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1-ESTRUCTURA | METABOLISME DE LES LIPOPROTEINES

1.1 INTRODUCCIO

Els lipids tenen diferents funcions fisioldgiques: estructural, en la formacié de
membranes, energética i precursora d’hormones esteroidees, prostaglandines i
acids biliars. Els lipids son apolars i per tant han de ser transportats en circulacio
solubilitzats en forma de lipoproteina, que sén particules esfériques o discoidals,
formades per complexes de lipid i proteina. La fraccioé proteica és variable entre les
diferents lipoproteines circulants, entre 1-60% de la masa total, i esta constituida per
diferents apolipoproteines, que tenen fonamentalment dues funcions: el transport i la
metabolitzacié dels lipids. La part lipidica de les lipoproteines consta de lipids
apolars (triglicérids i ésters de colesterol) que formen el nucli hidrofobic i de lipids
amb una relativa polaritat (colesterol lliure i fosfolipids) situats en la superficie
juntament amb les apolipoproteines. També formen part de les lipoproteines, en
petites quantitats, diferents enzims i altres molécules lipofiliques, com els carotens,

tocoferol, ubiquinol o els flavonoids, els quals tenen importants funcions bioldgiques.

Les lipoproteines presenten una gran heterogeneitat quant a composicio,
grandaria, funcio i altres propietats. S’han classificat classicament segons la seva
densitat, degut a que s’aillen per ultracentrifugacié en funcié de llur densitat
hidratada (Havel 1955). D"aquesta manera s’estableix la classificacid, de menor a
major densitat, en: quilomicrons, lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL),
lipoproteines de densitat intermitja (IDL), lipoproteines de baixa densitat (LDL), i
lipoproteines d alta densitat (HDL). Amb una densitat entre I'LDL i 'HDL es troba la
lipoproteina(a) o Lp(a). Dins d"aquestes lipoproteines principals es poden diferenciar

subclasses de tamany i densitat variable.
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1.2 TIPUS DE LIPOPROTEINES

a)_Quilomicrons (densitat < 0.96 kg/L): Els quilomicrons sén particules sintetitzades a

I'intesti, de gran tamany i alt contingut en triglicérids. La seva funcié és el transport
exodgen de lipids, ja que transporten els lipids de la dieta fins a la circulacio. Els
quilomicrons tenen una vida mitja curta, sent hidrolitzats rapidament per la
lipoproteinlipasa (LpL) endotelial. Les apolipoproteines que formen part dels
quilomicrons sén d’origen intestinal com I'apoB-48 o productes de bescanvi circulant
com les apoA-l , apoE, apoC-Il i apoC-lII.

b) VLDL (d= 0.96-1.006 kg/L): L'VLDL es sintetitza al fetge i presenta també un

contingut elevat en ftriglicérids, perd és de menor tamany i major densitat que els
quilomicrons. La seva funcié és el transport dels triglicérids des del fetge fins als teixits
d’emmagatzematge o us metabolic. L'VLDL és també metabolitzada per la LpL. Les
apolipoproteines principals de I'VLDL soén: apoB-100, apoE, apoC-Il i apoC-lll.

c) IDL (d=1.006-1.019 kg/L): Com a resultat de la metabolitzaci6é de I'VLDL s origina

I'IDL, la qual conserva |'apoB-100 il’apoE, lligands pels receptors cel.lulars, pero
perd en la metabolitzacid la major part de les apoCs, sobretot ['apoC-Il. En
consequencia, I'IDL no pot ser degradada per la LpL i s hidrolitza per la lipasa
hepatica (HL) donant lloc a les particules d'LDL. L'IDL es troba normalment en baixes
concentracions en circulacio, pero esta augmentada en determinades patologies.

d) LDL (d=1.019-1.063 kg/L): A partir de la metabolitzacié de I'VLDL i de I'IDL es

forma I'LDL. L'LDL és molt rica en colesterol, ja que transporta aproximadament el
70% del colesterol plasmatic, des del fetge cap als teixits periféerics. Les ceél.lules
capten el colesterol transportat per I'LDL a través del receptor d'LDL (rLDL) que
reconeix com a lligand |'apoB-100. Quan I'LDL es troba en concentracions
excessives o quimicament modificada és una lipoproteina altament aterogénica.

e) Lp(a) (d=1.050-1.100 ka/L): L'Lp(a) és una lipoproteina de sintesi hepatica, amb

estructura com la de I'LDL perd contenint una apolipoproteina addicional, |'apo(a),

que es troba unida a 1'apoB-100 mitjangant un pont disulfur produit
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extracel.lularment per modificacié postsintética. L'Lp(a) és també aterogénica quan
les seves concentracions plasmatiques es troben augmentades.

f) HDL (d=1.063-1.210 kg/L): L'HDL té com a funcié mobilitzar el colesterol dels

teixits periférics cap al fetge, on s’elimina com a sals biliars, portant a terme el
transport revers del colesterol. Per tant, I'HDL té un paper protector en
|"aterosclerosi. L'HDL es forma com a una particula discoidal, rica en proteines,
fosfolipids i colesterol lliure: I'HDL naixent, la qual pot tenir origen hepatic o formar-
se a partir de components de la superficie de quilomicrons i VLDL. Després, |'HDL
pateix un procés de maduracid, en que estan implicades la HL, la lecitin colesterol
aciltransferasa (LCAT) i la proteina transferidora d’ésters de colesterol (PTEC).
L"HDL naixent es va transformant progressivament en HDL3, HDL2 i HDL1. L'HDL
conté activitat paraoxonasa, LCAT, PTEC i les apolipoproteines apoA-Il, apo-E, apo-
Cs, apo-D i sobretot I'apoA-I. La interaccio entre les diferents lipoproteines déna lloc
a un metabolisme complexe, el qual es tractar de simplificar esquematicamant a la

seguent Figura.
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Figura 1. Esquema general del metabolisme de les lipoproteines.
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2-PATOGENIA DE L'ATEROSCLEROSI

2.1 TEORIES SOBRE L ORIGEN DE LA LESIO ATEROSCLEROTICA

L aterosclerosi és un procés multifactorial en qué es produeix un
engruixament de la capa intima de la paret arterial amb un conseguent estretament
de la llum vascular. La lesio aterosclerodtica pot afavorir la formacié de trombus que
contribueixen a potenciar |I'obturacio del vas i com a resultat es pot produir isquémia
a la zona irrigada pel vas obturat. La lesio fonamental del procés aterosclerotic és la
placa ateromatosa en qué es troben els seglents components (Movat 1959, Haust

1971, Ross 1976, Wolff 1988):

- Cél.lules sanguinees, basicament mondcits-macrofags, perd també neutrofils i
limfocits.

- Proliferacié de cél.lules musculars llises (SMC).

- Teixit conjuntiu extracel.lular: teixit elastic, col.lagen, proteoglicans.

- Ceroid que son complexes de lipids, sobretot colesterol oxidat, amb proteina.

- Restes necrotics.

- Esporadicament acumuls plaquetaris associats a I'endoteli.

- Calci, que de vegades es troba en estadis avancgats de la lesio.

En la figura 2, que es presentara al seglent apartat, es troba representada
una placa ateromatosa en diferents estats d’evolucié en qué estan representats tots

aquests components.

L aterosclerosi és un procés complexe en qué es troben molts factors

implicats, respecte al seu origen han estat hipotetitzades diverses teories.
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- Virchow (Virchow 1856) ja postula que el desenvolupament de la placa

ateromatosa podria ser en resposta a una lesio de la paret arterial.

- La hipdtesi trombogénica (Marchand 1904) suggeria que la proliferaci6 de SMC i

la deposicié de fibrina eren les causants de I'engruixament de |'intima, restant-li
importancia a la implicacio dels lipids.

- La teoria lipidica (Antischkdw 1913) indicava que la major entrada de lipids cap a

la paret arterial en front als mecanismes d’eliminacid era responsable de

I"acumulacio lipidica.

Posteriorment a aquestes teories i, com a consequéncia dels coneixements al llarg

del segle, va sorgir la teoria multifactorial.

- La teoria multifactorial apunta que diversos mecanismes patogénics, com els

lipids, la hipertensio arterial, factors coagulants, i molts altres, contribueixen a la
formacio de la placa. Hi han dos vessants respecte a aquesta teoria, en funcio
del fet causant, suficient i necessari, de |'origen de la lesio. La hipotesi de la
resposta a la lesio, formulada per Ross, Glomset i col.laboradors, defensa que
la causa originaria del procés aterosclerotic és una lesido endotelial, amb o
sense denudacio de I'endoteli, que provoca una pérdua de la seva funcionalitat.
En canvi, la teoria proposada per Williams i Tabas dona un rol principal a la
infiltracio i retencié de lipoproteines a la intima com a fet originador de la placa

aterosclerotica.

a) Hipotesi de la resposta a la lesid proposada per Ross el 1976 i posteriorment

actualitzada (Ross 1986, 1993 i 1999, DiCorleto 1993) indica que |'origen de la
placa ateromatosa és una lesié endotelial. En les ultimes revisions d’aquesta
hipdtesi, ja no es considera que la lesié a I'endoteli impliqui necessariament
denudacié, sind que pot ser simplement una pérdua de funcionalitat induida per

un agent nociu extern com un virus, bacteri, hipertensié, LDL, homocisteina,
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tabaquisme, toxines, etc. A causa d'aquest dany endotelial, es produeix una
modificacié funcional de |'endoteli, donant lloc a una activacié que comporta, com
a consequiéncia, una resposta inflamatoria. Aquesta activacié endotelial pot tenir
com a consequéncia un augment de la permeabilitat a les lipoproteines
aterogéniques (Ross 1990, Nielsen 1992, Nordestgaard 1994), relacionant doncs

aquesta teoria amb la hipotesi de la infiltracié lipidica.

b) Hipotesi de la infiltracio i retencié de les lipoproteines la qual postula com a fet

central iniciador de la lesi6 la retencio subendotelial de les lipoproteines (Williams
1995 i 1998). Hi han diferents estudis que donen suport a aquesta idea, com els
de Schwenke i Carew (Schwenke 1989a i b), en qué es considera que la clau en
I'inici de la lesid és la retencio de les lipoproteines, i no necessariament una major
permeabilitat de I'endoteli, malgrat que pot ser un factor que hi contribuexi.
Resumint, aquesta teoria proposa que |aterogenicitat de les lipoproteines amb
apoB depén de quatre factors: la seva concentracié plasmatica, I'influx de les
mateixes versus |'eflux en la paret arterial, la modificacié de les lipoproteines
retingudes i la resposta inflamatoria que aquest darrer fet provoca (Pentikainen

2000).

El procés de retencid de les lipoproteines es produeix en la matriu
extracel.lular del subendoteli (Srinivasan 1986), la qual esta formada basicament
per proteoglicans i col.lagen, on intervindrien una série de molecules, les quals es
poden expressar en diferent grau a la paret arterial, com la esfingomielinasa
(SMasa), la lipoproteinlipasa (LpL), perd sobretot els proteoglicans (PG) com a
principals responsables de la retencié de I'LDL (Linden 1989, Ismail 1994). Com a
consequencia del segrest de lipoproteines aterogeniques a l'intima endotelial,
aquestes es modificarien, produint-se oxidacié (Camejo 1985, Linden 1989) i

agregacio de la particula (Camejo 1993, Maor 2000). Aquestes modificacions
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comportarien una seérie d’efectes que serien claus pel desenvolupament de la
lesié aterosclerodtica. Existeixen proves “in vivo” que corroboren aquesta hipotesi.
En estudis amb ratolins transgénics que presenten una unié defectiva de |'apoB a
PG , presenten menys aterosclerosi (Boren 98a i 98b). A més, induint
hipercolesterolémia el fet més primerenc que es detecta, en dues hores, és la

retencié i agregacio de les lipoproteines (Schwenke 1989b, Nievelstein 1991).

La teoria multifactorial en I'inici de la lesi6 és la més acceptada actualment, tant si
es considera que el fet central que ocasiona |'origen d’aquesta lesié és un dany
endotelial o bé la retencié de les lipoproteines. Ambdues idees estan intimament
relacionades i el fenomen que es desenvolupa és una resposta immune i

inflamatoria.

2.2 EVOLUCIO DE LA PLACA ATEROMATOSA

El procés aterosclerodtic €s progressiu, s’inicia amb la aparicié de I'estria de
greix que es pot complicar degut a la produccid6 de de citoquines, factors de
creixement i diferents molécules inflamatdries que provoquen migracio i creixement
cel.lular, mort cel.lular i deposicié de matriu extracel.lular. D aquesta manera, |'estria
de greix evoluciona cap a la formacié d'una lesio fibrolipidica la qual es pot fisurar i

originar un problema trombotic.

La Figura 2 ofereix una visié global de la lesio aterosclerotica i es poden
observar els diferents estadis de la lesio, aixi com els principals factors implicats, la

funcid i origen dels quals es detallara a I'apartat 3.
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- més proliferacié 1 migracio SMC

-disfunci6 endotelial - retencio 1 modificacio de I’'LDL o, .
. o , . . s, - secrecid de matriu extracel.lular
-infiltracié de I'LDL a la intima - proliferacié6 SMC - gran acumulacio linidica
-acci6 de molécules inflamatories - formacié de cél.lules espumos & P

- creixement i/o trencament de la placa

Figura 2. Esquema de la teoria multifactorial de I'origen de la placa ateromatosa,
unificant les dues teories, la de la resposta a la lesié i la de la retencio de les
lipoproteines. S’indica I'evolucié de la formaci6 de la lesio, amb les diferents fases:
lesio inicial, estria de greix i lesié avangcada. També s’indiquen diferents components
implicats en aquest procés (quimioquines, molécules d’adhesié, etc). En vermell
s’indica I'efecte de I'LDL electronegativa (LDL(-)) que s explicara posteriorment.
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L estria de greix és el primer estadi de la lesid, esta basicament formada per
cél.lules espumoses, sobretot macrofags i SMC, les quals estan carregades de
lipids. Els mondcits circulants sén atrets per quimioquines produides per |'endoteli i
penetren a I’espai subendotelial on es transformen en macrofags, els quals captan
descontroladament formes modificades d'LDL, amb major carrega negativa, a través
del receptor scavenger (SR), com s’explicara posteriorment. Aquest fet comporta
["acumulacio intracel.lular de lipids en forma d’ésters de colesterol de forma

massiva, originant-se les esmentades cel.lules espumoses.

L estria de greix progressa degut a I'expressio de factors quimiotactics i de
creixement produits per les cel.lules constituients de la paret arterial: cel.lules
endotelials (EC), cél.lules musculars llises (SMC), i també macrofags i limfocits. La
secrecid d aquests factors indueix, entre d’altres efectes, la migracié i proliferacio de
les SMC. Les SMC, un cop a |'espai subendotelial, passaran a desenvolupar un
fenotip sintétic amb secrecid6 de teixit conjuntiu extracel.lular, com col.lagen i
proteoglicans. Aquest fenomen dona lloc a la lesié fibrotica, que si presenta un nucli

lipidic es forma la lesio fibrolipidica que és més inestable.

La lesi6 fibrotica és rica en matriu extracel.lular, perd no presenta acumul
lipidic perque les cél.lules apoptotiques s aclareixen per fagocitosi abans de que es
buidin i alliberin els lipids acumulats intracel.lularment. En canvi, a la lesio
fibrolipidica es forma un nucli lipidic, a partir de lipids derivats de |'acumulacié a les
cél.lules espumoses, ja que els macrofags no s’eliminen i es fan necrotics. Per tant,
a la lesié fibrolipidica existeix un nucli lipidic a la part central de la placa, format per
ceroid insoluble, que esta rodejat de la part fibrosa. Aquest tipus de lesio rica en
lipids és més fragil i es pot trencar per accié del fluxe sanguini o d’altres
mecanismes encara no ben coneguts. En trencar-se la placa, es pot taponar |'arteria
en qué es troba situada o bé la mateixa placa pot arribar a ser trombogénica, al

quedar exposades a circulacio activitats procoagulants com el tissue factor (TF).
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Quan es produeix el fenomen de la coagulacié té lloc una acumulacié de plaquetes i

de fibrina en la llum vascular, fet que pot ocluir el vas i originar trombosi.

