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1.1.- Bases de D’arteriosclerosi

L’arteriosclerosi, el principal procés anatomopatologic de les malalties cardio-
vasculars, €és una resposta protectora a les lesions de 1’endoteli i de les cél.lules
musculars llises de la paret arterial que pot evolucionar vers la formacid d’estries
lipidiques i de lesions fibroses, precedides i acompanyades d’inflamacié. Les lesions
avancades de 1’arteriosclerosi poden originar-se a partir de diversos tipus de danys
que donen una resposta excessiva de tipus proliferatiu, fibrés i inflamatori. Aixo
provoca oclusi6é de I’artéria afectada i es desencadena la clinica tipica en funcié de

la localitzacié de D’arteria (Fuster V et al, 1992a,b; Ross R, 1993).

A l'origen de les manifestacions cliniques de 1’arteriosclerosi hi ha tota una
seqiiéncia de canvis complexos que donen lloc a la placa ateromatosa (Ross R,
1993).

Els mecanismes implicats en el procés de formaci6 i progressi6 de la placa, en
particular els que intervenen en la lesi6 d’una artéria, no sén coneguts en la seva
totalitat, De totes maneres, s’ha observat repetidament que al comengament hi ha la
formacié d’estries lipidiques, que s’anomenen lesions inicials. Aquestes son dipoOsits
de colesterol esterificat dins dels macrofags, localitzats en la uni6 entre 1’intima i la
meédia de les artéries de diametre gran i mitja. En la mesura que el colesterol es vagi
dipositant en els macrofags, aquests es trasformen en cel.lules escumoses. Les estries
lipidiques es visualitzen facilment a la superficie de 1’endoteli vascular i la seva
evoluci6é comporta que el colesterol també faci diposits a I’exterior de la cél.lula. A
mesura que la lesié evoluciona, es produeix proliferacié cel.lular i sintesi de fibres,
per aixi constituir la placa fibrosa, en qué també s’observa diposit extracel.lular de

colesterol (Fuster V et al, 1992a,b; Ross R, 1993).

Les plaques fibroses contenen un nucli central ric en cristalls de colesterol i restes
de necrosi cel.lular, envoltat per una capa fibromuscular de cél.lules musculars
llises, macrofags i col.lagen. En fases posteriors del procés aterosclerdtic aquestes

plaques presenten complicacions, com necrosi, trombosi i ulceracions. L’evoluci
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d’aquestes lesions pot portar a la ruptura de I’intima arterial. Al mateix temps, la
ruptura de les plaques desencadena el procés trombotic, que evoluciona cap a
I’oclusié vascular. Recentment s’ha observat que les plaques més petites son les més
perilloses perqué en ser més lipidiques, tenen una major tendéncia a fisurar-se
(Fuster V et al, 1992a,b). La lesid, en definitiva, evoluciona cap a I’estenosi i també

cap a alteracions funcionals de la regulacié vascular (Ross R, 1993) (Figura I).
1.2.- Factors de risc de I’arteriosclerosi

Els resultats dels estudis epidemiologics han mostrat un cert nombre de factors
clinics o biologics que predisposen més freqiientment a les lesions d’arteriosclerosi.
Els més importants d’aquests factors, anomenats factors de risc, son les
hiperlipidémies, la hipertensi6 arterial, el tabaquisme, els determinants genetics i la

diabetis (Martin MJ er al, 1986; Paul O, 1989).

Les hiperlipidémies, en particular la hipercolesterolémia, poden augmentar tant la
incidéncia de les lesions d’arteriosclerosi com la progressié de les lesions (Martin
M]J et al, 1986). En concret, la hipercolesterolémia familiar és un exemple clar de
la relacié entre els nivells elevats de colesterol del plasma i el desenvolupament de
malalties coronaries (Report of the National Cholesterol Education Program Expert
Pannel, 1988), com ho mostra el fet que els homozigots de la hipercolesterolémia
familiar moren sovint abans dels 20 anys. Més recentment, s’ha especificat que
aquesta relacid entre hipercolesterolémia i malaltia coronaria esta associada amb les
concentracions de colesterol de les lipoproteines de baixa densitat (LDL) (Kannell
WB et al, 1981). A I'inrevés, altres estudis epidemiologics han mostrat que existeix
una relacié negativa entre el risc de patir malalties coronaries i la concentracié de

colesterol de les lipoproteines d’alta densitat (HDL) (Miller N et al, 1975).

No solament s’ha observat aquesta relacié epidemiologica entre les concentracions
v
de colesterol i les malalties coronaries siné que s’ha mostrat entre elles una relacid

causal a partir de diversos estudis genetics i experimentals.



Cel.lules musculars llises

Cristalls de colesterol

Figura 1.- Esquema d’una placa d’ateroma constituida per un cor central,
que conté cél.lules escumoses i cristalls de colesterol, i una zona periférica
formada per col.lagen i cél.lules musculars llises (Extreta de Thompson GR.
Handbook of hyperlipidemias, 1989; p. 94).
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Els mecanismes pels quals el colesterol intervé en la formacid i la progressié de
I’arteriosclerosi son nombrosos i complexos. En concret, el colesterol pot intervenir
en la inducci6 de la lesié de I’endoteli i la promoci6 de la proliferacié de les cél.lules
musculars llises, fet que facilita el creixement i la ruptura de la placa, al mateix

temps que afavoreix la trombosi i la reactivitat de les plaquetes (Ross R, 1993).

En el moment actual, altres factors lipidics, diferents dels classics, com la
lipoproteina (a) (Lp(a)) (Lawn RM et al, 1992), els romanents de les lipoproteines
riques en triglicerids (Ji ZS er al, 1993) i les lipoproteines modificades, especialment
les oxidades (Steinberg D et al, 1989), poden també intervenir en els mecanismes

implicats en 1’arteriosclerosi.

En relaci6 a 1’oxidaci6 de les lipoproteines, detallarem posteriorment en I’apartat 1.6
els lligams que s’estableixen amb la patogenia de [’arteriosclerosi. L’esmentada
relaci6 ha estat vinculada fins ara, de totes maneres, a les LDL i als fendmens que
se’n deriven. Actualment, perd, es comencen a congixer les reaccions metaboliques
lligades a 1’oxidacié de les HDL i les conseqiiéncies que se’n poden extraure

d’aquest fet (Nagano Y et al, 1991; La Ville AE et al, 1994).

Per altre costat, s’ha mostrat que 1’oxidacié de les LDL augmenta la reactivitat de
les plaquetes, la qual cosa suggereix la importancia potencial de la sensibilitzaci6 de
les plaquetes induida per les LDL oxidades en la patogenesi de 1’arteriosclerosi o la
trombosi. Tampoc no es pot descartar el paper que poden jugar les plaquetes en la
modificacié de les LDL (Kruth HS, 1985; Aviram M, 1987). Tot aixo déna una
nova dimensié a la relacié entre lipoproteines del plasma i malalties arterials (Ardlie

NG et al, 1989).

En referéncia a la hipertensié arterial, cal subratllar el fet que aquesta no solament
augmenta la incidéncia de manifestacions cliniques d’arteriosclerosi, sin6 que també

agreuja la seva evoluci6. De totes maneres, encara s’ha d’avangar més en el
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coneixement dels efectes de la hipertensi6 sobre la placa arteriosclerotica (Martin MJ

et al, 1986).

Un altre dels factors de risc per a I’arteriosclerosi, el tabac, augmenta la reactivitat
de les plaquetes i la produccio de prostaglandines: ambdds mecanismes afavoreixen
el desenvolupament de 1’arteriosclerosi i de la trombosi. D’altra part, s’ha provat que
el fet de deixar de fumar comporta una disminucié de la incidéncia de malaltia
vascular (Smoking and Health, 1964; Kita T et al, 1993; Howard G et al, 1994,
Sharfstein M et al, 1994).

Els factors genétics tenen un paper important en el procés arteriosclerotic, com ara
en la hipercolesterolémia familiar i la hipoalfalipoproteinémia. Perd és menys
coneguda la interaccid entre els factors genétics i els ambientals, socio-economics i
nutricionals. Una de les hipotesis que intenta lligar ambdds grups de factors proposa
que 1’augment de la resposta de la paret arterial, enfront de la lesié inicial, va lligada

als determinants genetics (Goldstein JL et al, 1984a).

Aixi mateix, I’estudi dels factors implicats en el procés arteriosclerdtic ha permes
identificar-ne altres com ara els que formen part de la coagulacié, de les malalties

auto-immunes i de 1’alcohol.

Finalment, I’interés per identificar i congixer els factors de risc ha permés accedir
al seu control, la qual cosa ha suposat una reduccié de la mortalitat deguda a les

malalties cardio-vasculars.
1.3.- Lipoproteines i metabolisme lipoproteic
El nostre treball s’ha centrat en I’estudi de les lipoproteines i algun dels seus aspectes

metabolics, per aquest motiu analitzarem en aquest capitol les caracteristiques de les

lipoproteines i descriurem breument el seu comportament metabolic.
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“1.3.1.- Estructura, nomenclatura i classificaci6 dels lipids i de les lipoproteines
del plasma
Els lipids juguen un paper important en el metabolisme huma, en particular poden
participar en:
- el manteniment de la integritat de les cel.lules 1 de les seves membranes,
- la constitucié de reserves energetiques,
- el metabolisme intermediari, '

- la transmissié 1 la transducci6 de senyals.

A comencaments de segle, els quimics caracteritzaven els lipids per la seva
insolubilitat en 1’aigua, amb la qual formen "pseudoemulsions" a causa de
I’associacié dels lipids amb les proteines. Entre les proteines transportadores
especifiques de les molécules lipidiques, destaquen, des d’un punt de vista
quantitatiu, les particules destinades al transport de colesterol, de triglicerids i de
fosfolipids que sén els lipids majoritaris de 1’organisme. Aquestes particules,
denominades lipoproteines, transporten els lipids en diverses direccions. Per tant, el
coneixement d’aquestes estructures macromoleculars permet entendre la major part
dels processos fisiologics i patologics qﬁe impliquen el metabolisme lipidic (Havel
RJ et al, 1955; Havel RJ et al, 1973; Jackson RL ef al, 1976; Morrisett JD et al,
1977; Polonovski J et al, 1983).

Les lipoproteines del plasma han estat classificades en funcié de les seves
caracteristiques quimiques i fisiques. La divisié en referéncia a les caracteristiques
quimiques té lloc en funci6 de: la composicié quimica global (Jackson RL er al,
1976), la composicié en acids grassos (Skipski VP, 1972) o la composicié en
apolipoproteines (Alaupovic P, 1966). Quant a les caracteristiques fisiques que
permeten diferenciar-les trobem: la densitat (Havel RJ et al, 1955), la mobilitat
electroforética (Lewis L, 1983), la fluidesa (Jonas A, 1976), la grandaria (Blanche
PJ et al, 1981; Krauss RM et al, 1982). Tanmateix, les lipoproteines es poden

classificar en funcié de la seva reactivitat immunologica enfront d’immunosérums
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especifics, en funcid de la seva reactivitat quimica enfront dels polianions i de les

lectines (reaccions de precipitacio) i en funci6 del seu poder patogen.

1.3.2.- Estructura de les lipoproteines
Els diversos components que formen part de les lipoproteines es distribueixen a
I’espai entre una regi6 periférica, la superficie i una regi6 central, el nucli (Jackson

RL et al, 1976; Morrisett JD et al, 1977).

A la superficie d’aquestes lipoproteines existeixen tres tipus de molécules:
- les proteines denominades apolipoproteines;
- el colesterol no esterificat que és feblement hidrofil degut a la seva funcié
alcohol secundaria lliure;
- quasi la totalitat dels fosfolipids amb un paper estructural i metabolic
fonamentals. Els fosfolipids s’orienten en I’edifici macromolecular de tal
manera que presenten el seu grup polar vers I’exterior de la lipoproteina

i les seves cadenes grasses vers l’interior.

Pel contrari, en el centre de la particula lipoproteica es troben les dues substancies
apolars: els triglicirids i el colesterol esterificat. Aquest nucli hidrofob és totalment

inaccessible als enzims plasmatics (Figura 2).

1.3.3.- Nomenclatura de les lipoproteines

Les lipoproteines han estat classificades, com ja hem esmentat, tenint en compte
diversos criteris d’acord amb les seves caracteristiques fisiques i quimiques. En
I’actualitat es manté la classificacié en funcié de la seva densitat i de la seva
separacié per ultracentrifugacié de flotacié (Havel RJ et al, 1955). A Papartat

segiient definirem amb detall algunes de les 'caracterisﬁques de les lipoproteines.
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Tenint en compte la densitat diferencial de les lipoproteines, aillades per

ultracentrifugacié seqiiencial preparativa (Havel RJ et al, 1955), s’han descrit els

segiients tipus:

Quilomicrons (d=0.940),

Lipoproteines de densitat molt baixa, Very Low Density Lipoprotein
(VLDL, d=0.940-1.006),

Lipoproteines de densitat baixa, Low Density Lipoprotein (LDL,
d=1.006-1.063), '

Lipoproteines de densitat alta, High Density Lipoprotein (HDL), HDL,
(d=1.063-1.125) i HDL, (d=1.125-1.210). S’han de tenir en compte
també les lipoproteines de densitat molt alta, pre-B-HDL o Very High
Density Lipoprotein (VHDL, d=1.210-1.250).

A més a més, cada classe de lipoproteina és polidispersa, de tal manera que

€s possible separar subfraccions (Zaula I).

Per altra part, es troba la Lp (a) (d=1.055-1.085), una lipoproteina que deu el seu

nom a una apolipoproteina especial (apolipoproteina (a)), lligada a 1’apolipoproteina

B per ponts disulfur i que té una gran analogia en la seva estructura amb el

plasminogen.

1.3.4.- Caracteristiques fisico-quimiques de les lipoproteines del plasma

La Taula 1 déna les caracteristiques basiques que defineixen les principals fraccions

lipoproteiques del plasma.

1.3.4.1.- Caracteristiques quimiques

Les lipoproteines poden ser estudiades segons la seva composicié quimica global, la

composicié en acids grassos i la composicié en apolipoproteines.



26 Introduccioé

Taula 1.- Caracteristiques fisico-quimiques de les lipoproteines del plasma

Lipoproteines Grandaria Densitat Massa molecular
(nm) (kg/l) (MDa)

Quilomicrons 750-1000 < 1.000 > 150

VLDL 30-80 1.000-1.006 5-130

LDL 18-25 1.006-1.063 2.50

HDL, 9-12 1.063-1.125 0.36

HDL, 7-9 1.125-1.210 0.20

VHDL <7 1.210-1.250 0.15

(Extreta de Hunninghake D.B. Med Clin North Am 1994; 78: 1-20).

1.3.4.1.1.- Composicié6 quimica global

La Taula 2 déna el contingut en colesterol total, lliure i esterificat, en triglicérids,

en fosfolipids i en proteines (totals i apolipoproteines) de les diferents classes de

lipoproteines.

1.3.4.1.2.- Composicié en acids grassos

De cada classe de lipoproteina podem congixer la composicio en acids grassos de les

diferents fraccions lipidiques: fosfolipids, triglicérids i colesterol esterificat, aixi com

de les seves subfraccions (Skipski VP, 1972).
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1.3.4.1.2.1.-  Definicié, estructura i nomenclatura dels acids grassos
1.3.4.1.2.1.1.- Definicio

S’anomenen acids grassos els acids carboxilics (R-COOH) aillats a partir dels
greixos, que contenen en la seva estructura els elements C, H i O. La seva funcid
bioquimica és molt important perqué participen en la biosintesi dels lipids
citoplasmatics, en la utilitzacié dels greixos alimentaris i en la formacié i
mobilitzacié dels greixos de reserva, la qual cosa dona lloc a una activitat important
de catabolisme i anabolisme d’acids grassos. En la Taula 3 es detallen els principals

acids grassos i la seva procedéncia.

1.3.4.1.2.1.2.- Estructura dels acids grassos

Els élcids grassos han estat dividits, en funci6 de la seva estructura, en acids grassos
saturats i insaturats, i aquests ultims, al seu torn, en monoinsaturats i poliinsaturats
(Lehninger A, 1975). Quant a la seva configuracié espacial, els acids grassos saturats
son lineals. Per altra banda, els acids grassos insaturats, els monoinsaturats i els
poliinsaturats, presenten en general un nombre parell d’atoms de carboniide 1 a 6
dobles enllagos, tots cis, en una forma corba de U. Una caracteristica que cal
subratllar és que tots els dobles enllagos son cis per als acids grassos insaturats amb

paper fisiologic.

Aixi, doncs, ’estructura dels acids grassos insaturats ve-donada per:
- el nombre d’atoms de carboni,
- el nombre de dobles enllacos,

- la posicié d’aquests dobles enllagos.

Els acids grassos podem trobar-los lliures o lligats, en particular, a les fraccions
lipidiques com els triglicérids, els fosfolipids i el colesterol esterificat amb un acid

gras.
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1.3.4.1.2.1.3.- Nomenclatura dels acids grassos
Hi ha dues nomenclatures, la dels quimics i la dels fisiolegs (Lehninger A, 1975).
Els quimics posen 1’accent en el primer doble enllag prop del grup carboxil. La
nomenclatura dels fisiolegs subratlla la importancia del primer doble enllag prop del
grup metil terminal: aquest doble enlla¢ determina la pertinenga a una familia o
serie. Per tal de reunir els avantatges de les dues nomenclatures, es va elaborar una
nomenclatura de consens que consisteix en:
Cx:y,n-m
X: nombre d’atoms de carboni,
y: nombre de dobles enllagos,
n-m: indica la posicié del primer doble enllag prop del grup metil, numerat
a partir d’aquest grup terminal. Aixi, n-6, per exemple, significa que el
primer doble enllag es troba entre els carbonis 6 i 7 comptats a partir del
grup metil. Els altres dobles enllagos es dedueixen d’aquest, ja que sempre
hi ha, en situacié fisiologica, 3 atoms de C entre 2 dobles enllagos (estructura
divinilmeta). Per exemple: 1’acid linoleic es representa per: C18:2,n-61i1’acid

oleic per C18:1,n-9.

