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1. DADES DEL CENTRE

L’Institut d’Investigaciéo Sanitaria Pere Virgili (ISPV) és una instituci6 dedicada a la
recerca biomédica i de la qual en formen part 'Hospital Universitari Joan XXIII de
Tarragona, I'Hospital Verge de la Cinta de Tortosa, I'Hospital Universitari Sant Joan de
Reus, I'Institut Pere Mata i la Universitat Rovira i Virgili (URV). S’organitza en 4 arees
d’'investigacio entre les quals es troba I'area de Nutricié i metabolisme que inclou la

Unitat de Recerca en Lipids i Arterioesclerosi (URLA).

Aquest treball es basa en les practiques curriculars realitzades a la URLA que es troba
a la Facultat de Medicina de la URV. La URLA esta acreditada com a grup d’investigacio
consolidat per la Generalitat de Catalunya (SGR), i també forma part del CIBER de
Diabetis i Malalties Metaboliques Associades (CIBERDEM) i de la URV.

La URLA és una unitat d’investigacié clinica i basica que té com a principal objectiu la
investigacid de les alteracions del metabolisme lipidic i les consequéencies que
produeixen en I'organisme, principalment les malalties cardiovasculars. La seva recerca

es coordina amb la Unitat de Medicina Vascular i Metabolisme (UVASMET).

Les practiques i I'estudi que engloba aquest treball s’han dut a terme en la linia
d’'investigacié de caracteristiques aterogeniques de les lipoproteines. Aquesta linia es
centra en l'estudi de noves propietats aterogéniques de les lipoproteines com sén el
diametre, el nombre de particules, la carrega eléctrica neta, les proteoformes

d’apolipoproteina Clll o el contingut en lipopolisacarid i els seus components.



2. RESUM

L’elevada concentracié de colesterol en sang és el principal factor de risc de patir
malalties cardiovasculars. Les low-density lipoproteins (LDL) son les principals
transportadores de colesterol. Els inhibidors de PCSK9 (iPCSK9) soén anticossos
monoclonals anti-PCSK9 capacgos de reduir un 60% els nivells de colesterol en sang. La
hipotesi que es planteja és que els iPCSK9 provoquen canvis en el perfil lipidic i en la
composicid de les lipoproteines a més de reduir el colesterol LDL (LDL-C). S’han
estudiat 16 pacients hipercolesterolémics que han sigut tractats amb iPCSK9 i s’han
obtingut mostres de sang abans i 4 setmanes després del tractament. La metodologia
ha consistit en separar les fraccions lipoproteiques per ultracentrifugacioé sequencial,
obtenir el perfil lipidic, i mesurar la concentracié de 6 apolipoproteines mitjangant
assajos ELISA multiplex. Després del tractament, la concentracié de colesterol total
disminueix degut a un descens del 61,8% en les LDL (p<0,001); 40,5% en les VLDL
(p=0,005); i 51,8% en les IDL (p<0,001). Els triglicérids no varien, i el colesterol HDL
mostra una tendéncia a augmentar. L’apoB també disminueix globalment amb un
descens del 62,9% en les LDL (p<0,001); 39,4% en les VLDL (p=0,004); i 28,7% en les
IDL (p=0,017). L’apoClll disminueix un 58,2% en les LDL (p<0,001). | 'apoAl tendeix a
augmentar en les HDL. En conclusio, els iPCSK9 a més de reduir el LDL-C, redueixen
la concentracié de les apolipoproteines de les VLDL, IDL i LDL indicant una disminucio
del nombre de particules lipoproteiques, i tenen una tendéncia a augmentar les

particules HDL.

Paraules clau: Risc cardiovascular, hipercolesterolémia, inhibidors de PCSK9, low-

density lipoproteins, apolipoproteina.



3. INTRODUCCIO
3.1. LES MALALTIES CARDIOVASCULARS

Les malalties cardiovasculars sén la principal causa de mortalitat al mén i representen
1 de cada 3 morts cada any (1). Segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) la
majoria de les morts causades per aquest tipus de desordres es podrien evitar aplicant

les estratégies de prevencio adequades.

Els factors de risc que augmenten la probabilitat de patir malalties cardiovasculars,
poden ser no modificables com son I'edat, el génere i I'historial familiar, o modificables
que inclouen la hipertensio, el tabac, la hipercolesterolémia, la diabetis, I'obesitat, els
habits sedentaris, el consum d’alcohol i la dieta. D’entre aquests, s’ha demostrat que la
hipercolesterolémia, que consisteix en una alta quantitat de colesterol en sang, és un
dels principals factors de risc en la progressié de I'arterioesclerosi i consequientment, en
el desenvolupament de malalties cardiovasculars com sén la malaltia arterial coronaria,

la malaltia arterial periférica i la malaltia cerebrovascular (1,2).

Seguir un estil de vida saludable i I'is de terapies farmacolodgiques poden contribuir a la
disminucio dels factors de risc. S’ha demostrat que un dels tractaments farmacologics
més eficients en prevenir les malalties cardiovasculars esta dirigit a reduir els nivells de

colesterol (1).
3.2. EL COLESTEROL I LES LIPOPROTEINES

El colesterol és un dels principals lipids que trobem a la sang juntament amb els
triglicérids i els fosfolipids, i pot ser transportat de forma lliure o esterificat, en unes
associacions de lipids i proteines anomenades lipoproteines (3). Aquestes es poden

trobar tant en la sang com en els teixits extravasculars (4).

L’estructura de la lipoproteina esta organitzada de tal manera que els lipids no solubles
que la composen, que son el colesterol esterificat i els triglicérids, es troben a l'interior
de la particula, i els fosfolipids i el colesterol lliure, que sén lipids solubles, es troben
formant una membrana hidrofilica. Les proteines polars que la formen s’anomenen

apolipoproteines i es localitzen a la superficie de la particula (3).

Hi ha cinc tipus de lipoproteines que es diferencien segons la seva densitat, que és
resultat de la quantitat relativa de lipids i apolipoproteines que contenen, i la seva mida.
Aquests son els quilomicrons, les very low-density lipoproteins (VLDL), les intermediate
density-lipoproteins (IDL), les low-density lipoproteins (LDL) i les high-density

lipoproteins (HDL) (Taula 1). Un altre tipus de lipoproteina és la lipoproteina (a) que



consisteix en una LDL amb una apoB100 unida covalentment a una apolipoproteina (a),
i esta associada al risc cardiovascular. Els diversos tipus de lipoproteines també es
poden dividir en subclasses (grans, mitjanes i petites) segons la seva mida i densitat.
Les VLDL, IDL i LDL sén pro-aterogéniques, mentre que les HDL son anti-aterogéniques
(3). La diferéncia en la densitat ha estat el que tradicionalment ha permés separar les

diverses lipoproteines de la sang per ultracentrifugacié (4).

Cada lipoproteina conté unes apolipoproteines especifiques que a banda de la funcid

estructural, tenen un paper important en el metabolisme lipidic (3).

L’apolipoproteina (apo) Al té un rol estructural en les HDL com a principal proteina de la
seva composicidé. Aquesta apolipoproteina promou la sortida de colesterol des de
l'interior cel-lular. A més, també promou l'esterificacid del colesterol activant I'enzim
lecithin colesterol acyltransferase (LCAT). Les HDL tenen propietats anti-aterogéniques,
aixi doncs, una alta concentracié d’apoAl es poden correlacionar amb alts nivells d’HDL

i @ un menor risc cardiovascular (3).

L’apoAll és la segona proteina principal de les HDL. A diferéncia de I'apoAl, no es coneix
bé la seva funcio en el metabolisme lipidic i la relacié que té amb I'arterioesclerosi, perd

si que s’ha vist que pot ser un bon indicador del risc cardiovascular (3).

Les VLDL, les IDL, i les LDL contenen una molécula d’'apoB100 en la seva estructura.
La funcié principal d’aquesta apolipoproteina és reconeixer i unir-se al receptor de les
LDL (LDLR) permetent la internalitzacié de les lipoproteines (3). Mutacions en el gen
que codifica per aquesta apolipoproteina causen hipercolesterolémia familiar (5). Al
haver-hi una unica molécula d’apoB100 per particula lipoproteica, serveix com a
marcador del niumero de lipoproteines circulants, de manera que una alta concentracio
d’apoB100 al plasma esta correlacionada amb alts nivells de particules lipoproteiques

aterogeniques (3).

L’ apoCll es troba en els quilomicrons, les VLDL i les HDL. El seu rol principal és
I'activacié de I'enzim lipoproteina lipasa (LPL) encarregat de degradar els triglicérids del
plasma. S’ha vist que mutacions de pérdua de funcié del gen que codifica per I'apoClI
sén causants de la hipertrigliceridémia, i consequentment, del risc de patir malalties
cardiovasculars (3). La etiologia de la hipertrigliceridemia més comuna és la poligénica,
mentre que les variants genétiques rares son caracteristiques del sindrome de la

quilomicronémia familiar que té menys prevalenca (6).

L’apoClll, de la mateixa forma que I'apoCll, esta associada als quilomicrons, les VLDL i

les HDL. Alts nivells d’apoClll contribueixen a la hipertrigliceridémia (3). A més, també



poden contribuir al desenvolupament de [larterioesclerosi i a la diabetis, i

consequentment estar associats amb el risc cardiovascular (7).

