UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

Avaluacio de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de I'estrés oxidatiu i
la inflamaci6é en una poblaci6 sana

Vanessa Sanchez Martos

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats o materials
d'investigaci6 i docéncia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Ref6s de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacio prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacié dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccié o altres formes d'explotacio
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacié publica des d'un lloc alié al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra o marc alie¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacién
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacién de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccién u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus restiimenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

Vanessa Sanchez Martos

Avaluacio de la qualitat analitica de diferents
biomarcadors de I’estres oxidatiu i la inflamacié

en una poblacio sana

Tesi doctoral

Dirigida per:
Dra. Montserrat Giralt Batista
Dra. Marta Romeu Ferran

Departament Ciencies Mediques Basiques

= | UNIVERSITAT
~ 4 X ROVIRA i VIRGILI
UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

Reus, 2017



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

UNIVERSITAT
ROVIRA i VIRGILI

FEM CONSTAR que aquest treball, titulat “Avaluacié de la gualitat analitica
de diferents biomarcadors d’estrés oxidatiu i inflamacié en una poblacio
sana”, que presenta VANESSA SANCHEZ MARTOS per a I'obtencid del titol
de Doctor, ha estat realitzat sota la meva direccié al Departament Ciéncies
Mediques Basiques d’aquesta universitat.

Reus, 22 de Maig de 2017

El/s director/s de la tesi doctoral

-

/'/_
B

Y

Montserrat Giralt Batista

A Marta Romeu Ferran

J



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

L P RAITAT

Autoritzacié del director/s/ales de la tesi doctoral o

RreaAR~ 1 SARCH

DADES IDENTIFICATIVES DE LA TESI DOCTORAL

Tiol g2 |3 tesl:
Avaluacks de la qualiat anallica de diferents blomarcadors de I'estrés ouldatiu | 13 Inflamacia en una poblaclt sana

Dociorandia:
|‘.'ANES-ER& SANCHEZ MARTOS

Programa de Doctorat:
|?E':|3 Programa de Dogtorat en Blomedlcing

Departament:
|:>epatan'er". e Cléncles Madlques Baslques

GIUD de Fecana

|F.°|RHP-CO_CIGIP|

Direchona’sies: Camey elecirénic direcion

|HD‘JTSER%T GIRALT BATIETA | |‘TD’1I5E.§II1]1J§LI".I’.G31.

[MemTA ROMEU FERRAN | |'ra’ta.r'.:n:—u@l.nl.ca’.

Detalls de confidencialitat de la tesi Sif Mo

-Existeix un conveni de confidencialitat amb empreses? )

-Part de 1a tesi o la totalitat de 13 tesi és confidencial? 'l

INFORME DEL DIRECTORIA DE TESI

El director's sotasignats emeten lNinforme de |a tesi doctoral presentada a framit de dipdsit, en base a la revisio

dels seglents elements de qualitat:

SiiNo

La tesi consisteix en un treball oniginal de recerca & O
El titol reflecteix acuradament &l contingut de La tesi & O
Les hipotesis iio els objectius de |a tesi estan clarament formulats & O
La metodologia estd descrita ® O
Hi eonsta el procedimant & O
Hi consten els resultats i la discussid dels mateos ® O
Les conclusions de La tesi comasponen a kes hipdtesis io objectius formulats & C
La bibliografia esta ben reflectida & O




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

['aquesta tesi es deriven les seglents aportacions cientifiques:

Ak clenimes:

“Analytical qually measuraments of new cardlovascular diseass nsk related blomarkers In heamy humans™
EN PROCES D'ELABORACID

Phshar:

ACTIVIDAD FISICA ¥ SALUD

Vanessa Sanehazt, Mana Romeut, Laura LIus1, Rosa Maria Valks2, Rosa Solaz, Morserat Gimitt,
1Unidad de Farmacologla. Depanamento de Clenclas Megicas Sasicas, Unlversigad Rowira | Vingll,

2Unigan de LIpidos y AISrosCienos!s. DEpartamentn 2 Medcina y CIrugla, Universidad Rowira | Virgll
Presentat al \ congree de la Socletad Espafioia de Dististas Mulncionstas. Valadold, 2011

Altres comentaris sobre |a gualitat de La tesi:

Eis resultals daquesta tesl doctoral shan aplcat a lametodologla dels seqlents ankdes cleniMcs en els guals |a doctoranda
figura com a autora:

Aranda N etal. Emviron Res. 2017155544651,

RAomeu M et 3. J Agric Food Chem. 2018;54(81E79-E5.
Mendaz L ef al. J Nuir Blochem, 20148;25(12)01243-53.
Molinar-Torbio E at al. PLoS One. 2014982104637,
Lluis L et 3. Lipids Health Dis. 2013;12:140.

Llus L et al. Food Chem Toxlool. 2011,45E):1450-2,

Arkcles previs 3 latesl on |a doctoranda €5 Jutora:

Romeu M et al. BMC Ras Motes. 2010:26:3:20,
Nogus MR et al. J Pineal Res. 2006:41/2)142-0,

| en conclusio, s'emet lNnforme FAVORABLE pel tramit de diposit de la tesi doctoral | posterior defiensa piblica:

Reus | . [prosan?

Directona de la tesi: Director’a de |a tesi (si s'escau): Directon’a de la tesi (s s'escau |
|Hm|sam1 Glralt —| Iua-ta Romeu _' 1
Firmada [ CPISR-1C Marta
PISR-1 C g'g',g[,_"ff"f por Romeu Ferran
ontsermat  wmonserat sirae 2017.05.31
; : Eatista A
iralt Batista reena: 20170801 15:26:21 .
DE:44:46 +02'00" | +02'00" |



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

A Sergio, Alex y Eloi



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Vi



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Agraiments

Vull agrair a totes les persones que m’han donat suport des que vaig

arribar a la Facultat de Medicina i durant I’elaboracié de la Tesi Doctoral:

Al Dr. Mallol, la Dra. Giralt, la Dra. Nogués i el Dr. Sureda |'oportunitat
d’entrar al grup sent una alumna en practiques, des d’aquell moment es
van forjar les meves ganes de fer ciencia. Amb vosaltres he madurati he

aprés molt de la vida. Gracies.

Montse, Marta, gracies per donar-me suport i haver dirigit aquest
treball. Marta, de tot cor, gracies per I'esforg final, per la empenta i pels
anims.

Gracies també a la Dra. Rosa Sola i al seu equip de la URLA, sense elles

no hagués estat possible.

Gracies a les millors “compis” de laboratori, Laura, Mdnica i Nuri, per les

mojito’s parties, pels cafés, per ser amigues i confidents.

Anabel, gracies pel teu suport i per la paciéncia que tens sempre per

escoltar-me.

A la Silvia O., Montse P., Imma, Nuria P., Amparo, Jose Luis i Joan, a la
resta del personal de la FMCS, gracies a tots per les converses de

passadis i rialles.

A I'Alba T.,, sempre al meu costat, animant-me, preguntant-me,
interessant-se pel que faig. Vull ser velleta i seguir anant de passejades

amb tu.

Vil



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

A Esther y Kiko, mi otra “familia”, gracias por todos y cada uno de los

buenos momentos vividos, pero sobretodo, gracias por estar ahi siempre.

A mis padres, que a pesar de no entender del todo lo que hago, lo valoran
y aprecian ddndome siempre su total apoyo. Soy lo que soy y soy como

soy gracias a vosotros. No os cambiaria por nada del mundo. Os quiero.
A mi hermana, gracias por escucharme y animarme siempre.

A mis hermanos y cufiadas, gracias por los buenos momentos y por los
mejores regalos que me podriais haber dado nunca, mis sobrinos, Jana,

Leoy la pequeiia Claudia. Su carifio es tierno e infinito y da luz a mis dias.

A mi familia politica, Eugenio, Angeles, Tania y Maria. Gracias por esos
ratos de descanso en los que las neuronas ya no podian mds. Angeles,
sobretodo agradecerte a ti el papel que has desarrollado éstos ultimos
meses, sin tu ayuda, esto no habria sido posible. Gracias, gracias,

gracias.

Pero por encima de todo quiero agradecer a mi pequefia familia la
paciencia que han tenido conmigo. Sergio, gracias por tu saber estar, tu
confianza y por animarme a seguir adelante cuando las fuerzas
flaqueaban. Alex y Eloi, mis dos pequefios e inocentes tesoros, no sabéis
lo que significa aun todo esto, a vosotros pediros perdon por haberos
robado tanto tiempo, tantas tardes sin mamd. Vosotros que habéis
vivido mds que nadie mis nervios, mi estrés, deciros que gracias a vuestra
inocencia, a vuestros besos y sonrisas, he podido seguir a delante.
Vuestros gestos diminutos y aparentemente insignificantes causan en mi
emociones gigantescas y sobretodo, me ensefidis a quedarme con las

cosas buenas de la vida. Os amo.

VI



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

iINDEX

Fem constar

Autoritzacio dels directors de la tesi doctoral
Dedicatoria

Agraiments

index

index de Taules
index de Figures
Abreviatures

Resum

INTRODUCCIO

Pagina

1l
Vil
Xi
XVl
XIX

XXI

XXVII

|

1.BIOMARCADORS
1.1.-Concepte
1.2.-Caracteristiques dels biomarcadors
1.3.-Biomarcadors: tipus
1.4.-Validacio analitica d’'un biomarcador
1.4.1.-El procés analitic
1.4.1.1.-Fases del procés analitic
1.4.2.-Biomarcadors Gold Standard
2.EL CONTROL DE LA QUALITAT ANALITICA AL LABORATORI
2.1.-Introduccié a la qualitat
2.2.-EL control de la qualitat durant el procés analitic
2.2.1.-Tipus d’errors al laboratori
2.3.-Parametres estadistics indicadors de qualitat analitica
2.3.1.-Els valors de referéncia
2.3.2.-La distribuci6 de les dades
2.3.2.1.-La normalitat
2.3.2.1.1.-Tests de normalitat
2.3.2.1.2.-La asimetria
2.3.2.1.3.-La curtosi
2.3.3.-La precisio
2.3.3.1.-Mesures de tendencia central

O 00 00 U1 W W W

NN R R R B R R R R R R R
N B, O 00 N OO Ul Ll VN N R =B O

Xl



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

2.3.3.2.-Mesures de dispersio 23
2.3.4.-'exactitud 24
2.3.5.-Especificacions de la qualitat: Grau de qualitat analitica 27

2.3.5.1.-Graus de Qualitat (GQ) 27

2.3.5.2.-El coeficient de variabilitat relatiu (CVR) 27

3.EL DANY OXIDATIU I LA INFLAMACIO 30
3.1.-El dany oxidatiu 30
3.2.-Biomarcadors del dany oxidatiu 33

3.2.1.-Biomarcadors del sistema de defensa antioxidant 35
3.2.2.- Biomarcadors de les conseqiiencies del dany oxidatiu 38

3.2.2.1.-Biomarcadors del dany oxidatiu a lipids 38

3.2.2.2.-Biomarcadors del dany oxidatiu a proteines 40

3.2.2.3.-Biomarcadors del dany oxidatiu a I’ADN 42

3.2.2.4.- Biomarcadors de la capacitat antioxidant 43

3.2.- Lainflamacié 44
3.2.1.- Biomarcadors de la inflamacié 45
3.2.2.- Biomarcadors de la disfuncié endotelial 46
3.2.3.- Biomarcadors de I'activitat trombotica 48

3.3.- El perfil férric 49
3.3.1.- El ferro i el seu paper sobre I'oxidacié i la inflamacid 49
3.3.2.- Biomarcadors del perfil ferric 50

HIPOTESI | OBJECTIUS 51

HIPOTESI | OBJECTIUS 53

MATERIAL | METODES 55

1.FASE PREANALITICA 57
1.1.-Disseny de I'estudi 57
1.2.-Etica 57
1.3.-Seleccié de participants 57
1.4.-Processament i conservacié de les mostres 60
1.5.-Estandarditzacié de metodologies: elaboracié dels 65

procediments normalitzats de treball (PNTs)

1.6.-Control d’equipament 66

2.FASE ANALITICA 68
2.1.-Biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu 68



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

2.1.1.-Mesura dels sistemes de defensa antioxidant
enzimatics (CAT, SOD, GPx) i no enzimatics
(sistema glutatié i Vitamina C)
2.1.1.1.-Catalasa (CAT)
2.1.1.2.-Superoxid dismutasa (SOD)
2.1.1.3.-Glutatid peroxidasa (GPx)
2.1.1.4.-Sistema glutatié: Glutatié reduit (GSH) i
glutatid oxidat (GSSG)
2.1.1.5.-Vitamina C
2.1.2.-Mesura de les conseqiiencies de I'estres oxidatiu
2.1.2.1.-Dany oxidatiu a lipids
2.1.2.1.1.-Mesura de les substancies reactives a
I'acid tiobarbituric (TBARS)
2.1.2.1.2.-8-isoprosta
2.1.2.1.3.-LDL oxidada
2.1.2.2.-Dany oxidatiu a proteines
2.1.2.2.1.-Carbonilacié de proteines (DP)
2.1.2.3.-Dany oxidatiu al DNA
2.1.2.3.1. 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG)
2.1.1.4.-Mesura de la capacitat antioxidant del
plasma
2.1.1.4.1.-ORAC i ORACrca
2.1.1.4.2.-Capacitat plasmatica per reduir el ferro
(FRAP)
2.1.2.-Biomarcadors relacionats amb la inflamacié
2.1.2.1.-Biomarcadors del perfil lipidic
2.1.2.1.1.-Colesterol total
2.1.2.1.2.-Triglicérids
2.1.2.1.3.-Colesterol HDL
2.1.2.2.-Apolipoproteina A-1 (ApoA1l)
2.1.2.3.-Apolipoproteina B (ApoB)
2.1.2.4.-Proteina C-reactiva d’alta sensibilitat (hsPCR)
2.1.2.5.-Interleucina-6 (IL-6)
2.1.2.6.-E-selectina
2.1.2.7.-sICAM-1
2.1.2.8.-sVCAM-1
2.1.2.9.-PAI-1
2.1.3.-Biomarcadors relacionats amb el perfil ferric

68

68
69
72

73

74
75
75

75

76
77
77
77
79
79

81
81
82

83
83
83
86
86
87
88
88
89
89
90
91
92
93

X



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

2.1.3.1.-Ferro en sang
2.1.3.2.-Transferrina
2.1.3.3.-Ferritina
2.1.4.-Estudi del perfil lipidic mitjangant ressonancia
magneética nuclear de proté (RMN-1H)
2.1.4.1.-Preparacio de les mostres
2.1.4.1.1.-Obtencid de I'extracte lipidic per la
mesura del perfil lipidic
2.1.4.2.-Ressonancia magneética nuclear de proté
(RMN-1H)
2.1.4.3.-Identificacié i quantificacié de metabolits
3.FASE POSTANALITICA
3.1.-Caracteritzacié analitica de les variables
3.1.1.-Mesures de centralitat i de forma
3.1.1.1-La distribucié normal
3.1.1.2.-La asimetria
3.1.1.3.-La curtosi (k)
3.1.2.-Mesures de dispersié
3.1.2.1.-La desviacié estandard (DE)
3.1.2.2.-El rang interquartil
3.1.2.3.-l"antilogaritme de la desviacié estandard
3.1.3.-El coeficient de variabilitat com a mesura de
precisio
3.1.4.-Diferéncies entre grup d’edat i sexe
3.1.5.-Limits o intervals de confianga
3.2.-Valoracio del grau de qualitat analitica
3.2.1.-El coeficient de variabilitat relatiu (CVR)
3.2.2.-Els graus de qualitat
3.2.1.-L’error aleatori (EA)
3.2.2.-l’error sistematic (ES)
3.2.3.-L’error total analitic (ETa)

1.1.-Seleccié de participants
1.2.-Caracteristiques dels participants: voluntaris sans

XV

95
95
96

97

99

99

99

100
102
102
102
102
102
103
104
104
105
105

106

107
108
108
108
110
113
113
114



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

2.1.-Caracteritzacié dels biomarcadors
2.1.1.-La distribucié dels biomarcadors
2.1.1.1-Test de normalitat, asimetria i curtosi dels
biomarcadors relacionats amb I’estres
oxidatiu
2.1.1.2.-Test de normalitat, asimetria i curtosi dels
biomarcadors relacionats amb la inflamacio
2.1.1.3.-Test de normalitat, asimetria i curtosi dels
biomarcadors relacionats amb el perfil ferric
2.1.1.4.-Test de normalitat, asimetria i curtosi dels
biomarcadors analitzats per RMN-1H
2.1.2.-La precisid dels biomarcadors
2.1.2.1.-La dispersid, la repetibilitat i I'interval de
confianca dels biomarcadors relacionats amb
I'estres oxidatiu
2.1.2.2.-La dispersid, la repetibilitat i I'interval de
confiancga dels biomarcadors relacionats amb
la inflamacié
2.1.2.3.-La dispersid, la repetibilitat i I'interval de
confianca dels biomarcadors relacionats amb
el perfil ferric
2.1.2.4.-La dispersid, la repetibilitat i I'interval de
confianga dels biomarcadors analitzats per
RMN-1H
2.2.-El control de la qualitat
2.2.1.-El control de la qualitat mitjancant el calcul del
coeficient de variabilitat relatiu (CVR)
2.2.1.1.-El CVR dels biomarcadors relacionats amb I'estrés
oxidatiu
2.2.1.2.-El CVR dels biomarcadors relacionats amb la
inflamacio
2.2.1.3.-El CVR dels biomarcadors relacionats amb el perfil
férric
2.2.1.4.-El CVR dels biomarcadors analitzats per RMN-1H
2.2.2.-El control de la qualitat mitjangant els graus de
qualitat

XV



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

4.LIMITACIONS DE L’ESTUDI 194
CONCLUSIONS 195
CONCLUSIONS 197
BIBLIOGRAFIA 201

XVI



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

iINDEX DE TAULES

Pagina

Taula 1.Especies reactives de |'oxigen (ERO) i sistemes de ~
defensa antioxidant

Taula 2.Criteris d’inclusié i exclusidé 60

Taula 3.Caracteristiques técnic-analitiques dels biomarcadors -
analitzats relacionats amb I'estrés oxidatiu

Taula 4.Caracteristiques técnic-analitiques dels biomarcadors g5
analitzats relacionats amb la inflamacié

Taula 5.Caracteristiques técnic-analitiques dels biomarcadors 94
analitzats relacionats amb el perfil ferric

Taula 6.Caracteristiques técnic-analitiques dels biomarcadors
analitzats per ressonancia magneética nuclear de proté 98
(RMN-1H)

Taula 7.Criteris de classificacié dels biomarcadors en funcié del 110
%CVR

Taula 8.Classificacio dels diferents graus de qualitat analitica, en 11

funcid dels errors analitics
Caracteristiques antropometriques de la poblacié
estudiada

Bioquimica basica dels participants

Grau d'activitat fisica de la poblacid estudiada

Distribucié dels biomarcadors a relacionats amb I’estres
oxidatiu

Distribucié dels biomarcadors a relacionats amb la
inflamacié

Distribucié dels biomarcadors a relacionats amb el
perfil ferric

Distribucié dels biomarcadors analitzats amb RMN-1H
Valors de la dispersid, repetibilitat i I'interval de
confianca dels biomarcadors relacionats amb I'estrés
oxidatiu

Valors de la dispersié i l'interval de confiancga dels
biomarcadors relacionats amb la inflamacié

XV



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

Valors de la dispersid, la repetibilitat i I'interval de
confianca dels biomarcadors relacionats amb el perfil
ferric
Valors de la dispersid, la repetibilitat i l'interval de
confianga dels biomarcadors analitzats amb RMN-1H
Correlacions del perfil lipidic analitzat mitjangant
técniques de rutina i RMN-1H
Classificacid dels biomarcadors relacionats amb I'estres
oxidatiu segons el % CVR amb un nivell menys estricte
d’ excel-lencia qualitativa
Classificacid dels biomarcadors relacionats amb I'estrés
oxidatiu segons el % CVR amb un nivell més estricte
d’excel-léncia qualitativa
Classificacid dels biomarcadors relacionats amb la
inflamacio segons el % CVR amb un nivell menys
estricte d’ excel-léncia qualitativa
Classificacid dels biomarcadors relacionats amb la
inflamacio segons el %CVR amb un nivell més estricte
d’excel-léncia qualitativa
Classificacid dels biomarcadors relacionats amb el
perfil ferric segons el %CVR amb un nivell menys
estricte d’ excel-léncia qualitativa
Classificacié dels biomarcadors relacionats amb el perfil
ferric segons el %CVR amb un nivell més estricte d’
excel-léencia qualitativa
Classificacid dels biomarcadors analitzats per RMN-1H
segons el % CVR amb un nivell menys estricte
d’excel-léncia qualitativa
Classificacid dels biomarcadors analitzats per RMN-1H
segons el % CVR amb un nivell més estricte
d’excel-léncia qualitativa
Classificacié dels biomarcadors segons els graus de
qualitat

XVII



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

iNDEX DE FIGURES

Figura 1. Classificacid dels biomarcadors segons evolucio de la
malaltia.