Detallarem la composicié en acids grassos de les HDL,, lipoproteina que hem
estudiat en el present treball, per tal de donar una nocié dels valors habituals que es

troben en 1’home (Taula 4).
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Taula 4.- Composicié en acids grassos de les HDL,

Acids grassos Fosfolipids Triglicerids Colesterol esterificat
C14:0 0.5+ 0.1 34 +£02 1.5+ 0.2
C16:0 247 £ 0.3 23.6 £ 0.4 12.1 £ 0.3
C16:1 0.4 +0.1 : 29+0.2 2.1 +0.2
C18:0 12.3 £ 0.2 4.3 + 0.2 1.5 +£0.1
C18:1,n-9 11.0 + 0.4 42.0 + 0.7 18.7 + 0.8
618:2,n-6 24.8 + 1.0 18.1 + 0.9 51.1 + 1.6
C18:3,n-3 ‘ 0.1 £0.1 1.5+ 0.1 0.4 + 0.1
C20:0 0.3 £ 0.1 0.4 +£0.1 0.3 + 0.1
C20:3,n-6 3.6 +0.2 0.3 +0.1 0.7 + 0.1
C20:4,n-6 11.6 + 0.4 1.6 + 0.1 6.9 + 0.2
C20:5,n-3 1.0 £ 0.1 0.1 £0.1 0.9 + 0.1
C22:5,n-3 1.2 + 0.1 0.3 +0.1 22403
C22:6,n-3 6.3 + 0.3 0.7+ 0.1 1.0 + 0.1
C24:0 0.8 £0.1 0.7 £ 0.1 0.5 + 0.1
C24:1,n-9 1.4 +0.1 0.1 +£0.1 0.1 +£0.1

Resultats expressats en % del pes total dels dcids grassos metilats (mitiana + ES). (Extreta de dades del nostre laboratori).
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1.3.4.1.3.- Composicié en apolipoproteines

Les apolipoproteines posseeixen activitat antigénica, la qual cosa permet la seva
determinacié en cada fraccié utilizant reactius immunologics. D’aquesta manera,
podem distingir les segiients apolipoproteines: A (A-I, A-II, A-III, A-IV), B (B-100,
B-48), C (C-1, C-1I, C-III,,), D, E, F, G, H. Per altre costat, Alaupovic va definir,
I’any 1960, una nova classificaci6 de les lipoproteines del plasma, tenint en compte
la seva composicid en apolipoproteines (Alaupovic P, 1966; Puchois P et al, 1985)
(Taula 5).

L’ obtenci6 d’anticossos especifics per a cada apolipoproteina ha permés, recentment,
la caracteritzaci6 immunologica de les lipoproteines de densitat i de mobilitat
electroforética idéntiques, que es poden descriure com una barreja de particules
lipoproteiques distintes amb una composicié proteica definida. En aquesta nova
classificacid es consideren les lipoproteines plasmatiques com un conjunt de
particules definides per la seva composicié en apolipoproteines. Aixi:

- les particules simples estarien formades per lipids associats a una

apolipoproteina;
- les particules complexes estarien formades per lipids associats a dos o

més apolipoproteines.

Cada familia de particules representa, de fet, un sistema polidispers; aixi les
particules que contenen tnicament 1’apolipoproteina B (Lp B) o I’apolipoproteina A-I
(Lp A-D) poden ser retrobades en totes les classes de densitat. D’aquesta manera
podem quantificar les particules que contenen les apolipoproteines A-I i A-II perd

també les que contenen B i C-III, Bi E, ...
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Taula 5.- Composicié en apolipoproteines de les lipoproteines

del plasma

Apolipoproteines Lipoproteines que les

contenen

A-1 HDL, Quilomicrons

A-II HDL, Quilomicrons

A-IV HDL, Quilomicrons

B-48 Quilomicrons

B-100 VLDL, IDL, LDL

C-1 Quilomicrons, VLDL, HDL
C-11 Quilomicrons, VLDL, HDL
C-1I1 Quilomicrons, VLDL, HDL
D(A-III) HDL

E Quilomicrons, VLDL, HDL

(Extreta de Hunninghake D.B. Med Clin North Am 1994, 78: 1-20).

1.3.4.2.- Caracteristiques fisiques
Les lipoproteines poden ser analitzades en funcid de la mobilitat electroforética, la

fluidesa i la grandaria.

1.3.4.2.1.- Mobilitat electroforética
Des de fa temps s’ha utilitzat la carrega eléctrica de les lipoproteines perque permet
classificar-les en funcié de la seva migracié, sota 1’accié d’un camp eléctric en

direccié a la carrega positiva, sobre paper o sobre un gel (Lewis L, 1983).




34 Introduccié

La migracio té lloc de la segiient forma:

- ¢ls quilomicrons es queden a ’origen;

les VLDL migren com les -2 o pre-B-globulines;
- les LDL migren com les B-globulines;

- les HDL migren com les a-1-globulines;

les VHDL migren com les pre-8-globulines.

1.3.4.2.2.- Fluidesa

Els sistemes biologics tenen una organitzacié espacial molecular que es basa
majoritariament en la naturalesa amfipatica dels seus components. En realitat cada
entitat molecular estara sota la dependéncia de diferents factors dinamics, lligats a
I’estructura dels constituents o al seu comportament enfront de la temperatura.
Globalment, el conjunt dels moviments existents en el si d’una estructura lipidica

determina la dinamica lipidica i defineix el concepte de fluidesa.

Aquest concepte es pot aplicar a les lipoproteines. Per a mesurar la fluidesa
valorarem I’anisotropia de fluorescéncia, utilitzant el métode de la polaritzacié de

fluoresceéncia (Jonas A, 1976; Shinitzky M et al, 1978) (Taula 6).

Taula 6.~ Fluidesa de les lipoproteines humanes

Lipoproteines Anisotropia de fluorescéncia
i (x)
24°C 37°C
VLDL 0.131 + 0.018 0.100 + 0.011
| LDL 0.259 + 0.010 0.218 4+ 0.011
HDL 0.239 + 0.023 0.188 + 0.002
HDL, 0.239 + 0.001 0.186 + 0.001

Resultats obtinguts en preséncia de la sonda 1,6-difenil-1,3,5 hexatrié (DPH).
L’anisotropia de fluorescéncia (r) representa la inversa de la fluidesa.
(Extreta de resultats del nostre laboratori).
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1.3.4.2.2.1.- Concepte de fluidesa optimum

La fluidesa d’una estructura en la qual s’obtenen les funcions fisiologiques Optimes
s’anomena fluidesa optimum (fluidesa optima) (Shinitzky M et al, 1982; Shinitzky
M, 1984). La integritat d’aquesta fluidesa es pot mantenir mercés els processos
d’adaptacid i de regulacié en queé participen les modificacions de les aportacions

alimentaries i les biosintesis lipidiques.

D’aqui I’interés de la nutricid ja que el tipus d’acid gras de la dieta és un modulador

d’aquesta fluidesa.

1.3.4.2.2.2.- Moduladors de la fluidesa
La fluidesa lipidica esta regulada per dos grans tipus de moduladors:
- moduladors quimics,

- moduladors fisics (Shinitzky M et al, 1976).

1.3.4.2.2.2.1.- Moduladors quimics
La seva acci6 es deu a fenomens de translocacié o d’intercanvis entre un sistema i
I’exterior. La modulacié de la fluidesa mitjancant la composicié quimica global
s’exerceix en un temps de I'ordre de minuts a hores. Els principals moduladors
quimics, citats per ordre d’importancia, sén:

- colesterol

- triglicérids

- fosfolipids

- grau d’insaturaci6 dels acids grassos

- proteines.

Colesterol

El colesterol exerceix, en condicions fisiologiques, un efecte rigidificant de les
estructures lipidiques, és a dir, disminueix la fluidesa d’aquestes. En particular, el
colesterol estableix facilment enllagos amb els_fosfolipids de tal manera que es

formen zones de poca fluidesa dins de 1’estructura lipidica. Aquest fet té lloc d’una
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manera més remarcable quan augmenta la concentracié de colesterol a I’estructura
esmentada. Aixi doncs, la relacid colesterol/fosfolipids €s un index que esta

relacionat estretament amb la fluidesa (Cooper RA, 1977).

Per altra banda, el colesterol s’intercanvia lliurement entre diversos sistemes anant
sempre del sistema més ric en colesterol al més pobre, com té lloc entre les

lipoproteines i les membranes cel.lulars (Lund-Katz S ef al, 1984).

Triglicerids
Contrariament al colesterol, els triglicérids exerceixen un efecte fluidificant

(Deckelbaum RJ er al, 1984; Sola R et al, 1990).

Fosfolipids

L’esfingomielina i la fosfatidilcolina constitueixen el 50% dels fosfolipids dels
sistemes biologics. Aquests dos tipus de fosfolipids es situen en els dos extrems
possibles de I’efecte sobre la fluidesa, aixi la preséncia d’esfingomielina rigidificaria
I’estructura i la preséncia de fosfatidilcolina induiria la seva fluidificaci6 (Barenholz
Y et al, 1980).

Grau d’insaturacié dels acids grassos

La introduccié d’un doble enllag cis en una cadena d’acids grassos és essencial per
a la seva fluidesa. De fet, el doble enllag provoca un augment del volum especific
de I’acid gras i, per tant, un augment de la fluidesa. No obstant, la introduccié d’un
segon doble enlla¢ no augmenta de forma tant important la fluidesa (Seelig A et al,

1977; Stubbs CD et al, 1981) (Figura 3).

Proteines
Les proteines tenen un efecte rigidificant sobre els fosfolipids del seu voltant pel
compactament local que exerceixen sobre aquests (Shinitzky M et al, 1976). En la

mesura que les proteines s’allunyen dels fosfolipids, aquest efecte €és menys



Acids insaturats (cis)

Acid oleic % lmolméé

Figura 3.- L’esquema representa [’efecte de la preséncia d’un o dos dobles
enllagos sobre la conformacié a l'espai d’un acid gras, és a dir, sobre el seu
volum lliure. Per una longitud de cadena hidrocarbonada igual, els dcids
grassos amb un doble enllac ocupen un volum lliure més petit que si hi ha
dos dobles enllacos. Aquests exemples ens mostren l'estructura de l’acid oleic
i linoleic. A més, en la naturalesa els acids grassos tenen dobles enllacos en
posicié cis. (Extreta de Lehninger AL. Biochemistry, 1 975, p. 282).
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important. De totes maneres, en 1’actualitat solament disposem de dades referents al
paper de les proteines de la membrana sobre la fluidesa; perd no hi ha dades sobre
el paper de les apolipoproteines en les propietats fisico-quimiques de les

lipoproteines.

1.3.4.2.2.2.2.- Moduladors fisics
A diferéncia dels moduladors quimics, el seu efecte es realitza en un periode de
I’ordre de segons, la qual cosa, des del punt de vista fisiologic, es pot considerar

com a instantani (Shinitzky M et al, 1976).

Els principals moduladors fisics son:
- temperatura

- volum.

Temperatura

Cada fosfolipid, independentment dels tipus d’acids grassos que el constitueixin, té
una temperatura de transicié de fase que determina el limit entre I’estat de gel, poc
fluid, i Uestat cristall-liquid, molt fluid. De totes maneres, aquest factor és poc
remarcable en el cas dels organismes homeoterms com ara I’huma (Shinitzky M et

al, 1976).

Volum
Es tracta d’un factor estatic, és a dir, independent del temps. Aquest modulador esta

lligat a la fluidesa (F) per ’equacié de Batchinsky:

V-V,
F =
B
V = Volum especific d’un fosfolipid.
V.,+ = Volum per a una fluidesa nul.la.
B = Constant dependent de cada fosfolipid.
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Aixi, la introduccié d’un o més dobles enllacos augmentara V per un fosfolipid donat
i, per tant, augmentara F (Figura 3). Aquesta noci6 de volum és molt important en
el cas de les manipulacions dietetiques en les lipoproteines. L’augment de la fluidesa
desencadenada per I’enriquiment en acids grassos monoinsaturats dels fosfolipids
tindra un efecte important sobre el volum i, en conseqiiéncia, sobre la grandaria de

les lipoproteines.

1.3.4.2.3.- Grandaria

Si considerem que 1’estructura de les lipoproteines és probablement esférica, podem
separar les principals classes de lipoproteines en funcid de la seva grandaria (Blanche
PJ et al, 1981, Krauss RM ez al, 1982). La grandaria expressada segons el diametre
és, aproximadament, de 750-1000 nm per als quilomicrons, 30-80 nm per a les
VLDL, 18-25 nm per a les LDL. Pel que fa a les HDL, podem diferenciar les HDL,
amb un diametre de 9-12 nm i les HDL, de diametre 7-9 nm (Taula I).
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1.4.- Metabolisme de les lipoproteines

Una vegada definits els conceptes basics referents a les lipoproteines, estudiarem el

seu comportament metabolic.

La dieta habitual aporta al voltant del 30-40% del total caloric per dia en forma de

lipids, dels que uns 100-150 g sén triglicérids i uns 500 mg s6n colesterol.

Aquests lipids absorbits a I’intesti s6n retransformats en un sistema hidrofil, les
lipoproteines, la qual cosa permet el seu transport a través del plasma des del lloc

d’absorci6 fins als punts de captacio.

Aixi, a l’enterocit es formen les estructures macromoleculars anomenades
quilomicrons que, com ja hem dit, sén particules constituides per colesterol
esterificat per acids grassos, i triglicérids que estan associats a les apolipoproteines
B-48, A-1 i A-IV. Aquestes macromolécules passen des de la limfa al plasma, on
adquireixen les apolipoproteines C i E que provenen de les HDL (Friedman HI et
al, 1972) (Figura 4). Aquests quilomicrons plasmatics seran transformats, sota
I’accid de I’enzim lipolitic anomenat lipoproteinalipasa, localitzat a I’endoteli
vascular, en romanents de quilomicrons (Fielding PE et al, 1977). Aquest enzim
hidrolitza els triglicerids en acids grassos lliures, en monoglicerids i en diglicérids
que seran utilitzats com a font d’energia en el muscul o emmagatzemats en el teixit
adip6s. Per altra banda, els fosfolipids i 1’apolipoproteina A-I seran transferits a les
HDL. Durant aquest procés d’hidrolisi, els quilomicrons intercanvien amb les HDL
els seus triglicérids en contra del colesterol esterificat. Per tal que es realitzi aquest
procés, €s necessaria 1’accid de la proteina que transfereix el colesterol esterificat:

la proteina de transferéncia dels ésters de colesterol (CETP) (Glomset JA, 1968).

L’apolipoproteina E, present als quilomicrons parcialment delipidats o als romanents

rics en colesterol esterificat, facilita I’eliminacié d’aquestes particules pel fetge, a
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Figura 4.- Esquema del transport dels lipids exogens des de l’intesti vers els
teixits periférics i el fetge. (Extreta de Hunninghake DB. Med Clin North Am
1994, 78: 1-67).
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través de la interaccid amb un receptor hepatic especific de 1’apolipoproteina E

(Mahley RW et al, 1983; Jickle S ef al, 1993).

Per altre costat, al fetge, els triglicérids i el colesterol esterificat s’associen a
I’apolipoproteina B-100, a les apolipoproteines C (C-1, C-I1 i C-III) i E, per a formar
les VLDL que sén secretades sota aquesta forma. Des de la seva entrada a la
circulacié sanguinia, a I’endoteli capil.lar, aquestes VLDL estan sotmeses a 1’acci
de la lipoproteinalipasa que hidrolitza els triglicérids com ho feia en els
quilomicrons. A més a més, es transfereixen a les HDL les apolipoproteines C i E
de les VLDL. Aquest procés complex indueix la formacié de les lipoproteines
romanents de les VLDL, anomenades també IDL, que contenen 1’apolipoproteina B
i I'apolipoproteina E. Aquests romanents de les VLDL sofreixen una lipolisi sota
I’accid de la lipasa hepatica, que també té una activitat fosfolipasica. Les accions de
la lipoproteinalipasa i de la lipasa hepatica comporten, doncs, la transformacié dels
romanents de les VLDL en LDL (Bilheimer DW et al, 1972). Aquestes VLDL sén
reconegudes per un receptor especific hepatic recentment descrit (Ziere GJ et al,

1993) (Figura 5).

Per altra banda, les IDL i LDL poden ser reconegudes per un receptor hepatic,
anomenat receptor de les LDL, que interacciona amb les apolipoproteines B-100 i
E (Goldstein JL et al, 1984a; Goldstein JL ef al, 1984b). L’activitat del receptor de
les LDL ve regulat, entre altres, pel contingut cel.lular en colesterol. Si el contingut
intracel.lular en colesterol, en particular en el fetge, és feble, 1’activitat del receptor
LDL es veu augmentada; en conseqiiéncia, es produeix una reduccié de les
concentracions de colesterol plasmatic. D’altra banda, si el contingut en colesterol
intracel.lular és elevat, es realitza el procés invers. Aixi, doncs, les LDL sén
distribuidores de colesterol a les cél.lules en un procés essencialment hepatic, encara
que totes les cél.lules tinguin receptors de les LDL (Goldstein JL et al, 1984a;
Goldstein JL et al, 1984b) (Figura 5).
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Figura 5.- Esquema del transport endogen dels lipids: en el fetge, els lipids
s’associen a les apolipoproteines i formen les VLDL. Aquestes VLDL es
transformen en romanents de VLDL o en IDL i després en LDL. (Extreta de

Hunninghake DB. Med Clin North Am 1994, 78: 1-67).
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En referéncia a les HDL, s’ha constatat que aquestes tenen un paper important, ja
que asseguren el retorn del colesterol extrahepatic en direccio al fetge per tal de
permetre 1’excrecid. Aquest procés constitueix el transport invers de colesterol

(Glomset JA, 1968).