3- PAPER DE DIFERENTS MOLECULES | FACTORS EN LA LESIO

En el procés aterosclerotic les cél.lules vasculars presents a la lesid
sintetitzen diferents citoquines, factors de creixement i mediadors de la inflamacié
que contribueixen al desenvolupament del procés aterosclerdtic. Aquests factors
involucrats en la progressid de la lesid tenen efectes interelacionats i poden
presentar diferents efectes segons el tipus cel.lular o el microambient sobre el qual
actuin. La seva inducci6 pot ser deguda a diferents estimuls, un dels quals és I'LDL,
especialment quan la molécula es troba modificada, com s’explicara a |'apartat 4, i
indueix |'expressido de diferents molécules inflamatdries com la (MCP-1) o les
interleuquines 8 i 1 (IL-8 o IL-1). La interacci6é entre tots aquests factors és encara
poc coneguda, sent aquest camp |'objectiu de molts treballs dins de la investigacio

cardiovascular.

A continuacio, i de forma resumida, s’enumeren en forma de taula (Taula 1)
els principals factors involucrats al procés aterosclerotic, indicant a quina familia de
molécules pertanyen, quines cél.lules els produeixen i el seu efecte. Entre tots
aquests factors, als apartats 3.1 i 3.2 es comentaran amb més detall les molécules
d’adhesio i les quimioquines, les quals actuen sinergicament tenint com a rol central
|"atraccio de leucocits als llocs d'inflamacié, que és un fenomen primerenc en l'inici

de la lesio aterosclerotica.
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Taula 1. Principals molécules i factors implicats a I'origen i desenvolupament

de la lesid aterosclerotica.

Familia de » Principals cél.lules
molécules Molecules Paper ala lesio productores
Molécules d'adhesiq VCAM EC

ICAM Adhesié de leucocits EC

E / P-Selectina EC/plaquetes
Quimioquines MCP-1 Reclutament de monocits EC, macrofags

IL-8 Reclutament de limfocits i neutrofils
Citoquines IL-1 Induccié i amplificacié de resposta EC, macrofags, SMC

TNF-a inflamatoria

IL-6, IL-2, IFNg
Factors de M-CSF/ GM-CSF | Creixement mondcits/granulocits EC, macrofags, SMC
creixement PDGF Proliferacio SMC i EC

VEGF Proliferacio SMC

bFGF Proliferacio fibroblasts
Factors implicatsa | TF Activador de la coagulacio EC, macrofags, SMC
coagulacio PAI-1 Inhibicié de la fibrinolisi EC

Prostaglandines

tromboxa (TX)
prostaciclina(PGI2

Contraccié SMC i agregacio plaquete

Inhibicié agregacié plaquetaria

plaquetes, EC, SMC
EC

Factors vasodilataci{ eNO Vasodilatacié EC
iNO Vasodilatacio macrofags
ET (endotelina) Vasoconstriccio EC
Enzims hidrolitics MMP Degradacié matriu extracel.lular macrofags

Abreviatures de la Taula 1:

VCAM:molécula d’adhesié de cél.lules vasculars; ICAM:molécula d’adhesid intercel.lular;

MCP-1: proteina quimiotactica de mondcits; IL:interleuquina; TNF: factor de necrosi tumoral;

IFN:interferé; M i GM-CSF: factor estimulador de colonies de monocits i granuldcits; PDGF,

VEGF, bFGF: factors de creixement de plaquetes, vascular i de fibroblasts, respectivament;

TF: factor tissular; PAI: inhibidor de |'activador del plasminogen; TX: tromboxa; PGI2:

prostacilina;

ET: endotelina;

metaloproteinases de matriu.

eNO i

iNO:

oxid nitric endotelial

i induible; MMP:
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3.1 MOLECULES D'ADHESIO

La migracié i unié de leucocits a la paret arterial €s un event primerenc en
|"aterogénesi (Ross 1993). De fet, |"aterosclerosi és un desordre cronic en qué hi ha
un sobre-reclutament de leucocits a la intima endotelial (Ross 1999). L expressio de
molécules d"adhesio a I'endoteli és necessaria per a que tingui lloc aquest fenomen,
produint-se, com a resultat, una resposta inflamatoria que iniciara el procés

aterosclerotic

Les cél.lules endotelials expressen de forma constitutiva PECAM-1 (molécula
d’adhesio de les plaquetes amb cél.lules endotelials) i ICAM-1 (molécula d"adhesio
intercel.lular). Perd en resposta a diferents estimuls inflamatoris, les cél.lules
endotelials (EC) poden expressar i activar molécules d'adhesié especifiques, per
definir el tipus de leucocit reclutat. De manera que el tractament amb determinades
citoquines indueix |'expressié de E-selectina i VCAM-1 (molécula d'adhesio de

cél.lules vasculars) i també pot regular els nivells constitutius d ICAM-1.

3.1.1 CLASSIFICACIO DE LES MOLECULES D'ADHESIO

Les molécules d'adhesié que basicament estan implicades en el reclutament
de leucocits a les arees d’inflamacié a I'endoteli es poden dividir en els seglents

grups (Malik 1996):

a) Selectines. S6n membres d'una mateixa familia génica. Tenen un domini lectina-
like, depenent de calci, que interacciona amb els carbohidrats de leucocits i EC.
Es poden dividir en: P-selectina (en EC i també en plaquetes activades), L-

selectina (en leucocits) i E-selectina (en EC).
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b) Integrines. Sén glicoproteines que posseeixen subunitat a i b, es troben en
leucocits i estan implicades en la unié amb molécules d'adhesio de la supefamilia

de les immunoglobulines. Alguns exemples son la LFA-1 i la VLA-4

c) Superfamilia de les immunoglobulines. S’expressen a EC entre elles es troben:
ICAM, VCAM-1 i PECAM-1. La unié pot ser homofilica, entre dos molécules
d’aquesta superfamilia, o heterofilica amb integrines. La ICAM-1 s’uneix a b2-
integrines dels leucocits (CD11/CD18 o LFA-1). LA VCAM-1, en canvi, esta
implicada en la unié de monocits i també de limfocits mitjangant la molécula VLA-

4 (very late antigen 4.

3.2 QUIMIOQUINES: MCP-111L-8

L'MCP-1 (proteina quimioatraient de monocits) i I'lL-8 (interleuquina 8) son
dues quimioquines amb especial implicacio en el procés aterosclerotic. Les
quimioquines o citoquines quimiotactiques constitueixen una familia formada per
més de trenta petits polipéptids (8-11 kDa) homolegs, secretats i induibles per
diferents factors. Presenten en comu quatre residus de cisteina conservats i en
funcié dels residus que separen les dues primeres cisteines es subdivideixen
basicament en: C-C (subfamilia b), C-X-C (subfamilia a), i una nova subfamilia
CX3C. Les quimioquines modulen les reaccions inflamatories, ja que indueixen la
migracio dels leucocits a través de I'endoteli cap als llocs d’inflamacié, actuant de
forma sinérgica amb les molécules d'adhesio (Springer 1994). Els receptors de les
quimioquines sovint tenen més d’un lligand i les quimioquines en general poden

interaccionar amb diferents receptors (Reape 1999).



Introduccié 16

3.2.1 MCP-1

L'MCP-1 és una quimioquina C-C que s’expressa en EC, mondcits i/o SMC.
L'MCP-1 va ser la primera quimioquina que es va considerar implicada en la
inflamacio mitjangada per leucocits, sent quimioatraient per monocits i limfocits T. El
paper de I'MCP-1 en el reclutament de mondcits en la resposta inflamatoria va ser
posat de relleu per experiments amb ratolins deficients en el receptor d'MCP-1, el
CCR2, en els quals no es produia atraccié de monodcits (Kuziel 1997, Boring 1997).
L'MCP-1 es considera aterogénica promovent |'adhesio a |'endoteli dels leucocits “in
vitro” i “in vivo” (Kuziel 1997). A més I'MCP-1 és abundant en zones riques en
macrofags de la lesié aterosclerotica (Ross 1993, Yla-Herttuala 1991). Hi han dades
que indiquen que, apart dels mondcits, també expressen CCR2 les SMC (Hayes
1998) i les EC (Weber 1999), per la qual cosa podria estar implicat en la migracid i

proliferacié d aquests tipus cel.lulars.

La expressio d'MCP-1 esta regulada per diferents factors com el lligand de
CD40, IL-1b, TNFa o LDL oxidada (Rajavashisth 1990, Watson 1997, Frostegard
1997). D altra banda, també hi han varis factors que regulen |I'expressié de CCR2,
entre ells les citoquines inflamatdries i les lipoproteines. La inducci6 d'MCP-1
sembla ser deguda a |'activacié del factor nuclear kappa B, NF-kB (Marumo 1997,
Landry 1997), perd també s'ha proposat la implicacié del receptor de |'activador de

proliferacio dels peroxisomes, PPAR-a (Lee 2000).

3.2.2 |L-8

Pertany a la subfamilia de les quimioquines C-X-C, pot ser produida per EC,
macrofags i SMC i presenta activitat quimiotactica per a neutrofils (Hoch 1996). Les

quimioquines IL-8 i GROa son lligands del receptor CXCR1 i CXCR2. Aquestes
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qguimioquines participen en processos inflamatoris, degut a que actuen com a factors
de creixement per EC (Koch 1992), a més son quimioatraients per neutrofils, SMC i
limfocits T (Xu 1995). L’IL-8 és quimioatraient de limfocits T a una concentracié 10
vegades inferior a I'equivalent pel reclutament de neutrofils (Larsen 1989). Els
limfocits T no es troben presents normalment a |'arteria, perd quan hi ha formacio de
placa aterosclerotica (Jonasson 1986) poden representar al voltant d"'un 20% del cap
fibrés de la mateixa. Els limfocits T es creu que desenvolupen un paper regulatori en

la patogenesi de |"aterosclerosi, per exemple produint INFg (Geng 1992).

L efecte de I'lL-8 sobre monocits no és tan conegut. Ha estat proposat que
s’indueix expressié de novo d’IL-8 quan es produeix adhesié de mondcits-EC “in
vitro” i aixd podria promoure I'adhesié de monocits (Schwartz 1994), perd existeix
controvérsia en aquest aspecte. D altra banda hi han dades que indiquen que els
macrofags de I'intima expressen receptor per IL-8 (Chuntharapai 1994). A més, en
estudis a I'area de lesio “in situ” demostren una abundant expressié d’IL-8 a les

cél.lules espumoses (Wang 1996, Liu 1997).

Entre els estimuls que poden induir I'expressio de IL-8 es troben el dany fisic
arterial, certes citoquines i formes modificades d'LDL, com |'LDLacetilada o LDLac
(Wang 1996), I'LDL minimament modificada o LDLmm (Schwartz 1994), i I'LDL
oxidada o LDLox (Terkeltaub 1994, Brand 1997). El mecanisme a través del qual
s’estimula la induccié d’IL-8 és a través dels heterodimers p50/p65 de la familia NF-
kB (Munfoz 1996, Brand 1997), perd també s’ha descrit la induccié per mitja de
PPAR-a (Lee 2000)

A més d’induir quimiotaxi, I'lIL-8 també pot tenir efectes sobre |'activacié de
diferents tipus cel.lulars els quals podrien, a la vegada, desenvolupar activitats pro-

aterogeéniques oxidant I'LDL o expressant altres mediadors de la inflamacio.
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3.3 FACTORS DE TRANSCRIPCIO QUE REGULEN GENS IMPLICATS EN
L’ATEROCLEROSI.

S’ha descrit que I'expressi6 de gens que codifiquen per factors que
intervenen en el procés aterosclerotic ve regulada basicament pels factors de
transcripcio NF-kB, AP-1 i PPAR. Aquests factors, en funcié de les condicions i
I’entorn, poden desenvolupar diferents efectes, alguns de caracter proaterogénics i

altres antiaterogénics.

3.3.1 FACTOR NUCLEAR kB (NF-kB)

L'anomenat NF-kB son complexes dimérics, formats per combinacié de
membres de la familia Rel/NF-kB que presenten elevada homologia, els quals
actuen com a factor de transcripcié (Siebenlist 1994). El dimer més abundant és el
p50/p65, que indueix molts factors relacionats amb |’aterogénesi que s’indicaran a

continuacio.

L activacié del NF-kB permet la seva translocacio del citoplasma al nucli.
Aquest fenomen té lloc a través de la modificacié i degradacio del inhibidor de NF-
kB, que pertany a la familia I-kB, el qual es troba unit al factor de transcripcid
inactivant-lo. EI NF-kB regula gens de resposta rapida, unint-se als seus promotors,
els quals estan involucrats majoritariament en la resposta immune i inflamatoria, com
els gens de molécules d'adhesié (E-selectina, VCAM, ICAM) (Baeuerle 1994),
citoquines com TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1 (Yla-Herttuala 1991, Cushing 1990), o
d’"agents procoagulants com el TF (Drake 1991, Brand 1991). El paper del NF-kB en
el procés aterosclerotic queda patent, a més, pel fet de que es troba present a les
cél.lules vasculars de la lesio i existeix correlacié entre la seva presencia i el grau de

progressio de la lesio (Kaltsmidt 1996).
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Hi han diferents senyals activadores de NF-kB entre ells estimuls mitogeénics,
virus i productes virics, VEGF, proteoglicans, angiotensina Il, trombina, citoquines
(IL-1, TNF-a i b) i formes modificades d’LDL (Calara 1998). L activacié del NF-kB
també és sensible a |'estat REDOX (Li 1999, Canty 1999), de manera que |’estrés

oxidatiu activa i els antioxidants inhibeixen la traslocacié del NF-kB.

3.3.2 PROTEINA ACTIVADORA 1 (AP-1)

La proteina activadora o AP-1 és altre factor de transcripcié implicat en la
regulacié de gens que afecten a la funcié endotelial. L"AP-1 esta constituida per un
complex homo o heterodiméric de membres de la familia jun i fos (Angel 1991). El
motiu d’unidé AP-1 és recurrent en el promotor de molts gens que afavoreixen la
conversio d'EC cap a un estat proinflamatori i procoagulant, com els que codifiquen
per molécules d"adhesioé i quimioquines: ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, tissue factor,
o MCP-1 (Martin 1997, Wang 1999). En alguns casos la induccié via I'AP-1 és
independent del NF-kB, perd en d’altres AP-1 i NF-kB poden interaccionar
sinérgicament, com en |'expressié de VCAM-1 (Zhu 1999) o MCP-1 (Martin 1997).
Aixd suggereix la implicacio de diferents senyals reguladores d’activacié de les EC

en la induccio de determinats gens.

3.3.3 RECEPTORS DE L'ACTIVADOR DE PROLIFERACIO PEROXISOMAL
(PPAR)

Els PPAR soén receptors nuclears que s activen per unio d’un lligand, adquirint
la funcié de factor de transcripcié. Els PPAR formen heterodimers amb RXR
(receptor de cis-retinoic) per activar-se. Molts gens del metabolisme lipidic estan

regulats per PPAR, pero també regulen gens que controlen productes de resposta
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inflamatoria. S’ha descrit que el PPAR-a s’expressa en cel.lules endotelials de vena
umbilical i d’aorta humana (HUVEC i HAEC) i es pot activar per LDLmm, induint
I'expressié d’IL-8 i MCP-1 (Lee 2000). EI PPAR-g s’ha trobat a macrofags, on
estimula la diferenciacié de mondcits i la induccié de CD36 (Nagy 1998, Tontonoz
1998), i també a cél.lules endotelials, on s’ha descrit que per una banda pot inhibir
I'expressié de MCP-1 (Murao 1999, Zhu 1999, Kintscher 2000), i per altra induir
ICAM-1 (Chen 1999).

