’hi ha d’articulars (95%), cutanies
(80%), hematologiques (85%), cardiopulmonars (pericarditis,
valvulopatia, cardiopatia isquémica; 60%), renals (30-50%),
digestives (40%), neuropsiquiatriques (60%), vasculars (15%) i
oculars (15%). Tant les manifestacions renals com les

cardiovasculars sén les que presenten més mortalitat.

Les manifestacions renals donen lloc a 'anomenada “nefropatia

lupica” (NL). Aquestes manifestacions solen ser les més greus i
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generen una pronunciada reduccié en la supervivéncia d’aquells
pacients amb LES que la tenen respecte d’aquells que no. Tot i aixi,
la supervivéncia actualment se situa entorn al 90% als 10 anys,
malgrat que un 30% presentaran un altre episodi d’'NL i un 25%
acabaran precisant tractament renal substitutiu als 10 anys de
diagnostic. La proporcié de pacients amb malaltia renal o nefritis es
mou entre el 40% i el 60% dels pacients amb LES, per bé que hi ha
grups étnics especifics, com els afroamericans, els caribenys i els
zimbabuesos, que en tenen un major percentatge. Aquells pacients
amb més risc de desenvolupar-la tenen nivells alts d’antiDNAds i
hipocomplementémia (C3, C4 i CH50). La nefritis és asimptomatica
en gairebé tots els pacients amb lupus, i es troba fortament
associada a hipertensio.

Les manifestacions cardiovasculars, les seves causes i les seves

consequéncies les exposarem ampliament a continuacio.

V.VLIV. Arteriosclerosi en LES

Esta ampliament acceptat que els pacients amb LES tenen una alta
mortalitat cardiovascular (290,297,304-311). Com s’ha comentat

anteriorment, és, en superar els 5 anys de la diagnosi de LES, quan,

a causa sobretot d’'MCV, es genera un segon pic de mortalitat (298).
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La prevalenga d’'MCV en LES s’incrementa amb I'edat i la duracié de
la malaltia (297,311-314). Tanmateix, 'augment del risc vascular en
LES és particularment alarmant en dones joves, ja que el tenen més
de cinquanta cops incrementat si es compara amb poblacié general
amb el mateix rang d’edat (119,120). Aquest fet és sorprenent,
perqué en poblacid general és amb l'edat que s’augmenta la
probabilitat d’arteriosclerosis, i sén precisament les dones joves el
grup més protegit contra I'arteriosclerosi gracies a I'efecte protector
dels estrogens (315). D’altra banda, en grups de major edat, el risc
entre pacients LES i controls no presenta diferéncies significatives
(316).

Fins a la data, hi ha molt pocs estudis que comparin la incidéncia
d’MCV en LES amb la poblacié general, perd s’ha observat que
entre el 6% i el 37% de les morts de LES, que s’han estudiat en
diferents cohorts en les darreres quatre décades, sén degudes a
MCV, la qual és la principal causa de mort (290,297,304-311).

La patogénesi de 'MCV prematura en LES probablement és deguda
a un origen multifactorial, i com a resultat de tot aixd es presenten
diferents manifestacions cliniques, incloses [Iartritis, la trombosi,
lembdlia i el flux anormal coronari, i subcliniques, com
I'arteriosclerosi (91). En la morbiditat de les manifestacions cliniques

veiem que la malaltia isquémica coronaria té una prevalenca que
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oscil-la entre el 8% i el 16% en diferents estudis (120,310,317-321),
i que la malaltia cerebrovascular presenta percentatges forca
semblants (92,322-324).

Quant a l'arteriosclerosi, s’observa moderada o severa en el 52% de
les autopsies que s’han dut a terme en pacients amb LES
(309,325,326). També, per mitja de diferents métodes no invasius,
s’ha pogut detectar que la prevalenca d’arteriosclerosi subclinica és
un 40% superior en LES que en poblacié general (319,327), sobretot
en edats més joves i iniciant-se en gruixos de placa inferiors a grup
control (328). A més, entre un 40% i un 54% de dones amb LES
presenta placa carotidia, que en un 76% és calcificada. La
prevalenca es reparteix, segons edat, en un 21% en menors de 35
anys i en un 100% en majors de 65 (319,329,330). Paradoxalment,
les dones joves amb menor prevalenca de placa carotidia sén les
que, com hem comentat anteriorment, tenen un major risc d’'MCV. A
més, no és només que l'arteriosclerosi sigui més frequent en LES
que en poblacié general, sind que també es troba accelerada,
desenvolupant-se o progressant 0.011 £ 0.03 mm l'any (331). Tant la
placa com la GIM sén predictives de futurs accidents cardiovasculars
en pacients sense historia prévia dMCV (318).

En addicioé als canvis estructurals que produeix I'arteriosclerosi en

els vasos, cal també tenir en compte els efectes del LES en la funcié
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vascular, ja que, com s’ha descrit anteriorment, la disfuncié
endotelial predisposa a [larteriosclerosi (332,333). Es tenen
evidéncies que els pacients LES presenten disfuncido endotelial
prematura (334) i que, a més, aquesta es correlaciona amb
l'arteriosclerosi subclinica (335). A més a més, en diferents estudis
el nombre de les cél-lules endotelials progenitores (EPC) circulants -
que intervenen en la reparacio de I'endoteli i estan relacionades amb
I'arteriosclerosi en poblacié general- es troba reduit en comparacié
amb el grup control (336). Tot i aixi, encara que en molts estudis es
consideri el LES com a risc independent de patir disfuncié endotelial
(335,337), aquesta no juga, per si sola, un paper propi dins el
desenvolupament de I'arteriosclerosi, perqué la disfuncié endotelial,
juntament amb l'estrés oxidatiu i la inflamacié cronica, és el que
afavoreix I'increment del gruix de la paret vascular, és a dir, l'inici de
I'arteriosclerosi.

El LES és, per tant, considerat un factor de risc independent del

desenvolupament d’arteriosclerosi (91,338-340).
V.VLV. Factors de risc cardiovascular en LES

L’arteriosclerosi en LES s’ha vist que té un origen multifactorial, i

estudis clinics epidemioldgics suggereixen que hi ha diferents
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mecanismes que podrien promoure I'acceleracié d’aquest procés en
aquests pacients (341) (figura 17). En aquesta linia, i com veurem
més endavant, s’ha descrit el “perfil de dislipeémia lupica”, que
caracteritza de manera més concreta la dislipeémia propia del LES, i
que comparteix alguns trets amb el factor de risc tradicional
“dislipémia aterdgena”, ja conegut i comentat amb anterioritat. En
aquests perfils no només és un factor important el colesterol que
contenen les lipoproteines, sind que també ho és la seva mida i el

nombre de particules.

risc cardiovascular en LES

o

FACTORSDE RISC CONVENCIONALS I + | LESI + FACTORSDE RISC NO

CONVENCIONALS
DM HTA €—— Malaltia renal
Edat Tractament
Mienopalusa
| Dislipéma <€————3 Biomarcadors
I8 R lapica inflamatoris: TNFa
Sedentarfsme e ¥
Biomarcadors
v immunologics:
Tabaquiste autoanticossos i
W sistema complement
v SM
Historia MCV v
v

Historia familiar
MCV

Corticoesteroides

Figura 17. Factors de risc cardiovascular en LES. DM: Diabetis Mellitus;
HTA: hipertensié arterial; LES: Lupus Eritematés Sistémic; MCV: malaltia
cardiovascular; SM: Sindrome Metabdlica; TNFa: Factor de necrosis

tumoral a. Adaptacié de Sinicato et al. (342)
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a) Factors de risc convencionals

Els factors de risc convencionals d'MCV que s’han descrit
anteriorment no mostren el mateix efecte en el LES.

En el LES, ni 'edat ni el génere masculi no sén un factor de risc
arteriosclerdtic, ja que, com s’ha descrit anteriorment, fins a un 90%
de casos de LES so6n dones i son les dones joves les que tenen
maijor risc arteriosclerotic. En canvi, en la poblacié general sén les
dones joves les que tenen menor risc arteriosclerotic gracies a
I'efecte protector dels estrogens (315). EI 10% que resta sén homes
que acostumen a presentar altres manifestacions cliniques de la
malaltia, com serositis i simptomatologia neurologica.

La bibliografia actual presenta dades contraposades sobre la
prevalenca dels altres factors de risc convencionals d'MCV en LES.
Trobem estudis on es presenta una alta prevalenca d’aquests
factors, perod cal tenir present la seva associacié amb raga/grup étnic
o nivell socioecondmic cultural que es doéna en molts casos
(317,343). Alguns apunten el tabaquisme com el principal factor de
risc tradicional que promou el risc d'MCV en LES (321,344); d’altres,
el sindrome metabdlic, considerat un factor de risc independent i la
prevalenga del qual es troba incrementada en LES (345-347). No

obstant aix0, atesa l'alta incidéncia de nefritis en pacients LES, la
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hipertensié és un dels factors més comuns que pot contribuir al
desenvolupament d’'MCV. Avui en dia, molts pacients que presenten
LES i historia d’'MCV estan tractament amb hipotensors, i en linia
amb aquest fet trobem estudis que indiquen que la hipertensié és un
factor de risc important en el LES (310).

Anteriorment, ja hem destacat el paper de la dislipémia aterégena en
el risc arteriosclerdtic. En el LES s’ha descrit un perfil lipidic
moderadament alterat anomenat “perfil de dislipémia ltupica” (348—
351), i de gran semblanga amb la dislipémia aterdogena. Aquest perfil
és especialment present en moments de brot i es caracteritza per
nivells baixos d’HDLc (-15.1%), alts nivells de TG (+62.4%) i Lp(a)
(+61.5%), i lleugers increments o canvis absents en LDLc (+2.8%)
respecte de la poblacié general (298,348,349). Els mecanismes no
sén ben coneguts i hi ha diferents interpretacions. En el cas dels TG,
s’ha observat que soén elevats fins i tot en aquells pacients que no es
estan sotmesos a tractament amb corticosteroides (associats al seu
increment), i que encara augmenten més en preséncia de brot (348).
D’altra banda, les particules HDL no només presenten canvis
quantitatius, siné també qualitatius, ja que diferents estudis
demostren que un 40% de LES tenen les HDL disfuncionals, atés
que han perdut la seva capacitat antioxidant i antiinflamatoria, i

incrementen fins a disset cops la preséncia d’arteriosclerosi
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subclinica (352—-356). La composicid lipoproteica podria tenir un
paper important en aquestes disfuncions, perqué s’han descrit
disminucié en lactivitat enzimatica de PON1 (357,358) i en els
nivells d’apoA1 (359). Aquests canvis provoquen una disminucié de
'adhesivitat endotelial (360,361) i promouen dany endotelial (355). A
més, es troben associacions d’aquests factors lipidics amb
parametres indicadors d’inflamacié (presents en LES), com TNFa,
que correlaciona amb alts nivells de TG i baixos d’'HDLc (350,362).
Aixi doncs, se sap que les HDL tenen influéncia en la immunitat
innata humoral mitjangant la modulacié de I'activacié del sistema

complement, alterat també en aquests pacients (363).

Tots aquests parametres, perd, no expliquen per si sols I'excés de
risc d’aquests pacients, ja que: 1) després d’ajustar pels factors de
risc de Framingham, encara hi ha un increment de 7.5 de malaltia
coronaria (338), 2) els models de prediccié d’MCV sempre presenten
una barreja de parametres convencionals i no convencionals i 3) els
pacients LES amb MAC tenen menor prevalenga i menor nombre de
factors de risc tradicionals comparat amb pacients no-LES amb MAC
prematura (364). Cal tenir present, a més, les limitacions de la
qualificacié dels factors de risc de Framingham en aquesta poblacio,

que es poden explicar pel fet que I'arteriosclerosi en LES es déna en

-130 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz - INTRODUCCIO -

dones joves, i en la puntuacié de Framingham el pes de I'increment

de I'edat i el génere masculi és molt important.
b) Factors de risc no convencionals

Tenint en compte que el LES és considerat un factor de risc
independent del desenvolupament d’arteriosclerosi (91,338-340), i
que, com s’ha vist, els factors de risc convencionals no poden
explicar per si sols I'excés de risc d'MCV prematura que es troba
entre els LES, se suggereix que hi ha factors relacionats amb la
fisiopatologia de la malaltia que cal tenir en compte, com la malaltia
renal, la inflamacio, els biomarcadors immunologics i el tractament
propi de LES (figura 17). Curiosament, tots aquests factors

intervenen en els canvis produits en el perfil lipidic del LES.

El LES és una malaltia inflamatoria cronica, i, com hem vist
anteriorment, la inflamacié és un factor de risc d’arteriosclerosi. A
més a meés, la preséncia de cél-lules immunes activades és tan tipica
en lesions arteriosclerdtiques (167) com d’inflamacié sistémica
(365,366). En el LES, com a resultat de la inflamaci6é cronica,
s’alliberen citocines proinflamatories, algunes de les quals estan

relacionades amb MCV (367,368), com TNFa, que es troba
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incrementat en pacients LES (369). En poblacié general, 'apoA1 de
I'HDL disminueix la produccié de TNFa (370), perd sembla ser que
en el LES aquesta funcié es veu alterada i no disminueixen els
nivells de TNFa. Per tant, la reduccié dels nivells d’HDLc sembla que
hagi de ser una consequéncia de la fisiopatologia de LES, pero pot
també contribuir, indirectament, a la potenciacié de la inflamacio.
D’altra banda,la TNFa en el LES es correlaciona tant amb baixos
nivells d’HDLc com amb alts nivells de TG (298,350,362). Aix0 es
pot explicar per 'activitat de la TNFa com a inhibidor d’LPL, atés que
en pacients LES s’ha observat que I'activitat de les LPL es redueix
fins a un 50% (371). La inhibici6 d’LPL és un mecanisme ben
conegut a través del qual TNFa pot induir canvis en les lipoproteines
observats en LES. Llavors, és per tant possible que I'activitat del
sistema TNFa contribueixi al perfil de dislipémia lupica caracteristic
de LES. A més a més, s’han trobat variants genétiques de TNFa en
altres malalties autoimmunes, com [lartritis reumatoide, que
s’associen amb LDL més petites que tenen una major afinitat per la
matriu extracel-lular i major susceptibilitat a oxidar-se (372). Tot i
aixi, sobre la seva relacié directa amb arteriosclerosi subclinica no
es disposen de dades concloents (340,373). Altres citocines, com
ara la interleuquina-6 (374) o la interleuquina-17, o altres mediadors

de la inflamacié, com serien la PAF-acetilhidrolasa (PAF-AH) o la
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fosfolipasa secretora A2 (PLA2) (375-377), o factors coaguladors,
com I'homocisteina (324,327,346), sembla que juguin algun paper
en el LES i l'arteriosclerosis, perd les dades presentades fins a la
data no sén concloents per determinar-ne la implicacié en el procés

(317).

L’activitat autoimmunitaria, tan activa en el LES, també intervé en el
remodelatge del perfil lipidic present en el LES. Com hem vist, la
preséncia d’autoanticossos és caracteristica del LES, perd no
especifica (annex 1V). La seva participacié en el desenvolupament i
la progressié de l'arteriosclerosi, com a causants de lesions a
'endoteli i alterant el metabolisme de les lipoproteines, ha estat
llargament investigada (378-381). Un clar exemple son els
anticossos antif.glicoproteina 1 (aB2GP1 o apoH), coneguts pel
seu paper patogénic de la sindrome antifosfolipidica, un estat
protrombotic sovint associat al LES, i inductors d'un fenotip
aterogénic mitjangant la reduccioé de I'activitat de la PON de les HDL
en LES (358), que, com hem comentat anteriorment, produeix
lincrement de I'oxidacio de les LDL en reduir I'efecte anti-oxidant de
la PON. D’altra banda, la proteina B2GP1 també s’uneix a les
oxLDL, incrementant-ne la captacid6 dels receptors Fc dels

macrofags (382) i inhibint-ne la dels receptors scavenger (383).
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D’aquesta manera, s’aconsegueix afavorir i perjudicar, alhora, la
formacio de cél-lules escumoses.

Aquesta accié d’af2GP1 incrementant I'oxidaciéo d’LDL, juntament
amb un augment de lestrés oxidatiu, la peroxidacié de lipids
(384,385) i altres processos inflamatoris propis del LES, podria
promoure l'estimulaci6 de la sintesi dels anticossos anti-
LDLoxidades (aOxLDL) (298,386,387), sobretot en aquells pacients
amb historia d’'MCV (298,388,389). S’ha vist que, en pacients amb
malalties no autoimmunes i en persones sanes, els nivells d’aOxLDL
als inicis del procés arteriosclerotic son baixos (390-392) i
incrementen en estadis posteriors (298,393-395). Sembla que
aOxLDL pot generar tant un efecte protector sobre l'arteriosclerosi
com un d’aterogénic (396,397). Evidenciant les seves propietats
protectores, funcionarien com a factors de proteccié que promouen
I'eliminacié dels lipids oxidats en les cél-lules apoptoétiques (393). En
canvi, en aquells estudis on es correlaciona la preséncia dels
aOxLDL amb arteriosclerosis subclinica (398), aOxLDL provocaria
una major internalitzacioé de les LDLox produida pels macrofags, el
que acceleraria la formacié de les cél-lules escumoses i provocaria
un increment en la sintesis d’aOxLDL (399) que incrementaria
exponencialment el procés. Tot i les implicacions dels

autoanticossos en el metabolisme lipidic del LES explicades, les
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seves associacions amb el risc arteriosclerotic no s’han demostrat
en estudis prospectius (400). Aixi doncs, perdo, laccié
autoimmunitaria dels anticossos doéna lloc a la formacié de
complexos immunes, els quals activen i consumeixen el sistema
complement. En el LES son tipics els desequilibris en els
mecanismes del sistema del complement, que poden contribuir al
desenvolupament d’'MCV (401). En aquest sentit, la mesura del
sistema complement pot generar confusié durant els brots
caracteristics de LES, ja que es genera hipocomplemenémia — el
consum del complement és superior a l'activacié. A més, alguns
pacients també presenten hipocomplementémia sense brot, fet que
pronostica una pitjor evoluci6 de la malaltia. L’activacié del
complement en el LES contribueix en el procés arteriosclerotic de
tres maneres: 1) estimulant les cél-lules endotelials i millorant el
reclutament dels limfocits a les zones on s’esta produint la
inflamacié, 2) inhibint 'enzim colesterol-27-hidrolasa, catalitzador de
la hidroxilacié del colesterol a 27-hidroxicolesterol (forma més
soluble del colesterol que permet una eliminacié de la paret arterial
més facil i que contribueix al transport revers del colesterol) i 3)
estimulant les molécules d’adhesid vascular que recluta mondcits a

la paret arterial via complexos immunitaris.
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S’ha observat que farmacs com els corticosteroides, que
redueixen l'activitat de la malaltia i la inflamacié en pacients
amb LES, poden tenir efectes en el risc arteriosclerotic.
Diferents estudis associen I'us d’un dels corticosteroides més
comuns, la prednisona, amb la disfuncié endotelial (402), la
preséncia de placa carotidia (319), el risc arteriosclerotic
(298,403) i la mortalitat (120,298,310,319,322,403—-405) en
aquells pacients que reben dosis més altes en periodes
prolongats de temps. Els efectes en el metabolisme lipidic son
un increment dels TG de fins a sis vegades, el que provoca
hipertrigliceridémia i un augment en circulacié de les principals
lipoproteines transportadores de TG, les VLDL (406,407). Aixi
doncs, si les dosis sén menors, se sap que els efectes poden
ser protectors (404). Cal tenir en compte que el tractament
s’implementa segons l'agressivitat i la transcendéncia del brot,
i la historia d’aquest tractament podria simplement reflectir una
activitat inflamatoria alta que, per se, és un factor de risc
(298,403). A més, trobem pacients naif que també han acabat
desenvolupant arteriosclerosi (408). D’altra banda, i amb un

efecte contrari, els antipaludics milloren el perfil lipidic, i
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disminueixen el colesterol total (405), el LDLc i els TGs, i
augmenten I'HDLc, sobretot si es prenen juntament amb els
corticosteroides. A més, el seu us s’associa negativament amb

la placa carotidia (340) i amb una menor mortalitat.

La malaltia i la insuficieéncia renal, presents en la nefritis lapica
(lupus nephritis, LN), es troben fortament relacionades amb la
hipertensio, risc convencional d’'MCV, i, per tant és un dels factors
importants que s’han de tenir en compte en [larteriosclerosi
accelerada en LES (296,325,409,410). Tot i que es troben perfils
lipidics anormals en pacients LN (407), no es pot establir una relacié
entre les oxLDL i les manifestacions renals, tant en LES (388) com
en poblacio general (411), i la preséncia d’'oxLDL en biopsies renals
de pacients amb malaltia renal cronica (412), ja que els resultats no
son concloents. A més, cal tenir en compte que no hi ha exclusivitat

de risc arteriosclerdtic en els individus amb LES que presenten LN.
V.VLVI. Subclasses de lipoproteines i LRs en LES

Com hem vist, diferents factors convencionals i no convencionals
contribueixen a produir canvis en el perfil lipidic convencional,

malgrat que aquests no poden explicar per si sols el risc incrementat
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d’arteriosclerosi en aquests pacients. També hem pogut veure que,
estudiant la mida i el nombre de subclasses lipoproteiques o
determinant les LR, podem obtenir informacié extra i rellevant en
'estudi del risc cardiovascular. En el context del LES, trobem
informacio reduida sobre les subclasses lipoproteiques i LR presents
i 'efecte d’aquestes en l'arteriosclerosi.

S’ha descrit que pacients amb lupus cutani discoide tenen
disminuides les concentracions de particules HDL grans (HDL,) i
petites (HDL3;) respecte dels controls (413), i en LES pediatric
s’associa l'activitat de la malaltia amb altes concentracions de LDL
petites (414). Un article que ha publicat el nostre grup de recerca
determina que les HDL-P petites activen el complement en pacients
LES (415), i I'activacié d’aquest complement s’associa a la GIM.
Aquests resultats aporten el link d’'unié entre les subclasses de
lipoproteines i la inflamacié. Contrariament Chung et al. relacionen la
inflamacié en LES amb increments d’LDL-P petites i reduccions en
HDL-P petites i grans, encara que les correlacions entre les
subclasses i els marcadors inflamatoris sén molt débils (416). Els
mateixos autors, malgrat trobar que pacients amb LES presenten
unes VLDL-P més grans i inferiors concentracions d’HDL-P grans
que individus control, no troben associacions de les subclasses

lipoproteiques amb [I'arteriosclerosi arterial coronaria. Aixi doncs,
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Hua et al. (417) tampoc troben un perfil lipidic concret predictiu
d’'MCV. En pacients que presenten LES amb histdria d'MCV, les
HDL-P, i més concretament les petites, es troben reduides i les
VLDL-P mitjanes, augmentades respecte LES que no han patit MCV
i respecte d’individus control no LES. A més, sorprenentment, les
LDL-P petites sén, significativament, menors en pacients LES que
en individus no LES. Tot i les diferéncies entre els grups d’estudi i
les técniques emprades, Hua et al. i Chung et al. descriuen una
reduccié en les HDL-P petites en LES incrementada en aquells
individus amb MCV, perd sense associacions amb arteriosclerosi
subclinica, a diferéncia de Parra et al., on sén precisament aquestes
particules les que s’associen amb arteriosclerosi subclinica.

Tot i el destacat paper de les LR en la dislipeémia aterdgena, en LES
aquest parametre no s’ha estudiat gens. Hua et al. descriuen que hi
ha el doble d’'IDL-P en pacients LES amb historia d’'MCV respecte
d’aquells sense MCV o d’individus control no LES, encara que no és
estadisticament significatiu (417). De la mateixa manera, veiem com
dones postmenopausiques amb LES tenen incrementats els valors
d’'RLPc respecte de les premenopausiques (418). Aquests resultats
ens indiquen que en LES, de la mateixa manera que en poblacié
general, la presencia d’un factor de risc tradicional, com és presentar

historia d’'MCV o la menopausa, incrementa les LR, perd no donen
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cap informacié del seu valor predictiu en individus LES sense factors
de risc convencionals.

Atesa la reduida bibliografia present, calen més estudis per poder
determinar tant el paper de les subclasses en LES com el de les LR

en LES.
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HIPOTESI

Sabent que la mida, el nombre i I'eliminacié de les lipoproteines sén
importants en la patogénia de I'arteriosclerosi, llancem la hipotesi

que:

L’analisi avangat basat en la mida i el nombre de les lipoproteines, i
les lipoproteines romanents, aporta informacié addicional a la que
s’obté en la rutina clinica fonamentada en el colesterol i els

triglicérids.
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OBJECTIUS

1. Determinar factors de risc no convencionals d’arteriosclerosi en
pacients LES:
i. Quantificaciéo de les subclasses de lipoproteines mitjangant
RMN.
i. Determinaci6 de [I'RLPc mitjangant  cromatografia
d’'immunoafinitat.
iii. Determinacié del genotip de I'apoE.
iv. Determinacid6 del GIMc per identificar arteriosclerosi
subclinica.
v. Establiment de les associacions que hi ha entre aquests
parametres, tenint en compte els parametres lipidics

convencionals.

2. Estudiar els canvis associats amb I'edat de parametres lipidics
en individus sans sense factors de risc d’arteriosclerosi:
i. Quantificaciéo de les subclasses de lipoproteines mitjangant
RMN i ultracentrifugacio.
i. Determinaci6 de [I'RLPc  mitjangant  cromatografia

d’immunoafinitat.
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iii. Establiment de les associacions que hi ha entre aquests
parametres, tenint en compte els parametres lipidics

convencionals.

3. Estudiar els canvis associats amb 'IMC de parametres lipidics

en individus sans sense factors de risc d’'MCV:

i. Quantificacié de les subclasses de lipoproteines mitjangant
RMN i ultracentrifugacio.

ii. Determinaci6 de [I'RLPc mitjancant cromatografia
d’immunoafinitat.

iii. Establiment de les associacions que hi ha entre aquests
parametres, tenint en compte els parametres lipidics

convencionals.

4. Descriure la distribucio en les subclasses de lipoproteines, de les
LR obtingudes per immunocromatografia d’afinitat, en pacients
amb DMT2 i individus control, determinant en aquests ultims
canvis en estat postprandial.

i. Determinacié de parametres lipidics (colesterol, TG, HDLc,
LDLc i RLPc) de pacients amb DMT2 i individus control en

deju.
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ii. Separaci6 de les fraccions lipoproteiques  per
ultracentrifugacié sequencial del plasma de pacients amb
DMT2 i individus control en deju.

iii. Separacié de 21 subfraccions de lipoproteines mitjangant
gradient d’iodixanol, del plasma d’individus control en deju i
postprandial.

iv. Determinacié6 de I'RLPc mitjangant immunocromatografia
d’afinitat, de les fraccions i subfraccions que s’han obtingut

per ultracentrifugacié sequencial i gradient d’iodixanol.
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Nuclear Magnetic Resonance Lipoprotein Subclasses and the APOE Genotype
Influence Carotid Atherosclerosis in Patients with Systemic Lupus
Erythematosus.

Marta Gonzalez, Josep Ribalta, Gloria Vives, Simona Iftimie, Raimén Ferré, Nuria
Plana, Montse Guardiola, Geesje Dallinga-Thie, Lluis Masana i Antoni Castro.

J. Rheumatol. 2010;37(11):2259-2267

Els pacients amb LES presenten un alt risc d'MCV, tot i tenir, en
general, un perfil lipidic minimament alterat. Es per aixd que en
aquests pacients tant la mida com el nombre de lipoproteines
podrien aportar informacié addicional i determinant que permetria
establir altres factors de risc cardiovascular propis d’aquesta

poblacid. Els resultats obtinguts son els seglents:

1. Tot i mostrar un perfil lipidic convencional normal, el 25% dels
pacients amb LES presenten valors de GIMc per damunt del
percentil 75 per edat, sexe i grup étnic, que augmenta un 52.9%
quan s'utilitzen valors de referéncia locals per a dones.