Les lipoproteines que contenen I'apoE en la seva composicié son els quilomicrons,
VLDL, IDL i HDL. Té tres variants genétiques anomenades ApoE2, ApoE3 i ApoE4.
L’ApoE4 té un rol com a lligand de les lipoproteines per LDLR que s’uneix amb afinitat
al'apoE. Tot i que lisoforma E4 té més afinitat pel LDLR, s’associa a nivells alts de LDL
al plasma sent un risc per l'arterioesclerosi. L’ApoE4 també s’ha vist associada amb
I'Alzheimer, i és un indicador de risc cardiovascular en pacients amb diabetis. L’ApoE2
€s una altra variant genética que té poca afinitat per LDLR, i la seva homozigosi pot
produir disbetalipoproteinémia familiar degut a 'acumulacié de VLDL aterogéniques al

plasma, i per tant, augmenta el risc cardiovascular (3,8).

Taula 1. Densitat, mida, lipids i apolipoproteines principals dels diferents tipus de lipoproteines.
Taula adaptada de (3).

. . Densitat . Lipids Apolipoproteines
Lipoproteina Mida (nm) - -
(g/mL) principals principals
ApoB48, ApoC,
Quilomicrons < 0,930 75 — 1200 Triglicerids ApoE, ApoAl,
ApoAll, ApoAlV
o ApoB100, ApoE,
VLDL 0,930 - 1,006 30-80 Triglicérids
ApoC
Triglicerids i ApoB100, ApoE,
IDL 1,006 — 1,019 25-35
colesterol Apo C
LDL 1,019 - 1,063 18 — 25 Colesterol ApoB100
Colesterol i ApoAl, ApoAll,
HDL 1,063 — 1,210 5-12 .
fosfolipids ApoC, ApoE

Els quilomicrons transporten els triglicérids exogens de la dieta des de ['intesti fins al
fetge. Les VLDL també transporten triglicérids, perd sintetitzats de manera endogena,
des del fetge fins a la sang on la seva lipdlisi dona lloc a les IDL. Aquestes poden o bé
transportar el seu contingut al fetge, o que la seva degradacio juntament amb I'aportacié
d’esters de colesterol de les HDL, generi les LDL que sén les principals responsables
del transport de colesterol fins als teixits periférics. Les LDL romanents es dirigeixen al
fetge i son internalitzades mitjangant el receptor LDLR. Les HDL estan involucrades en

el transport revers del colesterol, des dels teixits periférics cap al fetge. (4)



3.3. L’ARTERIOESCLEROSI

L’arterioesclerosi €s una malaltia inflamatoria cronica i progressiva que afecta a les
artéries. Implica diversos processos com son la disfuncié endotelial, la retencié i oxidacio
de les LDL i la seva captacio pels macrofags, la proliferacio de les cél-lules musculars, i
la diferenciaci6 dels fibroblasts (Figura 1) (9). Tots els mecanismes implicats porten a la

formacio d’'una placa d’ateroma que acaba obstruint i endurint les artéries.

El primer pas en la patogénesi de I'arterioesclerosi és la disfuncié de I'endoteli. Aquest
procés engloba la produccié d’espécies reactives de l'oxigen (ROS) i de citocines
inflamatories, la retencio de les lipoproteines degut a un augment de la permeabilitat

dels vasos, i la infiltracié de leucocits (1,9).

En aquestes circumstancies, les LDL s6n capaces d’acumular-se i quedar retingudes a
'espai subendotelial. Les citocines inflamatories generades indueixen I'expressio de
quimiocines que provoquen la migracié dels mondcits a la capa intima on es diferencien
a macrofags. Les LDL retingudes pateixen modificacions oxidatives que fan que
aquestes lipoproteines siguin captades pels receptors scavenger dels macrofags,
produint 'acumulacié d’'oxLDL a Tlinterior d’aquestes cél-lules. Els macrofags es
converteixen en cél-lules escumoses i conseqlientment es forma la placa d’ateroma,
que és considerada la lesié primerenca arterioesclerotica (1,9). Durant la progressio i
agreujament de l'arterioesclerosi, els macrofags moren. La seva insuficient eferocitosi
dona lloc a la formacié d’'un nucli necrotic a la placa d’ateroma, en part degut a

I'acumulacio de cristalls de colesterol (1).

Les ceél-lules del muscul llis (SMCs) poden passar de fenotip contractial a proliferatiu i
contribuir a la progressio de la malaltia migrant de la tunica mitjana a la capa intima on
proliferen. Alli, tenen una alta capacitat per sintetitzar components de la matriu

extracel-lular promovent la formacié de la placa fibrosa (9).

Les cél-lules adventicies també tenen un rol en el desenvolupament de 'arterioesclerosi.
La diferenciacié dels fibroblasts que formen aquesta capa de teixit connectiu a
miofibroblasts, causa l'increment de la produccié de factors de creixement i de citocines

inflamatories (9).

En estadis avancgats de la malaltia es pot produir la ruptura de la placa d’ateroma i causar
trombosi (1,9).

Les LDL son lipoproteines aterogéniques i la seva acumulacié a I'espai subendotelial

permet que es dipositi el colesterol que transporten. Aixi doncs, alts nivells de colesterol



de les LDL (LDL-C) en el plasma és un factor de risc cardiovascular, i la reduccié de

LDL-C és I'estratégia més utilitzada per a disminuir aquest risc (1).

Com ja s’ha comentat, a banda de la concentracié de LDL-C, hi ha altres propietats de
les lipoproteines que contribueixen al risc cardiovascular. S’ha vist que el diametre de
les particules lipoproteiques pot facilitar el desenvolupament de la lesio
arterioesclerotica, concretament, les LDL petites i denses (sdLDL) tenen més facilitat
per quedar retingudes a I'endoteli de I'artéria, de manera que estan associades a un
augment del risc vascular. Per altra banda, les VLDL grans tenen propietats
aterogeniques degut a que a partir d’'aquestes es formen les sdLDL. A més, la subclasse
d’HDL grans sén més protectores per 'arterioesclerosi respecte a les HDL petites (10).
Una altra propietat €s el nombre de particules lipoproteiques. En els casos en que hi ha
discordanca entre els nivells de LDL-C i el nombre de particules LDL (LDL-P), LDL-P és
un millor predictor del risc cardiovascular (11). El nombre de particules HDL també es
un bon indicador de risc, i esta inversament correlacionat amb el desenvolupament de

I'arterioesclerosi (10).

Monoeyte  Macrophage Fodin:cell ECs SMCs LDL-C oxLDL evtokies

Figura 1. Cél-lules que contribueixen en al desenvolupament de l'arterioesclerosi i a la progressio
de la malaltia amb la formacio del nucli necrotic (14).



3.4. METABOLISME DE LES LDL

Les LDL son lipoproteines riques en colesterol que contenen una unica molécula

d’apoB100 rodejant la monocapa fosfolipidica de la particula (12).

El 1982, Goldstein i Brown van ser els primers en identificar el receptor de les LDL
(LDLR). Aquest receptor forma part d’'una familia de receptors que estan compostos per
un domini transmembranal, un domini extracel-lular amb llocs d’unio al lligand, i una cua
citoplasmatica. El receptor LDLR permet mantenir els nivells adequats d’aquestes

lipoproteines en circulacié (4,12,13).

Les LDL s’uneixen al receptor LDLR de la superficie cel-lular mitjancant 'apoB100 (13),
i el complex LDL-LDLR format és endocitat a través de vesicules recobertes de clatrina
gracies a la sequéncia NPxY situada a la cua citoplasmatica del receptor. A aquesta
sequéncia es poden unir les proteines adaptadores DAB adaptor protein 2 (Dab2) i ARH
que tenen una funcié en la internalitzaciéo de LDLR en alguns tipus cel-lulars. En els
hepatocits, el complex de proteines adaptadors (AP-2) és imprescindible per a
'endocitosi de LDLR ja que permet la internalitzacié d’aquest a través de la unié amb
ARH (4,12).

Posteriorment, la vesicula es fusiona amb els endosomes primerencs. El pH acid dels
endosomes provoca que el receptor LDLR es dissocii de les LDL, i que aquestes siguin
dirigides cap als endosomes tardans i finalment als lisosomes, per a que les cél-lules
obtinguin el colesterol. Per altra banda, el LDLR pot ser o bé reciclat fins a 100 vegades
a la membrana cel-lular, o dirigit als lisosomes, juntament amb les LDL, per a la seva
degradacio (4,12).

Quan els nivells de colesterol cel-lular sén baixos, el factor de transcripci6 SREBP2
regula I'expressié de LDLR, augmentant la sintesi i la sortida de colesterol, i mantenint

aixi els nivells adequats de colesterol a la cél-lula (4).
3.5. ROL DE PCSK9

La proproteina convertasa subtilisina/kexina tipus 9 (PCSK9) forma part de la familia
proproteina convertasa, composta per proteases serines que degraden els enllagos
peptidics dels seus substrats activant-los. Es sintetitza principalment al fetge pero també
a l'intesti prim, als ronyons, a les cel-lules inflamatories com sén els macrofags, a les
cel-lules endotelials dels vasos sanguinis (ECs) i a les SMCs. La proteina és sintetitzada
com a zimogen soluble que esta formada per 692 aminoacids i t¢ una mida de 75 kDa.
Al reticle endoplasmatic, aquesta proteina pateix un processament autocatalitic donant

lloc a una proteina madura de 60kDa que es dirigeix a l'aparell de Golgi on sera
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secretada a la sang. L’estructura d’aquest heterodimer esta formada per 3 dominis que
s6n un prodomini, un domini catalitic i un domini C-terminal. El gen que codifica per la
PCSKO9 es troba al cromosoma 1 i la seva expressioé esta regulada per sterol-regulatory
element-binding protein 1 (SREBP1) i SREBP2 entre altres factors de transcripcio. Les
mutacions de guany de funci6 del gen PCSK9 estan associades amb la
hipercolesterolémia familiar, augmentant els nivells de LDL-C en plasma, i amb un alt
risc de patir malalties cardiovasculars. Per altra banda, les mutacions de pérdua de

funcié de PCSK9 son protectores contra les malalties cardiovasculars (14—16).