Les HDL tenen un origen a la vegada hepatic i intestinal. Aquests dos oOrgans
produeixen les apolipoproteines A-I i A-II que s’associaran als fosfolipids, al
colesterol lliure, a les apolipoproteines E i a una petita quantitat de triglicerids, per

a formar una molécula discoidal o HDL naixent (Figura 6).

Existeix una altra hipotesi en referéncia a I’origen de les HDL. Aquestes s’obtindrien
a partir de particules esfériques riques en triglicerids, els quilomicrons i les VLDL.
Aquestes lipoproteines sotmeses a les accions lipolitiques de la lipoproteinalipasa i
de la lipasa hepatica produeixen, a partir dels materials de superficie residuals, les

HDL discoidals (Friedman HI et al, 1972).

L’enzim lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT) realitza 1’esterificaci6 del colesterol
[liure de les HDL que, convertit en hidrofob, reposa en el centre de la lipoproteina.
La regi6 periférica queda alliberada i ocupada posteriorment per una nova molecula
de colesterol no esterificat provinent de les cél.lules dels teixits i que al seu torn es
veura sotmes a 1’accié de la LCAT. Recentment, s’ha observat que el colesterol
lliure dels teixits és captat per les pre-B,-HDL i transferit de manera molt rapida i
progressiva a les pre-B,-HDL, pre-8,-HDL i HDL,; (Kunitake ST et al, 1992,
Hennessy LK et al, 1993; Huang Y et al, 1993; Barrans A et al, 1994; Marques-
Vidal P er al, 1994). |

En aquesta cascada de remodelatge, sota 1’acci6 de la LCAT, les HDL; augmenten
la seva grandaria per a donar les HDL,. Aquestes HDL, intercanvien el seu
colesterol esterificat enfront dels triglicérids de les VLDL i els quilomicrons per
I'intermedi de la CETP (Marotti KR et al, 1992). Les HDL,, enriquides aixi amb

triglicérids, es veuen sotmeses a [’accié dels enzims lipolitics, en particular a la
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Figura 6.- Esquema del metabolisme de les HDL i del paper d’aquestes
lipoproteines en el transport invers de colesterol: el colesterol lliure cel.lular es
transfereix a les HDL,. Després de [’esterificacio produida per I’accié de l’enzim
LCAT, el colesterol es pot transferir directament a les lipoproteines que contenen
l’apolipoproteina B-100. (Extreta de Hunninghake DB. Med Clin North Am
1994; 78: 1-67).
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lipasa hepatica, que hidrolitzen els triglicerids i els fosfolipids, i es transformen en
HDL,;. La repetici6é d’aquest fenomen porta, poc a poc, el canvi de la configuracid
discoidal de la HDL cap a una configuracid esferica que permet 1’eliminacié dels
excedents de colesterol dels teixits. El colesterol, emmagatzemat d’aquesta manera
per les HDL,, és cedit després als hepatocits. Finalment, es reciclen les HDL
(Figura 6).

Aixi doncs, el transport invers del colesterol compren les segiients etapes (Glomset
JA, 1968):
- la transferéncia del colesterol provinent de les cel.lules o de les altres
lipoproteines a les pre-8-HDL de grandaria petita, o a les HDL; que sén
riques en fosfolipids i apolipoproteina A-I;
- Desterificacid del colesterol sota 1’accié de I’enzim LCAT. Aquest enzim
€s activat per 1’apolipoproteina A-I i comporta la transformacié de les
HDL, en HDL,;
- el transport del colesterol en direccié al fetge, directament o per
I’intermediari de la cascada de transformaci6é de les VLDL en IDL i
LDL, amb I’intercanvi dels triglicérids i del colesterol esterificat amb les
HDL, sota 1’accid de la CETP;
- el reconeixement de les HDL, pels hepatocits i, sota I’accié de la lipasa

hepatica, el reciclatge de les lipoproteines.

Finalment, es constata que el metabolisme de les lipoproteines estd compost
d’intercanvis i transformacions continues, que es dirigeixen a la seva degradaci6 final

en ¢l fetge.
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1.5.- Oxidacié lipoproteica

Una vegada analitzats els diversos aspectes que envolten les lipoproteines, com ara
la seva classificacid, caracteristiques i metabolisme, examinarem els diversos
successos que envolten la modificacié oxidativa de les lipoproteines per tal
d’aprofundir en la patogénia de I’arteriosclerosi. En concret, 1’oxidacié lipoproteica

pot permetre trobar explicacions a fets no comprensibles des d’altres hipotesis.

A més, per tal d’entendre més facilment els fenomens lligats a 1’oxidacié
lipoproteica, detallarem els fets que estan a la seva base. En concret, comengarem
per I'estudi dels radicals lliures que intervenen en els organismes vius i veurem en

quines circumstancies poden donar lloc a I’oxidacid.

1.5.1.- Radicals lliures

Un radical és un atom o grup d’atoms amb un nombre imparell d’electrons. Encara
que, estrictament parlant, la paraula lliure darrera de radical és innecessaria
(Traynham JG, 1986), seguirem utilitzant el terme radical lliure donat que és el més

coma,

1.5.2.- Radicals lliures en els organismes vius. Radicals lliures de I’oxigen

Els radicals lliures son generats in vivo en el transcurs dels processos metabolics
normals. Aixi, I’acci6 catalitica de molts enzims cel.lulars i els processos de
transport electronic impliquen una transferéncia d’un electré que déna radicals lliures

intermedis (Freeman BA et al, 1982; Machlin LJ et al, 1987).

Degut a la preséncia de 1’oxigen molecular en els organismes aerdbics i a la seva
capacitat per a acceptar electrons, els radicals lliures de I’oxigen participen en
processos com ara I’oxidacié enzimaticament controlada de les biomolecules, la qual
cosa permet 1’alliberament d’energia i de compostos essencials per a la vida. De totes
maneres, 1’oxigen pot ser toxic per a les cel.lules, per la qual cosa les reaccions

oxidatives son estrictament controlades en els sistemes biologics. No obstant, sota
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condicions fisiopatoldgiques, com ara en el trencament o la mort de teixits vius, es
poden originar radicals Iliures de I’oxigen. Aquests, a diferéncia de I’oxigen
molecular, reaccionen facilment amb les molécules que es troben en la seva area

d’influéncia (Kanner J et al, 1987).

Seguidament ens centrarem, doncs, en ’estudi dels radicals lliures derivats de
I’oxigen degut a la importancia d’aquests, per damunt de radicals Iliures derivats del

nitrogen o d’altres elements.

Els radicals lliures de l’oxigen, que s’anomenen especies actives o parcialment
reduides de I’oxigen, es formen quan la molécula d’oxigen capta, de manera
seqiiencial, quatre electrons per tal de donar diverses espécies, radicals i no radicals

i arriba al final a una molécula d’aigua.

L’addicié del primer electrd porta a la formacié de 1’ani6 radical superoxid (0**)
que també s’anomena radical superoxid. Quan s’afegeix un segon electré es forma
el peroxid d’hidrogen (H,O,) que no és un radical. En 1’addici6 d’un tercer electrd
s’origina una especie inestable que es descompon per a donar finalment el radical
hidroxil (OH") i I’ani6 hidroxil (OH") que es convertita en una molécula d’aigua.
Aquest radical hidroxil format és altament destructiu per als €ssers vius ja que pot
captar un electré de quasi totes les molécules organiques que estiguin en posicions
molt properes. De totes maneres, 1’alta reactivitat de 1’OH" pot ser un avantatge en
el sentit que el radical tindra una vida mitjana molt curta in vivo i en molts casos la
seva reactivitat a 1’atzar solament causara dany en un lloc molt concret i en un temps
molt limitat. Per Gltim, I’addicié d’un quart electrd en la seqiiéncia déna lloc a la

formacié d’una molécula d’aigua.

Aixi dongcs, els radicals lliures més agressius son: O,"” i OH'.
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0, +¢ —————»  0," (anif radical superoxid)
0, +e +2H" ——» H,0, (peroxid d’hidrogen)
HO, + ¢ + Hf ———» OH’ + H,O (radical hidroxil)
OH' + ¢ + H* - H,0

Per altre costat, hem de parlar també de I’oxigen singlet (!O,) per la seva
importancia en I’oxidaci6. Aquest metabolit és un estat excitat de 1’oxigen no radical
que també és capa¢ de reaccionar amb estructures biologiques. La seva formacio pot
provenir del subministrament d’energia en forma de llum (fotolisi), de radiacions
ionitzants (radidlisi), d’un potencial eléctric (electrolisi) o també a través d’una
reaccié quimica o bioquimica com ara la reaccié Haber-Weiss catalitzada pel ferro

o la dismutacidé espontania de I’anié radical superdxid.

1.5.3.- Fonts biologiques dels radicals liures
En relacié a les fonts intracel.lulars de radicals lliures podem destacar:

- Autooxidaci6 de molecules petites (tiols, hidroquinones, catecolamines,
flavines, ...) en que es produeix O,".

- Enzims i proteines solubles que generen O, durant el seu cicle catalitic.
Podem destacar la xantinaoxidasa, aldehidasa, flavoproteina deshidrogenasa,
etc.

- Transport electronic mitocondrial en que es produeix O, i OH'. Els factors
que influeixen en la produccié de radicals mitocondrials sén aquells que

regulen la respiracio.
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- Sistemes de transport electronic de les membranes del reticle endoplasmatic
i nuclear en que es troben implicats els radicals OH" i el O,". Aquestes dues
membranes intracel.lulars contenen citocrom P, i bs. Per tal de realitzar la
seva funcid, requereixen com a cofactors la forma reduida del dinucleotid de
nicotinamida i adenina (NADH) i la forma reduida del fosfat de dinucleotid
de nicotinamida i adenina (NADPH).

- Peroxisomes: Son fonts potents de H,0O, pero el sistema enzimatic anomenat
catalasa peroxisomal controla la produccié del peroxid d’hidrogen per tal

d’evitar la seva difusié al citoplasma (Figura 7).

1.5.4.- Altres fonts de radicals lliures
A més a més dels processos metabolics normals, hi ha diverses formes per les quals

un ésser viu pot ser exposat als radicals lliures. Entre ells podem destacar:

activitat microbicida dels fagocits activats (Weiss SJ et al, 1982),

- farmacs com ara agents antineoplasics, antibiotics, ... en qué moltes de les
seves propietats sén degudes a la generaci6 de radicals d’oxigen (Doroshow
JH, 1990),

- irradiacions electromagnetiques o radioactives (Negre-Salvayre A et al,

1991),

- agents ambientals com ara pesticides, pol.lucionants, solvents, fum del tabac,

hidrocarburs aromatics, ... (O’Brien PJ, 1988).
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Figura 7.- Fonts intracel.lulars de radicals lliures. (Extreta de Machlin LJ
et al. FASEB J 1987; 1: 441-445).
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1.5.5.- Punts d’atac dels radicals lliures

La Taula 7 resumeix els principals objectius dels radicals dins de la c¢l.lula i les
conseqiiencies que se’n deriven. De totes maneres, és important recordar que, de
manera virtual, tots els components cel.lulars sdn capagos de reaccionar amb els
radicals. Aquesta reaccié implica una série de modificacions metaboliques i

estructurals de les cél.lules que al final poden portar a la mort cel.lular.

Aixi doncs, malgrat que els processos d’oxidaci0 es poden donar en totes les
cel.lules i en gran part dels seus components, ens centrarem en la reaccio dels
radicals de I’oxigen amb els acids grassos poliinsaturats ja que aquests formen part,
no solament de totes les estructures que tenen membrana, sind també de les
lipoproteines. De totes maneres, cal recordar que la reaccié dels radicals lliures de
I’oxigen amb els acids grassos poliinsaturats pot tenir lloc a través de dues vies: una
enzimatica, controlada, que donara Iloc a les prostaglandines 1 leucotriens, i una altra
no enzimatica, a 1’atzar, que es déna quan existeixen condicions favorables per a

I’oxidacié. Aquesta darrera via és la que estudiarem a continuacio.



Taula 7.- Objectius dels radicals lliures dins de la cél.lula

Objectiu
. Molecules petites

Molecules petites amb dobles
enllacos i aminoacids que
contenen grups tiol

Bases dels acids nucleics

Hidrats de carboni

Lipids insaturats

Cofactors

Neurotransmissors

Antioxidants

. Macromoleécules

Proteines

ADN

Acid hialuronic

Conseqiiéncia

Desnaturalitzacié i entrecreuament de la
proteina, inhibicid de I’enzim. Canvis en la
permeabilitat de les cel.lules i de les
organel.les.

Canvis en el cicle cel.lular, mutacions.

Canvis del receptor de superficie de la
cel.lula.

Oxidaci6 dels acids grassos i del colesterol.
Entrecreuament dels lipids. Canvis en la
permeabilitat de la cel.lula 1 de les
organel. les.

Disminucié de la disponibilitat i activitat
dels cofactors, tant la nicotinamida com la
flavina.

Disminucié de la disponibilitat i activitat
dels neurotransmissors, incloses la
serotonina i epinefrina.
Disminucié en la disponibilitat de I'c-
tocoferol i del B-carote.

Escissi0 de la cadena peptidica,
desnaturalitzaci6 de la proteina.

Escissié de la cadena, modificacié de les
bases.

Canvi en la viscositat del fluid sinovial.

(Extreta de Freeman BA et al. Lab Invest 1982; 47: 412-426).
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1.5.6.- Estres oxidatiu

Aquest és un concepte que sorgeix quan es desequilibra el balang de I’equilibri
prooxidant-antioxidant a favor del primer dels dos. Aquest fet té lloc degut a 1’atac
incontrolat i a I’atzar dels acids grassos poliinsaturats. D’altra part, 1’organisme
intenta evitar, a través de diversos sistemes, que es doni aquesta reaccié que pot
tenir conseqiiéncies molt negatives per al seu funcionament correcte. De totes
maneres, aquests sistemes de defensa poden fallar de tal manera que s’origina

I’estrés oxidatiu.

Per tal d’analitzar 1’estrés oxidatiu és necessari estudiar cadascun dels dos aspectes
que hi estan implicats, és a dir:
- Radicals Iliures i cadena de peroxidacid lipidica;

- Sistemes antioxidants.

1.5.6.1.- Radicals lliures i cadena de peroxidacié lipidica

Com déiem, I’organisme viu produeix de forma constant I’ani radical superoxid o
el peroxid d’hidrogen al llarg de diversos processos metabolics. De totes maneres,
el cos té una seérie de defenses que permeten controlar el nivell d’ambdues espécies
i, d’aquesta manera, impedir que participin en el procés de peroxidacié lipidica, que

definirem una mica més endavant,

Per un altre costat, la gran reactivitat del radical hidroxil impedeix que el cos
I’utilitzi com a substrat. Aquest és el motiu pel qual tots els esfor¢cos de la cél.lula
van adrecats a prevenir la seva formacié. Aixo no impedeix que el radical hidroxil
es formi, en més o menys quantitat, en la reaccié entre el peroxid d’hidrogen i els
ions ferrés o cipric segons el mecanisme de ’anomenada reaccié d’Haber-Weiss.
Aixi mateix, la generacié del radical hidroxil pot ser causada per farmacs com ara

I’adriamicina, un agent anticancerigen i cardiotoxic (Bannister JV et al, 1983).

Aixi, sota condicions patologiques o en presencia de certs medicaments, es poden

formar quantitats molt més grans de radicals o d’espécies activades de 1’oxigen que
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en condicions normals, de tal manera que puguin realitzar un atac a 1’atzar sobre les
macromolécules organiques que es trobin properes al punt de la seva generacié
(Kanner J ef al, 1987). En dltim terme, aquest atac podria portar a la superacié de
les defenses de la cel.lula, la qual cosa podria conduir al dany i, fins i tot, a la mort

de l1a cel.lula,

Dins dels possibles atacs que poden realitzar els radicals, és important 1’agressio
sobre els acids grassos poliinsaturats dels fosfolipids, tant de la membrana cel.lular
com de les lipoproteines. Aquest atac té lloc, principalment, sobre els acids grassos
que tenen més facilitat per a donar un hidrogen per 1’estabilitzacié d un radical Iliure
adjacent a un doble enlla¢ (Sevanian A et al, 1985). En concret, la susceptibilitat
dels acids grassos insaturats a 1’oxidacié augmenta amb el grau d’insaturacié en la
proporcié segiient: oleic < linoleic < linolénic (1:10:30, respectivament) (Labuza

TP, 1971).

L’atac d’un dels possibles iniciadors de 1’autooxidacié o peroxidacié lipidica en
cadena sobre els acids grassos poliinsaturats, com ara 1’atac del radical hidroxil OH",

podria esquematitzar-se de la seglient manera:

Iniciacid: LH + Iniciador — . 1.
Propagacié: L'+ 0, —_— . LOO®
LOO*+1LH __  LOOH + L'
Finalitzacié: LOO* + LOO* . LOOL + O,
L* + Loo* — = LOOL
L'+ L —_ = LL

Dins d’aquest procés, la iniciacié es realitza, preferentment, a través de 1’extracci6
d’un atom d’hidrogen de la molécula de lipid, la qual cosa genera el radical d’aquest

lipid que estara implicat posteriorment en la cadena de peroxidaci6 lipidica.
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Dins de I’etapa anomenada de propagaci6 es donen les segiients classes de reaccions:

a) processos de transferéncia d’atoms o grups d’atoms (ex., reaccid dels radicals
peroxi amb els alcans amb la transferéncia d’un atom d’hidrogen);

b) addici6 del radical (incloent la ciclacid) als substrats insaturats (ex., addicié
del radical carbonil a I’oxigen o ciclacié dels radicals);

c) reaccions de fragmentacié del radical (ex., generacié d’aldehids i cetones
com a producte de la fragmentacié dels peroxids);

d) reaccions de reordenacié (ex., reordenacions dels radicals peroxi).