2. En LES, el GIMc no es pot explicar pels parametres
convencionals, perd si pel perfil donat per RMN, on els
romanents de les VLDL, les IDL-P ens expliquen el 20.2% de la
variabilitat del GIMc, amb el qual presenten una correlacio
positiva significativa important (R = 0.360, p = 0.004), que esta

enfortida per l'altra fraccio d'LR, I'RLPc, que també correlaciona
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amb el GIMc de manera significativa (R = 0.250, p = 0.048).
Tots els resultats es troben ajustats per edat, IMC, pressi6
arterial (sistolica i diastolica) i tabaquisme.

3. Les pacients LES portadores de lalllel APOE2, amb major
freqliéncia al-lélica que en la poblacié general, presenten un risc
arteriosclerdtic augmentat en trobar-se incrementada la seva
frequiéncia al tercil més alt de GIMc; tercil amb 'acumulacié més
significativa d’'IDL-P.

4. Les correlacions entre el GIMc i les subclasses donades per
RMN en LES presenten un patr6 comud: mentre que les
particules més petites (VLDL-P, HDL-P i LDL-P petites; HDL-P i
LDL-P petites mitjanes; HDL-P molt petites) tendeixen a
correlacionar-hi  positivament, aquelles més grans ho fan
negativament (HDL-P i LDL-P grans); és a dir, com més petita
és la mida de la lipoproteina el GIMc és més gran. Tots els
resultats es troben ajustats per edat, IMC, pressio arterial

(sistolica i diastolica) i tabaquisme.

-154 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz - RESULTATS -

Changes in lipoprotein composition, density, particle size, and particle
number during healthy ageing: the Vitage Project.
Josep Ribalta, Rosa Sola, Joan Carles Vallvé, Josefa Girona, Gemma Godas,
Mercedes Heras, Roger Mallol, Marta Gonzalez, Xavier Correig, Edmon Rock,
Brigitte M Winklhoffer-Roob, Montse Guardiola i Lluis Masana.

Under submition 2015

L’edat és el principal factor de risc arteriosclerdtic, perd en el LES la
prevalenca d’arteriosclerosi subclinica en edats joves és major que
en la poblacié general. D’aquesta manera, seguidament sorgeix
l'interés en I'estudi dels canvis en parametres lipidics, incloent-hi les
LR, segons l'edat en individus sans sense cap factor de risc
cardiovascular, donant una visid6 del metabolisme lipidic en

condicions de normalitat.

5. El colesterol total s’incrementa, significativament, amb I'edat (R2
= 0.203, p<0.0001) en homes sans, sent-ne un 27% superior en
homes d’entre 70 i 75 anys respecte d’aquells de 20 a 29 anys.
Atés que amb l'edat s’observa una disminucié en la ingesta de
colesterol i que tots els resultats es troben ajustats per IMC, és,
doncs, I'edat el principal determinant dels canvis en el colesterol

en homes sans.
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6.

7.

L’augment del colesterol total en homes sans és consequéncia
d’'un augment del colesterol contingut en les lipoproteines IDL,
LDL i HDL (+72%, +45% i +7%, respectivament).

Amb l'edat, en homes sans, parallelament a l'augment del
colesterol que transporten les LDL i les HDL, es produeix també
un increment del seu nombre de particules, que és degut,
sobretot, a 'augment de les LDL grans (+42%, R? = 0.104,

p<0.0001) i les HDLs més petites (+14%, R? = 0.062, p=0.001).

. Mentre que el colesterol total s'incrementa amb 'edat en homes

sans, els TG totals no varien.

. Les LR presenten diferents tendéncies segons l'edat: mentre

que les IDL mostren un increment amb l'edat (IDLc: +72%,
p<0.0001; IDL-P: +200%, p=0.053), els nivells d’'RLPc, de la

mateixa manera que els TG, no varien.
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BMI correlates with atherogenic lipoprotein profile even in non-obese,
normoglycemic, and normolipidemic healthy men.
Montse Guardiola, Rosa Sola, Joan Carles Vallvé, Josefa Girona, Gemma Godas,
Mercedes Heras, Marta Gonzalez, Edmon Rock, Brigitte M Winklhoffer-Roob, Lluis
Masana i Josep Ribalta.

J. Clin. Lipidol. 2015 In Press

Juntament amb Tl'edat, 'lMC és també un factor de risc
arteriosclerotic important. Els canvis que aquest parametre produeix
en el metabolisme lipidic en individus sans sense cap factor de risc

cardiovascular s’exposen en aquest estudi.

10. Toti estar dins dels rangs de normalitat quant al perfil lipidic,
els homes sans amb sobrepés (IMC = 25 kg/m?) presenten un
30% més de TG (p<0.001) i menys HDLc (p<0.001) en
comparar-los amb aquells amb normopés (IMC < 25 kg/m?).
Donat el pes de l'edat i la ingesta de lipids, tots els resultats
presentats en aquest estudi es troben ajustats per aquests dos

factors.

11. Aquells homes sans que presenten sobrepés tenen
incrementat el colesterol, els TG i 'apoB100 de les particules

VLDL (p=0.002, p<0.001 i p=0.002, respectivament) i IDL
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(p=0.051, p=0.004 i p=0.037, respectivament), i disminuit el
colesterol (p=0.001) i 'apoAl (p=0.002) de les HDL.

12. Els individus sans amb sobrepés presenten un 27% més
d’LDL-P (p<0.001) com a resultat d’'una disminucié del 16% de
les LDL-P grans (p<0.001) i un 70% d’increment en les
subclasses més petites i aterogéniques (p<0.001). També
s’observa una disminuci6 del 30% de les HDL-P grans
(p<0.001) i un increment del 20% de particules de quilomicrons i
VLDL (p=0.016), gracies a les VLDL-P grans (p=0.001), que en
dupliquen el nombre, i a un augment del 30% de les VLDL-P
mitjanes (p=0.020).

13. Les LR en homes sans amb IMC = 25 kg/m? es troben
incrementades, tant les IDL-P amb un augment del 70% de les
seves particules (p=0.010) com les RLP amb un 39% més de

colesterol (p=0.005).
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Increased presence of remnant lipoprotein cholesterol in the HDL of diabetic
subjects
Marta Gonzalez, Mercedes Heras, Roser Rosales, Cristina Lopez, Montse
Guardiola, Joan Carles Vallvé, Lluis Masana, Josep Ribalta.

Ann. Clin. Lab. Sci. 2016;46(2). In Press

En els anteriors estudis, hem observat les associacions de les
particules romanents amb [arteriosclerosi subclinica en LES, i
canvis en el nombre d’aquestes particules i el colesterol transportat
segons l'edat i 'IMC en individus sans; tot i aixi, no coneixem bé la
caracteritzaci6  d'aquesta  fracci6 d’LR  obtinguda per
immunocromatografia d’afinitat (RLP). D’aquesta manera, en l'tltim
estudi es descriu la fracci6 RLP trobada en les subclasses de
lipoproteines que s’han obtingut per ultracentrifugacié sequencial i
gradient d’iodixanol, tant en individus control com DMT2 en

condicions de deju i postprandials.

14. Es detecta RLPc en la fracci6 d’HDL que s’ha obtingut per
ultracentrifugacié sequencial, tant en controls com en pacients
amb DMT2.

15. En DMT2, encara que presenti menor concentracié d’HDLc,

la fracci6 HDL que s’ha obtingut per ultracentrifugacio
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convencional conté un 60% més d’RLPc que l'obtinguda en els
controls.
16. Les fraccions HDL, que s’han obtingut per gradient
d’iodixanol en mostres d’individus control en estat postprandial,

doblen el seu contingut en RLPc en les particules més denses

que en deju.
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Nuclear Magnetic Resonance Lipoprotein Subclasses
and the APOE Genotype Influence Carotid
Atherosclerosis in Patients with Systemic Lupus
Erythematosus

MARTA GONZALEZ, JOSEP RIBALTA, GLORIA VIVES, SIMONA IFTIMIE, RAIMON FERRE, NURIA PLANA,
MONTSE GUARDIOLA, GEESJE DALLINGA-THIE, LLUIS MASANA, and ANTONI CASTRO

ABSTRACT. Objective. Patients with systemic lupus erythematosus (SLE) have accelerated atherosclerosis. Since
the conventional lipid profile (total plasma cholesterol, triglycerides, low and high density lipopro-
tein cholesterol) is not consistently altered in SLE, we hypothesized that investigation of lipoprotein
subclasses would improve prediction of risk of atherosclerosis in these patients.

Methods. As a quantitative index of atherosclerosis, we measured the carotid intima-media thickness
(IMT) in 68 patients with SLE and related the atherosclerosis to a detailed lipoprotein profile gen-
erated using nuclear magnetic resonance (NMR). We measured the cholesterol transported by the
pool of remnant lipoproteins (RLPc) and evaluated the modulatory effect of the APOE genotype on
the lipoprotein subclass profile and atherosclerosis associated with SLE.

Results. Circulating lipoprotein remnant particles [RLPc and intermediate density lipoprotein (IDL)]
were positively correlated with IMT, and among them, the indicator that explained 20.2% of the vari-
ability in carotid atherosclerosis measured in these patients was IDL, as assessed by NMR. Carriers
of the APOE2 allele were at increased risk due to a significant accumulation of IDL particles.
Conclusion. Lipoprotein subclasses are more associated with subclinical atherosclerosis in patients
with SLE than the lipid variables that are routinely measured. The IDL fraction, which is significant-
ly modulated by the APOE genotype, is the most strongly, significantly, and positively correlated with
IMT. (First Release August 1 2010; J Rheumatol 2010;37:2259-67; doi:10.3899/jrheum.091175)

Key Indexing Terms:
LUPUS
INTIMA-MEDIA THICKNESS

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic inflam-
matory disease that mainly affects women and that is char-
acterized by the production of autoantibodies of different
specificities. Patients with SLE have accelerated atheroscle-
rosis and its sequellac'. Women with SLE present with
50-fold increased risk of cardiovascular disease. In patients
with SLE, the risk of cardiovascular disease cannot be fully

REMNANTS

APOE GENOTYPE
NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE

explained by the traditional Framingham risk factors
alone and recent studies suggest that a combination of
traditional and nontraditional risk factors better charac-
terize SLE23. These include markers of inflammation,
dyslipidemia, enhanced low density lipoprotein (LDL) oxi-
dation, antiphospholipid antibodies, and high levels of

homocysteine*.
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Cardiovascular risk as in SLE is common to other
autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis or type I
diabetes mellitus>0. Dyslipidemia is a well established risk
factor in the general population and in these latter diseases’.
The lipid profile in SLE, described as the “lupus pattern of
dyslipoproteinemia,” is characterized by decreased high
density lipoprotein (HDL), elevated triglycerides,
unchanged or only slightly elevated LDL, and raised
lipoprotein(a) [Lp(a)]; the underlying mechanisms remain-
ing poorly described”-#?. Routine lipid measurements [total
plasma cholesterol and triglycerides, LDL cholesterol
(LDLc), and HDLc] may not be sensitive enough to differ-
entiate patients at risk for atherosclerosis!!®. This may be
explained, at least in part, by additional lipid measures of
this atherogenic dyslipidemia, e.g., high triglycerides (TG),
low HDL, and small dense LDL particles, accompanied by
moderately elevated or normal cholesterol concentrations.
Elevated circulating TG are the driving force of increased
remodeling of lipoproteins involving cholesteryl ester trans-
fer protein (CETP), which generates a pool of atherogenic
smaller lipoprotein particles. These remnant particles are
more likely to enter the subendothelial space, are more
prone to oxidation, and are more difficult to clear from the
circulation, clearance being modulated by the apolipopro-
tein E genotype!-12,

More detailed lipid information would improve our abil-
ity to predict the risk of atherosclerosis in these patients. We
measured carotid intima-media thickness (IMT) in patients
with SLE, determined the complete lipoprotein profile using
nuclear magnetic resonance (NMR), isolated and measured
the cholesterol transported by the pool of remnant lipopro-
teins (RLPc), and assessed the influence of the APOE geno-
type on these measures, and on concomitant atherosclerosis.

Our results indicated that lipoprotein subclasses correlate
much better with carotid atherosclerosis than traditional rou-
tine lipid indicators and, in contrast to observations in the
general population, the APOE2 allele, which is linked to the
accumulation of remnant lipoproteins, is a significant risk
factor for atherosclerosis in patients with SLE.

MATERIALS AND METHODS

Subjects. Sixty-eight patients with lupus erytheromatosus were recruited
from the systemic autoimmune diseases unit of the Hospital Universitari de
Sant Joan de Reus. Patients fulfilled at least 4 classification criteria of the
American College of Rheumatology, as revised in 1997'3. None had active
disease, and all had a SLE Diseases Activity Index (SLEDAI) < 4 points.
No diabetes mellitus, nephrotic syndrome, or hypertension had been evi-
dent in these patients, and none had had any ischemic or adverse cardio-
vascular event. Subjects had been prescribed prednisone therapy (< 10
mg/day) but none were receiving hypolipemic agents.

All patients provided informed consent to participate, and the Ethics

Committee of the Hospital Universitari de Sant Joan de Reus approved the
study.
Biochemical analyses. Fasting venous blood samples were collected in
EDTA tubes and centrifuged immediately for 15 min at 4°C at 1500 g.
Samples were then divided into aliquots and stored at —80°C until the deter-
mination of analytical variables.

Standard laboratory methods were used to quantify glucose, HbAlc,
total cholesterol, TG, and HDL cholesterol. LDL cholesterol measures were
calculated by the Friedewald formula'4. Measurement of apolipoproteins
was by immunoturbidimetry using antisera specific for apoA-1 and apoB
(Hoffman-La Roche) and Lp(a) (Incstar Corp., Stillwater, MN, USA).
High-sensitivity CRP (hs-CRP) was measured with a high sensitivity
near-infrared particle immunoassay (NIPIA) rate method (Beckman
Coulter) on a Synchron LXi PRO System automated autoanalyzer
(Beckman Coulter).

Carotid intima-media thickness. IMT was measured in the Hospital
Universitari Sant Joan de Reus on the same day the blood samples were
obtained.

The ultrasound IMT procedure is a noninvasive, relatively inexpensive,
safe, and reproducible method for detection of early atherosclerosis. We
used a My Lab 50 X-Vision sonograph (Esaote SpA, Barcelona, Spain)
with a linear array ultrasound probe small parts broadband transducer
(5-12 MHz) to identify and digitally record the far wall of the common
carotid artery (1 cm proximal to the bifurcation), the carotid bulb (in the
bifurcation), and the internal carotid artery (1 cm distal to the bifurcation)
of the left and right carotid arteries. Measurements of IMT were performed
at the predefined points using the ThickSoft image processing software!?.

The images were obtained and measured by a single operator to reduce
observer variability. We averaged the measurements of 3 static images of left and
right carotid arteries to obtain the mean IMT (mIMT). Maximum IMT
(maxIMT) was the maximum value of IMT from all measures in each subject!®.

Pathological IMT values were defined as the 75th percentile of the gen-
eral population mIMT values, banded with respect to age and sex. Thus, in
the lupus population (according to tertiles of mean age and based on the
Consensus Statement from the American Society of Echocardiography!?),
the age-adjusted pathological mIMT tertile values for the mean-age tertiles
of 29.23 years, 43.91 years, and 65.87 years were 0.612 mm, 0.713 mm,
and 0.852 mm, respectively. According to our regional reference data, the
pathological mIMT values for the same mean-age tertiles were 0.530 mm,
0.580 mm, and 0.820 mm'$.

NMR lipoprotein profile. Total plasma lipids and the distribution of sub-
classes of lipoproteins were analyzed by NMR spectroscopy (NMR
LipoProfile; LipoScience, Raleigh, NC, USA), which simultaneously quan-
tifies subclasses of lipoproteins, lipid content, and average particle size.
This technique allows determination of very low density lipoprotein
(VLDL), intermediate density lipoprotein (IDL), LDL, and HDL. Further,
the VLDL fraction is quantified in 3 discrete subclasses, LDL in 4 sub-
classes, and HDL in 3 subclasses, all according to increasing molecular
weight. NMR was performed with EDTA plasma stored at —80°C and
thawed just prior to the analysis.

Separation and quantification of remnant lipoprotein. Remnant lipoprotein
cholesterol (RLPc) was measured in plasma using the method described by
Nakajima, et al, using RLP-Cholesterol Assay Kits (Jimro-II, Japan
Immunoresearch Laboratories, Tokyo, Japan)'®.

Remnant lipoprotein particles were separated from plasma by
immunoaffinity chromatography with a gel containing monoclonal anti-
bodies raised against epitopes of apoB100 and apoAl. The anti-apoAl
recognized apoAl-containing lipoproteins, whereas the anti-apoB100
recognized all apoB100-containing lipoproteins except the partially
lipolyzed apoE-enriched triglyceride-rich remnants®°. The gel retains
HDL, LDL, and the majority of VLDL, while the unbound fraction con-
sists of remnant lipoproteins of intestinal (apoB48) and hepatic origin
(apoB100). Briefly, the technique involves plasma EDTA (5 pl) added to
300 ul of gel suspension of anti-human apoA-I and apoB-100 mouse
monoclonal antibodies bound to Sepharose®. The suspension is gently
mixed for 2 h at room temperature with a vertical magnetic-bead oscilla-
tor (RLP Mixer J-100A, Photal; Otsuka Electronics, Osaka, Japan). The
mixture is allowed to settle for 30 min, and 200 1 of the supernatant con-
taining unbound fraction is measured by sensitive cholesterol assay on a
Cobas Mira centrifugal analyzer (Roche, Laval, Quebec, Canada). All
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RLP assays were performed with samples stored at —80°C and thawed just
prior to analysis.

APOE genotyping. DNA was isolated from a 10 ml EDTA blood sample fol-
lowing standard procedures. For DNA amplification, we used a 25 ul reac-
tion volume containing 1.25 mM dNTP, 100 nM of each primer, and 1.5 mM
MgCl. Polymerase chain reaction amplifications and genotype determina-
tions were conducted as follows: forward: 5’-ACA GAA TTC GCC CCG
GCC TGG TAC AC-3’; reverse: 5’-TAA GCT TGG GCA CGG CTG TCC
AAG GA-3’. Thermal cycling conditions were denaturation 94°C for 4 min
and 33 cycles of 94°C for 1 min, 52°C for 1 min, and 72°C for 3 min.
Digestion was performed using the Hhal restriction enzyme, and the frag-
ments obtained were resolved using 2% agarose gel electrophoresis.

To evaluate the effect of the APOE genotype, patients were categorized
into 3 groups: apoE3/3 homozygotes; apoE2/3 heterozygotes or apoE2/2
homozygotes; and apoE3/4 heterozygotes or apoE4/4 homozygotes.
Statistical analysis. Correlations between mIMT and continuous variables
were performed with partial correlations adjusted for age, body mass index
(BMI), blood pressure (systolic and diastolic), and tobacco consumption.
Spearman’s correlation coefficient was performed for variables not nor-
mally distributed, the variables being adjusted for age, BMI, systolic and
diastolic blood pressure, and tobacco use before the test was applied.

Comparisons of means (mIMT tertiles and APOE genotype) were per-
formed with ANCOVA using age, BMI, blood pressure (systolic and dias-
tolic), and tobacco use as covariates, with log-transformed data for vari-
ables that were not normally distributed.

Backward linear regression was performed with all the variables
included in order to identify the best predictor of high mIMT values.
Differences between allele frequencies were evaluated with the chi-square
test. Statistical significance was set at p < 0.05 level. All statistical analy-
ses were evaluated with SPSS (version 17.0; SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTS

Although conventional lipids are not elevated in SLE, we
assessed the contribution of these conventional lipids to the
carotid intima-media thickness, focusing as well on NMR
subclasses and RLPc. Despite a slightly elevated mean value
of LDLc and BMI, the 68 patients diagnosed with SLE had
normal glucose and lipid concentrations (Table 1) according
to the definitions of the National Cholesterol Education
Program, Adult Treatment Panel III and the International
Diabetes Federation?!?2, No patient had disease activity
(flare) at the time of the study. Despite their normal lipid
profile (Table 1) and their low cardiovascular risk score
(score 1%), 25% of our patients had pathological age-adjust-
ed IMT values'”. This increased to 52.9% when we used

regional reference values for women'.

Correlation between conventional lipids and IMT. None of
the routine biochemical indicators correlated significantly
with mIMT, except for apoAl (R = -0.254, p = 0.044).
However, the tendencies were as expected, i.e., plasma TG,
total cholesterol, and LDLc tended to correlate positively
(rho=0.154,R =0.015,R =0.049, respectively) with mIMT,
while HDLc was the only measure that correlated inversely
with mIMT (R = -0.213). In a model of multiple linear
regression analyses, conventionally measured lipids were
unable to explain the carotid IMT to any significant extent.

Correlation between NMR lipoprotein subclasses and IMT.
Chylomicrons (Qm) and all VLDL subclasses (total, large,
medium, small) were positively correlated with mIMT (R =

Table 1. Characteristics of the study population. Data are mean (SD)
unless otherwise indicated.

Characteristic

Female/male, % 91/9
Smokers/ex-smokers/nonsmokers, % 31/3/66
Systolic blood pressure, mmHg 118.94 (17.81)
Diastolic blood pressure, mmHg 74.78 (10.36)
Body mass index, kg/m? 26.34 (5.70)
Age, yrs 46.59 (16.52)
Age at disease onset, yrs 37.22 (17.18)

Glucose, mg/dl 4.88 (0.55)
HbAlc, % 4.75 (0.60)
Cholesterol, mmol/I 492 (1.10)
HDLc, mmol/l 1.64 (0.40)
Friedewald LDLc, mmol/l 2.83 (0.81)

ApoAl, mg/dl
ApoB100, mg/dl

145.31 (13.44)
87.28 (22.71)

Ratio apoB100/A1 0.60 (0.17)
IMT mean, mm 0.67 (0.17)
IMT maximum, mm 1.00 (0.33)

0.90 (0.54-1.23)
13.85 (6.55-37.33)
1.47 (0.61-3.86)

Triglycerides, mmol/l, median (IQR)
Lp(a), mg/dl, median (IQR)
hsCRP, mg/dl, median (IQR)

HbAlc: glycosylated hemoglobin; HDLc: high density lipoprotein choles-
terol; LDLc: low density lipoprotein cholesterol; ApoAl: apolipoprotein
Al; ApoB100: apolipoprotein B100; IMT: intima-media thickness; IQR:
interquartile range; Lp(a): lipoprotein(a); hsCRP: high-sensitivity C-reac-
tive protein.

0.335,R =0.154, R = 0.243, R = 0.360, respectively) and
maxIMT. These correlations were statistically significant for
total VLDL and Qm (p = 0.007 for both) and small VLDL
particles (p = 0.004).

While total LDL particle concentration tended to corre-
late positively with mIMT (R = 0.184; nonsignificant), not
all LDL NMR subclasses showed the same trend. Of note,
while the small (R = 0.247, NS), medium-small (R = 0.184,
NS), and very small (R = 0.260, p = 0.039) subclasses were
positively correlated with mIMT, the large LDL subclass
was inversely correlated (R = —0.193, NS), suggesting dis-
tinctly different functional roles of the lipoprotein class
(Figure 1).

Similarly, while the largest HDL subclass showed the
expected tendency toward inverse correlation with mIMT
(R =-0.189, NS) and maxIMT (R =-0.239, NS), the small-
er HDL subclasses tended to correlate positively with mIMT
(R =0.103,NS) and maxIMT (R = 0.020, NS).

Lipoprotein particle size clearly indicated that the smaller
the lipoproteins, the greater the intima-media thickening, with
inverse correlation with the VLDL (R = -0.285, p = 0.024),
LDL (R =-0.265, p =0.036), and HDL (R =-0.190, NS).
Correlation of RLPc and IDL and IMT. Remnants of VLDL
(IDL) showed the strongest correlation between NMR sub-
classes and mIMT (R = 0.360, p = 0.004) and maxIMT (R =
0.430, p < 0.0001). RLPc also correlated positively with
mIMT (R = 0.250, p = 0.048).
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Figure 1. Total LDL particles correlate positively with mean IMT (R = 0.184, NS). For the largest particles (large LDL) the correlation becomes negative (R
=-0.193,NS) and, as expected, the smaller subclasses correlate positively with mean IMT (small LDL: R = 0.247, p = 0.051; medium-small LDL: R =0.184,
NS; very small LDL: R =0.260, p = 0.039). The p values are adjusted for age, body mass index, blood pressure, and tobacco use.

Concentration of conventional lipids, remnant lipoproteins,
and NMR lipoprotein profile according to mIMT tertiles. To
assess the clinical relevance of the lipid measurements that
correlated with IMT, we compared their concentrations
according to low, medium, and high mIMT tertiles, that is,

0.52 (0.06) mm, 0.64 (0.06) mm, and 0.84 (0.16) mm (p <
0.0001; Table 2).

Among the measures that significantly correlated with
mIMT, the small VLDL, IDL, large LDL, small LDL, medi-
um-small LDL, and very small LDL showed significantly
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Table 2. Lipid and lipoprotein concentrations by nuclear magnetic resonance, segregated by tertiles of mean intima-media thickness (IMT).

Mean IMT Tertiles
Variable 1 2 3 P
n 22 23 23
Mean IMT, mm* 0.522 (0.055) 0.639 (0.034) 0.843 (0.167) <0.0001
Rank mean IMT, mm 0.353-0.589 0.590-0.696 0.701-1.287
Lipid concentrations
Triglycerides, mmol/I* 0.780 (0.498-1.063) 0.820 (0.460-1.100) 1.110 (0.760-1.380) NS
Chol total, mmol/I* 4.876 (1.306) 4.870 (1.074) 5.005 (0.936) NS
LDLc, mmol/I* 2.820 (0.935) 2.784 (0.808) 2.895 (0.724) NS
HDLc, mmol/I* 1.650 (0.509) 1.676 (0.377) 1.598 (0.288) NS
Apo Al, mg/dl* 144.909 (16.130) 146.783 (13.987) 144217 (10.117) NS
Apo B100, mg/dl* 85.636 (24.279) 86.130 (23.137) 90.000 (21.471) NS
Ratio apoB100/A1* 0.595 (0.172) 0.589 (0.165) 0.629 (0.162) NS
hsCRP, mg/dI* 1.280 (0.488-5.280) 1.450 (0.580-3.180) 1.490 (0.920-2.060) NS
Lp(a), mg/dl 14.250 (8.275-31.100) 14.000 (6.800-50.400) 10.100 (6.100-44.400) NS
VLDL and chylomicron (Qm) particle concentrations
VLDL and Qm, nmol/l* 44.645 (38.653) 41.587 (47.086) 61.648 (37.873) NS
Large VLDL and Qm, nmol/l* 0.977 (2.324) 1.043 (1.541) 1.170 (1.619) NS
Medium VLDL, nmol/I* 13.923 (19.799) 17.957 (26.592) 22.243 (18.193) NS
Small VLDL, nmol/lI* 29.750 (23.295) 22.574 (20.924) 38.230 (23.447) 0.030
IDL particle concentrations
IDL, nmol/I* 29.136 (39.723) 19.000 (20.872) 85.522 (80.071) 0.003
LDL particle concentrations
LDL total, nmol/l* 1052.000 (397.340) 1072.261 (366.892) 1210.652 (399.428) NS
Large LDL total, nmol/1* 538.091 (269.711) 613.304 (230.839) 510.696 (244.153) 0.029
Small LDL total, nmol/l* 484.636 (416.035) 440.087 (356.970) 617.609 (481.133) 0.022
Medium small LDL, nmol/l* 102.273 (82.319) 95.174 (84.209) 127.174 (96.097) 0.050
Very small LDL, nmol/l* 382.409 (335.349) 344.826 (279.856) 490.435 (385.911) 0.019
HDL particle concentrations
HDL total, zzmol/I* 30.114 (5.463) 31.826 (6.787) 32.909 (4.032) NS
Large HDL, gmol/I* 9.377 (4.668) 9913 (3.078) 9.013 (3.204) NS
Medium HDL, ymol/l* 2.014 (2.268) 2.661 (2.776) 2.770 (2.659) NS
Small HDL, gmol/I* 18.732 (4.213) 19.248 (6.210) 21.117 (4.817) NS
Mean particle size
VLDL, nm* 52.091 (12.986) 55.309 (10.756) 45.787 (7.966) 0.002
LDL, nm* 21.586 (0.855) 21.804 (0.707) 21.370 (0.994) 0.006
HDL, nm* 9.377 (0.596) 9.470 (0.457) 9.213 (0.463) NS
Remnant lipoprotein cholesterol (RLPc)
RLPc, mg/dl* 3.515 (3.148-5.893) 4.260 (3.585-5.605) 4.595 (3.585-6.885) NS

* Values are mean (SD). * Values are median (IQR). IMT: arterial intima-media thickness; chol total: total plasma cholesterol; LDLc: low density lipoprotein
cholesterol; HDLc: high density lipoprotein cholesterol; ApoAl: apolipoprotein Al; ApoB100: apolipoprotein B100; hsCRP: high-sensitivity C-reactive pro-
tein; Lp(a): lipoprotein(a); VLDL: very low density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; IDL: intermediate density lipoprotein; HDL: high density

lipoprotein. NS: nonsignificant. All p values adjusted for age, BMI, blood pressure (systolic and diastolic), and tobacco use.

different concentration distributions in relation to the mIMT
tertiles. Of note, when a statistical test for multiple compar-
isons was applied, the only measure that was significantly
different among the 3 mIMT tertiles was IDL particle con-
centration (1st tertile to 3rd tertile p = 0.004, 2nd tertile to
3rd tertile p < 0.0001).