Aquesta proteina és un regulador del metabolisme de les LDL ja que té la capacitat
d’'unir-se al receptor LDLR, localitzat a la superficie de la cél-lula hepatica, pel domini
catalitic. Quan el receptor LDLR és endocitat, el pH acid de 'endosoma fa que I'afinitat
entre aquestes dues proteines incrementi. Aquesta interaccié evita el reciclatge normal
del receptor cap a la superficie cel-lular, i el complex PCSK9-LDLR format es dirigeix
cap al lisosoma per a la seva degradacié (Figura 2A). D’aquesta manera, es redueix el
nombre de LDLR a la superficie de la cél-lula, s’evita la captacié de LDL, i augmenten
els nivells de LDL-C en plasma contribuint a la severitat de la hipercolesterolémia. (14—
16).

La PCSK9 del plasma la podem trobar o bé com a furin-cleaved heterodimer o com a
heterodimer intacte que és la forma més activa. Les LDL sén capaces d’unir-se
principalment a la segona forma i regular la seva funcio fent que tingui més afinitat pel
receptor LDLR (15).

La uni6é entre PCSK9 i LDLR no només causa la degradaci6 del receptor regulant els
nivells de LDL-C en circulacio, sind que també permet la internalitzacié de PCSK9 per

tal de regular la seva concentraci6 al plasma (15).

A banda d’aquesta via exdgena, la PCSK9 pot degradar el receptor LDLR per una via
endogena un cop sintetitzades. Aquesta via depén del transport de vesicules cobertes

de cadena lleugera de clatrina entre la part trans de I'aparell de Golgi i el lisosoma (14).
3.5.1. INHIBIDORS DE PCSK9

S’ha vist que reduint els nivells de LDL-C es redueix el risc de patir malalties
cardiovasculars i la mortalitat (15). Els principals farmacs que redueixen el colesterol
son les estatines, que inhibeixen la sintesi de colesterol, i 'ezetimibe que evita I'absorcid
de colesterol a I'intesti. Degut al rol de PCSK9 en 'augment de colesterol en el plasma,

recentment s’han desenvolupat inhibidors de PCSK9 (iPCSK9), capagos d’augmentar el



reciclatge de LDLR a la membrana de les cél-lules hepatiques permetent una major

internalitzacio de LDL-C i aixi reduir la concentracioé en sang (5).

Hi ha diverses maneres d’inhibir la proteina PCSK®9, i per tant reduir la seva activitat.
D’aquestes, la Unica estratégia farmacologica que ha estat aprovada sén els anticossos
monoclonals anti-PCSK9, perd hi ha altres inhibidors que es troben en procés de
desenvolupament com sén els siRNA, com inclisiran, que interfereixen en la produccié
intracel-lular de PCSK9 (Figura 2B1), les adnectines, les vacunes i els inhibidors orals
(17).

S’han desenvolupat tres anticossos monoclonals que sén I'evolocumab, I'alirocumab i el
bococizumab, dels quals només els dos primers es troben actualment disponibles en el
mercat ja que bococizumab induia la produccié d’anticossos en contra del farmac i es
va abandonar el seu desenvolupament. L’alirocumab i I'evolocumab sén anticossos
totalment humanitzats que s’administren de forma subcutania com a monoterapia o
combinats amb farmacs que també redueixen el colesterol com sén les estatines i
I'ezetimibe (5,15,17). Aquests anticossos mostren una alta eficacia en la reduccié de

LDL-C i en la disminuci6 del risc cardiovascular (18).

Els avantatges d’aquest tractament és que permet una disminucié major de LDL-C (fins
al 60%) respecte als farmacs existents, en tots els pacients i no té efectes secundaris.
La limitacié que té és el seu cost fent que I'accés estigui molt restringit (15). Es per aixd
que per ara només s’administren en casos severs d’hipercolesterolémia que soén els

pacients amb hipercolesterolémia familiar.

El mecanisme d’accié dels anticossos monoclonals anti-PCSK9 consisteix en unir-se
amb una alta afinitat i neutralitzar la proteina PCSK9 extracel-lular, disminuint la
concentracio de PCSK9 capa¢ d’interaccionar amb el receptor LDLR. Aixi doncs, el
receptor pot reciclar-se a la membrana cel-lular i augmentar la captacié de LDL, reduint
els nivells de LDL-C en sang (Figura 2B2) (5).

Tenen efectes protectors per I'arterioesclerosi ja que a més de reduir els nivells de LDL-
C, redueixen els nivells d’apoB, de triglicerids, i de colesterol no HDL. A més, poden
incrementar el colesterol de les HDL i poden reduir la concentracié de lipoproteina (a)

que és també un factor de risc cardiovascular (5,19).

Els anticossos monoclonals anti-PCSK9 sén capagos de reduir la concentracié de LDL-
C, per tant poden ser una alternativa per als pacients intolerants a les estatines. També

son utilitzats per al tractament de la hipercolesterolémia familiar i per al tractament de
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I'arterioesclerosi. Aquest tipus de terapia pot evitar la necessitat d’aferesi en molts

pacients. A més, s’esta suggerint com a tractament en pacients amb diabetis (5,19).
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Figura 2. L a unié de PCSK9 a LDLR produeix la degradacié del receptor
al lisosoma (A). Els farmacs que tenen com a diana el mRNA de PCSK9
interfereixen en la seva produccié (B1). Els anticossos monoclonals anti-
PCSK9 neutralitzen la PCSK9.(B2) (5)

3.6. L’APOLIPOPROTEINA CliI

En relacio a les malalties cardiovasculars, I'apolipoproteina CllII (apoClll) esta guanyant
cada cop més interés. El 1969, Brown et al. van descobrir I'apoClIl regulant les
lipoproteines riques en triglicérids (TRLs) a la sang. Es una proteina formada per 79
aminoacids amb dues hélix amfipatiques en la seva estructura, i que es sintetitza
principalment al fetge i en menor proporcié a l'intesti. Pot patir modificacions post-
traduccionals a la treonina 74 generant varies glicoformes. Es troba unida a les TRLs
(quilomicrons i VLDL) i a les HDL, i en menor quantitat a les LDL. Aquesta
apolipoproteina participa en diversos processos i té una importancia fisioldgica
(7,20,21).

S’ha vist que mutacions de pérdua de funcié en el gen que codifica per I'apoClIl estan
relacionades amb la reduccié dels nivells de triglicerids i son cardioprotectores (22). Alts
nivells d’apoClIl estan associats amb la hipertrigliceridémia i amb el risc cardiovascular,
per aquesta rad és considerada una diana terapéutica per a la prevencié de malalties

cardiovasculars (7).
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L’apoClll és capag d’augmentar la concentracié de triglicérids a la sang de les seguents

maneres:

- Inhibicié de la lipolisi de les TRLs: L’enzim lipoproteina lipasa (LPL) hidrolitza
els triglicérids continguts en les TRLs. L’apoClll és capag d’inhibir aquest procés
de dues formes diferents: una consisteix en dificultar la unié entre les TRL i la
cél-lula on es troba I'enzim, i l'altra en desplacgar I'apoCll, que activa I'accié de
'enzim LPL, de la membrana de les TRL (7,20,21).

- Alteracié de la internalitzacié de lipoproteines romanents: L’apoClll evita la
captacié de TRL romanents al fetge interferint en la funcié de 'apoE que actua
com a lligand d’unié pels receptors de les cél-lules hepatiques. Aixi doncs, si
aquestes lipoproteines contenen alts nivells d’apoClIl respecte d’apoE, sén
eliminades de la circulacio de forma menys eficient (7,20,21).

- Secrecidé de les VLDL: L’augment de la concentracié d’apoClIl incrementa la
secreci6 de les VLDL del fetge i per tant la quantitat de triglicérids en circulacié
(7,20).

L’apoClll té¢ un rol en el desenvolupament de I'arterioesclerosi ja que augmenta la
retencié de les LDL riques en apoClll a la paret dels vasos degut a que sén més afins
pels proteoglicans, i 'agregacié d’aquestes per les esfingomielinases. La composicié de
les HDL riques en apoClll també varia afectant al seu paper cardioprotector. L’apoCll|
té un paper en la resposta inflamatoria ja que promou l'expressié de les molecules
d’adhesié en les cél-lules endotelials i en els mondcits, i també promou la unié entre
aquests dos tipus cel-lulars permetent la migracié dels mondcits a la capa intima
(7,20,21,23).