Per ultim, en l’etapa de finalitzacié es ddéna la combinacié dels radicals, per
acoblament o disproporcionacié, per a formar productes no radicals (Porter NA,
1990).

En concret, a la Figura 8 es déna un esquema més detallat de les fases de la

peroxidacio lipidica que tenen lloc en I’oxidaci6 de les lipoproteines.

Per altre costat, 1’atac per part de 1’oxigen singlet, una altra espécie capag d’iniciar
la peroxidacié lipidica, té lloc per un mecanisme diferent que consisteix en la seva
addicié directament al doble enlla¢. En el nostre cas, sén significatius per la seva
importancia 1’addici6 a 1’oleat (Frankel EN, 1980) i al colesterol (Smith LL, 1991).

1.5.6.2.- Sistemes antioxidants
El terme antioxidant pot ser utilitzat per a descriure qualsevol substancia que, en
concentracions significativament més baixes que les del substrat al qual protegeix,

inhibeixi o retardi la seqiiéncia oxidativa d’aquest (Gutteridge JMC, 1990).
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Figura 8.- Esquema que mostra de forma més detallada les diferents fases de
la peroxidacié lipidica: iniciacié, propagacié i finalitzacié. L’esquema
s'aplica a una LDL pero sembla, segons els coneixements actuals, que també
correspondria a una HDL. (Extreta de Esterbauer H et al. Free Radic Biol
Med 1992; 13: 341-390).
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Existeixen muiltiples classificacions dels antioxidants si bé una de les més completes

podria ser la que inclou les molécules que protegeixen tots els tipus de constituents

cel.lulars (Figura 9):

a)

b)

Antioxidants anomenats primaris que consistirien en enzims (superoxid
dismutasa, glutatié peroxidasa, ...) i compostos (vitamina E, B-carote, acid
uric, ...), que s’encarregarien de prevenir tant les reaccions d’iniciacié com
les de propagaci6 dels radicals o de I'oxigen singlet amb els constituents
cel.lulars. Aquests antioxidants podrien protegir les proteines amb la mateixa
eficiéncia amb qué preserven els lipids, els acids nucleics o els hidrats de
carboni. Al seu torn, aquests antioxidants primaris podrien subdividir-se en:
a.l) els anomenats preventius, que sén aquells que desactiven, d’una part,
les espécies actives de 1’oxigen (ex., ’ani6 radical superoxid O,™) i,
per altra, els possibles precursors dels radicals lliures, per la qual
cosa suprimeixen la generacid d’aquests radicals. Aquest tipus
d’antioxidants redueixen la velocitat de la fase d’iniciaci6 del procés
de peroxidacié lipidica. En concret, trobem la superoxid dismutasa,
la glutatié peroxidasa, la catalasa, la transferrina i la ceruloplasmina,
i el B-carote i la vitamina A que desactiven 1’oxigen singlet.
a.2) els antioxidants que interfereixen en I’etapa de propagacié del procés
de peroxidacié lipidica, per la qual cosa trencarien aquest procés per
a donar el radical estable de I’antioxidant. Aqui trobem 1’acid
ascorbic, el glutatid, la vitamina E, ’acid uric 1 la cisteina.
De totes maneres, un dels problemes principals que es troba en ’estudi de la
peroxidacié lipidica en sistemes d’importancia biologica és la dificultat a
separar sense ambigiiitat I’activitat antioxidant de prevencié de la cadena de
la corresponent a la propagacié de la cadena de peroxidaci6.
Antioxidants que intenten evitar ’acumulacié de les proteines danyades per
I’oxidacié i1 que s’encarreguen de degradar els fragments de proteina
potencialment toxics. Aquest grup inclou, entre d’altres, els sistemes de

reparacié de ’ADN i els sistemes proteolitics. Aquests tipus d’antioxidants



R—CH=CH— CH,—CH=CH—R" ———

K H.
RH
R—CH=CH— CH—CH=CH—R’
¢&—— Vitamina E, carotens,
ubigiiinols, vitamina C
R—CH=CH~- CH=CH- CH—R’
'02 Metalls de transicio,
Y lipooxigenasa
R—CH=CH—CH=CH~- QH—R'
LH ?
Ol
Lt
R—CH=CH—CH=CH- (|3H—R'
Fet+t 0-0H
Cu++
LOO' ,Fe*t, Cu* Vitamina E, carotens,
LH ] ' ubigiiinols, vitamina C
S — L'
Y

Fragments amb grups carbonil (MDA, ...)

Figura 9.- Possibles mecanismes pels quals els antioxidants com la vitamina
E, ubiqiiinols, carotenoides i vitamina C poden actuar de manera sinérgica
per tal de bloquejar la reaccié en cadena (Extreta de Camejo G. Clin Invest
Arteriosclerosis 1993; 5: 73-83).
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poden ser de gran importancia quan tots els altres sistemes previs han estat

insuficients per a fer front a I’estrés oxidatiu (Davies KJA, 1988).

De totes maneres, els antioxidants anteriorment descrits també es poden dividir en
aquosos i liposolubles, tenint en compte si actuen en la fase aquosa o lipidica,
respectivament. Aixi, els radicals formats en la regié aquosa so6n depurats
exclusivament per antioxidants hidrofilics, tals com 1’acid ascorbic o I’acid tric. Per
un altre costat, els radicals que penetren en les zones lipidiques i els radicals
generats inicialment dins de les zones lipidiques sén depurats pels antioxidants

liposolubles com la vitamina E.

Cal tenir en compte, tanmateix, la capacitat que 1’organisme té de regenerar un
determinat antioxidant. Si no ho pot fer, 1’organisme creard sistemes de proteccié
d’aquest antioxidant per tal de preservar-lo al maxim. Aixi, existeix un sistema de
regeneracié de la vitamina E, dut a terme basicament per la vitamina C (Niki E et
al, 1985). Pel contrari, el cos no té sistemes de proteccié per al colesterol i
I’albimina (Halliwell B, 1988), donat que sén compostos que €l cos pot obtenir

facilment (Figura 10).

En els propers apartats explicarem les propietats antioxidants de:
- enzims

elements traca

vitamines
- HDL

colesterol.

En la Figura 11 es déna D'estructura dels principals antioxidants biologics.
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1.5.6.2.1.- Enzims

Entre els enzims antioxidants destaquem les superoxids dismutases, la catalasa i la
glutatié peroxidasa. Aquests enzims estan subjectes a la regulacié per ’estat de
nutrients de la cél.lula, teixit o organisme. Els enzims requereixen cofactors
inorganics per a la seva funcid catalitica i, d’aquesta manera, els elements traca en
la dieta esdevenen critics en la seva expressid i, fins i tot, en la seva regulaci6

- (Harris ED, 1992).

1.5.6.2.2.- Elements traca

Existeixen diversos metalls fisioldgicament importants que formen part dels enzims
antioxidants. Aixi, el zinc (Bray TM et al, 1990), el coure i el manganes sén
necessaris per a ’activitat dels dos tipus de superdxid dismutasa. El seleni és un

component essencial de la glutati peroxidasa.

1.5.6.2.3.-  Vitamines amb funcié antioxidant

1.5.6.2.3.1.- Vitamina E

La vitamina E és I’antioxidant soluble en lipid més important. En referéncia a la
nomenclatura, s’ha recomanat que s’utilitzi el terme vitamina E per a la descripcié
genérica de tots els compostos que tenen activitat 'biolc‘)gica com 1’a-tocoferol

(Machlin LJ, 1991).

L’a-tocoferol constitueix el 90% del total de tocoferols existents en els teixits
animals. Els 8-, vy-, 6-tocoferols tenen solament, de manera aproximada, un 40, 20
i 10%, respectivament, de 1’activitat biologica de 1’a-tocoferol (Burton GW et al,

1982).

Una caracteristica destacable és que son substincies termolabils i fotosensibles.
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Estructura
Existeixen vuit compostos naturals que tenen activitat vitamina E (Machlin LJ,
1991), dels quals 4 sén tocols o tocoferols i els altres 4 sdn tocotrienols. Aixi, es

dedueix que el terme tocoferol no és sindnim de vitamina E.

Transport

La vitamina E és transportada en el plasma huma per les lipoproteines (Traber MG
et al, 1988). Les LDL i HDL contenen al voltant del 90% del total de la vitamina
E del sérum en humans (Clevidence BA et al, 1989), associada predominantment
amb les HDL (Granot E et al, 1988).

Funcio

La funcié biologica de la vitamina E no ha estat totalment resolta. De totes maneres,
la major part de les teories actuals sobre la seva accid s’engloben en dues categories
amplies: una d’elles suggereix un paper antioxidant protector, mentre que 1’altra
proposa una funcié metabolica i estructural en els organismes vius:

1) Funci6é antioxidant: La hipotesi antioxidant (Tappel AL, 1962) suposa que
I"Gnica funci6 de la vitamina E en els sistemes biologics és que ella s’oxida,
evitant aixi 1’oxidacié dels lipids insaturats. De totes maneres, la vitamina E
ha d’incorporar-se dins de la membrana cel.lular per a poder exercir la seva
capacitat antioxidant (Hennig B er al, 1987).

2) Funcié metabolica i estructural: La vitamina E també actua com un component
estructural que estabilitza les biomembranes que contenen acids grassos

insaturats (Takenaka Y et al, 1991).

Una de les altres funcions assignades consisteix en la incideéncia de la vitamina E

sobre la cascada de productes de 1’4cid araquidonic (Cao YZ et al, 1987).
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1.5.6.2.3.2.- Vitamina C
La vitamina C és un dels antioxidants hidrosolubles més importants en el plasma
huma. De totes maneres, cal subratllar que, en funci6 d’una serie de condicions, pot

actuar com una substancia pro-oxidant (Wefers H et al, 1988; Wang X et al, 1992).

1.5.6.2.3.3.- Vitamina A i carotenoides
La vitamina A és una vitamina liposoluble. Dins dels carotenoides, destaca el paper

del B-caroteé com la forma més comuna i efectiva de provitamina A.

Funcié

A més a més del seu paper com antioxidants prevenﬁus (Diplock AT, 1991), hi ha
un altre aspecte sorprenent: s’ha trobat que la suplementaci6 de la dieta amb B-carote
augmenta de forma petita, perd significativa, el colesterol de les HDL (Ringer TV
et al, 1991).

1.5.6.2.3.4.- Interdependencia entre els diversos sistemes antioxidants
Els diversos sistemes antioxidants interactuen entre ells per a donar una efectivitat
global més gran. Aixi, algunes de les combinacions més importants son:

- Vitamina C + vitamina E (Niki E et al, 1985);

- Vitamina C + glutatid (Wefers H et al, 1988).

1.5.6.2.4.-  Altres antioxidants

1.5.6.2.4.1.- HDL

S’ha mostrat que les HDL protegeixen in vitro a les LDL de la peroxidaci6 lipidica
(Hinsbergh VWM van er al, 1986; Chander R er al, 1990; Parthasarathy S et al,
1990a; Klimov AN et al, 1993). Aquest efecte pot ser el reflex del més alt contingut
de vitamina E de les HDL o de la seva capacitat d’eliminar 1’ani6 radical superoxid
(Chander R et al, 1990). Per altra banda, s’ha suggerit que les HDL poden segrestar
els ions Cu?* o Fe?* a fi de prevenir la seva participacid en les reaccions per radicals

(Halliwell B, 1988). _
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1.5.6.2.4.2.- Colesterol

Malgrat els efectes perjudicials que han assenyalat els estudis epidemiologics en
referéncia a I’augment excessiu del colesterol en el plasma, s’ha mostrat la capacitat
antioxidant del colesterol. Per explicar aquesta aparent contradiccid, s’ha plantejat
la hipotesi que 1’organisme acumularia nivells més elevats de colesterol per tal de

contrarestar 1’efecte de 1’increment d’oxidants del medi (Smith LL, 1991).

1.5.6.2.5.- Antioxidants existents en el plasma huma
En el plasma huma trobem una série de mecanismes de defensa antioxidants, que el

fan altament resistent a la peroxidacié (Wayner DDM et al, 1985).

Per a definir el concepte global d’antioxidants del plasma, disposem del parametre
anomenat en anglés TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Potential), que
podriem denominar capacitat total antioxidant per a captar radicals peroxi. S’ha
mesurat experimentalment que la participacié a la capacitat de captar o "atrapar"”
radicals en el plasma huma és el segiient: 35-65% per a l'urat, 0-24% per a
I’ascorbat, 5-10% per a la vitamina E i 10-50% per a les proteines del plasma
(Wayner DDM et al, 1987). Malgrat que la vitamina E representa solament una
petita fracci6 d’aquest TRAP, possiblement té un paper vital en el manteniment
d’una inhibici6 eficient de la peroxidacié a través de les seves interaccions amb altres

antioxidants (Niki E et al, 1985).

1.5.6.3.- Mesura de la peroxidacié lipidica com a reflex de I’estrés oxidatiu

Ara bé, coneguda la importancia de I’estrés oxidatiu, es comprén que una de les
grans necessitats en el camp de la biologia ‘dels radicals lliures consisteix en el
desenvolupament d’una mesura fiable d’aquest, tant en teixits com en membranes i

lipoproteines.

En concret, és crucial trobar técniques especifiques i sensibles per a poder donar una

evidéncia directa i inequivoca del balang final entre les condicions oxidants i
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antioxidants in vivo. Teécniques molt acurades ens permetran conéixer de manera

molt més exacta la contribucié dels antioxidants en el balang (Chow CK, 1991).

Un aspecte que cal tenir en compte €s la determinacié dels productes d’oxidacié de
les reaccions metaboliques en condicions fisiologiques, sense evidéncia de patologia.
Un coneixement exhaustiu d’aixo permetra una valoracié més precisa dels productes

d’oxidacié lligats a la patologia (Martin W, 1984).

Un altre problema addicional és la produccié ex vivo d’un producte d’oxidacié que
ens falsejard els nostres resultats. En particular, aquest problema ha de ser
minimitzat a través d’un control escrupolds del procediment de recollida i del temps,

temperatura i condicions d’emmagatzematge.

De totes maneres, una de les dificultats consisteix en el fet que les espécies actives
de ’oxigen i els radicals lliures son tan reactius i de vida tan curta que son dificils
de mesurar directament; per aquesta rad, la major part de les metodologies avaluen
els productes de la cadena de la peroxidacid lipidica com un reflex de P’estres

oxidatiu.

De manera esquematica, els procediments per a coneixer el grau de peroxidacid
lipidica en sistemes biologics mesuren els segiients compostos:
- precursors dels hidroperoxids lipidics, tals com els diens conjugats i els
radicals peroxi,
- hidroperdxids lipidics per se,
- productes de degradacié dels hidroperoxids lipidics tals com alcans i
aldehids,

- productes secundaris tals com compostos base-Schiff fluorescents.

De totes maneres, ja que cadascun d’aquests metodes representa solament un aspecte
dels processos complexos de 1’oxidaci6 lipidica, seria convenient mesurar de manera

simultania diversos productes de la reaccio; per exemple, canvis en els acids grassos



68 Introduccio

que han estat afectats, canvis en els antioxidants que han estat consumits i diversos
productes intermedis o finals de 1’oxidacié (Pryor WA et al, 1991, Sahlin K et al,
1991).

Les Taules 8a i 86 donen un resum d’algunes de les tecniques emprades en mostres

biologiques, aixi com dels seus avantatges i inconvenients.

Test de les substancies que reaccionen amb 1’acid tiobarbitiric (Thiobarbituric-acid-
reactive substances, TBARS)

Seguidament detallarem el test de les substancies que reaccionen amb 1’acid
tiobarbitiric (TBARS), que indicarem de manera breu a la Taula 8b, per ser aquest
el métode més comil a causa de la seva simplicitat i sensibilitat. L.’esmentat test
utilitza la reactivitat de 1’acid tiobarbitdric (TBA) per tal de donar un index
diagnostic de la preséncia i extensi6 de la peroxidaci6 lipidica. El métode mesura la
reactivitat del TBA amb el malondialdehid (MDA), la qual cosa déna un adducte 1:2
MDA:TBA vermell fluorescent. El MDA s’obté, d’una part, de 1’oxigenacid
enzimatica de 1’acid araquidonic (Figura 12) i, de I’altra, com a producte final de
la degradaci6 oxidativa d’alguns dcids grassos per una via no enzimatica. En concret,
el MDA s’origina a partir dels acids grassos poliinsaturats que posseeixen tres o més
dobles enllagos; aix0 significa que no es formara a partir de 1’acid linoleic, que
solament té¢ dos dobles enllagos, perd si dels seus derivats com 1’acid araquidonic

(Janero DR, 1990).

Cal tenir en compte I’advertiment que el test pot donar resultats erronis (Halliwell
B, 1984) per manca d’especificitat ja que, d’una part, el MDA pot ser generat,
encara que de forma minoritaria, a partir de proteines, acids nucleics, hidrats de
carboni o pigments biliars i, per altra, perqu¢ donen reaccid positiva substancies com
ara els disacarids, altres aldehids, acid sialic, .... i circumstancies tant freqiients i

simples com ara la sang hemolitzada (Janero DR, 1990; Kojima T er al, 1990).
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Taula 8b.- Técniques més rellevants utilitzades per a mesurar la peroxidacié lipidica:

Meétode

Qué es mesura ?

Detalls importants a destacar

Fluorescéncia

Aldehids

Aldehids tails com el malondialdehid poden reaccionar amb els grups
amino lliures (aminoacids, proteines, acids nucleics, ...) a pH acid per
a formar bases de Schiff conjugades fluorescents. A pH neutre es
poden formar dihidropiridines fluorescents. Els aldehids poden també
polimeritzar per a produir productes fluorescents en abséncia de grups
amino. La formacié de productes fluorescents s’origina a partir d’una
via menor i té una quimica molt complexa, pero és un métode molt
sensible. De totes maneres, no hauria de ser utilitzat sense la
caracteritzacio detallada que confirmi que els productes fluorescents s6n
productes finals de la peroxidaci6 lipidica.