Cholesterol transported by remnant particles tended to
increase with the degree of IMT, but did not reach statistical
significance.

Patients in the 3rd mIMT tertile had VLDL and LDL par-
ticles of significantly smaller size.

Multiple linear regression models. As noted, multiple linear
regression analyses using conventional lipids as variables

did not generate a model able to explain a significant
amount of variance in the carotid thickening. However, IDL
was able to explain 20.2% of the IMT variability (p <
0.0001).

Interaction between lipoproteins and APOE genotype. For
the purpose of statistical analysis and because of the limited
sample size, the study population was subdivided into 3
APOE genotype subgroups depending on their apoE allele.
Thus, €2 allele group contained the genotypes E2/E2 and
E2/E3, €3 allele group contained E3/E3 genotype, and &4
allele group contained E3/E4 and E4/E4 genotypes. Carriers
of E2/E4, if any, would have been excluded from this
analysis.
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The allele frequencies of €2, €3, and €4 alleles were 0.10,
0.81, and 0.09, respectively. The €2 and €3 alleles tended
toward higher and the €4 toward lower frequencies than nor-
mally observed in the general population?3.

The €2 allele was significantly associated with the indi-
cators previously linked to subclinical atherosclerosis. For
example, carriers of the €2 allele presented significantly
higher concentrations of the atherogenic subclasses IDL,
small LDL, medium-small LDL, and very small LDL, as
well as significantly lower concentrations of the protective
particles such as large LDL, together with significantly
smaller LDL and HDL particle size (Table 3).

The frequency distribution of the €2 allele increased with
the degree of mIMT. By chi-square test, statistical signifi-
cance was achieved comparing €2 and &4 distribution

against the common &3 allele (¢2 against €3, p = 0.003; ¢4
against €3, NS; Figure 2).

DISCUSSION

We investigated conventional lipid indicators, NMR
lipoprotein subclasses, and RLPc in relation to carotid inti-
ma-media thickness in patients with SLE. Our results
showed the following: (1) IDL particle concentration, ana-
lyzed by NMR, was a more powerful predictor of carotid
atherosclerosis than the routinely measured lipids. (2) The
€2 allele was associated with increased mIMT in these
patients due to accumulation of IDL resulting, probably,
from decreased receptor-mediated uptake and catabolism of
the lipoprotein remnant related to this allele. (3) Remnant
lipoproteins correlated significantly and positively with

Table 3. Lipid and lipoprotein concentrations by nuclear magnetic resonance, segregated by APOE genotype.

Genotype
Variable E2 E3 E4 P
n (%) 12 (17.65) 44 (64.70) 12 (17.65)
Mean IMT, mm* 0.774 (0.198) 0.646 (0.149) 0.652 (0.180) NS
Max IMT, mm* 1.216 (0.473) 0.962 (0.276) 0.923 (0.251) 0.041
Lipid concentrations
Tryglicerides, mmol/l* 1.040 (0.738-1.638) 0.845 (0.493-1.225) 0.940 (0.630-1.098) NS
Chol total, mmol/lI* 4.625 (0.978) 4.952 (1.120) 5.084 (1.163) NS
LDLc, mmol/l* 2.583 (0.633) 2.843 (0.824) 3.046 (0.930) NS
HDLc, mmol/I* 1.511 (0.280) 1.682 (0.436) 1.622 (0.323) NS
ApoAl, mg/dl* 141.670 (10.500) 146.430 (13.881) 144.830 (14.727) NS
ApoB100, mg/dl* 82.000 (18.616) 87.550 (23.371) 91.580 (24.678) NS
Ratio apoB100/A1* 0.580 (0.132) 0.604 (0.177) 0.630 (0.157) NS
hsCRP, mg/dl* 1.785 (1.193-5.858) 1.370 (0.533-3.885) 1.185 (0.575-3.415) NS
Lp(a), mg/dl 6.300 (2.100-40.975) 14.100 (7.300-31.900)  22.000 (10.125-72.225) NS
VLDL and chylomicron (Qm) particle concentrations
VLDL and Qm, nmol/I* 64.092 (42.228) 47.148 (44.538) 42.750 (28.292) NS
Large VLDL and Qm, nmol/l* 1.842 (2.390) 0.871 (1.796) 1.000 (1.010) NS
Medium VLDL, nmol/I* 25.117 (20.527) 17.409 (24.157) 13.625 (10.747) NS
Small VLDL, nmol/I* 37.150 (22.910) 28.861 (24.311) 28.108 (19.186) NS
IDL particle concentrations
IDL, nmol/I* 93917 (92.534) 31.800 (39.257) 37.500 (60.089) 0.005
LDL particle concentrations
LDL total, nmol/I* 1221.583 (295.917) 1080.523 (395.368) 1120.750 (452.542) NS
Large LDL total, nmol/l* 324.750 (123.302) 597.614 (241.853) 624.833 (249.356) <0.0001
Small LDL total, nmol/l* 803.167 (268.524) 451.159 (403.012) 458.333 (516.187) 0.029
Medium small LDL, nmol* 170.167 (59.165) 94.636 (84.334) 96.500 (101.928) 0.023
Very small LDL, nmol/I* 633.083 (211.933) 356.455 (323.084) 361.917 (414.583) 0.033
HDL particle concentrations
HDL total, gzmol/I* 33.958 (4.137) 31.336 (5.765) 30.425 (5.902) NS
Large HDL, gmol/I* 7.392 (2.962) 9.930 (3.847) 9.667 (3.118) NS
Medium HDL, yzmol/l* 4458 (2.615) 2.048 (2.560) 2.133 (1.571) 0.009
Small HDL, pzmol/I* 22.100 (4.046) 19.359 (5.143) 18.625 (6.014) NS
Mean particle size
VLDL, nm* 45.108 (6.113) 52218 (12.344) 52.692 (9.913) NS
LDL, nm* 20.733 (0.425) 21.768 (0.823) 21.775 (0.882) <0.0001
HDL, nm* 8.900 (0.283) 9.457 (0.500) 9425 (0.512) 0.002
Remnant lipoprotein cholesterol (RPLc)
RLPc, mg/dl* 4.059 (3.515-10.219) 4.295 (3.219-5.706) 3.688 (2.543-5.673) NS

# Values mean (SD). T Values are median (IQR). All p values adjusted for age, BMI, blood pressure (systolic and diastolic), and tobacco use. For definitions
see Table 2.
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Figure 2. APOE genotype frequency organized by IMT tertiles. APOE2 genotype frequency
tended to increase with degree of IMT, and for mean and maximum IMT values, but reaching
statistical significance only with mean IMT values; 1st tertile (n = 1): 8.3%, 2nd tertile (n = 2):
16.7%, 3rd tertile (n = 9): 75%. Conversely, subjects carrying the €3 and &4 alleles did not show
this tendency; Ist tertile (n = 17): 38.6%), 2nd tertile (n = 17): 38.6%, 3rd tertile (n = 10): 22.7%;
and st tertile (n = 4): 33.3%, 2nd tertile (n = 4): 33.3%, 3rd tertile (n = 4): 33.3%, respectively.
Statistical significance was reached (chi-square test) comparing €2 and €4 distribution against the
common &3 allele; €2 vs €3, p = 0.003; €4 vs €3, NS.

mIMT and maxIMT independently of diastolic or systolic
blood pressure, smoking habit, age, and BMI.

Our study population was composed mainly of women
between the ages of 17 and 81 years, who were normolipi-
demic. However, despite the normolipidemia, up to 20% of
them had pathological values of mIMT adjusted for age and
sex.

Conventionally measured lipids showed nonsignificant
correlations with mIMT. The correlations were positive for
total cholesterol, TG, and LDLc, and negative for HDLc. Of
note, the only traditional lipid measure that was almost sig-
nificantly associated with atherosclerosis in this population
was plasma TG, and this finding supports the notion that
TG-driven atherogenic dyslipidemia is important in this dis-
ease. All VLDL and Qm subclasses correlated positively
with IMT (mean as well as maximal values), and this sup-
ports the proposition that TG-rich lipoproteins make an
important contribution to the atherosclerotic process in these
patients.

Lipoproteins that are more difficult to clear from circula-
tion, particularly in the presence of hypertriglyceridemia,
are termed “remnants” and have been well documented as
being associated with atherosclerosis?*. We measured
TG-rich lipoprotein remnants (IDL) and the cholesterol
transported by lipoprotein remnants (RLPc) isolated by
immunoaffinity separation. Both measurements were posi-
tively and statistically significantly associated with mIMT.

Lipoprotein subclasses of LDL and HDL have different
roles in atherosclerosis and were reflected as such in our
patient population?>26-27-28 'While the small, medium-small,
and very small subclasses were positively associated with
mIMT, the large LDL subclass showed an inverse
correlation.

A similar trend was observed for HDL; the large HDL
subclass was inversely associated with atherosclerosis while
the smaller and denser subclasses tended to correlate posi-
tively with mIMT. It has been well documented that small
HDL may become proinflammatory and proatherogenic in
certain environments29-30-31,

These results are in good agreement with current under-
standing of the role of lipoprotein subclasses, in which the
importance of these subclasses as a proatherogenic or a pro-
tective factor in SLE has been proposed?>2027-28  Qverall,
our results suggest that the smaller the particles, the more
atherogenic they are. This is confirmed by the inverse cor-
relation between VLDL, LDL, and HDL subclasses and
IMT — mIMT as well as maxIMT.

To translate these associations into potential clinical
value, we divided study patients into tertiles of mIMT
values, and compared particle concentration for each sub-
class. The only indicator that was able to differentiate sub-
jects in each category of mIMT was the IDL subclass, or
remnants of the VLDL particles, which reportedly play an
important role in the progression of atherosclerotic
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plaques32-33. This is in agreement with the results of multi-

ple linear regression analyses that showed that the model
that best explained IMT progression included IDL particles.

In a similar study, Chung and colleagues concluded that
NMR lipoprotein subclasses do not correlate with the degree
of coronary atherosclerosis>*. This is not necessarily in con-
tradiction to our findings. While Chung, et al compared
these measures between SLE patients and control individu-
als or between patients with and without coronary athero-
sclerosis, we compared our NMR findings with the more
subtle indicators of atherosclerosis, i.e., IMT of the carotid
artery. While most subclasses of one type or another may
relate to atherosclerosis in SLE patients and controls, we
have shown that the concentrations of IDL particles do dif-
ferentiate SLE patients with low, medium, or high degree of
atherosclerosis.

Since the removal of lipoproteins from the circulation,
particularly TG-rich lipoproteins, is mediated by
apolipoprotein E, and IDL appears to be the most potent
lipoprotein risk factor in atherogenesis in these patients, we
hypothesized that the APOE genotype could be a significant
modulator of this process. We observed that carriers of the
€2 allele had significantly elevated concentrations of the
IDL subclasses, as well as small, medium-small, and very
small LDL, and also had significantly lower concentrations
of the protective large LDL. This suggests that the £2 allele
may be an atherosclerosis risk factor in these patients. This
was confirmed by the increasing frequency of the allele in
the IMT tertiles, an aspect that did not occur with the €3 or
€4 alleles. These findings confirm those of a study by
Orlacchio, et al, in which the €2 allele in SLE patients was
associated with more rapid development of cardiovascular
disease (CVD)?, as would occur in other conditions of
accelerated atherosclerosis linked to accumulation of IDL in
the presence of €2 homozygosity3®. However, this is con-
trary to what is found in the general population, i.e., the &4
allele is associated with increased cholesterol concentrations
and CVD risk. Thus, considering that apoE2 isoform has
less affinity to LDL receptor (LDLR) family members
(LDLR, LDLR-related protein 1, VLDLR) under high rem-
nant concentration conditions, it is feasible that in patients
with SLE this isoform is more closely associated with ath-
erosclerosis®’38,

One limitation of our study was the small patient popula-
tion, which may account for statistical significance not
achieved in some of the correlations. However, the trends
observed were internally consistent; their associations with
IMT were confirmed in the comparisons within the IMT ter-
tiles and by multiple regression analysis.

Another limitation could be the lack of control individu-
als. However, the study was designed to investigate the lipid
and lipoprotein measures that were more informative in
relation to subclinical atherosclerosis, i.e., thickening of
carotid artery in this normolipidemic population. Com-

paring these lipoprotein measures in patients with low and
high degree of IMT, the objective consisted of identifying
probable mechanisms that promote atherosclerosis in
patients with SLE.

We have shown that lipoprotein subclasses are more
informative than the routinely measured lipid indicators
when assessing atherosclerosis risk in patients with SLE.
Remnant lipoproteins correlated significantly and positively
with median IMT. The IDL fraction had the highest correla-
tion with IMT and was strongly modulated by the APOE
genotype.
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ABSTRACT

Background

We hypothesize that lipid and lipoprotein changes associated with
ageing in healthy subjects may be different from those reported in

the general population.

Methods

Healthy non-smoking males (n=299) between 20 and 75 years were
selected to avoid any chronic disease or factor known to significantly
alter lipid metabolism. We analyzed the age effect on total lipids and
apolipoproteins, lipoproteins isolated by sequential preparative
ultracentrifugation, NMR subclass distribution, and the cholesterol

content of remnant-like particles.

Results

Total cholesterol and LDLc significantly increased with age
(R?=0.203, p<0.0001; R?=0.172, p<0.0001; respectively) whereas
triglycerides did not vary significantly. HDLc had a very modest
increase (R®=0.045, p<0.001). Increased of total LDL particles was
confined to the largest (and protective) LDL subclass (R?=0.104,

p<0.0001), while increase of HDL particles was confined to the
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smallest and less efficient HDL subclass (R?*=0.062, p=0.001).
Remnant particles showed different trends, while IDL (VLDL
remnants) significantly increased with age (IDLc: +72%, p<0.0001;

IDL particle: +200%, p=0.053), RLPc remained unchanged.

Conclusions

In healthy males, total cholesterol increased with age while
triglycerides did not vary. Compared with published data from
general populations, HDL did not decrease with age while LDL
increased progressively up to the age of 75 years. Lipoprotein
remnants showed different trends: IDL doubled their particle number
with age, while RLPc did not vary significantly. NMR analysis of
particle number and size highlighted important size-related
differences that were not observed using ultracentrifugation for the

separation of lipoproteins.
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INTRODUCTION

Lipids have critical functions in cellular energy storage, structure and
signaling, and play key roles in several human diseases. Many
studies (1,2) have indicated that elevated total cholesterol and,
particularly, LDL cholesterol (LDLc) are risk factors for
atherosclerosis and coronary heart disease (CHD) in the general
population. HDL cholesterol (HDLc) has a protective role and
triglycerides (TGs) are key in atherogenic changes such as the
generation of smaller particles that are difficult to clear from
circulation (lipoprotein remnants) (3). Whether TG per se are an
independent risk factor, is a matter of debate (4).

What is known about lipoprotein changes during ageing? For more
than 30 years evidence has existed that total and LDLc increase with
age in young and middle-aged adults in the general population (5-8).
In those over 65 years of age, however, total and LDLc decrease
with progressive age (9—-13). HDL, on the other hand, does not vary
much in cross-sectional studies (5,9,11) whereas it decreases with
age in most prospective, longitudinal studies (7,8,14). BMI changes
are a strong predictor of age-related lipid changes (14) and, since
BMI also increases with age, it is difficult to distinguish the individual

contribution of each of these components.
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Most studies are conducted in general populations containing healthy
as well as diseased members, or in specifically diseased sub-
populations. To the best of our knowledge the present study is the
first to assess the effect of ageing alone in an ostensibly healthy
population, without the interference of any chronic disease condition.
Of note is that in an otherwise normal population, lipid abnormalities
are often not evident in routine analysis or even when more
specialized methods such as sequential ultracentrifugation are used.
Conditions such as obesity, diabetes mellitus (DM) and the metabolic
syndrome (MetS) with “apparently normal” lipid profiles may obscure
atherogenic lipoprotein abnormalities such as small LDL, small HDL
or lipoprotein remnants. We have previously confirmed these
“abnormal” lipoproteins in various sub-populations such as young
people (15), patients with HIV (16), SLE (17), and RA (18).

In the present study we assessed the influence of age on lipids and
lipoproteins by performing 4 different sets of analyses: 1) Routine
clinical analyses of total cholesterol, total TG, calculated LDLc, HDLc
isolated by precipitation, and total apolipoproteins; 2) Cholesterol, TG
and apolipoprotein content as well as density of lipoproteins
(Sequential ultracentrifugation); 3) Particle number and size of
lipoproteins using NMR (19); 4) Cholesterol content of the difficult-to-

clear-from-circulation remnant-like particles (RLP) (3). The aim of the
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present study was to analyze systematically the changes in lipids
and lipoproteins of healthy individuals at different ages selected from
the general population, in the absence of any chronic disease or
condition known to alter the concentrations of the circulating

lipoproteins.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

In this cross-sectional study, 299 healthy, non-smoking males (0
cigarettes/day for >6 months), aged 20-75 years (stratified by age),
were recruited in Clermont-Ferrand, France (n=98), Graz, Austria
(n=101), and Reus, Spain (n=100) as part of a European
Commission-funded research and technology development project of
the 5th Framework Program [details in (20)]. All ages were
proportionally represented and reflected the age distributions in the
population (See Supplemental Figure 1).

Methodology was standardized between recruitment centers. A
physician conducted a personal interview with the potential recruit to
gather anthropometric data, personal history, lifestyle, use of
medications, physical activity, smoking habits, and use of dietary
supplements containing vitamins or trace elements. Exclusion criteria

were familial hypercholesterolemia, chronic diseases (including
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diabetes, cancer, cardiac insufficiency, neurological diseases,
inflammatory diseases and chronic diseases of the liver, lung, or
thyroid, unstable hypertension, dementia, and infectious diseases
known to affect the immune system such as human
immunodeficiency virus and hepatitis C), vaccination during the
previous 2 months, alcohol abuse or drug addiction, competitive
sports activities, and the consumption of special diets or dietary
supplements in the previous 3 months. The study protocol was
approved by the Ethics Committees of the three recruiting centers,

and written informed consent was obtained from all participants.

Standard lipid profile and biochemical analyses

Standard laboratory methods were used to quantify glucose, HbA.,
total cholesterol, TG and HDLc. LDLc was calculated by the
Friedewald formula (21). Apolipoproteins were measured with
immunoturbidimetry using antisera specific for apoA-1 and apoB
(Hoffman-La Roche) and lipoprotein (a) (Incstar Corporation,
Stillwater, MN, USA). High-sensitive CRP (hs-CRP) was measured
with a high sensitive near-infrared particle immunoassay (NIPIA) rate
methodology (Beckman Coulter) on a SYNCHRON LXi PRO System

automated autoanalyzer (Beckman Coulter).
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Sequential preparative ultracentrifugation

Lipoproteins  were separated by sequential preparative
ultracentrifugation, using a Kontron 45.6 fixed-angle rotor in a
Centrikon 75 (Kontron Instruments, Italy). The lipoprotein fractions
isolated were very low density lipoprotein (VLDL; d<1.006 g/ml),
intermediate density lipoprotein (IDL; d=1.006-1.019 g/ml) and low
density lipoprotein (LDL; d=1.019-1.063 g/ml). Total HDLc was
measured subsequent to the precipitation of the apoB-containing

lipoproteins with polyethylene glycol (Immuno AG, Austria).

NMR lipo-profile

Total plasma lipids and the distribution of subclasses of lipoproteins
were analyzed by NMR spectroscopy (NMR Lipo-Profile, Raleigh,
USA). The procedure simultaneously quantifies subclasses of
lipoproteins, lipid content, and average particle size. This technique
allows for the determination of VLDL, IDL, LDL, and HDL. Further,
the VLDL fraction is quantified as three discrete subclasses, LDL as
four subclasses and HDL as three subclasses, all according to
increasing molecular weight (19). The NMR was performed with
EDTA plasma stored at -80°C and thawed just prior to the analyses
which were conducted on a subset of 198 samples from the Spanish

and French recruitment centers.
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Separation and quantification of remnant lipoprotein (RLP)
Remnant lipoprotein cholesterol (RLPc) was measured in plasma
using the method described by Nakajima et al., using RLP-
Cholesterol Assay Kits (Jimro-ll, Japan Immunoresearch
Laboratories, Japan) (22).

The remnant-lipoprotein particles were separated from plasma by
immuno-affinity chromatography with a gel containing monoclonal
antibodies raised against epitopes of apoB100 and apoA1. The anti-
apoA1 recognized apoA1-containing lipoproteins while the anti-
apoB100 recognized all apoB100-containing lipoproteins except the
partially-lipolyzed apoE-enriched triglyceride-rich remnants. The
suspension was gently mixed for 2h at room temperature with
vertical magnetic-bead oscillator (RLP Mixer J-100A, Photal, Otsuka
Electronics, Japan). The mixture was allowed to settle for 30 min,
and 200 pl of the supernatant containing unbound fraction was taken
for the measurement of cholesterol in a sensitive assay developed

for a Cobas Mira centrifugal analyzer (Roche, Laval, Quebec).

Statistical analyses
Except when otherwise stated, all data are presented as mean and
standard deviation in parenthesis. Normal distribution was assessed

with the Kolmogorov-Smirnov test. Variables were log-transformed
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when non-normally distributed. Comparisons of means between
variables were performed with ANCOVA, following adjustment for
potentially confounding variables. Partial correlations between
continuous variables were with the Pearson's correlation coefficient,
following adjustment for BMI. Backward stepwise multiple linear
regression analyses were performed to determine the contributions
of age, BMI and energy intake to the variability in lipids and
lipoproteins. Statistical significance was set at the p<0.05 level. The

SPSS (version 19.0) was used for all statistical analyses.

RESULTS

STUDY SUBJECTS

We studied a total of 299 non-smoking, ostensibly healthy, males
aged 20-75 years from the areas of Clermont-Ferrand (France), Graz
(Austria), and Reus (Spain). There were no significant differences in
mean age, BMI, plasma cholesterol or TG levels between countries.
Hence, data from all subjects were pooled for the statistical analyses
(Table 1).

Since in the healthy males, BMI positively correlated with age
(R?=0.072, p<0.001), being the oldest group (70-75 years) 9% higher

compared to the youngest (20-29 years) (25.9 vs. 23.7 kg/m?
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p=0.022); all the results are adjusted by BMI. BMI increased by an

average of 0.05 kg/m? per year.

LIPID CHANGES WITH AGE

Table 2 summarizes the lipid and lipoprotein differences segregated

by age groups.

Age-related changes in routinely-measured lipid variables

Total cholesterol and LDLc (calculated by the Friedewald formula)
significantly increased with age (R®=0.203, p<0.0001; R®=0.172,
p<0.0001; respectively; adjusted for BMI). Mean plasma cholesterol
concentration was 27% higher in healthy males aged 70-75 years
compared to those aged 20-29 years; such an increase being of 48%
in the LDLc at a rate of increase of 0.9 mg/dL/y (p<0.0001). This
increase was not explained by an increase in dietary cholesterol
intake, which was observed to decrease with age (R22-0.013,
p=0.098). In this group of healthy men, total cholesterol and
calculated LDLc concentration significantly increased up to the age
of 75 years. This is contrary to the decrease observed in the general
population after the 5" or 6" decades of life (Table 2, Figure 1).

In contrast, total TG concentration did not vary with age (R?=0.0001,

NS, adjusted for BMI) (Figure 1), despite the concentration of
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circulating free fatty acids being significantly increased (R?=0.053,
p<0.0001, adjusted for BMI). This, as well, was not explained by
dietary intake i.e. intake of fatty acids whether saturated (R?=-0.038,
p=0.001), monounsaturated (R?=-0.004, NS) or polyunsaturated
(R?=-0.033, p=0.002) decreased with age.

HDLc concentration moderately, but significantly, increased with age
(R?=0.045, p<0.0001, adjusted for BMI) (Figure 1); albeit at a lower
proportion than calculated LDLc (3% higher in the oldest group
compared with the youngest). This represents an average increase
of 0.027 mg/dL per year and, reflects a moderate, but highly
significant, increase in the LDLc/HDLc ratio (R2:0.O23, p=0.006,
adjusted for BMI).

Apolipoproteins Al, B-100, C-Ill and E followed the same pattern of
changes of those lipoproteins in which they constitute the major

components (Figure 1, Table 2).

Sequential ultracentrifugation: age-related lipoprotein changes in lipid

content and density

Routine clinical chemistry analyses showed an increase in
cholesterol with age, while TG remained relatively constant. Since

cholesterol and TG are differentially distributed among lipoproteins,
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we explored changes in the cholesterol, TG and apolipoprotein
content of VLDL, IDL, LDL and HDL, isolated by ultracentrifugation.
Increase in total cholesterol was due mostly to IDLc elevation (72%)
followed by LDLc (45%) and a modest, but significant, increase in
HDLc (7%). The non-variability of TG was due to the lack of change
in VLDL-TG. With respect to apoB100 particles, as with particle
number, the elevation was due to LDL (45%), and IDL (48%) (See
Supplemental Figure 2).

Although neither VLDL cholesterol nor triglycerides increased with
age (Table 2), IDL (VLDL remnants) continued to accumulate in
circulation over the years (R*=0.060, p<0.0001, adjusted for BMI).
Conversely, RLPc remained relatively unchanged over the years;
almost 60% of its individual variability being explained by VLDLc
concentration. Approximately 15% of the volunteers, of all ages, had
high RLPc concentrations (>10 mg/dL).

We performed linear regression analysis to identify the factors
influencing cholesterol and TG variability in our study populations.
While age was the strongest, and the only significant, predictor of
cholesterol changes, BMI was the only significant predictor of TG
concentrations (See Supplemental Table 1). Consistent with this was

that VLDL and RLPc concentrations were determined mainly by BMI,
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while LDLc was determined mainly by age. Variations in HDL and

IDL concentrations were explained by both age and BMI.