4-IMPLICACIO DE L'LDL EN EL PROCES ATEROGENIC

4.1 PROVES DE L'ATEROGENICITAT DE L’LDL. HIPERCOLESTEROLEMIA
FAMILIAR (HF)

Com s’ha esmentat a les teories sobre |'origen de la lesié ateromatosa els
lipids estan implicats en el procés aterosclerotic, i fonamentalment es considera que
I'LDL desenvolupa el paper principal. Hi han moltes proves en qué s’associa el risc
cardiovascular i les disfuncions lipidiques. Ja a partir dels anys setanta es comenca
a veure aquesta relacio entre risc a patir malaltia cardiovascular i nivells plasmatics
elevats de triglicérid i colesterol total a través d’estudis epidemioldgics transversals i
longitudinals (Dawber 1980, Stokes 1988). Dins de les lipoproteines, |'LDL
(lipoproteina de baixa densitat) és la considerada com a la més aterogénica.
Aquesta consideracio ve donada per |'observacio de que a la lesio aterosclerotica es
troben acumulacions lipidiques on predominen diverses formes de colesterol oxidat.
Com I'LDL transporta el 70% del colesterol plasmatic, és evident considerar que
I'LDL esta fortament implicada en el procés aterosclerotic. A més, el paper
aterogénic de |I'LDL esta reafirmat per estudis d’intervencié dietética o

farmacologica.
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Una clara evidéncia genetica que corrobora el caracter aterogénic de I'LDL és
el cas de la hipercolesterolémia familiar monogénica (HF), la qual és una patologia
que cursa amb nivells de colesterol molt elevats, aparicié de xantomes i altres signes
clinics com l'arc corneal prematur i risc cardiovascular augmentat (Maller 1938).
Aquests individus presenten incrementats els nivells plasmatics d’'LDL perque
metabolitzen aquesta particula més lentament (Fredickson 1967). La causa va ser
descoberta als anys 70 per Goldstein i Brown, la qual es deu a una alteracié al gen
del receptor de I'LDL (rLDL o receptor d’apo B/E). Degut a la falta total o parcial de
rLDL funcional, augmenten els valors plasmatics d'LDL i es produeix una
hipercolesterolémia, amb el consequent risc aterosclerotic (Goldstein 1983a, Hobbs
1992). Les mutacions al receptor es poden dividir en grups (Russell 1987) segons a
quin nivell afectin al receptor: la sintesi, el transport del reticle endoplasmatic a

I"aparell de Golgi, la unié a I'LDL, la internalitzacio o el reciclatge del receptor.

L hipercolesterolémia familiar presenta un patré d’heréncia autosdomica
dominant, podent-se expressar de forma homozigota o heterozigota. En tots dos
casos el risc aterogénic és alt, el cas més greu, perd, son els homozigots, amb
prevaléncia aproximada de 1/1000000, ja que, al presentar els dos alels del gen de
rLDL mutats, no expressen receptors funcionals. Aquests pacients tenen incrementat
el valor de colesterol plasmatic 4-5 vegades sobre els nivells considerats com a
desitjables, problemes cardiovasculars greus i baixa esperanca de vida, ja que en
general presenten infart abans dels 30 anys. Els heterozigots HF, amb prevalenga
de 1/500, presenten tan sols al voltant de la meitat dels receptors funcionals i, com a
consequencia, tenen el doble de colesterol que un individu normal i alt risc
aterogénic (Goldstein 1983a). Els heterozigots de vegades no expressen
manifestacio clinica fins a edats tardanes i quan ho fan els simptomes sén diposits
lipidics: arc cornial, xantomes (als tendons). Si els pacients no controlen els seus

nivells de colesterol poden evolucionar presentant malaltia cardiovascular prematura.
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Amb aquesta evidéncia queda palesa la importancia pel metabolisme del

colesterol del correcte aclariment plasmatic de I'LDL, tasca que porta a terme el rLDL.

4.2 EL RECEPTORD'LDL (rLDL).

4.2.1 FAMILIA DEL rLDL

La familia del rLDL consisteix en una série de receptors transmembrana
glicosilats, els quals es troben a la superficie cel.lular i requereixen calci per a unir
els diferents lligands amb qué interaccionen. Els lligands que s uneixen als membres
d’aquesta familia no comparteixen homologia a la seqiéncia, perd si presenten
dominis basics, de carrega positiva, rics en arginina i lisina, que semblen ser els
responsables de la unié degut al potencial electrostatic negatiu de la superficie dels
receptors. Els lligands captats de |‘ambient extracel.lular son internalitzats i
degradats en els lisosomes pel procés d’endocitosi mitjangada per receptor. Aquests
receptors comparteixen motius estructurals i propietats funcionals. Els seus
membres més estudiats son rLDL, LRP (proteina relacionada amb el rLDL),

megalina, rVLDL (extrahepatic) i apoEr2 (Hussain 2001).

4.2.2 EL RECEPTOR D'LDL (rLDL)

El rLDL ha estat ampliament estudiat, sobretot per I'equip de Goldstein i
Brown durant les decades del 70-80, de manera que es coneix amb detall la seva
estructura i fisologia. El rLDL té la funcié de regular els nivells plasmatics d'LDL, i
també d'VLDL (lipoproteina de molt baixa densitat) i IDL (lipoproteina de densitat
intermitja) (Kita 1982). Per tant, capta i metabolitza lipoproteines que contenen

apoB100 i apoE, i al mateix temps proporciona colesterol a les cel.lules. La captacio
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de I'LDL pel rLDL va ser primer descrita en fibroblasts (Brown 1979). El colesterol
obtingut de les lipoproteines és necessari per a les cél.lules per a la sintesi de les

membranes, d " hormones esteroidees i de sals biliars.

El rLDL és una cadena peptidica de 839 aminoacids que es sintetitza al reticul
endoplasmatic rugds en forma de precursor de 120 kDa. Posteriorment, es glicosila
a l'aparell de Golgi i, per tant, la proteina guanya pes molecular (160 kDa). A
continuacio, el rLDL es transporta cap a la membrana on es situa als pous recoberts
de clatrina. En produir-se la unié amb el lligand, els pous s’internalitzen per
endocitosi i es formen endosomes on el receptor es dissocia del lligand, degut al pH
lleugerament acid de I'endosoma, i es recicla el receptor que es situa un altre cop a
la membrana plasmatica. Els endodomes es fusionen amb els lisosomes, els quals
contenen I"activitat enzimatica de les hidrolases lisosomals i, com a consequeéncia,
es produeix la metabolitzacié del lligand internalitzat. A partir de la metabolitzacié de
la lipoproteina s allibera colesterol, el qual anira a formar part de les membranes o

bé estara implicat en la regulacié de gens, com per exemple la del propi rLDL.
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L estructura del rLDL ha estat molt estudiada, i, per tant, es coneix amb detall.
Es una glicoproteina transmembrana d’una sola cadena codificada per 18 exons, els
diferents exons originen diferents dominis estructurals i funcionals. Aquesta
estructura del rLDL esta conservada en diferents espécies animals i en teixits. Esta
formada per cinc dominis (Goldstein 1985) que son els seglients enumerats des de

[’extrem N al C-terminal:

1- Domini d’'unié a lligand. Esta format per 292 aminoacids (Aa). Consta de set
repeticions riques en cisteines, sis residus per repeticio, les cisteines formen ponts
disulfur que donen estabilitat als motius funcionals. Cada repeticié té uns 40 Aa,
aquestes repeticions presenten homologia amb components del sistema del
complement C8 i C9. Sembla que les cisteines d’aquest domini, degut a la seva
carrega negativa, son les responsables de la unié amb les lisines de |'apoB (Brown
1986), i també uneixen apoE, i per tant VLDL (Hobbs 1986). Per estudis de delecid i
mutagénesi dirigida es va determinar que les repeticions 3-7 juntament amb la
repeticio A del domini EGF (seglient domini) sén requerides per a la unié optima
d"apoB, i tan sols la repeticio 5 per unié de I'apoE (Russell 1989). Les repeticions 1-
2 no semblen ser necessaries per a la unié del lligand, perd presenten residus

acidics molt conservats que estan implicats en la unié de calci (Fass 1997).

2- Domini homoleg al precursor del factor de creixement epidérmic (EGF). Es un
domini de 400 Aa, també amb abundancia de cisteines, que presenta homologia al
EGF, que és un motiu comu en moltes proteines extracel.lulars, com altres receptors
superficials. Es un domini glicosilat i els carbohidrats presenten enllag N-glucosidic.
Aquest domini intervé en la dissociacio del lligand a pH acid, i en consequéncia
mutacions en aquest domini comporten dificultat del receptor per sortir del endosoma

i reciclar-se (Brown 1986, Davis 1987).
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3- Domini ric en carbohidrats. Esta format per 58 Aa, és el domini extracel.lular més
proper a la membrana plasmatica. Els carbohidrats estan units per enllag O-
glucosidic a serines o treonines. Per delecid d’aquest domini no s’afecta la

funcionalitat del receptor (Davis 1986).

4- Domini transmembrana. Es un domini de 22 Aa, hidrofobic, el qual ancora la

proteina en la bicapa lipidica. No €s un domini gaire conservat entre especies.

5- Domini citoplasmatic. De 50 Aa, és un domini conservat en diferents espécies. Es
troba a I'extrem C-terminal, al citoplasma, i posseeix una senyal d’internalitzacio. Té
paper en |'associacié del receptor en dimers/multimers (van Driel 1987), i també en

I"ancoratge del receptor als pous de clatrina (Lehrman 1985).
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Figura 4. Estructura del receptor d'LDL.
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4.3 CARACTERISTIQUES QUALITATIVES DE L'LDL. IMPLICACIO A

L’ATEROSCLEROSI DE LA GRANDARIA | DENSITAT DE LA PARTICULA

A |I'apartat 4.1 s’han aportat evidéncies del paper de I'LDL en |"aterosclerosi,
pero |'aterogenicitat de I'LDL no només ve determinada per la seva concentracio
plasmatica, sin6 també per la modificacid de les seves caracteristiques, com per
exemple diferéncies en carrega, conformaci®é o grandaria. Respecte les
modificacions que afecten incrementant la carrega negativa de la particula es

descriuran a |'apartat 5.

El conjunt d'LDL dels individus esta constituit per particules de diferent
tamany i densitat (Krauss 1982). En funcio del tipus d’LDL que sigui preponderant
aixd pot determinar un major risc aterogenic, com és el cas dels individus en qué
predominen les LDL petites i de major densitat, fet que es coneix com a fenotip B de
subfraccions d’'LDL. Aquestes LDL s’originen per determinacié genética i/o per
I"existéncia en els individus d’un perfil lipidic amb nivells elevats de triglicérids i una
LDL amb raé colesterol/proteina disminuida i un contingut en triglicérids augmentat.
La grandaria de I'LDL pot afectar en diferents aspectes a |'aterogenicitat de la

particula:

a) Susceptibilitat a |"oxidacié. Ha estat descrit que I'LDL de petita grandaria i major

densitat, anomenada de tipus B, presenta una major susceptibilitat a |'oxidacio (de
Graaf 1991, Tribble 1992, Dejager 1993, Chait 1993). Aquest fenomen pot ser degut
a diferents causes, com ara que |I'LDL densa conté menor contingut en els
antioxidants a-tocoferol i ubiquinol-10, i major en acids grassos poliinsaturats (de
Graaf 1991, Tribble 1992, Tribble 1994), caracteristiques que la fan més susceptible
a oxidar-se. A més, |I'a-tocoferol de I'LDL densa és més labil que el de la lleugera
(Tribble 1995). Altre factor que contribueix a la major oxidacié de I'LDL densa és el

menor contingut en colesterol lliure (de Graaf 1991, Tribble 1992, Dejager 1993,
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Tribble 1994). Com s’explicara posteriorment, el fet de que una LDL sigui més

susceptible a oxidar-se implicara una major aterogenicitat de la particula.

b) Afinitat pels proteoglicans (PG). Els PG semblen ser els principals responsables

de la retencio de I'LDL a I'endoteli i, per tant, estan implicats en I'origen de la lesio.
L'adherencia de les lipoproteines als PG pot estar afectada per les seves
caracteristiques fisicoquimiques, ja que, per exemple, I'LDL densa presenta major

afinitat pels proteoglicans (Anber 1996, Hurt-Camejo 2000)

c) Unié al receptor. En diferents treballs queda reflectit el fet de que I'afinitat pel

receptor d'LDL esta correlacionada amb el tamany de la particula d'LDL; ja que,
variacions a la grandaria poden afectar a la conformacié de |'apoB-100 i en
consequéncia, a la unié al receptor (McNamara 1996). Aquestes variacions en la
conformacié en I'apoB, poden ser subtils canvis locals sense afectar a |'estructura
secundaria, perd que afecten a I'afinitat pel receptor. Diversos autors han descrit que
un augment en el contingut en triglicérids en I'LDL, cas de les particules tipiques del
fenotip B, comporta canvis locals en |'apoB que provoquen alteracions a la seva
conformacié i a la interaccié amb el receptor disminuint-la (Kleinman 1987, Aviram
1988, Kinoshita 1990, McKeone 1993). En ser I'LDL densa més susceptible a
I'oxidacio i I'LDL oxidada tenir I'afinitat disminuida pel rLDL, es podria hipotetitzar
que la causa de la menor afinitat pel receptor de I'LDL densa podria ser deguda a
que aquesta particula circulés al plasma en un estat més oxidat que el de I'LDL
nativa. Un recent estudi descarta aixd (Toyota 1999), ja que normalitzant el tamany
de la particula d'LDL també es normalitza I'afinitat pel receptor, mentres que el

tractament antioxidant no la millora.

Existeixen resultats contradictoris que no mostren relacidé entre tamany de
I'LDL i afinitat pel rLDL (Knight 1986, Swinkels 1988, Yamane 1996). Malgrat aixo, la

majoria dels estudis recolgen que no tan sols I'LDL petita i densa, sin6 que també
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les subfraccions més lleugeres, presenten menor afinitat pel rLDL que les formes
d’'LDL de densitat intermitja (Campos 1996, Jaakola 1989, Nigon 1991, Chappel
1991, Swinkels 1990). ElI grup de Chapman havia presentat resultats oposats
(Chapman 1984 i 1985). Tanmateix en un estudi del mateix grup (Nigon 1991) en
qué es van separar 15 subespécies en funcié de la densitat, es va observar més
afinitat pel rLDL i més internalitzacié i degradacio en les subespécies d'LDL de
densitat intermitja en front a les formes més lleugeres i més denses. Aquests

resultats es van atribuir a canvis en la conformacié de ["apoB-100.

En un estudi (Lund-Katz 1998) es va avaluar |'estructura de |'apo B-100 en
LDL de diferent densitat per ressonancia magnética nuclear (RMN) i dicroisme
circular (DC). Es va observar que I'LDL de densitat intermitja presenta major afinitat
que les particules denses i lleugeres, i també menor carrega negativa. Per RMN es
va observar que presenta un augment en les Lys a pK8.9, implicades en la interaccié
amb el receptor, respecte les de pK10. Per DC no es van detectar canvis en
I"estructura secundaria, per tant aquest canvi comportaria petites variacions a la

conformacié de I'apoB que seria més optima per interaccionar amb el receptor.

El resultat de I"afinitat disminuida pel receptor d'LDL en formes més lleugeres
i denses és que quedaria minvat el seu aclariment de circulacié i en romandre més
temps a circulacio, serien més susceptibles a ser modificades i adquirir propietats

aterogéniques.
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5- MODIFICACIONS DE L'LDL. PAPER A L'ATEROGENESI.