Figura 2. Resum de les caracteristiques que han de complir els
biomarcadors en funcié del seu proposit

Figura 3. Esquema representatiu de les fases del procés analitic.

Figura 4. Esquema representatiu de les fases del procés analitic i

dels possibles errors que es poden cometre durant cada
fase del procés.

Figura 4. Esquema representatiu de les diferents técniques més
emprades en la determinacid del dany oxidatiu.

Figura 5.Representacié grafica d’una distribucié de dades

normal.

Figura 6.Esquema representatiu de la tendéncia positiva o
negativa de la simetria, en funcié de les dades.

Figura 7.Dibuix representatiu de les diferents formes de

curtosis, en funcid de la concentracié de les dades.

Figura 8.Diagrama esquematic que il-lustra la relacié entre la
precisio estimada sota diferents condicions de mesura

Figura 9.Representacié de la precisio i la exactitud d’una
analisi.

Figura 10. Resum de les patologies relacionades amb el dany

oxidatiu.

Figura 11.Esquema representatiu dels diferents biomarcadors

més emprats en la determinacié del dany oxidatiu

Figura 12.Esquema representatiu del processament dels tubs de
sang i orina per les posterior determinacions.

Figura 13.Esquema representatiu de les aliquotes realitzades i
els pretractaments necessaris per les posteriors
determinacions.

Diagrama d’eleccié de participants.

Biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu que
presenten diferéncies significatives entre sexe.
Biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu que
presenten diferencies significatives entre grup d’edat.

Pagina

13

25

17

19

20

24

26

33

35

62

64

XIX



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

Biomarcadors relacionats amb la inflamacié que
presenten diferéncies entre sexe.

Biomarcadors relacionats amb la inflamacié que
presenten diferéncies entre grup d’edat.

Biomarcadors relacionats amb el perfil ferric que
presenten diferéncies entre sexe.

Biomarcadors relacionats amb el perfil ferric que
presenten diferéncies entre grup d’edat.

Biomarcadors analitzats per RMN-1H que presenten
diferéncies significatives entre sexe.

Biomarcadors analitzats per RMN-1H que presenten
diferencies significatives entre grup d’edat.

Freqiiéncia de biomarcadors relacionats amb I'estrés
oxidatiu en funcié del CVR més o menys estricte.

Freqiéencia de biomarcadors relacionats amb la
inflamacio en funcié del CVR més o menys estricte
Freqiiencia de biomarcadors relacionats amb el perfil
férric en funcié del CVR més o menys estricte.
Freqiencia de biomarcadors analitzats per RMN-1H en
funcié del CVR més o menys estricte
Correlaciod entre el CVR i 'ETa de tots els biomarcadors
analitzats.

Correlacié entre el CVR i I'ETa dels biomarcadors
relacionats amb I'estrés oxidatiu.

Correlacié entre el CVR i I'ETa dels biomarcadors
relacionats amb la inflamacié.

Correlacié entre el CVR i I'ETa dels biomarcadors
relacionats amb el perfil ferric

Correlacié entre el CVR i I'ETa dels biomarcadors
analitzats per RMN-1H.
Freqiiéncia de biomarcadors en funcié del CVR més o
menys estricte

XX



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

ABREVIATURES

A
L bz amianonopd
AchE acetilcolinesterasa
ADN Acid deoxiribonucleic
ApoAl Apolipoproteina Al
ApoB Apolipoproteina B
B
BHT 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol
C
CAT Catalasa
c-LDL Colesterol-Low Density Lipoprotein
Colesterol HDL Colesterol d’alta densitat
Ccos Centre de Ciéncies Omiques
CTNS Centre Tecnologic de Nutricid i Salut
Cu Coure
CVa Coeficient de Variabilitat
interindividual analitic
Vi .Coefi.cie'nt' de Variabilitat
intraindividual
CVR Coeficient de Variabilitat Relatiu
D
DE Desviacié Estandard
DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina
E
E.ST Error Estandard
EA Error Aleatori
EDTA acid etilendiaminotetraacétic
EFSA ill:rt:er:?atrliiauropea de Seguretat
ELISA Enzim Linked Immuno Assay
ER Eritrocit

XXI



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

ERO Espécies Reactives de I'Oxigen
ES Error Sistematic
ETa Error Total analitic
F
Fe Ferro
EMCS g:ﬁjtltat Medicina i Ciencies de la
FOX Sgrl;jii;gel Xilenol taronja
FRAP Poder antioxidant del ferro
G
GPx Glutatié Peroxidasa
GPXe Glutatid peroxidasa eritrocitaria
GPXp Glutatid peroxidasa plasmatica
Graus de Qualitat segons el Model
ca d’Estocolm
GR Glutatié Reductasa
GSH Glutatié reduit
GSHe Glutatié reduit eritrocitari
GSHp Glutatid reduit plasmatic
GSSG Glutatio oxidat
GSSGe Glutatid oxidat eritrocitari
GSSGp Glutatié oxidat plasmatic
GST Glutatié-S-Transferasa
H
H20: Peroxid d’hidrogen
HCI Clorur d’Hidrogen
He-Li Heparina Liti
HMDB Eisni;e dades del Metaboloma
HNE 4-hidroxi-2-nonenal
HOO Radical hidroperoxil
HPLC Cromatografia liquida d’alta eficacia
hsPCR SP;?]Z?E,Tii;(t:-ReaCtiva d’Alta

XX



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

HUSJ

HvC

IFCC

ISPV
IL-1
IL-6
IMC
ISO

IsoPs

IUPAC

K
K2HPO4
KCl
KH2PO4
K-S

L(R)O
L(R)OO

L(R)OOH
LDL

LDLox

MDA
MeSH
MET

Hospital Universitari Sant Joan de
Reus

Hospital Universitari Verge de la
Cinta de Tortosa

International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratori Medicine
Institut d’Investigacié Sanitaria Pere
Virgili

Interleucina-1

Interleucina-6

index Massa Corporal

Organitzacio Internacional de
Normalitzacio

Isoprostans
International Union od Pure and
Applied Chemistry

curtosi

Hidrogen fosfat de potassi
Clorur Potassic

Dihidrogen fosfat de potassi

Kolmogorov-Smirnov

Radical alcoxil

Radical perxil
Radical hidroperoxid

Lipoproteina de baixa Densitat
Lipoproteina de Baixa Densitat
oxidada

Malondialdehid
Medical Subject Heading
Equivalent de Taxa Metabolica

XX



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

XXIV

Na>COs3
Na2HPOg4
NacCl

NADPH

NaHCOs3
NEM
NIH

NO’
NO2

NOESY

0]

(O3
jolel
‘OH
OoMS
ONOOr
OPT
ORAC

ORACtca

P. cintura
PAI-1

PBS

PCR

PCR

PL

PNT

Manganes

Carbonat de Sodi

Hidrogen Fosfat de Sodi

Clorur Sodic

Nicotinamida Adenina Dinucleotid
Fosfat

Hidrogen carbonat de sodi
N-etil-maleimida

National Institutes of Health
Radical oxid nitric

Radical dioxid de nitrogen

Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy

Orina

Radical superoxid

Radical hipoclorit

Radical hidroxil

Organitzaciéo Mundial de la Salut
Radical peroxinitrit
O-ptalaldehid

Capacitat antioxidant del plasma

Capacitat antioxidant del plasma
sense proteines

Perimetre de la cintura
Inhibidor del Plasminogen 1
Solucié Tampo de Fosfat
Proteina-C-Reactiva
Proteina-C-Reactiva

Plasma

Procediment Normalitzats de
Treball



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

PNT-PGO709-FAR.OX-TOOX

PNTs

RLL

RMN-1H

Se
SE

SEQC

sICAM-1
sim
SOD

sVCAM-1

TBA
TBARS

t-BUOOH
TCA

TEAC

TG
TMB
TNF-a
TPTZ
TRAP
TRFN

Procediment Normalitzat de
Treball-Grup FARmacologia. divisid
estrés Oxidatiu-Tecnica numero X
Procediments Normalitzats de
Treball

Radicals Lliures
Ressonancia Magnetica Nuclear de
proté

Seleni

Serum

Societat Espanyola de Bioquimica
Clinica i Patologia Molecular
Molécula soluble d’adhesié
Intercel-lular-1

Asimetria

Superoxid Dismutasa

Molécula soluble d’adhesié
vascular-1

Acid Tiobarbituric
Substancies Reactives a I’Acid
Tiobarbituric

Tert-Butil hidroperoxid

Acid tricloracetic

Capacitat antioxidant relativa al
trolox

Triglicerids
3,3’5,5’-tetrametilbencidina

Factor de Necrosi Tumoral alfa
2,4,6-tripiridil-s-triazina

Quantitat de radicals totals atrapats

Transferrina

XXV



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

URLA

VLDL

VSG

Zn

ALTRES

'AO2
8-OHdG

XXVI

Unitat de Recerca en Lipids i
Arteriosclerosi

Lipoproteina de molt baixa densitat
Velocitat de Sedimentacié Globular

Zinc

Oxigen singulet
8-hidroxi-2’-deoxi-guanosina



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

RESUM

Els biomarcadors sén parametres biologics mesurables i quantificables,

indicadors d’estat de salut i relacionats amb processos fisiopatologics.

Un biomarcador ha de ser metodoldgicament valid respecte del seu
proposit d’Uds. Quan parlem de biomarcador no solament fem referéencia
a la molécula en si, sind que cal tenir en compte la metodologia emprada
per a la seva quantificacié. Una de les caracteristiques analitiques que
un biomarcador ha de complir és que presenti repetibilitat i
reproductibilitat. La repetibilitat i la reproductibilitat sén dos
parametres indicadors de qualitat analitica, els quals es representen
mitjancant la desviacid estandard i els coeficients de variacié dels
biomarcadors en unes condicions determinades. En el cas de la
repetibilitat, que pot ser interindividual o intraindividual, es mesura la
precisié en les mateixes condicions d’analisi (mateix operador, mateixos
instruments), mentre que la reproductibilitat mesura la repetibilitat en
condicions diferents (compara dos laboratoris: mateix metode, diferents
equips, diferent personal). No obstant aix0, existeixen altres mesures
qualitatives per determinar el nivell de precisié que un laboratori arriba
a tenir, com és el cas del coeficient de variabilitat relatiu o bé els graus
de qualitat analitica a partir de la imprecisid, I'error estandard i I'error

total analitic.

El dany oxidatiu és el dany biomolecular causat per I'atac de radicals
lliures i altres especies reactives de I'oxigen sobre els constituents dels
organismes vius. El dany oxidatiu és considerat el major contribuent a

I’envelliment, les malalties degeneratives com [I'Alzheimer o el
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Parkinson, el cancer, les malalties renals o les malalties cardiovasculars,

entre d’altres.

Els organismes vius necessiten les espécies reactives de I'oxigen per
diferents processos fisiologics com la senyalitzacié cel-lular o la mort
programada de les cel-lules. Per tant, I'organisme requereix d’un sistema
de defensa que controli la produccidé normal d’especies reactives de
I’oxigen. Aquest sistema de defensa s’encarrega de la prevencié del dany

oxidatiu i esta format pels sistemes antioxidants endogens o exogens.

El sistema de defensa antioxidant endogen esta format pels enzims
antioxidants, com la superoxid dismutasa, la catalasa o la glutatié
peroxidasa; a més a més, esta format per molécules denominades no
enzimatiques, com el sistema glutatid, la transferrina, la vitamina E o

I’acid ascorbic, entre d’altres.

Atés que el dany oxidatiu es pot esdevenir tant per la sobreproduccio
d’especies reactives de I'oxigen com per la davallada dels sistemes de
defensa antioxidants, existeixen multitud de biomarcadors aptes per a
la seva mesura. Aquests biomarcadors es poden mesurar de forma
directa, a partir de la produccié d’espécies reactives de I'oxigen, i de
forma indirecta, a partir dels productes d’oxidacié o dels sistemes de

defensa antioxidants.

La inflamacié és la resposta del sistema immunologic per reparar teixits
vascularitzats malmesos. Aquesta pot ser aguda o cronica. La
cronificacié de la inflamacié contribueix a I'aparici6 de [Iartritis,

I’arteriosclerosi, el cancer, la demeéncia o la diabetis, entre d’altres.
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En la inflamacié es veuen involucrats multitud de mediadors quimics,
vies de senyalitzacid i tipus cel-lulars que causen canvis estructurals i
funcionals. Aquests canvis funcionals poden ser la disfuncié endotelial,
la migracié de molécules d’adhesié vascular o I'activacié de I'activitat
antitrombotica. De la mateixa manera que passa amb el dany oxidatiu,
la multitud de processos que participen en la inflamacié fa que no hi hagi

un unic biomarcador per poder determinar-la.

Tenint en compte aix0, creiem que el coneixement del coeficient de
variabilitat relatiu, I'error sistematic i I’error total analitic de diferents
biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu, la inflamacié i el perfil
ferric ens aportara més informacié de qualitat analitica que la desviacio

estandard i el coeficient de variabilitat.

Per comprovar-ho, vam mesurar diferents biomarcadors relacionats
amb l'estrés oxidatiu (la catalasa, la superoxid dismutasa, la glutatio
peroxidasa, el sistema glutatid, la vitamina C, les espécies reactives a
I'acid tiobarbituric, el 8-isoprosta, la LDL oxidada, la carbonilacié de
proteines, la 8-hidrixi-2-deoxiguanosina, la capacitat antioxidant del
plasma i el poder reductor del ferro), la inflamacié (el perfil lipidic, les
apolipoproteines A 1 i B, la proteina-C-reactiva, la interleucina-6, la e-
selectina, les molécules d’adhesié vascular ICAM-1 i VCAM-1 i el PAI-1) i
el perfil ferric (el ferro seéric, la transferrina i la ferritina) en una poblacié
sana. A més a més, es va mesurar el perfil lipidic metabolomic per mitja
de la ressonancia magnética nuclear de protd. De tots aquests

biomarcadors, es van determinar els intervals de confianca, la
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distribucid de les dades, la desviacid estandard, el coeficient de
variabilitat intraindividual i I'interindividual. El grau de qualitat es va
establir a partir del coeficient de variabilitat relatiu, la imprecisio, I'error

sistematic, I’error analitic i I’error total analitic.

Els biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu que presenten millor
precisio son la catalasa, el glutatid reduit eritrocitari, les espécies
reactives a l'acid tiobarbituric i el poder antioxidant del ferro. Dels
biomarcadors relacionats amb la inflamacié, el colesterol total,
I'apolipoproteina A1, I'apolipoproteina B i les moléecules d’adhesio
vascular ICAM-1 i VCAM-1 sén els que presenten una millor precisio,
mentre que la transferrina és el biomarcador del perfil ferric que

presenta una millor precisio.

El calcul del coeficient de variabilitat relatiu a partir de la variabilitat
intraindividual i interindividual, I'error sistematic i I'error total analitic
son millors indicadors de qualitat analitica que no la desviacié estandard
i la imprecisid. Paral-lelament, el coeficient de variabilitat relatiu és un
bon indicador de qualitat analitica per a un laboratori de recerca;
I’establiment del grau de qualitat en funcié de la imprecisié, I'error
sistematic i I'error total analitic és un sistema de control excessiu per a

un laboratori de recerca.
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Introduccid

1.BIOMARCADORS

1.1. Concepte

El terme biomarcador va ser introduit a I'any 1989 pel National Institutes

of Health (NIH) com a Medical Subject Heading (MesH) term, i el definia
com a parametre biologic mesurable i quantificable en sang, teixits o
altres fluids corporals, indicador de salut i relacionat amb processos
fisiopatologics (Vasan, 2006; Biomarkers Definitions Working Group,
2001). Pero, a la practica, atés la innovacio tecnologica i que I'estudi dels
biomarcadors i les seves metodologies analitiques ha guanyat valor
cientific i clinic (Lee, 2009) quan parlem de biomarcadors no només
parlem de la biomolécula que és vol analitzar, sind que també parlem de
les metodologies i matrius que s’utilitzen per quantificar-los (Mayeux,
2004). En aquest sentit, en funcid de la matriu a analitzar podem trobar
biomarcadors moleculars, que sén aquelles molecules analitzables
guimicament, biomarcadors de registre, que son aquelles dades
obtingudes de la persona com l'electrocardiograma i biomarcadors
d’imatge, els quals son imatges mesurables i quantificables, com per

exemple una radiografia (Prescott, 2013).

1.2.- Caracteristiques dels biomarcadors

Els biomarcadors poden indicar el nivell d’exposicié a un factor
ambiental, la resposta genética a exposicions, la resposta a una terapia,

o poden indicar estadis clinics o subclinics d’'una malaltia. Per tant els
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biomarcadors poden tenir diferents proposits d’ds, depenent del que i

del perqué es volen mesurar.

En aquest sentit, el proposit d’Us en recerca basica dels biomarcadors és
principalment el de buscar nous biomarcadors que millorin el diagnostic

de les malalties, o bé, el d’identificar els mecanismes moleculars

implicats en les malalties, el que permetria identificar dianes

terapeutiques.

Els biomarcadors han de ser biologicament i metodoldgicament valids
respecte al seu proposit d’us (Vasan, 2006). Que un biomarcador sigui
biologicament valid vol dir que esta relacionat amb el procés que indica
i que es coneix la seva variabilitat dins la poblacié diana. Mentre que,
qgue un biomarcador sigui metodologicament valid, significa que el
meétode analitic emprat en la seva mesura aporta evidéncies objectives
de que és compleixen els requisits particulars del procés analitic per a la
aplicacio prevista (Asociacién Espafiola de Normalizacion y Certificacion,

2000).

De manera general, aquestes evidéncies objectives o requisits
particulars que els biomarcadors han de complir es poden classificar
segons si es tracten de requisits generals o requisits tecnicoanalitics

(Vasan, 2006).
D’entre els requisits generals trobem:

o Es especific del procés fisiologic.

o Estainclos a I'avaluacid clinica.

o Es acceptable pel pacient.

o Larelacid entre la variacié del biomarcador i la variacié

de la malaltia és lineal.
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o Es una molécula estable.

o Una mesura Unica es representativa.

o Es aplicable a homes, dones, grups d’edat diferents i
etnies diferents.

o Reproduible en diferents estudis.

Mentre que dins els requisits tecnicoanalitics trobem:

o Estainternacionalment estandarditzat.
o Té elevada sensibilitat.

o Té elevada especificitat.

o Es precis.

o Esexacte.

o Esreproduible.

o El cost-efectivitat és raonable.

1.3.- Biomarcadors: tipus

Els biomarcadors és poden classificar seguint diferents criteris com sén

el proposit d’us del biomarcador o bé segons la matriu a analitzar.

En funcié del proposit d’'us trobem que de forma general els
biomarcadors es poden classificar en dos tipus: els biomarcadors

d’exposicié i els biomarcadors d’efecte.

Els biomarcadors d’exposicié estan formats per aquelles molecules que
formen part de la malaltia i és correlacionen amb la seva clinica mentre
gue els biomarcadors d’efecte sén les molecules que indiquen canvis en

la funcié biologica com a resposta a una intervencio (Vasan, 2006).
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En relacié a la malaltia els biomarcadors es classifiqguen en funcié de
I’evolucié de la malaltia, de manera que s’estableixen cinc tipus de

biomarcadors diferents (figura 1) (Mayeux, 2004).

Biomarcadors de Biomarcadors
Biomarcadors deteccié d’estratificacio
d’antecedents Biomarcadors de Biomarcadors de
diagnostic pronostic
Avaluacio p s de
. o rogrés de la
del risc Inici de la

malaltia

malaltia

Figura 1. Classificacié dels biomarcadors segons I'evolucié de la malaltia. Adaptada
de Mayeux, 2004.

Els biomarcadors d’antecedents sén aquelles moléecules que
identifiquen el risc de desenvolupar la malaltia, dins aquest grup

trobariem els biomarcadors emprats en recerca.

Els biomarcadors de deteccié son aquelles molécules que identifiquen
malalties subjacents, mentre que els de diagnostic son identifiquen la

malaltia primaria.

Els biomarcadors d’estratificacid sén aquelles molécules amb les que

s’estratifica la severitat de la malaltia un cop ha aparegut, i els de
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pronostic, els que donen informacié sobre I'evolucié de la malaltia o bé

de I'eficacia terapéutica.

Tenint en compte la relacié dels biomarcadors amb I'evolucié de la
malaltia i, els requisits que un biomarcador ha de complir per a que sigui

valid, trobem que en funcié del proposit del biomarcador els requisits

que ha de complir poden variar (figura 2).