Nuclear magnetic resonance: age-related changes in lipoprotein

particle number and particle size

Age changes assessed by standard routine analyses and
ultracentrifugation provide information on cholesterol and TG content
whereas, in relation to atherosclerosis, particle number and size are
important characteristics of lipoproteins; data which can be gathered
by NMR analyses.

Lipid content of VLDL separated by ultracentrifugation does not vary
with age. However, when evaluated in relation to NMR subclasses,
VLDL particle numbers in the smallest VLDL subclass increases 43%
with age (R?>=0.060, p<0.001) (Figure 2). IDL particles were doubled
in healthy males aged 70-75 years compared to those aged 20-29
years despite not reach statistical significance (p=0.053). There is a
significant increase in LDL particles (43%; R*=0.047, p=0.004) which
appears to be confined to the largest LDL subclass (42%; R?=0.104,
p<0.0001) (Figure 3), while the moderate, but significant, increase in
HDL particles (12%; R?*=0.080, p<0.0001) is confined to the smallest

HDL subclass (14%, R?*=0.062, p=0.001) (Figure 4).
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DISCUSSION

Age-related changes in lipids and lipoproteins are well described in
the general population but, to the best of our knowledge of the
literature, no study has described these changes in healthy subjects.
The aim of the EU-supported VITAGE project was to assess vitamin
and lipid changes in a population of ostensibly healthy men aged 20
to 75 years recruited with a strict selection criteria to avoid any
chronic disease (20).

BMI change is a strong predictor of age-related lipid changes (14)
and, since BMI increases with age, all lipid and lipoprotein age-
variations have been corrected for BMI changes in the current
statistical analyses.

In our healthy male population, total plasma cholesterol increased
significantly with age; the increase being more pronounced in older
ages. Total plasma TGs did not vary significantly while HDLc had a
very modest, but statistically significant, increase. Total cholesterol
increase with age was due, mainly, to an elevation of LDLc unrelated
to dietary intake of cholesterol which, incidentally, decreased with
advancing years. Such a cholesterol increase is in agreement with
previous data (5-8). With respect to HDL, published cross-sectional
studies indicate very little variation (5,9,11), whereas most

prospective studies indicate a decrease with age (7,8,14). Contrary
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to these data, we observed a modest, albeit highly significant,
increase of HDL with age. This might be a distinctive metabolic
feature of healthy ageing, or be related to other characteristics of this
population such as being more physically active or having a higher
alcohol intake, both factors known to elevate HDLc (23) but which
had not been assessed in the current study. Being non-smokers
could also contribute to the maintenance of HDLc concentrations
despite increasing age.

Studies that systematically analyzed TGs changes with age are
lacking. In our study, total TG remained unchanged through all age-
ranges, in contrast to circulating FFA which increased with age.
Whether TGs are an independent cardiovascular disease risk factor
continues to be debated (24). However, there is consensus that they
are the predisposing factor in atherogenic lipoprotein remnants such
as IDL or RLP, which are known to play a particularly relevant role in
pathologies associated with cardiovascular risk such as Type 2
Diabetes and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) (17,25), despite
normal LDL concentrations. Of considerable note was that IDLc and
RLPc showed different trends i.e. while IDLc significantly increased
with age, RLPc did not vary significantly with the years. The
immediate conclusion could be that although IDLc and RLPc are

both regarded as “remnant” lipoproteins they behave differently in
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vivo. While IDL is well characterized as a VLDL remnant in terms of
density and composition, the RLP pool obtained by immunoaffinity
chromatography is likely to be more heterogeneous and is far from
being well characterized. That RLPc remains unchanged with age
supports the notion that these particles are TG-driven since the
concentrations of TG, as well, do not vary with age.

The changes in the lipoprotein fractions with age i.e. steady levels of
VLDL and increased IDL and LDL (See Supplemental Figure 2)
suggest that lipoprotein metabolism in healthy ageing results in a
delayed catabolism of IDL and LDL, while the endogenous synthesis
of VLDL remains relatively unchanged. Another observation of note
in our study was that, in healthy men, the concentrations of total
cholesterol and/or LDLc do not decline after the 6™ decade. This
finding is contrary to the well-reported decline in individuals in the
population above 65 years of age (9—-13). This, as well, could be a
characteristic of healthy ageing and could indicate a more active
metabolism in these subjects.

Age affects BMI, and these variables, in turn, affect the
concentrations of circulating lipids and lipoproteins. Since they are
related, we performed multiple regression analyses to discriminate
between the factors (age, BMI and energy intake) influencing

cholesterol and TG variability in our healthy populations. The results
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were clear. While age was the strongest, and only significant,
predictor of cholesterol changes, BMI was the only significant
predictor of TG concentrations (See Supplemental Table 1).
According to this, we have recently described that BMI correlates
with an atherogenic lipoprotein profile in this same cohort (26). These
findings have considerable practical implications with regards to lipid
alterations associated with obesity and MetS. Since the effect of
ageing alone on TG is negligible, the implication is that if an
individual ages but controls his weight, he could avoid the
atherogenic lipoprotein changes accruing from high TG; namely
RLPc, smaller LDL particles, and low HDL.

As we have shown previously in conditions such as SLE (17),
supposedly normal lipid profiles show alterations in lipoprotein
subclasses when evaluated using nuclear magnetic resonance
spectrometry, in the course of measuring VLDL, LDL, IDL and HDL
subclasses and particle sizes (19). In applying NMR in the analyses
of subclasses in our healthy male individuals, we sought to evaluate
alterations related to particle number and size, possibly related to
healthy ageing. NMR provided additional information to that from
ultracentrifugation i.e. lipid composition of particles of a given density
range. There appeared to be no change in VLDL (separated by

ultracentrifugation), while NMR identified a significant increase in the
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particle number of the smallest VLDL. This implies a shift towards a
beneficial profile since the smaller VLDL particles (or VLDL2) do not
predispose to an atherogenic profile as do VLDL1 particles (27).
Similarly, the increase in LDL is confined to the largest (athero-
protective) pattern B LDL subclass (28). Conversely, the elevation of
HDL is confined to the smaller, and less athero-protective, HDL
subclass (29). Unexpectedly, the metabolically related to VLDL, IDL,
presents the higher increase, doubling their particle number between
the 20-25 and 70-75 years old men. Despite not reach statistical
significance, the tendency was clear (p=0.053). Of note, IDLc has the
mayor increase cholesterol fraction among all the lipoproteins, and
although their cholesterol content is not as significant as the
transported by the LDL particles, the increases of their particle
number could be of special interest in the atherosclerosis process
related to ageing. In this line, the Women’s Health Study found an
association between IDL particle and cardiovascular events in
healthy women followed during 11 years (30); and there are found
mechanisms through the IDL contribute to atherosclerotic lesion,
probably due to a retention process of these lipoproteins in certain
areas of intima, as suggested by Odérni et al. (31).

To place our findings in relation to those in the published literature is

difficult because of an absence of comparable studies. However, it is
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clear that NMR subclass analysis provides more “fine tuning” in the

interpretation of lipoprotein changes in normal ageing.

In summary, the conclusions of our study in healthy men are:

Total and LDLc increased with age while total and VLDL

triglycerides did not vary significantly.

- Compared with published data from general populations, HDL
did not decrease with age while LDL increased progressively
up to the age of 75 years.

- Cholesterol concentrations were influenced mainly by age,
while those of TG were affected by BMI.

- Lipoprotein remnants showed different trends; IDL doubled
their particle number with age (20 to 75 years), while RLPc
did not vary significantly.

- NMR analysis of particle number and size highlighted

important size-related differences that were not observed

using ultracentrifugation for the separation of lipoproteins.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

Correlations between plasma lipids and age adjusted for BMI. Total
cholesterol, calculated LDLc and HDLc significantly increased with
the age. Plasma TGs did not vary significantly.

Figure 2

Correlations between NMR-evaluated VLDL subclasses and age.
Although total VLDL did not vary significantly with age, the evaluation
of subclasses with NMR revealed an increase in numbers of the
smallest VLDL particles.

Figure 3

Correlations between NMR-evaluated LDL subclasses and age.
While total LDL increased significantly with age, the evaluation with
NMR indicated that this was more pronounced in the large LDL
subclass.

Figure 4

Correlations between NMR-evaluated HDL subclasses and age. The
modest increase in HDL was confined to an increase in particle

number of the smallest HDL subclass.
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Supplementary Figure 1

Study subjects recruited to represent all ages in proportion to the
general population

Supplementary Figure 2

Cholesterol, TG and apolipoprotein content of VLDL, IDL, LDL and
HDL subclasses isolated by sequential preparative

ultracentrifugation, and their relationship with age.
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Table 1. Characteristics of the individuals recruited into the study

Characteristic All France Austria Spain p
N =299 N =98 N =101 N =100

Age; years 46.13 (15.37) 46.50 (15.19) 45.58 (15.07) 46.33 (15.98) NS
BMI; kg/m? 24.97 (2.66) 24.61 (2.60) 25.18 (2.71) 25.10 (2.66) NSt
Systolic blood pressure; 130.27 (13.41) 136.60 (14.40) 130.05 (13.41) 124.35 (9.04) <0.001
mmHg

Diastolic blood pressure; 81.33 (9.07) 80.12 (9.00) 86.01 (8.48) 77.88 (7.77) <0.001
mmHg

Plasma glucose; mmol/L 5.13 (0.63) 4.69 (0.55) 5.38 (0.53) 5.31 (0.58) <0.001
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Plasma cholesterol; mmol/L

Plasma triglycerides;

mmol/L
LDL cholesterol; mmol/L
HDL cholesterol; mmol/L

Plasma FFA; umol/L

Plasma APOA1; mg/dL

Plasma APOB100; mg/dL

4.87 (0.93)

1.08 (0.54)

2.71(0.72)
1.33 (0.30)

10537.89
(2332.57)

133.85 (18.71)

71.72 (17.38)

4.95 (0.95)

0.98 (0.53)

2.79 (0.79)
1.32 (0.28)

10197.13
(2397.96)

136.13 (18.17)

72.69 (18.23)

4.89 (1.00)

1.12 (0.60)

2.69 (0.72)
1.40 (0.31)

10599.92
(2215.25)

135.65 (18.41)

70.30 (17.87)

4.76 (0.83)

1.12 (0.48)

2.65 (0.63)
1.27(0.30)

10802.99
(2366.45)

129.80 (19.05)

72.20 (16.07)

NS

NS

NS

0.001

NS

0.031

NS

Values are presented as means (standard deviation)

BMI: body mass index; LDL: low density lipoprotein; HDL: high density lipoprotein; FFA: free fatty acids: APO: apolipoprotein

All p values were adjusted by age and BMI

T Adjusted for age.
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Table 2. Lipoprotein variables segregated by age

20-29 y 30-39y 40-49y 50-59 y 60-69 y 70-75y Total p
n=59 n=52 n=58 n=53 n=55 n=19 n=299
Plasma total lipids*
Plasma cholesterol;
L 4.19(0.68) 4.63(0.69) 4.85(0.88) 5.16(0.94) 5.37(0.96) 5.33(0.92) 4.86 (0.93) <0.0001
mmo
Plasma triglycerides;
L 0.96 (0.42) 1.03(0.55) 1.17(0.59) 1.20(0.68) 1.03(0.45) 1.09 (0.43) 1.08 (0.54) NS
mmo
Plasma LDLc (Friedewald
253 (0.65) 292(0.62) 3.12(0.68) 3.30(0.73) 3.65(0.88) 3.76(0.90) 3.14 (0.82) <0.0001
formula); mmol/L
Plasma HDLc ; mmol/L 1.26 (0.28) 1.26(0.27) 1.17(0.30) 1.34(0.36) 1.33(0.29) 1.30(0.24) 1.27 (0.30) 0.049
Lipoprotein(a); mg/dL 19.54 25.33 22.97 26.03 22.21 28.16 23.47 NS
(18.55) (23.77) (20.82) (27.46) (16.56) (19.37) (21.51)
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Plasma APOAI; mg/dL 129.47 131.69 128.57 139.77 138.56 137.84 133.76 <0.0001
(17.63) (16.96) (17.64) (21.23) (18.33) (15.88) (18.68)
Plasma APOB100; mg/dL 59.31 68.02 71.34 74.94 80.51 85.32
71.60 (17.30) <0.0001
(14.07) (13.36) (14.66) (16.06) (18.78) (16.56)
14.63 15.15 16.19 16.08 16.02 16.72
Plasma APOCIII; mg/dL 15.68(3.44) NS
(2.89) (3.97) (3.53) (3.82) (2.85) (2.93)
Plasma APOE; mg/dL NS;
3.28(0.61) 3.44(0.81) 3.32(0.71) 3.65(1.13) 3.66(0.68) 3.76(0.62)  3.48 (0.80) 0.054
Plasma total FFA; pmol/ 94227 10389.0 104297 112199 110017  11314.2 10527.2 oo
(1676.5) (2659.9) (2287.1) (2483.6) (2189.0) (2194.0) (2336.0) '
Ultracentrifugation-generated lipoprotein subclasses*
HDL APOAI; mg/dL 110.22 112.48 107.86 117.36 116.16 114.84 112.84 0.008
(16.59) (16.74) (16.18) (19.00) (17.17) (15.01) (17.23) '
HDL cholesterol; mmol/L ~ 1.29 (0.27) 1.31(0.29) 1.24(0.31) 1.40(0.37) 1.39(0.29) 1.38(0.23)  1.33(0.31) 0.005
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HDL triglycerides; mmol/L

IDL APOB; mg/dL

IDL cholesterol; mmol/L

IDL triglycerides; mmol/L

LDL APOB; mg/dL

LDL cholesterol; mmol/L

LDL triglycerides; mmol/L

VLDL APOB; mg/dL

VLDL cholesterol; mmol/L

0.087
(0.034)

2.27 (1.03)

0.145
(0.063)

0.078
(0.025)

4542
(12.44)

2.23 (0.60)

0.147
(0.038)

2.76 (1.79)

0.258
(0.193)

0.094
(0.031)

2.50 (1.21)

0.173
(0.077)

0.087
(0.032)

50.65
(11.31)

2.52 (0.53)

0.161
(0.044)

3.17 (2.43)

0.298
(0.254)

0.097
(0.038)

2.93 (1.49)

0.204
(0.120)

0.097
(0.036)

54.95
(11.14)

2.63 (0.54)

0.176
(0.048)

3.95 (2.68)

0.378
(0.306)

0.104
(0.036)

3.00 (1.54)

0.232
(0.133)

0.101
(0.040)

57.62
(13.58)

2.82 (0.65)

0.488
(2.172)

3.43 (2.39)

0.350
(0.318)

0.095
(0.025)

3.11 (1.56)

0.223
(0.111)

0.104
(0.039)

63.44
(15.74)

3.16 (0.79)

0.195
(0.057)

3.18 (2.09)

0.295
(0.215)

0.103
(0.021)

3.37 (1.34)

0.249
(0.080)

0.118
(0.031)

65.95
(13.53)

3.24 (0.81)

0.208
(0.056)

3.47 (1.61)

0.293
(0.178)

0.096 (0.033)

2.80 (1.41)

0.198 (0.107)

0.095 (0.036)

55.06 (14.47)

2.70 (0.72)

0.229 (0.921)

3.31 (2.27)

0.314 (0.258)

NS

0.037

<0.0001

0.002

<0.0001

<0.0001

NS

NS

NS
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VLDL triglycerides; 0.536 0.557 0.682 0.671 0.553 0.612
0.600 (0.445) NS
mmol/L (0.341) (0.452) (0.481) (0.558) (0.365) (0.445)
Nuclear Magnetic Resonance-evaluated lipoprotein subclassest
56.90 61.72 69.78 63.78 69.76 65.96
Total VLDL & 64.13 (26.96) NS
Chylomicron particles: (28.09) (20.14) (29.89) (24.16) (33.15) (12.13)
nmol/L
Large VLDL &
1.148 1.481 2121 1.931 1.009 1.044
Chylomicron particles; 1.503 (2.132) NS
(1.710) (2.062) (2.342) (2.840) (1.275)) (2.136)
nmol/L
Medium VLDL particles; 20.05 17.61 24.27 19.21 20.93 13.99
20.04 (15.06) NS
nmol/L (14.74) (11.83) (18.66) (12.37) (17.86) (9.81)
Small VLDL particles; 35.70 42.63 43.38 42.64 47.83 50.93
42.58 (16.18) 0.050
nmol/L (16.35) (13.00) (15.63) (15.08) (19.16) (11.80)
Total LDL particles; 985.79 1052.64 1231.56 1105.86 1239.64 1415.91 1133.23 NS;
nmol/L (278.46) (401.27) (358.15) (307.46) (450.60) (316.95) (371.51) 0.068
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22.86 24.80
IDL particles; nmol/L

(27.56) (28.82)
Large LDL particles; 401.62 477.81
nmol/L (143.85) (187.09)
Small LDL particles; 561.31 550.03
nmol/L (277.02) (431.25)
Medium-small LDL 116.76 112.97
particles; nmol/L (57.01) (84.10)
Very small LDL particles; 444.54 437.06
nmol/L (221.70) (349.97)
Total HDL particles; 29.85 29.66
nmol/L (4.25) (3.66)

Large HDL particles;
6.80 (3.09) 6.96 (3.02)
nmol/L

35.85
(30.71)

394.07
(178.76)

801.64
(435.75)

165.20
(86.57)

636.44
(350.32)

30.41
(4.17)

4.87 (3.53)

38.55
(29.80)

487.96
(209.43)

579.36
(344.73)

119.76
(72.94)

459.60
(272.80)

31.12
(4.43)

6.88 (3.44)

42.08
(55.27)

561.14
(235.76)

636.42
(467.89)

129.33
(96.07)

507.10
(372.71)

33.21
(6.54)

7.16 (2.56)

68.50
(49.43)

572.12
(246.78)

775.28
(231.36)

160.56
(53.45)

614.72
(180.79)

33.51
(3.19)

7.38 (2.78)

34.52 (37.50)

467 .44
(202.59)

631.26
(390.48)

130.07
(79.41)

501.19
(312.57)

30.96 (4.76)

6.59 (3.20)

0.053

<0.0001

NS

NS

NS

0.009

0.076
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Medium HDL particles;

L 3.73(3.24) 3.42(3.12) 3.53(2.79) 3.69(4.44) 3.03(3.11) 3.99(2.67) 3.53 (3.34) NS
nmo
Small HDL particles; 19.32 19.27 22.00 20.54 23.01 22.14
20.84 (4.92) 0.026
nmol/L (5.15) (3.70) (4.04) (5.07) (5.86) (2.60)
47.43 45.49 45.92 45.60 45.07 44.42
VLDL size; nm 45.89 (7.82) NS
(9.44) (6.13) (5.55) (8.74) (7.47) (9.95)
21.24 21.47 20.95 21.35 21.41 21.19
LDL size; nm 21.28 (0.73) NS
(0.60) (0.83) (0.84) (0.71) (0.69) (0.48)
HDL size; nm 9.02 (0.47) 9.13(0.54) 8.76(0.45) 9.11(0.51) 9.13(0.35) 9.04(0.22) 9.03 (0.47) 0.040
Immuno-chromatography lipoprotein subclass (RLPc)}
RLPc; mg/dL
6.30 (4.80) 6.32(3.59) 7.66 (5.97) 6.39(2.91) 6.58 (2.49) 7.31(6.01) NS

(10.23)

Values are presented as mean (standard deviation). BMI: body mass index; VLDL: very low density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein;

IDL: intermediate density lipoprotein; HDL: high density lipoprotein; FFA: free fatty acids: APO: apolipoprotein; RLPc: remnant lipoprotein

particle cholesterol. All p values adjusted for BMI. *n =295. 1t n =178
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Figure 1

Correlations betwe en plasma lipids and age adjusted for BMI. Total cholesterol, cal culated LDLe and HDL:
significantly increased with the age. Plasma triglycerides did natvary significantly
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Carrelations between NIMR-evaluated YLD L subclasses and age. Although total YLDL did notvary sigrificantly with
age, the evaluation of subdasses with NIMR revealed anincrease in numbers of the smallest VLDL particles



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Marta Gonzalez Mufioz

12007 p<00001; R =0.323
% 1000 i
O
33 %
y&
£ 2007
<
-l 0_
| | I |
20 40 60 &
Age (years)
2 25007 p=NS; R =0.004
2 2000
i
: 4315@'
TOTAL LDL particles (nmol/L) GE
r ,_,IJ-‘.:.wm
m_'. - x -
p=0.004;R=0216 L
2500 @ :
: 0 - \
20001 . oo : '
20 40 6 80
15001 M ) Age (years)
1000 500 p=Ns: R=-0010
| =
500 B 5 400-
0_.; |
T T i T 333‘3‘0‘ A
20 40 60 80 5T :
< § 2007
Age (years) 5%
] g_mﬂ"
2
o ‘ : :
00 40 60 80
Age (years)
2000 p = NS; R = 0,008
- -~
(ape)
23 15007
wﬁ 1000 :
> g
[
4§ soo
-
Figure 3

Correlations between NMR-evaluated LDL subclasses and age. VWhile total LDL increased significantly with age, the
evaluation with MR indicated that this was more pronounced in the large LDL subclass.
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Carrelations between NMR-evaluated HOL subclasses and age. The modestincrease in HDLwas confined to an
increase in particle number of the smallest HOL subclass.
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Supplemental Figure 1. Study subjects recruited to represent all

ages in proportion to the general population
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Supplementary Figure 2. Cholesterol, TG and apolipoprotein
content of VLDL, IDL, LDL and HDL subclasses isolated by
sequential preparative ultracentrifugation, and their relationship with
age. Lipoprotein variables segregated by age.
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Supplemental Table 1. Linear regression analyses of the contributions of age, BMI and energy intake to variation

in lipids and lipoproteins.

TOTAL CHOL TOTALTG VLDL TG LDL CHOL HDL CHOL IDL CHOL RLP CHOL
B p B p B p B p B P B p B P
AGE 0.023 8X10° 0.001 NS 0.000 NS 0.016  1x10° 0.004 0.037 0.002 0.005 -0.004 NS
5 4
BMI 0.033 NS 0.067 1x10° 0.057 2x10° 0.025 NS -0.039 0.001 0.007 0.037 0415 0.013
4 4
ENERGY 0.000 NS 0.000 NS 0.000 NS 0.000 NS 0.000 NS 0.000 NS 0.000 NS

INTAKE




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz - ARTICLES -

BMI correlates with atherogenic lipoprotein
profile even in non-obese,
normoglycemic, and normolipidemic

healthy men.

Montse Guardiola, Rosa Sola, Joan Carles Vallvé, Josefa

Girona, Gemma Godas, Mercedes Heras, Marta Gonzalez,

Edmon Rock, Brigitte M Winklhoffer-Roob, Lluis Masana i
Josep Ribalta.

J. Clin. Lipidol. 2015; In Press

-225 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL
Marta Gonzalez Mufioz



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL
Marta Gonzalez Mufioz

Journal of Clinical Lipidology (2015) l, H-H ¥
Journal of

Clinical
Lipidology

Original Article

Body mass index correlates with atherogenic
lipoprotein profile even in nonobese,
normoglycemic, and normolipidemic healthy men

Montse Guardiola, PhD, Rosa Sola, MD, PhD, Joan Carles Vallve, PhD,

Josefa Girona, PhD, Gemma Godas, BSc, Mercedes Heras, BSc, Marta Gonzalez, MSc,
Edmond Rock, PhD, Brigitte M. Winklhoffer-Roob, MD, PhD, Lluis Masana, MD, PhD,
Josep Ribalta, PhD*

Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi, Departament de Medicina i Cirurgia, Facultat de Medicina, Hospital
Universitari de Sant Joan de Reus, Universitat Rovira i Virgili, Institut d’Investigacio Sanitaria Pere Virgili, CIBERDEM,
Sant Lloreng 21, 43201 Reus, Spain (Drs Guardiola, Sola, Vallvé, Girona, Godas, Heras, Gonzalez, Masana, Ribalta);
Unité de Nutrition Humaine, INRA-UMR 1019, Centre de Recherche de Clermont—Ferrand/Theix, 63122 Saint—Genes—
Champanelle, France (Dr Rock);, and Human Nutrition & Metabolism Research and Training Center, Institute of
Molecular Biosciences, Karl-Franzens University, Graz, Austria (Dr Winklhoffer-Roob)

KEYWORDS: OBJECTIVE: To establish a relationship between body mass index (BMI), lipid, and lipoprotein pa-
BMI; rameters among nonobese, normoglycemic, and normolipidemic healthy men without any cardiovas-
Healthy participants; cular, metabolic, or chronic diseases.

Atherogenic dyslipidemia; METHODS: A total of 297 healthy, nonsmoking males between 20 and 75 years were recruited. Exclu-
Lipoprotein; sion criteria included familial hypercholesterolemia, any chronic diseases, and BMI = 30 kg/m”. Lipid
NMR and lipoprotein particles were determined by standard methods, with the use of ultracentrifugation and

nuclear magnetic resonance (NMR). Cholesterol in remnant-like particles (RLPc) was also determined.
RESULTS: These healthy volunteers were separated into two groups: normoweight (BMI > 19 kg/m?
and <25 kg/m? [n = 143]) and overweight (BMI = 25 kg/m? and <30 kg/m? [n = 154]). Overweight par-
ticipants were older (P <.001) compared to normoweight. Both groups had low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels (<130 mg/dL) considered as desirable, and although both groups had plasma triglyceride
levels within the nonpathological range, overweight participants presented with 30% higher triglyceride
levels (P <.001) and 9% lower high-density lipoprotein cholesterol (P <.001) compared to normoweight
individuals. Although LDL was comparable between groups, NMR analysis showed that overweight
participants had 27% more total LDL particles due to a 16% decrease in large LDL (P <.001) and 70%
increase in the smaller subclasses (P < .001). In overweight participants, NMR analysis also showed a
2-fold increase in large very low—density lipoprotein (P = .001), and 30% more medium very low-
density lipoprotein particles (P = .020). Overweight participants also had 70% more intermediate-
density lipoprotein particles (P = .010), a 30% decrease in large high-density lipoprotein particles
(P <.001), and a 39% increase in RLPc levels (P = .005). Results were adjusted for age and fat intake.

The authors declare that there are no conflicts of interest. E-mail address: josep.ribalta@urv.cat

* Corresponding author. Unitat de Recerca de Lipids i Arteriosclerosi, Submitted June 8, 2015. Accepted for publication August 1, 2015.
Facultat de Medicina, Universitat Rovira i Virgili, Sant Lloreng, 21, 43201
Reus, Spain.

1933-2874/© 2015 National Lipid Association. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jacl.2015.08.001



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL
Marta Gonzalez Mufioz

2 Journal of Clinical Lipidology, Vol I, No l, B 2015
CONCLUSION: BMI correlates with a shift toward a more proatherogenic lipoprotein profile even in
individuals whose lipid levels were not elevated.
© 2015 National Lipid Association. All rights reserved.
Introduction (evenly stratified by age), were recruited in Clermont-

The combination of high triglycerides (TGs) and low
high-density lipoprotein cholesterol (HDLc) accompanied
by nonpathological or moderately elevated low-density
lipoprotein cholesterol (LDLc) is typically associated
with obesity' and insulin resistance,” and the lipid pattern
also linked to the term adiposopathy or adipose tissue
dysfunction.> Detailed analysis of the lipoprotein profile
by sequential ultracentrifugation or nuclear magnetic reso-
nance (NMR) reveals that atherogenic dyslipidemia is char-
acterized by increased numbers of large very low—density
lipoproteins (VLDLs) and intermediate-density lipoproteins
(IDLs), and smaller low-density lipoprotein (LDL) and
high-density lipoprotein (HDL) particles. In addition, the
concentrations of remnant lipoprotein cholesterol in plasma
(RLPc) are normally increased with atherogenic dyslipide-
mia and are an independent cardiovascular disease risk
factor.”