5.1 PARADOXA DEL COLESTEROL | MODIFICACIO DE L'LDL.

Apart de I'efecte del tamany de I'LDL en I'aterogenicitat de la particula, hi ha
una estreta relacio entre modificacions de I'LDL que augmenten la carrega negativa i
risc aterosclerdtic. Com s’ha mencionat, I'LDL és aclarida pel rLDL, |'expressié del
qual esta estretament regulada en funcié del colesterol intracel.lular (Brown 1985 i
1986, Osborne 1985). Aixd no concorda amb el fet de que a les lesions
aterosclerotiques hi han presents tipicament les cel.lules espumoses, que son
cél.lules musculars llises o macrofags que han acumulat intracel.lularment colesterol
de forma massiva i descontrolada (Agel 1985, Ross 1986). Aquesta contradiccio en
principi es va considerar inexplicable, constituint el que es va anomenar la paradoxa
del colesterol (Steinberg 1983 i 1989). A més, els HF homozigots, els quals no
presenten cap rLDL funcional, presenten nombroses plaques ateromatoses amb

abundancia de cél.lules espumoses.

Aquests fets indicaven |’existéncia d’altra via d’entrada de colesterol, diferent
a la del rLDL classic, cap a l'interior cel.lular. Es va hipotetitzar que |"aterogenicitat
de I'LDL era deguda al fet que es podia modificar (Steinberg 1983 i 1989) i
internalitzar-se per una via alternativa. En aquesta altra via I'entrada de colesterol a
les cél.lules es dona de forma incontrolada, acumulant-se intracel.lularment i donant

lloc al desenvolupament de cel.lules espumoses, origen de la lesié aterosclerotica.

Degut a la hipotesi de I'existéencia d’una via alternativa d"aclariment de I'LDL
que tindria lloc per catabolitzar LDL modificades, es van comencar a realitzar
experiments modificant "in vitro" LDL i estudiant la seva interaccié amb els receptors
cel.lulars per comprovar si eren metabolitzades per la via normal o per una via

alternativa.
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S’han portat a terme diferents estudis sobre LDL modificada "in vitro" per
processos d’acetilacidé, oxidacié o glicacio, els quals tenen com a caracteristica
comuna produir un increment en la carrega negativa de les particules i induir
propietats aterogéniques. En aquests tipus d’estudi s’ha comprovat que les LDL
modificades no sén reconegudes pel rLDL i en canvi sén captades per altre receptor
anomenat "scavenger receptor" (SR) o receptor escombriaire. D aquestes
modificacions les més factibles a succeir “in vivo” son la glicacio, ja que és un procés
que es produeix de forma natural en totes les proteines, i I'oxidacié de I'LDL. En el
cas de I'LDL oxidada, a més, esta demostrat que indueix la produccié de tota una

série de factors implicats en el desenvolupament de |"aterosclerosi.

Per tant, I'LDL nativa, en principi, no presenta caracteristiques aterogéniques,
perd en canvi adquireix un comportament aterogénic quan es modifica per diferents
mecanismes que tenen en comu la propietat d’incrementar la carrega negativa de la
particula, ja que aquest guany en electronegativitat provoca que no sigui reconeguda

pel rLDL, pero si pel SR.

El primer estudi de modificacié quimica "in vitro" es va realitzar el 1979 pel
grup de Goldstein i Brown, mitjangant |'acetilacio de I'LDL (Goldstein 1979). Es va
comprovar que I'LDL acetilada no era reconeguda pel rLDL, pero tenia la capacitat
d’induir I'acumul intracel.lular d’ésters de colesterol als macrofags. Es proposa que
I'entrada de I'LDL acetilada era a través d’un hipotétic receptor scavenger (SR)
(Goldstein 1979). La causa d'aquest comportament és que la modificacié de I'LDL
per acetilacié fa que els residus lisina i arginina de 1'apoB-100 no quedin accesibles
per ser reconeguts per les cisteines del rLDL (Mahley 1979). Daltra banda,
I'increment de carrega negativa provoca que |'LDL acetilada presenti afinitat pel SR.
Tanmateix |'acetilacié de I'LDL no és possible que tingui lloc fisiologicament, i en
consequéncia, |'aterogenicitat de I'LDL hauria d’estar causada per modificacions

fisico-quimiques diferents de |'acetilacid. Posteriorment, es va comprovar que la



Introduccié 31

modificacié oxidativa també proporcionava aterogenicitat a I'LDL i que a més era

factible d’existir "in vivo".

5.2 LDL OXIDADA

5.2.1 OXIDACIO DE L'LDL MITJANCADA PER CEL.LULES

Els primers experiments que van indicar la implicacié de I'LDL oxidada en el
procés aterosclerotic van ser els de Henriksen i col.laboradors. Aquests autors
(Henriksen 1981) van observar que incubant LDL amb cultius de cél.lules endotelials
s’obtenia una LDL que, en incubar-la amb macrofags en cultiu, era captada de forma
rapida mitjancant el SR. Aquesta LDL que era internalitzada pels macrodfags havia
estat modificada per les cél.lules endotelials per lipoperoxidacid, en consequéncia
es va comprovar que |I'LDL oxidada (LDLox) també és reconeguda pel SR.
Posteriorment, s’ha observat la capacitat d’oxidar I'LDL per part d’altres tipus
cel.lulars a més de les cel.lules endotelials. Hi han diferents mecanismes
proposats per tal d’explicar la via que segueixen les cél.lules de la paret arterial per

oxidar I'LDL

a) Anid superoxid, el qual tindria el seu origen al metabolisme cel.lular i podria ser
alliberat extracel.lularment (Heinecke 1986). Diferents autors han hipotetitzat un
paper per I'anié superoxid en |'oxidacié de I'LDL mitjangcada per diversos tipus
cel.lulars com ceél.lules musculars llises (SMC), cél.lules endotelials (EC),

fibroblasts i macrofags (Steinbrecher 1988, Cathcart 1989).

b) Grups tiols de compostos sulfurats, com cisteina, homocisteina o glutatié. S’ha
proposat que poden tenir un rol en |'oxidacié de I'LDL mitjangada per diferents

tipus cel.lulars: SMC, EC i macrofags ( Heinecke 1987 i 1993, Sparrow 1993).
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c) Accié de la lipooxigenasa cel.lular. La 15-lipooxigenasa s’expressa a la paret
arterial i s’indueix a la placa, la seva acci6 esta implicada en |'oxidacio de I'LDL,
formant hidroperoxids derivats dels acids linoleic i araquidonic (Sigal 1994). Es un
enzim intracel.lular, perd es podrien transferir els lipids hidroperdxids formats a
I'LDL (Parthasarathy 1992). La implicacié d’aquest enzim com mecanisme de
modificacié oxidativa, de vegades ha estat questionada, trobant resultats
controvertits (Parthasarathy 1994). Perd, en general, la majoria dels estudis han
corroborat el seu paper aterogénic, administrant hidroperoxids a I'LDL (Cyrus

1999, Steinberg 1999, Harats 2000, Navab 2000b).

d) Mieloperoxidasa, la qual és una hemoproteina secretada pels fagocits, que
exerciria la seva accio a través de la formacié d’acid hipoclorés (HCIO) (van den

Berg 1993, Hazell 1993, Heinecke 1994).

e) Accio del peroxinitrit format a partir de 1'0xid nitric a la paret arterial (Darley Usmar
1992). Aixd no obstant, s’ha descrit que 1'0xid nitric també presenta la capacitat

de poder inhibir I"'oxidaci6 de I'LDL (Hogg 1993).

En absencia de cél.lules, I'LDL es pot oxidar, presentant caracteristiques
similars a I'LDL oxidada mitjancant ceél.lules, en preséncia de concentracions de
I'ordre mM de cations metal.lics, com el ferro o el coure, (Steinbrecher 1986 i 1987,

Parthasaraty 1990).

5.2.2 EXISTENCIA “IN VIVO” D'LDL OXIDADA

La modificacié oxidativa s’inhibeix en preséncia d antioxidants naturals com el
tocoferol o quimics com I'EDTA o el butirilhidroxitolué (BHT) (Morel 1984,

Steinbrecher 1986). [Es precisament per aixd que es considerava que els
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antioxidants plasmatics evitarien que I'LDL s’oxidés. A més, I'LDL oxidada circulant
s’eliminaria molt rapidament pel fetge (van Berkel 1991, de Rijke 1992). Pero
existeixen certes evidéncies que apunten el fet de que I'LDL pot trobar-se “in vivo”
presentant un cert grau d oxidacié. Per exemple el 1979 (Schuh 1979) es va detectar
la preséncia en circulacio d’apoB amb diferents graus de fragmentacio, i a més
diferents treballs coincideixen en trobar augmentats els valors de lipoperoxids i
TBARS (substancies reactives a I'acid tiobarbituric) en diverses patologies (Yagi

1987, Miyazawa 1990, Sanderson 1995).

De totes maneres |'existéncia d’'LDL extensament oxidada a plasma ha estat
descartada, pero si s’han trobat dades que indiquen la preséncia d'LDL oxidada a la
paret arterial i, més concretament, associada a lesio aterosclerotica. La hipotesi més
acceptada és que I'LDL s’oxida a la intima arterial, un cop travessada la barrera de
cél.lules endotelials, on es troba desprotegida dels antioxidants plasmatics i pot ser
oxidada per les cél.lules vasculars. Es en aquest microentorn on I'LDL s’oxidaria i
adquiriria les propietats aterogéniques (Steinberg 1989, Haberland 1992, Witztum
1993).

La idea de que I'LDL oxidada es trobi “in vivo” i preferentment associada a

lesié ateromatosa ve recolzada per diferents proves:

a) Proves directes

- En talls de plaques aterosclerotiques, tant d’animals com humans, s’ha observat
reconeixement per anticossos anti-LDLox i anti-MDA-LDL (Haberland 1988,
Palinski 1989, Boyd 1989, Holvoet 1995), sent el MDA un aldehid, producte final de
|"oxidacio.

- S’ha detectat la preséncia d’oxisterols mesurats directament a la placa

aterosclerotica (Brown 1999).
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- Lipoproteines extretes de I'intima presenten caracteristiques similars a les de |'LDL

oxidada “in vitro” (Yla-Herttuala 1989, Palinski 1989).

b) Proves indirectes

- S’han detectat autoanticossos anti-LDLox i anti-MDA-LDL en plasma d’humans
(Salonen 1992, Maggi 1994).

- El desenvolupament de [‘arteriosclerosi s’ha pogut retardar administrant
antioxidants (Kita 1987, Carew 1987).

- S’ha observat una relacio inversa entre malaltia cardiovascular i concentracié d antio-

xidants del plasma en estudis epidemiologics (Gey 1989, Manson 1991, Enstrom 1992).

5.2.3 PROCES OXIDATIU. ATEROGENICITAT | HETEROGENEITAT DE L'LDL
OXIDADA.

El procés de peroxidacio lipidica es desenvolupa en forma de cascada, pero
sense seguir una sequeéencia ordenada, es poden oxidar tots els components de
I’LDL, tant els lipids com la part proteica, i aixd fa que I'LDL pugui adquirir diferents
graus d’oxidacié i diferents propietats. Per tant, I'LDL oxidada és un conjunt
molécules que presenten una elevada heterogeneitat, donant com a resultat diversos

productes amb caracteristiques diferents.

Entre els productes resultants de |I'oxidacié de I'LDL es troben els dels acids
grassos com el malondialdehid (MDA), el 4-hidroxinonenal (4-HNE), el
hidroxioctadecadienoic (HODE), el hidroxieicosatetraenoic (HETE), perd també els
productes d’oxidacio del colesterol o oxisterols i els fosfolipids fragmentats com la
lisofosfatidilcolina. Tots aquests compostos presenten un important paper aterogénic

per si mateix.
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L oxidacié de I'LDL s’origina a partir de la peroxidaciéo dels acids grassos
poliinsaturats (sobretot linoleic i araquidonic) per I'accidé de radicals lliures. Aquests
acids grassos poden formar part dels fosfolipids o dels ésters de colesterol. La seva
peroxidacié provoca una reaccidé en cadena que causa la formacié de gran numero
de lipoperoxids que sbén productes inestables. A partir de la reduccidé dels
hidroperoxids, es formen els hidroxids com els HODE, provinents de |'oxidacié de
I"acid linoleic, o els HETE, derivats de I'araquidonic. Els hidroperoxids també poden
originar aldehids de diferent llargada, com el MDA, el HNE o el HHE, quan es
produeix fragmentacié de la cadena alifatica. Els cetoaldehids poden reaccionar
rapidament amb proteines, com |'apoB. Apart de reaccionar amb productes
d’oxidacio lipidica, |'apoB també es pot oxidar directament, fets que poden tenir

com a efecte final la seva degradacio (Fong 1987, Esterbauer 1987).

També es formen diferents productes derivats de |'oxidacié del colesterol. El
colesterol, tant si esta en forma lliure com esterificat, al oxidar-se dona lloc a
oxisterols (Brown 1999), sobretot en la posicid 7. L oxisterol format en estats més
primerencs és el 7-hidroperoxicolesterol, i el més abundant en estat tardans el 7-

cetocolesterol.

5.2.3.1 Paper biologics dels fosfolipids oxidats

Entre els productes resultants de |'oxidacido es considera que sobretot els
fosfolipids oxidats tenen un paper relevant mitjancant els events que océrren a la
lesi6. Segons diferents estudis es considera que préviament a |'oxidacio dels
fosfolipids, I'LDL ha d’estar sembrada amb espécies reactives d oxigen, basicament
hidroperdxids (Navab 2000a). L'LDL a circulacié presenta hidroperoxids, perd quan
penetra a la intima se n’enriqueix més, mitjangant |'accié de la lipooxigenasa, fins

que arriba a un llindar necessari per a la formacié de fosfolipids oxidats (Navab 2000
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b). Els fosfolipids oxidats son actius bioldogicament. A partir d'un fosfolipid maijoritari
de I'LDL, el PAPC (palmitoil-araquidonil-glicero-fosfocolina), s’originen tres

fosfolipids oxidats bioactius (Subbanagounder 2000).

Els fosfolipids oxidats bioactius presenten activitat similar al PAF o factor
activador de plaquetes (Korth 1994), trobant-se fragmentats en posicio 2 a diferents
nivells. EI PAF és un fosfolipid proinflamatori i trombogénic que exerceix el seu
efecte localment a les lesions aterosclerotiques. L'LDL oxidada i el PAF presenten
efectes proinflamatoris similars, com induccié de IFN-gi TNF-a, a més s ha proposat
que el receptor del PAF té un paper important mitjangant els efectes de |'LDLox
(Frostegard 1997). També s’ha determinat que I activitat proinflamatoria de les
lipoproteines minimament modificades disminueix quan |'activitat de I'enzim que

hidrolitza el PAF, la PAF-acetilhidrolasa, és major (Lee 1999).

Un cas en que no esta implicat directament el procés oxidatiu, perd en el qual
té lloc una resposta inflamatoria, és aquell en qué intervé la fosfolipasa A2 (PLA2),
que és un enzim abundant a les lesions (Romano 1998). La PLA2 genera a partir de
I'LDL, acids grassos i lisofosfatidilcolina, la qual és proinflamatoria (Quinn 1988,

Kume 1992 i 1994).