A banda del paper conegut d’aquesta apolipoproteina sobre el risc cardiovascular,
I'apoClll també té un paper important en la diabetis de tipus 1 i tipus 2. En condicions
normals, la transcripcié d’ApoClll esta regulada segons I'estat metabolic de la cél-lula:
nivells alts de glucosa augmenten la transcripcid d’ApoClll, en canvi la insulina
disminueix I'expressié de I'ApoClll al fetge. En condicions de deficiéncia d’'insulina o de
resisténcia a la insulina, la transcripcié d’ApoClIl es veu augmentada (24). En la diabetis
tipus 1 té un rol en relacié6 amb l'apoptosi de les cél-lules beta: nivells alts d’apoClI|
produeixen la hiperactivacié dels canals de Ca?* activats per voltatge, incrementant els
nivells de Ca?* al citoplasma i desencadenant mecanismes que provoquen I'apoptosi de
la cél-lula beta. En la diabetis tipus 2, porta a la disfuncio de les cél-lules beta: L’augment
de la produccié d’apoClIl degut a la resisténcia a la insulina en l'illot pancreatic provoca

un increment dels nivells de Ca?' i promou la inflamacié (25). Altres mecanismes
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inclouen 'augment de la resisténcia a la insulina, la disfuncionalitat de les HDL i la
disminucioé de les seves propietats antiglicémiques, i la inhibicié de la LPL a I'hipotalem

que pot arribar a causar obesitat (24).

Actualment, hi ha diverses terapies disponibles per a reduir els nivells d’apoC-Ill al
plasma. Aquestes sén agonistes del proliferator activated receptor alfa (PPARQ), fibrats,
niacina, estatines, omega-3 carboxylic acids (OM3-CA), i terapies emergents com sén

els oligonucledtids antisentit com volanesorsen (7,20).
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4. INTERES, HIPOTESI | OBJECTIUS
41. INTERES DEL TREBALL

Els iPCSK9 son una estratégia farmacoldogica emergent que redueix els nivells de
colesterol en sang, i per tant el risc cardiovascular, de forma molt eficient respecte a les
estatines, ja que redueixen un 60% els nivells de LDL-C a tots els pacients i no causa
efectes secundaris. Aquest treball es centra en estudiar quins altres efectes poden tenir
els anticossos monoclonals anti-PCSK9 en el perfil lipidic i en les diferents lipoproteines,
concretament en les apolipoproteines, en 16 pacients hipercolesteroleémics, a banda de
I'efecte principal ja conegut que és la reduccié6 de LDL-C. Especificament, es vol
conéixer l'efecte en l'apolipoproteina CIIl degut al seu rol en diversos processos
responsables de la hipertrigliceridémia, la diabetis i I'arterioesclerosi, i consequentment,

en el risc de patir malalties cardiovasculars.
4.2. HIPOTESI

La hipotesi que es planteja en aquest estudi és que els anticossos monoclonals anti-
PCSK9 provoquen canvis en el perfil lipidic i en la composicio de les lipoproteines a més

de reduir els nivells de colesterol de les LDL.
4.3. OBJECTIUS
Els objectius d’aquest treball inclouen:

- Obtenir el perfil lipidic de les mostres de plasma i de les diferents fraccions

lipoproteiques.
- Mesurar la concentracio de 6 apolipoproteines en les fraccions lipoproteiques.

- Comparar el perfil lipidic, la concentracié de les apolipoproteines, i la concentracio de
les apolipoproteines per particula lipoproteica, abans i després del tractament amb
iPCSKO.
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5. METODOLOGIA
5.1. SELECCIO DELS PARTICIPANTS

La poblacioé d’interés per a aquest estudi son persones amb dislipeémia que tenen nivells
de colesterol molt alts, i que tenen diagnostic d’hipercolesterolémia familiar (26). S’han
reclutat en total 16 pacients que compleixen amb aquest perfil, d’aquests, 13 van ser
seleccionats a Reus i 3 a la Corufa. Tots ells van rebre el tractament amb iPCSK9. Els
participants van ser citats dues vegades, |la primera abans de I'administracio del farmac,
i la segona 4 setmanes després de l'inici del tractament. En ambdues ocasions es va

obtenir una mostra de sang del pacient.
5.2. OBTENCIO DE LES MOSTRES DE PLASMA

Les mostres de sang es van prendre en deju, en tubs d’EDTA-Na,. Aquestes mostres
s’han centrifugat a 4 °C i 1500 rpm durant 15 minuts. S’ha separat el plasma de les

mostres i s’han realitzat aliquotes que han estat emmagatzemades a -80 °C.
5.3. ULTRACENTRIFUGACIO SEQUENCIAL

La ultracentrifugacio sequencial és el métode tradicional de separacié de lipoproteines,
i es basa en separar-les segons la seva densitat (4). S’ha utilitzat aquesta técnica per a
aillar les diferents fraccions de lipoproteines (VLDL, IDL, LDL i HDL) de les 38 mostres
de plasma, fent us d’'una ultracentrifuga KONTRON amb un rotor d’angle fixe Kontron
45.6.

En primer lloc, es preparen les solucions de densitat necessaries per a separar les
lipoproteines d’acord amb la composicioé que es mostra a ’Annex 1, i s’ajusta el seu pH
a’74.

Per a la ultracentrifugacié sequencial, es descongelen 2,5 mL de cada mostra.
D’aquests, s’introdueixen 2 mL en un tub poliallomer de 6,5 mL. La quantitat restant

s’utilitzara per al posterior analisi de lipids i apolipoproteines del plasma.

Després de cada ultracentrifugacio, el protocol a seguir per a la recuperacio de la fraccio
lipoproteica separada és el mateix. Es prenen 2 mL de la superficie de cada tub amb
una pipeta Pasteur de vidre i s’introdueixen en un matras aforat de 2 mL. Aquests 2 mL
contindran la fraccié en questié de la mostra i part de la solucié salina. Els 2 mL es
guarden en dues aliquotes d’1 mL que es congelen a -80 °C per a posteriors analisis.
Un cop extreta la fraccid, es neteja la part de dalt dels tubs de poliallomer i els taps per

tal d’evitar possibles contaminacions en les seguents ultracentrifugacions, es mesclen
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amb una pipeta els 3 mL restants dels tubs, i es guarden a 4°C fins a la realitzacié de la

seguent ultracentrifugacio.

En primer lloc, per a la separacié de la fraccié de VLDL, s’afegeixen 3 mL de soluci6
salina de densitat 1,006 g/mL en capa sobre els 2 mL de plasma de cada tub poliallomer,
de manera que la soluci6 quedi a la part superior del tub i no es barregi amb el plasma.
Aquesta solucié permetra separar les VLDL ja que tenen una densitat d’entre 0,960 i
1,006 g/mL. Aixi doncs, quan es centrifugui, la solucio salina es trobara entre el plasma
i la fraccié de VLDL. Posteriorment, s’equilibren els tubs poliallomer dos a dos en una
balanca fent us de la solucié de densitat 1,006 g/mL i amb una pipeta Pasteur de plastic.
A continuacid, es tapen els tubs, s’introdueixen al rotor i s’ultracentrifuguen a 37.000 rpm
durant 16 hores i 8°C. Un cop finalitzada la ultracentrifugacio, s’obtenen els tubs, es
recupera la fraccié de VLDL de cada tub i s’emmagatzema seguint els passos descrits

anteriorment.

En el cas de les IDL, com presenten una densitat d’entre 1,006 g/mL i 1,019 g/mL,
s’introdueix 1 mL de solucié de densitat 1,006 g/mL i 1 mL de solucié de densitat 1,071
g/mL sobre els 3 mL que van quedar en els tubs després de I'extraccié de les VLDL, per
tal que la densitat resultant de la mostra sigui de 1,019 g/mL. Posteriorment, s’equilibren
els tubs amb la solucié de densitat més baixa que és la de 1,006 g/mL. Seguidament,
es barregen els tubs per inversio, i s’ultracentrifuguen a 37000 rpm, 20 hores i a 8°C. A

I'acabar la ultracentrifugacié, s’obté la fraccio de les IDL de les mostres.

Les LDL tenen una densitat d’entre 1,019 1,063 g/mL, per tant s’afegeix 1 mL de solucio
de densitat 1,019 g/mL i 1 mL de solucié de densitat 1,239 g/mL als tubs de poliallomer
per tal d’obtenir una densitat resultant de 1,063 g/mL. A continuacio, s’equilibren els
tubs, es mesclen, i s’'introdueixen a la ultracentrifuga a 37000 rpm, 20 hores i 8°C.

Finalment, es recull la fraccié LDL dels tubs.

Les HDL tenen una densitat molt alta, entre 1,063 g/mL i 1,2010 g/mL, és per aix0 que
la solucié de densitat es prepara al moment degut a que conté una alta quantitat de sal
que podria precipitar i variar la densitat. Per a preparar-la, es pesen 1,1 g de NaBr a la
balanca analitica i s’introdueixen en els tubs de poliallomer que s’enrasen fins a 5 mL
amb la solucié de densitat de 1,063 g/mL. A continuacid, es mesclen bé els tubs per a
que es dissolgui la sal, i s'ultracentrifuguen a 37000 rpm, 40 hores i 8°C. Al finalitzar el

procés, es recupera la fraccié HDL de cada mostra.
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5.4. ANALISI DE LiPIDS | APOLIPOPROTEINES

Préviament a les ultracentrifugacions, es quantifiquen el colesterol i els triglicerids de les
mostres de plasma mitjancant un métode enzimatic colorimétric, i es mesura la
concentracié d’apolipoproteina A i apolipoproteina B per immunoturbidimetria. Un cop
aillades les fraccions lipoproteiques de les mostres de plasma, es quantifiquen el

colesterol i els triglicérids de cada fraccio de la mateixa forma que s’ha fet amb el plasma.