Abundant scientific evidence demonstrates that clus-
tering of these proatherogenic lipoprotein subclasses is
associated with increased cardiovascular risk.” For
example, we have recently described that the atherogenic
subclasses correlate with circulating proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9 (PCSK9), a key regulator of LDLc
concentrations, and are associated with two of the most
informative polymorphisms in a key gene regulating TG
in circulation, the apolipoprotein A5.%’

The effect of obesity on lipoprotein subclass distribution
has been described.® " Similar associations have also been
found in healthy subjects. The atherogenic lipoprotein pro-
file determined by ultracentrifugation is correlated with
increased cardiovascular risk in healthy overweight sub-
jects'” and is described to be associated with coronary
calcification in postmenopausal women'® and intima media
thickness in healthy men."*

We hypothesize that the shift toward an atherogenic
lipoprotein profile can be observed even among healthy
normoweight subjects.

Therefore, we studied the ultracentrifuge and NMR
lipoprotein profiles of a group of nonobese men specifically
selected to be free of any clinical conditions.

Methods

Subjects

In this cross-sectional study, 297 healthy, nonsmoking
men (0 cigarettes/day for >6 months), aged 20 to 75 years

Ferrand, France (n = 97), Graz, Austria (n = 100), and
Reus, Spain (n = 100) as part of a European Commission—
funded research and technology development project of the
5th Framework Program.'’

Methodology was standardized between recruitment
centers. A physician conducted a personal interview with
the potential participant to gather anthropometric data,
personal history, lifestyle, medications, physical activity,
smoking habits, and use of dietary supplements containing
vitamins or trace elements.

Obesity was an exclusion criterion in our study, and
body mass index (BMI) ranged from 18.9 to 30 kg/m?. We
separated the participants into two groups: normoweight
(BMI > 19 kg/m? and <25 kg/m® [n = 143]) and over-
weight (BMI = 25 kg/m? and <30 kg/m” [n = 154]).

BMI was calculated as weight in kilograms divided by
height in squared meters. Body weight and height were
measured using calibrated scales and a wall-mounted
stadiometer, with subjects wearing light clothes and no
shoes.

Exclusion criteria included familial hypercholesterole-
mia, chronic diseases (including diabetes, cancer, cardiac
insufficiency, neurological diseases, inflammatory diseases
and chronic diseases of the liver, lung, or thyroid, unstable
hypertension, dementia, and infectious diseases known to
affect the immune system such as human immunodefi-
ciency virus and hepatitis C), vaccination during the
previous 2 months, alcohol abuse or drug addiction, and
competitive sports activities. The consumption of fat,
special diets, or dietary supplements in the previous
3 months was evaluated with a food frequency question-
naire and a face-to-face discussion with a dietician. The
study protocol was approved by the ethics committees of all
three recruiting centers, and written informed consent was
obtained from all participants.

Standard lipid profile and biochemical analyses

Glucose was measured using an enzymatic assay based
on a trinder GOD-POD method (Spinreact, SA, Spain),
adapted to a Cobas Mira Plus autoanalyzer (Roche Di-
agnostics, Spain). Glycosylated hemoglobin levels were
measured using high-performance liquid chromatography
(model D-10; Bio-Rad, Hercules, CA), according to the
manufacturer’s instructions.

Standard laboratory methods were used to quantify total
cholesterol, TGs, and HDLc. LDLc was calculated by the
Friedewald formula.'® Apolipoproteins were measured with
immunoturbidimetry using antisera specific for apoAl,
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apoE, apoCIIl, and apoB (Hoffman-La Roche) and Statistical analyses

lipoprotein (a) (Incstar Corporation, Stillwater, MN).
High-sensitive C-reactive protein was measured with a
highly sensitive near-infrared particle immunoassay rate
methodology (Beckman Coulter) on an SYNCHRON LXi
PRO System automated autoanalyzer (Beckman Coulter).

Sequential preparative ultracentrifugation

Lipoproteins were separated by sequential preparative
ultracentrifugation, using a Kontron 45.6 fixed-angle rotor
in a Centrikon 75 (Kontron Instruments, Italy). The
lipoprotein fractions isolated were VLDL (d < 1.006 g/
mL), IDL (d = 1.006-1.019 g/mL), LDL (d = 1.019-
1.063 g/mL), and HDL (d = 1.063-1.200 g/mL). Total
HDLc was also measured subsequent to the precipitation of
the apoB-containing lipoproteins with polyethylene glycol
(Immuno AG, Austria).

NMR lipoprofile

Total plasma lipids and the distribution of subclasses of
lipoproteins were analyzed by NMR spectroscopy (NMR
LipoProfile; Raleigh, NC). The procedure simultaneously
quantifies the concentration of lipoprotein subclasses and
their average particle size. This technique allows for the
determination of VLDL, IDL, LDL, and HDL. Further-
more, the VLDL fraction is quantified as three discrete
subclasses, LDL as four subclasses, and HDL as three
subclasses, all according to increasing molecular weight.'”
The NMR was performed with ethylenediaminetetraacetic
acid plasma stored at —80°C and thawed just before the an-
alyses, which were conducted on a subset of 198 samples.

Separation and quantification of remnant
lipoprotein (RLP)

Remnant lipoprotein cholesterol (RLPc) was measured
in plasma using the method described by Nakajima et al,
using RLP-Cholesterol Assay Kits (Jimro-II, Japan Immu-
noresearch Laboratories, Japan). 18

The remnant-lipoprotein particles were separated from
plasma by immunoaffinity chromatography with a gel
containing monoclonal antibodies against epitopes of
apoB100 and apoAl. The anti-apoAl recognized apoAl-
containing lipoproteins, whereas the anti-apoB100 recog-
nized all apoB100-containing lipoproteins except the
partially lipolyzed, apoE-enriched TG-rich remnants. The
suspension was gently mixed for 2 hours at room temper-
ature with vertical magnetic-bead oscillator (RLP Mixer J-
100A; Photal, Otsuka Electronics, Japan). The mixture was
allowed to settle for 30 minutes, and 200 pL of the
supernatant containing unbound fraction was taken for the
measurement of cholesterol in a sensitive assay developed
for a Cobas Mira centrifugal analyzer (Roche, Laval,
Quebec).

Our hypothesis is that BMI changes, even within the
normal range, can cause lipoprotein alterations only visible
with NMR. Such lipoprotein changes due to BMI are
mainly due to changes in TG. In our cohorts of healthy
subjects, we calculated the average TG difference between
the upper and the lowest BMI tertile, which happened to be
of 25%. To detect differences in particle number of NMR
LDL subclasses (average 468 nM and standard deviation of
201), a simple size of 96 per group is needed.

Normal distribution was assessed with the Kolmogorov-
Smirnov test. Variables were log transformed when non-
normally distributed. Variances are comparable between the
studied groups. Comparisons of means between variables
were performed with ANCOVA, following adjustments for
age, country, and fat intake. Partial correlations between
continuous variables were assessed with the Pearson cor-
relation coefficient, following adjustments for age and fat
intake. Statistical significance was set at the P < .05 level.
SPSS (version 19.0) was used for all statistical analyses.

Results

Our aim was to demonstrate that BMI is correlated with
lipid and lipoprotein parameters even among nonobese,
normoglycemic, normolipidemic healthy men carefully
selected without any cardiovascular, metabolic, or chronic
diseases.

We studied a total of 297 nonsmoking men aged 20 to
75 years from Clermont-Ferrand (France), Graz (Austria),
and Reus (Spain). There were no significant differences in
mean age, BMI, plasma cholesterol, or TG levels between
the countries (Supplemental Table). Hence, the data from
all subjects were pooled for the statistical analyses.

Obesity was an exclusion criterion in our study, and BMI
ranged from 18.9 to 30 kg/m?>. We separated the partici-
pants into two groups: normoweight (BMI < 25 kg/m2
[n = 143]) and overweight (BMI = 25 kg/m2 [n = 154)).

Routine lipid parameters

Participants who were overweight were significantly
older (P < .001) and had higher diastolic blood pressure
(P = .006) compared to those with normal BMI
(Table 1). Both groups were normoglycemic and had
LDLc levels less than 130 mg/dL, but overweight subjects
still had 11% higher apoB100 levels (P = .032) and
increased (14%) non-HDLc levels (P = .011). Similarly,
although both groups had plasma TG levels less than
150 mg/dL, overweight participants presented with 30%
higher TG levels (P < .001) and accordingly had lower
HDLc (P < .001), lower apoAl (P = .001), and higher
circulating free fatty acids (P = .002) compared to those
with normal weight.
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Table 1  Characteristics of individuals recruited into the study according to body weight
Variables BMI < 25 (n = 143) BMI = 25 (n = 154) 2
Age (y) 41.86 (15.13) 50.13 (14.63) <.001%
Systolic blood pressure (mm Hg) 128.37 (13.41) 132.02 (13.21) NS
Diastolic blood pressure (mm Hg) 79.29 (9.32) 83.22 (8.44) .005
Plasma glucose (mmol/L) 5.02 (0.59) 5.23 (0.66) NS
Plasma cholesterol (mM) 4.69 (0.86) 5.03 (0.97) NS
Plasma triglycerides (mM) 0.93 (0.37) 1.21 (0.62) <.001
LDL cholesterol (mM) 2.99 (0.79) 3.30 (0.84) NS
HDL cholesterol (mM) 1.33 (0.30) 1.21 (0.30) <.001
Plasma apolipoprotein B100 (mg/dL) 67.76 (16.28) 75.49 (17.69) .030
Plasma apolipoprotein AI (mg/dL) 135.95 (18.72) 131.62 (18.42) .001
Plasma apolipoprotein E (mg/dL) 3.35 (0.74) 3.61 (0.84) .034
Plasma apolipoprotein CIII (mg/dL) 14.87 (3.25) 16.36 (3.25) .002
Lipoprotein (a) (mg/dL) 22.90 (20.52) 23.77 (22.29) NS
Plasma total FFA (umol/L) 9955.63 (1878.55) 11,082.10 (2577.95) .003
Non HDLc (mM) 3.32 (0.92) 3.79 (1.04) .011

BMI, body mass index; FFA, free fatty acid; HDL, high-density lipoprotein; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; LDL, low-density lipoprotein;

NS, nonsignificant.

Values are presented as the means (standard deviation). All P values are adjusted by age except for *, country, and for fat intake.

Ultracentrifugation

Analyses of the lipid composition of each lipoprotein
obtained by ultracentrifugation showed that overweight
participants had a significantly altered cholesterol, TG, and
apolipoprotein composition of VLDL, IDL, and HDL
particles, but not LDL, compared with subjects with normal
weight (Table 2). As expected, we found increased concen-
trations of cholesterol (38%, P = .002), TG (29%,
P > .001), and apoB100 (30%, P = .002) in VLDL and

in IDL (22%, P = .051; 11%, P = .004; and 19%,
P =.037, respectively) and found decreased concentrations
of cholesterol and apoAl in HDL (7%, P = .001 and 4%,
P = .002, respectively) in overweight subjects. LDL was
comparable between the groups.

Nuclear magnetic resonance

We analyzed the lipoprotein profile in further detail
with NMR, which provided information on the particle

Table 2 Lipid composition of lipoproteins obtained by ultracentrifugation according to body weight
Variables BMI < 25 (n = 143) BMI = 25 (n = 154) P
VLDL
Cholesterol (mg/dL) 0.26 (0.18) 0.36 (0.30) .002
Triglycerides (mg/dL) 0.49 (0.31) 0.69 (0.51) <.001
Apolipoprotein B100 (mg/dL) 2.86 (1.81) 3.73 (2.56) .002
IDL
Cholesterol (mg/dL) 0.18 (0.10) 0.22 (0.11) .047
Triglycerides (mg/dL) 0.09 (0.03) 0.10 (0.04) .005
Apolipoprotein B100 (mg/dL) 2.54 (1.31) 3.03 (1.45) .042
LDL
Cholesterol (mg/dL) 2.59 (0.68) 2.83 (0.74) NS
Triglycerides (mg/dL) 0.28 (1.32) 0.18 (0.05) NS
Apolipoprotein B100 (mg/dL) 52.28 (13.87) 57.89 (14.62) NS
HDL
Cholesterol (mg/dL) 1.37 (0.30) 1.28 (0.31) .001
Triglycerides (mg/dL) 0.09 (0.03) 0.10 (0.03) NS
Apolipoprotein AL (mg/dL) 115.07 (17.33) 110.76 (17.05) .003

BMI, body mass index; HDL, high-density lipoprotein; IDL, intermediate-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NS, nonsignificant; VLDL,

very low-density lipoprotein.

Values are presented as the means (standard deviation). All P values are adjusted by age, country, and fat intake.
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Table 3 Lipid profile obtained by NMR according to body weight

Variables BMI < 25 BMI = 25 P

RLP cholesterol (mg/dL) 6.17 (4.05) 8.57 (7.38) .004
VLDL and chylomicron particles (nmol/L) 58.80 (25.23) 70.18 (27.57) .024
Large VLDL and chylomicron particles (nmol/L) 1.02 (1.61) 2.07 (2.51) .001
Medium VLDL particles (nmol/L) 17.61 (12.66) 22.79 (16.92) .033
Small VLDL particles (nmol/L) 40.17 (16.96) 45.32 (14.83) NS
IDL particles (nmol/L) 25.87 (32.08) 44,09 (40.63) .012
LDL particles (nmol/L) 1006.56 (312.51) 1277.67 (381.12) <.001
Large LDL particles (nmol/L) 505.78 (182.30) 426.60 (215.70) <.001
Small LDL particles (nmol/L) 474.96 (273.96) 807.05 (424.60) <.001
Medium small LDL particles (nmol/L) 97.62 (56.84) 166.68 (85.01) <.001
Very small LDL particles (nmol/L) 377.31 (218.26) 640.41 (341.74) <.001
HDL particles (nmol/L) 31.01 (5.05) 30.94 (4.43) NS
Large HDL particles (nmol/L) 7.66 (2.82) 5.42 (3.17) <.001
Medium HDL particles (umol/L) 3.19 (3.42) 3.88 (3.20) NS
Small HDL particles (umol/L) 20.15 (5.56) 21.65 (3.97) NS
VLDL size (nm) 44.88 (7.95) 47.05 (7.52) .043
LDL size (nm) 21.57 (0.59) 20.96 (0.75) <.001
HDL size (nm) 9.20 (0.46) 8.84 (0.41) <.001

BMI, body mass index; HDL, high-density lipoprotein; IDL, intermediate-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NMR, nuclear magnetic

resonance; NS, nonsignificant; VLDL, very low-density lipoprotein.

Values are presented as the means (standard deviation). All P values are adjusted by age, country, and fat intake.

number and size distribution of the different lipoproteins
(Table 3). NMR uncovered alterations in LDL in over-
weight subjects that were not detectable in the ultracentri-
fugation analyses. Overweight participants had 27% more
total LDL particles (P < .001), but these particles were
unevenly distributed. Indeed, overweight participants
had 16% lower levels of the large LDL particles
(P < .001) and 70% increased levels of the smaller sub-
classes (P < .001; Fig. 1).

In overweight healthy individuals, NMR analysis also
showed that VLDL elevation corresponded to a 20%
higher number of circulating chylomicrons and VLDL
particles (P = .016), mostly (2-fold) larger VLDL
(P = .001), and 30% more medium VLDL particles
(P = .020). As these particles are metabolized to rem-
nants, these participants also had 70% more IDL particles
(P = .010). This atherogenic profile was also accompa-
nied by a 30% decrease in large HDL particles
(P < .001) and 39% higher cholesterol levels in proa-
therogenic RLP particles (P = .005).

BMI correlates with atherogenic lipoprotein
changes even in the range of normal weight

The results showed that changes in BMI within the
overweight range were associated with an atherogenic
lipoprotein profile, and we wondered whether this associ-
ation was also true among subjects with normal weight
(Fig. 2). Even in this group, BMI changes were positively
correlated with large VLDL and chylomicron particles
(r =0.320, P <.001), the smallest LDL particles (for small
LDL particles [r = 0.488, P < .001]; for medium small

LDL particles [r = 0.494, P < .001], and for very small
LDL particles [r = 0.485, P < .001]), and circulating
cholesterol levels in RLP particles (r = 0.282, P < .001)
(Fig. 2).

Discussion

Obesity is commonly known to cause pathologies in the
cardiovascular system,'” and dyslipidemia, together with
insulin resistance, is one of the most frequent comorbidities

nmol/l Onormal weight moverweight
900
p<0,001

800
700 p<0,001
600

p<0,001
500
400
300
200 p<0,001

0
Large LDL Small LDL Medium small LDL ~ Very small LDL

Figure 1  Circulating concentration of the different LDL particle
subclasses measured by NMR technology. P value represents the
comparison between normal-weight and overweight participants.
Differences were assessed by ANOVA using age and fat intake
as covariates. LDL subclasses are not normally distributed, and
ANOVA has been performed on log-transformed data. ANOVA,
analysis of variance; LDL, low-density lipoprotein; NMR, nuclear
magnetic resonance.
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Figure 2  Correlation between BMI and atherogenic lipoprotein subclasses (large VLDL, very small LDL, and small HDL particles) in
normoweight subjects. Partial correlations using age, country, and fat intake as covariates have been performed. Very small LDL and large
VLDL are not normally distributed, and correlations have been performed on log-transformed data. Untransformed data are shown in all
panels. BMI, body mass index; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; VLDL, very low—density lipoprotein.

associated with adiposity. It is not clear whether there is
any effect of body weight on lipid profile in healthy, nonob-
ese subjects. Our results demonstrate that indeed there is an
effect because BMI is correlated with a shift toward a more
proatherogenic lipoprotein profile even in the situation of
normoglycemia and normolipidemia in nonobese healthy
men, after adjusting for age and fat consumption.

To the best of our knowledge, this is the first study
determining a detailed lipoprotein profile obtained by NMR
in a population recruited for their healthiness. The inclusion
criteria featured these volunteers, who were free of renal,
liver, and immune dysfunctions; were normoglycemic,
normolipidemic, nonobese, and without chronic or inflam-
matory diseases; and who had no family history of
cardiovascular disease. Our results show that, compared
to those with normal weight, our healthy overweight
participants presented a more unfavorable profile of
lipoproteins in terms of cardiovascular risk,”” which is

characterized by increased number of larger VLDL parti-
cles, IDL particles and smaller LDL particles, and fewer
larger LDL, HDL particles, and more cholesterol trans-
ported in RLP particles.

There is evidence of the proatherogenic role of the
lipoprotein profile described previously. Large VLDL parti-
cles, smaller LDL particles, increased numbers of IDL, and
small HDL particles are associated with increased incidence
and progression of atherosclerosis.”'*> The presence of
small and dense LDL particles was associated with a greater
than 3-fold increase in cardiovascular risk.”* The well-known
inverse correlation between HDL and coronary heart disease
risk was found to be explained by the largest particles.”
Finally, a nonfasting RLPc increase of 39 mg/dL was associ-
ated with a 2.8-fold causal risk for ischemic heart disease.”

However, few studies have analyzed the distribution
profile of lipoprotein subclasses under healthy conditions.
In a group of healthy postmenopausal women, coronary
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calcification was associated with large VLDL, smaller
LDL, and fewer large HDL particles.'® In healthy and nor-
molipidemic men aged 50 years, the smaller LDL particles
also showed an important role in promoting atheroscle-
rosis.'* In adolescents followed during a 2-year period,
increased weight was associated with a more atherogenic
lipoprotein profile with increased VLDL size and decreased
LDL and HDL size.*

The analytical “gold standard” determining lipoprotein
subfractions for clinical purposes is the density gradient
ultracentrifugation that obtains chylo/VLDL, IDL, LDL,
and HDL fractions. However, other methodologies have
also been used. Among them, proton NMR spectroscopy
provides additional measurements beyond the conventional
methods. NMR has been recently incorporated to quantify
discrete subclasses for chylo/VLDL, IDL, LDL, and HDL.

Different studies have previously showed that the
measurements of the different subfractions by ultracentri-
fugation and NMR are not identical but rather highly
correlated.”” % The differences in results among technolo-
gies could be explained because these two methodologies
are based on different principles providing quantitative
measures of subfraction concentrations among the full
spectrum of lipoprotein particles.

However, none of the published studies have studied the
effect of body weight on NMR lipoprotein profile in
healthy, normolipidemic, and nonobese participants. In
our study, lipid changes are described not only by means
of total lipids or lipoprotein fractions obtained by ultra-
centrifugation but also as particle number and size distri-
bution using the NMR technique. In the present study, this
question has been addressed in a cohort of men ranging
from 20 to 75 years. Because age is a relevant determinant
of BMI and because BMI increases with age, the correla-
tion found between BMI and the atherogenic lipoprotein
profile could be secondary to the effect of age. Age is one
of the most relevant factors influencing lipid levels. Aging
is associated with high total cholesterol levels; however,
this has not been clearly stated for TG levels. The most
relevant determinant of circulating TG levels is adiposity,
and this is concordant with the relation found between BMI
and the atherogenic profile, which is tightly linked to
increased TG levels. Despite this fact, all the results were
adjusted for age. Therefore, we conclude that the relation-
ship described here is not influenced by age.

Our study has limitations, which include that this study
was conducted only in men, who were all of European
origin, and because age was higher in the overweight group,
which is a variable that could conceivably alter the lipid
profile, irrespective of the BMI, we included age as a
covariate.

Conclusion

Our results demonstrate that in nonobese healthy sub-
jects, especially in overweight but even among those with

normal weight, increases in BMI shift the lipoprotein
subclass distribution to the more atherogenic profile
characterized by a predominance of large VLDL, small
LDL, and small HDL.
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Appendix

Supplemental Table Characteristics of the individuals according to the recruitment country

Variables France (n = 97) Austria (n = 100) Spain (n = 100) P

Age (y) 46.5 (15.19) 45.58 (15.07) 46.33 (15.98) NS
BMI (kg/m?) 24.61 (2.60) 25.18 (2.70) 25.10 (2.66) NS
Systolic blood pressure (mm Hg) 136.60 (14.40) 130.05 (13.41) 124.35 (9.04) <.001
Diastolic blood pressure (mm Hg) 80.12 (9.00) 86.01 (8.48) 77.88 (7.77) <.001
Plasma glucose (mmol/L) 4.69 (0.55) 5.38 (0.53) 5.31 (0.58) <.001
Plasma cholesterol (mM) 4.96 (0.95) 4.89 (1.00) 4.76 (0.83) NS
Plasma triglycerides (mM) 0.98 (0.53) 1.12 (0.60) 1.12 (0.60) NS
LDL cholesterol (mM) 2.79 (0.79) 2.69 (0.72) 2.65 (0.63) NS
HDL cholesterol (mM) 1.32 (0.28) 1.40 (0.31) 1.27 (0.30) .007
Plasma apolipoprotein B100 (mg/dL) 72.69 (18.23) 70.30 (17.87) 72.20 (16.07) NS
Plasma apolipoprotein AI (mg/dL) 136.13 (18.17) 135.65 (18.41) 129.80 (19.05) .028
Plasma apolipoprotein E (mg/dL) 3.43 (0.93) 3.53 (0.74) 3.49 (0.72) NS
Plasma apolipoprotein CIII (mg/dL) 14.43 (3.19) 16.56 (3.68) 16.03 (3.03) <.001
Lipoprotein (a) (mg/dL) 22.50 (19.81) 22.68 (20.10) 25.22 (24.14) NS
Plasma total FFA (umol/L) 10,197.13 (2397.96) 10,599.92 (2215.25) 10,802.99 (2366.46) NS
Non HDLc (mM) 3.64 (0.95) 3.49 (0.95) 3.49 (0.79) NS

BMI, body mass index; FFA, free fatty acid; HDL, high-density lipoprotein; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; LDL, low-density lipoprotein;
NS, nonsignificant.
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To the director,

Introduction

The atherogenic dyslipidemia associated with type |l diabetes
(T2DM) is characterized by elevated fasting triglycerides (TG) and
remnant lipoproteins (RL) as well as small and dense low-density
lipoprotein (sdLDL) particles and low high-density lipoprotein

cholesterol (HDLc) levels (1). Epidemiological studies have
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demonstrated that both fasting and non-fasting hyperlipidemia are
important risk factors for atherosclerosis and cardiovascular events
(2). In the non-fasting state, the lipid profile is characterized by the
accumulation of RL, a heterogeneous group of catabolized hepatic
and intestinal lipoproteins, which differ in size, density,
electrophoretic mobility, composition and receptor affinity (3). RL are
considered an independent risk factor in cardiovascular disease (4—
6). The analytical determination of RL is not straightforward.
Measurements of circulating apolipoprotein (apo) B48 estimate
postprandial remnant lipoproteins (7). On the other hand, the
remnant-like particle cholesterol (RLPc) fraction obtained by
immunchromatography identifies a wider spectrum of lipoproteins,
ranging from VLDL to HDL, that cannot effectively bind to antibodies
against apoA1 and apoB100 (8). The RLPs density range varies
according to the population studied; for instance, in normolipidemic
subjects, RLPc is normally undetectable in the IDL fraction (5).
However, in diabetic or dysbetalipoproteinemic patients, the IDL can

be found in the RLPc fraction (9).

The aim of this study is two-fold: 1) To analyze which lipoproteins
have RLPs and how this varies between normolipidemic and T2DM
patients; 2) To test how this distribution varies postprandially in

normolipidemic subjects with iodixanol gradient ultracentrifugation, a
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method that allows for more accurate subfraction separation

permitting the quantification of up to 21 lipoprotein subclasses (10).
Material and methods

We studied 5 healthy normolipidemic subjects and 4 T2DM patients.
The normolipidemic subjects did not suffer from chronic diseases
and were 3 men and 2 women with mean age of 43 years and a
mean BMI of 24.5kg/m?. The T2DM patients were 2 men and 2
women with a mean age of 55 years; a mean BMI of 27.9kg/m?; and
a mean HbA1c of 6.20%. We obtained plasma EDTA samples from
the 5 normolipemic subjects (fasting and postprandial) and the 4
T2DM patients (fasting) after a 6-week of drug wash-out. The
Hospital Ethical Committee approved the study and all patients gave

their written consent to participate.

2ml of plasma of the healthy volunteers and the T2DM patients were
subjected to sequential ultracentrifugation (11) to obtain four

fractions (chylomicrons and VLDL, IDL, LDL and HDL).

4.5ml of pooled plasma from fasting and postprandial healthy
volunteers were subjected to iodixanol density gradient

ultracentrifugation (10) to obtain twenty-one fractions.
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lodixanol is a non-ionic, iso-osmotic and self-generating gradient
medium. Unlike the saline gradient used in the sequential
ultracentrifugation, the iodixanol gradient allows greater stratification
of lipoproteins in a single pool centrifuge, reducing run times and
increasing sample throughput. In addition, iodixanol do not alter the
structure of lipoproteins as could do high salt concentration. Briefly,
3ml of the 9% solution (9ml Optiprep™ (60% iodixanol solution,
Sigma-Aldrich D1556) with 51ml of 0.1M HEPES-buffered saline)
was placed in the Optiseal polyallomer centrifugation tube; this was
then under-layered with 3ml of the 12% solution (12ml Optiprep™
with 48ml HEPES-buffered saline) and then with a final 3ml of the
20% iodixanol/plasma solution (2.25ml Optiprep™ with 4.5ml
chylomicron free plasma). The tube was then centrifuged at
65.000rpm (Kontron) for 4h at 4°C. Fractions were collected in a cold
room (4°C) by upward displacement using a Beckman Coulter
Fraction Recovery System that pierced the bottom of the tube and
pumped Fluorinert (Sigma-Aldrich F9755) into the bottom of the tube

via a syringe driver set.