5.2.3.2 Propietats aterogeniques de I'LDL oxidada

Segons el grau d’'oxidacid, heterogeneitat de |'LDL oxidada, i del
microambient on es trobi I'LDLox pot presentar diferents caracteristiques
aterogéniques. Per exemple, depenent de si la molécula esta més o menys oxidada
s’indueix |’expressio d’un tipus de molécula d"adhesio o un altre (Berliner 1995). Per
exemple, la denominada LDLmm, o minimament modificada, és una particula que

presenta fosfolipids oxidats, els quals indueixen propietats aterogéniques com
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I"alliberament de factors inflamatoris, perd aquesta no té un grau d’oxidacio
important. Malgrat que I'LDLmm és una forma oxidada, encara que d’'una manera
“‘minima”, conserva la capacitat de ser reconeguda pel rLDL (Berliner 1995) i no és
captada pel receptor scavenger, mentres que |'LDL extensament oxidada perd la
capacitat per interaccionar amb el rLDL, i si és reconeguda a través del SR. A més
de diferenciar-se en la interaccio6 amb els receptors cel.lulars, I'LDL oxidada es
diferencia de I'LDLmm en que promou citotoxicitat, perd no indueix expressié de
citoquines, tasca que desenvolupa principalment la forma minimament modificada.
Les propietats aterogeniques que I'LDL oxidada i I'LDLmm poden generar

s’enumeren a continuacio.

a) Interacci6 amb el rLDL. En el procés d’oxidacio, les lisines de |apoB

responsables de la unio al rLDL son modificades, ja que es produeix unio
covalent entre els seus grups amino i els productes resultants de |'oxidacié com
les cetones o els aldehids (Steinbrecher 1987). Com a consequéncia, I'LDL
extensament oxidada perd afinitat pel receptor. D altra banda, si és reconeguda
pel SR, induint I'acumulacid6 de colesterol intracel.lular i originant cél.lules
espumoses. A més, s’ha descrit que I'LDLox, reconeguda pel SR, a la seva
vegada, a través d’activacio del PPAR-g indueix més expressid dels SR (SRA i
CD36) (Nagy 1998). S ha descrit, pero, que I'LDLox no és tan eficag com la forma
acetilada en induir acumulacié de ésters de colesterol. Aquest fet és degut a que
els seus components son resistents a la degradacié lisosomal, quedant retinguts

al lisosoma (Lougheed 1991, Jessup 1992, Brown 2000).

b) Inhibicié de les seguents molécules:

- L'oxid nitric, que és vasodilatador (Mangin 1983, Yang 1994). D’altra banda
estimula la formacié de I'endotelina, un potent vasoconstrictor (Boulanger 1992).
Com a resultat de aquests dos efectes es produeix vasoconstriccio. A més,

I"endotelina afavoreix |"agregacié plaquetaria.



Introduccié 38

- PDGF en cél.lules endotelials (Murugensan 1993). En quedar inhibida I'accié del
PDGF produit per I'endoteli, s'impedeix la proliferacié de les cél.lules endotelials i

en consequéncia queda minvada la reparacio endotelial

c) Afavoreix |'activitat protromboética mitjangant I'induccié de |'expressié de les

seguents molecules:

- TF produit per cél.lules endotelials (Drake 1991, Weis 1991). El TF és un cofactor
del factor Vlla de la cascada de coagulacié, tenint per tant efecte procoagulant. El
TF esta present a la placa aterosclerotica

- PAI-1 que és una molécula que inhibeix la fibrinolisi (Latron 1991).

- L'LDL oxidada també indueix |"agregacio plaquetaria (Pedrefio 1994).

d) L'LDL extensament oxidada presenta toxicitat per a les cél.lules de la paret
arterial, sobretot cap a les endotelials produint pérdua de la integritat de I'endoteli
vascular. Probablement la causa de la toxicitat és la presencia d’oxisterols en

I’LDL oxidada (Hessler 1983, Peng 1985, Sevanian 1995).

e) Estimula la producci6 de molécules proinflamatories per part de cél.lules

vasculars, les quals faciliten el desenvolupament de la lesio. Entre elles es troben
citoquines com la interleuquina 1 (Ku 1992) i IL-6; factors de creixement com
EGF, PDGF, M-CSF, CSF (Rajavashisth 1990, Liao 1991), VEGF (Ramos 1998,
Inoue 1997 i 2001); molécules d’adhesié VCAM-1, ICAM-1 (Kim 1994, Kume
1992, Weber 1998). També poden estimular I'expressidé de proteines reactives i
metaloproteases (Galis 1994). Molts d’aquests factors estan interelacionats ja
que, per exemple, I'lL-1 induida per I'LDL oxidada a la seva vegada indueix

I"expressio d altres, com molécules d adhesié.

f) Inducci6 de la produccié de quimioquines, les quals sén importants per al

reclutaments de leucocits al lloc d’inflamacio.
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f.1) Inducci6 d'MCP-1. Sembla que I'LDL minimament modificada estimula
I'expressi6 d'MCP-1 en EC i per tant indueix I'atracci6 de monocits i
transmigracié quimiotactica a través de I’endoteli (Berliner 1990, Cushing 1990,
Navab 1991, Liao 1991, Shi 2000, Lee 2000). Aquest efecte seria provocat pels
fosfolipids oxidats presents a I'LDLmm (Navab 2000 b, Subbanagounder
2000). Respecte a induccio en |'expressio del receptor de MCP-1, el CCR2, per
part de I'LDL oxidada hi han resultats contradictoris, alguns indiquen
disminucié (Han 1998) o augment (Weber 1999).

f.2) Induccio d’IL-8. L'LDL oxidada pot induir produccié d’IL-8 per part de cél.lules
endotelials (Claise 1996, Lee 2000) i de mondcits, podent ser aquesta ultima la
causa de la colocalitzacié a lesié d'LDL oxidada, macrofags i limfocits T
(Terkeltaub 1994). EIl grau d’inducci6 d’IL-8 per part de |'LDLox depén del seu
nivell d’oxidacié i s’han proposat que constituents seus com oxisterols o
fosfolipasa A2 poden ser els responsables de la induccié d’IL-8 (Terkeltaub

1994).

5.2.3.3 Factors de transcripcio activats per |'LDL oxidada

Les proves demostren que I'LDL oxidada provoca la induccié d’una serie de
factors implicats en la lesid, la qual pot estar mitjancada per diferents factors de
transcripciéo. S’ha descrit que I'LDL oxidada activa NF-kB només en cél.lules
endotelials (Calara 1998), les quals, si no es troben estimulades, presenten poca
expressio del NF-kB. S’ha proposat que I'efecte de I'LDL oxidada és el de degradar
el IkB (Li 1999). Tanmateix, sembla que I'LDL oxidada no activa aquest factor de
transcripcio en altres linies cel.lulars, és més pot inhibir I"activacié d'NF-kB induida
per LPS en SMC i macrofags (Ares 1995, Brand 1997). En un estudi en qué
s’incubaven SMC amb lisofosfatidilcolina (abundant en LDL oxidada) es va

comprovar que s activava AP-1, perd no NF-kB (Ares 1995).
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D altra banda, I'LDL minimament oxidada té la capacitat d"activar PPAR-a en
cel.lules endotelials d’aorta (Lee 2000). L'LDL oxidada també pot activar PPAR-g, i
s’ha descrit que, mitjancant |'activacio d’aquest factor de transcripcid, pot induir
I"expressié del SR CD36 (Nagy 1998) i del factor de creixement de cél.lules vascular

VEGF (Inoue 2001). De fet, ha estat comprovat que alguns hidroperoxids tipics de

I’LDL oxidada com el 9-HODE i 13-HODE so6n lligands de PPAR-g.

5.2.4 SUSCEPTIBILITAT A L'OXIDACIO DE L'LDL

Les propietats aterogéniques anteriorment esmentades posen en relleu el
paper que pot tenir I'LDL oxidada en el desenvolupament de la lesio. Per tant,
respecte al rol de I'LDL en la formacié de la lesio, es considera que el risc aterogénic
no ve determinat només pels nivells absoluts d'LDL sin6 que una LDL més

susceptible a oxidar-se sera potencialment més aterogeénica.

La susceptibilitat a oxidacio es pot avaluar “in vitro” induint I'oxidacié de I'LDL
amb coure i valorant la formacié de diens conjugats (Esterbauer 1989). Els diens
conjugats son el primer estadi de |'oxidacié en que es produeix una reestructuracio

dels dobles enllacos dels acids grassos.

El fet que una LDL tingui més tendéncia a patir oxidacio ve determinat per les
condicions pro i antioxidants de |'ambient, perd també hi haura dependéncia de les

caracteristiques de la propia particula lipoproteica (Esterbauer 1993, Tribble 1995).

Algunes de les caracteristiques que fan que I'LDL sigui més susceptible a

patir oxidacio son, resumidament, les seguents:
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a) Elevat quocient acids grassos poliinsaturats/monoinsaturats (Thomas 1994,
Kleinveld 1993)

b) Contingut disminuit en colesterol lliure (de Graaf 1991). S’ha suggerit que el
paper del colesterol és el de actuar com a antioxidant (Smith 1991) i també el de
donar rigidesa a la membrana, reduint |I'accesibilitat dels agents oxidants (Li 1992,
Tribble 1995).

c) Baix contingut en antioxidants com a-tocoferol, ubiquinol-10, carotenoids.
(Thomas 1994, Tribble 1994). El a-tocoferol és |"antioxidant majoritari de I'LDL, sis o
set moléecules per particula. Els antioxidants tenen la funcié d’inhibir les primeres
etapes de l'oxidacié de I'LDL, de forma que les etapes més avancades en la
cascada del procés oxidatiu no s’inicien fins que s’han consumit els antioxidants
(Esterbauer 1991).

d) LDL de petita grandaria i densa, propia de I’'anomenat fenotip B de les particules
(de Graaf 1991, Tribble 1992). Com ha estat esmentat a |'apartat 4.3, la grandaria de
I'LDL afecta a diferents nivells a les seves propietats, una d’elles la susceptibilitat a
oxidar-se.

e) Canvis conformacionals en |estructura de I'LDL. Per estudis “in vitro” s’ha
comprovat que modificant I'LDL per incubacié amb molécules que varien |’estabilitat
de I'apoB-100, la conformacié queda afectada i fa variar la susceptibilitat a I’oxidacio

(Brunelli 2000, Abuja 1999).

Apart de les caracteristiques de I'LDL, també influira a la seva susceptibilitat a
|’'oxidaciod, |'activitat antiinflamatoria de 'HDL. L'HDL en situacions normals conté
apolipoproteines i enzims que preveuen la formacié i inactiven els fosfolipids oxidats
(Navab 2000 a i b). En algunes situacions, com en la reaccié de fase aguda, I'HDL
pot desenvolupar un paper proinflamatori (Navab 1996), disminuint aquestes

activitats enzimatiques protectores de |'oxidacio de I'LDL.
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5.3 ALTRES MODIFICACIONS DE L'LDL

Com s ’ha mencionat, I"acetilacié no és una modificacié gaire factible d’ocorrer
“in vivo”, pero els estudis d acetilacié van servir per identificar el SR. D altra banda,
I"oxidacio de I'LDL ha estat la forma modificada més estudiada, tenint, a més, proves
de la seva existéncia “in vivo”. Perd apart de |'oxidacio hi ha altres modificacions que
poden afectar a I'LDL i que serien candidates a succeir “in vivo”, en paret arterial i/o
circulacio, perd no es té la certesa de que tinguin un paper rellevant en el procés
aterosclerotic. Algunes d’aquestes modificacions tenen en comu la capacitat
d’incrementar la carrega negativa de I'LDL. Entre aquests mecanismes de

modificacié es troben:

a) LDL desialitzada. Un dels carbohidrats que formen part de I'LDL és |"acid sialic.
L'LDL desialitzada té la capacitat de produir acumul d’ésters de colesterol a les
cél.lules de paret arterial (Orekhov 1991). Els malalts cardiovasculars semblen
presentar un major percentatge de la forma desialitzada (Tertov 1993, Ruelland
1993), aixi com també els diabetics (Sobenin 1993). Perd en front a tots aquests
resultats que podrien indicar la implicacié de pérdua de sialic amb el procés
aterosclerotic, n’hi han d’altres contradictoris (Chappey 1995b i 1998).

b) Glicacié no enzimatica de I'LDL. Aquesta modificacié és sobretot important en
diabétics. En el procés de glicacié es forma una base de Schiff en els residus de
lisina de I'apo B, en consequéencia queda emmascarada la carrega positiva i I'LDL
perd afinitat pel rLDL, perd en canvi és reconeguda pel SR (Witztum 1982,
Steinbrecher 1984, Lopes-Virella 1988). Hi han treballs en que es troba relacié
entre els processos d’oxidacié i glicacié en I'LDL (Hunt 1990, Lyons 1991),
trobant que les dues modificacions es potencien i que comporten un increment en
la carrega negativa de la particula.

c) Agregacio de I'LDL. Els autoagregats poden induir I'acamul d’ésters de colesterol

als macrofags (Khoo 1988) perd I'entrada a la cél.lula sembla ser per fagocitosi
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mitjancada pel rLDL i no via el SR. D altra banda, I'LDL agregada no presenta les
caracteristiques aterogéniques de I'LDL oxidada, és més, el fet d’estar agregada
la fa més resistent a I'oxidacié (Hermann 1992). Més recentment i en relacié amb
la teoria de la retencio lipidica, s’ha proposat que I'LDL un cop retinguda a la
intima pot ser modificada per enzims hidrilitics i prooxidants que originarien un
canvis en |'estructura de la particula, els quals comportarien |I"agregacié i/o fusié
de I'LDL (Oorni 2000, Hevonoja 2000). Aquesta formacié d’'agregats estaria

relacionada amb la formacio de gotes lipidiques i vesicules trobades “in vivo”.

d) Formacio de complexos entre I'LDL i els proteoglicans de la paret arterial, pels

quals presenta afinitat. Aquests complexos insolubles son internalitzats pels

macrofags per fagocitosi (Yla-Herttuala 1986, Hurt 1987)

e) Enriquiment en acids grassos no esterificats (NEFA). Hi ha consens en el fet de

que les lipoproteines enriquides en acids grassos lliures tenen alterada la mobilitat
electroforética, presentant una major electronegativitat (Shafrir 1958, Herbst
1955). En aquest tema s aprofundira més a |"apartat seglent.

N’hi han d altres modificacions proposades que podrien provocar |'entrada d'LDL
al macrofag produint acumulacio intracel.lular de colesterol com sén els
complexes amb autoanticossos, la dimeritzacié de I'LDL per acci6 de I'elastasa o
la formacid6 de complexes amb fibronectina. També s’han realitzat estudis “in
vitro” de modificacié amb hipoclorit que provoquen induccié d’activacié i agregacio
plaquetaria (Volf 2000). O estudis amb LDL sotmesa a modificacions

enzimatiques, candidates a tenir lloc “in vivo” a I'ambient de la lesio, que a més

provoquen la induccié de MCP-1 en cél.lules endotelials (Klouche 1998 i 1999).
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54 LDL ENRIQUIDA EN ACIDS GRASSOS NO ESTERIFICATS (NEFA).

RELACIO DELS NEFA AMB RISC CARDIOVASCULAR

5.4.1 EFECTES DELS ACIDS GRASSOS LLIURES.

Els acids grassos lliures o acids grassos no esterificats (NEFA) viatgen a
circulacio units a I'albumina, sobretot en determinades circumstancies, perd una part
pot estar unida a altres proteines, com les lipoproteines. La funcié dels acids grassos
és com a font d’energia per als mamifers i sén essencials per a mantenir

I’"homeostasi fisioldgica.

En determinades situacions, el nivell de NEFA es pot trobar augmentat en
circulacio, de manera que la capacitat d'uni6 per part de I'albumina queda excedida i
els NEFA es poden unir a altres molécules (Shafrir 1958, Chung 1995). Quan els
nivells de NEFA estan augmentats, presenten una seérie d’efectes deleteris que fan
que es puguin considerar un factor de risc per malatia coronaria i altres patologies
(Frayn 1996, Carlsson 2000). Un problema per utilitzar els NEFA com a marcador de
risc cardiovascular €s que les concentracions plasmatiques de NEFA son baixes i a

més varien en un mateix individu amb el temps i les condicions (Frayn 1996).

Entre els efectes que produeixen els NEFA quan es troben incrementats al

plasma es troben els seguents:

a) Efecte sobre el metabolisme.

- Efecte sobre el metabolisme lipidic. El paper aterogénic de I'augment de NEFA
podria ser degut, en part, a que els acids grassos son el substracte per la sintesi
hepatica de triglicérids i estimulen la secrecié d"apoB, de manera que es trobaria

incrementada la sintesi de VLDL-TG. Aquest efecte es produeix en el cas de
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resisténcia a insulina (Reaven 1988), sobretot amplificat en situacié postprandial
(Ginsberg 1991), originant-se una lipémia postprandial molt augmentada. Degut a
la resisténcia a insulina, no es produeixen uns efectes que, en estat postprandial
normal, tindrien lloc per accio de la insulina: no s’inhibeix la secrecié hepatica de
VLDL, ni es facilita la captacié de NEFA per part dels teixits, ni s’inhibeix la lipdlisi
al teixit adipds. Tot aix0 provocaria un increment en els nivells de NEFA que
causaria un augment del numero de particules de VLDL secretades pel fetge, fet
que alhora comporta una major produccié d'LDL, sense augment del colesterol
d’LDL, produint-se per tant un estat de hiperapoB. A meés, al ser I'VLDL rica en
triglicérids, I'LDL resultant presentara petit tamany i major densitat, fet que, per
les caracteristiques ja esmentades (apartat 4.3), és més aterogénica.
S ha descrit que els NEFA duen a terme la regulacié de gens que codifiquen per
proteines del metabolisme lipidic (Ailhaud 1993), perd no es coneix si aquest fet
podria ser en part responsable dels efectes provocats pels NEFA.