Biomarcadors del risc
+  Sensibilitat

Limits de referéncia

Especific del procés
fisiologic

Inclds a I'avaluacid clinica
Acceptable per al pacient
Relacié lineal als canvis
Estable quimicament
Aplicable a tots sexes,
edats i étnies
Reproduible en diferents
estudis

Requisits analitics:

Procediment
estandarditzat

Compatibilitat amb
diferents técniques
Aplicabilitat en estudis in
vivo i in vitro

Especificitat

No present en situacio
normal

Deteccié primerenca
Rapidesa d’analisi

No requeriment de
preparacic de mostra
Baix cost

Biomarcadors de

diagnostic

proporcié de la malaltia
Rapidesa d’analisi

No requeriment de
preparacié de mostra
Baix cost

Requisits generals: .

coneguts

Alta especificitat
Calibratge acceptable
Capacitat per
identificar pacients
amb risc intermedi
Proporcio cost-
efectivitat favorable

A Especificitat
* Precis «  No present en situacié +  Limits de referencia
* Exacte normal coneguts
* Elevada sensibilitat i *  Detecci6 primerenca +  [ndex de pronostic
especificitat * Relacionat amb la conegut

Tolerancia indicada
Marge de seguretat
indicat

Especificitat

Figura 2. Resum de les caracteristiques que han de complir els biomarcadors en funcié

del seu proposit. Adaptada de (Vasan, 2006).

De manera que per als biomarcadors d’exposicié del risc (risc i deteccid)
és més important que siguin sensibles, especifics o de baix cost, mentre

que per als biomarcadors d’efecte (diagnostic i pronostic) es primordial
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gue no estiguin present en situacions normals o que petits canvis de la

malaltia siguin visibles al biomarcador.

1.4.- Validacié analitica d’un biomarcador

A l'actualitat, atés el context d’expansié tecnologica podriem entendre
gue qualsevol molécula descoberta a I'organisme podria ser candidata a
esdevenir un biomarcador d’algun procés fisiopatologic, perd a la
practica aixd no és aixi, ja que un biomarcador ha de ser validat per a ser

utilitzat al laboratori.

1.4.1.- El procés analitic

Parlem de procés analitic quan fem referéncia al conjunt de métodes i
técniques analitiques necessaries per obtenir coneixement de Ia
composicid, la identitat o la constitucié de la mostra (part representativa
dels biofluids constituents de I'organisme, ja sigui sang, orina, femta,

esput, etc).

El métode analitic és el concepte que engloba totes les operacions
implicades en I'analisi des de I'eleccié del procediment analitic fins la
consecucié del resultat final, mentre la técnica analitica engloba el medi
utilitzat per a dur a terme I'analisi, és a dir, les tasques necessaries per

mesurar el biomarcador al laboratori.

La técnica analitica és duta a terme per I'operador o analista, que és la

persona encarregada de dur a terme I'analisi.
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1.4.1.1.- Fases del procés analitic

Un procés implica una seqliencia de fases des de la definicié del
problema o la formulacié de la hipotesi, fins I'elaboracié d’un informe i

les seves conclusions. El procés analitic és divideix en tres etapes

(Plebani, 2009) (figura 3):
Fase preanalitica

Aquesta etapa és del conjunt processos que és realitzen abans de
I'analisi. Aquesta etapa inclou la peticié de I'analitica per part del
metge/investigador, la seleccié de participants, I'obtencié de les
mostres i/o transport de les mateixes, el processament i/o
pretractament de les mostres, i la conservacié i/o emmagatzematge

qguan I'analisi no és immediat.
Fase analitica

Es la segona etapa del procés analitic. En aquesta fase és contemplen
aquells processos propis de I’analisi al laboratori del biomarcador, com
la preparacié de protocols, la preparacié de reactius o I'Us i control de

I’equipament que és fa servir.
Fase postanalitica

Es la dltima etapa del procés analitic. Aquesta fase inclou els calculs
necessaris, i, per tant, I'is de programaris i/o eines informatiques
(programes d’estadistica), per poder elaborar els informes clinics
necessaris o bé per arribar a les conclusions d’un estudi de recerca. En

aquesta fase també s’avalua la fiabilitat dels resultats obtinguts.
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Fase preanalitica Fase analitica Fase postanalitica

Recepcid de la Pretractament de la *  Calculs

sol-licitud mostra + Entrega d’'informes
*  Preparacio del pacient * Reactius
* Presade mostra * Instruments de mesura
*+ Conservacio i transport

Figura 3. Esquema representatiu de les fases del procés analitic

1.4.2.- Biomarcadors Gold Standard

El desenvolupament tecnologic que ha tingut lloc durant els ultims 30
anys, esta representant I'edat d’or en la cerca de biomarcadors, ja que
proporciona multitud de noves técniques analitiques per a mesurar una
mateixa molecula i, paral-lelament, és descobreixen noves molecules
que podrien ser candidates a ser biomarcadors d’algun procés

fisiopatologic (Ortega, 2010).

L’eleccid d’una técnica analitica o una altra per a la quantificacié d’un
biomarcador, depen de molts factors. Com hem dit anteriorment,
aquest eleccié pot anar en funcid del proposit d’us del biomarcador, o
bé, per ala facilitat per quantificar-lo, la sensibilitat de la tecnica, el cost,

la repetibilitat o reproductibilitat (Libby, Ridker, & Hansson, 2009).

Les tecniques ELISA sdén les més emprades per a la mesura dels
biomarcadors quan la seva concentracio és relativament elevada. No
obstant, per mesurar biomarcadors en concentracions mes baixes,

I’espectrometria de masses és la millor opcié (Christenson, 2012).
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Donada aquesta variabilitat tecnologica, un laboratori ha d’assegurar
que els resultats d’un biomarcador analitzat per diferents metodologies
son equivalents. Aquesta equivaléncia s’aconsegueix a partir de la
estandarditzacio. El procés d’estandarditzacio s’inicia amb I'obtencio

d’'un metode de referéncia o Gold Standard, per tant, quan parlem de

biomarcadors Gold Standard fem referéncia a la millor eina disponible

per a mesurar un biomarcador (Claassen, 2005).

2.- EL CONTROL DE LA QUALITAT ANALITICA AL
LABORATORI

2.1.- Introduccid a la qualitat

Entenem per qualitat el grau en quée un conjunt de caracteristiques
compleixen amb els requisits preestablerts (International Standard

Organization, 2000).

L’assegurament de la qualitat en I'ambit de recerca és una caracteristica
necessaria ja que els laboratoris han de demostrar que els seus
procediments analitics proporcionen resultats fiables i valids a la seva

finalitat o proposit (International Standard Organization, 2005).

Que uns resultats siguin fiables vol dir que el metode emprat en I'analisi
d’una mostra és capac de detectar correctament la substancia a analitzar
de forma exacta i precisa, mentre que uns resultats siguin valids vol dir
qgue el metode analitic emprat en la seva mesura aporta evidencies

objectives que és compleixen els requisits particulars del procés analitic

11
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per a I'aplicacié prevista (International Standard Organization, 2005).
Per tal d’aconseguir-ho, els laboratoris han de disposar de sistemes de

control de qualitat.

El control de la qualitat és la part de la gestié del procés analitic

orientada al compliment dels requisits de la qualitat (International

Standard Organization, 2000).

2.2.- EL control de la qualitat durant el procés analitic

La mesura dels biomarcadors requereix que els meétodes analitics

emprats siguin capagos de donar resultats precisos i reproduibles.

Els errors al laboratori son dificilment identificables, i quan
s’identifiquen, son dificilment compresos en comparacié amb altres
tipus d’errors. No obstant, existeixen diferents estudis que exploren
quines son les principals fonts d’error durant els processos analitics i en
quina fase del procés analitic és produeixen (Plebani, 2009; Ashakiran,

Sumati, 2011; Plebani, 2010; Coppens, 2010; Thammasitboon, 2013).

2.2.1.- Tipus d’errors al laboratori

Entenem per un error de laboratori aquell fracas per no haver completat
una accié planejada, tal i com és pretenia, o no haver aconseguit un
objectiu pretés. Aquest és produeix en qualsevol part del cicle del
laboratori, des de la prescripcié de I'analitica fins a la informacié dels

resultats o la interpretacié apropiada (Plebani, 2010).

El procés analitic és la rad de ser dels laboratoris, per la qual mantenir el

control sobre els resultats que donen és el seu objectiu principal.

12
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Els errors analitics comunament tenen lloc durant la fase preanalitica,
on la estandarditzacié de protocols és minima (Ashakiran, 2011; Plebani,
2010). L'automatitzacié, la millora tecnologica als laboratoris,
I’estandarditzacié de metodologies, la definicid dels controls de qualitat

i la millor eficiéncia del personal han fet que en les Ultimes décades, els

errors de laboratori s’hagin reduit drasticament. (Plebiani, 2010).

Ates que el procés analitic és divideix en tres fases, a la figura 4 podem
trobar de forma resumida les principals fonts d’error durant el procés

analitic.

FASES DEL PROCES ANALITIC

Fase analitica

Fase preanalitica Fase postanalitica

*  Recepci6 de lasol-licitud || * Pretractament de la *  Calculs

*  Preparacio del pacient mostra *  Entrega d'informes
*  Presade mostra * Reactius

* Conservacio i transport *  Instruments de mesura

| PRINCIPALS FONTS D’'ERROR DURANT EL PROCES ANALITIC |

l

|

l

Peticions incorrectes,
peticions perdudes
Pacient sense el dejuni
necessari

Presa de mostra
incorrecta (tubs
equivocats), mal
etiguetatge

Pérdua de les mostres
Mala conservacio de les
mostres

No pretractar la mostra
de forma adequada

Us de reactius caducats o
en mal estat

Us d’equips no calibrats
No utilitzar protocols de
treball

Professionals poc
entrenats

Errors de calcul a les
bases de dades
Entregar informe fora de
termini

Figura 4. Esquema representatiu de les fases del procés analitic i dels possibles
errors que és poden cometre durant cada fase del procés. Adaptada de Plebani,
2009.
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Durant la fase preanalitica, els errors mes comuns que és poden trobar
tenen lloc a partir de peticions incorrectes, mala o absent identificacid
de mostres, deficiencies en I'obtencié de la mostra (mostra no suficient,
mostres hemolitzades), o bé, mala conservacié, manipulacié (pipeteig

erroni, errors en al centrifugacié per disminucié del temps o de la

velocitat) o transport de les mostres (Plebani, 2009).

El laboratori és responsable de la correcta informacié de les mostres, aixi
com el d’'informar dels requeriments analitics que una mostra requereix,
com per exemple I'ds d’'un o altre anticoagulant quan la mostra és

sanguinia (Coppens, 2010).

Per tal de disminuir els errors preanalitics cal tenir en compte que els
medis tecnics per si sols no son suficients, ja que les aportacions

personals son molt mes importants (Ashakiran, 2011).

A la fase analitica, els errors més comuns provenen del mal
funcionament dels equips de mesura, interferéncies o errors amb els
controls de qualitat. Segons Taverniers, existeixen dues formes de
controlar que els resultats sén fiables i valids (Taverniers, 2004):
mitjangant la comparacid entre laboratoris o mitjangant el compliment
dels requisits de les normes internacionals, com per exemple els
indicadors de qualitat de la International Federation of Clinical Chemistry

and Laboratory Medicine (IFCC).

A la Comunitat Europea existeixen diferents agencies reguladores que
tenen com a finalitat establir els sistemes de control per tal de garantir
la qualitat del producte o servei. Una de les mes internacionals,

I’Organitzacio Internacional de Normalitzacié (ISO) proveeix normes

14
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internacionals practiques per fer front a molts desafiaments globals en

el sector de la salut, I'alimentacid, el canvi climatic, etc.

2.3.- Parametres estadistics indicadors de qualitat analitica

2.3.1.- Els valors de referéncia

Durant molt de temps s’ha emprat el terme valors normals per designar
els valors de les persones suposadament sanes, perd aquest terme,
segons el context en el qual s’utilitzi, pot tenir diferents significats, per
la qual cosa és recomana emprar el terme de valors de referéncia

(Martinez-Gonzalez, 2014).

L'Us dels valors de referéncia és molt important tant en clinica com en
recerca, ja que gracies a ells és podran observar valors anomals en la

mesura dels biomarcadors.

Els valors de referéncia poden dividir-se en individuals o poblacionals
(valors de referéncia en diabetics, valors de referencia en embarassades,
etc.). Aquests es diferencien perque els valors de referéncia individuals
corresponen als valors previs d’'una persona en un estat de salut
especific, mentre que els valors de referéncia poblacionals s’obtenen

analitzant un grup de persones de referéncia ben definit.

Per tal de determinar els valors de referéncia d’un biomarcador s’ha de

seguir diferents passos:

1. Seleccid de les persones de referéncia.
2. Obtencid de les mostres.

3. Realitzacio dels procediments analitics.
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4. Analisi estadistic.
En aquest apartat ens centrarem en I'analisi estadistic de les dades per

determinar els valors de referéncia d’un biomarcador.

2.3.2.- La distribucio de les dades

2.3.2.1.- La normalitat

La normalitat és I'estudi de la dispersié de les dades. L'observacié de la
distribucié d’un conjunt de dades té per objectiu coneixer la forma que
adopta la distribucid, si és gaussiana o no, si hi ha valors aberrants o bé,
la quantitat de pics que pot tenir la corba de distribucié (bimodal o

polimodal).

L'ideal per un bon biomarcador és que la distribucié de valors sigui
gaussiana, la denominada normal. En una distribucié normal (figura 5),
la mitjana, la mediana i la moda coincideixen al mateix punt ja que la
distribucid de les dades és simétrica.

En una distribucié normal del 95%, els valors obtinguts en I’analisi d’un
biomarcador és troben dins I'interval comprés entre -20-20, aixo vol dir
que la majoria de les dades estan incloses dins l'interval mitjanat2

desviacions estandard.
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Figura 5. Representacio grafica d’una distribucié de dades normal.

La binomialitat o polimodalitat de la distribucié ve definida per a la
guantitat de pics que hi trobem en la representacio grafica de les dades.
Quan hi ha un sol pic és diu que és binomial, quan hi ha dos o mes, és
diu que és polimodal. La utilitat de saber si és binomial o polimodal rau
a I'hora d’establir els valors de referencia d’un biomarcador. En el cas
que surti polimodal, cal revisar els criteris de seleccié de les persones o

fraccionar les dades segons edat, sexes o algun altre factor.

2.3.2.1.1.- Tests de normalitat

Estadisticament existeixen diferents tests per calcular la normalitat: Test
de Shapiro-Wilk W, el test de Shapiro-Francia W’, el test d’Agostino, el
test de Kolmogorov-Smrinov i el test de Lilliefors entre altres (Martinez-

Gonzalez, 2014).

L’eleccié d’un test o altre va en funcié del nombre de dades que s’han
d’analitzar. El test Shapiro WilK W és un test per un conjunt de dades
amb un nombre de mostres inferior a 30, mentre que el Shapiro-Francia

W’ és la versié reduida de I'anterior, per a un conjunt de dades de 3
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mostres. El test de Kolmogorov-Smirnov és un test per a un conjunt de
dades superior a 50. Per ultim, el test de Lilliefors és una modificacio del
Kolmogorov-Smirnov especifica per aquells cassos on la mitjana i la

variancia sén desconegudes (Pedrosa, 2014).

2.3.2.1.2.-La asimetria

La asimetria és I'observacié de la forma que adopta la distribucié d’un

conjunt de dades (Martinez-Gonzdlez, 2014).

Estadisticament ens podem trobar en tres situacions diferents de

asimetria (figura 6):

a) Asimetria positiva (coeficient de asimetria > 0). La asimetria
positiva és dona quan el valor de la mediana és major que el de
la mitjana aritmeética, per la qual és produeix una desviacio de la
corba cap a la dreta (biaix a la dreta).

b) Simetria (coeficient de asimetria = o aproximat a 0). Una
distribucié de dades és simétrica quan, els valors de la mitjana
aritmeética, mediana i moda coincideixen en el mateix valor.

c) Asimetria negativa (coeficient de asimetria < 0). La asimetria
negativa és dona quan el valor de la mediana és menor que el
de la mitjana aritmetica, per la qual és produeix una desviacid
de la corba cap a I'esquerra (biaix a I'esquerra).

L'ideal és que un conjunt de dades tingui una distribucié simétrica, el

que significara que la distribucié és normal.
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Corba asimétrica negativa Corba simétrica Corba asimétrica

(biaix esquerra) positiva (biaix dreta)
0%

4 ARR

Mitjana Moda Moda Mitjana
Med| Mitjana .
ediana Mediana Mediana
Moda

Figura 6. Esquema representatiu de la tendéncia positiva o negativa de la
simetria, en funcid de les dades.

2.3.2.1.3.- La curtosi

La curtosi és una altra mesura, que juntament amb la asimetria és
I”

necessaria per considerar una distribuci6 de dades com “norma

(Martinez-Gonzalez, 2014).

Amb la curtosi, s'observa el grau d’apuntament o convexitat d’una

distribucié de dades.

En un conjunt de dades, I'ideal és que el coeficient de curtosi no sigui
gran ja que per a la majoria de procediments estadistics és requereix

gue les dades tinguin una distribucié normal.

Estadisticament ens podem trobar en tres situacions diferents de curtosi

(figura 7):

a) Curtosi leptocurtica (coeficient de curtosi > 0): és diu que una

corba és leptocurtica quan la major concentracié de dades és
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positiva).

troba per sobre dels valors centrals de la variable (curtosis

b) Curtosi mesocurtica (coeficient de curtosi =0). Quan els valors
presenten un apuntament mitja de la corba, és a dir, quan la

major concentracié de dades és troba al voltant dels valors

centrals de la variable s"anomena mesocurtica, el mateix que

presenta una distribucié normal.

c) Curtosi platicurtica (coeficient de curtosi < 0). S’anomena

platicurtica quan la major concentracié de dades és troba

per sota dels valors centrals de la variable.

Leptocurtica

Mesocurtica

Platicurtica

P

: : Valors centrals

Figura 7. Dibuix representatiu de les diferents formes de curtosis, en funcié de
la concentracié de les dades.

La importancia de que un conjunt de dades tingui una distribucié

normal, sigui simetric i mesocurtic, rau a I'hora de fer estadistica

inferencial, ja que si no presenten una distribucié normal, les dades

hauran d’ajustar-se a una distribucié normal, mitjancant un estudi dels

valors aberrants i la transformacié de les variables mitjangant I'Us de la

escala logaritmica o bé calculant I'arrel quadrada (Ricés, 2010).
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2.3.3.- La precisio

La precisid, generalment s’expressa com a imprecisié. és la capacitat
d’un mateix procediment analitic de donar valors proxims entre si entre

diferents mesures repetides, sota condicions especifiques de

repetibilitat o de reproductibilitat (Eurachem, 2011).

Es parla de condicions de repetibilitat d’'una mesura quan aquestes

condicions inclouen el mateix procediment analitic, la mateixa técnica,
els mateixos operadors, el mateix métode d’analisi, les mateixes
condicions d’operacié (instruments), el mateix lloc i una mateixa sessio
de treball. Existeix el concepte de repetibilitat intermedia, el qual és
tracta de la mesura de la repetibilitat sota condicions que inclouen el
mateix procediment de mesura, el mateix lloc de mesura, perd mesures
repetides del mateix parametre en diferents sessions de treball
(diferents dies). Aquest parametre permet estudiar altres tipus de

variabilitat, com operadors diferents i/o, I'Gs de controls de qualitat

diferents.

Les condicions de reproductibilitat és donen quan les operacions de
mesura inclouen diferents llocs de mesura, diferents operadors,
diferents controls de qualitat, perd emprant el mateix procediment
analitic, i les mateixes mostres. Aquest parametre s’acostuma a fer servir
per estandarditzar processos analitics, i és mesurada mitjangant estudis

interlaboratori.

La precisid, habitualment s’expressa de forma numerica a través de les
mesures de tendéncia central (com la mitjana aritmeética, mediana o

mitjana geometrica) i les mesures de dispersio (com la desviacio tipica,
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la variancia o el coeficient de variacid). Perd una altra forma d’expressar

la precisid és mitjancant I'error aleatori.

L’error aleatori (EA) és aquella desviacié que és produeix sempre i de
igual mesura, que no afecta a la mitjana i que no és pot evitar. L'error

aleatori és calcula en base a la desviacié estandard del procediment,

multiplicat pel factor de cobertura t, que per un nivell de confianca del

95%, el mes emprat, és d'1,96 (Westgard, 2012).

2.3.3.1.- Mesures de tendéncia central

El principal valor de mesura de la tendéncia central és la mitjana
aritmetica. és la mesura mes emprada, el seu inconvenient és que és
troba influenciada pels valors extrems, especialment si el conjunt de

dades és petit.

La mediana és tracta del valor central del conjunt de dades ordenat. és
el valor que és troba al mig, util en aquells conjunt de dades amb poca

quantitat de valors.

La mitjana geomeétrica és util per a aquells biomarcadors amb un
comportament exponencial. és mes robusta que la mitjana aritmética,

ja que els valors extrems la influeixen poc.

2.3.3.2.- Mesures de dispersio
La desviacio tipica i la variancia mesuren el grau de dispersid dels valors
qgue formen el conjunt de dades.

El rang és una altra mesura de dispersié que consisteix en la resta del

valor major menys el menor. Quan una distribuci6 de dades és
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asimetrica, és preferible emprar el rang com a mesura de dispersié de la

mediana (mesura de tendéencia central).

El coeficient de variacio és el quocient entre la desviacié estandard i la
mitjana aritmeética d’un conjunt de mesures, expressat en percentatge.

Serveix per comparar biomarcadors que tenen unitats de mesura

diferents.