From each lipoprotein fraction collected, we determined cholesterol,
triglycerides, apoA1 and apoB100 by a Cobas Mira analyzer (Roche,
Laval, Quebec, Canada), and RLPc by immunoaffinity

chromatography. We used the RLP-Cholesterol Assay Kit (Jimro-Il,
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Japan Immunoresearch Laboratories, Tokyo, Japan) following
manufacturer instructions (8). Briefly, 5ul of plasma are added to
300ul of gel suspension of anti-human apoA-lI and apoB-100 mouse
monoclonal antibodies bound to Sepharose®. The suspension is
gently mixed for 2h at room temperature with a vertical magnetic-
bead oscillator (RLP Mixer J-100A, Photal; Otsuka Electronics,
Osaka, Japan). The mixture is allowed to settle for 30min, and 200pl

of the supernatant containing unbound fraction is measured.

Results

T2DM patients met the ATPIIl criteria and presented with typical
fasting lipids as follows: slight increase in LDLc (152.75mg/dl
(76.57)) and TG (170.28mg/dl (50.52)) and high total cholesterol
(245.75mg/dl (93.32)). The fasting TG and RLPc values were 122%
(p=0.030) and 112.6% (p=0.019) higher, respectively, in T2DM
patients compared to controls. T2DM patients, compared to controls,
tend to have higher RLPc in VLDL (3.33 vs 1.02mg/dl), IDL
(0.21mg/dl vs undetectable) and LDL (2.20 vs 1.08mg/dl) (Table 1).
Although HDLc is lower in T2DM (48.87 vs 59.07mg/dl), the HDL
fraction of T2DM contains 60% more RLPc (1.14 vs 0.46mg/dl,
(p=0.014)) than the HDL of controls (Table 1). VLDLc, IDLc and
LDLc tend to be increased in T2DM (24.46 vs 8.55mg/dl, 16.05 vs

5.95mg/dl, and 129.06 vs 87.82mg/dl, respectively) compared to
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controls. Of the total plasma RLPc, 27.36% is contained in VLDL,
none in IDL, 18.07% in LDL and 9.36% in HDL for control subjects;
for T2DM patients, 17.74% is contained in VLDL, 1.68% in IDL,
18.79% in LDL and 8.00% in HDL. We were interested in the
presence of RLPc in the HDL fraction and wondered what happened
postprandially to the HDL-associated RLPc. For this purpose, two
pools of fasting and postprandial control samples were subjected to
iodixanol density gradient ultracentrifugation to obtain up to 7 HDL
subfractions for RLPc detection. RLPc in the HDL subfractions was
doubled and a shift towards denser iodixanol fractions during

postprandial state was observed (Table 1).

Discussion

Immunchromatography is a technique based on the elution of all
lipoproteins that do not bind monoclonal anti-apoB100 and anti-
apoA1 due to their altered tertiary structure. Thus, lipoproteins that
have undergone a conformational change that may affect their
physiological function have impaired binding to monoclonal
antibodies and remain in the unbound fraction. Nakajima et al. (8)
reported that even though the unbound fraction mainly consists of
chylomicrons and VLDL, a peak in the HDL size range could be seen
in virtually all diabetic and healthy subjects, with the same intensity

for both. Considering these results are in accordance with ours, most
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RLPc is located in the VLDL density range in control and T2DM
subjects, although RLPc is significantly increased in T2DM.
Moreover, RLPc is only detected in the IDL density range in patients
with detectable concentrations of IDL, such as patients with T2DM or
dysbetalipoproteinemia (9).

It is known that diabetic subjects, with or without CAD, have
increased RLPc (13,14), which contributes to foam cell formation
(15); however, little is known about the characteristics of those RLPs.
Our results demonstrate that T2DM patients not only have lower
HDLc, their HDL has a significantly higher content of remnant-like
particles. This fraction of the HDL is very unlikely to be functional;
therefore, the risk associated with low HDL in DM2 patients might be
higher than anticipated by merely considering the patients’
cholesterol content.

In view of the finding of RLPc in the HDL density range, we
wondered whether the HDL-like RLPc was postprandially modified.
In this case, we used an iodixanol density gradient to more
accurately determine the density of these particles in the healthy
volunteers. Nuclear magnetic resonance is also a good methodology
for determining the particle number and lipoprotein size, but it does
not allow for sample collection for further analysis (16). On the other

hand, iodixanol density gradient ultracentrifugation provides more
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subfractions of lipoproteins and more accurate information about the
lipoprotein  distribution and composition than conventional
ultracentrifugation.

We found that the RLPc of an HDL-like density is doubled
postprandially due to the denser particles observed in the shift of the
iodixanol collected fractions. Although mechanistic studies should be
conducted to better understand the consequences in terms of
reverse cholesterol transport, it is likely that the increased RLPc
content in the HDL density range will result in a lower HDL effluxing
capacity. In any case, under certain metabolic states, small dense
HDL particles are pro-inflammatory molecules that have lost the
capacity to protect LDL against oxidative stress, and they are
associated with cardiovascular disease (17), cerebrovascular (18)
and subclinical atherosclerosis (19), independent of HDLc.

Although it has been reported that RLP-TG might be a better
postprandial remnant marker (20), we clearly found that a 2-fold
RLP-cholesterol increase in HDL was a feature of the postprandial
state. More studies are needed to characterize the postprandial

changes in these particles.

In conclusion, T2DM patients present with increased RLPc

transported in the lipoproteins of HDL-like density compared to



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL
Marta Gonzalez Mufioz

healthy individuals. The RLPc of an HDL-like density is doubled

postprandially and it is contained in denser particles.
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Table 1. Remnant-like particle cholesterol distribution among iodixanol density gradient and sequential ultracentrifugation.

Sequential Ultracentrifugation
Fractions Chy & VLDL IDL LDL HDL
T2DM patient 1 3,78 0,82 5,06 0,88
T2DM patient 2 1,36 0 0,82 1,56
T2DM patient 3 2,77 0 1,69 0,95
= T2DM patient 4 5.4 0 1,22 1,15
% Mean (+SD) T2DM 1,14 +0,31
§ NL subject 1 0 0 0,62 0,58
Z [NC subject 2 0 0 1,09 0,85
NL subject 3 0 0 0,55 0
NL subject 4 3,18 0 1,56 0,85
NL subject 5 1,9 0 1,56 0
Mean (+SD) NL 0,46 £0,43
% NL vs T2DM 59,82
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lodixanol Density Gradient Ultracentrifugation

15 16 17 18 19 20 21

HDL fractions
'\%\ FASTING plasma pool of normolipemic subjects 0 163 217 3,38 163 O 0
g Mean (+SD) FASTING 1,26+1,31
§ POSTPRANDIAL pool of normolipemic subjects 0 0 23 258 783 1,77 O
* Mean (+SD) POSTPRANDIAL 2,07+2,78
64,28

% FASTING vs POSTPRANDIAL

Chy: chylomicron; HDL: high density lipoprotein; IDL: intermediate density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; NL:

normolipemic; RLPc: remnant-like particle cholesterol; T2DM: type |l diabetes; VLDL: very low density lipoprotein.
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Un dels objectius d’'aquesta tesi és avaluar l'impacte que les
subpoblacions de lipoproteines tenen sobre [larteriosclerosi.
L’arteriosclerosi és la causa de la majoria de malalties
cardiovasculars (MCVs) i el seu estudi en 'ambit subclinic presenta
dificultats metodologiques. La determinacié del gruix intima-mitjana
carotidia (GIMc) és un dels métodes no invasius més emprats per
avaluar-la (101), tot i que hi ha estudis que en questionen I'eficacia
clinica per a l'estratificacio del risc d’'MCV més enlla dels models
SCORE i Framingham (114,115). No obstant aix0, la seva
determinacié es troba ampliament acceptada com a marcador
d’'arteriosclerosi subclinica en poblacié general (109,110). En el cas
dels pacients amb lupus eritematods sistémic (LES), els models de
risc cardiovascular SCORE i Framingham també tenen limitacions, ja
que l'edat i el génere masculi hi tenen molt de pes, i aquests
pacients son, majoritariament, dones joves amb un risc elevat

(119,120).

Tot i que l'analisi de I'arteriosclerosi subclinica en pacients LES no
era un objectiu inicial de I'estudi, hem pogut observar com la nostra
cohort, malgrat mostrar un perfil lipidic convencional normolipémic,
presenta un 25% de subjectes amb valors de GIMc per sobre del

percentil 75 per edat, sexe i grup étnic (419), que augmenta un

-257-
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52.9% quan s'utilitzen valors de referéncia locals per a dones (420).
Atés que el concepte de GIMc patologic no es troba ben definit
(111,421,422), encara que s’empri ampliament, creiem més
adequada la utilitzacié dels percentils segons edat, génere i grup
etnic per classificar el gruix de GIMc (419,420). Aquests resultats
estan en linia amb els que han obtingut de Leeuw et al. (423) i
Svenungsson et al. (298), on pacients LES mostren un increment
significatiu en el GIMc respecte del grup control. Cal tenir present
que, en el LES, el GIM basal augmentat s’associa amb un increment
d’1.35 vegades del risc de patir qualsevol accident cardiovascular

greu (318).

Les directrius epidemiologiques sobre risc cardiovascular en
poblacié general recomanen tant la valoraci6 del GIM com la
preséncia de plaques en larteria carotidia (111), per bé que la
preséncia de placa és millor marcador de risc cardiovascular
(112,113). Recentment, s’han publicat diferents articles on la placa
sembla ser el millor marcador d’arteriosclerosi subclinica també en
LES (318,424,425). En el moment de portar a terme el nostre estudi,
no es disposava d’aquest parametre en la poblacié de LES, tot i aixi

és una dada important que cal tenir en compte en futurs estudis.

El motiu pel qual hem escollit LES per avaluar la utilitat de les

subclasses de lipoproteines és perqué es caracteritzen per tenir un

- 258 -
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perfil lipidic ~moderadament alterat (348-350), presentar
arteriosclerosi subclinica i el risc cardiovascular incrementat fins a
cinquanta cops en pacients joves en comparar amb poblacié general
(119,120). Per a aquesta poblacio és, doncs, necessaria una cerca

d’altres parametres més informatius com a predictius d’MCV.

Des de fa molts anys, el maneig del risc cardiovascular se centra en
les lipoproteines LDL i HDL, perd avui en dia la major part dels
infarts de miocardi es produeixen en persones els parametres de les
quals sén normals (95,173,174). Si bé s’ha intensificat la identificacio
de nous biomarcadors que prediguin el risc MCV, en aquest treball
proposem que també es pot millorar la caracteritzacié d’aquestes
lipoproteines i que la determinacié de subclasses de diferent mida és

una bona manera de fer-ho.

Com s’ha comentat en la introduccid, les lipoproteines constitueixen
un grup ampli i heterogeni de particules que es diferencien en mida,
densitat i composicié en lipids i apolipoproteines (apos). Des de la
primera separacid i obtenci6 de les diferents fraccions de
lipoproteines segons la seva flotabilitat en medi sali fins a I'actualitat,
s’han desenvolupat i millorat diverses técniques basades en les

seves propietats fisicoquimiques per aconseguir una millor
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caracteritzacié de les lipoproteines, tant quantitativa com qualitativa
(426). Aquests avencos técnics han permés millores en la
comprensio del procés patogénic de l'arteriosclerosi i les seves
complicacions, i també en I'avaluacié clinica i en la prevencié de
pacients que poden estar en risc d’accidents cardiovasculars.
Tanmateix, aquests avencos técnics no s’han traslladat a la practica
clinica, i en la majoria de diagnostics i avaluacions cliniques tan sols
es quantifica el colesterol que transporten les LDL i les HDL
mitjangant métodes enzimatics convencionals o, en el cas de les
LDL, 'estimacié del seu contingut en colesterol mitjangant la férmula
de Friedewald (427). D’aquesta manera, la determinacié d’altres
classes i/o subclasses de lipoproteines queda limitada a 'ambit de la
recerca. Perd, és realment util la informacid que aporten per
aquestes classes i/o subclasses de lipoproteines, actualment
allunyades de la practica clinica, per a una millor avaluacié i
determinacié del risc cardiovascular? Tot i I'extensa bibliografia
publicada respecte a aixd, en la comunitat cientifica hi ha un
controvertit debat amb defensors i detractors de la seva utilitat
clinica.

En el cas de I'estudi que hem dut a terme en poblacié amb LES, la
resposta seria afirmativa. Els resultats mostren que, encara que no

es presenti cap factor de risc convencional, el marcador

- 260 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz ) D|SCUSS|O )

d’'arteriosclerosi subclinica GIMc es correlaciona, significativament,
amb aquestes classes i subclasses lipoproteiques i, el que és més
rellevant, no pas amb els parametres lipidics convencionals. En el
LES es coneix la ineficacia predictiva dels parametres convencionals
com el LDLc, el HDLc o la determinacié d’apos (327,340,428,429),
perd també trobem altres poblacions que comparteixen aquestes
caracteristiques, com demostren Al-Shahrouri et al., que determinen
perfils aterogénics mitjancant les subclasses lipoproteiques en
pacients amb nefropatia diabética que no presenten alteracions
lipidiques en els parametres convencionals perd amb alt risc d’'MCV
(430); o Rosenson et al., que descriuen subjectes amb malaltia
arterial coronaria (MAC) que, tenint un mateix perfil lipidic, mostren
diferéncies quan s’analitza la distribucid de les subclasses de
lipoproteines segons prenguin medicaci6 o placebo (206).
Contrariament, altres estudis determinen que l'efectivitat predictiva
de les subclasses lipoproteiques és comparable perd no superior a
la dels parametres convencionals (177,431).

Cal tenir present que les subclasses poden ser caracteritzades
d’acord amb el contingut en colesterol, el nombre de particules o la
mida, tot i que en la poblacié general aquestes variables mostren un
grau significatiu de correlacié, en determinades poblacions

(223,432). Les determinacions de la mida de la particula poden
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donar també informacié de la concentracié d’aquestes particules,
com és el cas de la ressonancia magnética nuclear (RMN). En la
bibliografia, molts cops es barregen aquests conceptes que en
alguns casos poden donar lloc a resultats diferents. En general, el
nombre de particules s’associa més amb arteriosclerosi subclinica o
accidents cardiovasculars que amb la concentracié de colesterol o la

mida per si soles (225,433,434).

En els nostres resultats es repeteix un patré basat en la mida i el
nombre de particules de les subclasses de lipoproteines, de manera
que com més concentracio de particules de mida menor més GIMc i,
a linrevés, com més concentracié de particules de mida més gran

menor GIMc.

Aquest seria el cas de les subclasses de les LDL-P on les mitjanes-
petites i les petites (les primeres incloses en les segones amb un
diametre de 18-20.5 nm) es correlacionen positivament i
significativament amb el GIMc i les LDL-P grans (20.5-23 nm),
negativament, en els pacients amb LES. Com s’ha explicat més
detalladament en la introduccié, aquestes subclasses son les més
estudiades, sobretot les sdLDL i la seva participacié en la progressio
de l'arteriosclerosi coronaria (435) i carotidia (157,436). Atés que

sembla prou establert que les sdLDL s6n més aterogéniques que les
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LDL grans (156,190-195,225), l'existéncia d'un gran nombre
d’estudis que demostren associacions entre les concentracions de
particules LDL petites amb el risc cardiovascular (37,181-
183,199,206,224-226,437) i la caracteritzacioé in vitro de diverses
propietats aterogéniques d’aquestes lipoproteines, com una major
oxidabilitat o una major retencid6 a la matriu extracel-lular, fan
d’aquesta particula una clara candidata a l'inici o a la progressio del
procés arteriosclerodtic. D’altra banda, altres estudis consideren que,
tot i tenir valor predictiu en el risc cardiovascular, la determinacio de
les subclasses no millora la prediccié respecte dels parametres
convencionals (177,188,438). Alguns suggereixen que el nombre de
particules LDL totals podria ser un millor parametre predictor del risc
cardiovascular que les subclasses en si (196,199,223). De fet, una
metanalisi de 24 estudis, on es relacionen les mesures de 'LDL amb
MCV, conclou que les subclasses no milloren la valoracié dels
factors de risc tradicionals (223). No obstant aix0, si s’analitzen de
forma més acurada, en els estudis presents en la metanalisi,
s’observa que les LDL petites es correlacionen, significativament,
amb els parametres seglents: a) GIM femoral i carotidia (la
correlacio és positiva i independent d’altres lipoproteines, en quatre
dels vuit estudis que la determinen), b) accidents cardiovasculars (la

correlacio és positiva i independent d’altres parametres lipidics, en
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tres dels sis estudis que la determinen) i c¢) accidents
cerebrovasculars (la correlacid és positiva després d’ajustar per
altres lipids i factors de risc en I'Unic estudi on es determina).
Aquests resultats van en la linia d’altres estudis amb cohorts
semblants, on I'LDL petita s’associa amb: a) increment del GIMc
(439), juntament amb I'activacié de molécules proinflamatories (440),
independent d’altres factors de risc cardiovasculars no lipidics i més
fortament que altres parametres lipidics i lipoproteics, b) incidéncia
d’accidents cardiovasculars a dos anys independentment de lipids
tradicionals i d’altres factors de risc en pacients amb malaltia arterial
periferica o aneurisma abdominal aortic (441), i c¢) accidents
coronaris i cerebrovasculars (433,442), aixi com la morbimortalitat
(202), independent de lipids tradicionals i altres factors de risc
convencionals en pacients amb sindrome metabdlica. Aquestes
associacions també s’han vinculat amb caracteristiques genétiques;
per exemple, s’ha identificat un polimorfisme geneétic associat a
elevat risc d’infart de miocardi i nivells d’LDLc, localitzat en el
cromosoma 1p13 i causant d’'un increment en la secrecié de VLDL

del fetge i de nivells elevats de particules LDL molt petites (443).

Aixi doncs, com hem dit anteriorment, les LDL-P més grans
s’associen a menor GIMc en els pacients amb LES estudiats, i

suggereixen un paper antiaterogénic. Tot i que no s’ha descrit, des
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d’'un punt de vista fisiologic, cap comportament antiaterogénic de les
LDL més grans, si que s’ha vist que pacients amb malaltia coronaria
presenten tant nivells baixos d’'LDLc grans com nivells alts de
sdLDLc (192). No obstant aix0d, trobem estudis on es descriu una
predominanca de les LDL grans respecte d’altres subclasses en
pacients amb MAC (197) i associacions d’aquestes amb GIMc en
homes sans (198) i en esquimals (196). Cal tenir en compte, pero,
que els esquimals sén una poblacié que té una incidéncia molt baixa
d'MCV i parametres lipidics poc alterats (444), i sén un model
poblacional on lincrement de GIMc i, conseguentment, la seva
associacié amb les LDL grans pot no ser tan determinant de MCV.
D’altra banda, en l'estudi multiétnic MESA, les LDL-P grans es
correlacionen amb el GIM de la mateixa manera que ho fan les
petites, tot i que es conclou que les petites sén més aterogéniques
(199). Aquesta divergéncia de resultats es podria explicar pels
nivells basals de TG, perqué quan aquests son baixos les LDL grans

poden esdevenir predictives de risc coronari (35).

Tot i que historicament els nivells de colesterol contingut en les
particules HDL s’han trobat inversament relacionats amb el risc
d’'MCV, i que es coneixen bé els mecanismes antiarteriosclerotics de
les HDL, no queden clars els efectes beneficiosos del seu increment

farmacologic (138), ja que, per exemple, els farmacs dissenyats per
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augmentar la concentracié d’HDLc mitjangant la inhibicié de la CETP
aconsegueixen uns augments molt importants d’'HDLc que no es
tradueixen en una reduccié de la mort cardiovascular o que, en
alguns casos, fins i tot 'augmenten. A més, no es coneixen resultats
concloents per determinar si les seves subclasses aporten un major
efecte predictiu. Tot i que en estats metabolics normals les HDL més
petites (HDL3;) sembla ser que presenten majors propietats
antiarteriosclerotiques que les grans, sota certes condicions o estats
metabolics aquestes particules poden patir algunes modificacions
estructurals o de composicid que facin perdre les seves funcions
antiarteriosclerotiques esmentades anteriorment i poden convertir-se
en HDL disfuncionals (200). La implicacié de la mida d’HDL com a
factor predictiu d'MCV no queda clara (36,201,445). Trobem
nombrosa bibliografia on s’associen les HDL petites amb MCV,
malaltia cerebrovascular i GIM (202—-208), de manera independent a
'HDLc; i les grans s’associen a una major capacitat de proteccio
(51,156,176,177,190,203,209-216), en alguns casos millorant la
prediccié dels factors de risc convencional (132,217,218), i de
manera inversa a les LDL petites (176). Aquestes dades van en la
linia dels resultats aqui presentats amb pacients LES, on totes les
subclasses més petites de les HDL (petites, mitjanes-petites i molt

petites) s’associen amb major GIM i les més grans amb menor,
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tenint en compte que aquesta associacié es perd quan s’avalua el
colesterol que contenen les HDL. En contraposicio, trobem estudis
que associen les HDL petites a factors protectors d’arteriosclerosi
(219,220), o que no poden dissociar els efectes d’aquestes

particules segons la mida de les lipoproteines (176,221,222).

Part de la discordanga de totes aquestes dades pot ser deguda a les
diferents técniques que es fan servir per analitzar les subclasses. La
comparacio de resultats és complexa, ja que no hi ha una bona
correlacio entre si, en part per manca d’estandaritzacio, perqué els
principis de cada técnica sé6n molt diferents. Estudis recents
determinen que certes técniques s6n més sensibles per a la deteccié
de certs tipus de lipoproteines que d’altres (37). Tot i aixi, Chung et
al. conclouen que els diferents métodes per a la determinacié de les
subclasses lipoproteiques, on s’inclou 'RMN, sén comparables per
la prediccidé d’arteriosclerosi subclinica (446). Aixi mateix, aquesta
complexitat metodologica la trobem respecte de la determinacié de
I'arteriosclerosi subclinica, ja que també es pot determinar per mitja
de diferents técniques. Tot plegat fa que la comparacié d’estudis on
s’associen dades de subclasses de lipoproteines i GIM no tinguin la
robustesa metodologica suficient per treure’n conclusions més

solides.
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El continu intercanvi de lipids que es doéna entre totes les
lipoproteines provoca que canvis quantitatius o qualitatius d’alguna
subclasse puguin afectar la resta. Cal, per tant, una visié conjunta de
les diferents subclasses. El perfil donat per les subclasses
lipoproteiques pot veure’s modelat per diferents situacions. En
aquesta tesi, s’ha analitzat la influéncia d’'una patologia com és el
LES i I'efecte de dos factors de risc clau en I'arteriosclerosi, com son

I'edat i 'index de massa corporal (IMC).

L’edat és el principal factor de risc cardiovascular. A més, sabem
que és un important modulador del perfil lipoproteic, tot i que en
certes poblacions, com LES, el risc de MCV es presenti de manera
precoc. Els canvis produits per I'edat sobre les subclasses de
lipoproteines s’han descrit en poblacié general (161,447) o sota
condicions patologiques (448), perd mai no s’ha investigat quins sén
aquests canvis en abséncia de cap patologia cronica. En aquesta
tesi demostrem com, fins i tot en abséncia de malaltia, I'edat
produeix alguns canvis en el perfil lipidic convencional i d’altres en la
mida i la composicié de les subclasses lipoproteiques que només

son observables amb analisis més especifiques com 'RMN.

En primer lloc observem que el colesterol total augmenta un 32%

entre els 20 i els 75 anys. Quan analitzem en més detall quines
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lipoproteines son les que causen 'augment del colesterol, observem
que, tot i que en termes absoluts les LDL sén més abundants i, per
tant, el seu percentatge d’augment del 45% té un efecte important en
l'augment total del colesterol, l'increment més espectacular, en
termes relatius, el duu a terme la IDLc (72%). En menor mesura
també s’observa com [ledat incrementa un 7% [I'HDLc.
Paral-lelament a un augment en el colesterol que transporten les
lipoproteines IDL, LDL i HDL, també es produeix un augment en el
seu nombre de particules (199%, 43% i 12%, respectivament), a
causa, principalment, de I'increment de les subclasses LDL-P grans i
HDL-P petites. Si bé 'augment d’LDL-P grans es compatible amb un
envelliment sa, lincrement de les HDL-P petites apuntaria a
'acumulacié d'unes particules HDL menys funcionals. De fet, els
nostres estudis en malaltes amb LES ens suggereixen que les HDL-
P petites poden, fins i tot, jugar un paper proaterogénic.
Contrariament, trobem estudis en dones sanes que amb [l'edat
presenten un augment de les HDL grans, perd no pas de les petites
(161). En tractar-se d’una poblacié amb criteris molt estrictes pel que
fa a I'exclusié de patologies croniques, i amb un registre dietétic molt
complet que ens descarta que els canvis observats siguin deguts a
la ingesta de greix, entenem que aquest podria ser el perfil lipidic

tipus per a un envelliment sa en homes, si més no fins als 75 anys.
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Més concretament, els resultats suggereixen que ni 'augment de
colesterol LDL és tan dolent (ja que es dona en particules grans) ni
l'augment de colesterol HDL és tan bo (ja que es produeix en

particules petites).

Contrariament a I'efecte observat sobre el colesterol, ens va sobtar
veure que I'edat no altera els nivells de TG, i fins i tot vam esbrinar
que no hi ha cap estudi previ que ho demostri. De la mateixa
manera, observem com cap subclasse lipoproteica relacionada amb
el metabolisme dels TG es veu afectada, de manera significativa, per
'edat. El fet que amb I'edat no varii la produccié de lipoproteines
rigues en TG (VLDL), perd si que augmenti la concentracié de
lipoproteines riques en colesterol, suggereix que amb I'edat no es
produeix un augment de la sintesi de lipoproteines, siné un

alentiment del seu catabolisme.

Un altre factor de gran importancia en el risc arteriosclerotic és el
pes corporal, valorat en el nostre estudi mitjangant I'lMC. L’'obesitat
té un efecte sobre la distribucié de les subclasses lipoproteiques que
es relaciona clarament amb un major risc d’MCV (448-451). Sabem
que un perfil aterogénic determinat per ultracentrifugacido es

correlaciona amb un increment en el risc cardiovascular en individus
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sans amb sobrepés (153) i de GIM en homes sans (157). En els
resultats que s’han presentat en el tercer estudi d’aquesta tesi,
aquest efecte del pes corporal sobre el perfil lipidic també s’observa
en homes sans no obesos. EI que hem pogut demostrar en el
present treball és que aquests canvis només es poden detectar amb
analisis avancades del perfil lipidic, com les que s’obtenen per RMN
i que no son visibles en les analitiques cliniques de rutina. D’aquesta
manera hem detectat com I'IMC es correlaciona amb un canvi
metabolic cap a un perfil més aterogénic fins i tot en situacions de
normoglicémia i perfil lipidic convencional normal, després d’ajustar
per edat i ingesta de greix. L’augment d’IMC incrementa la
concentracié de particules LDL petites, i en redueix les grans, el que
s’associa a un perfil més arteriosclerotic, com s’ha comentat amb
anterioritat. A més a més, també s’associa a una reduccio de les
apoAl i al colesterol que transporten les HDL, que es tradueix en una
disminucié de les HDL grans. L'increment de TG circulants, associat
a un major IMC, pot reduir el transport revers de colesterol per accio
de la CETP i, consegientment, alterar la composicié de les VLDL,
que en el cas d’aquests homes sans seran de mida gran i mitjanes.
De manera semblant, en adolescents seguits durant un periode de
dos anys, l'increment de pes va associar-se a increments en la mida

de les VLDL-P i reduccions en les mides de les LDL-P i HDL-P
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(158). D’altra banda, d’'un temps enca, ha crescut linterés pels
anomenats “obesos metabolicament sans”, el que ha obert la porta a
un nou debat que posa en dubte la importancia real d’'IMC.
Recentment, Phillips et al. (452) han descrit un perfil metabdlic sa
independent de I'MC, caracteritzat per un increment en les LDL-P i
HDL-P grans, i una disminucié de les sdLDL i VLDL-P grans. En
aquest sentit, la nostra poblacié d’estudi compleix les definicions de
“‘metabdlicament sans”, amb el que podriem determinar que el perfil
lipoproteic associat a un major IMC representa el d’homes amb
sobrepés, i no obesos, sans. Dos factors que també s’han de tenir
en compte son I'edat i el génere, atés que en I'estudi de Phillips et al.
els individus, d’'ambdds sexes, presentaven edats compreses entre
els 50 i 69 anys, mentre que la nostra poblacié d’estudi sén homes

representatius de totes les edats.