- Efecte sobre el metabolisme de la glucosa. Existeix una relacié inversa entre Us
de carbohidrats i de greixos com a font energética. Per tant, un increment de

NEFA causa una davallada en la utilitzacié de glucosa.

b) Efectes a nivell cel.lular i sobre les lipoproteines

- Alteren la permeabilitat (Katz 1981) i la fluidesa de membranes cel.lulars
(Zavodnik 1992, Holman 1995, Lund 1999)

- Efecte citotdoxic i de disfuncié cel.lular. Els NEFA poden presentar un efecte
citotoxic, s’ha descrit que poden produir dany a I'endoteli (Zilversmit 1973,
Wenzel 1978, Chung 1998) i lisi cel.lular (Richieri 1990). Altres efectes que
provoquen en cél.lules endotelials sén inhibicio de la vasodilatacié (Steinberg
1997), perd d’altra banda activacio de |I'endoteli (Henning 1996). També poden
produir altres danys sobre les funcions cel.lulars com accié hemolitica o inhibicié

de les cél.lules blanques sanguinees (Hostmark 1995).
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- Els NEFA també tenen efecte sobre la unio als receptors cel.lulars, com indiquen
diferents estudis en qué la incubacid6 de cél.lules amb NEFA produeix les
seguents consequéncies:

* Efecte sobre el rLDL. Alguns estudis han descrit que la incubacié de cél.lules
amb NEFA provoca una activacio del rLDL (Rumsey 1995, Bucci 1998). Segons
Bucci (Bucci 1998), I'augment de I'activitat és degut a un increment en el
numero de receptors del rLDL, i aquest efecte depén del numero de dobles
enllagcos de l'acid gras: a més dobles enllagos, el receptor presenta major
activitat. Altre estudi (Bihain 1989) descriu que incubant amb diferents acids
grassos es desplaca la unié de I'LDL al receptor en fibroblasts, aquest efecte és
diferent segons el tipus d’acid gras.

* Efecte sobre la formacio de cel.lules espumoses (SR). La incubacié amb NEFA
provoca |‘acumulaci6 d’'ésters de colesterol en macrofags, aixd sembla
relacionat amb un increment en I'activitat de 'ACAT (Rumsey 1995). A més,
nivells elevats de NEFA estan involucrats en la formacié de cél.lules espumoses
en SMC d’arteria humana (Laughton 1988).

- Respecte a |'efecte sobre les lipoproteines, s’ha descrit que I'existéncia de NEFA

a I’entorn de les lipoproteines pot provocar llur agregacio i fusié (Musliner 1987).

c) Efectes sobre funcions fisioldgiques que comporten risc a patir patologies.

- Efecte sobre la funcié miocardica. Aquesta funcié sembla estar afectada per accio
dels NEFA (Oliver 1994) i s’ha proposat que podria estar implicat un mecanisme
d’increment del calci intracel.lular (Huang 1992).

- Efecte protromboétic. S’han associat nivells plasmatics elevats de NEFA amb
efectes protrombotics, ja que s unirien a les lipoproteines i, com a consequéncia,
guanyarien carrega negativa i s’activaria la coagulacio (Mitropoulos 1992). També
s ha proposat que afectin a la fibrinolisi, inhibint el trencament de fibrina.

- Efecte sobre el transport d’"hormones sexuals i tiroidees. Un elevat nivell de NEFA

pot desplagar a amdos tipus d’hormones, que son transportades per |"albumina.
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Com a consequeéncia, augmentaria llur proporcié lliure a plasma, que és la forma
activa biologicament. Aquest fet podria ser responsable, en part, de cancers

sensibles a hormones (Frayn 1996).

54.2 CONDICIONS EN QUE AUGMENTEN ELS NEFA. RELACIO AMB RISC
CARDIOVASCULAR

L'increment de NEFA en circulacid, com ha estat anteriorment esmentat, pot
produir efectes toxics. De fet, varis estudis indiquen que els NEFA, quan es troben
en circulacio a una concentracié elevada, poden tenir un paper important en
I'etiologia i en el desenvolupament de la placa ateromatosa (Laughton 1988, Reinila
1980 i 1981). Uns autors (Henning 1985) proposen un efecte directe dels NEFA en la
formacio de la placa aterosclerodtica, de manera que afectarien a I'entrada a través
de I'endoteli de lipoproteines riques en colesterol cap a I'intima. El rol aterogénic
dels NEFA es correlacionaria amb el fet que, en diferents patologies en qué existeix
un risc cardiovascular incrementat, el nivell plasmatic dels NEFA es troba

augmentat.

En subjectes normolipémics |‘albumina és suficient per aclarir els acids
grassos lliures alliberats al catabolisme de les lipoproteines riques en triglicérids
(TGRLP). En els casos en qué aquesta capacitat queda excedida, i, per tant,
augmenta la raé NEFA/albumina, hi ha associat un major risc a patir malaltia
cardiovascular (Pickard 1983, Carlsson 2000). Aquest fet és tipic de les situacions

d’hipoalbuminémia.

Existeixen altres circumstancies en que es produeix un augment en els nivells
plasmatics de NEFA. En situacions que cursen amb resisténcia a insulina, com

NIDDM (Fraze 1985, Skowronski 1991, Paolisso 1995, Charles 1997), perd també
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hipertensio, obesitat o sedentarisme, es ddéna un increment en la concentracié de
NEFA que queda sobretot de manifest en estat postprandial, com s’ha comentat a
|"apartat anterior. També quan es produeix estrés (exercici, cirurgia) augmenten les
catecolamines, que fan que s’activi la lipasa sensible a hormones (HSL) i s alliberin
NEFA (Jones 1980). Altres situacions en qué els NEFA es troben incrementats son:
en el tabaquisme (Kershbaum 1961) o en diverses patologies, com la sindrome
nefrotica en qué baixa la concentracié d’albumina (Joven 1990, Braschi 1997) o la

pancreatitis (Domschke 1992).

En totes aquestes situacions es produeix un exces de NEFA al plasma els quals
no poden ser transportats tots per |"albumina. Malgrat que I"albumina té tres llocs d’alta
afinitat pels NEFA, es va determinar per RMN que cada molécula dalbumina uneix tan
sols 1 molecula de NEFA (Cistola 1991). Quan es produeix un excés de NEFA, la part
dels que no poden ser transportats per |'albumina s uneixen a la fraccio lipoproteica
(Chung 1995, Braschi 1996) Aquesta modificacio de les lipoproteines, |'enriquiment en

NEFA, genera una série d’efectes que s’esmenten a continuacio.

5.4.3 PROPIETATS DE LES LIPOPROTEINES ENRIQUIDES EN NEFA.

El fet de que una lipoproteina estigui enriquida en NEFA |'afecta de manera

que presenta unes propietats diferents a les de la forma nativa:

a) La uni6 de NEFA augmenta la carrega negativa de les lipoproteines. En estudis

amb LDL enriquides amb NEFA “in vitro” s’ha observat una major mobilitat
electroforética que en les LDL control (Chung 1995, Shafrir 1958). També s’ha
observat aquest efecte en sérums postheparinics de hipertrigliceridémics (Chung

1995), en els quals es produeix un enriquiment en NEFA per part de les seves
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lipoproteines. A més també esta descrit que en incrementar-se el contingut en NEFA

de I'LDL augmenta |’electronegativitat de la particula (Braschi 1997).

b) Efecte sobre les cél.lules: unid als receptors cel.lulars i efecte citotoxic. Els NEFA

tenen maijor efecte citotoxic directes sobre macrofags peritoneals de ratoli i d'induccio
d’acumulacié de triglicérids a la linia monocitica, quan estan units a les lipoproteines
gue quan ho estan a I'albumina (Chung 1995) . Respecte a la interaccié de |'LDL-
NEFA i els macrofags hi han autors que no troben una major degradacio d’aquesta
molécula per part dels macrofags (Aviram 1988). En contra d’aquests resultats, hi
existeix altre estudi (Hayashi 1987) en qué es proposa que a major contingut en NEFA

de I'LDL aquesta presenta major degradacio pels macrofags.

c) A més d’afectar a la fluidesa de les membranes cel.lulars, els NEFA també poden

alterar la fluidesa de les lipoproteines, com queda reflexat en un treball (Foucher

1996) el qual indica que les lipoproteines carregades amb NEFA presenten major
fluidesa. L"augment de la fluidesa es produeix en major o menor grau depenent de la
cadena acil de l'acid gras, produint un major efecte els de cadena mitja i els

insaturats (Foucher 1996).

d) Modulacié d activitats enzimatiques. S 'ha observat que en pacients de sindrome

nefrotica, en qué el nivell de NEFA és elevat, augmenta I'activitat PTEC. S ha proposat
que aquest efecte estigui associat a la preséncia de lipoproteines enriquides en NEFA
(Braschi 1997), en incrementar la seva carrega negativa augmentaria la interaccio, de
tipus electrostatica, amb la superficie de les lipoproteines. D’altra banda, s'ha
proposat que els NEFA poden modular I"activitat PTEC en part alterant la fluidesa de

la superficie de les lipoproteines (Foucher 1996).

e) Efecte sobre I'oxidacié de les lipoproteines. Els NEFA semblen ser possibles

candidats a disminuir la susceptibilitat a I'oxidacié de I'LDL. Segons Viens (Viens
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1996) I'LDL incubada amb diferents acids grassos per separat presenta més
resisténcia a I'oxidacié. Aquest efecte sembla degut a I’enriquiment en acids grassos
de I'LDL, ja que al afegir albumina disminueixen els NEFA i augmenta la
susceptibilitat a oxidacié. Existeix dependéncia del grau d’insaturacié de I'acid gras
amb el que es preincuba I'LDL, de manera que el linoleic €s menys efectiu que |'oleic
com a preventor de |'oxidacié de I'LDL. S ha proposat que els NEFA podrien afectar a
I'oxidacio de I'LDL alterant la seva carrega superficial i aixd potser afectaria a la seva

interaccié amb cations divalents com el coure en avaluar la susceptibilitat a oxidacio.

f) Efecte sobre |'agregacié de I'LDL. Hi han dades que indiquen que I'LDL carregada

amb NEFA provoca la formacié d’agregats de I'LDL (Hakala 1999). Aquest fet
estaria relacionat amb la resisténcia a I'oxidacio en el cas d’LDL enriquida en NEFA,

ja que I'LDL agregada és més resistent a oxidar-se (Herman 1992).

55 UNIO DE LES LDL MODIFICADES ALS RECEPTORS CEL.LULARS.
RECEPTORS "SCAVENGER" (SR)

5.5.1 CARACTERITZACIO DELS SR TIPUS A (SRA)

Una caracteristica comuna en les LDL modificades és que la carrega positiva
de I'apoB queda emmascarada, i és per aquest motiu pel qual perden afinitat pel
rLDL. En canvi, la modificacié de I'LDL provoca que sigui captada pels anomenats
receptors scavenger (SR) que sén un conjunt de receptors cel.lulars capacos de
reconéixer un ample rang de lligands que presenten la caracteristica comuna de ser
electronegatius. En la lesié aterosclerdtica, els SR capten de forma incontrolada
I'’LDL modificada, potenciant [‘acumulaci6 massiva d'ésters de colesterol al
citoplasma de les cél.lules, promovent d’aquesta manera la seva transformacié en
cel.lules espumoses (Goldstein 1979b, Brown 1983 i 1990) i provocant el

desenvolupament de la lesié aterosclerotica.
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Els SR s’expressen principalment a macrofags (Brown 1983) perd també a
altres tipus cél.lulars com cél.lules musculars llises. EI 1988 es va purificar un
receptor de macrofag fent servir LDL acetilada com a lligand (Kodama 1988) i es van
aillar els cDNAs que codificaven dues formes del receptor d'LDL acetilada, van ser
clonats i sequenciats (Kodama 1990, Rohrer 1990). Aquests primers SR clonats eren
d’origen bovi, perd posteriorment també s’han trobat aquests dos tipus de SR en
altres espécies. Aquests dos tipus de SR s’han anomenat scavenger receptor A
(SRAI i SRAII), que es consideren els SR classics. EI SRAI és un trimer en qué cada
monomer, de 77 kDa, consta de sis dominis: citoplasmatic (I), transmembrana (ll),
espaiador (Ill), domini en hélix a (IV), domini amb similitud al col.lagen (V) i domini
ric en cisteines (VI). Tant el SRAI com el SRAII poden unir LDL modificada i son els
dominis IV i V els responsables de la uni6. Tanmateix hi existeixen algunes
divergencies entre aquests dos receptors, per exemple respecte a I'estructura, el
SRAIl no presenta el domini ric en cisteines a l'extrem C-terminal. A més,
I'expressid del SRAI augmenta gradualment durant la diferenciacié dels monocits, al
contrari que el tipus All en que es dispara I'expressié durant el procés de la
diferenciacié. També hi han algunes diferéncies quant a afinitat pels lligands i en
I'expressid en diferents tipus cel.lulars, com en els macrofags P388D1, en qué és
predominant el SRAII. En la Figura 5 que es presenta al final del seguent apartat, es
poden observar les diferéncies estructurals entre SRAI i SRAIl, juntament amb

I"estructura d’altres SR diferents que s expliquen amb més detall a 5.5.2.