Test TBARS

Substancies que reaccionen amb 1’acid
tiobarbitdric

La mostra s’escalfa a un pH baix amb 1’acid tiobarbitiric i el cromofor
resultant es mesura per absorbancia a uns 532 nm o per fluorescéncia a
553 nm. El cromodfor pot ser extret amb n-butanol.

HPLC/técniques d’anticossos

Aldehids citotoxics

Els hidroxialquenals (ex., 4-hidroxinonenal pels acids grassos de la
serie n-6 o el 4-hidroxihexenal per a la série n-3) sén productes de Ia
peroxidacié lipidica que ja sbn citotoxics a una concentracié de
nanomols. Poden ser mesurats mitjangant HPLC. S’han desenvolupat
diverses técniques que utilitzen anticossos per a detectar proteines
modificades pels productes de la peroxidaci6 lipidica, és a dir,
proteines modificades per la reaccié amb aldehids insaturats.

Conjugacié de diens

Estructures amb diens conjugats

L’oxidaci6 dels acids grassos insaturats va acompanyada per un
augment en la absorbancia ultraviolada a 230-235 nm. Util per a lipids
complets. Requereix una série de precaucions i de controls per a
utilitzar-lo en mostres biologiques. S’augmenta 1’especificitat i la
sensibilitat treballant amb la segona derivada de 1’espectre.

(Extreta de Gutteridge JMC et al. TIBS 1990; 15: 129-135).
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9: 515-540). ’
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Un altre aspecte important d’aquesta técnica és que existeixen una série de factors
que influeixen en la resposta de les TBARS:

- Metalls de transici6 presents en la mostra

- temps i temperatura de la reacci6

- pH i acid utilitzat per a la reaccié (Janero DR, 1990).

De totes maneres, no solament el métode TBARS és criticable, sind que totes les
altres técniques de qué es disposa en ’actualitat per a avaluar les conseqiiencies de
les reaccions per radicals lliures, tenen també objeccions teoriques (Halliwell B et
al, 1987). La rad és que cap d’elles compleix totalment els criteris de bona practica
analitica, és a dir, sensibilitat, selectivitat, validesa, reproductibilitat, independéncia

de la matriu de la mostra i practicabilitat (Esterbauer H ef al, 1989b).

1.5.7.- Caracteristiques fisico-quimiques de les lipoproteines oxidades

En aquest apartat detallarem les caracteristiques de les lipoproteines oxidades per tal
de facilitar la comprensié del seu comportament metabolic que difereix del que hem
descrit per a les lipoproteines normals. Aix0 ens permetra atansar-nos als conceptes

actuals de la relaci6 entre les lipoproteines oxidades i I’arteriosclerosi.

Cal tenir en compte que es disposa de molta més informacié de les LDL oxidades
que de les HDL, encara que recentment les HDL han estat unes particules atractives
com a objecte d’estudi. Seguidament senyalarem alguns dels coneixements actuals

sobre cadascuna d’aquestes lipoproteines oxidades.

1.5.7.1.- LDL oxidades
Les LDL son sensibles a la peroxidaci lipidica a causa, possiblement, del seu alt
contingut en acids grassos poliinsaturats, que representa al voltant de 35 a 45% del

total d’acids grassos (Esterbauer H et al, 1987).

Aquesta oxidacid es pot realitzar in vitro, intentant reproduir els fendmens que es

produeixen in vivo. Entre les cél.lules emprades per a la modificaci6 de les LDL hi



Oxidacié lipoproteica 73

ha les cél.lules implicades en la placa d’ateroma com les cél.lules endotelials,
cel.lules musculars 1lises, mondcits, macrofags, ... (Parthasarathy S et al, 1986b).
Aquesta modificacié és, a més a més, presumiblement analoga a la modificacié
peroxidativa que es realitza, per exemple, amb el Cu** en abséncia de cél.lules

(Steinberg D et al, 1989).

La Taula 9 resumeix les propietats fisiques i quimiques de les LDL oxidades. D’altra
part, els canvis que es produeixen en les LDL com a conseqiiéncia de la seva

modificacié oxidativa s’esquematitzen en la Figura 13.



Taula 9.- Propietats quimiques i fisiques de les LDL oxidades, comparades

amb les natives

Pérdua completa d’antioxidants.

Pérdua més o menys completa dels acids grassos poliinsaturats.

Pérdua de la fosfatidilcolina i del colesterol esterificat.

Augment del contingut de lisofosfatidilcolina i dels oxiesterols.

Augment del contingut dels hidroxi- i dels hidroperoxi- dels acids grassos
poliinsaturats.

Augment del contingut de diens conjugats.

Augment del contingut de malondialdehid, hexanal, 4-hidroxinonenal i altres
aldehids.

Forta fluorescéncia a 430 nm amb excitacié a 360 nm.

Pérdua parcial dels grups amino lliures en 1’apolipoproteina B.
Fragmentacié de 1’apolipoproteina B en peptids més petits.

Reconeixement per anticossos especifics dels epitops de malondialdehid i 4-
hidroxinonenal sobre 1’apolipoproteina B.

Augment de la mobilitat electroforética i augment de la densitat (1.060-
1.080).

Augment de la tendéncia a I’agregacio.

Augment de la variabilitat de la seva grandaria.
. Reordenacié conformacional de 1’estructura de 1’apolipoproteina B i de la

monocapa de fosfolipids.

(Extreta d’Esterbauer H et al. Free Radic Biol Med 1992; 13: 341-390).
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cel.lulars. (Extreta de Lyons TJ. Diab Med 1991; 8: 411-419).
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1.5.7.2.- HDL oxidades

S’ha trobat que les HDL poden ser oxidades i que els productes de 1’oxidacié sén
semblants als obtinguts per a les LDL sota les mateixes condicions oxidatives. Els
canvis que es produeixen en les HDL degut a aquesta modificaci es relacionen en

la Taula 10.

Les Taules 11, 12 i 13 segiients detallen la composici en acids grassos de les HDL

oxidades a partir de resultats obtinguts en el nostre laboratori.



Taula 10.- Canvis que es produeixen en les HDL degut a la seva oxidaci6

L’oxidacié de 12 h i 24 h en una solucié de Cu®* provoca una pérdua de
’apolipoproteina A-I d’un 16 i d’'un 45%, respectivament en relaci a les

natives (La Ville AE et al, 1994).

L’augment de l’agressivitat de I’oxidacié implica la desaparicié de les

apolipoproteines presents en les HDL encara que quantitativament menys
importants, com 1’apolipoproteines A-II, A-IV i E (La Ville AE er al, 1994).
La modificacid oxidativa provoca un increment de la carrega negativa (Nagano

Y et al, 1991; La Ville AE et al, 1994).

L’oxidaci6 de les HDL comporta una reducci6é del contingut en fosfolipids,

en colesterol esterificat i un augment del quocient colesterol 1liure/fosfolipids

(La Ville AE er al, 1994; Morel DW, 1994).

La modificacié oxidativa provoca una disminucié en el contingut en acids

grassos poliinsaturats, un increment de la proporcié d’acids grassos saturats

de cadena curta i el manteniment del percentatge d’acids grassos

monoinsaturats presents en els triglicérids, colesterol esterificat i fosfolipids

(La Ville AE et al, 1994).

L’ oxidaci suposa un augment de la densitat de les HDL a causa d’una relacié

alterada entre les quantitats totals de lipid i de proteina (Bradamante S et al,

1992).

La modificacié oxidativa comporta un augment del contingut de la

lisofosfatidilcolina, producte toxic per a la cél.lula (Bradamante S e al,

1992).

L’oxidaci6 de les HDL implica la disminuci6 de la fluidesa i I’augment de
I’ordre de les cadenes dels acids grassos dels fosfolipids. Aquesta disminucid
de la fluidesa de ’estructura de les HDL és, en part, deguda als enllacos entre
els subproductes de 1’oxidacié lipidica i les proteines i els lipids existents

(Eichenberger K ef al, 1982),

L’oxidaci6 de les HDL indueix fenomens d’agregaci6 entre elles (Bradamante

S et al, 1992).

L’ oxidacié provoca canvis de la conformacié en I’espai de les apolipoproteines

(Shoukry MI et al, 1994).

L’oxidaci6 indueix un augment de la grandana de les HDL (Shoukry MI er

al, 1994).

L’oxidaci6 modula D’estabilitat de [’associacié entre els lipids i les

apolipoproteines (Shoukry MI et al, 1994).

(Extreta d’Eichenberger K et al. FEBS Lett 1982; 142: 59-62; Nagano Y et al. Proc Natl Acad Sci
USA 1991, 88: 6457-6461; Bradamante S et al. Free Radic Biol Med 1992; 12: 193-203; La Ville AE
et al. Atherosclerosis 1994, 105: 179-189; Morel DW. Biochem Biophys Res Commun 1994; 200: 408-

416; Shoukry MI et al. Biochim Biophys Acta 1994; 1210: 355-360).



Taula 11.- Comparacié entre la composici6 en acids grassos de les HDL natives i oxidades 12 i 24 h en la fracci6 del colesterol esterificat

Acids grassos

C14:0
C16:0
Cl6:1
C18:0
C18:1,n-9
C18:2,n-6
C18:3,n-6
C18:3,n-3
C20:0
C20:1,n-9
C20:2,n-6
C20:3,n-6
C20:4,n-6
C20:5,n-3
C22:0
C22:5,n-3
C22:6,n-3
C24:0
C24:1,n-9
I AGS

Xz AGPI
L AGMI

HDL natives HDL oxidades 12 h  HDL oxidades 24 h Canvi en relacié a les natives
HDL oxidades 12 h / HDL oxidades 24 h

0.96 + 0.10 1.39 + 0.16 1.91 + 0.47 +44.8 %/ + 99.0 %
10.62 + 0.40 12.49 + 0.67 16.68 + 1.66 +17.6 %/ + 571 %
1.97 + 0.62 . 2.52 + 0.64 2.03 + 0.62 +279%/+ 30%
1.99 + 0.48 3.58 + 0.98 9.12 + 2.54 + 799 %/ + 3583 %
20.15 + 1.98 21.59 + 1.96 21.15 + 2.61 + 71%/+ 50%
56.24 + 4.13 50.78 + 4341 4+ 2.32 97 % /- 22.8%
0.81 + 0.21 1.08 + 0.15 0.79 £+ 0.29 +333%/- 2.5%
0.32 + 0.04 0.30 + 0.08 0.07 + 0.03 62% /- 78.1 %
0.50 + 0.13 0.40 + 0.10 0.19 + 0.08 -200% /- 620 %
5.53 + 1.35 4.49 + 1.38 3.26 + 0.82 -188% /- 41.0 %
0.39 + 0.10 0.36 + 0.10 0.25 + 0.10 -77%/- 359%
0.63 + 0.27 0.83 + 0.25 1.04 + 0.43 +317%/+ 651 %
13.55 + 0.67 17.73 + 1.63 27.81 + 4.60 +30.8%/+ 1052 %
64.42 + 2.86 58.24 + 2.61 49.01 + 2.33" 96 % /- 239%
22.12 + 2.58 24.11 + 2.60 23.18 + 3.24 + 90%/+ 48 %

AGS: acids grassos saturats; AGPI: acids mwn,aa poliinsaturats; AGMI: acids grassos monoinsaturats. (Extreta de resultats del nostre laboratori).
resultats s’expressen com mitjana + ES.

:p <0.05 en referéncia a les HDL natives.

Els
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Taula 13.- Comparacié entre la composicié en acids grassos de les HDL natives i oxidades 12 i 24 h en la fraccié dels triglicérids

Acids grassos

C14:0
C16:0
C16:1
C18:0
C18:1,n-9
C18:2,n-6
C18:3,n-6
C18:3,n-3
C20:0
C20:1,n-9
C20:2,n-6
C20:3,n-6
C20:4,n-6
C20:5,n-3
C22:0
C22:5,n-3
C22:6,n-3
C24:0
C24:1,n-9
I AGS

X AGPI
X AGMI

HDL natives HDL oxidades 12 h HDL oxidades 24 h Canvi en relacié a les natives
HDL oxidades 12 h / HDL oxidades 24 h
2.09 + 0.15 2.97 + 0.30 3.28 + 0.27° + 421 %/ + 569 %
26.46 + 0.57 27.02 4+ 0.22 31.70 + 2.65" + 21%/+ 198 %
2.02 + 0.52 2.12 + 0.44 1.69 + 0.57 + 50%/- 163 %
10.04 + 1.46 12.27 + 1.72° 19.36 + 7.94" + 22%/+ 92.8%
37.68 + 2.50 3424 4+ 2.72 29.86 + 7.61 - 91%/- 208%
19.02 + 1.55 19.62 + 1.44 14.11 + 3.67 + 31%/- 258%
0.44 + 0.13 0.23 4+ 0.10 -— - 477 % /-100.0 %
0.27 + 0.12 0.15 + 0.06 — - 44.4 % /- 100.0 %
0.33 + 0.14 — - - 100.0 %
1.13 4+ 0.16 0.67 + 0.42 - -40.7 % /-100.0 %
0.52 + 0.14 0.71 + 0.41 -— + 36.5 % /-100.0 %
38.59 + 1.52 42.26 + 1.66" 54.34 + 10.83" + 95%/+ 408 %
21.38 + 1.67 21.38 + 1.47 14.11 + 3.67 — /-340%
40.03 + 2.91 36.36 + 3.00 31.55 + 8.10 - 92% /- 212 %

AGS: acids grassos saturats; AGPI: acids grassos poliinsaturats; AGMI: acids grassos monoinsaturats.

resultats s’expressen com mitjana + ES. * :p <0.05 en referéncia a les HDL natives.

(Extreta de resultats del nostre laboratori).

Els
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1.5.8.- Susceptibilitat a I’oxidacio

Podriem definir la susceptibilitat o predisposicié a 1’oxidacié com la tendéncia que
tenen les lipoproteines a esdevenir oxidades in vitro en unes condicions fixades.
Aquesta susceptibilitat va lligada a diversos factors estructurals i quimics de les
lipoproteines, com ara la grandaria en relacié a la densitat de la particula, el
colesterol lliure de les particules, la composici6 en acids grassos, el contingut en acid
sidlic o les diferéncies individuals en la capacitat per a protegir-se contra els radicals

lliures de I’oxigen (Esterbauer H et al, 1993).

En concret, diversos estudis mostren clarament que els antioxidants (vitamina E
(Esterbauer H ef al, 1990; Jessup W et al, 1990) o els flavonoides (Whalley CV de
et al, 1990)) poden tenir un paper considerable perque disminueixen la susceptibilitat
i, per tant, augmenten la resisténcia de les LDL a I’oxidaci6 (Steinbrecher UP et al,
1990). Aixi és logic, doncs, el fet que el contingut d’un sol d’ells, como ara I’c-
tocoferol, no correlacioni de manera completa amb la susceptibilitat a 1’oxidacié de

la lipoproteina (Babiy AV et al, 1990).

Aixi mateix, s’ha vist que un increment d’acids grassos més resistents a 1’agressio
oxidativa, com ara els monoinsaturats i, en concret, 1’acid oleic (Parthasarathy S et

al, 1990b), comporten una disminucié de la predisposici6 a 1’oxidacio.

1.5.8.1.- Determinacié de la susceptibilitat a I’oxidacié

En la susceptibilitat a 1’oxidacié podem valorar les diverses fases i parametres del
procés de peroxidacio lipidica. Les variacions en el temps de durada d’aquestes fases
i en la quantitat dels productes generats en el procés de peroxidaci6 es consideren

un reflex de la susceptibilitat a 1’oxidacié de la mostra.
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Han estat descrits, basicament, dos meétodes per a avaluar la susceptibilitat a

I’oxidacid de les lipoproteines:

1.-

Mesura dels diens conjugats que es produeixen quan s’addiciona una
solucié de Cu®* a la mostra durant una série d’hores (Parthasarathy S,
1991; Esterbauer H et al, 1993);

Mesura de les TBARS quan es sotmet la mostra a diverses situacions
prooxidants, al llarg d’un periode fixat, com ara una soluci6 de Cu?* o
una incubacié amb cél.lules endotelials o cel.lules musculars 1lises soles
o amb un metall com el coure o el ferro. De totes maneres, en aquesta
mesura s’hauria de parlar més aviat d’oxidaci6 a la qual ha arribat una
mdstra en unes condicions fixades de temps i de concentracié d’oxidant

(Esterbauer H et al, 1993).

A continuacié explicarem amb detall els dos metodes:

I.-

Mesura dels diens conjugats produits in vitro: El primer parametre que
s’avalua és 1’anomenada fase de retard, coneguda com lag phase, que
correspon basicament a la iniciaci6 de la peroxidaci6 lipidica. La durada
d’aquesta fase de retard depén de la presencia i efectivitat dels antioxidants
endogens i exogens. Després d’aquesta fase inicial i quan els antioxidants
ja s’han destruit completament, la particula queda sotmesa a les reaccions
en cadena autocatalitiques de la peroxidacio lipidica, és a dir, a la fase de
propagacid. En aquest punt, la peroxidacio lipidica s’accelera rapidament
d’una forma exponencial fins a un valor maxim que s’anomena velocitat
maxima d’oxidacié (maximal rate of oxidation). Es defineix també la
quantitat maxima de diens formats (maximal amount of diens formed) i el
temps que es necessita per arribar a la produccid maxima de diens
(Esterbauer H et al, 1987; Jessup W et al, 1990; Cominacini L et al,
1991; Esterbauer H er al, 1992; Kleinveld HA et al, 1992; Esterbauer H
et al, 1993).
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En resum, I’allargament de la fase de retard s’assimila a un augment de
la resisténcia a 1’oxidacié. El conjunt de tots els parametres esmentats ens
permeten avaluar la susceptibilitat a I’oxidacié d’una determinada mostra.
2.- Mesura de les TBARS produides in vitro: Després de I’aplicacié d’un
oxidant in vitro, es pot realitzar una mesura global de la capacitat de la
lipoproteina per a resistir a 1’oxidacié in vitro en unes condicions fixades

de concentracié d’oxidant, temps i temperatura.