En resum, en homes sans podem concloure que I'edat afecta el
metabolisme del colesterol i, en canvi, 'IMC el dels TG. De la
mateixa manera que amb les pacients que presenten LES,
demostrem clarament que les subclasses de lipoproteines permeten
observar efectes de I'edat i 'IMC sobre el metabolisme lipoproteic

que els lipids convencionals no revelen.
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El conjunt de canvis lipidics que s’han identificat en els tres primers
treballs presentats en aquesta tesi perqué estan associats a GIM o
relacionats a major edat o IMC recorden I'anomenada dislipémia
aterdgena, caracteritzada per la presencia de lipoproteines HDL
petites i sdLDL, acompanyades de nivells alts de TG i particules
VLDL més grans (218). Com s’ha comentat anteriorment, els
pacients amb LES presenten el “perfil de dislipeémia lupica” (348-
350), de gran semblanca amb la dislipeémia aterdgena: nivells baixos
d’'HDLc, nivells alts de TG i Lp(a), i lleugers increments o canvis

absents en LDLc respecte de la poblacié general (298,348,349).

En el context de LES, trobem poca informacié publicada sobre les
subclasses lipoproteiques que el caracteritzen i sobre el seu efecte
en el GIM. S’ha descrit que pacients amb LES discoide tenen
disminuides les concentracions de particules HDL, tant grans com
petites respecte de controls (413), i en LES pediatric I'activitat de la
malaltia s’associa a altes concentracions d’LDL petites (414). Un
article publicat pel nostre grup determina que les HDL petites activen
el complement en pacients LES (415), marcador clau
d’autoimmunitat i inflamacié en aquest tipus de pacients; i l'activacié
d’aquest complement s’associa al GIM. Aquests resultats aporten el
llag d’unié entre les subclasses de lipoproteines i la inflamacio, ben

present en pacients amb LES, on es coneix el paper proinflamatori
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de certes HDL associades a MAC (356). Contrariament, Chung et al.
relacionen la inflamacié en LES amb increments d’LDL-P petites i
reduccions en les HDL-P petites i grans, tot i que les correlacions
entre les subclasses i els marcadors inflamatoris s6n molt débils
(416). Els mateixos autors, malgrat constatar que pacients LES
presenten unes VLDL-P més grans i menors concentracions d’HDL-
P grans que individus control, no troben associacions de les
subclasses lipoproteiques amb [I'arteriosclerosi arterial coronaria.
Hua et al. (417), tot i no trobar un perfil lipidic concret predictiu
d’'MCV en LES i reduccions en les particules sdLDL en LES amb
MCV, constaten associacions significatives entre sdLDL i GIM. A
més, en pacients LES amb historia d’'MCV, les HDL-P, i més
concretament les petites, es troben reduides. Malgrat les diferéncies
entre els pacients LES que s’han estudiat, aquestes dades van en la
linia dels nostres resultats, ja que les particules més petites
s’associen a més GIM. El fet que Chung et al no hagin trobat cap
associacié pot ser degut a les diferéncies metodoldgiques en la
determinacié de larteriosclerosi subclinica: mentre Chung et al.
utilitzen com a marcador la calcificacié arterial coronaria, nosaltres i
Hua et al. estudiem el GIMc. Tot i aixi, un dels nostres resultats més
determinants t¢ com a protagonista la IDL, ja que en LES és

marcador de GIMc i n’explica el 20.2% de la seva variabilitat; i
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malauradament Chung et al. no determinen IDL-P, el que ens
impedeix saber quin efecte tindria aquesta variable en el seu estudi.
A més, Hua et al. determinen el doble d’IDL-P en pacients LES amb
historia d’'MCV respecte d’aquells sense MCV o individus control no
LES, tot i que aixd no és estadisticament significatiu (417). De la
mateixa manera, veiem com dones postmenopausiques amb LES
tenen incrementats els valors del colesterol de les remnant-like

lipoproteins (RLPc) respecte de les premenopausiques (418).

Tal com acabem de dir, les fraccions de les LR, sén, en el cas de
pacients amb LES, les més informatives quant a risc
arterioesclerodtic, perqué tant les IDL-P com 'RLPc s’associen a un
augment del GIMc, a diferéncia dels lipids convencionals que no, i la
IDL-P és capag d’explicar el 20.2% de la variabilitat de la GIMc.
D’altra banda, el fet que tant les IDL-P com les VLDL-P petites siguin
les que es correlacionen més fortament amb GIMc es pot explicar
perqué ambdues lipoproteines es troben fortament associades entre
si pel seu metabolisme, i és que les IDL son les romanents de les
VLDL, i les més petites sén I'Gltim pas metabdlic abans de passar a

ser IDL.

Com ja hem comentat anteriorment, les LR sén un grup de particules

altament heterogénies, tant d’origen exogen com endogen, que
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varien en mida, densitat, mobilitat electroforética, composicid
quimica i reconeixement de receptors. Avui en dia hi ha diferents
técniques per obtenir-les i determinar-les, que es basen en les
diferents propietats fisicoquimiques que posseeixen. L’aspecte que
s’ha de tenir present és que les lipoproteines aillades de cada
técnica no son la mateixa. Aquest és el cas dels parametres
determinats en els estudis presentats, que son la IDL determinada
per RMN (IDL-P) en el primer i tercer estudis, i per ultracentrifugacio
(IDLc) en el segon i tercer estudis, i 'RLPc determinat per
cromatografia d'immunoafinitat en tots els estudis. Encara que en
conjunt s’anomenen lipoproteines romanents perqué son el resultat
d’'un alentiment en el catabolisme, les particules que s’obtenen sén
diferents si la tecnica que s’ha utilitzat és una o altra. Per RMN
obtenim el nombre de particules amb un diametre i una composicio
equivalents als de la IDL; per ultracentrifugacio, el colesterol present
a les particules amb densitats compreses entre 1.006 i 1.019 mg/dL,
i per cromatografia d'immunoafinitat, el colesterol present en les
lipoproteines eluides incapaces d'unir-se a anticossos anti-apoAl i
anti-apoB. Per tant, cada mesura presenta lipoproteines amb
diferents caracteristiques i, conseglientment, la correlacié entre si és
baixa (81). Les IDL que s’obtenen per ultracentrifugacié i RMN soén

particules riques en ésters de colesterol i apoEs, i tenen una mida

- 276 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES :
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz ) D|SCUSS|O )

compresa entre 23 i 29 nm. En canvi, I'RLP també inclou aquelles
particules romanents enriquides en TG, més grans i no
catabolitzades per complet; en altres paraules, inclou tant els
romanents d’origen hepatic com intestinals. Se sap que la fraccié
RLP no inclou les IDL (82), per bé que s’ha vist que en pacients
hipertriglicerdémics (81) i disbetalipoproteinémics (84) aquesta
fraccio si que hi apareix. Aixd permet llancar la hipotesi que, potser,
en el cas de pacients amb LES portadors de I'al-lel apoE2 també s'hi
podria trobar. Aquestes dades confirmen els resultats que s’han
obtingut en el quart estudi presentat en aquesta tesi, on es porta a
terme la caracteritzacio de la fraccid RLPc, perqué, malgrat que en
individus control no es determina I'RLPc en la fraccié IDL, si que es
fa en pacients diabétics. Tot i l'interés informatiu d’aquest resultat,
les dades més destacades en el present estudi fan referéncia a les
HDL. Es conegut que la major part de 'RLPc es troba contingut en
lipoproteines de densitat semblant als quilomicrons i les VLDL, i que
presenta una elevada correlacié amb els TG circulants (81). Per tant,
sembla poc probable que n’hi hagi en el rang de densitat de 'HDL.
En aquest estudi demostrem la preséncia d’RLPc en la fraccié HDL
que s’ha obtingut per ultracentrifugacio, tant en pacients control com
en diabétics tipus 2 (DMT2), sent en aquests segons un 60% maijor,

tot i que presenten menors concentracions d’HDLc. Aquesta és una
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dada clinicament rellevant, ja que suggereix que I’'HDL dels pacients
diabétics no és només baixa, siné que també és disfuncional. A més,
trobem diferéncies postprandials en individus controls, perqué, en
separar les lipoproteines de manera més estratificada mitjangant el
gradient d’iodixanol (ens permet obtenir fins a 21 fraccions),
observem com en estat postprandial les fraccions HDL doblen el seu
contingut en RLPc que, a més, queda desplacat a les particules més
denses. Aquestes dades remarquen ['heterogeneitat de les
particules romanents, que poden trobar-se presents en diferents
rangs de densitat i aportar caracter aterogénic a diferents fraccions
lipoproteiques. Encara que s'haurien de dur a terme estudis
metabolics per entendre millor les consequéncies en termes de
transport revers del colesterol, és probable que l'augment del
contingut d’'RLPc en les densitats corresponents a HDL pugui reduir
la capacitat d’eflux de les HDLs en pacients diabétics. En qualsevol
cas, com hem comentat anteriorment, en certs estats metabdlics, les
particules HDL més petites i denses s6n molécules proinflamatories
que han perdut la capacitat de protegir 'LDL contra I'estrés oxidatiu i
que estan associades a risc cardiovascular (202,203,208),

independent d’HDLc.

Un altre fet diferencial en la concentracio de les diferents classes de

lipoproteines romanents -IDLc, IDL-P i RLPc- és la variabilitat
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intraindividual. Per exemple, fins a un 70% dels individus
normolipémics té concentracions no detectables d’'IDL (431), i els
que en presenten tenen concentracions d’entre 5i 15 mg/dL d'IDLc
(69,70,453,454) -en condicions normals representen entre el 3% i el
10% del colesterol total plasmatic (71)- i entre 24 i 42 nmol/L en
homes (447,455) i 32 i 40 nmol/L en dones (270,447) d'IDL-P. En
canvi, 'RLPc és més facilment detectable a causa de la major
sensibilitat de la técnica, donant valors en poblacié general d’entre
4.6 mg/dL en dones, i 5.9 mg/dL en homes de 35 a 54 anys nord-
americans (81), que poden arribar a elevar-se fins a 36 mg/dL en
hipertrigliceridémics (256). De la mateixa manera, en el cas de les
poblacions estudiades en aquesta tesi, s’'observa com aquests dos
parametres tenen un comportament ben diferenciat: les pacients
amb LES mostren valors d’'RLPc de 5.15 mg/dL (més alts que les
dones de poblacié general nord-americana) i d’'IDL-P de 43.76
nmol/L (lleugerament més alts que les dones normolipémiques), i els
homes sans del sud d’Europa d’entre 20 i 75 anys presenten valors
d'RLPc de 7.31 mg/dL (superiors a poblaci6 general nord-
americana) i IDL-P i IDLc dins dels rangs esperats (34.52 nmol/L i
7,66 mg/dL, respectivament). La causa dels diferents valors d’'RLPc i
IDL (tant les particules com el colesterol contingut) entre aquestes

poblacions la podem trobar en multiples factors, ja que les
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condicions fisiopatologiques d’ambdds grups sén molt diferents i cal
no oblidar les diferéncies de génere que ja hem esmentat abans,
atés que el LES és un grup que es compon, principalment, de dones
i, en canvi, el grup normolipémic sa es compon d’homes. També cal
tenir en compte les limitacions metodologiques per obtenir ambdés
parametres. No es pot deixar de banda que la técnica
d'immunocromatografia d’afinitat per obtenir RLPc presenta algunes
limitacions. La técnica requereix d’'un volum molt petit de mostra (5
ML), aquest fet que, d’'una banda, és un avantatge resulta en alts
coeficients de variacié en els resultats. Els resultats presentats sén
la multiplicaci6 del valor donat per lautoanalitzador (métode
enzimatic colorimétric) i un factor de dilucié molt alt, fet que produeix
gue petites variacions en la reaccié enzimatica donin altes variacions
en el resultat. D’altra banda, la determinaci6 d’IDLc per
ultracentrifugacié també pot generar alta variabilitat en els resultats
interassaig i intraassaig, atés el maneig que requereix la técnica i la

dependéncia de la destresa manual de I'operador.

El comportament de les LR en situacions sense risc cardiovascular
en poblacié sana també ha estat objecte d’estudi en aquesta tesi.
Cal remarcar, tot i que ja s’ha comentat anteriorment, el fet que els

criteris d’inclusié en aquesta poblacié sana van ser molt estrictes,
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excloent qualsevol parametre de risc cardiovascular o patologies
croniques (hipercolesterolémia, DM, cancer, insuficiéncia cardiaca,
malalties neuroldgiques, malalties inflamatories o croniques de
ronyo, fetge o tiroides, hipertensio, deméncia i malalties infeccioses
que es que conegui afectin el sistema immune). En aquests homes
sans es va observar que mentre que la IDL podia veure’s
incrementada tant per I'edat (IDLc 72%, IDL-P 199%) com per IMC
(IDLc 22%, IDL-P 70%), 'RLPc només es veia alterat per IMC
(39%). A diferéncia de nosaltres, Nakajima et al. (80) i McNamara et
al. (243) troben incrementat 'RLPc en gent adulta si la comparen
amb joves definits com a < 50 anys. Tanmateix, cal tenir en compte
que aquests individus normolipémics son d’ambdos sexes i de 52
anys de mitjana, en canvi en el nostre estudi hi ha representats
homes de totes les edats entre 20 i 75 anys, amb la qual cosa es
poden arribar a diferents resultats. Paral-lelament, el colesterol i els
TG tenen comportaments semblants pel que fa a aquests
parametres, ja que, mentre que el colesterol augmenta amb I'edat
perd no amb IMC, els TG ho fan amb I'lMC pero no amb I'edat. Com
es pot observar, trobem diferents comportaments segons el

parametre romanent determinat.
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L’'increment o la acumulacié de les particules IDL pot donar-se a
través de dues vies que podrien actuar de manera independent o bé

en conjunt:

1) L’increment de la IDL en I'lMC: L'augment dels TG circulants,
com és el cas dels individus amb IMC>25 kg/m? produeix un
increment en la sintesi de les VLDL, precursores de les IDL, que,
en ser alliberades en circulacié, generen més particules IDL. Cal
tenir en compte que I''MC no només incrementa el nombre de
particules IDL, siné que, a més, les remodela i n'augmenta el
contingut en colesterol, TG i apoB100. Aquest fet també es dona
en les particules VLDL, incrementades les més grans (100%) i
mitjanes (30%). Aquest comportament semblant es pot produir a

causa de la “proximitat metabolica” entre ambdues particules.

2) L’increment de la IDL en I'edat: L'alentiment en el catabolisme de
les LDL pot afavorir una menor transformacié d'IDL en LDL i

afavorir que la IDL s’acumuli en circulacié.

L’increment de les IDL és marcadament diferent si té la causa en
'IMC (= vs < 25 kg/m?; IDLc 22%, IDL-P 70%) o en I'edat (20 anys vs
75 anys; IDLc 72%, IDL-P 199%). Hi ha una discordanga entre el
colesterol transportat i el nombre de particules IDL d’aproximadament

el 50%. Tot i que podem veure que l'efecte de I'edat en les IDL-P és

-282 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTUDI DELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
ROMANENTS EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTERO%

Marta Gonzalez Mufioz ) D|SCUSS|O )

encara més fort que el de 'IMC (199% vs 70%), 'increment associat
a ledat no arriba a la significacié estadistica (p=0.053). Amb
aquestes dades podem proposar una relacié entre edat-colesterol-
IDL i IMC-TG-RLPc. La correlacié entre els TG i el RLPc ja s’ha
documentat anteriorment (81) i la relaci6 que hi ha amb l'edat
presenta resultats diferents. Que els TG siguin un factor independent
d'arteriosclerosi és un tema controvertit (139-144). Tot i la forta
associacio univariant entre TG i risc d’MAC (456), es perd significacio
quan altres parametres lipidics es tenen en compte, en canvi RLPc

ha demostrat ser un factor independent en diversos estudis (257).

L'impacte en diferents tipus poblacionals de les LR en el risc

cardiovascular es troba ben documentat en la bibliografia.

Ja en els anys vuitanta i noranta, la IDLc es relacionava de manera
independent amb MAC (260), i amb la severitat i progressié de
I'arteriosclerosi subclinica tant en estudis transversals (262,263,265)
com longitudinals (264,266,267,457). A més, estudis transversals
han demostrat que pacients amb MAC tendeixen a tenir nivells
plasmatics d’'IDLc elevats (73,260-264), de la mateixa manera que
els supervivents dinfart de miocardi (458). Més recentment,

mitjancant la técnica RMN, el Women’s Health Study associava les
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concentracions d'IDL-P -juntament amb les LDL-P totals, LDL-P
petites i les VLDL-P- amb els accidents cardiovasculars en dones
sanes seguides durant 11 anys (177). La GIMc també s’associa a
homes amb DM tipus 1, juntament amb VLDL grans, LDLc i apoB
(269). A més, hi ha diferents mecanismes pels quals la IDL pot
contribuir a 'acumulacié de lipids durant el desenvolupament de la
lesié arteriosclerdtica, com per exemple a través de

I'sphingomyelinase, un tipus de fosfolipasa (459).

El RLPc ha demostrat que és un factor de risc independent en dones
de la cohort de Framingham (242), i predictiva d’arteriosclerosi
carotidia o coronaria amb independéncia dels nivells plasmatics de
TG (257). Diferents poblacions d’alt risc arteriosclerotic, com dones
postmenopausiques (243), pacients amb MAC (80,81,243,244),
diabétics (245,246) i disbetalipoproteinémics (80,84), presenten
elevades concentracions d’RLPc. També s’ha vist que RLPc és
millor predictor d’accidents cardiovasculars que el colesterol no HDL
en pacients amb MAC amb tractament hipolipemiant amb nivells
d'LDLc <100 mg/dL (247). El potencial aterogénic d’'RLP queda
enfortit per la capacitat que té en I'acumulacié lipidica en macrofags
(248,249), estimulacié d’agregacio plaquetaria (250-253) i disfuncié

en la vasorelaxacié dependent d’endoteli (254,255).
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El mecanisme pel qual les LR donen lloc a un augment en el risc
arteriosclerdtic ve determinat per algunes de les seves
caracteristiques, com la mida i el nombre de particules, o per
modificacions a les quals es poden sotmetre, com oxidacio i lipdlisi,

per bé la dificultat per eliminar-les pot ser una de les més importants.

Com hem comentat anteriorment, I'eliminacié de les LR es duu a
terme, principalment, a nivell hepatic mitjancant receptors especifics
(LDLR, LRP i HSPG) (15,58). Per tant, segons la funcionalitat dels
receptors i les isoformes presents, I'eliminacio de les LR sera més o
menys efectiva, i ressaltem, d’aquesta manera, la importancia de la
determinacioé de les isoformes d’apoE (15) en les poblacions amb

més risc (LES) d’estudi.

En els resultats mostrats, els pacients LES presenten una freqiiéncia
major de I'al-lel €2 que en poblacié general. En I'estudi d’Orlacchio et
al. (460), encara que no es detecten diferéncies significatives entre
les freqiéncies al-leliques de 132 pacients amb LES i 916 dones de
I'estudi Framingham, la frequéncia al-lélica de €2 en LES (9.1%) és
superior a la de Framingham (7.8%), i semblant a la que hem
obtingut en el nostre estudi (10%). Com que no es troben més
estudis on es faci referéncia a la frequéncia al-lélica d’apoE en

pacients LES, i atesa la reduida mida de la poblacié estudiada en
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ambdos estudis, limitacié que no es pot obviar, caldrien estudis amb
poblacions majors per poder determinar si es troba realment

augmentada o no la freqiiéncia al-lélica de €2 en LES.

La relacio de lallel €2 amb [lacumulaci6 d’IDL-P i el risc
arteriosclerotic és ben coneguda en pacients disbetalipoproteinémics
(84,461), i en el LES queden confirmats amb I'associacié de €2 amb
el desenvolupament accelerat d’arteriosclerosi (460). En el cas dels
pacients estudiats amb LES, els resultats van en aquesta linia, ja
que els portadors d’aquest allel troben augmentada la seva
freqliéncia al tercil més alt de GIMc, tercil amb I'acumulacié més
significativa d’'IDL-P. A més, perd, algunes variants de les isoformes
d’apoE sén dominants geneétiques per 'acumulacié d’'LR, com és el
cas d’apoE2 (Cys112 i Cys142), en el qual, a diferéncia d’apoE2
(Cys112 i Cys158), no és necessari un factor de risc arteriosclerotic
(obesitat, menopausa,...) per induir una acumulacié d’LR, o d’apoE3
Leiden, entre d’altres (13). Tot i aixi, aquestes variants sén molt poc

frequents, amb la qual cosa I'impacte en poblacié general és escas.

En resum, les subclasses de lipoproteines o lipoproteines romanents
soén parametres més informatius de risc arteriosclerotic que els lipids
convencionals, en I'efecte del LES, I'edat i 'MC; i el que de manera

general anomenem lipoproteines romanents és un grup heterogeni
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de particules, de les quals caldria deixar de parlar com un grup

homogeni.
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Marta Gonzalez Mufioz - CONCLUSIONS -

1. En pacients amb LES, el millor indicador lipidic d’arteriosclerosi
subclinica és la particula IDL.

2. L’acumulacié de particules IDL es troba associada a la
preséncia del genotip APOE2 en pacients amb LES.

3. En homes sans, el colesterol total s’incrementa amb I'edat,
mentre que els TG ho fan amb I'IMC.

4. |’augment del colesterol amb I'edat en homes sans és degut a
un major increment relatiu de les particules IDL, un increment
absolut de les particules LDL grans i, en menor mesura, de les
HDL petites.

5. Niels TGs ni el RLPc varien amb l'edat.

6. Lincrement en I'IMC s’associa a un perfil de dislipémia
aterodgena caracteritzat per un augment de les VLDL grans i LDL
i HDL més petites, i la preséncia de lipoproteines romanents
(IDL-P i RLPc).

7. La separacio de les subclasses de lipoproteines per gradient
d’iodixanol revela que les HDL dels pacients DMT2 contenen
RLPc.

8. L’analisi de la mida i el nombre de lipoproteines, i les
lipoproteines romanents, permet obtenir informacié addicional a
la que s’obté amb els parametres convencionals, en I'efecte del

LES, I'edat i 'MC sobre el procés patogénic de I'arteriosclerosi.
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ANNEX | pNT ultracentrifugacio seqiiencial

1. Fonament i objectiu

Donat que les lipoproteines tenen una densitat més baixa que la resta de
proteines plasmatiques i que es distribueixen en families segons diferent
densitat, variant la densitat del serum floten en I'extrem superior del tub
quan d’ultracentrifuga. La ultracentrifugacié ha sigut un dels principals
metodes utilitzats per la separacié i classificacio de les diferents
lipoproteines: Quilomicrons, Very Low Density Lipoprotein (VLDL),
Intermediate Density Lipoprotein (IDL), Low Density Lipoprotein (LDL) i
High Density Lipoprotein (HDL).

2. Espécimen

Serum o plasma huma. Es recomana plasma EDTA per evitar
contaminacions amb ions pesats que puguin catalitzar la peroxidacio
lipidica a través de l'oxigen. També poden separar-se lipoproteines de

qualsevol solucid6 que les contingui, com per exemple del medi de
cél-lules secretores de lipoproteines.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisio Data

6. Solucions, reactius i materials

e NaCL Ref. 0278 J.T. Baker (Medilab)
e NaBr Ref. 121646 Panreac
e EDTA Ref. 03679 Fluka
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Azida Sodica Ref. 71290 Fluka

Sulfat de Gentamicina Ref. G-1914 Sigma

Cloramfenicol Ref. C-0378

Solucions de densitat (per la seva preparacio veure Annex)

Tractament

Material Capacitat . Observacions
Previ
Beckman
olizj-ll:‘nsmer 6.5 ml Instruments
P Ref.344088
Taps per tancar Kontron
els tubs
Tubs 5ml
Pipetes pasteur Ref.401006
de vidre Afora
Matras aforat 2ml
7. Instrumentacio i equips:
. . Ndam. Nam. .
Equip Ubicacio Inventari  PNT-EE Observacions
Ultracentrifuga .
KONTRON Laboratori 2 012580 61
Balancatubs — \ oratori2 012426 01
ultra
Rotor 45.6
Kontron
Vortex Laboratori 1 15483 32
02
Agitador Laboratori2 003528 18
magneétic
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HB502

8. Precaucions

El temps de centrifugacié és llarg i costés, amb el que pot donar-se canvi
i pérdues d’apolipoproteines (apos), especialment Al, C i E.

Pot produir-se agregacié de les particules riques en triglicérids.

Pot donar-se peroxidacié lipidica, que pot minimitzar-se amb agents
quelants i antioxidant.

L’investigador ha de saber que aquest métode separa les lipoproteines
d’acord només a la seva densitat i que les lipoproteines es diferencien
per la seva etapa en el metabolisme, composicié, carrega i mida; i que
tot aixd pot combinar-se amb qualsevol de les fraccions obtingudes per
aquest métode.

Cal tindre en compte que totes les fraccions tenen un alt contingut en
sals, principalment les HDLs en BrNa. Aquesta sal pot interferir en
reaccions enzimatiques, mobilitat, ... etc Per evitar-ho cal dialitzar la
mostra.

9. Procediment

9.1. Obtencié de quilomicrons (densitat < 0.940 g/mL)

e Posar 2 mL de plasma en un tub de 6.5 mL de polial-lobmer.

e Afegir en capa 3 ml de solucié de densitat 1.006 g/ml.

e Tapar el tub i col-locar-lo en el rotor 45.6 de Kontron.

e Centrifugar a 16.000 rpm, 30 minuts a 10°C.

e Treure amb la pipeta pasteur de vidre, 2 mL de l'infranadant.

e Posar aquests 2 mL en un tub de plastic de 5 ml, deixar-lo a 4°C
per posteriors analisis. Identificar el tub: Quilomicrons i N° de
mostra.

e Barrejar amb la pipeta els 3 mL restants que han quedat al tub de

polial-lomer.
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9.2. Obtencié de VLDL (densitat entre 0.940i 1.006 g/mL)

e Afegir en capa 2 mL de solucié de densitat 1.006 g/mL sobre els 3
mL que hem barrejat en el tub de polial-lomer.

e Tapar el tub i posar-lo al rotor 45.6 de Kontron.

e Centrifugar a 37.000 rpm, 16 hores a 10°C.

e Treure amb la pipeta pasteur de vidre 2 mL de l'infranadant.

e Posar aquests 2 mL en un tub de plastic de 5 mL, deixar-lo a 4°C
per posteriors analisis. Identificar el tub: VLDL i N° de mostra.

e Barrejar amb la pipeta els 3 mL restants que han quedat al tub de
polial-ldmer.