La repetibilitat interindividual fa referéncia a la capacitat d’'un métode
analitic de donar valors proxims entre si, en I'analisi de diferents

individus. Es mesura amb el coeficient de variabilitat analitic (CVa).

La repetibilitat intraindividual fa referéncia a la capacitat d’una técnica
analitica de donar valors proxims entre si dintre la mateixa mostra, és a
dir, la repetibilitat entre répliques (diferents mesures d’'una mateixa
mostra en una mateixa cubeta/aliquota) o duplicats/triplicats, etc.
(diferents mesures d’una mateixa mostra en diferents aliquotes). Es

mesura amb el coeficient de variabilitat intraindividual (CVi).

L'ideal per a un bon biomarcador és que les mesures de dispersio siguin
minimes, ja que aixo significa que el biomarcador és precis. De forma
esquematica, a la figura 8 podem veure de quina manera les condicions
de mesura fan variar el valor de la desviacié estandard. A mesura que és
va introduint una variant a I'analisi, ja sigui diferent operador, diferent
equip, diferent mostra o bé diferent laboratori, la desviacid és major

(Eurachem, 2014).
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i |
Mateix parametre 1
N Mateix dia 1
/-—\ Mateix parametre Diferent mostra |
Mateix parametre Mateix dia |
Mateix dia Mateixa mostra |
Mateixa mostra Diferent cubeta |
Mateixa cubeta !
I
n=2 )
Lectura 1 ! Entre
Lectura 2 : laboratoris
n lectures
I
Entre Entre mostres | *
Entre I
I
I
I
I

duplicat
\répliques ) % ‘b

Valor esperat

Increment de la desviacio

Figura 8. Diagrama esquematic que il-lustra la relacid entre la precisié estimada
sota diferents condicions de mesura. Adaptada d’Eurachem, 2014.

2.3.4.- ’exactitud

El concepte d’exactitud d’'una mesura fa referencia a la capacitat d’un
procediment analitic de donar valors proxims entre el valor mesurat i el

valor verdader.

El concepte d’exactitud en si mateix no dona un valor numeric, sind que
s’anomena “poc exacte o molt exacte”. No obstant aixo, la quantificacio
de I'exactitud es pot dur a terme mitjangant el calcul de I’error sistematic

(Eurachem, 2011).
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L’error sistematic (ES) fa referencia a la desviacié que té un sistema
analitic en relacié amb el valor real. L’error sistematic pot ser constant
al llarg de tot el procés. Una forma d’eliminar-lo és la d’afegir duplicats,
triplicats al procés. L'error sistematic és calcula mitjancant la resta del

valor obtingut i del valor verdader. El valor verdader és el valor que

esperem que doni com a resultat, pot ser donat per un estandard, pot
ser el valor d’una substancia emprada com a control, etc., pero siné el
tenim, com a valor verdader s’utilitza la mitjana aritmética de totes les

mesures.

L’exactitud i la precisié és representen de forma conjunta mitjangant un
grafic en forma de diana. Com podem observar a la figura 9, trobem

guatre tipus de representacio diferents:

A. En el dibuix A és representen mesures poc repetitives i poc
properes al valor de referencia.

B. En el dibuix B tot i presentar una elevada precisio, les mesures
sén poc properes al valor de referencia.

C. En el dibuix C és representen mesures poc precises pero
properes al valor de referencia.

D. En el dibuix D trobem representades les caracteristiques
analitiques ideals: precisid en les mesures i exactitud amb el

valor de referéencia.
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A: poc precis/ poc exacte B: precis/ poc exacte
C: poc precis/ exacte D: precis/ exacte

Figura 9. Representacio de la precisié i I'exactitud d’una analisi.

En relacid als biomarcadors, com hem explicat anteriorment, un
biomarcador ha de complir amb uns requisits analitics, entre ells estan
gue sigui precis i que sigui exacte. Si observem la figura 9, I'ideal per a
un biomarcador és que les seves mesures siguin precises i exactes, per

tant que estiguin representades amb el dibuix D.
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2.3.5.- Especificacions de la qualitat analitica

2.3.5.1.- Graus de qualitat (GQ)

El laboratori ha d’assegurar que la informacié que produeix satisfa les

necessitats dels investigadors.

Al llarg dels anys diferents investigadors han proposat models amb
criteris que permetessin al laboratori comprovar el grau de compliment

en qualitat de les seves prestacions analitiques.

L’any 1999 la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) i la International Federation of
Clincal Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) van reunir un ampli
grup de professionals per estudiar i debatre les especificacions globals
de la qualitat al laboratori clinic, on van consensuar un model jerarquic
per definir els criteris analitics per establir les especificacions de qualitat.
Aquest model jerarquic defineix tres nivells de qualitat: optim, desitjable
o minim, segons la imprecisid, I'error sistematic i I’error total analitic
(Esteve, 2010). El laboratori ha de ser qui escull quin nivell d’excel-léncia
vol aplicar al seu laboratori tenint en compte I'objectiu de I'analisi, el seu
nivell tecnologic, I'entrenament dels treballadors, el nivell

d’automatitzacio, etc.

2.3.5.2.- El coeficient de variabilitat relatiu (CVR)

No obstant, existeixen altres parametres indicadors de qualitat analitica,
com és el coeficient de variabilitat relatiu (CVR). El CVR va ser descrit
per primera vegada per Tonks a I'any 1958. Aquest és el quocient entre

el coeficient de variabilitat biologic (CVa) i el coeficient de variabilitat
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analitic (CVi). El coeficient de variabilitat biologic és el coeficient de
variabilitat que un meétode analitic presenta al analitzar diferents
persones, mentre que el coeficient de variabilitat analitic és el coeficient
de variabilitat que presenta una técnica analitica al realitzar répliques

d’'una mateixa mostra. Per tant, el CVR mesura la correlacié entre la

variacio biologica i la variacio analitica (Terres-Speziale, 2006).

Aquest parametre indicador de qualitat és menys estricte que el model
jerarquic de la qualitat definit a la Conferéncia d’Estocolm. Amb aquest
qguocient és poden establir objectius de qualitat en qualsevol
biomarcador mentre que les seves mesures es trobin dins I'interval de
confianca del biomarcador i és determini el coeficient de variacio de

cada tecnica (Terres-Speziale, 2007).

En metodes ben controlats, aquest coeficient ha de ser sempre inferior
a 1. Quan aquest valor és superior a 1 significa que la tecnica analitica
emprada per a la mesura del biomarcador no és prou precisa, amb lo
qual, caldria revisar si és la tecnica adequada o si hi ha hagut algun

problema durant I’analisi.

Aguest sistema de control del grau de la qualitat analitica estableix
diferents tipus de grau d’acompliment: no conforme, conforme a Tonks,
conforme a Aspen i conforme a six sigma, que correspon al nivell maxim

de qualitat.

A mes a mes, existeixen diferents nivells d’exigencia qualitativa que ens
permeten classificar el CVR dels biomarcadors en dos nivells de qualitat,

un mes estricte que I'altre (Terres-Speziale 2006; Esteve, 2010).

El nivell Tonks equival al nivell de qualitat minim. En aquest nivell

s’afirma que la variabilitat analitica és menor en un 25% a la variabilitat
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metodologica o biologica en la seva versid mes estricta. En la versié
menys estricta, s’accepta que la variabilitat analitica sigui igual que la

biologica o metodologica.

Posteriorment, aquest criteri va ser modificat per E. Coltove i acceptat a

la conferéncia del Col-legi America de Patolegs al 1977, que va tenir lloc

a Aspen, d’aqui el seu nom. En aquesta conferéencia, és va establir que la
variabilitat analitica havia de ser com a maxim, un 12,5% inferior a la
biologica, en el seu nivell mes estricte. Mentre que per al nivell de

qualitat menys estricte, s’accepta una variabilitat analitica de fins al 50%.

El nivell six sigma equival al nivell maxim de qualitat. Amb aquest nivell
en la seva forma mes estricta s’accepta com a maxim una diferéncia del
17%, mentre que en al versid mes estricta, s’accepta que la variabilitat
analitica és menor fins a un 4% que la variabilitat metodologica o

biologica (Terres-Speziale, 2006; Terres-Speziale, 2007).
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3.- EL DANY OXIDATIU | LA INFLAMACIO

3.1.- El dany oxidatiu

El dany oxidatiu és defineix com el dany biomolecular causat per I'atac

de radicals lliures i altres espécies reactives de I'oxigen (ERO), sobre els
constituents dels organismes vius (lipids, proteines i acids nucleics)

(Halliwell, 2004).

Els radicals lliures (RLL) sén espécies quimiques (taula 1) que presenten
un o mes d’un electré desaparellats en la seva estructura (Halliwell,

1999).

Les espeécies reactives d’oxigen, sén el conjunt de molécules que

engloben els RLL i altres molécules no radicals (Halliwell, 1999).

En els organismes vius, els RLL és formen a partir de la reduccié de
I’oxigen molecular durant la cadena respiratoria mitocondrial. També és
produeixen quan ens exposem a factors externs com el tabac, I'alcohol,
la contaminaci6 ambiental, la radiacid ultra-violeta, entre d’altres

(Albano, 2006).

Els organismes vius necessiten les ERO per a la seva supervivencia ja que
les seves funcions estan associades amb processos fisiologics, com la
senyalitzacio cel-lular o la mort programada de les cél-lules. Aquesta
produccié normal d’ERO és manté controlada per a la eficiencia dels
sistema de transport d’electrons, el sistema antioxidant enzimatic, i el

sistema antioxidant no enzimatic (Chabot, 1998).
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Els organismes vius tenen un sistema de defensa antioxidant que
s’encarrega de la prevencid del dany oxidatiu. Un antioxidant és
qualsevol substancia que evita, retarda o prevé el dany oxidatiu en una

diana biologica (Halliwell, 2007).

Taula 1. Especies reactives de l'oxigen (ERO) i sistemes de defensa

antioxidant

Especies reactives d’oxigen

Radicals: Hidroxil ( "OH), Peroxil (L(R)OO’), Alcoxil (L(R)O’), Hidroperoxil
(HOO'), Superoxid ( O3 -), Oxid nitric (NO'), Dioxid de Nitrogen (NOy).

No radicals: Peroxinitrit (ONOO-), Hipoclorit (-OCl), Hidroperoxid (L(R)OOH),
Oxigen singulet (1AO,), Peroxid d’hidrogen (H»0>).

Sistemes de defensa antioxidant

Endogens

Enzimatics: Superoxid dismutasa (SOD), Catalasa (CAT), Glutatid
peroxidasa (GPx), Glutatié Reductasa (GR), Glutatié-S-Transferasa

(GST).

No enzimatics: Sistema glutatid (GSH i GSSG), Transferrina, urat,

I"'ubiquinol, melatonina

Exogens

Vitamina E, B-carote, Acid ascorbic, polifenos, Microelements (Zn,

Se, Mn, Cu, Fe).

Extret de Abuja, 2001; Roth, Manhart, 2004.
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Els sistemes antioxidants poden ser endogens o exogens. (taula 1). Els
sistemes antioxidants endogens és classifiquen segons la seva
naturalesa en antioxidants enzimatics o no enzimatics. Els sistemes
exogens provenen de la dieta (Abuja, 2001; Roth, 2004). Aquests

sistemes estan coordinats per proveir mecanismes de defensa biologica,

de manera que son capacos d’augmentar la seva concentracid, tot
adaptant-se a les necessitats de canvi i, mantenint el balang entre la

produccié d’ERO i el sistema de defensa antioxidant (Niki, 2010).

El dany oxidatiu és considerat el major contribuent a I'envelliment, a les
malalties degeneratives com I’Alzheimer, el Parkinson, el cancer, les
malalties renals, la malaltia cardiovascular i el deteriorament del sistema

immunologic (figura 10) (Dalle-Donne, 2003).
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Malalties relacionades amb el dany oxidatiu

MALALTIES CARDIOVASCULARS MALALTIES HEPATIQUES

Arteriosclerosi, isquémia-reperfusio, Sindrome hepatorenal, cirrosi
v malaltia de I'artéria coronaria, fallida orinaria biliar
cardiaca, malaltia renovascular, s

hipercolesterolémia, diabetis,
hiperhomocisteinémia, génere masculi i

fumar

MALALTIES NEUROLOGIQUES MALALTIES RENALS
Alzheimer, Huntington, I Insuficiéncia renal crénica,
esclerosi multiple, malaltia de ; 5 urémia cronica, dany renal
Creutzfeld-Jacob, demeéncia, induit per rabdomiolisi
Parkinson

MALALTIES PULMONARS ALTRES MALALTIES
Asma, MPOC, fibrosi quistica, Esclerodérmia, sindrome de
malaltia intersticial pulmonar, Down, malaltia de Crohn,

‘l‘ d'a“‘f' pulmonar. aBEJ‘ ° . osteoporosi, caracterogénesi,

sindrome del distrés respiratori preeclampsia, psoriasis, artritis
agut, displasia broncopulmonar reumatoide i artritis cronica

juvenil, sépsia severa,
amiloidosi sistémica

Figura 10. Resum de les patologies relacionades amb el dany oxidatiu. Adaptada

de Dalle-Donne, 2004.

3.2.- Biomarcadors del dany oxidatiu

Atés que I'aparicié del dany oxidatiu pot esdevenir per un increment en
la produccié d’ERO o bé per una disminucid dels sistemes de defensa
antioxidants, com a biomarcadors del dany oxidatiu és necessari
mesurar tant la formacié de RLL i ERO com mesurar els components del
sistema de defensa antioxidant. Aquest fet implica que existeixin
multitud de molecules que és poden analitzar per determinar el dany
oxidatiu, per la qual cosa genera la necessitat de tenir biomarcadors
especifics per cadascun dels processos implicats en I'aparicié del dany

oxidatiu.
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El dany oxidatiu és pot mesurar de dues formes (figura 11)

(Durackovd, 2010):

1. De forma directa in vivo, mitjancant la mesura de la formacio

dels radicals lliures, principalment H;O, i 'OH amb

espectroscopia de ressonancia de I'espin electronic.

La ressonancia espectroscopica paramagnetica, o altrament
coneguda com a ressonancia de l'espin electronic, és una
técnica analitica que s'utilitza per detectar i quantificar les
espécies quimiques que posseeixen electrons desaparellats,
com ara els RLL i els compostos que contenen ions de metalls de
transicié, mitjancant I'absorci6 de microones per part dels
espins electronics quan se’ls aplica un camp magnétic estatic.
Aguesta tecnica presenta dues limitacions:

a) La reactivitat dels radicals Iliures. Aquestes dues
tecniques analitzen els RLL ailladament. L'alta
reactivitat dels RLL no facilita la seva mesura de
forma aillada, ja que normalment és troba formant
complexos en les cel-lules, teixits o fluids corporals.

b) La seva vida mitjana, que és molt curta
(microsegons). Analiticament, és dificil mesurar

una molécula amb una vida mitjana tan molt curta.

2. De forma indirecta: L'excessiva reactivitat dels radicals lliures

facilita la interaccid-reacci6 amb altres biomolécules,
generalment més estables i mesurables, com sén els productes
d’oxidacid, o bé els enzims antioxidants, i per aixo els metodes

indirectes de deteccid del dany oxidatiu son els més emprats.
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L’eleccioé per part d’un grup d’investigacié d’'un metode o d’un altre per
determinar el dany oxidatiu depen principalment del que es vol mesurar,
perd l'eleccié de I'analisi d’'un determinat biomarcador també depén
dels recursos materials, econdmics i humans de qué disposa. En

I'actualitat, s’esta apostant per les técniques d’Ultima generacid

(ciencies omiques) gracies a 'augment del seu abast.

En aquest treball ens centrarem en els biomarcadors indirectes del dany

oxidatiu.

Meétodes de deteccid del dany oxidatiu

Mesura de la formacié | - Ressonancia paramagnética nuclear
in vivo de espécies - Spin trapping
reactives de |'oxigen

( N - Capacitat antioxidant relativa al trolox (TEAC)
Mesura de la capacitat | - Quantitat de radicals atrapats totals (TRAP)
antioxidant - Capacitat antioxidant dels radicals (ORAC)

q ) - Poder reductor antioxidant del ferro (FRAP)

4 N\ - Mesura de les defenses enzimatiques: catalasa (CAT),
superoxid dismutasa (SOD), glutatio peroxidasa (GPx),
glutatié reductasa (GR)

de defensa - Mesura de les defenses no enzimatiques: sistema
glutatié (GSH/GSSG), vitamina C

Mesura dels sistemes

4 ™\ - Mesura del dany oxidatiu a lipids: 4-hydroxynonenal,
malondialdehid, F2-isoprostans

Mesura de les - Mesura del dany oxidatiu a proteines: glicosilacio
conseqliencies proteica, oxidacié d'aminoacids, formacié d'agregats

- Mesura del dany oxidatiu al DNA: 8-hidroxi-2'-

. /' deoxiguanosina, comet assay o analisi del dany general
al ADN

Figura 11. Esquema representatiu dels diferents biomarcadors mes emprats en

la determinacié del dany oxidatiu. Adaptada de Poljsak, 2013.
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3.2.1.- Biomarcadors del sistema de defensa antioxidant

Malgrat la importancia que tenen els radicals lliures, quan aquests
excedeixen els nivells fisiologics normals, és necessari que existeixin

mecanismes que controlin la seva produccié i I'eliminacié per prevenir

efectes adversos. Per aix0, I'organisme huma ha desenvolupat un

sistema de defensa antioxidant.

El sistema de defensa antioxidant de I'organisme actua per mitja de dues

vies (Victor, 2004):

e Laprimeravia, de prevencid, mitjancant els sistemes de defensa
antioxidant endogens, que eviten la formacié en excés de les
ERO.

e Lasegonavia, d’eliminacié, mitjancant els antioxidants exogens,

que eliminen els radicals que ja han estat formats.

Com hem vist a la taula 1, els sistemes de defensa antioxidant és
divideixen en enzimatics i no enzimatics. Dins dels enzimatics trobem la
superoxid dismutasa, la catalasa, la glutatid peroxidasa, i la glutatio
reductasa; dins els no enzimatics trobem el sistema glutatid i la vitamina

C, entre altres.

La superoxid dismutasa (SOD) es troba present en tots els tipus
cel-lulars i té un paper molt important davant del dany oxidatiu. Aquest
enzim catalitza el radical superoxid fins a peroxid d’hidrogen i aigua

(Sturtz, 2001).

La catalasa (CAT) és un dels enzims mes abundants a la natura, i és troba

ampliament distribuit al nostre organisme. A les cél-lules és situa
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principalment en I'ambit mitocondrial i en els peroxisomes, exceptuant
als eritrocits que és troba al citosol. és caracteritza per a la seva alta

eficiencia catalitica del peroxid d’hidrogen (Wittmann, 2012).

La glutatio reductasa (GR) és un flavoenzim depenent de la nicotinamina

adenina dinucleotid fosfat (NADPH) que catalitza la reduccio del glutatio

oxidat (GSSG) a glutatié reduit (GSH) (Lam, 1993).

La glutatio peroxidasa (GPx) és un enzim seleni depenent que participa
en les transformacions de les espécies reactives d’oxigen tot catalitzant
la reduccié del peroxid d’hidrogen o el radical lipoperoxid, perdo amb
I'ajuda del glutatio reduit. Té major afinitat pel substrat que la CAT (Lam,

1993).

El sistema glutatié (GSSG/GSH) esta format pel glutatié oxidat (GSSG) i
el glutatid reduit (GSH). és un tripeptid d’acid glutamic, cisteina i glicina.
Gairebé en trobem en tots els teixits, pero no a totes les cel-lules. EI GSH
és una de les molécules antioxidants mes importants, funciona com a
reductor intracel-lular, de manera que protegeix les cél-lules davant els
radicals lliures. El GSH detoxifica el peroxid d’hidrogen i els peroxids
lipidics. El GSH és manté en un cicle redox amb el GSSG dins el
mitocondri i és regenerat per a la GR. Quan existeix un increment de
I'activitat dels RLL, a I'interior de les cel-lules és produeix un augment
del GSSG per activacié del mecanisme protector del GSH. Aquest GSSG
és transportat a I'exterior cel-lular. L'expulsié del GSSG a I'exterior de la
cel-lula, fa variar la ratio GSSG/GSH, per la qual aquesta ratio és

emprada com a index d’estres oxidatiu intracel-lular (Victor, 2004).

La vitamina C és considera un potent agent reductor i proveeix la

principal linia de defensa antioxidant dels lipids en plasma, davant
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I'accid de diferents oxidants com poden ser els radicals hidroxils i I’acid

hipoclords, entre altres (Durackova, 2010).

Diferents metodologies s’han desenvolupat i optimitzat amb I'objectiu

de identificar i quantificar els enzims antioxidants i els sistemes de
defensa antioxidant no enzimatics en mostres biologiques, les quals
inclouen técniques ELISA, tecniques espectrofotomeétriques, técniques
fluorimetriques, combinades o no amb cromatografia liquida o de gasos
d’alt rendiment, i mes recentment, les técniques d’espectrometria de
masses acoblada a cromatografia liquida per ionitzacié de masses

(Giustarini, 2009).