Sota aquestes condicions s’ha estudiat, sobretot, la resisténcia a 1’oxidaci6 de les
LDL. Més recentment, perd, s’han avaluat els canvis que sofreixen les HDL sota les
mateixes condicions a que es sotmetien les LDL (Nagano Y et al, 1991; La Ville AE
et al, 1994; Morel DW, 1994).

1.5.8.2.- Interés de la susceptibilitat a I’oxidacio

Un dels atractius de les variacions de la susceptibilitat a 1’oxidacié és que les
lipoproteines que sén més resistents son, també, logicament, menys oxidables. Si
tenim en compte el paper fonamental que juguen les lipoproteines oxidades en la
formacid i progressio de la placa d’ateroma, aixo ens condueix a la hipotesi que un
augment en la resisténcia de les LDL i de les HDL a I’oxidacid pot significar que
menys particules puguin ser modificades localment en la paret arterial al llarg del seu
temps de resideéncia en aquest punt, factor clau en el desenvolupament de les plaques
d’ateroma (Esterbauer H et al, 1992). A més, molt recentment, s’ha trobat que les
cél.lules de la paret arterial, incloent els macrofags, son capaces d’oxidar les
lipoproteines encara que precisen de la unié de les LDL amb el seu receptor (Aviram

M et al, 1994).

De totes maneres, encara no s’han realitzat estudis clinics per tal d’avaluar les
diferéncies en la susceptibilitat de les LDL o de les HDL a I’oxidacié com un factor

de risc per a I’arteriosclerosi.
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1.6.- Relacid entre oxidacié lipoproteica i patogenia de I’arteriosclerosi

Seguidament detallarem una série de fets que fan referéncia a les lipoproteines

oxidades 1 que donen les bases de la teoria de I’aterogenesi.

Diversos estudis indiquen que la modificacié de les lipoproteines, en particular
’oxidacié, incrementa el seu poder aterogénic. D’una part, les LDL oxidades
indueixen la formacié de la cél.lula escumosa i la progressi0 de les lesions
arteriosclerotiques. Les plaques ateromatoses contenen particules lipoproteiques que
tenen les propietats bioquimiques de les LDL oxidades. De la mateixa manera, s’han
detectat quantitats més importants de LDL oxidada en el plasma de pacients
hipercolesterolémics en relacié als nivells que existeixen en pacients normolipidémics
(Masana et al, 1991b).

D’altra part, les HDL eliminen el colesterol de les cel.lules perifériques incloent les
cel.lules escumoses (Brown MS et al, 1979). Recentment, s’ha observat en les HDL
oxidades una reduccié de la capacitat per a eliminar el colesterol de Ies cél.lules, la
qual cosa podria contribuir al desenvolupainent de I’arteriosclerosi. Aixi, les HDL
oxidades tindrien un comportament similar a les LDL oxidades i facilitarien la

formacid de la cél.lula escumosa.

Tot seguit detallarem els trets principals en referéncia al comportament de cadascuna

d’aquestes lipoproteines.

1.6.1.- LDL oxidades

Cal subratllar que, com a conseqiiéncia de la modificacié oxidativa, les LDL s6n
reconegudes més dificilment pel receptor de les apolipoproteines B-100 i E. Per un
altre costat, aquestes LDL oxidades sén internalitzades basicament per un receptor
especific denominat receptor scavenger, que anomenarem a partir d’ara receptor
depurador, és a dir, aquell que depura del plasma les lipoproteines modificades.

Aquesta via d’eliminacié addicional va ser proposada inicialment per Goldstein
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(Goldstein JL er al, 1979). Uns anys després, va ser clonat i seqiienciat el receptor
depurador present en els macrofags (Kodama T ef al, 1990; Rohrer L ez al, 1990).
Aquest receptor precisa que el seu lligand tingui un acimul de carregues negatives
muiltiples sobre regions especifiques de les molécules (Haberland ME ez al, 1985)
i una serie de canvis conformacionals en la proteina. Aquestes tltimes
caracteristiques, presents en les lipoproteines oxidades, fan possible el seu
reconeixement pel receptor depurador. En I’actualitat, pero, sembla que més d’un
receptor es troba implicat en la captaci6 especifica de les LDL modificades per
oxidacié (Arai H er al, 1989; Sparrow CP et al, 1989). Potser el paper d’aquests
receptors és recongixer i assistir en la degradaci6 de proteines aberrants o danyades,
reconeixent diferents epitops presents en la poblacié de particules de LDL oxidades

(Sparrow CP et al, 1989).

Un altre aspecte interessant ha estat 1’estudi dels fendmens desencadenats a partir de
la relacié entre les lipoproteines oxidades i les cél.lules implicades en la formacid
de la placa d’ateroma. Inicialment es van realitzar treballs amb lipoproteines que
tenien oxidacions molt drastiques encara que, actualment, s’estan analitzant
oxidacions molt més lleus a fi d’atansar-nos cada vegada més a la situacié fisiologica
en I’home. Aixi, s’han realitzat oxidacions minimes (Berliner JA et al, 1990;
Parhami F er al, 1993; Kim JA et al, 1994) o moderades de les LDL a través de les
quals només s’oxiden els lipids, mentre que la proteina es manté integra. Per tant,
encara que les LDL presenten una peroxidacié dels acids grassos, son reconegudes
pel receptor LDL de la cel.lula. A més a més, aquestes LDL moderadament
oxidades estimulen les c¢l.lules endotelials, la qual cosa desencadena la sintesi de
diversos factors que poden intervenir en el procés aterogenic, com ara: la proteina-1
quimiotactica dels monocits que pot atraure els mondcits vers la paret arterial; una
particula que afavoreix la fixaci6 dels mondcits a l’endoteli; i, els factors
estimuladors de les colonies, tots ells factors que intervenen en la diferenciacié dels

mondcits en macrofags (Hunninghake DB, 1994) (Figura 14).
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Figura 14.- La figura mostra que les LDL que tenen els acids grassos peroxidats
sén encara reconegudes pels receptors cel.lulars. Aquestes LDL mitjanament
oxidades estimulen les cél.lules endotelials, la qual cosa comporta la sintesi de
diversos factors aterogénics com ara: la MCP-1 (proteina-1 quimiotactica de
monocits) que pot atraure els monocits cap a la paret arterial; una molécula que
afavoreix la fixacio dels mondcits a Uendoteli, els factors estimuladors de colonia
que intervenen en la diferenciacié dels monocits en macrofags. (Extreta de
Hunninghake DB. Med Clin North Am 1994; 78: 1-67).
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Si s’augmenta el nivell de 1'oxidacié, s’obtenen unes LDL oxidades que no
sén reconegudes pel receptor cel.lular de les LDL. Aquestes LDL oxidades
indueixen la trombosi per 1’expressié d’un factor tissular i d’un factor inhibidor de
I’activador del plasminogen (PAI-1) sobre les cel.lules endotelials, exerceixen una
citotoxicitat directa sobre les cel.lules endotelials i indueixen la formaci6 de cél.lules
escumoses a partir dels macrofags i cel.lules musculars llises. Les LDL oxidades
estimulen la producci6 de factors pro-aterogenics sobre aquests dos tipus de cél.lules

(citocines i factors de creixement) (Hunninghake DB, 1994) (Figura 15).

La Taula 14 relaciona alguns dels coneixements que s’han descrit i que donen les

bases de la teoria de I’aterogénesi en relaci6 a 1’oxidacié de les lipoproteines.
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Figura 15.- Aquest esquema ens indica que les- LDL més oxidades no son
reconegudes pel seu receptor cel.lular i tenen efectes pro-aterogeénics: a)
aquestes LDL indueixen la trombosi mitjancant [’expressié d’un factor tissular
i d’un factor inhibidor de !’activador del plasminogen (PAI-1) sobre les cél.lules
endotelials; b) aquestes LDL tenen una citotoxicitat directa sobre les cél.lules
endotelials; ¢) les LDL indueixen la formacié de cél.lules escumoses a partir dels
macrofags i de les cél.lules musculars llises; d) les LDL oxidades estimulen
també la produccié de factors pro-aterogénics sobre aquests dos tipus de
cél.lules (citocines i factor de creixement). (Extreta de Hunninghake DB. Med
Clin North Am 1994, 78: 1-67).




Taula 14.- Algunes de les observacions que donen les bases de la teoria de

I’aterogenesi

1910 Windaus A va localitzar colesterol a les plaques aterosclerotiques.

1952  Glavind J et al van trobar lipids oxidats en les plaques.

1954 Gofman JW er al van detectar alts nivells de LDL a ’aterosclerosi accelerada.

1961 Geer JC et al van observar que les cel.lules carregades de lipids de les plaques
aterosclerotiques sén principalment cel.lules del miscul llis i macrofags.

1971 Cookson FB va observar que les plaques aterosclerotiques contenen cél.lules
escumoses.

1973 Bailey JM va indicar que la LDL és el subministrador principal de colesterol a la
cel.]lula.

1973 Harland WA e al van assenyalar que els lipids oxidats a les plaques
aterosclerotiques no sén produits per 1’oxidaci6 enzimatica.

1975 Adams CWM ez al van observar que algunes cel.lules escumoses eren macrofags
derivats de mondcits.

1977 Goldstein JL et al van localitzar apolipoproteina B de les LDL a les plaques
aterosclerotiques.

1977 Goldstein JL et al van indicar que la captacié de les LDL normals pels fibroblasts
humans és regulada per un receptor.

1979 Goldstein JL et al van trobar que la captacié de les LDL acetilades i
malondialdehitzades pels macrdfags i altres cel.lules a través de la via del receptor
scavenger déna una deposicié massiva de colesterol.

1980 Fogelman AM et al van assenyalar els peroxids lipidics com a possible causa de la
deposicié de colesterol. Per tal de tenir lloc aquesta deposicio, la LDL captada pels
macrofags ha d’estar modificada préviament amb malondialdehid.

1981 Henriksen T et al van observar que les cél.lules endotelials modifiquen les LDL
(LDL modificada) d’una forma reconeguda pel receptor de les LDL acetilades sobre
els macrofags. v

1983 Brown MS et al van detectar que la modificacié de la lisina de 1’apolipoproteina B
permet el lligam amb el receptor de la LDL acetilada.

1983 Morel DW et al van apuntar que els macrofags i els neutrdfils oxiden les LDL per
un mecanisme de radicals [liures.

1983 Morel DW et al van constatar que les LDL oxidades pels radicals lliures sén
toxiques per als fibroblasts de pell humana.

1984 Nishigaki I et al van detectar que els hidroperoxids afecten la captacié de les LDL
per les cél.lules del muiscul llis.

1984 Heinecke JW ef al van comprovar que les cel.lules del miiscul llis produeixen LDL
modificada en preséncia de metalls.

1984 Morel DW et al van indicar que les cél.lules del muscul llis i les cel.lules endotelials
produeixen LDL modificada a través de 1’oxidacié dels lipids mitjancant radicals
Iliures.

1984  Steinbrecher UP et al van plantejar que la modificacié de les LDL per cél.lules
endotelials implica la peroxidaci6 lipidica. :

1985 Cathcart MK et al van constatar que els mondcits i neutrdfils activats produeixen
LDL oxidada.

1985 Parthasarathy S et al van comprovar que la fosfolipasa A, i els radicals Iliures
produits a partir de les cél.lules endotelials modifiquen la LDL.

1986 Heinecke JW et al van indicar que el radical lliure superoxid format a partir de les

cél.lules del muscul llis déna LDL modificada.
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Parthasarathy S et al van observar que les LDL oxidades pels macrofags sén
reconegudes pels seus receptors scavenger.

Hinsbergh VWM van et al van detectar que la modificaci6é de les LDL per part de
les cel.lules endotelials requereix cél.lules viables; també van determinar que no hi
estan pas implicats 1’H,0, o el radical superoxid.

Gey KF et al van trobar una relaci6 inversa entre els antioxidants del plasma i les
malalties cardio-vasculars.

Esterbauer H et al van comprovar que 1’oxidacié de les LDL altera la composicié
de la particula i es perden els antioxidants.

Parthasarathy S va assenyalar que els radicals lliures provinents dels tiols produeixen
LDL oxidada.

Avogaro P et al van localitzar LDL modificada en el plasma huma.

Sparrow CP et al van indicar que la lipooxigenasa amb fosfolipasa A, produeix LDL
modificada.

Steinbrecher UP va constatar que es produeix LDL oxidada pel radical superdxid a
partir de cél.lules endotelials i cél.lules del muscul Ilis.

Boyd HC et al van assenyalar que els anticossos monoclonals mostren LDL oxidada
en les lesions d’aorta de conill.

Arai H et al, Sparrow CP et al van mostrar que hi ha diferéncies en la captaci6 de
la LDL acetilada i de la LDL oxidada per part dels macrofags.

Parthasarathy S et al van implicar la lipooxigenasa de les cél.lules endotelials en la
formacié de LDL oxidades.

Steinbrecher UP er al van comprovar que la peroxidacié lipidica provoca
derivatitzaci6 de I’apolipoproteina B.

Harats D et al van indicar que ¢l consum de tabac converteix les LDL en particules
susceptibles a 1’oxidacio.

Cathcart MK et al van constatar que es produeixen LDL oxidades citotdxiques pel
radical superoxid a partir de mondcits activats.

Hoff HF et al van comprovar que les LDL modificades per 1’hidroxinonenal sén
fagocitades pels macrofags.

Esterbauer H er a/ van detectar que les LDL estan protegides pels antioxidants
lipofilics.

Bedwell S et al van assenyalar que les LDL oxidades produides pel radical hidroxil
i perhidroxil, i no pel radical superoxid, no sén reconegudes pel receptor depurador
dels macrofags.

Palinski W et al van mostrar que els anticossos monoclonals contra les LDL
oxidades o LDL modificades per hidroxinonenal reconeixen material en les plaques
aterosclerotiques.

Stringer MD et al, Domagala B ef al van mostrar que els nivells de peroxids lipidics
en el plasma sén més elevats en les malalties cardio-vasculars i en les malalties
arterials periferiques.

Palinski W et al, Rosenfeld ME ef al van tenyir lesions amb diversos anticossos
enfront d’epitops caracteristics de LDL oxidades.

Jirgens G er al van indicar que l’anticOs enfront de la LDL modificada per
hidroxinonenal reconeix VLDL, Lp(a) i LDL oxidades per coure.

Kalyanaraman B et al van trobar radicals lipidics al llarg de 1’oxidacié amb coure
de les LDL.

Yli-Herttuala S et al van localitzar a les plaques aterosclerdtiques la 15-
lipooxigenasa i també la LDL oxidada.

Berliner JA et al van trobar que les LDL oxidades de manera minima estimulen la
interaccié endotelial dels leucdcits.

Rohrer L et al i Kodama er al van clonar i seqiienciar el receptor scavenger dels
macrofags.
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1991

1992

Berkel TJIC van et al van mostrar que les cél.lules Kupfer tenen un receptor per a
les LDL oxidades.

Salonen JT er al van indicar que els titols d’autoanticossos enfront de la LDL
oxidada correlacionen amb la progressié de I’aterosclerosi de cardtida.

(Extreta d’Esterbauer H et al. Free Radic Biol Med 1992, 13: 341-390).

Seguidament la Taula 15 resumeix alguns dels trets més importants de la modificacié

oxidativa, en graus diversos, de les LDL:

Taula 15.- Algunes de les caracteristiques biologiques més rellevants de la LDL

oxidada

Es captada i degradada en quantitat més gran pels macrofags.

Es citotoxica per a la major part de les c&l.lules.

Es quimiotactica per als monocits i per a les c&l.lules del muscul 1lis.

Presenta una inhibici6 en fragments aillats de miscul llis de la relaxacié induida per
I’acetilcolina, 1’0xid nitric i la nitroglicerina.

Augmenta I’activitat del factor tissular d’un cultiu de cél.lules endotelials i suprimeix
Iactivitat de la proteina C (que augmenta la tromboresisténcia).

Suprimeix la produccié de I’ARNm del factor de creixement derivat de les plaquetes
i la secreci6 d’aquest mateix factor pels macrofags-monocits.

Augmenta el contingut de glutatié en els macrdfags fins a un valor quasi el doble,
amb el mateix efecte que té el 4-hidroxinonenal.

La seva administracié sistematica en hamsters porta a una immediata adhesié de
leucocits a I’endoteli capil.lar.

La seva modificacié minima comporta, a 1’addicionar-la a un cultiu de cel.lules
endotelials, un estimul de la produccié d’una série de factors bioldgicament actius,
tals com: els factors quimiotactics de monocits (MCP-1), els factors de creixement
dels mondcits (M-CSF) i dels granuldcits (G-CSF), els factors tissulars essencials per
a la coagulacié i també les molecules de lligam dels mondcits (anomenades
molécules d’adhesié dels leucocits endotelials (ELAM))

La seva modificacié minima comporta, quan s’injecta a un ratoli, un augment en els
teixits i en el sérum dels nivells de MCP-1 i del CSF.

La modificacié minima de la LDL inhibeix la mitogénesi en SMC i estimula (a baixa
concentracid) o inhibeix la sintesi de PGI, en SMC.

(Extreta d’ESTERBAUER H et al. Free Radic Biol Med 1992; 13: 341-390).
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1.6.2.- HDL oxidades
Encara que son menys conegudes les reaccions metaboliques desencadenades per la
preséncia de HDL oxidades, detallarem les propietats biologiques d’aquestes a la

Taula 16.

Taula 16.- Algunes de les caracteristiques biologiques més rellevants de la HDL

oxidada

Les HDL oxidades tenen una menor capacitat d’efusi6 de colesterol de les
cel.lules, la qual cosa s’associa a un increment de colesterol esterificat dins
d’aquestes cel.lules. Aixo ja s’observa amb HDL moderadament oxidades que
només tenen modificats els lipids. v

Les HDL oxidades son reconegudes pel receptor depurador dels macrofags,
la qual cosa s’associa a un increment del colesterol intracel.lular.