5.5.2 ALTRES RECEPTORS SCAVENGERS

La preséncia d’altres receptors especifics, tant per I'LDL acetilada com per
I'oxidada, va ser suggerida pels resultats obtinguts en una serie d’estudis de
desplagament creuat de la unié amb aquestes formes modificades d'LDL (Sparrow

1989, Arai 1989). Els SRA tenen una especificitat molt semblant, fet que va fer
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pensar que hi podrien haver altres receptors amb la capacitat d unir diferencialment
LDL oxidada i acetilada. En efecte, en els ultims anys s’han descobert nous
membres de la familia del SR, la qual és heterogénia tant quant a estructura com a
funcié. Entre aquests receptors, diferents del SRA, hi han alguns que presenten la
capacitat d'unir LDL oxidada o acetilada especificament, malgrat que en altres
receptors no esta tan clara I'especificitat, i a més poden unir lipoproteines en forma

nativa (Terpstra 2000).

a) Altres membres SRA. La familia dels SRA a més d’incloure els tipus | i Il, també

engloba el SRAIIl, que és producte del mateix gen, perd que ha sofert un splicing
alternatiu, i el receptor MARCO. El SRAIIl no s’expressa a membrana. El MARCO és
un receptor de macrofags amb estructura similar al col.lagen. La seva estructura és
similar al SRAI, amb el domini ric en Cys, perd presentant algunes diferéncies. La
seva expressio esta restringida a certs teixits. Entre els seus lligands hi han bacteris i

LDL acetilada, no es coneix del cert si té capacitat d'unié en front LDL oxidada.

b) SR tipus B (SRB). son membres de la superfamilia CD36, incloent el mateix CD36

i el SRBI. El CD36 huma és una glicoproteina transmembrana de 78-88 kDa,
identificada per primer cop el 1976. El CD36 capta LDL oxidada (Endemann 1993)
per la part lipidica, perd altres indiquen que també pot unir LDL acetilada (Acton
1994). S’expressa en diferents tipus cel.lulars com plaquetes, mondcits i macrofags.
També s’ha determinat que les SMC poden presentar un fenotip macrofag-like i
expressar SRA, o bé CD36 que té activada la seva expressio per PPARg
(Matsumoto 2000). Actualment han sorgit diverses evidéncies del rol del CD36 en
|"aterosclerosi. S’ha trobat en un estudi immunohistoquimic, elevada |'expressié del
CD36 en macrofags carregats de lipids en lesié d’aorta humana (Nakata 1999). En
estudis amb ratolins deficients en apoE, s ha trobat una menor area de lesié quan a
més eren deficients pel CD36 (Febbraio 2000). En el cas de deficiencia en

poblacions humanes (individus Nak-) s"ha trobat que baixa la captacié de I'LDLox en
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un 40% (Podrez 2000). D altra banda, el CD36 estimulat amb LDLox esta implicat en
I'expressid de citoquines inflamatories com IL-1b i TNF-a, via I'activacié del factor
NF-kB (Janabi 2000). Altres funcions del CD36, apart de com SR, serien les de:
eliminacié de cel.lules apoptotiques, activitat angiostatica i paper en el metabolisme
lipidic com a transportador d’acids grassos de cadena llarga a través de
membranes. L expressio del CD36 esta regulada en resposta a diferents estimuls,

entre ells citoquines proaterogéniques i LDLox, la regulacié s exerceix via el PPAR-g

El SRBI té una distribucio tissular i una expressié cel.lular diferent del CD36,
malgrat que estructuralment sén forca semblants. EI SRBI a més d’unir LDL
modificada també capta lipoproteines natives amb elevada afinitat: LDL, HDL i VLDL
(Acton 1994 i 1996, Calvo 1998). EI CLA-1 és l'equivalent al SRB-I en humans
(Calvo 1993). El SRBII és una isoforma del mateix gen que difereix del SRBI en la

cua citoplasmatica terminal (Webb 1998).

c) SR tipus C (SRC). EL SRC només s’ha trobat en Drosophila. Quan s’expressa en

cél.lules d'ovari de hamster xinés (CHO), intervé en la captaci6 i degradacié d'LDL

acetilada.

d) SR tipus D (SRD). Hi pertany la macrosialina que és I'homoleg en ratoli del CD68

huma, és una proteina molt glicosilada que uneix i internalitza LDL oxidada
(Ramprasad 1995), la interaccié no esta mitjancada per la part carbohidratada (van
Velzen 1997, van der Kooij 1997). Es una proteina intracel.lular que esta associada
a lisosoma i només un petit percentatge es troba a membrana, malgrat que la seva

expressio es pot estimular amb ésters de forbol (Ramprasad 1996).

e) SR tipus E (SRE) . Es va clonar inicialment a partir d'/EC d’aorta bovina

(Sawamura 1997) i s’ha descobert que presenta homologia amb ["huma.

L estructura és diferent de la d"altres SR, del tipus receptor d'LDLox amb un domini
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tipus lectina (LOX). La seva expressié en EC es troba regulada per diversos factors,
també s’ha comprovat la seva expressio en macrofags (Yoshida 1998). Sembla no

reconéixer LDL acetilada (Kume 1998, Moriwaki 1998).

f) SR tipus F (SRF) . Hi pertany I'anomenat SREC, que es va clonar a partir

d’HUVEC (Adachi 1997). La seva estructura és de cua citoplasmatica molt llarga
amb llocs de fosforilacid, i el domini extracel.lular conté cinc repeticions EGF-like. Té

la capacitat d’interaccionar amb LDL acetilada i parcialment amb LDLox .
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Figura 5. Diferents classes de receptors scavengers.

Tanmateix no es coneix clarament la relevancia "in vivo" a ['ambient de les
lesions d"aquests receptors scavenger diferents del SRA | i Il capagos de reconéixer
LDL modificades. No es pot afirmar que els SR només contribueixin al

desenvolupament de la lesid, ja que segons la situacid i la localitzacié poden tenir un
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rol protector o deleteri. Algunes de les funcions proposades pels SR sén les que es

comenten a continuacio.

5.5.3 FUNCIONS DEL SR.

Esta ben establert el paper dels SR en la formacié de la lesié aterosclerotica,
degut a la seva capacitat per reconéixer i captar LDL modicades sense regulacio, i
per tant d’induir una acumulacié intracel.lular d’ésters de colesterol. D'aquesta
manera, els SR son els responsables de la formacio de les cél.lules espumoses
implicades en |'origen de la lesié o estria de greix. Tanmateix, es pot considerar que

els SR també poden presentar efectes protectors, com ara els seglents:

a) Capacitat d’interaccionar amb LDL modificades, és una funcié que també es pot

interpretar com a una manera d’eliminar lipoproteines aterogeéniques, les quals si no

fossin captades tindrien efectes aterosclerotics.

b) Efecte sobre el flux revers de colesterol. Apart d’interaccionar amb formes d'LDL
modificades, els SR també poden presentar afinitat per lipoproteines natives, com el
SRBI. Com el SRBI reconeix HDL (Acton 1996), la seva accié podria contrarestar
I'efecte protector de I'HDL. Perd per altra banda, |'expressiéo hepatica del SRBI
també podria representar un efecte positiu, accelerant |'eflux revers de colesterol i
afavorint la seva eliminacio en forma de sals biliars (Ji 1997, Kozarsky 1997).

c) Aclariment de cél.lules apoptotiques o danyades (Sambrano 1995). En el

reconeixement estaria implicada la fosfatidilserina (Connor 1994) que, en aquests
casos, queda exposada a la part externa de la membrana cel.lular. S’han descrit com
a responsables d"aquesta funcio els SRA, pero també el CD36 i el SRBI (CLA-1)

d) Funcié de defensa, en front a infeccions bacterianes. Estan implicats

fonamentalment els SRA, els lipopolisacarids (LPS) podrien ser els responsables de
la unié (Wright 1990). Pels SRB no s’ha demostrat que uneixin directament

endotoxines o patdbgens immunogenics.
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e) Adhesio cel.lular. Per aquesta funcié es facilitaria el reclutament de cél.lules en

condicions patologiques a les arees d’inflamacio o lesio. El CD36 s ha trobat implicat

en aquests processos d’adhesié cel.lular (Li 1993).

6 LDL ELECTRONEGATIVA

6.1 ORIGEN DE L'LDL ELECTRONEGATIVA

Varis autors han separat, fent Us de cromatografia de bescanvi anidnic, una
fraccié minoritaria de I'LDL en circulacié que presenta una major carrega negativa, la
qual s’ha denominat LDL electronegativa. Tanmateix, hi ha molts resultats
contradictoris que fan dificil conéixer quin és realment |'origen i les caracteristiques
fisico-quimiques d’aquesta LDL electronegativa i la seva rellevancia fisiopatologica.
Algunes proves semblen apuntar cap a un origen lipoperoxidatiu per explicar la
carrega negativa de la particuls. En canvi altres autors ho descarten, postulant altres
explicacions que justifiquin la seva electronegativitat, com ara diferéncies en la
composicio lipidica o en el contingut d apoproteines, o bé un contingut en acid sialic
diferent. Seguidament es contrastaran aquestes dues teories, resaltant les
caracteristiques fisico-quimiques de la particula, mentres que la caracteritzacié
biologica, centrada en la interaccié amb els receptors cel.lulars sera comentada al

seguent apartat.

NOTA: Segons els autors, s’ha anomenat a aquesta particula LDL-, LDL(-), minor LDL, modified LDL,
i LDLB. En aquesta introduccié rebra el nom general d'LDL electronegativa, mentres que en els
apartats de resultats i discussio, en fer referéncia als resultats obtinguts al nostre grup, s’utilitzara el
terme LDL(-).
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6.1.1 ORIGEN OXIDATIU DE L'LDL ELECTRONEGATIVA

Els treballs de diferents grups defensen la postura de que [I'LDL
electronegativa presenta una série de caracteristiques que concorden amb les de
I'LDL oxidada, i per tant la particula pot tenir un origen oxidatiu. EI 1988 es va
descriure I'existéncia d"aquesta fraccio circulant d'LDL electronegativa per primera
vegada (Avogaro 1988), la qual va ser aillada per cromatografia de bescanvi anionic.
Posteriorment es va millorar el métode adaptant-lo a un sistema HPLC (Cazzolato
1991, Avogaro 1991). Els autors van descriure que el percentatge d'LDL
electronegativa en individus normolipémics era com a mitjana de 3.9%, oscil.lant
entre 0.5 i 9.8%. Respecte a la seva composicio, la particula presenta augmentat el
valor de proteina i colesterol lliure, i minvat el de fosfolipids i colesterol esterificat.
Algunes de les proves fisico-quimiques que els feia pensar en el caracter oxidatiu de
I'LDL electronegativa son: descens als nivells dantioxidants, concretament el valor
de a-tocoferol disminuit a la meitat, augment de tres vegades en el valor de TBARS
(test de substancies reactives a l'acid tiobarbituric) que és un marcador de
lipoperoxidacié, major mobilitat electroforética en gels d'agarosa i preséncia
d’agregats en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE). Pero aquestes no sén totalment
les propietats de I'LDL oxidada “in vitro”, aquestes diferéncies les expliquen pel fet
que la modificacié a circulacié és més suau que la obtinguda per incubacié amb

cations divalents “in vitro”, i per tant, es tractaria d 'una forma minimament oxidada.

Altres autors (Shimano 1991) també van aillar una fracci6 molt minoritaria
(1%) amb major carrega negativa; el metode daillament va ser el de cromatografia
atmosférica de bescanvi anidnic. La diferéncia en la proporcié d'LDL electronegativa,
respecte als treballs anteriors, la van atribuir al tipus de gradient sali utilitzat.
Aquesta LDL electronegativa presentava major mobilitat electroforética, densitat i
contingut en proteina. En contraposicié al grup d’Avogaro, no van trobar preséncia

d'agregats ni diferencies en el contingut de TBARS (només lleugerament
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augmentat). D’altra banda, van obtenir que I'LDL electronegativa era més
susceptible a I'oxidacié “in vitro”, perd no pel métode de la monitoritzacio de la

formacio de diens conjugats, sin6 per |’addicié de coure i mesura de |'activitat ACAT.

Posteriorment, en un altre estudi (Hodis 1994) es va descriure que |'LDL
electronegativa de micos hipercolesterolémics Cynomolgus presentava un exagerat
contingut en colesterol oxidat, aproximadament un 50% del colesterol total, fet al
qual van atribuir el poder citotoxic que van trobar que produia en cultius de cél.lules
endotelials. En un treball posterior (Sevanian 1995) es va confirmar |'enriquiment de
I'LDL electronegativa en colesterol oxidat en humans, el qual representava al voltant
d'un 30% del total. A més del colesterol oxidat, que és citotdxic per a les cél.lules
endotelials, van descriure que I'LDL electronegativa també contenia, en menor grau,

lipoperoxids i productes derivats.

En un article en el qual es comparen I'LDL electronegativa i I'LDL desialitzada
(Tertov 1995) es va obtenir que I'LDL electronegativa presentava un menor contingut
en sialic, sobretot en malalts cardiovasculars, i a la vegada I'LDL desialitzada tenia
una elevada proporcié d’'LDL electronegativa. Els autors hipotetitzaren que I'LDL
electronegativa i la desialitzada eren una mateixa forma, presentant algunes
caracteristiques oxidatives. Respecte aquestes conclusions hi existeixen algunes
dades discordants, com ara resultats que apunten que la pérdua d’acid sialic

comporta pérdua de carrega negativa en I'LDL (Camejo 1985).

Altres autors (Holvoet 1995) van descriure la preséncia a plasma d'una LDL
electronegativa que presentava una major mobilitat electroforética, major
reconeixement per anticossos antiMDA-LDL i contingut incrementat de TBARS, perd

sense fragmentacié de |"apoB.
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En un altre treball (Sevanian 1996) es va recolzar un cop més | origen oxidatiu
de I'LDL electronegativa i la relacié d’aquesta amb les subfraccions de maijor
densitat de I'LDL. L'LDL electronegativa aillada per aquests autors contenia més
lipoperoxids i menys vitamina E. També van observar que existia correlacio entre el
percentatge d'LDL i una major susceptibilitat a |'oxidacio, fet que van comprovar
afegint concentracions creixents d'LDL electronegativa, tant en un pool com a les
mostres individuals. La hipotesi proposada és que la forma electronegativa
correspon a una LDL amb més temps de residéncia plasmatica, i que, per tant, ha

estat més exposada a ser modificada oxidativament.

El mateix grup d’autors (Sevanian 1997) corrobora posteriorment que I'LDL
electronegativa presenta una major oxidacio, detectant, mitjangcant un métode
quimioluminiscent de gran sensibilitat, un enriquiment de sis vegades meés en
hidroperoxids. Aquests autors tornen a descriure un major contingut en colesterol
oxidat en I'LDL electronegativa, perd en aquest treball I’enriquiment no és tan gran
(5%) com el de treballs anteriors (50% i 30%) (Hodis 1994, Sevanian 1995). A més,
van descriure una major mobilitat electroforética, menor reactivitat en front al TNBS
(acid trinitrobenzosulfonic) que reacciona amb lisines no modificades i una petita
pérdua en acids grassos poliinsaturats respecte a I'LDL nativa. També van descriure
una diferent composicié aminoacidica, probablement per modificacié de |'apoB (o

oxidacio) i una disminucio en els aminoacids sensibles a oxidacio

Treballs més recents (Greilberger 1999) també han descrit evidéncies de
caracter oxidatiu en aquesta particula, concretament van descriure que esta
enriquida en hidroperoxids, que presentava |'apoB modificada per productes propis

de lipoperoxidacio com el MDA i el HNE, i valors diminuits de tocoferol.

Finalment, en un treball encara més recent (Parasassi 2001) es realitzen

estudis per determinar si I'LDL electronegativa esta alterada estructuralment. Per
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dicroisme circular s’ha descrit que la particula presenta pérdua de |’estructura
secundaria. D’altra banda, es van realitzar estudis de polaritat dels lipids i
fluorescéncia del triptofan. Es va concloure que |'apoB de I'LDL electronegativa
presentava una conformacié alterada, suggerint un desplegament i enfonsament a
zones més hidrofobiques, afavorit per una desorganitzaciéo dels lipids. Alguns
d’aquests canvis en |'apoB els van equiparar amb els de la forma oxidada “in vitro”
(pérdua d’estructura secundaria, menor empaquetament lipidic), malgrat que,

comparativament, I"'apoB de I'LDL electronegativa presenta canvis més marcats.

6.1.2 ORIGEN NO OXIDATIU DE L'LDL ELECTRONEGATIVA

En contraposicid a I'origen oxidatiu de I'LDL electronegativa hi han altres
treballs en qué els resultats no coincideixen amb el fet de que aquesta particula
estigui oxidada. Entre aquests treballs, es troba el de Vedie (Vedie 1991), que va
separar |'LDL electronegativa per mitja d’'un métode de cromatografia de bescanvi
anionic amb la novetat d’estar adaptat a un sistema FPLC, aquest és també el
metode que segueix el nostre grup per laillament d’LDL electronegativa. El
percentatge trobat va correspondre entre 5-10% de I'LDL total. Aquest grup, en un
treball posterior (Chappey 1995a), van aillar per aquest métode deu subfraccions en
funcié de la seva carrega negativa. Els seus resultats semblaven descartar una
procedéncia oxidativa per I'LDL electronegativa, ja que no van trobar enriquiment en
lipoperoxids o TBARS, ni menor contingut de vitamina E, ni tampoc que I'LDL
electronegativa presentés reactivitat incrementada en front al TNBS, ni agregacié de
|"apoB. Si es descriu un enriquiment en triglicérids, colesterol lliure i les apoproteines

apoClll i apoE.

El treball de Demuth (Demuth 1996) recolza el fet de que I'LDL
electronegativa, no presenta caracteristicas propies de forma oxidada. Els resultats

que els fa deduir aixd son el no trobar diferéncies entre I'LDL electronegativa i LDL
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nativa quant a la formaci6 de diens conjugats, valor de TBARS, contingut
d’antioxidants, preséncia d’'agregats d’apoB i composicié lipidica. Tanmateix van
descriure que la forma electronegativa presenta incrementat el contingut en apoClll,

apoE i acid sialic, atribuint a aquests components la carrega negativa de la particula.