Les mesures s’han dut a terme en 'auto-analitzador Cobas Mira-Plus (Roche Diagnosis,
Espanya), fent us de kits comercials (SPINREACT, Espanya) especifics per a cada tipus
d’analisis. Per a cada un dels dos métodes s’ha utilitzat un control diferent, i s’han

analitzat 160 pL de mostra de plasma o de fraccio lipoproteica.
5.5. DIALISI

Es imprescindible dialitzar totes les mostres de fraccions lipoproteiques per a que I'alta
quantitat de sal que s’ha recuperat juntament amb les fraccions no interfereixi en I'analisi

multiplex.

Per cada mL de mostra a dialitzar es preparen, aproximadament, 300 mL de PBS,
excepte per les HDL que es necessiten 400 mL de PBS per mL de mostra degut a l'alta
quantitat de sal que contenen. La composicié necessaria per a la preparaciéo d’1L de

PBS es mostra a 'Annex 1. El pH de la solucié ha de ser de 7 ,4.

Per al procés de dialisi, es descongela una de les aliquotes d’'1 mL de cada fraccio6 de
totes les mostres a temperatura ambient. Posteriorment, es talla un fragment de
membrana de dialisi semipermeable (Medicell, United Kingdom) per a cada mostra. Les
membranes s’introdueixen en un vas de precipitats amb aigua destil-lada i es deixa que
bulli per tal d’eliminar el glicerol. A continuacié, s’extreuen les membranes del vas de
precipitats, es tanquen per un extrem amb una pinga, i s’'introdueix 1 mL de mostra a
l'interior de la membrana. Posteriorment, es tanquen les membranes per I'altre extrem i
s’introdueixen al matras aforat que conté el PBS, i es deixa en agitacio a 4°C tota la nit.
La dialisi de les HDL es fa per separat respecte les demés fraccions per tal que la solucié
de PBS no es saturi, i es deixa el matras aforat en agitacié durant 24 hores.
Transcorregut aquest temps, s’extreuen les membranes del matras i s’aboca el seu

contingut en eppendorfs que es guarden a 4°C.
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5.6. ASSAIG ELISA MULTIPLEX

En aquest estudi es vol determinar la concentracié de 6 apolipoproteines que soén
'apoAl, apoAll, apoB, apoCll, apoClll i apoE, de les mostres de fraccio lipoproteica
aillada. Aquest experiment es realitza mitjangant la técnica ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) multiplex ja que permet quantificar molts analits a la vegada de
forma rapida i sensible utilitzant un format automatitzat de placa de 96 pous. S'utilitzen
els kits comercials “MILLIPLEX MAP Human Apolipoprotein MAGNETIC BEAD PANEL”
(Merck Millipore, Estats units) que permeten la mesura d’aquestes 6 apolipoproteines
utilitzant microesferes magnétiques, i que es basen en la tecnologia Luminex xMAP.
Aquests kits sén compatibles amb I'aparell de mesura Luminex analyzer MAGPIX
(Luminex corporation, Estats Units), i els resultats s’analitzen amb el software Luminex

XPONENT (Luminex corporation, Estats Units). Els kits es guarden a 4°C fins al seu Us.

A les plaques s’inclouen les mostres, un blanc, dos controls de qualitat de concentracié
coneguda, i els 7 estandards, sent I'estandard 1 I'estandard original i 'estandard 7 el

més diluit. Tots els pous es fan per replicat.

En primer lloc, es preparen les dilucions de les mostres de fraccions dialitzades, i els

reactius tal i com es mostra a continuacio:

- Les mostres es dilueixen amb una solucié tampé a una dilucié que permeti detectar
adequadament totes les apolipoproteines que contenen. D’aquesta manera, les mostres
d’HDL i LDL es dilueixen a 1:4000, i les fraccions de VLDL i IDL a 1:400.

- Els sis vials de microesferes magnétiques es mesclen al vortex durant 1 minut i
s’introdueixen 150 pL de cada un en una ampolla habituada per a fer la barreja juntament

amb 2,1 mL de diluent de les microesferes.

- Els estandards han de tenir una dilucié de 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3.1251i 1:15.625,
respectivament, a banda de l'estandard original, a partir del qual es preparen les

diverses dilucions.

Cada rentat de la placa, des que s’introdueixen les microesferes, es realitzara de la
mateixa manera. Primer de tot, es deixa reposar la placa en un imant durant 60 segons
per a 'assentament complet de les microesferes. Seguidament, s’elimina el contingut de
la placa decantant-la en un recipient habituat per a aixo, i colpejant-la amb cura en paper
absorbent. A continuacio, es treu la placa de I'imant, es renta afegint 200 yL de solucié
de rentat a cada pou, i es deixa en agitacio durant 30 segons. Finalment, es torna a unir

la placa a I'imant i s’elimina el contingut dels pous de la mateixa forma que abans.
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En primer lloc, es renta la placa préviament al seu us, afegint 200 uL de solucié tampo
de rentat a cada pou, sellant la placa i mesclant-la en un agitador per a plaques durant
10 minuts a temperatura ambient. Posteriorment, s’elimina el contingut decantant la

placa.

A continuacié, s’addicionen 65 pL solucié tampé d’assaig a tots els pous i 10 uL de
solucié tampo6 d’assaig als pous dels blancs. Seguidament, s’afegeixen 10 uL dels
estandards, 10 yL dels dos controls i 10 pL de les mostres diluides als pous
corresponents (als pous del blanc s’hi afegeix solucié tamp6 d’assaig). Per a I'addicio
de les microesferes, es mescla 'ampolla que conté la barreja al vortex, i s’afegeixen 25
ML a cada pou. La placa es sella i es cobreix amb paper d’alumini, i s’incuba en agitacio
durant 1 hora a temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, s’elimina el contingut

dels pous i es renta la placa tres vegades seguint el protocol descrit anteriorment.

Un cop finalitzats els rentats, s’introdueixen 50 yL d’anticds de deteccid als pous, es
sella la placa i es cobreix amb paper d’alumini, i s'incuba en agitacié durant 30 minuts a
temperatura ambient. Després de la incubacio, s’elimina el contingut de la placa i es

renta la placa tres vegades seguint el protocol explicat.

A continuacié, s’afegeixen 50 pL de streptavidina-ficoeritrina a cada pou i es torna a
incubar la placa 30 minuts a temperatura ambient com al pas anterior. Seguidament,
s’elimina el contingut dels pous i es renta la placa tres vegades d’acord amb el procés

descrit.

Per a la lectura de la placa, s’addicionen 100 uL de drive fluid a tots els pous, i es
resuspenen les microesferes en agitacioé durant 5 minuts. L'instrument Luminex analyzer
MAGPIX llegeix la placa prenent 50 uL de cada pou i fent Us del software Luminex
XPONENT que préviament s’ha programat per a que analitzi les plaques d’aquest

experiment.

L’analisi de les lectures obtingudes del software es realitza mitjangant una corba
logistica de 5 parametres per a calcular les concentracions dels analits en les mostres.
Els valors de la mitjana d’intensitat de fluorescéncia (MFI) que surten extrapolats per
dalt de la corba estandard, es substitueixen pel valor de I'estandard 1, i els valors
extrapolats per sota de la corba estandard es substitueixen per la meitat del valor de

'estandard 7.
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5.7. ANALISI ESTADISTIC

L’analisi estadistic de les dades s’ha realitzat amb el programa SPSS Statistics de
'empresa IBM. Al tenir una N molt petita de 16 pacients, s’han dut a terme tests

estadistics no paramétrics.

Hi ha alguns valors de concentracid d’apolipoproteines que s’han suprimit: La
concentracié d’apoE en les VLDL del pacient R110 s’ha omés degut a que el valor a
temps 0 era molt elevat respecte als demés pacients, i totes les concentracions de les
apolipoproteines de les HDL del pacient R104 també s’han suprimit perqué els valors a
temps 0 també eren molt alts, fet que pot haver estat causat per un error experimental.

Per aquesta rad, alguns analisis estadistics s’han fet per una n=15 o n=14.
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6. RESULTATS
6.1. CARACTERISTIQUES BASALS

Els pacients reclutats en aquest estudi tenen tots dislipémia. El 37,5% de la poblacio
seleccionada sén dones, la mediana (rang interquartil) de I'edat és de 58 anys (51-65) i
la mediana de I' index de massa corporal (IMC) és de 26,6 kg/m2. L’analisi del perfil
lipidic indica una mediana de 206,69 mg/dL de colesterol total i de 143,04 mg/dL de
triglicérids. La majoria dels pacients prenen farmacs hipolipemiants al comengcament de

I'estudi, un 68,8% rep estatines i un 6,3% fibrats (Taula 2).

Taula 2. Caracteristiques basals dels pacients.

Edat (anys) 58 (51-65)
Home 10 (62,5%)
Geénere
Dona 6 (37,5%)
IMC (kg/m?) 26,6 (25,45-31,20)
Colesterol total (mg/dL) 206,69 (183,68-244,78)
Triglicerids (mg/dL) 143,04 (105,40-263,94)
HTA 4 (25%)
DM2 4 (25%)
Dislipémia 16 (100%)
HFH amb diagnostic 9 (56,3%)
Tipus de dislipgmia 98"
HFH sense diagnostic 7 (43,7%)
genétic e
Estatines 11 (68,8%)
Fibrats 1(6,3%)

Les variables continues s’expressen amb la mediana (rang interquartil), i les variables
categoriques es presenten amb el numero (percentatge).
Abreviacions: IMC, index de massa corporal; HTA, Hipertensio arterial: DM2, Diabetis Mellitus
tipus 2; HFH, Hipercolesterolémia familiar heterozigdtica.
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6.2. ANALISI DELS CANVIS EN EL PERFIL LIPIDIC

En primer lloc, es vol veure si el tractament amb iPCSK9 modifica les concentracions de
colesterol i de triglicérids en el plasma i en les lipoproteines dels 16 pacients tractats.
Aquests valors de concentracié s’han obtingut amb I'auto-analitzador Cobas Mira-Plus.
S’ha calculat la diferéncia de mitjanes de les concentracions d’aquests lipids abans

(temps 0) i després del tractament (temps 1), per a cada fraccio i per al plasma.