3.2.2.- Biomarcadors de les conseqiiéncies del dany oxidatiu

Es conegut que l'estres oxidatiu juga un paper important en la
fisiopatologia de nombroses malalties, d’aqui la importancia de
desenvolupar métodes i técniques analitiques que puguin mesurar de
forma sensible i precisa el dany causat per I'estrés oxidatiu (Czerska,

2015).

3.2.2.1.-Biomarcadors del dany oxidatiu a lipids

Els lipids cel-lulars, a causa de a I'abundancia de dobles enllagos en la
seva estructura, sén una diana principal per les ERO. Les ERO, sén
altament reactives i quan és troben prop de les membranes cel-lulars,
ataquen als seus fosfolipids provocant la seva oxidacid. Aquest procés és

coneix com lipoperoxidacio i genera la formacio del radical peroxil, aixi
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com altres productes, com el malondialdehid, I'eta i I'etile, que poden

desencadenar edema i la mort cel-lular (Rahal, 2014).

El dany oxidatiu als lipids és poden mesurar de forma directa mitjancant

(EFSA Panel on Dietetic Products Nutrition and Allergies (NDA)s, 2011):

La quantificacid dels F2-isoprostans: Els isoprostans sén una
familia de compostos similars a les prostaglandines, que és
produeixen per un mecanisme no enzimatic a partir de la
peroxidacié de I'acid araquidonic, present els en els fosfolipids
de les membranes cel-lulars. Aquests, sén conduits al torrent
sanguini, per la qual cosa poden ser quantificats en diferents
matrius com sang, orina i teixits. De la familia dels isoprostans,
els F,-isoprostans son els mes estables i, per tant, reflecteixen
millor I'estrés oxidatiu. Els F,-isoprostans és poden mesurar en
orina, a partir de técniques d’espectrometria de masses o bé a
partir de tecniques ELISA. L'Us de kits comercials
d’'immunoassaig per a la seva deteccié esta molt estés per a la
seva senzillesa i el seu cost, pero els seus resultats és
correlacionen poc amb els obtinguts per espectrometria de
masses a causa de a la falta de especificitat, ja que amb aquest
tipus de tecnica és generen reaccions creuades amb altres
prostaglandines (Ho, 2013).

La quantificacié de la LDL oxidada: la oxidacid i glicacio de la LDL
i dels fosfolipids pot tenir lloc per catalitzacié enzimatica o no.
AL LDL oxidada és pot mesurar mitjancant técniques ELISA

emprant anticossos monoclonals especifics, els quals presenten
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una especificitat adequada (Ho, 2013; EFSA Panel on Dietetic
Products Nutrition and Allergies (NDA)s, 2011).

e La quantificacié dels fosfatidilcolina hidroperoxids, en sang o
teixits per cromatografia liquida d’alta resolucié.

e La quantificacié del malondialdehid (MDA): El malondialehid és

un aldehid produit per a la lipoperoxidacié dels acids grassos
poliinsaturats de les membranes cel-lulars. EI MDA és pot
mesurar en plasma a partir de técniques ELISA o bé emprant
cromatografia liquida d’alt rendiment.

e Laquantificacié de les substancies reactives a I’acid tiobarbituric
(TBARS): El meétode mes ampliament utilitzat per mesurar la
peroxidacié lipidica és la tecnica TBARS que mesura les
substancies reactives a I'acid tiobarbituric, entre les que és troba
el MDA. El MDA reacciona amb I’acid tiobarbituric i produeix un
compost cromogen, quantificable o bé per espectrofotometria,
o bé, per cromatografia liquida d’alt rendiment. L'inconvenient
d’aquest metode és la falta de especificitat, ja que no mesura
sols el MDA, siné que mesura altres aldehids que hi poden haver

a la mostra (Dalle-Donne, 2006).

3.2.2.2.- Biomarcadors del dany oxidatiu a proteines

Els sistemes biologics estan continuament exposats a oxidants tant
endogens com exogens. Les proteines son els components no aquosos
majoritaris a I'organisme, per tant, sén una de les principals dianes
d’oxidacié (Davies, 2016). Com a resultat de les modificacions
proteiques trobem la fosforilaci6 mitjancant les quinases i la

desfosforilacié per mitja de fosfatases, les quals afecten a la estructura

40



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos
Introduccid

de la proteina de forma permanent (Ghesquiere, 2014). Qualsevol residu
aminoacidic de les proteines és susceptible a la oxidacid per el radical
-OH. Els aminoacids principalment afectats son la cisteina, la metionina,
el triptofan, la fenilalanina, la tirosina, la histidina, I’arginina, la lisina, la

prolina, la treonina i el glutamil, donant lloc a I'oxidacid dels tiols, les

hidroxilacions aromatiques i la formacié de grups carbonils. Aquestes
modificacions oxidatives és poden classificar en dues categories:

reversibles o irreversibles (Cai, 2013).

La cisteina i la metionina son particularment sensibles a la oxidacid per
les ERO. Els sistemes bioldgics tenen sistemes de reparacié que
converteixen aquests productes de I'oxidacié a la seva forma inicial.
Aguestes son les Uniques modificacions oxidatives de les proteines que
és poden revertir. En el cas de la metionina, aquesta s’oxida a metionina
sulfoxid i per accié6 d’una reductasa, repara la metionina a la seva

estructura no modificada (Berlett, 1997).

La modificacid irreversible mes abundant que podem trobar és la
introduccié de grups carbonils a la cadena lateral d’aminoacids com la
prolina, arginina, lisina i treonina. La introduccid de grups carbonil en els
residus aminoacidics de les proteines és per tant, un indicador de
modificacié oxidativa (Méndez, 2014; Rogowska-Wrzesinska, 2014). La
deteccid i quantificacié dels grups carbonils al laboratori és pot realitzar
a partir de tecniques espectrofotometria, espectrofotometria acoblada
a cromatografia liquida d’alta resolucié, per tecniques ELISA o per
electroforesis i Western blot immunoassaig (Dalle-Donne, 2003). La
mesura dels grups carbonils a partir del 2,4-dinitrofenilhidrazon, un

adducte estable, producte de la derivacio del grup carbonil a partir de la
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2,4-dinitrophenilidrazina és una de les técniques mes sensibles per a la
deteccié dels grups carbonils. Aquest adducte pot ser detectat de
diferents formes: espectrofotometricament, ja que aquest absorbeix la
llum ultraviolada, a partir de cromatografia liquida d’alta resolucid,

teécnica mes sensible i especifica, i també, pot detectar-se per mitja de

tecniques ELISA (Dalle-Donne, 2003).

3.2.2.3.- Biomarcadors del dany oxidatiu a '’ADN

El dany oxidatiu a I’ADN és menys freqlent que el dany a proteines o
lipids. Existeixen dues teories que expliquen les causes del dany oxidatiu
ADN. La primera que diu que el dany al ADN és el resultat de I'atac del
radical hidroxil a les bases purina o pirimidinica, provocant el
trencament d’una o de les dues cadenes d‘ADN. La segona, que diu que
I’estres oxidatiu incrementa la concentracié d’ions de calci, el qual activa

les nucleases que disgreguen I’ADN (Dabrowska, 2017).

Els radicals desencadenen mutacions puntuals que poden esdevenir, si
els sistemes de reparacid no intervenen, en carcinogenesis o canvis de

I'expressié per dany a un gen especific (Krishnan, 2008).

La interaccid dels radicals hidroxils amb la guanina produeix la 8-hidroxi-
2’-deoxiguanosina (8-OHdG). Aquesta és produeix després de la
reparacio de ’ADN com a conseqiiéncia de la interaccio de la guanosina
amb els RLL. Per tant, la 8-OHdG és el biomarcador mes ampliament
emprat per a la mesura del dany oxidatiu a I’ADN, ja que la guanosina

és la base mes oxidable de I’ADN (Di Minno, 2016).
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La mesura de la 8-hidroxi-2-deoxi-guanosina (8-OHdG) en sang, teixits i
orina ha estat ampliament estudiada en la quantificacié del dany

oxidatiu a I’ADN (Kroese, 2014).

Existeixen diferents metodologies per quantificar la 8-OHdG, com els

ELISA, la cromatografia de gasos acoblada a espectrometria de masses,
la cromatografia liquida d’alt rendiment amb deteccié electroquimica, o
la cromatografia liquida amb espectrometria de masses en tandem. Els
ELISA sén els tecniques mes ampliament emprades en la quantificacid
de la 8-OHdG. Tot i que els ELISA presenten repetibilitat i sensibilitat i un
cost-efectivitat baix, les técniques espectrométriques de masses son
mes sensibles i especifiques, perdo amb un cost- efectivitat mes elevat.

(Cherubini, 2005; Kroese, 2014; Dabrowska, 2017).

3.2.2.4.- Biomarcadors de la capacitat antioxidant

Existeixen abundants evidéncies bioquimiques, biologiques i cliniques
de que I'estres oxidatiu, induit per radicals lliures, esta involucrat en la
patogénesi de diferents malalties i I'envelliment. L'organisme, per
contrarestar I'aparicié de RLL, té uns mecanismes antioxidants potents,
els quals han estat objectiu de molts estudis com a biomarcadors de la
capacitat antioxidant. Diferents metodologies s’han desenvolupat per
mesurar la capacitat antioxidant, pero solament uns pocs és consideren

estandarditzats (Takashima, 2012).

Molts dels métodes emprats en I'avaluacio de la capacitat antioxidant és
basen en la capacitat total per atrapar radicals lliures, de les quals, la
tecnica mes emprada és la capacitat del plasma per absorbir radicals de

I'oxigen, el test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Aquest
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meétode és basa en la capacitat dels antioxidants del plasma a eliminar
radicals lliures en competicié amb la fluoresceina, donant com a resultat
una disminucio de la fluorescéncia. Aquesta técnica serveix per avaluar
la peroxidacio en plasma, serum i altres teixits i productes alimentaris.

Per la qual és el test mes emprat per determinar la capacitat antioxidant

(Pinchuk, 2012). Tot i que 'ORAC és un métode simple, relativament
rapid i convenient, té dos inconvenients principals, primer, depén de la
fluoresceina, la qual sobreestima la capacitat dels antioxidants deébils, i
segon, no és capac¢ de mesurar els solubles en lipids (Takashima, 2012).
Una altra técnica per mesurar la capacitat antioxidant és a partir de la
capacitat antioxidant del Trolox (TEAC). Aquest métode és basa en la
reduccid del ABTS en preséncia de la mioglobina ferrica, activada a
traves del peroxid d’hidrogen. El poder oxidant de reduccio de I'i6 ferric
(FRAP) és una altra técnica de mesura la capacitat antioxidant que és
basa en I'efecte dels antioxidants sobre les reaccions de transferencia
d’electrons. Aquesta metodologia no té en compte importants
antioxidants com els tiols (GSH). En abséncia d’'un biomarcador Gold
Standard, I'eleccié d’un métode analitic depén principalment de la
facilitat d’ds, o la instrumentacid disponible. En aquest cas, el
biomarcador mes comunament emprat esdevé de facto el biomarcador
gold Standard. No obstant, el metode mes comunament emprat no

significa que sigui el millor, facil, rellevant o precis (Pinchuk, 2012).

3.2.- La inflamacio

La inflamacid és la resposta del sistema immunologic de I'organisme al

dany causat, a les cél-lules i teixits vascularitzats, per patogens
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bacterians o per qualsevol altre agressor de naturalesa biologica,
guimica, fisica o mecanica, amb la finalitat d’eliminar el causant, i

reparar el teixit danyat (Kvietys, 2012).

La inflamacié pot esdevenir un procés agut o cronic, depenent de la

durada del proces, no obstant, poden coexistir en I'organisme. Quan no

és possible resoldre la resposta aguda, la inflamacio és torna cronica. La
inflamacié cronica és coneguda com la major contribuent a moltes
malalties, com per exemple, |'artritis, I'arteriosclerosi, el cancer, la
demencia, la diabetis, la sindrome metabolica o, les malalties vasculars

(Chung, 2009).

La cronificacié de la inflamacidé implica interaccions complexes entre
cél-lules i els mediadors que secreten, produint-se una infiltracié per
cél-lules mononuclears (inclos macrofags, limfocits i cél-lules
plasmatiques), augment de les concentracions plasmatiques de les
proteines de fase aguda (per exemple, proteina C-reactiva), i, destruccié
tissular. Aquest augment de les concentracions plasmatiques de la
proteina C-reactiva (PCR) i el fibrinogen és mediat principalment per ala

IL-6 (da Silva, 2017).

La inflamacié cronica és una condicié patologica caracteritzada per una
continua resposta inflamatoria. Macrofags, neutrofils, eosinofils estan
involucrats directament en la produccid de citocines inflamatories. La
inflamacié cronica té relacio amb I'aparicié de malalties relacionades
amb I'envelliment. El procés inflamatori indueix estres oxidatiu i redueix
la capacitat antioxidant de les cel-lules, per mitja de I'increment en la
produccié de radicals lliures que reaccionen amb els fosfolipids de les

membranes cel-lulars (Reuter, 2010).
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3.2.1.- Biomarcadors de la inflamacio

La inflamacié és un procés complex que involucra la participacié de

molts mediadors quimics, vies de senyalitzacié i tipus cel-lulars.

La microcirculacié, la qual és critica per a la iniciacio i perpetuacid de la

resposta inflamatoria, pateix molts canvis funcionals i estructurals com
a resposta a la inflamaci6. Com hem dit anteriorment, aquestes
alteracions van des de la disfuncié endotelial, la migracid de les
molecules d’adhesié, angiogénesi, i activacié de I'activitat plaquetaria

(Piccardi, 2017).

La proteina-C-reactiva d’alta sensibilitat (hsPCR) ha estat el biomarcador
mes extensament estudiat com a biomarcador de la inflamacié durant
els ultims 15 anys. Durant la fase aguda la PCR és sintetitza al fetge com
a resposta a lincrement de les molecules pro inflamatories
(interleucina-6, interleucina-1i el factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a))

(Krintus, 2014).

Tot i que la hsPCR no és un potent biomarcador de la inflamacio,
existeixen evidencies de que participa de forma directa en el procés

inflamatori de I'aterogenesi. (Zakynthinos, 2009).

Les tecniques analitiques mes freqliientment emprades en la mesura de
la hsPCR és basen en la immunonefelometria i la immunoturbidimetria,
essent el metode turbidimeétric el mes emprat per a la menor aparicié

d’interferéncies (Dominici, 2008).

Un altre biomarcador de la inflamacid sén les citocines. Les citocines
inclouen diferents proteines com la interleucina-1 (IL-1), interleucina-6

(IL-6), interleucina-10 (IL-10). La IL-1 i la IL-6 condueixen la produccié de
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proteines reactants de fase aguda, com la PCR (Zakynthinos, 2009). Tot
i el cost que suposa mesurar la IL-6 per técniques ELISA, la mesura de la
IL-6 a partir de técniques ELISA esta ampliament acceptada per a la seva

facilitat, elevada especificitat i sensibilitat (Nordan, 2001).

3.2.2.- Biomarcadors de la disfuncié endotelial

Durant les dues Ultimes décades s’ha vist que I’endoteli vascular és un
organ indispensable per a la regulacié del to vascular | pel manteniment
de la homeostasi vascular. L'endoteli vascular, el qual regula el pas de
macromolecules i cél-lules circulatories als teixits, és la major diana per
I'estrés oxidatiu, jugant un paper important en la fisiopatologia de
moltes malalties vasculars. Especificament, I'estrés oxidatiu incrementa

la permeabilitat vascular i promou I’adhesid de leucocits (Hadi, 2005).

El biomarcador Gold Standard per I'avaluacié de la funcié endotelial
requereix una tecnica invasiva d’angiografia, a partir de I'administracié
d’acetilcolina. L’acetilcolina és un vasodilatador de I'endoteli. Amb
aquesta técnica és mesura el canvi de diametre de I'artéria coronaria

(Hadi, 2005).

S’han proposat diferents biomarcadors no invasius per a la
determinacié de la disfuncidé endotelial com son les citocines
inflamatories o les molécules d’adhesié a I'endoteli (e-, p-, |-selectines,

sVCAM-1 i sICAM-1) (Ghiadoni, 2008).

Les selectines sdn molecules d’adhesié cel-lular expressades a la
superficie de la cél-lula. Les selectines sén molecules clau en el procés
inflamatori, ja que contribueixen al pas de leucocits cap a les cél-lules.

La e-selectina és un excel-lent indicador de I'activacié de I’endoteli tant
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en la inflamacié aguda com en la cronica. El millor avantatge de la E-
selectina com a biomarcador és la seva facilitat per ser detectada a la

sang mitjancant técniques d’ELISA (Aman P. Mann, 2011).

De forma similar a les selectines, les cél-lules d’adhesio vascular (sVCAM-

1isICAM-1), contribueixen a I'adhesié dels leucocits al endoteli (Paulus,

2011).

3.2.3.- Biomarcadors de l'activitat trombotica

Com a mesura funcional de la fibrinolisis, s’utilitza el biomarcador de la
inhibicié de [l'activador del plasminogen (PAI-1). La PAI-1 és una
glicoproteina, de la familia de les serines, inhibidora de proteinases,
emprada comunament en l'avaluacié de [lactivitat trombotica,
involucrada en la migracio cel-lular en el procés inflamatori. La mesura
del PAI-1 a partir de técniques ELISA esta ampliament acceptada perala

seva facilitat, elevada especificitat i sensibilitat (Paulus, 2011).

3.3.- El perfil ferric

3.3.1.- El ferro i el seu paper sobre I’oxidacio i la inflamacio

El ferro és un oligoelement essencial per tots els organismes vius, ja que
juga un paper important en multitud de funcions cel-lulars del
metabolisme, com el creixement o diferenciacié cel-lular, en el transport
i emmagatzematge de I'oxigen, la produccié d’energia pel cicle cel-lular
i lasintesi de I’ADN. Pero a la vegada, el seu excés és potencialment toxic
per a la seva capacitat de donar electrons per produir radical hidroxil, a

partir de la reaccid de Fenton. El radical lliure hidroxil causa estres
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oxidatiu i indueix dany oxidatiu a I’ADN, lipids i proteines, i porta a la
mort cel-lular (Orino, 2008). El control de la seva disponibilitat a les
cél-lules depén de la ferritina com a proteina transportadora i d’altres

proteines amb funcié detoxificants (Finazzi, 2014).

L’estudi del perfil ferric en els processos inflamatoris i oxidatius té la seva

importancia per dos motius:

1. Elferro ésun metall de transicié que podem trobar en dos estats
diferents a I'organisme, en estat ferrds (Fe?*) i en estat férric
(Fe3*). El ferro ferrds catalitza diferents reaccions relacionades
amb les especies reactives d’oxigen, com la reaccid de Fenton, i
promou, com hem explicat anteriorment, la formacié de radicals
hidroxils i peroxid d’hidrogen, fet que alhora, promou la
inflamacié (Lapice, 2013).

2. La secrecid de mediadors quimics afecten a la hemostasia del
ferro. Els mediadors inflamatoris, com la IL-6 intervenen en el
metabolisme de la hepcidina (hormona hepatica que regula
I’absorcio del ferro), incrementant la seva secrecio. L'increment
de la hepcidina degrada la ferroportina (proteina
transportadora del ferro) pel qual, disminueix I'absorcié cel-lular

del ferro de la dieta (Karlsson, 2015).

3.3.2.- Biomarcadors del perfil férric

El biomarcador gold standard per mesurar els diposits de ferro a
I'organisme és I'analisi quimic de biopsia de fetge, técnica invasiva i
costosa (Beilfuss, 2012). No obstant, en la practica existeixen diferents

biomarcadors serologics per mesurar I'estat ferric, com el ferro seric, la
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transferrina, la saturacié de la transferrina, la ferritina, els receptors
solubles de la transferrina, I’'hemoglobina, el volum corpuscular mitja
(Mufioz, 2009), on els mes comunament emprats per a la seva facilitat i
cost, sén la determinacid del contingut en ferro, ferritina i transferrina

al serum (Lapice, 2013).

La ferritina és la principal proteina emmagatzemadora de ferro en els
essers humans, animals i plantes, a mes, evita els efectes nocius que pot
generar el ferro lliure. La seva quantificacié en sang i fluids s'utilitza per
diagnosticar les anémies ferropeniques. El seu valor és proporcional al
dels diposits de ferro, ja que indica la quantitat de ferro lliure disponible.
La ferritina sérica és el millor biomarcador dels diposits de ferro perquée

és no invasiu i altament especific (Ren, 2014).

Quan I'organisme requereix ferro per a la sintesi de proteines i enzims,
la transferrina, la proteina transportadora del ferro, s’encarrega de

transportar el ferro a traves del plasma.

La transferrina serica és un biomarcador util per persones amb
deficiencia en ferro. La quantitat de transferrina sérica és correlaciona
amb la quantitat de receptor de la transferrina a la membrana dels
eritroblasts. La seva mesura és menys precisa que la de la ferritina, a
causa de a la variable sensibilitat i especificitat dels metodes emprats en

al seva mesura (Terres-Speziale, 2007).
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Hipotesi i objectius

Els resultats de les mesures que un laboratori ofereix han de tenir
prou qualitat per a donar resposta a les necessitats de la societat.
Aquests resultats de recerca es publiquen en revistes cientifiques i es
reutilitzen com a base d’altres estudis, calculs de mides mostrals,
metanalisi... Per tant, és molt important no proporcionar a la

comunitat cientifica dades poc precises o esbiaixades.