9.3. Obtencié de IDL (densitat entre 1.006i 1.019 g/mL)

e Afegir 1 mL de solucié de densitat 1.006 g/mL i 1 mL de 1.071
g/mL sobre els 3 mL que hi ha al tub de polial-ldomer. Barrejar.

e Tapar el tub i posar-lo al rotor 45.6 de Kontron.

e Centrifugar a 37.000 rpm, 20 hores a 10°C.

e Treure amb la pipeta pasteur de vidre 2 mL de I'infranadant.

e Posar aquests 2 mL en el tub de plastic de 5 mL, deixar-lo a 4°C
per posteriors analisis. Identificar el tub: IDL i N° de mostra.

e Barrejar amb la pipeta els 3 mL que han quedat al tub de
polial-lomer

9.4. Obtencié de LDL (densitat entre 1.019i 1.063 g/mL)

e Afegir 1 mL de solucié de densitat 1.063 g/mL i 1TmL de 1.239 g/ml
sobre els 3 mL del tub de polial-ldbmer. Barrejar.

e Tapar el tub i col-locar-lo al rotor 45.6 de Kontron.

e Centrifugar a 37.000 rpm, 20 hores a 10°C.

e Treure amb la pipeta pasteur de vidre 2 mL de I'infranadant.

e Posar aquests 2 mL en el tub de plastic de 5 mL, deixar-lo a 4°C
per posteriors analisis. Identificar el tub: LDL i N° de mostra.

e Barrejar amb la pipeta els 3 mL que han quedat al tub de
polial-lbmer
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9.5. Obtencié de HDL (densitat entre 1.063i 1.210 g/mL)

e Pesar 1.1 g de BrNa.

o Afegir-lo sobre els 3 mL que queden al tub de polial-lobmer.

e Enrasar a 5 mL amb solucié de densitat 1.063 g/ml.

e Barrejar bé fins que es dissolgui la sal.

e Tapar el tub i col-locar-lo al rotor 45.6 de Kontron.

e Centrifugar a 37.000 rpm., 40 hores a 10°C.

e Treure amb la pipeta pasteur de vidre 2 mL de I'infranadant.

e Posar aquests 2 mL en el tub de plastic de 5 mL, deixar-ho a 4°C
per posteriors analisis. Identificar el tub: HDL i N° de mostra.

10. Verificacié de la técnica i interpretacié de resultats
No hi ha control de qualitat.

11. Guia de problemes

Problema Possible causa

12. Referéncies
1) Havel, R. J., Eder, H. A., & Bragdon, J. H. (1955). The
distribution and chemical composition of ultracentrifugally
separated lipoproteins in human serum. The Journal of Clinical
Investigation, 34(9), 1345-53.

13. Control de la documentacio

14. Annexos
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Preparacio de les solucions de densitat

ESTUD ELS CANVIS EN LA DISTRIBUCIO DE LES SUBCLASSES DE LIPOPROTEINES I PARTICULES
EN DIFERENTS CONDICIONS ASSOCIADES A RISC ARTERIOSCLEROTIC: MES ENLLA DEL COLESTEROL

Densitat 1.006 g/mL
23.2 g NaCl

0.82 g EDTA

1 g de Acida Sodica
40 mg sulfat de
gentamicina

100 mg cloramfenicol
Dissoldre en 2 L
d’aigua

Ajustar a pH 7.4

Densitat 1.019 g/mL
4 volums de solucio
de densitat 1.006
g/mL

1 volum de solucio de
densitat 1.071 g/mL

Densitat 1.040
g/mL

48 g NaBr + 1 L de
H,O

1 volum de solucid
de densitat 1.071
g/mL

Densitat 1.063 g/mL
4 volums de solucio
de densitat 1.019
g/mL

1 volum de solucié de
densitat 1.239 g/mL
(¢}

4 volums de solucio
de densitat 1.006
g/mL

1 volum de solucioé de
densitat 1.291 g/MI

Densitat 1.071 g/mL
4 volums de solucio
de densitat 1.239
g/mL

13 volums de solucid
de densitat 1.019
g/mL

o

12 volums de solucio
de densitat 1.239
g/mL

31 volums de solucié
de densitat 1.006
g/mL

Densitat 1.210
g/mL

1.1 gNaBr+ 5mL
de densitat 1.063
g/mL

Densitat 1.239 g/mL
328 g de NaBr

11 de la solucié de
densitat 1.006 g/mL

Densitat 1.291 g/mL
410 g NaBr+ 1 L de
densitat 1.006 g/mL
(4 mL de plasma + 1
mL de densitat 1.291
g/mL =1.063 g/mL)

Densitat 1.353
g/mL

135 g NaBr + 250
mL de densitat
1.006 g/mL

(4mL de densitat
1.063 g/mL + 1 mL
de densitat 1.353
g/mL =1.121 g/mL)
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ANNEX Il pnT ultracentrifugacié amb gradient iodixanol

1. Fonament i objectiu

Donat que les lipoproteines tenen una densitat més baixa que la resta de
proteines plasmatiques i que es distribueixen entre elles segons diferent
densitat, variant la densitat del sérum s’ubiquen segons aquesta quan
d’ultracentrifuga. L’iodixanol és un medi no idnic i iso-osmotic que forma
auto-gradients durant la centrifugaci6. A diferencia de la
ultracentrifugacié sequiencial per gradient sali, el gradient d’iodixanol
permet una major estratificacié de les lipoproteines, obtenint fins a 21
fraccions diferents en un sol pool de centrifugacié, augmentant aixi la
rapidesa de la técnica. A més, liodixanol no altera I'estructura de les
proteines com ho poden fer altes concentracions de medi sali.

El posterior analisi de les subfraccions obtingudes ens permetra obtenir
el seu contingut en colesterol, triglicerids, apoAl i apoB100; determinant
les diferents subclasses de lipoproteines: Quilomicrons, Very Low
Density Lipoprotein (VLDL), Intermediate Density Lipoprotein (IDL), Low
Density Lipoprotein (LDL) i High Density Lipoprotein (HDL).

2. Espécimen

Plasma huma.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisio Data

6. Solucions, reactius i materials
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o Sulfat de Gentamicina Ref. G-1914 Sigma
e NaCL Ref. 0278 J.T. Baker (Medilab)

e Azida Sodica Ref. 71290 Fluka

e Hepes Ref. H-4034 Sigma

¢ Aigua destil-lada

¢ HCI Ref. 84422 Fluka

e NaOH Ref. 71690 Fluka

e Optiprep (iodixanol) Ref. D-1556 Sigma

e Fluorinert Ref. F-9755 Sigma

Material Capacitat Tractamgnt Observacions
Previ
Tubs Optiseal 11.2ml
Tubs 15 ml
Tubs Eppendorf 1ml
Pipeta pasteur Ref. 401006 Afora
de vidre
Parafilm
Xeringa 20 ml
Micropipeta 20-200 pl
Micropipeta 100-1000 pl
7. Instrumentacio i equips:
. C Num. Num. PNT- .
Equip Ubicacié Inventari EE Observacions
Ultracentrifuga  Laboratori
KONTRON 2 012580 61
Balancga tubs Laboratori 012426 01

ultra 2
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Beckman
Coulter Fraction Laboratori 213023120
Recovery 1 01 124
Systems (CIBER)
Opcional.
Només en cas
de voler
COBAS mira Laboratori 090862 87 determinar
autoanalyzer 2 colesterol,
triglicerids,
apoAl i
apoB100.
Opcional.
Photal ® mixer,  Laboratori 112 Nor(?eeislgrcas
Model J-100A 2 .
determinar
RLPc.

8. Precaucions

1. Si els reactius entren en contacte amb ulls o boca, rentar
immediatament amb aigua abundant. En cas d’irritacié consultar a
metge.

2. El sodium azide pot reaccionar amb plom i coure formant metalls

acids potencialment explosius. Si aquests reactius es llencen per la

pica cal netejar amb grans quantitats d’aigua.

Al treballar amb plasma cal prendre les mesures pertinents.

No utilitzar reactius que han estat congelats

No utilitzar reactius caducats

Netejar abans i després els equips i instrumentacié per evitar

resultats erronis.

oasw

9. Procediment
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9.1. Mostres

1. Es necessari un volum de mostra de 5 ml de plasma com a minim.
Per tant, calen 3 tubs de 12 ml EDTA per mostra de sang total (en
deju). Si cal es poden fer pools.

2. Per obtindre el plasma cal centrifugar la mostra a 3.000 rpm durant
15 min (4°C). Obtenim aproximadament 2 ml de mostra per tub. La
mostra pot ser llavors congelada per posteriors analisis o bé
sotmesa a la técnica.

3. Sies desitja es poden retirar els quilomicrons:

a. Centrifugar el plasma a 14.000 G durant 30 min (4°C). Cal
equilibrar els tubs amb la balanga abans de centrifugar.

b. Retirar els quilomicrons amb una pipeta de vidre
(sobrenedant blanquinés) fent bombolletes.

c. Retirar el plasma lliure de quilomicré (volum total necessari
4.5 ml) en un tub de 15 ml.

4. Seguidament afegir 25 pl 5% Sodium azide i 25 pl 5% Gentamicina
a la mostra, i preparar les solucions de densitat (veure annex per la
preparacio de les solucions).

9.2. Separacio de les lipoproteines en els gradients d’iodixanol

a) La preparaci6 del gradient es pot fer de dues maneres: undelayer i
overlayer, diferenciades basicament en [lordre, ascendent o
descendent, del gradient. En ambdds casos cal un tub de 11.2 mi
Optiseal i una pipeta de 1000 pl.

a. Underlayer. Introduir les diferents solucions en el tub
Optiseal en aquests ordre: 3 ml de solucié 9%, 3 ml de
solucié 12%, 3 ml de solucid 20% (on hi ha inclosa la
mostra) i acabar d’omplir amb Hepes 0.1 M (amb 1 ml n’hi
ha prou)

b. Overlayer. Introduir les diferents solucions en el tub
Optiseal en aquests ordre: 3 ml de solucié 20% (on hi ha
inclosa la mostra), 3 ml de solucié 12%, 3 ml de soluci6
9% i acabar d’omplir amb Hepes 0.1 M (amb 1 ml n’hi ha
prou)

b) Centrifugar a 65.000 rpm durant 4 h (4°C). Si la centrifuga no té
capacitat per arribar a aquesta velocitat es pot fer a 37.000 rpm
durant 24 h.
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9.3. Recolleccio dels gradients

a) Un cop s’ha centrifugat cal fer la recol-leccié de les fraccions a la
camera freda (4°C):

a. Material necessari: Beckman Coulter Fraction Recovery
Systems, una xeringa de 20 ml, liquid de desplagcament
(Fluorinert) i tubs 1 ml (amb una marca que indiqui el
volum de 500 ul).

b. Colloquem el tub de la centrifuga al Beckman Coulter
Fraction Recovery Systems, de manera que queda fixat a
'equip.

c. Mitjangant una palanca es forada el tub per la part inferior
per on s’extreuen les fraccions. Cal segellar bé les unions
entre la xeringa, el tub de plastic i el Beckman Coulter
Fraction Recovery Systems (utilitzem parafilm).

d. Per la part superior s’injecta el liquid de desplagament
fluorinert, i per la part inferior es recull 500 ul per fraccié en
tubs ml. Cal anar amb compte amb la formacié de
bombolletes d'aire a [linjectar fluorinert, doncs poden
barrejar els gradients dins del tub.

b) A lacabar cal netejar aparell amb 9% sérum (clorur sodic), tant
entre diferents mostres com un cop finalitzada la utilitzacié de
I'aparell.

¢) Analitzar les fraccions obtingudes o bé guardar-les a -80°C

9.4. Analisis de les fraccions mitiancant COBAS mira autoanalyzer

1. Collocar els Cubilete porta-serum GmbH als suports per les
mostres corresponents.

2. La primera mostra de cada suport per les mostres correspon a una
mostra control del COBAS (posicions 1, 31, 61, 91).

3. S’encén el COBAS. Comprovar l'aigua del diposit i xeringues de
mostra i reactiu (per si estiguessin obstruides).

4. Introduim els suports per les mostres.

5. Col'loquem el suports pels reactius dels parametres d’interés:
colesterol, triglicérids, apoB i apoA.

6. Colloquem cada reactiu dins del seu pot corresponent (també
marcat) i aquests al suports pels reactius.

7. Polsar RUTINE, introduir el niumero de les mostres (posicié en el
suports de les mostres), introduir test dinterés (colesterol,
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triglicérids, apoB i apoA), ENTER i START.
8. Anar comprovant l'aigua, els reactius, les cubetes, i el recipient de
reactius i aigua sobrant.

Per més informacié mirar PNT de la técnica Cobas - ISO: 7.3 Disseny i
desenvolupament de projectes de recerca: PNTs metodologics:
adaptacions/PNT-M versié PDF.

9.5. Analisis de les fraccions mitjancant RLP- cholesterol assay

Les fraccions obtingudes també poden sotmetre’s a [lanalisi
immunocromatografic per determinar el colesterol romanent contingut en
les fraccions.

Veure PNT-URLA-44 RLP-cholesterol assay- [SO: 7.3 Disseny i
desenvolupament de projectes de recerca: PNTs metodologics:
adaptacions/PNT-M versié word.

10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa

12. Referéncies
1) Yee, M. S,, Pavitt, D. V, Tan, T., Venkatesan, S., Godsland, I. F.,
Richmond, W., & Johnston, D. G. (2008). Lipoprotein separation in
a novel iodixanol density gradient, for composition, density, and
phenotype analysis. Journal of Lipid Research, 49, 1364—-1371.

13. Control de la documentacio

14. Annexos
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Preparacié concentracions solucions i reactius:

a)

b)

Preparacié 5 ml de 5% Azida Sodica: 0.25 gr azida sodica + 5 ml
aigua destil-lada.
Preparacié de Hepes 0.1 M (amb erlenmeyer 100 ml ho barregem i
amb el matras aforat 100 ho enrasem):
a. 0.85 gr NaCl + 90 ml aigua destil-lada + 10 ml 1 M Hepes
(ajustar-lo a pH 7.4, o afegint HCl o NaOH)
b. 0.85 gr NaCl + 80 ml aigua destil-lada + 20 ml 1 M Hepes
(ajustar-lo a pH 7.4, o afegint HCl o NaOH)
Preparacioé Hepes 1 M:
30mlHepes1=1mol/11x11/1000 mlx238.3gr/1mol=7.15
gr Hepes 1 en 30 ml aigua destil-lada i NaOH (cal ajustar pH 7.4)

Dilucions de densitat d’iodixanol:
a. 20%: 2.25 ml Optiprep + 4.5 ml plasma
b. 12%: 12 ml Optiprep + 48 ml Hepes 0.1 M
c. 9%: 9 ml Optiprep + 51 ml Hepes 0.1 M
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ANNEX "l PNT RLP-cholesterol assay

1. Fonament i objectiu

El RLP-Cholesterol Immunoseparation Assay (RLP-Cholesterol Assay)
determina el colesterol contingut en les lipoproteines romanents (RLP)
en plasma o sérum huma, mitjangant la técnica de cromatografia
d'immunoafinitat’

El RLP-Cholesterol Assay utilitza dos anticossos monoclonals (Figura 1):

1) El primer (JI-H) reconeix I'apoB100 humana. Reconeix un epitop
proper a la regié apoB51 pertanyent a la molécula d’apoB100
captant d’aquesta manera a LDL, Lp(a) i VLDL naixents.

2) El segon (H-12) reconeix les apoAl, captant, aixi, HDL.

Els anticossos son conjugats amb sepharose-4B que permet la separacié
de les lipoproteines captades pels anticossos de les RLP que resten a la
fraccid no unida. Es el colesterol d’aquesta fraccié no unida el que sera
quantificat per assaig enzimatic (autoanalitzador).

La fraccié no unida conté essencialment romanents de quilomicrons i
VLDL, els quals es troben enriquits amb cholesteryl ester i apoE. RLP
aillades per aquesta metodologia tenen mobilitat § o lenta pre- en AGE,
mentre que les VLDL reconegudes per I'anticds monoclonal JI-H té una
mobilitat pre-B.

sl
serum/plasma
+ 300 pL affinity

gel mixture
® -
J L VLDL naixent 'A JIH (Sepharose 4B + anti-apoB100)
& HoL
) % H-12 (Sepharose 4B + anti-apoAl)
@ Lo
Figura 1.
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2. Espécimen
Sérum o plasma huma.
3. Documentacio relacionada
Document adjunt: protocol del kit.
4. Definicions
5. Historial de revisions
Modificacions efectuades No de Revisio Data

6. Solucions, reactius i materials

Com es tracta d’'un kit comercial, els reactius que so6n necessaris venen
inclosos en el propi kit. Només cal seguir les indicacions del protocol
proporcionat per la casa comercial.

Tots els reactius proporcionats estan preparats per fer-los servir, a
excepcio del RLP Immunoseparation gel que cal rentar préviament.

RLP Immunoseparation gel (30 ml)
Cholesterol reagent R1 (35 ml)

Cholesterol reagent R2 (15 ml)

Cholesterol standard solution (50 mg/dl, 2 ml)
RLP buffer (0.05 M, 150 ml)

ok owN=~

Nota #1: El volum indicat permet I'analisi de 100 mostres (per Kkit).
Nota #2. Conservacio a 2-8 °C
Nota #3. Un cop oberts els reactius aquests son estables durant 1 mes.

Material Capacitat Tractarr!ent Observacions
Previ

Micro-sample 0.5ml
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cups

Boletes

metal-liques g 3.2mm
d’acer

Tub de plastic
30 ml

Cubilet porta-

sérum GmbH 0-5ml

7. Instrumentacio i equips:

Num. Num. PNT-

Equip Ubicacio Inventari EE

Observacions

Centrifuga

multifuge 3X Laboratori 2 205669 120
FR heraeus

Balanga tubs

Laboratori 2 012426 01
ultra

Dins una
capseta de
Laboratori 2 cartro al
costat del
mixer.

Dispensador
de boletes
metal-liques
d’acer

Micropipeta

multidispens

adora 5000
i

Micropipeta
0.5-5 pl

Micropipeta
20-200 pl
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Micropipeta
100-1000 pl

Photal ©
mixer, Model Laboratori 2 112
J-100A

COBAS mira
autoanalyzer

Laboratori 2 090862 87

8. Precaucions

No ok

Si els reactius entren en contacte amb ulls o boca, rentar
immediatament amb aigua abundant. En cas d'irritacié consultar a
metge.

EL RLP Immunoseparation gel, el reagent R1, el reagent R2 i el
RLP buffer contenen sodium azide com a conservant. El sodium
azide pot reaccionar amb plom i coure formant metalls acids
potencialment explosius. Si aquests reactius es llencen per la pica
cal netejar amb grans quantitats d’aigua.

Al treballar amb sérum i plasma cal prendre les mesures pertinents.
No utilitzar reactius que han estat congelats

No utilitzar reactius caducats

No barrejar reactius de diferents lots.

Netejar abans i després els equips i instrumentacié per evitar
resultats erronis.

9. Procediment

Nota #1. Aquest kit comercial inclou un protocol proporcionat per la casa
comercial; s’'indica seguir les instruccions de procediment proporcionades
per la casa comercial.

9.1.

1.

Mostres

Extraccié de les mostres del congelador.

2. Recordar que cada assaig requereix de control intern (pool de

sérum amb concentracié coneguda de RLPc).
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9.2. Preparacio del RLP Immunoseparation gel

Nota #1. EI RLP Immunoseparation gel cal que sigui rentat amb el RLP
Buffer abans de ser utilitzat. El gel ha de ser utilitzat el mateix dia que ha
sigut rentat. Cada mostra necessita 300 ul d’aquest gel.

1. Posar en marxa la centrifuga multifuge 3X FR heraeus perqué
assoleixi els 4°C requerits.

2. Barrejar manualment el RLP Immunoseparation gel invertint
repetidament el tub on es troba, fins que aquest quedi
completament resuspés.

3. Transferir tot el gel en un tub de 30 ml.

4. Posar el tub a la centrifuga (800 rpm, 5 min, 4°C). Cal posar un tub
per equilibrar de igual pes (utilitzar balanga tubs ultra).

5. Descartar el sobrenedant. Millor fer-ho a la camera extractora on hi
ha un recipient on dipositar el sobrenedant que es descarta.

6. Reomplir fins a 30 ml amb RLP buffer i repetir els passos 2-6 tres
cops més (en total cal fer 4 rentats). L’ultim cop que es reomple el
tub fins a 30 ml posar-ne 1 ml més sobre el total (aixi s’assegura
una reserva per si s’ha de descartar algun Micro-sample cup).

9.3. Preparacié del Photal © mixer

1. Mentre es fa el rentat del gel, disposar els Micro-sample cups al
mixer.

2. Posar amb el dispensador les boletes d’acer, una per Micro-
sample cup.

3. Pipetejar 300 yl de RLP Immunoseparation gel per Micro-sample
cup. Cada deu Micro-sample cups Dbarrejar el RLP
Immunoseparation gel, siné precipita el gel al fons del tub de 30
ml.

4. Comprovar que tots els Micro-sample cups tenen aproximadament
la mateixa quantitat de gel (esperar 10 min perque es dipositi el gel
al fons de tots els Micro-sample cups)

5. Pipetejar 5 pl de mostra per cada Micro-sample cup (prestar
especial atencié doncs es tracta d’'un volum molt petit).

6. Posar en funcionament el mixer (encendre, boté ON part posterior
del mixer fa que s’encengui un botd taronja a la part anterior).
Automaticament el mixer funcionara durant 2 hores i deixara en
repdos 30 minuts més els Micro-sample cups per permetre la
separacio entre gel i sobrenedant.

7. Transferir 200 ul del sobrenedant de cada Micro-sample cup a un
Cubilet porta-serum GmbH.
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9.4. COBAS mira autoanalyzer

1. Collocar els Cubilet porta-serum GmbH als suports per les
mostres (racks) corresponents (del rack 1 al rack 4, per 100
mostres mixer necessitarem 104 posicions COBAS).

2. La primera mostra de cada rack correspon a una mostra control
(posicions 1, 31, 61, 9).

3. S’encén el COBAS. Comprovar l'aigua del diposit i xeringues de
mostra i reactiu (per si estiguessin obstruides).

4. Introduim els racks.

5. Collloquem el rack dels reactius (cal buscar el rack de reactius on
marcat hi ha les posicions de RLP buffer, RLP R1 i RLP R2)

6. Colloquem cada reactiu dins del seu pot corresponent (també
marcat) i aquests al rack.

7. Polsar RUTINE, introduir el nimero de les mostres (posicié en el
rack), introduir test RLP colesterol, ENTER i START.

8. Anar comprovant 'aigua, els reactius, les cubetes, i el recipient de
reactius i aigua sobrant. Per més informacié mirar PNT- Cobas
mira plus (Roche)

10. Verificacié de la técnica i interpretacié de resultats

10.1. Controls:

a) Control intern RLP mixer: En cada assaig es posen dues
mostres control intern que fan tot el procés de
determinacié del RLPc. Existeix un pool de sérum de
concentracié de RLP coneguda que es posa al mixer com
a control intern en cada assaig. Valors: [RLPc] intra-
assaig: 5.85 mg/dl (7.23-4.47); [RLPc] inter-assaig: 5.65
mg/dl (8.71 — 1.71).

b) Control extern COBAS mira plus autoanalyzer: En un
eppendorf 1.5 ml es posa 1200 yl de RLP buffer i 30 pl de
Cholesterol standard solution, per tal d’aconseguir la
concentracié de colesterol 50 mg/dl. En posem 300 pl en
cada primer cubilet de cada rack (com que per fer 100
mostres necessitem 4 racks calen 4 mostres control intern:
300 pl x 4 = 1200 pl).
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10.2. Programa del COBAS mira plus autoanalyzer:
Es llegeix a 550 nm, i la determinacio es fa construint una corba a 6 punts
(0.0625 a 2 mg/dl).

Per més informacié mirar PNT de la técnica d’adaptacié al Cobas (ISO: 7.3
Disseny i desenvolupament de projectes de recerca: PNTs metodologics:
adaptacions/PNT-M versié PDF).

11. Guia de problemes

Problema Possible causa

12. Referéncies
1) Nakajima K, Saito T, Tamura A, Suzuki M, Nakano T, Adachi M,
Tanaka A, Tada N, Nakamura H, Campos E, et al. Cholesterol
in remnant-like lipoproteins in human serum
using monoclonal anti apo B-100 and anti apo A-lI immunoaffinity
mixed gels. Clin Chim Acta. 1993 Dec 31;223(1-2):53-71.

13. Control de la documentacio

14. Annexos
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ANNEX IV criteris de classificacié de SLICC 2012.

Requeriments: s’han de complir 24 criteris incloent com a minim un criteri clinic i
un d'immunologic o una biopsia que provi lupus nefritis en la presencia d’ANAs o
anti-dsDNA.

Criteris immunologics

I.Anticossos antinuclears (ANA): concentracié elevadament anormal per
immunofluorescéncia o un analisis semblant en qualsevol moment en
abseéncia de farmacs que n’indueixin formacio.

[I.Autoanticossos anti-dsDNA: concentracid per damunt dels nivells de
referéncia de laboratori o el doble del rang de referéncia si és determinat
per ELISA.

I1l.Preséncia d’autoanticossos anti-Sm.

IV.Preséncia d’autoanticossos anti-fosfolipids determinada per:

i. test positiu per lupus anticoagulant,

ii. test fals positiu per reagina plasmatica rapida,

ii. titols mitjans o alts de nivells d’anticossos (IgA, IgG o IgM)
iv. test positiu per anti-2-glicoproteina (IgA, IgG o IgM)

V. Nivells baixos de complement C3, C4 o CH50.

VI.Test de Coombs directe (en abséncia d’anemia hemolitica).

Criteris clinics

I. Lupus agut O subagut cutani:

i. Lupus agut cutani: eritema malar (no compta si és discoide), lupus
bullés (ampolles), necrolisis epidérmica toxica variant de SLE, erupcio
maculo - papular, erupcié6 per fotosensibilitat (en abséncia de
dermatomiositis).

ii. Lupus subagut cutani: lesions cutanies psoriaformes no endurides i/o
anulars policicligues que resolen sense cicatrius, encara que
ocasionalment amb despigmentacié o telangiéctasis post-inflamatories.

Il. Lupus cutani cronic: eritema discoide localitzat damunt del coll o
generalitzat (damunt i sota del coll), lupus hipertrofic, panniculitis luposa,
lupus mucés, lupus Eritematds tumidus, lupus penellds, lupus discoide
sobreposat amb liquen pla.
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lll. Ulceres orals O nasals en abséncia d’altres causes com la vasculitis, la
malaltia de Behget, infeccions, malalties intestinals inflamatories, artritis
reactiva i menjars acidics.

IV. Alopécia no cicatritzant: Difusa fragilitat i aprimament del cabell amb péls
trencats visibles i en abséncia d’altres causes com alopécia areata,
farmacs, deficiencia de ferro i alopécia androgénica.

V. Sinovitis en dues o més articulacions O sensibilitat en dues om més
articulacions i com a minim 30 minuts de rigidesa matinal.

VI. Serositis:
i. pleuritis durant més d’un dia O vessament pleural O fregament pleural
ii. dolor pericardiac per més dun dia O vessament pericardiac O
fregament pericardiac
iii. pericarditis determinada mitjangcant ecografia en abséncia d’altres
causes com infeccid, urémia i pericarditis de Dressler.

VII. Alteracions renals: ratio proteina urinaria - creatinina (o0 24 h de proteina
urinaria) que representi 500 mg de proteina en 24 hores O restes
d’eritrocits en orina.

VIIl. Alteracions neurologiques: convulsions, psicosis, mononeuritis multiple (en
abséncia d’altres causes conegudes com la vasculitis primaria), mielitis,
neuropatia periférica o cranial (en abséncia d’altres causes conegudes
com la vasculitis primaria, infeccié i la DM), estats de confusi6é aguts (en
abséncia d’altres causes com les toxico-metabdliques, la urémia i farmacs)

IX. Anémia hematolitica.

X. Leucopenia (<4000/ pl) com a minim una vegada en abséncia d’altres
causes conegudes com el sindrome de Felty, farmacs i la hipertensio
portal; O limfopenia (<1000/ yl) com a minim una vegada en absencia
d’'altres causes conegudes com els corticosteroides, farmacs i les
infeccions.

Xl.

Trombocitopénia (<100.000/ pyl) com a minim una vegada en abséncia
d’altres causes conegudes com farmacs, la hipertensio portal i la
trombocitopénia.
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