Les HDL oxidades inhibeixen la sintesi de colesterol en fibroblasts.

Les HDL oxidades promouen 1’agregacidé de les plaquetes.

(Extreta de Ardlie NG et al. Atherosclerosis 1989; 76: 117-124; Nagano Y et al. Proc Natl Acad Sci
USA 1991; 88: 6457-6461; La Ville AE et al. Atherosclerosis 1994; 105: 179-189 i Morel DW.
Biochem Biophys Res Commun 1994, 200: 408-416).
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1.7.- Dieta i aterogenesi

El paper dels acids grassos de la dieta en el desenvolupament de 1’arteriosclerosi ha
estat suggerit des d’inicis de segle. Es necessari, pero, seguir realitzant estudis amb
I’objectiu d’avangar en el coneixement de la nutricié i de la seva relacié amb la
patologia cardio-vascular. L’objectiu final és, aixi, l’orientacié dels consells
nutricionals en el sentit de disminuir la morbiditat i la mortalitat cardio-vascular

(Davey-Smith G et al, 1992).

Fins a I’actualitat, diferents tipus d’estudis han posat en evidéncia una relacid estreta
entre la incidéncia de les manifestacions cliniques de 1’arteriosclerosi i els habits
alimentaris de les poblacions. Aixi ho confirmen les dades provinents d’estudis
epidemiologics, experimentals i d’intervencid nutricional (Keys A, 1970; Shepherd

J et al, 1978; Cortese C et al, 1983; Ornish D et al, 1990; Watts G et al, 1992).

L’estudi epidemiologic més important és, sens dubte, I’anomenat Estudi dels set
paisos (Seven Countries Study) (Keys A, 1970). Aquesta investigacid va posar en
evidéncia un paral.lelisme estret entre la taxa de malalties cardio-vasculars i I’exces
d’acids grassos saturats de la dieta. En efecte, el consum d’aquest tipus d’acids
grassos per individus normals comportava la preséncia de concentracions elevades
de colesterol en el plasma. Recordem, a més a més, que existeix una correlacio
positiva entre les concentracions plasmatiques de colesterol i la taxa de malalties

coronaries.

Per altra part, els resultats de I’Estudi dels 7 paisos van permetre mostrar el paper
menys important d’altres components de la-dieta. Aixi, es va estudiar I’efecte de la
quantitat total de lipids sobre la modificaci6 de la concentracié plasmatica de
colesterol i la incidéncia de les malalties coronaries. Per exemple, Creta amb una
alimentacid rica en lipids (40% de les calories), sobretot en oli d’oliva, presentava

una taxa de malalties coronaries molt feble. Cal subratllar que, en aquest pais,
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I’esperanca de vida era i és relativament elevada (Keys A, 1970; Keys A et al, 1986)
(Taula 17).

A més, certs treballs van subratllar la petita incidéncia de les malalties cardio-
vasculars en les poblacions mediterranies. Es va suggerir, en aquest sentit, que el
consum important de greixos monoinsaturats aportats, essencialment, per 1’oli d’oliva

pot, almenys parcialment, explicar aquest fet (Keys A, 1970).

Cal subratllar que, en diversos paisos mediterranis, existeix una evolucié dels habits
alimentaris que es tradueix en un augment del consum de carns i de productes lactics
i una disminucié de la utilitzacié de ’oli d’oliva coincidint amb un canvi en 1’estil
de vida (Kafatos AG et al, 1980). En conseqiiéncia, ha estat observat un creixement
de les concentracions del colesterol plasmatic en aquests paisos, aixi com un augment
del nombre de pacients que pateixen malalties coronaries. Sembla, doncs, raonable
encoratjar els consumidors de les regions mediterranies perque mantinguin el seu

régim tradicional (Masana L et al, 1991a).

Per un altre costat, va ser constatada al Jap0 una taxa feble de malalties coronaries
lligada a una alimentacié amb una proporcid reduida de lipids i elevada en glicids
(Keys A, 1970). Una altra observacié coneguda es refereix a 1’aparicié, en una
poblacié d’emigrants japonesos, d’una modificaci6 de la incideéncia de les malalties
cardio-vasculars paral.lela a un canvi de pais i d’habits alimentaris. Aixi aquests
japonesos, després de 1I’emigracio, tenien un augment en la taxa de mortalitat cardio-
vascular. Sembla, doncs, que el canvi de 1’estil de vida i la modificaci6 dels habits
alimentaris siguin els factors que han comportat variacions de la mortalitat corondria

(Robertson TL et al, 1977).
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Un altre grup d’estudis que analitzen la influéncia del régim alimentari van ser
dirigits a realitzar la prevenci6é primaria de la malaltia corondria: individus normals
que formen part de la poblacié general (sense manifestacions cliniques de
I’aterosclerosi) van seguir diferents tipus de régim alimentari; per un altre costat,
altres projectes es van dirigir a la prevencié secundaria: pacients amb malalties

coronaries van seguir com a tractament una modificacié del seu régim alimentari.

El conjunt de resultats ha estat avaluat recentment mitjangant la meta-analisi. Aquesta
técnica permet avaluar, d’'una manera estadistica i d’'una forma critica, els resultats
de diversos estudis similars o suficientment proxims per tal d’explotar millor totes
les informacions (Davey-Smith G et al, 1992; Mensink RP ef al, 1992). L’avantatge
d’aquest tipus d’analisi és el d’eliminar les diferéncies significatives que poden
aparéixer en els treballs avaluats, degudes a ’atzar o a la utilitzaci6 de grups

d’individus petits.

Una meta-analisi (Davey-Smith G et al, 1992) molt interessant va ser feta a partir
de tres estudis de prevencid primaria, realitzats en poblacions comparables,
constituides per residents d’institucions mentals: Angeles Veterans Administration
(Dayton S et al, 1969), Finnish Mental Hospital Study (Miettinen M et al, 1972) i
Minnesota Coronary Survey (Frantz I et al, 1989). Els resultats van mostrar una
reduccié del nombre de morts deguts a les malalties coronaries. Malgrat les
caracteristiques particulars d’aquest tipus de poblacid, aquest estudi va mostrar que

el régim alimentari té efectes preventius positius.

Pel que fa als estudis de prevencié secundaria, es van utilitzar solament dos treballs
que investigaven aspectes clinics associats als tests angiografics i que van ser
realitzats utilitzant un ordre a I’atzar i controlat: el Lifestyle Heart Study (Ornish D
et al, 1990) i el St. Thomas’s Atherosclerosis Regression Study (STARS) (Watts G
et al, 1992). En aquests dos treballs, els individus van ser sotmesos a importants
reduccions dels greixos alimentaris: en el Lifestyle Heart Study (Ornish D et al,

1990) els greixos aportaven, aproximadament, un 10% del total caloric, és a dir, el
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regim era vegetaria; en el STARS (Watts G ez al, 1992) els greixos totals constituien
el 27% del total caloric. Els resultats d’aquests dos estudis van posar en evidéncia
un augment del didmetre de les arteries estenosades i, en conseqiiéncia, una regressié
de les lesions d’aterosclerosi. A més a més, l’estudi STARS va mostrar una

disminucié de les manifestacions cliniques de la malaltia coronaria.

Existeixen, per altra banda, treballs que avaluen la influéncia dels nutrients sobre el
metabolisme lipidic per tal de comprendre els mecanismes d’accid dels diferents
components del régim, en concret, dels acids grassos (Shepherd J et al, 1978,;
Cortese C et al, 1983; Baudet MF et al, 1984; Esteva O et al, 1986; Lewis B et al,
1986; Sola R et al, 1993). En resum, constatem que un régim alimentari ric en acids
grassos saturats produeix un augment del colesterol de les LDL plasmatiques amb
una reduccié de I’activitat del receptor de les LDL, la qual cosa comporta una
disminucié de la degradacié de les LDL (Cortese C ef al, 1983; Lewis B er al,
1986). Per altre costat, les VLDL, menys degradades pel receptor de les LDL,
poden transformar-se en LDL en una quantitat més gran (Kita T et al, 1982; Baudet

MF et al, 1984; Lewis B et al, 1986).

Per tal d’evitar I’augment de colesterol del plasma que significava el consum d’acids
grassos saturats, es va recomanar la seva substitucié per acids grassos poliinsaturats.
En la ingesta d’aquests acids grassos s’observava, en efecte, una reducci del
colesterol de les LDL degut a I’augment de 1’activitat del receptor de les LDL i, en
conseqiiéncia, una eliminacié més gran d’aquestes lipoproteines del plasma. De la
mateixa manera, s’eliminava del plasma una quantitat més gran de VLDL merces a
’activitat d’aquest receptor, la qual cosa conduia a una produccié menor de LDL
(Cortese C et al, 1983). Al mateix ‘temps, per0, els acids grassos poliinsaturats
tenien 1’inconvenient de reduir la produccié de l’apolipéprotel'na majoritaria de les
HDL, I’apolipoproteina A-I; s’indufa, aixi, una disminucié de les concentracions

plasmatiques del colesterol de les HDL (Shepherd J et al, 1978).
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Quant als régims rics en acids grassos monoinsaturats, es van trobar els mateixos
efectes sobre les LDL que en el cas dels acids grassos poliinsaturats; de totes
maneres, en altres casos no es va observar modificacié d’aquestes lipoproteines
(Lewis B et al, 1986; Mensink RP et al, 1992), encara que sempre mantenien o
augmentaven el colesterol‘de les HDL (Mattson FH et al, 1985; Jacotot B et al,
1988; Masana L et al, 1991a; Mata P et al, 1992).

Els acids grassos monoinsaturats, al mateix temps, produien les HDL, més eficaces
per tal de provocar la sortida de colesterol de les cel.lules i reduir el seu contingut

de colesterol (Sola R er al, 1993).

En paral.lel, diversos treballs van precisar els efectes d’altres components de la
dieta, com els glicids, les fibres alimentaries i els antioxidants (Vitamines A, E et
C..), en la prevencid de I’aterosclerosi (Berry EM et al, 1991; Riccardi G et al,
1991; Ulbrich T et al, 1991; Berry EM et al, 1992). Tots ells han permes, en
conseqiiencia, de modificar els consells donats anteriorment. La perspectiva actual
té en compte no solament la millora de les taxes lipidiques sind també els efectes

sobre la peroxidacio lipidica, sobre la insulino-resisténcia i la trombosi.

Una dada més que caldria no oblidar és que la longevitat tendeix a ser més alta i les
malalties coronaries menys freqiients en els paisos amb un consum elevat d’oleat

(Keys A et al, 1986).

En I’actualitat, la prudéncia aconsella reduir calories a partir dels greixos i els acids
grassos saturats, i augmentar el consum de fruites i vegetals rics en minerals,
vitamines i fibres (Dietary Guidelines, Prudent Diets (per a USA), Dietary Goals (de
I’OMS)). Menjar fruita i végetals verds sembla estar associat amb una reduccié del
risc d’'una mort prematura per malalties cerebrovasculars. De totes maneres,
independentment del mecanisme implicat, s’hauria de dir que el consum de fruita i
vegetals pot oferir una forma agradable i segura de medicina preventiva per aquest

tipus de malalties (Acheson RM er al, 1983).
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1.8.- Dieta, peroxidacié lipidica i arteriosclerosi

Un dels aspectes actuals de la influéncia de la dieta en 1’arteriosclerosi es fonamenta
en la seva relacié amb la peroxidaci6 lipidica de les lipoproteines. Aquesta hipotesi
es basa en el paper fonamental que juguen les lipoproteines oxidades en la patogénesi
de I’arteriosclerosi. Com ja hem explicat anteriorment, les lipoproteines oxidades sén
reconegudes pel receptor depurador dels macrdfags afavorint la seva transformacio
en cel.lules escumoses, element clau en la formacié de la placa d’ateroma (Steinberg

D et al, 1989; Ross R, 1993).

Entre els components de la dieta, ens trobem que alguns d’ells afavoririen I’oxidacid,
mentre que altres, els antioxidants, protegirien de 1’atac oxidatiu. A més a més, la
resisténcia a 1’oxidacié de les lipoproteines és un altre aspecte en qué podria
intervenir la dieta. Aixi, en una situaci6é d’oxidaci6 suficientment agressiva per part
dels radicals lliures, cada cel.lula o lipoproteina, en funcié de la seva susceptibilitat,
podria desenvolupar un grau determinat d’oxidacié. Aix0 implicaria que les
lipoproteines més resistents i, per tant, menys oxidables, serien menys reconegudes
per part del receptor depurador dels macrofags, la qual cosa no facilitaria Ia

formacio de la placa d’ateroma i, per tant, implicaria un menor poder aterogénic.

Com és conegut, hi ha una relacio entre els diferents tipus d’acids grassos de la dieta
i la seva capacitat aterogénica. De totes maneres, aquest poder aterogenic no
s’explica totalment pels efectes dels acids grassos en els nivells de colesterol
plasmatic i en el de les seves subfraccions. Per aix0, com ja hem dit, s’han buscat
altres explicacions per tal de comprendre la relacié que lliga dieta i aterogénesi

(Keys A et al, 1986).

Aixi, a I’analitzar els efectes dels diversos tipus d’acids grassos, s’observen resultats
beneficiosos si, en la substitucié dels acids grassos saturats de la dieta, s’utilitzen
acids grassos monoinsaturats en comptes dels acids grassos poliinsaturats. Aquesta

substitucié pot donar una proteccié addicional al generar unes particules relativament
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resistents a la modificacié oxidativa, al mateix temps que s’optimitzen les
concentracions de colesterol de les LDL i HDL (Grundy SM et al, 1990). Aixi
mateix, les particules de LDL riques en acids grassos poliinsaturats sén més
facilment oxidables i, en principi, més aterogéniques. D’aquesta manera, 1’efecte
hipocolesterolemiant dels acids grassos poliinsaturats s’hauria de veure compensat,
almenys parcialment, per I’augment de la susceptibilitat de les LDL a 1’oxidaci

(L’Abbé MR et al, 1991; Odeleye OE et al, 1991; Reaven P et al, 1991).

No hem d’oblidar tampoc el paper dels antioxidants en les malalties cardio-vasculars.
Aixi, dins dels antioxidants, hem de tenir en compte la vitamina C, la vitamina E,
els polifenols i els B-carotens, sense oblidar el probucol com a farmac antioxidant
(Masana L et al, 1991b).

Respecte als possibles mecanismes d’accié dels antioxidants en I’arteriosclerosi,
destacarem el paper de la vitamina E. Aixi, s’han mostrat diverses evidéncies per les
quals la vitamina E pot actuar prevenint tant la iniciaci6 com la progressié de
I’aterosclerosi espontania (Muckle TJ et al, 1989; Paul J ez al, 1989). A més a més,
s’ha trobat que el nivell de vitamina E del plasma huma esta inversament

correlacionat amb la mortalitat per malalties coronaries (Gey KF et al, 1989).

Dins d’aquesta mateixa linia, diversos treballs prospectius recents han subratllat la
importancia del consum habitual o de la suplementacié d’altes dosis de vitamina E
(>100 Ul/dia) en la reducci6é del risc de malalties cardio-vasculars en homes i
dones, quan es compara amb ingestes molt baixes (<3 Ul/dia) (Stampfer MJ et al,
1993). L’efecte beneficiés, perd, s’observa també en el cas d’un suplement petit de
vitamina E. D’altra banda, estudis transversals mostren una relacié positiva entre les
concentracions baixes d’antioxidants i el risc de malalties cardio-vasculars
(Riemersma RA et al, 1991). En aquest sentit, s’han establert nivells minims
d’antioxidants, per sota dels quals augmenta el risc de malaltia cardio-vascular. Per
a la vitamina E aquesta quantitat seria de 30 umol/l, 50 umol/l per a la vitamina C

i 500 nmol/l per als B-carotens. De totes maneres, és important recordar que, com
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a conseqiiéncia de la interaccié entre els diversos antioxidants, un déficit, fins i tot
minim, d’una de les vitamines pot implicar la disminucié de la bioactivitat de les

altres.

Aixi sembla evident que a través de la dieta podem afavorir la peroxidacié lipidica

0, pel contrari, protegir les lipoproteines de 1’atac oxidatiu.

Cal tenir en compte, a més a més, que el tractament comercial, I’emmagatzematge
o la coccié dels greixos pot destruir el contingut en tocoferols. Per altra part,
’addici6 de vitamina E a un oli podria no tenir la mateixa activitat biologica que la
vitamina E inclosa en l’estructura de forma natural perque, possiblement, no es

donarien les condicions per a la seva maxima eficacia antioxidant (Loliger J, 1991).

En referéncia als aliments que ens poden proveir d’antioxidants trobem que els B-
carotens i la vitamina A sén aportats, basicament, per les hortalisses (ex., pastanaga,
espinacs) (Taula 18); 1a vitamina E, pels olis i les fruites seques i la vitamina C, pels

citrics i per altrés fruites (Bays HE et al, 1993).

De tot I’anterior podem deduir que esdevé important 1’eleccié de fonts naturals
d’acids grassos monoinsaturats i de vitamines antioxidants degut a ’efecte positiu
que se’ls atribueix enfront de 1’oxidacié. De totes maneres, en arees com ara la
mediterrania, és relativament senzill aconseguir-ho a través inicament dels aliments
comuns. Es a dir, resulta simple incloure en la nostra dieta aliments que siguin font
dels B-carotens, de la ubiquinona i de la vitamina E tal com es veu, respectivament,
en la Taula 18, 19 i 20. Tot aix0, de manera no sorprenent, configura una dieta rica
en oli d’oliva, verdures i fruites i, per tant, rica en fibra, elements claus de

1’anomenada dieta mediterrania.

Finalment, sembla que la dieta modula 1’oxidacio de les lipoproteines, la qual cosa
déna una visi6 més amplia dels efectes dels components de la dieta en

I’arteriosclerosi. Per tant, sera interessant continuar la recerca per tal de definir una
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estratégia basada en les aportacions nutricionals, amb l’objectiu de millorar la

prevencio de les malalties cardio-vasculars.