Al plasma, s’observa que la concentracio de colesterol total disminueix significativament
un 38% (p<0,001) amb el farmac iIPCSK9. En canvi, no es mostren diferéncies en la

concentracio de triglicerids (Figura 3).

De la mateixa manera que en el plasma, la quantitat de colesterol present en les VLDL
varia de forma significativa, disminuint un 40,5% (p=0,005) després del tractament, pero

no s’aprecien canvis en els triglicérids d’aquestes lipoproteines.

Les IDL presenten una reduccio significativa tant de la concentracié de colesterol com
de la concentracié de triglicérids degut a I'efecte dels iPCSK9. La reduccio de colesterol
és del 51,8% (p<0,001), i és major respecte als triglicérids que disminueixen un 20,7%
(p=0,01).

La concentracié de colesterol i la concentracidé de ftriglicerids varien també
significativament en les LDL amb el farmac iPCSK9. Concretament, s’observa una
reduccié del colesterol del 61,8% (p<0,001), i un descens en la quantitat de triglicérids
del 46,6% (p<0,001). La reduccié de colesterol de les LDL representa el 77,9% de la

reduccio total de colesterol del plasma.

En el cas de les HDL, no es mostra cap efecte en el perfil lipidic dels pacients entre

abans i després del tractament.
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Colesterol i Triglicerids

T1 - TO (mgidL)

10—

Figura 3. Canvis en les concentracions de colesterol i de triglicérids en
el plasma, les VLDL, les IDL, les LDL i les HDL després del tractament
amb iPCSK9. Les concentracions s’expressen en mg/dL i els resultats
es mostren amb la mitjana + SEM. El valor p s’ha calculat amb el test
de Wilcoxon (**p<0,01).

Abreviacions: Col, Colesterol; TG, triglicérids; Pl, Plasma; TO, temps O;
T1, temps 1.

6.3. ANALISI DELS _(_IANVIS EN LES CONCENTRACIONS DE LES
APOLIPOPROTEINES

Un cop analitzat I'efecte que tenen els iPCSK9 en el colesterol i els triglicerids que

transporten les lipoproteines, es vol observar com varien les concentracions de les

apolipoproteines en les fraccions lipoproteiques després del tractament a partir de les

mesures obtingudes amb I'assaig ELISA multiplex. Els grafics de la figura 4 representen

la diferéncia de concentracions de cada apolipoproteina en cada tipus de lipoproteina i

en la suma de fraccions, entre abans i després del tractament amb iPCSKO.

Amb la finalitat de demostrar que aquest tractament no afecta de la mateixa manera a
tots els pacients, també s’ha analitzat individualment I'efecte dels IPCSK9 en la
concentracié de les apolipoproteines en les diferents fraccions lipoproteiques. S’ha
avaluat la variacié de les apolipoproteines CIII, E, B i Cll en les VLDL, enles LDL i en
les IDL, ja que son les apolipoproteines que es troben presents en aquestes fraccions.
En les HDL, es mostren els canvis en les concentracions d’apoAl i apoAll, que sén les
2 proteines que abunden en aquestes lipoproteines, i d’apoE, apoClll i apoCll. Els

grafics per a I'analisi individual es mostren a '’Annex 2.
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En la fraccié de les VLDL, s’observen diferéncies significatives en I'apoB amb una
reduccio del 39,4% (p=0,004) de la concentracié d’aquesta apolipoproteina després de
I'administracio d'iPCSK9. Pel que fa a I'apoClll, 'apoE, I'apoAll i 'apoCll, no es mostren

canvis significatius, perod hi ha una tendéncia a reduir la seva concentracio (Figura 4A).

En l'analisi individual de cada pacient, la concentracié d’apoB de les VLDL disminueix
en quasi tots els pacients, de manera que la majoria dels individus responen de la
mateixa forma al tractament pel que fa a aquesta apolipoproteina (Figura 6C). Tot i no
ser significatiu, s’observa una disminucié de la concentracio d’apoClIl (Figura 6A), aixi
com d’apoE (Figura 6B) i d’apoCll (Figura 6D) en gran part dels pacients, exceptuant
alguns individus que presenten un augment de les concentracions d’aquestes

apolipoproteines o no mostren canvis.

La figura 4B mostra canvis significatius en I'apoE i 'apoB de les IDL. La concentracio
d’apoE disminueix un 28,8% (p=0,036), i 'apoB un 28,7% (p=0,017), per tant ambdues
varien en una proporcid gairebé idéntica. En canvi, no s’observen diferéncies
significatives en I'apoAl, I'apoClll, I'apoAll i I'apoCll, tot i que tendeixen a disminuir la

concentracido amb el tractament.

Si s’analitza pacient per pacient, tant la quantitat d’apoClll (Figura 7A) com d’apoCll
(Figura 7D) a les IDL disminueix en la majoria dels individus perd globalment no és
significatiu. Per altra banda, s’observa que gairebé tots els pacients mostren el mateix

comportament dels iPCSK9 en la concentracio d’apoE (Figura 7B) i apoB (Figura 7C).

Les LDL soén les lipoproteines que mostren més canvis significatius en la quantitat
d’apolipoproteines. Com es pot observar a la figura 4C, les concentracions d’apoCllI,
apoE, apoB i apoCll disminueixen significativament un 58,2% (p<0,001), 34,3%
(p=0,004), 62,9% (p<0,001) i 51,7% (p=0,001) respectivament després del tractament,
sent 'apoB la que disminueix en major proporcio. En canvi, les concentracions d’apoAl

i apoAll no varien amb els iPCSKO9.

A la figura 8A i la figura 8D, s’observa una reduccio de I'apoClll i de 'apoCll de les LDL
en gairebé tots els pacients respectivament, destacant en ambdos casos alguns
individus que tenen una concentraci6 molt alta a temps 0 i mostren una reducci6
considerable de la concentracié d’aquestes apolipoproteines, i altres pacients que
presenten una variacid6 minima. En la majoria dels individus també s’observa una
reducci6 de l'apoE en una proporci6 molt semblant (Figura 8B), i una reduccio
considerable de I'apoB que es troba en concentracions molt altes en les LDL (Figura
8C).
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En quant a les HDL, la mitjana de la concentracié d’apoB disminueix significativament
un 21,1% (p=0,017) amb els iPCSK9. També s’observa una reduccié significativa del
36,9% (p=0,015) de la concentraci6 d’apoE en aquesta fraccié. Per contra, les
apolipoproteines All, Clll, i Cll no mostren canvis amb I'administracié del farmac tot i
que tendeixen a augmentar, i I'apoAl mostra una tendéncia gairebé significativa a

incrementar la concentracié amb el tractament (Figura 4D).

En l'analisi individual, la concentracié d’apoAl augmenta en quasi tots els pacients perd
disminueix en algun cas com és l'individu que mostra una concentracié molt alta a temps
0 (Figura9A). Pel que fa a 'apoE, en la gran majoria dels individus disminueix en una
proporcid molt semblant amb el tractament (Figura 9C). En canvi, la concentraci
d’apoCllIl (Figura 9B), apoAll (Figura 9D) i apoClI (Figura 9E) no varien de la mateixa

forma entre els individus, de manera que no s’observa cap efecte comu d’aquest farmac.

Per tal de tenir una aproximaci®6 de com varien les concentracions de les
apolipoproteines al plasma, s’ha calculat la diferéncia del sumatori de les concentracions
de cada apolipoproteina en les fraccions a temps 0 i a temps 1. La figura 4E mostra una
reduccio significativa del 60,1% (p=0,048) de I'apoE i del 58,8% (p<0,001) de I'apoB en
el sumatori de les fraccions. Aquestes apolipoproteines sén les Uniques que mostren
diferéncies amb el tractament en totes les fraccions per separat. Per altra banda, les
apolipoproteines Al i All tenen tendéncia a augmentar, i 'apoClIl i 'apoCll a disminuir,

tot i aixi aquests canvis no son significatius.

25



VLDL IDL
0 _ (] R
. L.r:I

I - .

S .04 S 104

{=2]

E g

o ok ;

= =4

v 204 v 20+

s =
-30 T T T T T T '3c T T T T L T

AR & & > @
° © N © o o (@ o & S .
SRR S RS ERC A R R AES
LDL HDL
0 g ———— 150+
Feke *k
10 -

) 100

3 2 T T

g 2

L= -30-~ < 50

2  -260] 2

L -280- L]

-  -300- = 04+ - e
-320- *
-340- T T L ] *I* 1 '50 1 L] 1 1 T I

AN N \S N\ N N NS \
& oo\\ Qé" °\> QQ i Qov 00\\ Q‘o ovs \,sz& 00
L S IR O S

Sumatori de fraccions
200-

iy

o 100 -|-

(=)}

E

o

T : v

. ||
-300 |-1.|:'

-4OC T T T T L

N N & B N

F & v9° i Q& &
W W W

Figura 4. Diferencies en les concentracions d’ apoAl, apoClll, apoE, apoAll, apoB i apoCll entre abans i
després del tractament amb iPCSK9 en les fraccions (A) VLDL, (B) IDL, (C) LDL i (D) HDL i en (E) la suma
de les fraccions de lipoproteines. Les concentracions s’expressen en mg/dL. Els resultats es presenten
amb la mitjiana + SEM. El valor p s’ha calculat amb el test de Wilcoxon (*p<0,05, **p<0,01).