La qualitat analitica d’'un laboratori es pot estimar a través
d’indicadors com laimprecisié, amb els coeficients de variacio, I’error
sistematic i I'error total analitic. Actualment reflectim la qualitat dels
nostres resultats a partir de la desviacié estandard de les mesures i

dels coeficients de variacio.

Donada la semblanca en les rutines de laboratori i I'elevat nivell
d’automatitzacio, els laboratoris d’analisi clinics hospitalaris poden
acollir-se a programes de garantia de la qualitat externs, promoguts
per Comissions de Qualitat de Societats Cientifiques. Els laboratoris
de recerca, a diferencia d’aquests, no podem acollir-nos a aquests
sistemes de gestidé principalment per la falta d’automatitzacié. Per
tant, hem d’implementar un sistema de control de la qualitat

analitica de forma interna.

Tenint en compte tot aixo, la nostra hipotesi de treball és que:

El coneixement del coeficient de variabilitat relatiu, I’error sistematic
i 'error total analitic de diferents biomarcadors relacionats amb
I'estres oxidatiu, la inflamacidé, i el perfil ferric aportara més
informacié de qualitat analitica, que el calcul de la imprecisié a partir

de la desviacio estandard i el coeficient de variabilitat.
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OBJECTIU PRINCIPAL

Establir el grau de qualitat analitica que presenten diferents
biomarcadors relacionats amb |'estres oxidatiu, la inflamacié i el
perfil ferric, en poblacié sana, mitjancant el calcul del coeficient de
variabilitat relatiu, la imprecisié, I'error sistematic i I'error total

analitic.

Per dur a terme aquest objectiu, necessitem de forma secundaria:

e Determinar la distribucid dels biomarcadors analitzats a

partir de la normalitat, la simetria i la curtosi.

e Determinar el rang de referencia dels biomarcadors
analitzats a partir dels intervals de confianca.

e Determinar la imprecisié dels biomarcadors analitzats a
partir de les mesures de dispersiéd i del coeficient de
variabilitat interindividual i intraindividual.

e Determinar el coeficient de variabilitat relatiu a partir de la
variabilitat intraindividual i interindividual.

e Determinar el grau de qualitat analitica en funcid del valor
del coeficient de variabilitat relatiu.

e Determinar I'error sistematic i I'error total analitic dels
biomarcadors analitzats.

e Determinar el grau de qualitat analitic en funcié de la

imprecisio, I'error sistematic i I'error total analitic.
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1.- FASE PREANALITICA

1.1.- Disseny de I'estudi

Es tracta d’un estudi observacional transversal en voluntaris sans en el
qual es pretén caracteritzar qualitativament, en termes de precisio,
diferents biomarcadors relacionats amb |’estrés oxidatiu, la inflamacid i

el perfil ferric.

1.2.- Etica

El protocol d’estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica d’Investigacid

Clinica de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus (08-01-31/proj1).

Tots els participants van donar el consentiment informat i autoritzacio

per utilitzar les seves dades tant en aquest com en posteriors estudis.

1.3.- Seleccid de participants

Amb I'objectiu de minimitzar la influencia dels factors estacionals en la
presa de mostres, els participants van ser reclutats a I'Hospital
Universitari Sant Joan de Reus, en dues fases: la primera del marg al juliol
de 2008, i la segona del febrer al juliol de 2009. Els subjectes elegibles
van ser homes i dones d’entre 18 i 75 anys, sans, no fumadors i que no
prenien cap medicament i/o suplement alimentici. A la taula 2 es

detallen els criteris d’exclusio.
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Es va realitzar una exploracid fisica per mesurar:

- El pes i la talla sense sabates amb una balanca calibrada i un
estadiometre.

- El perimetre de la cintura es va mesurar al punt mitja entre I'dltima
costella i la cresta iliaca al final d’'una aspiracié normal.

- La pressio arterial va ser mesurada amb un esfigmometre

automatic.

Totes les dades obtingudes en I'exploracio fisica van ser recollides per

personal degudament entrenat i per duplicat.

Amb el pes i la talla es va obtenir I'index de massa corporal mitjangant

la férmula:
IMC= pes (Kg) / talla (m)?2

Es va fer una extraccié de sang a tots els participants mitjangant puncid
venosa. La sang es va recollir en tubs diferents (EDTA, sérum, heparina-

liti i citrat) per adequar a la técnica. També es va recollir mostra d’orina.

Es va avaluar I'activitat fisica com a habit de vida saludable, mitjancant
el Minesota Leisure Time Physical Activity Questionnaire, versio
espanyola (Elosua, 1994). Els resultats de [I'activitat fisica es van
quantificar mitjangant la férmula de la intensitat total (IT) (Gonzalez,

2007):

IT= mitjana de tots els items del qliestionari (METs Minnesota x

minuts/dia practica x dies/setmana de practica)

La intensitat de I'activitat fisica reflexa la velocitat a la que es realitza
I’activitat, o bé la magnitud de I’esforg necessari per realitzar un exercici

o activitat. La intensitat de I'activitat fisica es va expressar mitjancant els
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equivalents metabolics (MET), on un MET es defineix com el cost
energetic d’estar assegut tranquil-lament i, equival a un consum de

1kcal/kg/h (Gonzalez, 2007).

Posteriorment, I'activitat fisica dels participats es va classificar en tres

categories:

e <3 METs com baixa intensitat

e de 3 a 6 METs com intensitat moderada (accelera de forma
perceptiva la freqliéncia cardiaca)

e >6METscom intensitat elevada (requereix gran esforg, provoca
respiracio rapida i un increment elevat de la freqiiéncia

cardiaca).

E
3
3
s
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Taula 2. Criteris d'inclusid i exclusio de I'estudi

CRITERIS D’INCLUSIO

1. Consentimient informat signat
2. No complir criteris d’exclusia

CRITERIS D’EXCLUSIO

MNivell de c-LDL » 189 mg/dI
Triglicérids > 350 mg/dl
Alcoholisme cronic

IMC = 30 kg/m?

Historia de malaltia cardiovascular
Tractament amb farmacs

Patir diagbetis mellitus

Malaltia renal

Lol B e o

Patir malalties infeccioses agudes, neoplasies,

insuficiencia hepatica severa, insuficiencia

respiratdria o endocrines assaciades

10. Regueriments nutricionals especials

11. Haver participat en un assaig clinic en els Gltims 3
mesos

12. Incapacitat per seguir a I'estudi

13. Historia de malaltia gastrointestinal

14. Sindrome depressiu o idees d'autalisi

15. Presa de complements vitaminics

16. Fumadors

17. Patir anémia (hemoglobina en dones £ 12 g/dlien
homes = 14 g/dl)

C-LDL: colesteral baix pes molecular; IMC: index massa corporal.

1.4.- Processament i conservacio de les mostres

Per tal de minimitzar variacions en el processament (figura 12),
pretractament (figura 13), emmagatzematge i conservacié de les
mostres biologiques, aquests processos es van centralitzar al laboratori

central del Biobanc-REUS-IISPV.
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Els tubs d’EDTA, heparina-liti i citrat es van centrifugar durant 15 minuts
a 1700 xgia4 °C. Lafraccio plasmatica es va separar de |'eritrocitaria,

i la capa leucocitaria es va descartar.
La mostra d’orina es va centrifugar a 1900 xg, durant 10 minutsa 4 °C.

El tub del serum, es va deixar reposar durant 30 minuts a temperatura
ambient. Un cop passat el temps de repos, es va centrifugar a 1700 xg,

durant 15 minuts a 20 °C.

Als eritrocits se’ls va realitzar dos cicles de rentat amb un tampd fosfat
(PBS: 8 g/L NaCl Prolabo-ref. 2781029, 0,2 g/L KCI Panreac-ref. 141494,
2 g/L Na,HPO, Panreac-ref. 131679, 0,15 g/L KH,PO, Panreac-ref.
131509, pH: 7,4) i una posterior centrifugacié a 1300 xg durant 5 minuts

i4 °C, en cada cicle de rentat.
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Separacid del plasma

l Fer
CITRAT He-li EDTA aliquotes

Homogeneitzacio N N = Repetir procés de rentat:
suau manual - 3
@ Procés de rentat: +PBSﬂnsa0mpI\r’A parts
+ PBS fins a omplir % parts
1.700 xg tub

15 minuts'
4eC
1. SOO xg 1. 300){9
[

5m|nuts B M 5 minuts B &
4 eC 49C
Descartar Descartar sobrenedant
sobrenedant i capa i capa leucocitaria
leucocitaria
Fer
SERUM Separacio del sérum aliquotes
r 4 ORINA f
Homogeneitzacio
suau manual Fer @ - Fer
Reposar 30 minuts @ # aliquotes 1.900 xg aliquotes
a temperatura 1.700 xg 10 minuts
ambient 15 minuts aec

40C

Figura 12. Esquema del processament dels tubs de sang i orina. Als tubs d’EDTA, heparina-liti i citrat se’ls va realitzar una centrifugacioé per separar el
plasma dels eritrocits. La fase leucocitaria es va descartar. Als eritrocits se’ls va realitzar dos processos de rentat amb un tampd fosfat. El tub del serum
es va deixar reposar durant 30 minuts i posteriorment es va centrifugar. L'orina es va traspassar del pot a un tub i aquest es va centrifugar. He-Li:
heparina liti; PBS: tampé fosfat Amb I'objectiu de preservar les mostres de I'oxidacid, a I'aliquota de la LDLox i la del 8-isoprosta, es van

afegir 10 uL de 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol 5 mg/mL (BHT: Fluka minimum 99%-ref. 34750)
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Per eliminar les proteines de la mostra per a la realitzacid el test
ORACqcy, i del sistema glutatid, es va afegir acid tricloroacetic al 70%
(TCA: Panreac-ref. 131067). Es van deixar reposar durant 20 minuts a 4
°C i es van centrifugar a 850 xg durant 5 min, recollint el sobrenedant

per a la posterior determinacid.

L'aliquota de la glutatid peroxidasa eritrocitaria i la catalasa es va diluir

1:20 amb aigua destil-lada freda.

Per I'obtencié de I'aliquota del sistema glutatid eritrocitari, es van diluir
1:20 els eritrocits d’heparina liti amb un tampé fosfat sodic 10mM
(Na;HPO,4 Panreac-ref.131679, NaH,PO, Panreac-ref.131677) EDTA 1
mM pH:6.25, la qual es va preservar de I'oxidacié afegint-li TCA al 70%
(Panreac-ref. 131067). Es va deixar en repos durant 20 minutsa 4 °Cies
va centrifugar a 850 xg durant 5 minuts i a 4 °C, i es va recollir el

sobrenedant per a la posterior determinacio.

g
3
:;

Les mostres es van conservar a -80 °C als ultracongeladors del Biobanc,

fins del dia de la seva determinacié. Aquest procés d’ultracongelacio
preserva les mostres de la formacid de cristalls de gel en

emmagatzematges de llarga durada.
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ORACrca Afeglr TCA (70%) @ Recollir el sob
1:5,68 830 xg CAT
M b d - )
ORAC Agitar intensament 10 minuts :: reneda Dl\w.r 1:20 amb aigua
TBARS durant 20 segons aeC destil-lada freda GPx
Deixar en reposar
FRAP 20 minuts a 4 oC -
W sicam-1 PERFIL
sVCAM-1 VITAMINA C
LDLox Afegir BHT (Smg/mL) Bpo Al T
e Apo® PERFIL
PAI-1
H E_SELECTINA M hsPCR FERRIC
L PERFIL LIPIDIC
= METABOLOMIC

8-ISOPROSTA Afegir BHT (5 mg/mL)
DA

1:100
PROTEINES
(=]

Afegir TCA (70%) 1:5,68
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Agitar intensament durant 10 minuts Recollir el sobrenedant GSHIDGSSG
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Deixar en repds 20 minuts 4ec
a4eC.
Afegir TCA (70%)
i 1:5,68
i‘:rengil]; Homogengitzar @ Recollir sobrenedant
fosfat intensament 850 xg
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minuts a 4 2C

Figura 13. Esquema representatiu de les aliquotes realitzades i els pretractaments

necessaris per les posteriors determinacions. Les aliquotes del plasma d’EDTA estan en

3
3
3

lila, les del citrat en blau, les d’heparina liti en verd, les del serum en vermell i les de

I'orina en groc. Per a la GPx i la CAT es va realitzar una dilucié 1:20 amb aigua destil-lada
freda. Per ' ORACrca i els GSH/GSSG es va realitzar una precipitacié de proteines amb
TCA al 70% a una proporcid 1:5,68. Es va afegir BHT (5mg/mL) 1:100 pel 8-isoprosta i la
LDLox. ORAC: capacitat antioxidant del plasma; ORACtca: capacitat antioxidant del
plasma desproteinitzat; TCA: acid tricloroacetic; TBARS: substancies reactives a I'acid
tiobarbituric; FRAP: capacitat reductora del ferro en plasma; sICAM-1: molécula soluble
d'adhesid intracel-lular-1; sVCAM-1: molecula d'adhesio de cel-lules vasculars-1; LDLox:
lipoproteina baixa densitat oxidada; PAI-1: inhibidor de I'activador del plasminogen-1;
GPx: enzim glutatid peroxidasa; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina; SOD: enzim
superoxid dismutasa; CAT: catalasa; Apo Al: apolipoproteina Al; Apo B: apolipoproteina
B; hsPCR: proteina-C- reactiva d'alta sensibilitat; IL-6: interleucina 6; GSHe: glutatid
reduit eritrocitari; GSSGe: glutatid oxidat eritrocitari; GSHp: glutatié reduit plasmatic;

GSSGp: glutatié oxidat plasmatic.
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1.5.- Estandarditzacié de metodologies: elaboraciéo dels

procediments normalitzats de treball (PNT)

L’estandarditzacié és el fenomen de crear i utilitzar estandards o normes
gue defineixen certes caracteristiques, qualitats o parametres que cal
gue compleixin els productes, o les activitats cientifiques, industrials o
economiques. Quan aquests productes o activitats compleixen aquestes
caracteristiques especificades es pot dir que sén conformes o que

compleixen aquest estandard.

Per tal de garantir ’homogeneitat dels processos emprats en I'analisi al
laboratori dels biomarcadors estudiats, es van elaborar tants
Procediments Normalitzats de Treball (PNT) com biomarcadors s’han
analitzatt A més, es van elaborar tants PNT com
solucions/dissolucions/reactius o tampons es van necessitar en l'analisi

dels biomarcadors, i tants PNT com equipaments es van fer servir, des

g
3
$
X

de balances o banys maria fins a les campanes d’extraccio per a la gestio

dels residus.

Aquests PNT segueixen una estructura basica comuna que inclou els

diferents apartats:

e Objectiu del document: inclou quin contingut es pot trobar en
cada PNT.

e  Principi d’'operacié: inclou el fonament del metode analitic que
es vol emprar, aixi com les referencies bibliografiques.

e Reactius necessaris: inclou tots els reactius necessaris per a la

realitzacid de la técnica analitica, aixi com el codi del PNT per
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preparar-los. També inclou el tipus de mostra necessaria per a
la realitzacié de la técnica.

Equipament: inclou tot l'equipament necessari per a la
realitzaci6 de la técnica, amb el codi PNT que conté les
instruccions d’us.

Procediment: és la part que inclou pas a pas com s’ha de
realitzar la teécnica analitica.

Seguretat: aquest apartat inclou les mesures de seguretat que
s’han de seguir com a mesures de proteccié individual.

Control de qualitat: aqui s’inclouen quins sén els indicadors que
la técnica s’esta realitzant sota control de qualitat, com per
exemple, si es fa servir una recta patro, quins sén els valors que
han de donar, o si s’esta tot emprant un serum control, quin és
el valor que ha de donar.

Condicions d’emmagatzematge: en aquest apartat venen
definides accions com les de I’eliminacio de residus.

Problemes i millores: quan un operari troba alguna anomalia en
algun PNT o una millora, ho anota dins aquest apartat, amb la
finalitat que es revisi i s’avalui la idoneitat de modificar el

document i es posi en comu amb tot el personal.

1.6.- CONTROL D’EQUIPAMENT

Per tal de proporcionar confianca en la validesa dels resultats en les

mesures de laboratori, els equips de mesura han de calibrar-se o

verificar-se, o ambdues coses, amb patrons de mesura tragables, i amb

una periodicitat establerta.
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El control d’equipament es va realitzar a partir d’'uns plans de

manteniment i calibratge, revisats amb una periodicitat semestral.

El manteniment dels equipaments que va des de la neteja fins al canvi
de fonts de Illum dels equipaments de lectura era realitzat pel propi

personal de laboratori.

El pla de calibratge té com a finalitat que tot I'equipament considerat
critic per a la recerca, és a dir, tot aquell equipament indispensable per
a la realitzacié de les nostres determinacions, sigui verificat de forma
periodica, per tal d’assegurar-nos que les mesures que obtenim sdn
fiables. Aquest pla es va dividir en dues parts, una que es va realitzar de
forma externa per personal técnic d’empreses acreditades per a tal fi, o
bé, pel personal técnic de 'empresa fabricant, i una d’interna, realitzada

per personal del laboratori.

De manera externa es van verificar els equips de lectura, com els

espectrofotometres, les balances i els patrons emprats per les

verificacions internes, com la sonda de temperatura o les peses per les
balances. Amb la verificacid externa es van obtenir també tots els
certificats de calibratge dels patrons utilitzats en les verificacions dels

equips.

De forma interna, i amb més periodicitat que I'externa, es van verificar
les balances, les micropipetes, el pH-metre i els equips de mesura

(mitjangant I'Gs de controls interns de qualitat, com rectes patrd).
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2. FASE ANALITICA

Els biomarcadors estudiats es van analitzar amb la col-laboracié de
diferents laboratoris: el Laboratori de I'Hospital Sant Joan de Reus, el
Laboratori de I'Hospital Verge de la Cinta de Tortosa, el Centre de
Ciéncies Omiques del Centre de Nutricié i Salut (CTNS) de Reus, i, els
Laboratoris de Recerca de les Unitats de Lipids i Arteriosclerosi i
Farmacobiologia Cel-lular, de la Facultat de Medicina i Ciencies de la

Salut de Reus.

2.1.- Biomarcadors relacionats amb I’estrés oxidatiu

S’han analitzat 12 biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu, que

podem trobar de forma resumida a la taula 3.

2.1.1.- Mesura dels sistemes de defensa antioxidant enzimatics

(CAT, SOD, GPx) i no enzimatics (sistema glutatio i Vitamina C)

2.1.1.1.- Catalasa (CAT)

L’activitat enzimatica de la catalasa es va quantificar per duplicat, tot
seguint el protocol de treball PNT-PG0709-FAR.OX-T006, basat en el

meétode de Cohen i col-laboradors (Cohen, 1970).

Aguest metode mesura de forma indirecta I'activitat enzimatica de la
catalasa a partir de la descomposicid del peroxid d’hidrogen en aigua i

oxigen per accio de la catalasa present a la mostra.
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En una cubeta de quars es van barrejar 2,98 ml d’una solucié tampd
fosfat potassic 100 mM pH: 7,5 (KH,PO, Panreac-ref. 121509.1210 i
K;HPO4 Panreac-ref. 141512.1210) amb peroxid d’hidrogen 17% (H20;
Merck-ref. 8599) amb 20 pl de mostra diluida 1:5 amb aigua destil-lada.
Es mesura la desaparicié del peroxid d’hidrogen a 240 nm, durant un
minut, a intervals de 30 segons, en un espectrofotometre Perkin ElImer

Lambda 2.

En base a aix0, es va calcular el decrement/minut i els resultats es van
expressar en mmol/min/g Hb, fent referéncia als mmols d'H,0;

transformats.

2.1.1.2.-Superoxid dismutasa (SOD)

L'activitat enzimatica de la superoxid dismutasa es va mesurar un sol
cop, seguint el protocol normalitzat de treball PNT-PGO709-FAR.OX-
TO07, basat en el metode de Misra i Fridovic (Misra, 1972).

g
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Aquest métode es basa en la determinacié espectrofotomeétrica d’un
adrenocrom, producte de I'oxidacid de I'epinefrina, en una corba amb 5
dilucions diferents de la mostra. La SOD elimina els superoxids i els
transforma en peroxid d’hidrogen i oxigen, de manera que evita la

formacio de I'adenocrom.

Abans de realitzar la determinacié es va tractar la mostra per extreure la
SOD dels eritrocits, per aixo, es va congelar i descongelar dues vegades,
per tal d’afavorir el trencament de les membranes dels eritrocits. Un cop
descongelada per segona vegada, es va afegir aigua destil-lada freda i es
va homogeneitzar suaument. A aquesta barreja es va afegir

etanol/cloroform (6,25:3,75), i es va agitar enérgicament durant 2
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minuts. Es va centrifugar durant 5 minuts a 1900 xg a 4 °C. Es va separar

el sobrenedant i es va guardar en fred per a la seva posterior analisi.