Taula 18.- Aliments que sén font de carotens

Aliment Quantitat
(mg de carotenoide/100 g d’aliment
comestible)
Albercoc 1.5
Broquil cuit 2.5
Espinac cuit 6.0
Mango 1.2
Mel6 2.0
Moniato 12.0
Pastanaga 12.0
Préssec 1.0

(Extreta de Duthie GG. Eur J Clin Nutr 1993; 47: 759-764).



Taula 19.- Aliments que son font d’ubiquinona (coenzim Q)

Aliment Quantitat
(ng ubiquinona/100 g aliment
comestible)
Ametlla 14
Avellana 17
Cacauet 27
Espinac 11
Llard 10
Nou 19
Oli de colza 73
Oli de panis 13
Oli de sesam 32
Oli de soia 92
Pollastre 21
Porc 25
Sardina 64
Vedella 31
Verat 43

(Extreta de Duthie GG. Eur J Clin Nutr 1993; 47: 759-764).



Taula 20.- Aliments que sén font de vitamina E

Aliment Quantitat .
(mg vitamina E/100 g aliment
comestible)
Alvocat 4
Ametila 20
Avellana 21
Cacauet 8
Col 7
Llard 120
Llavor de blat 13
Llet
Primavera 2
Tardor 11
Mantega de vaca 240
Moéra 4
Oli de gira-sol 49
Oli de fetge de bacalla 20
Oli de palma 26
Oli de panis 17
Oli d’oliva 12
Oli de soia 10
Ous 110
Peix
Bacalla 20
Gamba 90
Pollastre 30
Porc 50
Vedella 60

(Extreta de Duthie GG. Eur J Clin Nutr 1993; 47: 759-764 i Machlin, LJ, ed. Vitamin E. A

comprehensive treatise. New York: Marcel Dekker, 1980; p.99).
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La relacié de la dieta amb I’arteriosclerosi s’ha centrat, basicament, en els efectes
dels acids grassos de l’alimentacié sobre els nivells plasmatics de lipids i

lipoproteines.

Inicialment va sorgir I’interés per estudiar els efectes dels tipus d’acids grassos de
la dieta de poblacions amb nivells plasmatics de colesterol semblants perd amb una
incidencia de malalties cardio-vasculars molt diferents. Aixi, per exemple, es va
observar que els acids grassos monoinsaturats poden no modificar o reduir les
concentracions de colesterol total i colesterol LDL d’una forma semblant a com ho
fan els acids grassos poliinsaturats. Per un altre costat, els acids grassos
monoinsaturats o bé no modifiquen o bé incrementen els nivells de colesterol de les
HDL del plasma (Ascaso JF et al, 1987; Baggio G er al, 1988; Jacotot B et al,
1988; Mensink RP et al, 1989). A més a més, els habitants de les arees
mediterranies tenen una incidéncia menor de malalties cardio-vasculars. Per tant, la
relacié entre dieta i arteriosclerosi no s’explica, solament, pels efectes sobre els
nivells de colesterol de les LDL i de les HDL del plasma. D’aquesta manera,
sorgeixen noves perspectives per tal de completar el coneixement de la influéncia del

tipus d’acid gras sobre el metabolisme lipidic.

Aix0 va conduir a plantejar-se la modulacié del comportament metabolic de les
lipoproteines en funcid del tipus d’acids grassos de la dieta. En concret, aquests
acids grassos exercirien la seva influéncia sobre la funcid metabolica de les
lipoproteines a través de la modificacid de les seves caracteristiques fisico-quimiques
(Baudet MF er al, 1984; Esteva O et al, 1986; Sola R et al, 1990; Sola R et al,
1993). Dins de les caracteristiques, ens interessem per aquelles que han mostrat la
seva vinculaci6 amb la regulacié del comportament metabdlic. En particular,
escollim la composicié quimica global, la composicié en'écids grassos i la fluidesa.
\
En aquest sentit, treballs del nostre equip han suggerit que els acids grassos
monoinsaturats aportats per 1’oli d’oliva produeixen les HDL, més eficaces a afavorir

la sortida de colesterol de les cél.lules. Aixi, quan comparem dos tipus de HDL;: les
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aillades d’individus sotmesos a dietes amb diferents tipus d’acids grassos, i les
aillades després d’una dieta rica en oli d’oliva, veiem que aquestes tltimes indueixen
una sortida de colesterol cel.lular més important, en comparacid¢ amb els acids
grassos poliinsaturats i amb els saturats. Aquesta capacitat de les HDL; per induir
la sortida de colesterol de la cél.lula depen de diversos factors estructurals i quimics
de la lipoproteina com ara la fluidesa, el contingut en colesterol esterificat, la relaci6
entre els dos acids grassos essencials presents en els fosfolipids i la grandaria

d’aquestes lipoproteines.

Un altre aspecte que cal tenir en compte és que aquests acids grassos també tenen
un paper regulador fonamental en el procés d’oxidacioé de les lipoproteines. De tot
aixd deduim que no podem desvincular tots aquests fendomens i hem de contemplar-
los simultaniament. L’aprofundiment de l’estudi de 1’oxidacié ens permetra
comprendre una mica millor resultats inesperats o contradictoris en ’analisi de la

influéncia de la dieta en 1’arteriosclerosi.

Dins del context de 1’oxidacid, els acids grassos monoinsaturats incrementen el seu
interes amb 1’observacié que les LDL produides per una dieta rica en acid oleic son
més resistents a I’estrés oxidatiu que les generades després d’una dieta rica en acid
linoleic. Aquestes LDL menys oxidades serien menys reconegudes pel receptor
depurador dels macrofags i, per tant, hi hauria una reduccié d’un factor clau en la
formaci6 de la placa d’ateroma. Aix0 significaria un alentiment en la formacié i
progressié de I’arteriosclerosi (Parthasarathy S er al, 1990b; Berry EM er al, 1991;
Reaven P et al, 1991).

Cal subratllar, a més a més, que 1’acid oleic en aquests treballs esmentats procedeix,
en ocasions, de I’oli d’oliva i, en altres, de llavors modificades genéticament per tal

d’enriquir-les en acid oleic.
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A partir d’aquests resultats ens vam preguntar:
Totes les fonts naturals d’acids grassos monoinsaturats, fonamentalment d’acid oleic,
tenen efectes similars en les caracteristiques fisico-quimiques de les lipoproteines i

en el seu metabolisme in vitro?

Sera cert, també, aquest efecte positiu per a l’acid oleic provinent d’una modificacio

genética d’una llavor que sense modificar déna un oli ric en acid linoleic?
Aquest oli modificat tindra avantatges en referéncia a l’oli de gira-sol tradicional?

Per tot aix0 vam comparar els efectes dels acids grassos monoinsaturats aportats per
un oli de gira-sol modificat geneticament i ric en acid oleic, amb els efectes dels
acids grassos poliinsaturats fornits per un oli de gira-sol tradicional, ric en acid
linoleic. Aquesta comparacid, a més a més, té una incidéncia economica: encara que
totes les fonts d’acids grassos monoinsaturats tinguin efectes metabolics similars, no
totes les fonts tenen el mateix cost. En concret, ens trobem qué aquest oli de gira-sol
ric en acid oleic és més econdomic que 1’oli d’oliva, prototipus d’aport d’4cid oleic,

la qual cosa podria significar una forma alternativa i barata d’accedir a I’acid oleic.

Per altra part, I’efecte protector dels acids grassos monoinsaturats no pot explicar-se
només pels seus efectes en les concentracions de lipids i lipoproteines del plasma.
Aixi, com ja s’ha demostrat anteriorment, les LDL obtingudes després de seguir una
dieta rica en acids grassos monoinsaturats sén més resistents a 1’oxidaci6. Pero,
nosaltres ens preguntarem si existia el mateix tipus d’influéncia sobre les HDL, a les
quals s’atribuit un poder anti-aterogénic. En particular, ens vam interessar per les
HDL, com a principal subfraccié que, com ja hem esmentat, facilita la sortida de

colesterol de les cél.lules. Aixi voliem donar resposta a:

Els acids grassos monoinsaturats tenen la mateixa influéncia en [’oxidacié de les

HDL, com s’havia observat per a les LDL?
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Si observéssim una reduccié de 1’oxidacié de les HDL,; després del consum d’una
dieta rica en acid oleic, aix0 suposaria, d’una part, que aquestes lipoproteines
continuarien provocant la sortida de colesterol des de les cél.lules perifériques i,
d’altra part, que aquestes HDL, serien menys reconegudes pel receptor depurador

dels macrofags. Per tant, seguirien exercint el seu paper antiaterogenic.

En cas de confirmar-se aquesta influéncia dels acids grassos monoinsaturats en

I’oxidacié de les lipoproteines,

Quina seria la relacié entre alguns dels antioxidants presents en les lipoproteines i

la seva oxidacio?
A més a més,

L’acid oleic realitza la seva funcié beneficiosa per si sol o necessita d’un conjunt de
substancies que, en conjunt, determinin l’aliment més convenient des de tots els punts

de vista?

Si el resultat fos que I’element més important és 1’acid oleic i que, a més a més, és
indistinta la procedéncia del mateix, aix0 simplificaria els consells i les

recomanacions nutricionals per a la prevencid de les malalties cardio-vasculars.
A fi de respondre aquestes preguntes ens vam plantejar la hipotesi del present treball:

La ingesta de dos olis obtinguts a partir del gira-sol, un ric en acid oleic i ’altre
ric en acid linoleic, induira diferents graus de peroxidacio lipidica de les LDL i de
les HDL,, relacionats tant amb canvis de les caracteristiques fisico-quimiques, com
amb el contingut d’antioxidants d’aquestes lipoproteines. Aquests canvis modularan

el comportament metabolic de les LDL i de les HDL,.
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Estudiar i comparar els efectes d’una dieta rica en acids grassos poliinsaturats,
aportats per 1’oli de gira-sol i d’una dieta rica en acids grassos monoinsaturats,

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

Les concentracions en lipids, lipoproteines i apolipoproteines del plasma.

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

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

La fluidesa de les LDL i HDL;.

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

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

vk WD

i B-++-tocoferol i retinol.

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

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

colesterol cel.lular en fibroblasts i macrofags humans.
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Material i metodes 117

4.1.- Individus

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

Bellefontaine (Franga).

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

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

- Prendre farmacs susceptibles de modificar el metabolisme lipidic.

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

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

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

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

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

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

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

linoleic, i I'inrevés 1’altre grup.

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

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

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

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

adaptacions per a aliments concrets.

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

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

4.4.1.- Fraccionament lipoproteic

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

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

H,0;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

6. Aquestes fraccions van ser utilitzades per analitzar:

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

- La composici6 en acids grassos dels fosfolipids.

- L’anisotropia de fluorescencia.

- L’oxidacié lipoproteica.

- La susceptibilitat a I’oxidacid.

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

- Els estudis en cél.lules.

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

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

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

4.4.2.- Composicié quimica global

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

total i el colesterol 1liure.

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

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

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

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

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

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

- Solucié B: CuSO,.5H,0 1%;

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

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

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

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

La metodologia seguida va ser:

1.
2.

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

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

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

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

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

Es va llegir a 650 nm.

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

totes les apolipoproteines.

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

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

Solucions:

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

1

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

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

Cromatograf de gasos Carlo Erba 4100 amb les segiients caracteristiques:

- Columna:

- Fase estacionaria:
- QGas vector:
- Temperatura:

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

- Integrador:

- Calcul:

- Estandard:
- Temps de retencid:

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

Heli a una pressi6é de 2 kg/cm?;

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

Injector amb divisor;

1-2 ul;

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

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

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

- Temps de duraci6 del

cromatograma:

35 min,
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Extraccio lipidica:

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

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

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

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

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

estandards de migracié.

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

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

3.3.

4.4.4.-

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

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

dividit per ’area total.

Anisotropia de fluorescencia de les LDL i de les HDL,

Principi:

Solucions:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES
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Figura 17.- Posicid possible del DPH a la particula lipoproteica.
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4.4.5.- Determinacié de les substancies que reaccionen amb I’acid tiobarbitiric
(TBARS) en HDL, natives, LDL oxidades en Cu’* i HDL, oxidades en

(:u2+

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

8. Els resultats es van expressar com:

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

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

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

Solucions:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

LDL i les HDL,

Principi:

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

Solucions:

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

- Solucié d’acid ascorbic (1 g/1);

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

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

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

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

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

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

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

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

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

- Temps de retencio: De manera aproximada va ser:

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

a les lipoproteines:

1.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Veurem els segilients apartats:

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

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

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

control.

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

Solucions:
Detallades a cadascun dels subapartats.

4.4.8.1.1.- Obtencié dels macrofags

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

Solucions:

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

- Ficoll Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Sweden);

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

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

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

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

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

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

durant 30 min.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

als experiments.

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

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

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

Es va seguir la segiient metodologia:

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

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

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

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

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

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

Solucions:

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

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

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

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

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

4.4.8.1.4.- Marcatge de les LDL oxidades amb *I

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

Solucions:

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

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

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

- Solucié de NaCl 0.15 M;

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

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

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

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

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

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

La metodologia és la segiient:

1.
2.

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

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

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

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

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

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

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

maxim de 2 setmanes.

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

control.
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4.4.8.1.5.- Activitat de receptor depurador dels macrofags

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

Solucions:

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

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

- NaOH 0.5 N;

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

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

1.

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

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

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

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

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

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

lipoproteines.

Els resultats finals es van expressar com:

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

receptordepurador degut a la preséncia de la LDL nativa.

4.4.8.2.- Estudis de I’efusio de colesterol

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

Solucions:

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

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

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

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

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

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

(Bates SR et al, 1974).

4.4.8.2.1.-

Obtencié de fibroblasts

Principi:

Solucions:

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

Solucié salina: Solucié aquosa de NaCl al 9%;

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

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

La metodologia és la segiient:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

5-8 uCi/mmol colesterol.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Solucions:

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

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

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

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

- NaOH 0.2N.

Es va seguir la segiient metodologia:

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

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

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

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

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

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

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

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

radioactiu i per a determinar les proteines cel.lulars.

4.4.8.2.7.- Extraccio del colesterol Hiure

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

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

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

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

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

Els resultats es van expressar com:

radioactivitat del medi (cpm) x 100

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

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

inferior al 3.5%.
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4.5.- Analisi estadistica

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

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

d’experiments, es pot representar per:

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

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

successivament i en un ordre a 1’atzar.

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

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

corresponen a la primera fase o periode de ’estudi.

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

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

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

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

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

significatius en el pes dels individus.

5.2.- Lipids, lipoproteines i apolipoproteines del plasma

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

oleic que en la dieta rica en acid linoleic.

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

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

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

significatives.

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

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

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

5.5.- Fluidesa de les LDL i HDL,

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

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

les HDL, natives

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

HDL,; natives

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

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

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

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

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

macrofags

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

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

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

macrofags.
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Taula 21.- Caracteristiques de la poblaci6 estudiada

Index massa corporal

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

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

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

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

ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES

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

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

monoinsaturats; AGS: acids grassos saturats.

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

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

dieta rica en acid linoleic (p < 0.05).

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

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

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

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

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

Dieta Dieta  Segqiiéncia Dieta

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

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

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

Taula 28.- Fluidesa de les LDL

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

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

Taula 29.- Fluidesa de les HDL,

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

donades en pg/ml i les de retinol en pg/l. ~ : Analisi de disseny creuat no aplicable.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTES DE LA DIETA EN L'OXIDACIO,
Maria Teresa Bargalld Escriva
ISBN:978-84-691-1877-1/DL: T-340-2008

ELS ANTIOXIDANTS I EL COMPORTAMENT METABOLIC DE LES LIPOPROTEINES

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

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

Els resultats s’expressen com mitjana + ES.

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

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

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

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

LDL i de les HDL,.

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

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

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

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

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

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

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

de I’apolipoproteina A, A-I1i A-II.

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

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

en acid oleic 1 la dieta rica en acid linoleic.

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

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

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

nostre.

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

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

paper que pot jugar aquest aspecte.

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

grassos monoinsaturats.

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

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

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

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

vasculars.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

intervenir en els efectes globals dels olis sobre els lipids.

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

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

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

del plasma.

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

relacié entre ambdds aspectes

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

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

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

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

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

YB et al, 1994).

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

amb les d’altres estudis.

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

d’oliva en comparaci6é amb altres olis.

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

dietes (Berry EM et al, 1991).

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

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

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

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

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

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

moduladors quimics de la fluidesa.

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

escollir els fibroblasts i els macrofags obtinguts de donants sans.

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

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

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

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

d’ambdues dietes.

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

d’oliva.

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

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

fluidesa.

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

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

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

les HDL,. Influéncia dels antioxidants naturals.

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

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

que també intervindrien en el procés.

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

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

havia estat estudiada amb anterioritat.

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

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

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

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

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

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

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

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

1989; Bonanome A et al, 1992).

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

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

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

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

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

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

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

H et al, 1993).

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

els nivells d’antioxidants estudiats.

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

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

casos, molt febles.

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

sortida de colesterol des de les cel.lules.

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

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

de les complicacions de la placa d’ateroma.

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

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

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

aterogenicitat.

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

comportament metabolic que hem analitzat.

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

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

d’igualtat del seu contingut en antioxidants.

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

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

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

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

altres olis rics en acid linoleic,

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

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

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

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

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

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

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

les lipoproteines del plasma.

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

protector de I’arteriosclerosi.

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

macrofags.

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

modificar estan enriquides en acid linoleic.

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

fibroblasts.

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

acid linoleic.

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

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

10.-

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

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

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

antioxidant.

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

factors antioxidants enfront de 1’estrés oxidatiu.

En resum,

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

menor aterogenicitat lligada a una dieta rica en acid oleic.

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

lipidic i en la formaci6 de la lesié ateromatosa.

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

I’arteriosclerosi.
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