Els resultats es mostren per n=16 excepte I'apoE d’(A) (n=15), (D) (n=15), (E) (n=15) i apoE d’(E) (n=14).

Abreviacions: TO, temps 0; T1, temps 1.
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6.4. ANALISI DELS CANVIS EN LES CONCENTRACIONS DE LES
APOLIPOPROTEINES PER PARTICULA LIPOPROTEICA

A continuacié, es vol conéixer si hi ha variacions en les concentracions de les
apolipoproteines que transporta cada particula lipoproteica després del tractament. Les
fraccions VLDL, IDL i LDL contenen una unica molécula d’apoB en la seva estructura de
forma que es pot normalitzar la quantitat d’apolipoproteina per particula calculant el
quocient entre la concentracid d’apolipoproteina X mesurada en l'assaig ELISA
multiplex, i la concentracio d’apoB. Aquesta normalitzacio s’ha fet per a 'apoClll, 'apoE
i 'apoCll que sbén les demés apolipoproteines que es troben presents en les particules

d’'aquestes fraccions.

En les VLDL, no s’observen canvis significatius en les concentracions de les
apolipoproteines per particula, perd I'apoE i I'apoCll tenen una tendéncia gairebé

significativa a incrementar després de I'administracioé d’'iPCSK9 (Figura 5A).

En el cas de les IDL no es mostra cap efecte del farmac en la concentracié de les

apolipoproteines per particula lipoproteica (Figura 5B).

L’'apoE de les LDL és la unica apolipoproteina de les analitzades que canvia
significativament amb els iPCSK9, augmentant un 67,8% (p=0,002) la seva concentracio
en la particula. Per altra banda, la concentracié d’apoClll i apoCll tendeix a augmentar

per particula perd no és significatiu (Figura 5C).
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Figura 5. Canvis en les concentracions de les apolipoproteines apoClll, apoE i apoCll respecte
d’apoB en les fraccions lipoproteiques (A) VLDL, (B) IDL, i (C) LDL després de I'administracio
d’iPCSK9. Les dades s’expressen amb la mitjana + SEM, i el nivell de significacié s’ha obtingut
mitjiangant el test de Wilcoxon ( **p<0,01). Tots els resultats es mostren per n=16, excepte
I'apoE/apoB d’(A) per n=15,

Abreviacions: TO, temps 0; T1, temps 1.
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7. DISCUSSIO

La terapia amb iPCSK9 s’utilitza per disminuir les concentracions de LDL-C en pacients
amb hipercolesterolémia severa. L’'objectiu d’aquest treball ha estat fer un estudi pilot
per coneixer si es donen altres canvis en el perfil lipidic com a consequéncia d’aquest

tractament i quins son.

Els resultats obtinguts en 'analisi dels canvis en el perfil lipidic mostren una reduccié
significativa de la concentracio de colesterol en el plasma, concretament en les VLDL,
enles IDL i en les LDL després del tractament amb iPCSK9. Com ja s’ha comentat, el
principal efecte d’aquest farmac és augmentar el reciclatge de LDLR a la membrana
dels hepatocits i consequientment, disminuir els nivells de LDL-C al plasma. En aquest
estudi, la disminucié mitjana de la concentracié de LDL-C dels 16 pacients tractats amb
iPCSKO9 és del 61,8%. Aquest resultat coincideix amb el que van suggerir dos assajos
clinics en fase Ill molt rellevants (18,27), que van demostrar una disminucié mitjana dels
nivells de LDL-C del 54,7% i 59% respectivament, en pacients amb nivells molt alts de

colesterol en sang i amb un alt risc cardiovascular.

A més de la reduccié evident de LDL-C, Hollstein et al. (28) també demostren una
disminucié del colesterol VLDL (VLDL-C). | un altre estudi, descriu una disminucio del
colesterol IDL (IDL-C) en humans sans (29), en una proporcié molt semblant a la que
s’observa en el present treball. En ambdés casos, associen aquesta disminucié a un
augment de la internalitzacié d’aquestes lipoproteines. Recentment, s’ha descrit que els
nivells de VLDL-C estan associats al risc de patir un infart de miocardi, aixi doncs, la

seva reduccié podria ser un efecte beneficidés addicional dels iPCSK9 (30).

Per altra banda, les HDL soén les uniques lipoproteines en les que no s’observen
variacions en la concentracio de colesterol. En canvi, alguns estudis previs suggereixen
un augment moderat d’HDL-C, i per tant, tenint en compte el rol cardioprotector de les
HDL, un efecte beneficids del farmac (28,31,32). Aquesta diferéncia en els resultats pot
ser deguda al fet de tenir una cohort petita, ja que si que s’observa una tendéncia a que
augmentin els nivells d’'HDL-C, i que és probable que estudiant més pacients fos
estadisticament significativa. Tot i aixi, existeixen algunes discrepancies i no es

coneixen els mecanismes amb els quals els iPCSK9 produeixen aquest augment.

No s’observa cap efecte dels iPCSK9 sobre la concentracio de triglicérids del plasma.
Aquests resultats coincideixen amb els observats en un grup de voluntaris
normolipidémics (29), perd en canvi altres estudis fets amb cohorts més grans descriuen

una reduccié de la quantitat de triglicerids en circulacié d’aproximadament un 20%
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(28,31). Aixi doncs, el fet de tenir una poblacié de només 16 pacients pot haver dificultat

'observacio d’aquests resultats.

Per a l'analisi de les variacions en les concentracions de les apolipoproteines, s’ha
mesurat la concentracié d’apoAl, apoClll, apoE, apoAll, apoB i apoCll ja que son les
principals apolipoproteines que tenen un paper important (funcional i/o estructural) en

les diferents fraccions lipoproteiques.

En les VLDL, s’observa una reduccié de la concentracié d’apoB amb I'administracio
d'iPCSK9. Aquestes lipoproteines contenen una Unica molécula d’apoB en la seva
composicié de manera que aquesta variacié s’associa a una disminucié del nombre de
particules VLDL al plasma. Les VLDL son lipoproteines riques en triglicérids, i com s’ha
vist anteriorment, els triglicérids del plasma no varien amb els iPCSK9 en aquest estudi
cosa que suggereix, que a més de la disminucié en el nombre de particules, aquest
farmac produeix un augment de la mida d’aquestes. Per altra banda, no es descriuen
variacions en I'apoClll i I'apoCll amb el tractament. Aquestes apolipoproteines regulen
el catabolisme dels ftriglicérids, I'apoClll inhibint I'enzim LPL i 'apoCII activant-lo, de
forma que no sembla que hi hagi un augment de la degradacié de triglicérids tal i com
ja s’havia intuit amb l'analisi del perfil lipidic. Un estudi anterior, a més de la disminucio
d’apoB, també descriu una reduccio de la concentracié d’apoClll, apoCll i apoE, que

I'atribueixen a una major internalitzacié de les VLDL (28).

Després de l'administracio d'iPCSK9, la mitjana de la concentracié d’apoE i apoB
disminueix en les IDL. L’apoB és la principal apolipoproteina de les IDL, i igual que en
les VLDL, contenen una unica molécula per particula. Aixi doncs, una disminucié de la
concentracié d’apoB esta relacionada amb un descens en el nombre de particules IDL,
cosa que també explicaria la disminucié d’apoE. Un estudi previ, observa una reduccio
de I'apoB de les IDL del 29,9% en voluntaris sans (29), una proporcié gairebé idéntica
al 28,7% descrit en el present estudi. Aquest efecte pot ser beneficios per als pacients
amb alts nivells de colesterol, ja que aquestes lipoproteines son molt aterogéniques i
les persones sanes amb un metabolisme normal tenen una quantitat molt baixa
d’'aquestes lipoproteines romanents. Estudis anteriors realitzats en individus sans,
observen una disminucié de I'apoB de les IDL en una proporcié gairebé idéntica a la

observada en el present estudi (29,33).

Les dades obtingudes en [lanalisi dels canvis en les concentracions de les
apolipoproteines de les LDL, descriuen una reduccio de totes les apolipoproteines que
contenen que son I'apoClll, apoE, apoB i apoCll. D’entre aquestes, les apolipoproteines

B i Clll son les més rellevants pel que fa al risc aterogénic. Una disminucié de la
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concentracié d’apoB, es correlaciona amb un descens en el nombre de particules LDL
amb el tractament amb IPCSK9 fet que explica la disminuci6 de les demés
apolipoproteines. Aquest resultat, s’ha demostrat en nombrosos estudis ja que el
principal efecte d’aquest farmac és la disminucio de particules LDL en circulacio (28,33).
Pel que fa a I'apoClll, aquesta apolipoproteina augmenta I'afinitat de les LDL pels
proteoglicans de la paret dels vasos causant la seva acumulacié a I'espai subendotelial
(23), de manera que la disminucié d’apoClll podria contribuir a una major reduccio del

risc cardiovascular.