Per a la determinacié de |'activitat de la SOD es necessita una solucié
d’epinefrina 6 mM (Sigma-ref. E4375) en HCl 1 mM (Panreac-ref.

131.020), conservada a 4 °C per evitar la seva oxidacio.

En cada mostra es va avaluar la corba d’autooxidacié de I'epinefrina, de
manera que en una cubeta es van barrejar 2,5 ml de tampd carbonat
Na,COs (Merck-ref. 6392)- NaHCOs (Probus-ref.2030) 50 mM pH: 10,2
més EDTA 0,1 mM (Titriplex®lll Merck-ref. 8418.0100) amb 300 pl
d’aigua bidestil-lada i 200 ul d’epinefrina 6 mM (Sigma-ref. E-4375) en
HCl 1ImM (Panreac-ref. 131.020). A les cubetes corresponents a les
dilucions de la mostra, es van substituir els 300 pl d’aigua bidestil-lada
per 300 ul de la dilucié corresponent (1:100, 1:50, 1:25, 3:50, 2:25). La
lectura es realitza cada 40 segons durant un periode de 15 minuts a 30°C

en un espectrofotometre Perkin ElImer Lambda 2 a 480 nm.

Per al calcul de la Isg es va fer una regressié lineal i logaritmica de la
representacido del percentatge d’activitat respecte als mg Hb/mL
eritrocits de cada mostra. Per coneixer quina concentracié va donar
aquesta inhibicié del 50%, es va extrapolar el 50% d’activitat a la

regressié que millor es va a justar.

Els resultats es van expressar en U/g Hb, on una U (unitat) és la quantitat
de proteina que inhibeix en un 50% la transformacié de I’epinefrina en

adenocrom.
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Taula 3. Caracteristiques tecnicoanalitiques dels biomarcadors analitzats relacionats amb 'estrés oxidatiu

Biomarcador . Principi métode ¢ Equip - Ubicacid
Mesura dels sistemes de defensa antioxidant, enzimatics o no
caT Valoracid, en gritrécits provingljts de sa‘nglamb _EDTA, de Iactivitat enzimatica de la CAT de la Perkin Elmer Laboratori .
mostra a partir de la degradacio del perdxid d'hidrogen Lambda 2 Farmacologia-FMCS
Enzimatics soD Valoracio, en eritrécits provinents de sang amb EDTA, de I'activitat enzimatica de [a SOD de la Perkin Elmer Laboratori
mostra a partir de I'oxidacid de 'epinefrina en preséncia de superoxids Lambda 2 Farmacologia-FMCS
GPx Valoracid de la desaparicid del NADPH o NADP* en eritrocits provinents de sang amb EDTA | Perkin Elmer Laboratori
plasma provinent d'heparina-liti, a partir de la reaccid amb t-butil hidroperoxid Lambda 2 Farmacologia-FMCS
Sistema Waloracio del GSH i GSSG present a eritrocits i plasma provinent d"heparina-liti, a partir de la Perkin Elmer Laboratori
o glutatio reaccio amb I'O-phtalaldehid a pH 81 12, respectivament LS50B8 Farmacologia-FMCS
No enzimatics - - -
Vitamina C Valoracio de la preséncia d'acid ascbrbic en sérum, a partir de la reduccid de Fe™* a Fe®* Blowhittaker Laboratori

Mesura de les conseqléncies de |'estrés oxidatiu

Kinetik-QCL

Farmacologia-FMCS

TBARS Valoraciét de. la susce_ptibilita\t ?Iel _plasme_l, 'prjou'lnent de sang amb EDTA, de reaccionar davant de : Perkin Elmer Laboratori .
les substancies reactives a I'acid tiobarbitdric LS50B8 Farmacologia-FMCS
Dany oxidatiu 8-1soprosta Valoracid, en plasma provinent d’heparina-liti, de la preséncia de fosfolipids oxidats a la mostra BioWhittaker Laboratori
a lipids a partir d'un immunoassaig enzimatic competitiu Kinetik-QCL Farmacologia-FMCS
LDL oxidada Valoracid, en plasma provinent de sang amb EDTA, de la preséncia de LDL oxidada a partir d'un BioWhittaker Laboratori
immunoassaig enzimatic tipus Sandwich Kinetik-QCL Farmacologia-FMCS
Dany oxidatiu  Carbonilacié Valoracid, en plasma provinent d'heparina-liti, de la preséncia de grups carbonils als residus BioWhittaker Laboratori
a proteines de proteines aminoacidics de les proteines Kinetik-QCL Farmacologia-FMCS
Dany oxidatiu % 0HdG Valoracid de la preséncia d’adductes de I'ADN en orina, a partir d’'un immunoassaig enzimatic BiowWhittaker Laboratori
al DNA competitiu Kinetik-QCL Farmacologia-FMCS

Mesura de la capacitat antioxidant del

ORAC i ORACrea

plasma
ORAC: Valoracio de la capacitat del plasma provinent d'EDTA per absorbir radicals peroxils a
partir de la disminucid de la fluoresceina sadica

Fluoroscann

Laboratori

ORACrca: Valoracio de la capacitat del plasma provinent d'EDTA, sense proteines, per absorbir Ascent Farmacologia-FMCS
radicals peroxils a partir de la disminucié de la fluoresceina sodica

ERAP Determinacid de |a capacitat antioxidant del plasma provinent d'EDTA per reduir el ferro del Perkin Elmer Laboratori
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) a pH baix Lambda 2 Farmacologia-FMCS

CAT: catalasa; SOD: superdxid dismutasa; GPx: glutatio peroxidasa; TBARS: substancies reactives a I"acid tiobarbitdric; LDL: lipoproteina de baixa densitat; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina; ORAC: de I'anglés oxygen radical absorption capacity; ORACrea: de I"anglés oxygen radical absorption capacity non protein content; FRAP: de I'anglés ferric reducing
ability of plasma; GSH: glutatid reduit; GSSG: glutatio oxidat; FMCS: Facultat Medicina i Ciéncies de |a Salut.
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2.1.1.3.- Glutatio peroxidasa (GPx)

L’activitat enzimatica de la glutatié peroxidasa tant en eritrocits com en
plasma es va determinar per duplicat, mitjancant el protocol normalitzat
de treball PNT-PG0O709-FAR.OX-T010, basat en el metode descrit per
Wheeler i col-laboradors (Wheeler, 1990).

Aguest meétode es basa en la valoracié de la desaparicié del NADPH o
NADP*. La glutatid peroxidasa utilitza el glutatié reduit (GSH) per
catalitzar la reduccié del peroxid d’hidrogen i dels hidroperoxids tot
formant glutatié oxidat (GSSG). La seva eficacia va lligada a la glutatid

reductasa (GR), la qual necessita el NADPH per reduir el GSSG.

Préviament a I'analisi, les mostres van ser diluides amb aigua destil-lada

de manera que I’hemolitzat eritrocitari va ser diluit 1:20 i el plasma 1:5.

A 24 uL de mostra es van afegir 135 pL de tamp0 fosfat potassic (KH2PO4
Panreac-ref. 131509-K,HPO,4 Probus-ref. 1461) 100 mM pH: 7,0 EDTA 1

mM (Titriplex®lll Merck-ref. 8418.0100) amb NADPH 2,25 mM (Sigma-
ref. N7505), 0,3 mL glutatié reductasa 25U/0,25 mL (glutathione
reductase from bakers yeast Sigma-ref. G3664-500UN) i 0,6 mL GSH 11,5
g/L (glutathione reduced minimum 99% Sigma-ref. G4251). Es va deixar
incubar durant 5 minuts a 37 °C. Es van afegir 18 ul de t-BuOOH 15 mM
(Sigma-ref. 458139). La lectura es va realitzar cada 60 segons durant 5

minuts a 340nm amb un autoanalitzador COBAS Mira.

L'activitat enzimatica es va determinar a partir de la desaparicié del
NADPH del medi. Els resultats es van expressar en pumol/min/g Hb en el
cas de I’hemolitzat eritrocitaria, i en pmol/ min/mg proteina en el cas

del plasma.
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2.1.1.4.- Sistema glutatio: glutatio reduit (GSH) i glutatié oxidat (GSSG)

La quantificacié del glutatid reduit (GSH) i el glutatié oxidat (GSSG) es va
realitzar per duplicat seguint el PNT-PGO709-FAR.OX-T008, basat en el
meétode de Hissin-Hilf (Hissin, 1976).

Aquest metode es basa en la reaccié del sistema glutatié amb I'O-
phtalaldehid (OPT Merck-ref. 11452). El GSH reacciona amb aquest a un
pH de 8. La mostra es va diluir 1:10 amb un tampd fosfat sodic 100 mM
(Na;HPO,4 Panreac-ref. 131679-NaH,P0, Panreac-ref. 131677) pH: 8 i
EDTA 5 mM (Titriplex®lll Merck-ref. 8418.0100). Posteriorment es va fer
una segona dilucié 1:20 de la mostra en tampd fosfat sodic a la cubeta
de reaccid, a la qual es van afegir 100 pl de OPT 1mg/mL, i es va deixar

incubar durant 15 minuts a temperatura ambient.

El glutatié oxidat també reacciona amb I’OPT, pero en aquest cas a un
pH de 12. Tenint en compte que el GSH s’oxida a pH superior a 8, la

mostra es va incubar durant 25 minuts a temperatura ambient, amb N-
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etil-maleimida 5mg/mL (NEM Merck-ref. 1308), per tal d’evitar aquesta
oxidacio. Passat aquest temps, la mostra es va diluir 1:10 amb un tampd
NaOH 0,1N ( Panreac-ref. 131687). A la cubeta de reaccio el GSSG es va
diluir de nou, a 1:20 amb el tampdé NaOH 0,1N. Posteriorment es van
afegir 100 pl de OPT 1mg/mL i es va deixar incubar durant 15 minuts a

temperatura ambient.

La fluorescencia tant del GSH com del GSSG de la mostra es va mesurar
amb un espectrofluorimetre Perkin Elmer LS50B, a longitud d’ona

d’excitacio de 350 nm i d’emissié 420 nm.
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Per calcular la quantitat de glutatid oxidat i reduit es va utilitzar una recta
patré (GSH Sigma-ref. G-4251 i GSSG Sigma-ref. G-4501), ambdues a
concentracié de 0,01 a 1,5 pug GSH o GSSG/100 pL).

Els resultats es van expressar en umol/g Hb i nmol/ml plasma.

2.1.1.5.- Vitamina C

La vitamina C es va mesurar tot emprant un test comercial d’acid
ascorbic (FRASC Assay test ref. K6701 Biovision Inc. San Francisco Bay

Area, California).

Amb aquesta técnica es quantifica la vitamina C a partir de la reduccio

del Fe3* a Fe?*a causa de a la preséncia d’antioxidants de la mostra.

Aguesta tecnica es va realitzar seguint dos processos paral-lels. Un en
gue a 100 pL de mostra es van afegir 10 uL de tincié d’acid ascorbic, i
I'altre, en qué a 100 plL de mostra es van afegir 10 uL d’ascorbat oxidasa.

Ambdds es van deixar incubar 15 minuts a temperatura ambient per tal

que l'ascorbat oxidasa eliminés tot I'ascorbat de la mostra.
Posteriorment es van afegir 100 uL de la solucié de clorur ferric i es
realitza la lectura espectrofotometrica de forma immediata a 550 nm

amb un lector de plaques (Biowhittaker Kinetic-QCL).

Per tal de poder quantificar les mostres, les absorbancies es van
referenciar amb una recta patré d’acid ascorbic, de concentracio

coneguda (de 0,01 a 10 nmol acid ascorbic/pouet).

Els resultats es van expressar en nmol acid ascorbic / mL serum.
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2.1.2.- Mesura de les conseqiiéncies de I'estrés oxidatiu

2.1.2.1.- Dany oxidatiu a lipids

2.1.2.1.1.- Mesura de les substancies reactives a [l'acid tiobarbituric

(TBARS)

La quantificacié dels TBARS es va realitzar per duplicat seguint el PNT-
PG0709-FAR.OX-T009 basat en el metode de Buege i Aust SD (Buege,
1978), amb les posteriors modificacions per fluorescéncia de Richard

(Richard, 1992).

Aquesta técnica mesura els productes de degradacié d’hidroperoxids
lipidics.

A 1 mL de mostra, diluida préeviament 1:50 amb sérum fisiologic, se li va

afegir 2 mL d’una solucié TCA-TBA-HCI: acid tricloracetic 15% (Panreac-

ref. 131067), acid tiobarbituric al 0.375% (Merck-ref. 8180) i acid

;
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clorhidric 0,25N (Probus-ref. 17750 35%). Aquesta barreja es va deixar
15 minuts en ebullicid. Després la mostra es va refredar sobre gel, per
parar la reaccid. Posteriorment, es va centrifugar a 1900 xg durant 10
minuts a 4 "Ci el sobrenedant es va recollir amb compte de no agafar el
pellet format. La fluorescéncia van ser mesurada amb un
espectrofluorimetre (Perkin Elmer LS50B) a una longitud d’ona

d’excitacio de 515 nm i d’emissié de 548 nm.

Es va utilitzar una recta patré de bis-dietilacetat malondehid (Sigma-ref.
T9889) de concentracid 0,041-0,205 uM, la qual va servir per determinar

la concentracio de la mostra.
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Els resultats es van expressar en nmols/mL plasma.

2.1.2.1.2.- 8-isoprosta

El 8-isoprosta va ser quantificat per duplicat seguint el PNT-PG0709-
FAR.OX-TO11 basat en les instruccions d’un test comercial de la casa
Cayman (Caymann Chemicals Company-ref. 516351, Ann Arbor,
Michigan, USA).

Es tracta d’'un immunoassaig enzimatic competitiu, en que el 8-isoprosta
present a la mostra competeix amb el 8-isoprosta-acetilcolinesterasa
(AchE) conjugat (8-isoprostane tracer) per un nombre limitat de llocs
d’unié d’antiserum de conill de 8-isoprosta. La intensitat del color
obtingut, mesurat espectrofotométricament a una longitud d’ona de
405 nm, és proporcional a la quantitat de 8-isoprostan tracer lligat al
pou, que és inversament proporcional a la quantitat de 8-isoprosta lliure

present en el pou durant la incubacié (8-isoprosta de la mostra).

En primer lloc, 50 pL de mostra, calibradors i controls van ser incubats a
la placa durant 18 hores. Posteriorment, es van realitzar 4 rentats a la
placa de forma manual amb la solucié de rentat. Posteriorment es van
afegir, a les fosques, 200 uL d’Ellman’s reagent. Finalment, la
quantificacié6 del 8-isprosta es va realitzar a 405 nm a un

espectrofotometre de plaques (BioWhittaker Kinetic- QCL).

Els resultats es van expressar en pg de 8-isoprosta / mL plasma.
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2.1.2.1.3.- LDL oxidada

La quantificacié de la LDL oxidada es va realitzar en placa, per duplicat,
a partir d’un test ELISA comercial de la casa Mercodia (Mercodia-ref. 10-

1158-01, Uppsala, Sweden).

Es tracta d’un immunoassaig tipus sandwich en que hi ha un anticos

especific per detectar la LDL oxidada.

Es van afegir 25 puL de mostra, control o calibrador a la placa. Un cop
incorporats es va afegir I'anticos per LDLox conjugat amb biotina. A
continuacié es va afegir 100 uL de la solucié d’avidina-HRP, i després
d’una incubacié de dues hores, es van incorporar 200 pL de la solucié de
substrat de TMB (3,3’,5,5'-tetrametilbencidina). D’aquesta manera
nomeés les mostres que contenien LDL oxidada van mostrar un canvi de
color mesurable espectrofotométricament a una longitud d’ona de 450

nm mitjangant un lector de plaques Biowhittaker Kinetic-QCL.
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La concentracié de LDL oxidada es va determinar mitjangant una recta

patré d’1.4-19 U/L de plasma.

Els resultats es van expressar en U/L de plasma.

2.1.2.2.- Dany oxidatiu a proteines

2.1.2.2.1.- Carbonilacié de proteines (DP)

La presencia de grups carbonil es va mesurar per triplicat seguint el PNT-
PG0709-FAR.OX-T014 basat en el metode descrit per Levine i
col-laboradors (Levine, 1990), amb les variacions introduides per Coto-

Montes i Hardeland (Coto-Montes, 1999).
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La introduccié de grups carbonil en els residus aminoacidics de les
proteines és un indicador de modificacié oxidativa. Aquesta técnica es
basa en la quantificacié de I'oxidacié de proteines catalitzades per

metalls.

A la mostra, diluida 1:50 amb un tampd fosfat 10 mM pH: 2,3 (NaH,PO,
Panreac-ref. 121677 - Na;HPO, Panreac-ref. 131679) amb acid
trifluoroacetic (Aldrich-ref. 302031), es van afegir els inhibidors de
proteases en les seglients quantitats: 1,7 puL Leupeptina 0,234 mM
(Sigma-ref. L2023), 0,9 uL Aprotinina 0,2 mg/mL (Sigma-ref. A6103) i, 1,5
uL Pepstatina A 0,2 mg/mL (Sigma-ref. P4265).

Aguesta tecnica es va realitzar en dos grups, “control” i “experimental”.

Als “controls” es van afegir 50 uL de HCl 2M (Probus-ref. 17750) i als
experimentals, 50 pL de 2,4-dinitrophenylhidrazina 0,2% (DNPH Aldrich-
ref. 19930) preparat en HCl 2M. Es va deixar incubar durant 1 hora amb

agitacié. Un cop passat aquest temps, es van afegir 100 uL de TCA 20%

(Panreac-ref. 131067) i es van centrifugar a 1700 xg durant 3 minuts. Un
cop centrifugats, es va descartar el sobrenedant i es van afegir 200 pL
d’etanol-etilacetat 1:1 (Panreac-ref. 121086, Panreac-ref. 161318).
Aquest procés de rentat i centrifugacié amb etanol-etilacetat es va
repetir 3 vegades per tal d’eliminar el DNPH. Per dissoldre el pellet,
finalment, es van afegir 250 uL de guanidina clorhidrat 6M (Merck-ref.
104220) i es van deixar incubar a 37 °C durant 15 minuts. La quantificacié
de grups carbonil es va realitzar espectrofotométricament a 366 nm

III

mitjancant la diferéncia del valor “control” al valor “experimental” tot
emprant un coeficient d’absorcié de 22.000 M-1 cm-1, en un

espectrofotometre de plaques (Biowhittaker Kinetic-QCL).
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Els resultats es van expressar en nmol /mg proteina.

El mateix dia, i amb la finalitat de poder referenciar els resultats amb el
contingut proteic de cada mostra, es va realitzar la quantificacié proteica
segons Bradford (Bradford, 1976). La quantificacid de proteines es va

realitzar per duplicat seguint el PNT-PG0709-FAR-OX-T015.

Aqguest metode es basa en la quantificacié de proteines mitjancant la
formacid6 d’un complex colorimetric espectrofotomeétricament
quantificable. El colorant hidrofobic (blau de Coomasie G-250) quan es
troba en un entorn hidrofobic com és el cas de I'interior de les proteines,

canvia de color marré a una tonalitat blavosa facilment mesurable.

10 pL de plasma es van diluir 1:100 amb aigua destil-lada. D’aquests es
van agafar 50 pl als quals se’ls va afegir 1,5 mL de reactiu de Bradford.
Es va deixar incubar durant 5 minuts i es va realitzar la lectura a 595 nm

en un lector de plagues (Biowhittaker Kinetic-QCL).

Per obtenir les concentracions de proteines de la mostra, s’utilitza una

recta patré d’albimina (QCA-ref. 999523) de concentracié entre 0.125-

1 mg proteina /mL solucid.

Els resultats es van expressar en g proteina/ 100mL sang.

2.1.2.3.- Dany oxidatiu a 'ADN

2.1.2.3.1.- 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG)

La preséncia de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina es va mesurar per duplicat,

seguint el metode descrit per Yin (Yin, 1995), tot emprant un test
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comercial per a orina (New 8-OHdG check ref. IM-KOGNW 050915E,

Japan Insitute for the Control of Aging, Shizouka, Japan).

Es tracta d’'un immunoassaig enzimatic competitiu, en que es basa
I’'anticos monoclonal (N45.1), el qual és altament especific pel dany a
I’ADN ja que no presenta reactivitat creuada amb els productes de

I'oxidacié del RNA.

A cada pouet de la placa es van posar 50 pL de mostra o estandard.
Posteriorment es van afegir 50 pL d’anticos primari i es van
homogeneitzaritapar amb film adhesiu durant 1 horaa 37 °C (Incubador
Denley we warm 1). Es van afegir 250 plL de solucidé de rentat a cada
pouet i de forma enérgica i per inversid, es va eixugar la placa. Aquest
rentat es va repetir 3 vegades. Es va afegir |'anticos secundari i es va
deixar incubar durant 1 hora a 37 °C (Incubador Denley we warm 1). Al
final de la incubacié, es van repetir els 3 rentats amb la solucié de rentat.
Es van afegir 100 pL de 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina i es va deixar

incubar a les fosques a temperatura ambient durant 15 minuts.