Un estudi posterior (Nyyssdnen 1996) no va trobar indicacions de que I'LDL
electronegativa fos una particula oxidada. Tan sols van obtenir correlacio positiva entre
LDL electronegativa i la rad glutatio oxidat/glutatié reduit, el colesterol d'LDL i els acids

grassos poliinsaturats, i negativa amb els nivells de b-caroté plasmatic. D altra banda,

aquesta fraccié contenia menys fosfolipids i més colesterol lliure i triglicérids.

En un altre estudi posterior del mateix grup (Vedie 1998) s’observa que la mobilitat
electroforética i el percentatge d'LDL electronegativa esta relacionat amb risc ate-
rosclerotic. La proporcié d aquesta particula no estava relacionada amb la susceptibilitat

a l'oxidacio de I'LDL total, pero si es correlaciona amb el contingut d"acid sialic.

El grup de Sevanian, el qual en articles previs defensava que |'LDL
electronegativa presentava caracteristiques propies de la forma oxidada, en un altre
treball va descriure que pacients en hemodialisi presentaven un percentatge d'LDL
electronegativa incrementat, sense trobar proves de que la seva formacio estigués
relacionada amb un procés lipoperoxidatiu (Ziouzenkova 1999). Aquest increment
d’LDL electronegativa també s’obtenia reproduint el procés d’hemodialisi per un
model “ex vivo” i incubant LDL amb hemoglobina. L estudi indicava que |'LDL s unia
amb |I'hemoglobina, i com a consequéncia es modificava |'apoB i es formaven
ditirosines. Es va considerar que aquesta uni6 amb ['hemoglobina generava
I"augment en I'LDL electronegativa, sense donar una explicacio sobre el seu origen,
perd la modificacioé oxidativa sembla descartada, ja que no es va observar increment
en els nivells d'MDA en la particula, ni major reconeixement per anticossos

antiMmDA-LDL.



Introduccié 62

Altres treballs realitzats al nostre propi grup també suggereixen que en la
generacio de I'LDL electronegativa no estan implicats els processos oxidatius
(Sanchez-Quesada 1996 i 1999), almenys en els individus objectiu d’estudi dels
esmentats treballs, que sbén diabétics tipus 1 i hipercolesterolémics familiars, els
quals presenten una proporcié anormalment elevada d’LDL electronegativa, com es

comentara amb més detall a I'apartat 6.4.

Resumint, els diferents resultats obtinguts no indiquen que existeixin proves
clares que apuntin cap a un origen oxidatiu de I'LDL(-), perd tampoc es coneixen
totalment els altres possibles factors implicats en la seva generacié. Les
discrepancies existents quan a |'origen oxidatiu o d’altre tipus entre els diferents
treballs poden ser degudes a divergéncies metodologiques que es comentaran

posteriorment.

6.2 INTERACCIO DE L'LDL ELECTRONEGATIVA AMB ELS RECEPTORS
CEL.LULARS

Aixi com existien discrepancies sobre el possible origen de I'LDL(-), oxidatiu o
no, també n’hi ha a I'hora de determinar el seu comportament amb els receptors
cel.lulars. Existeixen diferents estudis sobre la interaccié de I'LDL electronegativa
amb els receptors cel.lulars. La finalitat seria discernir si la diferéncia en carrega i
altres caracteristiques de [I'LDL electronegativa poden interferir amb el
reconeixement pel rLDL, i per tant influir en el seu aclariment de circulacié. Per altra
banda, el fet de que I'LDL electronegativa presenti un lleuger increment en carrega
negativa, podria implicar el seu reconeixement pel receptor scavenger.

En els primers treballs realitzats (Avogaro 1988, Avogaro 1991) es va
descriure que I'LDL(-) presentava pérdua parcial de I'afinitat pel receptor d'LDL,

perd no era reconeguda pel receptor "scavenger" expressat en macrofags. Aquestes
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dades referents a I"afinitat pels receptors semblen correspondre amb les d'una LDL
minimament oxidada. Com també havien observat indicis de caracteristiques fisico-
quimiques propies d'LDL oxidada, els autors proposaren que I'LDL electronegativa

era una forma lleugerament oxidada present a la circulacio.

Contrariament, altres autors, de manera similar a com ocorre amb les
caracteristiques fisico-quimiques, obtenen resultats diferents. Alguns (Shimano
1991) no van trobar diferéncies en I'afinitat pel rLDL ni en la captacié per macrofags
per part de I'LDL electronegativa, mentres que altres (Chappey 1995a i Demuth
1996) van descriure que aquesta fraccid més electronegativa de I'LDL tenia una
afinitat lleugerament major pel receptor d’'LDL. Aquest increment d’afinitat el
justifiquen per I'enriquiment en apoproteina E (apo E), la qual és un lligand del

rLDL.

D’altra banda, dos estudis descriuen que I'LDL electronegativa indueix
"acumulacio d’ésters de colesterol. Els resultats d'uns (Tertov 1995), de que I'LDL
electronegativa induia acumulacido de colesterol esterificat en SMC, estaven en
contra del que els mateixos autors havien trobat anteriorment (Cazzolato 1991) de
que I'LDL electronegativa no era reconeguda pel SR de macrofags. Aquests autors
també observaren que la forma desialitzada d'LDL té capacitat d’augmentar el
contingut d’ésters de colesterol intracel.lular, per aquesta i altres coincidéncies
arriben a la conclusié de I'LDL electronegativa podria ser una forma desialitzada.
L altre estudi (Holvoet 1995) també indicava que [|'LDL electronegativa és

reconeguda pel SR i en consequéncia podia generar cél.lules espumoses.
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6.3 EFECTES BIOLOGICS DE L'LDL ELECTRONEGATIVA

Malgrat les diferéncies entre els treballs en la interacci6 amb els receptors i
les caracteristiques oxidatives, en un dels aspectes en qué no es troben
discordancies entre els grups és en el poder citotoxic de I'LDL electronegativa cap a

cultius de cel.lules endotelials.

Respecte a aquest tema, és important un treball (Hodis 1994) en qué I'LDL
electronegativa, aillada provenia de micos Cynomolgus, induia citotoxicitat cap a
cél.lules endotelials d"aorta de conill. Aquest efecte es va atribuir al elevat contingut
en colesterol oxidat de la particula, que, segons aquests autors, va correspondre al
50% del colesterol total, valorat per cromatografia de gasos, respecte al 10% en la
forma nativa. Aquest contingut tan elevat en oxisterols en I'LDL electronegativa és
poc factible de trobar-se “in vivo”, i en cap altre treball, ni tan sols del mateix grup,

s’ha ratificat aquest resultat.

Un altre estudi (Sevanian 1995) va confirmar que I'LDL electronegativa era
citotoxica per a les cél.lules endotelials, fet que s’explicava pel seu enriquiment en
colesterol oxidat, d’'un 30%, ja que els productes d oxidacio del colesterol provoquen
disfuncié a la membrana cel.lular i alteren el transport idnic afectant a la bomba de
Na-K, de manera que augmenten el flux de calci, que és citotdxic, i també modifica el

flux de sodi i potasi.

També un treball de Demuth (Demuth 1996) coincideix en que I'LDL(-) és
altament citotoxica per cél.lules endotelials HUVEC en cultiu. Malgrat aquest poder
citotoxic, aquests autors no troben que I'LDL electronegativa presenti
caracteristiques propies d'una forma oxidada. Per tant, aixd descarta que la
citotoxicitat produida per I'LDL electronegativa sigui deguda a oxidacié de la

particula.
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6.4 SITUACIONS FISIOPATOLOGIQUES AMB INCREMENT DE L’LDL
ELECTRONEGATIVA.

S’ha descrit que el percentatge d'LDL electronegativa es troba augmentat en
diferents situacions, algunes d’elles patologiques amb risc cardiovascular associat,
entre les quals estan: la malaltia renal, |I'exercici fisic, la diabetes (DM) o la
hipercolesterolemia familiar (HF). Seria d’interés discernir quina podria ser la causa
de |'electronegativitat en aquests diferents casos per descobrir |'origen i natura de
I'LDL electronegativa. També aquest coneixement podria permetre tractar de
normalitzar el percentatge d’'LDL electronegativa en aquests casos en qué es troba

incrementat.

En malalts renals sotmesos a dialisi, els quals presenten major risc
aterosclerotic, tenen augmentat el percentatge d’'LDL electronegativa (Ziouzenkova
99 i 2000), sembla que una de les causes és el procés d’hemodialisi (Ziouzenkova

1999).

En el cas de l|'exercici aerobic agut s’ha descrit un augment en LDL
electronegativa i també un increment en la susceptibilitat a I'oxidacié (Sanchez-
Quesada 1995). A més, en aquesta situacié |'administracié prévia d'acid ascorbic
inhibia ambdos efectes (Sanchez-Quesada 1998). Aquests resultats semblaven
suggerir que l'origen de I'LDL electronegativa en |'exercici agut era oxidatiu. En
contrast amb aix0, avaluant I'efecte de I'exercici a llarg pla¢g es va observar una
resisténcia a |'oxidacié incrementada (Sanchez-Quesada 1997) i un percentatge
d’'LDL electronegativa similar al del grup control. Aprofundint en aquest tema,
resultats més recents indiquen que lI'augment d'LDL electronegativa després de
I'exercici intens no és degut a I'efecte de |'estrés oxidatiu sobre I'LDL, siné a un

augment en el seu contingut en NEFA (Benitez 2002).
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En la diabetis, |'arteriosclerosi és la principal causa de mortalitat (Pyorala
1987). Els pacients diabétics presenten un percentatge elevat d'LDL glicada (Klein
1995). La glicacié de I'LDL “in vitro” comporta una major carrega negativa, i com
I'LDL de pacients diabétics, tant de tipus | com de tipus Il, presenten un percentatge
anormalment elevat d'LDL electronegativa (Moro 1998 i 1999, Sanchez-Quesada

1996 i 2001), la causa d aquesta electronegativitat podria ser atribuida a la glicacié.

En els diabétics tipus 1 (DMI) es va comprovar que la glicacido que presenta
I'LDL es correlacionava amb la proporci6 augmentada d’LDL electronegativa
d’aquests individus i que podria ser la causa del seu origen (Sanchez- Quesada
1996). Perd no succeeix el mateix en els DMIl en qué en I'augment d'LDL(-)
semblen estar implicats altres mecanismes com |’'oxidacio, ja que la seva LDL total
€s mes suceptible a oxidar-se i aquesta caracteristica juntament amb [elevat
percentatge d'LDL electronegativa no es modifiquen pel tractament amb insulina que
si provoca una normalitzacio del perfil glicémic i una disminucié de I'LDL glicada

(Sanchez- Quesada 2001).

Els individus afectats d’hipercolesterolémia familiar (HF) sén una part
fonamental d’estudi en la present tesi doctoral. Es interessant el cas d‘aquesta
patologia, ja que es troba associada a un major risc cardiovascular i una elevada
proporcid d’'LDL(-). Aquests pacients es caracteritzen per tenir disminuida o
anul.lada la captacié de I'LDL pel rLDL, fet que és degut a diferents mutacions en el
gen del rLDL. En qualsevol cas, com |'aclariment de I'LDL és deficient, els nivells
plasmatics d'LDL augmenten i també es prolonga el seu temps de residéncia a
circulacié i, en romandre més temps al plasma, esta més exposada a modificacions i
aixo podria comportar la formacié d’'LDL electronegativa. Respecte a quin tipus de
modificacié pot afectar a la particula d’'LDL per tal d’incrementar la seva

electronegativitat no és un tema que estigui clar.
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Dades trobades pel nostre grup (Sanchez-Quesada 1999) indiquen que els
HF presenten un elevat percentatge d’'LDL electronegativa en front els
normolipémics (NL), perd no suggereixen que la particula estigui més oxidada o sigui
meés susceptible a oxidar-se que la d'NL. | a més, després d'un tractament de sis
mesos amb simvastatina es va produir una gran disminucié en la proporcio d'LDL(-)

sense modificar-se la susceptibilitat a I'oxidacio.

Referent a la possibilitat de que |'origen de I'LDL electronegativa elevada en
els individus HF sigui I'oxidacié o una particula d’LDL més susceptible a I’oxidacio,
existeixen diferents resultats. Alguns autors suggereixen que en la hipercolesterémia
familiar I'LDL és més susceptible a |'oxidacié (Napoli 1995, Lavy 1991) i presenta
algunes caracteristiques propies de la forma oxidada com fragmentacié de |'apoB,
elevat nivell basal de lipoperdxids i disminuit de vitamina E o baixa activitat de la
PAF-AH (Napoli 1995). També hi han dades de major susceptibilitat a |'oxidacio en
pacients amb apolipoproteina B defectiva (Stalenhoef 1994). Contrariament, altres
estudis indiquen que I'LDL d'HF és més resistent a I'oxidacié (Raal 1995). De fet,
I'LDL d'HF no tindria perque ser més oxidable, ja que en ells predominen les
particules lleugeres i de major grandaria, i el que esta descrit és que son les formes

denses les més susceptibles a I’oxidacio (de Graaf 1991).

Referent al tamany de la particula, en els individus HF predominen les LDL
enriquides en colesterol i de major grandaria i menor densitat, i desenvolupen
aterosclerosi de forma precog¢ (Raal 1999). Aixd podria ser contradictori amb el fet de
que I'LDL petita i densa és la poblacio de particules considerada més aterogénica.
Per6 també hi han proves d’associacio entre particules lleugeres d'LDL i risc
aterosclerotic en primats (Rudel 1985 i 1986) i en humans (Campos 1995).
Independentment del seu tamany, al fet que I'LDL sigui més o menys aterogénica hi
contribuiran segurament diferents aspectes de la particula, i, a més de la

composicid, hi ha una forta dependéncia d altres variables.
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6.4 DISCREPANCIES EN L'ESTUDI DE L'LDL ELECTRONEGATIVA

Si es consideren globalment els estudis dels diferents grups sobre LDL
electronegativa, en tots ells es ratifica I'existéncia d’'una forma d’LDL en circulacié
que presenta una carrega meés negativa en individus normolipémics, pero respecte a
les seves caracteristiques i origen es troba que els resultats sén forga contradictoris.
En els unics punts en qué no hi ha discrepancia és en la carrega electronegativa de
la particula, en la seva citotoxicitat cap a cél.lules endotelials en cultiu i en la seva

major densitat.

Es dificil trobar una explicacié coherent amb els diversos resultats obtinguts.
El més probable és que es donin diferéncies metodoldogiques al moment d aillar
I’LDL electronegativa. El percentatge de la fraccio ve afectat pel tipus de gradent sali
i la forca idnica utilitzada per a I’eluicio, el que faria que en tots els treballs no es
separés la mateixa fraccio i aixd comportés caracteristiques diferents. També influira
la concentracié d’'EDTA utilitzada en el tampd, concretament 10 nM per part dels
grups que troben proves de que I'LDL electronegativa és una particula oxidada, en
front de 1 mM en I'altre cas. També pot influir molt als resultats el tipus de sistema
cromatografic, és a dir HPLC, que té components metal.lics que podrien provocar
oxidacio de la particula, o bé FPLC que no en té. De totes maneres, els resultats
trobats sén massa dispars per ser justificats Unicament per aquests motius. A part de
la metodologia, hem de considerar que I'LDL electronegativa és una particula que
presenta heterogeneitat entre individus i en consequéncia en funcié de la poblacié

triada inicialment, I'LDL electronegativa aillada presentara diferents caracteristiques.

En conclusid, I'LDL electronegativa és una particula de la qual no es coneixen
bé les seves propietats, origen i implicacié en el procés aterosclerotic, havent en
aquests aspectes diferents resultats, i sent per tant un interessant motiu d’estudi

amb I'objectiu d’aclarir aquests interrogants.