En quant a les HDL, les apolipoproteines més rellevants en la seva composicié sén
'apoAl i 'apoAll, i algunes subespécies contenen també apoClll i/o apoE. Aquestes
lipoproteines no contenen apoB, de manera que la disminucid significativa de la
concentracié d’apoB observada, pot ser que correspongui a particules LDL molt denses
que s’han separat juntament amb la fraccié de les HDL durant la ultracentrifugacié. Les
subpoblacions que contenen apoE perd no apoClll, tenen un paper cardioprotector
degut al rol de I'apoE en el transport revers del colesterol, en canvi, les subpoblacions
que contenen també apoClll, aquesta atenua la funcié protectora de les HDL (34,35).
En el grup de pacients analitzats en el present estudi s’observa també una disminucio
d’apoE de les HDL. Aixi doncs, segons aquests resultats, I'efecte dels iPCSK9 en I'apoE
podria ser perjudicial ja que la funcié cardioprotectora en les HDL que la contenen es
veuria afectada. Els resultats obtinguts mostren una tendéncia gairebé significativa a
augmentar I'apoAl, coherent amb la tendéncia observada en augment d’HDL-C. Estudis
com els de Hollstein et al (28) , Koren et al (36), i Toth et al. (32), descriuen un augment
moderat d’aquesta apolipoproteina en les HDL, suggerint un augment de particules HDL
en circulacio, i per tant un increment de lipoproteines arterioprotectores. Aixi doncs, és
probable que amb una cohort més gran s’hagués pogut observar aquest augment
significatiu, tot i que de la mateixa forma que 'augment d’HDL-C descrit en alguns

estudis, no hi ha prou evidéncies que confirmin aquest efecte.

L’analisi dels canvis en les concentracions de les apolipoproteines normalitzades pel
numero de particules lipoproteiques en les VLDL, IDL i LDL, mostra una variaci6
significativa de I'apoE per particula LDL, on aquesta apolipoproteina és minoritaria. Per
tant, aquests resultats suggereixen que els efectes observats en les concentracions de
les apolipoproteines per fraccié amb el tractament, podrien ser deguts a una disminucio
del nombre total de particules lipoproteiques, i no a una disminucio de la concentracio

de les apolipoproteines per particula.
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En l'analisi individual de les variacions en les concentracions de les apolipoproteines
amb el tractament, s’observa que només en els casos en que la diferéncia de
concentracions és molt significativa, com és el cas de les apolipoproteines que formen
part de les LDL, hi ha una tendéncia gairebé homogénia en tots els pacients a disminuir
0 a augmentar la concentracié d’apolipoproteina amb els iPCSK9. En canvi, en la
majoria de les apolipoproteines analitzades, no tots els pacients responen de la mateixa
forma al tractament, demostrant que els iPCSK9 no produeixen el mateix efecte sobre

la resta d’apolipoproteines en tots els individus hipercolesterolémics.

Aquest estudi és una prova pilot per a comprovar si el tractament amb iPCSK9 provoca
efectes i quins poden ser sobre les apolipoproteines i en les propietats de les
lipoproteines en una poblacié de 16 pacients, per en un futur, poder realitzar I'experiment
a major escala. L’estudi té una série de limitacions, com per exemple la cohort petita
amb la que s’ha treballat ja que pot haver dificultat 'observacié de canvis significatius
en alguns resultats. Aquesta limitacié en la mostra va lligada al fet que sigui un estudi
pilot perd val a dir que, malgrat no haver assolit significacié estadistica en alguns casos,
ha permés veure amb claredat les tendéncies dels canvis. En la vessant més técnica,
'ELISA multiplex, tot i que permet obtenir resultats de varies proteines en un Unic assaig,
no és fiable per a comparar valors absoluts de concentracié amb els valors estandards
ja que no és un métode per a diagnostic. Per tant, és Util per comparar les diferéncies
entre abans i després del tractament perd no permet comparar els resultats amb els
d’altres estudis. Una altra limitacié que tenen les técniques multiplex és que la dilucio
realitzada en la mostra de fraccié lipoproteica ha de permetre quantificar totes les
apolipoproteines a analitzar, de manera que pot dificultar la deteccié d’alguna
apolipoproteina com ha estat el cas de I'apoClll, que es trobava molt saturada en la

majoria de fraccions lipoproteiques.
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8. CONCLUSIONS

Amb la realitzacié d’aquest estudi, s’han pogut observar els efectes que produeixen els
inhibidors de PCSK9 en el perfil lipidic i en la composicié de les lipoproteines a més de

la reduccié dels nivells de LDL-C.

- Els iPCSK9 no només redueixen significativament un 61,8% els nivells de LDL-C en
circulacio sin6 que també redueixen un 40,5% la concentracio de VLDL-C i un 51,8% la

concentracio d’IDL-C.

- No s’observen variacions significatives en els nivells de triglicérids al plasma després

del tractament.

- No s’observen variacions significatives en els nivells d’HDL-C tot i que hi ha una

tendéncia a augmentar després del tractament.

- Els iPCSK9 disminueixen el numero de lipoproteines circulants ja que les
concentracions d’apoB disminueixen un 62,9% en les LDL, un 39,4% en les VLDL, i un
28,7% en les IDL.

- L’apoClll de les LDL disminueix significativament un 58,2% amb el tractament amb
iPCSKO.

- En les HDL s’observa una disminucié de I'apoE del 36,9% i una tendéncia de I'apoAl
a augmentar amb els iPCSK9 coherent amb la tendéncia en augment dels nivells d’'HDL-
C.

- Tot i que l'efecte dels IPCSK9 sobre la concentracid de colesterol és bastant
homogénia, hi ha una variabilitat interindividual en I'efecte que produeixen els iPCSK9
en la majoria de les apolipoproteines mesurades, indicant que no tots els pacients

responen de la mateixa forma al tractament.
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9. AUTOAVALUACIO

Realitzar el treball de fi de grau relacionat amb les practiques a la URLA ha estat una
experiéncia positiva i enriquidora que m’ha permés participar en un projecte de recerca

i plasmar els resultats obtinguts.

Durant el desenvolupament del treball, he pogut adquirir nous coneixements relacionats
amb el metabolisme lipidic i el risc cardiovascular, i aplicar els ja apresos durant els

estudis de grau.

La part experimental m’ha permés familiaritzar-me amb noves técniques de laboratori
com son la separacié de fraccions lipoproteiques del plasma, la determinacié del perfil
lipidic, i 'assaig ELISA multiplex, aixi com el funcionament dels equips disponibles. A
més, he aprés a tractar les dades obtingudes en els experiments i a analitzar-les

mitjancant softwares estadistics.

Una altre aspecte imprescindible en el desenvolupament del projecte ha estat la
necessitat de prendre decisions en diferents moments del procés. L’aparicid de
problemes técnics i experimentals m’ha permés millorar I'habilitat per reaccionar de

manera agil i saber buscar una solucio.

El treball en equip m’ha mostrat lo essencial que és la coordinacié i la confianga en els

companys.

A més, he pogut entendre la importancia que tenen la recerca bibliografica i la realitzacié

d’un correcte analisi i interpretacio dels resultats, a banda de la part metodologica.

En definitiva, I'elaboracié d’aquest treball ha estat un repte que m’ha permés créixer tant

a nivell personal com a nivell professional.
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11. ANNEXOS
ANNEX 1: COMPOSICIO DE LES SOLUCIONS

Taula 3. Composicié de les solucions de densitat utilitzades per a la ultracentrifugacio
sequencial i del PBS utilitzat per a la dialisi.

sSoLuUcCIO COMPOSICIO

11,4 g NaCl
0,1 g EDTA-Na;

Solucié de densitat 1,006
0,5 g d’acida sodica

g/mL
50 mg cloroamfenicol

Aigua destil-lada fins a un volum d’1 L
Solucioé de densitat 1,019 800 mL de solucié de densitat 1,006

g/mL 200 mL de soluci6 de densitat 1,071
Solucié de densitat 1,063 800 mL de solucié de densitat 1,019

g/mL 200 mL de solucié de densitat 1,239
Solucié de densitat 1,071 700,94 mL de soluci6 de densitat 1,006

g/mL 279,06 mL de solucié de densitat 1,239
Solucio de densitat 1,239 328 g NaBr

g/mL 1 L de solucio6 de densitat 1,006 g/mL

9,4 g de NaCl

1,56 g de HaNaPO4+2H,0
1,8 g de fosfat de sodi dibasic Na,P042H,O

Aigua destil-lada fins a un volum d’1L

PBS
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ANNEX 2: FIGURES DE L’ANALISI INDIVIDUAL DELS CANVIS EN LES
CONCENTRACIONS DE LES APOLIPOPROTEINES DE LES FRACCIONS
LIPOPROTEIQUES
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Figura 6. Concentracions (A) d’apoClll, (B) apoE, (C) apoB i (D) apoCll en
la fracci6 VLDL abans (temps 0) i després del tractament amb iPCSK9
(temps 1) en els 16 pacients. Les concentracions es presenten en mg/dL.
Abreviacions: TO, temps 0; T1, temps 1.
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Figura 7. Concentracions (A) d’apoClil, (B) apoE, (C) apoB i (D) apoCll en les
lipoproteines IDL abans i després de l'administraci6 d’iPCSK9 de cada
individu tractat. Les concentracions s’expressen en mg/dL.

Abreviacions: TO, temps 0; T1, temps 1.
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multiplex.
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