Finalment, es van afegir 100 pL de la solucid de parada. La mesura de la
8-hidroxi-2’-deoxiguanosina es va realitzar a 450 nm amb un lector de

plaques Biowhittaker Kinetic-QCL.

Per tal de poder quantificar les mostres, les absorbancies es van
referenciar amb una recta patré de 8-OHdG de concentracié coneguda

(0,5-200 ng 8-OHdG /mL).

Els resultats es van expressar en ng/mg creatinina.
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2.1.1.4.- Mesura de la capacitat antioxidant del plasma

2.1.1.4.1.- ORAC i ORACrca

El test ORAC (de I'angles oxygen radical absorption capacity) i 'ORACrca
es va realitzar per duplicat, tot seguint el protocol de treball PNT-
PG0709-FAR.OX-T012 basat en la metodologia descrita per Cao i
col-laboradors (Cao, 1993), amb les posteriors modificacions

fluorimetriques descrites per Ou i col-laboradors (Ou, 2001).

Aquest metode quantifica la capacitat antioxidant de la mostra per
atrapar radicals peroxids (ROO') formats per a la induccié del 2,2’- azobis
(2-amidinopropa) dihidroclorur (AAPH, Aldrich-ref. 44091), un potent
generador de radicals lliures, a una temperatura de 37 °C. El test ORACrca

és la quantificacio de la capacitat antioxidant del plasma no proteic.

Per poder realitzar aquesta técnica, el plasma es va diluir 1:50 en tampé

fosfat potassic 75 mM pH:7.4 (PO4H.K Panreac-ref. 121509 - POsHK

Panreac-ref. 141512).

A 20 pL de mostra o punt de recta patrd de Trolox (acid carboxilic 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametillcroma Aldrich-ref. 23881), es van afegir a la
placai a les fosques, 270 uL de fluoresceina 48 nM (Aldrich-ref. 16630)
en tampo fosfat potassic 75 mM pH:7,4. La fluorescéncia inicial es va
mesurar espectrofluorimetricament a una longitud d’ona d’excitacié de
485 nm i d’emissié de 538 nm amb un espectrofluorimetre de plaques

(Fluoroskan Ascent, Labsystems).

Posteriorment, es van afegir 10 uL d’AAPH 0,384 M (2,2'-Azo-bis(2-

amidinopropano) dihidroclorur, Aldrich-ref. 44091) en tampd fosfat
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potassic 75 mM pH: 7,4. Es va realitzar la segona lectura, durant 120
minuts, en les mateixes condicions de longitud d’ona descrites
anteriorment. Al mateix temps es va mesurar una recta patré de trolox
(acid 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic, Sigma-ref.23,881-
3) de 12,5-100 uM, que va ser utilitzada per referenciar els resultats, els

quals es van expressar en mmols de Trolox/ mL de plasma.

2.1.1.4.2.- Capacitat plasmatica per reduir el ferro (FRAP)

La quantificacié de The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP), es va
realitzar per duplicat, seguint el protocol de treball PNT-PG0709-
FAR.OX-T13, basat en el métode descrit per Benzie i Strain (Benzie,

1996).

Aquest assaig, mesura la capacitat antioxidant del plasma per reduir el
ferro del 2,4,6-tripiridil-s-triazina(TPTZ) a pH baix, i produeix un compost

blau, quantificable espectrofotométricament.

Per tal de poder realitzar aquesta determinacid, les mostres

plasmatiques es van diluir 1:2 amb aigua destil-lada.

A 50 pL de mostra o recta patrd, es va afegir 1 mL de reactiu FRAP (100
mL de tampo acetat 0,3 M (acetat sodic trihidratat Fluka-ref. 71188 en
acid acetic glacial Fluka-ref. 45726), 10 mL de TPTZ 10 mM (2,4,6-
tripiridil-s-triazina Fluka-ref. 93285 en HCl 40 mM (Panreac-ref. 131020))
i 10 mL de clorur ferric hexahidratat 20 mM (Fluka-ref. 44944), incubat
a 37 °C. Es va deixar incubar 5 minuts a temperatura ambient.
L'absorbancia es va mesurar a 593 nm amb un espectrofotometre

(Perkin Elmer Lambda 2).
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La concentracié de les mostres es va referenciar amb una recta patré de

Trolox de 0,05a1 mM.

Els valors de FRAP es van expressar en mmol de TE /mL plasma.

2.1.2.- Biomarcadors relacionats amb la inflamacio

Alataula 4 podem trobar els biomarcadors relacionats amb la inflamacié

que van ser analitzats.

2.1.2.1.- Biomarcadors del perfil lipidic

L'estudi del perfil lipidic es va realitzar al Laboratori de I'Hospital
Universitari Sant Joan de Reus amb un analitzador Beckman Coulter

SYNCHRON LX20 CX®.

Dins del que anomenem perfil lipidic trobem inclosos la mesura del

colesterol total, els triglicerids i el colesterol HDL.

El sistema SYNCHRON LX20 CX® dispensa de forma automatica els
volums apropiats de mostra i reactius, i la longitud d’ona per a cada

tecnica, i es realitzen totes a la vegada.

2.1.2.1.1.- Colesterol total

La quantificacié del colesterol total es va realitzar per duplicat,
mitjangant una reaccié a punt final (CHOL Colesterol-ref. 467825

Beckman Coulter).

El sistema SYNCHRON LX20 CX® va utilitzar per aquesta técnica una

proporcié de mostra/reactiu d’1:100.

83



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Material i métodes

Aguesta metodologia es basa en la hidrolisi dels esters de colesterol a
colesterol lliure i acids grassos per I'accié de la colesterol esterasa. El
colesterol lliure es va oxidar a coleste-3-ona i peroxid d’hidrogen per
colesterol oxidasa. La peroxidasa catalitza la reaccid del peroxid
d’hidrogen amb el 4-aminoantipirina i fenol i produeix un producte de
guinoniemina de color, mesurable a 520 nm. La quantitat de colesterol
present a la mostra és directament proporcional al compost acolorit

format.

Els resultats es van expressar en mmols/L.

3
3
b
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Taula 4. Caracteristiques tecnicoanalitigues dels biomarcadors analitzats relacionats amb la inflamacio

Biomarcador

Principi métode

Equip

Ubicacid

Biomarcadors d

el perfil lipidic
Detarminacid quantitativa en sérum del contingut en colestercl total de la mostra a partir d’'una técnica espectrofotométrica automatitzada de

E:;tlaelsterol Beckman Coulter, en la gual la colesterol esterasa, colesterol oxidasa i peroxidasa hidrolitzen el colesterel a acids grassos lliures, &sters de colesterol s:;gman Coulter Labaoratori HUS)
i acids grassos, i es forma un compost acolorit mesurable espectrofotométricament
Determinacid quantitativa en sérum del contingut en triglicérids de la mostra a partir d’una técnica espectrofotométrica automatitzada de Beckman Backman Coulter

Triglicérids Coulter, en la qual els triglicerids de la mostra sén hidrolitzats a glicerol i acids grassos lliures per I'accid de la lipasa i es forma un compost acolorit LX20 Labaratori HUS)
mesurable espectrofotométricament

Colesterol Determinacid guantitativa en sérum del contingut en triglicérids de la mostra a partir d’una técnica espectrofotométrica automatitzada de Beckman Beckman Coulter

HDL Coulter. El métode depén d'un detergent que solubilitza les particules de lipoproteines HDL i allibera el colesteral HDL perqué reaccioni amb la LX20 Labaratori HUS)
colesterol esterasa i la colesterol oxidasa en preséncia de cromogens per produir un compost acolorit, mesurable espectrofotométricament
Determinacid quantitativa en sérum de I'apolipoproteina Al per immunoturbidimetria a partir de la unid amb un anticds especific i la formacié d'un | Beckman Coulter )

Apo Al - ; . - Labaratori HUS)
complex insoluble antigen-anticds mesurable espectrofotométricament Lxl1 725
Determinacié quantitativa en sérum de I'apolipoproteina B per immunoturbidimetria a partir de la unid amb un anticos especific i la formacio d'un | Beckman Coulter

Apo B a pofipop P p P Laboratori HUS)

Biomarcadors d

hsCRP

complex insoluble antigen-anticds mesurable espectrofotométricament

‘inflamacic

Determinacié quantitativa en sérum de la proteina-C-reactiva mitjancant un assaig d'immuncturbidimetria amb particules proximes a I'infrarcig, on
un anticés especific s'uneix a la proteina-C-reactiva de la mostra, tot formant un complex térbol quantificable espectrofotométricament

Lxl 725

Beckman Coulter
Lxl 725

Laboratori HUS)

IL-6

Biomarcadors d

Determinacid quantitativa en sérum de la IL-6 mitjancant un immuncassaig de guimioluminescéncia de particules paramagnétiques, on per I'accid
d’un anticds especific anti-IL-6 s'uneix a la IL-6 de la mostra, tot causant un canvi de llum, detectable amb un luminémetre

e disfuncid endotelial

Detarminacid quantitativa en sérum de la proteina-C-reactiva mitjangant un assaig d'immunocturbidimetria amb particules proximes a l'infrarcig, on

Beckman Coulter
Lxl 725

Biowhittaker

Labaratori HUS)

Laboratori URLA de

e-selectina un anticés especific s'uneix a la proteina-C-reactiva de la mostra, tot farmant un complex térbol quantificable espectrofotométricament Kinetic-QCL la FMCS
) Detarminacid quantitativa en sérum de la sICAM-1 mitjangant un ELISA de tipus Sondwich on un anticds especific anti-sICAM-1 s'uneix a la mostra | Biowhittaker Laboratori URLA de
sICAM-1 ) o i e
tot formant un complex acolorit quantificable espectrofotoméatricament Kinetic-QCL la FMCS
Detarminacid quantitativa en sérum de la sWVCAM-1 mitjangant un ELISA de tipus Sandwich on un anticds especific anti-sICAM-1 s'uneix a la mostra | Biowhittaker Laboratori URLA de
SVCAM-1 . " L M.
tot formant un complex acolorit quantificable espectrofotométricament Kinetic-QCL la FMCS

Biomarcadors d

PAl-1

e I'activitat trombotica
Detarminacid quantitativa en plasma (citrat) de la PAI-1 mitjancant un ELISA de tipus Sandwich on un anticds especific anti-PAI-1 s'uneix a la mostra
tot formant un complex acolorit quantificable espectrofotométricament

Biowhittaker
Kinetic-QCL

Laboratori URLA de
la FMCS

HODL: high density lipoprotein; ApoAl: apolipoproteina Al; ApoB: apolipoproteina B; hsCRP: proteina-C-Reactiva d'alta especificitat;IL: interleucina; sICAM-1: soluble intercellular adhesion molecule; s\VCAM-1:
soluble vascular cell adhesion molecule; PAI-1: plasminogen activator inhibitor; ELISA: enzyme linked immunosorbent assay; HUS): Hospital Universitari Sant Joan de Reus; URLA: Unitat de Recerca en Lipids i

Arteriosclerosi;

FMCS: Facultat Medicina i Ciéncies de la Salut.
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2.1.2.1.2.- Triglicérids

La quantificacio dels triglicérids es va realitzar per duplicat, mitjancant
una reaccié a punt final (TG Triglicérids GPO-ref. 445850 Beckman

Coulter).

El sistema SYNCHRON LX20 CX® va utilitzar per aquesta técnica una

proporcié de mostra/reactiu d’1:100.

Els triglicerids de la mostra van ser hidrolitzats a glicerol i acids grassos
lliures per I'accié de la lipasa. Es va realitzar una seqiiéncia de tres
hidrolisi enzimatiques acoblades, tot emprant quinasa de glicerol,
glicerol fosfat oxidasa i peroxidasa de rave picant. Aquests van causar
I'acoblament de l'acid 3,5-diclor-2-hidroxibenzensulfuric amb la 4-
aminoantipirina i es va formar un color vermell de quinina imina,
mesurable a 520 nm. La quantitat de triglicérids presents a la mostra és

directament proporcional al compost acolorit format.

Els resultats es van expressar en mg/dL.

2.1.2.1.3.- Colesterol HDL

La quantificaci6 del colesterol HDL es va realitzar per duplicat,
mitjancant un métode directe a punt final (HDLD HDL colesterol ref.
650207 Beckman Coulter). El sistema SYNCHRON LX20 CX® va utilitzar

per aquesta técnica una proporcié de mostra/reactiu d’1:93.

El métode depén d’un detergent que solubilitza les particules de

lipoproteines HDL i allibera el colesterol HDL per a que reaccioni amb la
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colesterol esterasa i la colesterol oxidasa en presencia de cromogens per

produir color, mesurable a 560 nm.

La quantitat de colesterol HDL present a la mostra és directament
proporcional al compost acolorit format. A més, el mateix detergent
inhibeix la reaccié dels enzims de colesterol amb les lipoproteines de
baix pes molecular (LDL), les de molt baix pes molecular (VLDL) i els
quilomicrons, mitjancant I'adsorcié a les seves superficies, la qual cosa

evita resultats erronis.

Els resultats es van expressar en mmols/L.

2.1.2.2.- Apolipoproteina A-1 (ApoA1l)

L’estudi de les apolipoproteines es va realitzar al Laboratori de I'Hospital
Universitari Sant Joan de Reus amb un analitzador Beckman Coulter LxI

725 Access®.

La quantificacié de I'’ApoAl es va realitzar per duplicat, a partir d’'un

meétode immunoturbidimetric (ApoA Apolipoproteina A-1-ref. 467900

Beckman Coulter).

El sistema Access® va utilitzar per aquesta técnica una proporcid de

mostra/reactiu d’1:38.

Agquesta metodologia es basa en la combinacié de I’ApoA1 de la mostra
amb un anticos especific contra I’ApoA-1 humana, procés que causa un
increment de la dispersio de la llum. Aquesta tecnica mesura l'increment
de la dispersi6 de la llum, el qual és quantificable

espectrofotometricament a 340 nm.

Els resultats es van expressar en g/L.
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2.1.2.3.- Apolipoproteina B (ApoB)

La quantificacié de I'’ApoB es va realitzar per duplicat, a partir d’un
meétode immunoturbidimetric (ApoB Apolipoproteina B-ref. 467905

Beckman Coulter).

El sistema Access® va utilitzar per aquesta téecnica una proporcid de

mostra/reactiu d’1:11,5.

Aguesta metodologia es basa en la combinacié de I'ApoB de la mostra
amb un anticos especific contra I’ApoB humana. Es forma un complex
antigen-anticos insoluble, que causa un increment de |'absorbancia
(com a dispersié de la llum), directament proporcional a la quantitat de
complex antigen-anticos format. Aquest complex és quantificable

espectrofotométricament a 340 nm.

Els resultats es van expressar en g/L.

2.1.2.4.- Proteina C-reactiva d’alta sensibilitat (hsPCR)

La quantificacié de la hsPCR es va realitzar per duplicat a partir d’un
immunoassaig cinétic amb particules a l'infraroig proxim (CRPH-ref.

378020 Beckman Coulter).

El sistema Access® va utilitzar per aquesta tecnica una proporcié de

mostra/reactiu d’1:26.

En aquesta técnica, les particules recobertes amb I'anticos anti-CRP es
van lligar a la CRP de la mostra formant agregats insolubles que causen
terbolesa. El canvi d’absorbancia causat per a la formacié d’aquest

complex és directament proporcional a la quantitat de PCR de la mostra,

88



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Material i métodes

qguantificable espectrofotométricament a 940 nm a partir d’una corba

de calibratge predeterminada i corregida a un sol punt.

Els resultats es van expressar en pmol/L.

2.1.2.5.- Interleucina-6 (IL-6)

La quantificacid de la interleucina 6 es va realitzar per duplicat a partir
d’un immunoassaig de quimioluminescéncia de particules

paramagnetiques (IL-6-ref. A16369 Beckman Coulter).

El sistema Access® va utilitzar per aquesta técnica una proporcié de

mostra/reactiu d’1:26.

En aquest immunoassaig de tipus Sandwich es va afegeix la mostra al
recipient de reaccio junt amb les particules paramagnetiques recobertes
amb anticds monoclonal anti-IL-6 humana, i també un reactiu inhibidor

i un conjugat de fosfatasa alcalina. Després es va incubar i rentar per

3
g
b

eliminar les molécules no adherides. Es va afegir el substrat

guimioluminescent Lumi-Phos 530 i es va mesurar la llum generada per
a la reaccid, tot emprant un luminometre. La produccié de llum es

directament proporcional a la concentracié d’IL-6 de la mostra.

La quantitat d’analit es va determinar a partir d’'una corba de calibratge

de 0-1500 pg/mL de reactiu luminescent.

Els resultats van ser expressats en pmol/L.

2.1.2.6.- E-selectina

La quantificacid de la E-selectina es va realitzar per duplicat al Laboratori

de Recerca de la Unitat de Lipids i Aterosclerosis (URLA) de la Facultat
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de Medicina i Ciéncies de la Salut de Reus, tot emprant un test comercial
d’immunoanalisi tipus sandwich (Quantikine® ELISA Humans E-selectin,

R&D Systems-ref. DSLEQO).

100 plL de mostra i estandards es van incorporar i acoblar a I'anticos. Es
va deixar incubar durant 2 hores a temperatura ambient. Després d’'una
serie de rentats on es va eliminar qualsevol substancia no acoblada, es
van addicionar 200 uL d’anticos especific per a I'e-selectina, es van
deixar incubar dues hores a temperatura ambient. Després es va
realitzar una altra serie de rentats per eliminar molecules no acoblades.
Finalment, es van afegir 200 pyL de la solucié de substrat, la qual
confereix un canvi de color directament proporcional al contingut en E-
selectina de la mostra, quantificable a 450 nm (Biowhittaker Kinetic-

QCL).

Els valors de I'assaig es van obtenir de la comparacid de I'absorbancia de
la mostra amb la corba patré de E-selectina humana a diferents

concentracions 0-8 ng/mL.

Els resultats van ser expressats en ng/mL.

2.1.2.7.- sICAM-1

La quantificacié de la sSICAM-1 es va realitzar per duplicat al Laboratori
de Recerca de la Unitat de Lipids i Aterosclerosis (URLA) de la Facultat
de Medicina i Ciéncies de la Salut de Reus, tot emprant un test comercial
d’'immunoassaig tipus Sandwich (Quantikine® ELISA Human sICAM-1,
R&D Systems-ref. DCD540).
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100 plL de mostra i estandards es van incorporar i acoblar a I'anticos i es
va deixar incubar durant 1,5 hores a temperatura ambient. Després
d’una seérie de rentats, on es va eliminar qualsevol substancia no
acoblada, es van addicionar 200 uL de la solucié de substrat i es va tornar
a deixar incubar durant 30 minuts a temperatura ambient, pero a les

fosques.

La quantitat de sICAM-1 present a la mostra és directament proporcional
al complex colorimeétric format en I'addicié del substrat, quantificable a
450 nm amb un espectrofotometre de plaques (Biowhittaker Kinetic-

QCL).

Els valors de I'assaig es van obtenir de la comparacid de I'absorbancia de
la mostra amb la corba patré del sICAM humana a diferents

concentracions (0-50 ng/mL).

Els resultats van ser expressats en ng/mL.

2.1.2.8.- sVCAM-1

La quantificacié de la sVCAM-1 es va realitzar per duplicat al Laboratori
de Recerca de la Unitat de Lipids i Aterosclerosis (URLA) de la Facultat
de Medicina i Ciencies de la Salut de Reus, tot emprant un test comercial
d’'immunoassaig tipus Sandwich (Quantikine® ELISA Human sVCAM-1,
R&D Systems-ref. DVC00).

100 plL de mostra i estandards es van incorporar i acoblar a I'anticos i es
va deixar incubar durant 1,5 hores a temperatura ambient. Després
d’una serie de rentats on es va eliminar qualsevol substancia no

acoblada, es van addicionar 100 uL de la solucié de substrat i es va tornar
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a deixar incubar durant 20 minuts a temperatura ambient, perd a les

fosques.

La quantitat de sVCAM-1 present a la mostra és directament
proporcional al complex colorimeétric format en I'addicié del substrat,
qguantificable a 450 nm amb un espectrofotometre de plaques

(Biowhittaker Kinetic-QCL).

Els valors de I'assaig es van obtenir de la comparacié de I'absorbancia de
la mostra amb la corba patré6 de sVCAM-1 humana a diferents

concentracions (0-200 ng/mL).

Els resultats van ser expressats en ng/mL.

2.1.2.9.- PAI-1

La quantificacio de la PAI-1 es va realitzar per duplicat al Laboratori de
Recerca de la Unitat de Lipids i Aterosclerosis (URLA), de la Facultat de

Medicina i Ciéncies de la Salut de Reus, tot emprant un test comercial

d’immunoassaig tipus Sandwich (TECHNOZYM® PAI-1 Actibind® ELISA
Test-ref. TC16075).

25 pL de mostra i estandards es van incorporar i acoblar a I'anticos
antiPAl-1 humana, i es van deixar incubar durant 45 minuts a 37°C.
Després d’una série de rentats on es va eliminar qualsevol substancia no
acoblada, es van addicionar 100 pL de la solucié de substrat i es va tornar

a deixar incubar durant 15 minuts a temperatura ambient.

La quantitat de PAI-1 present a la mostra és directament proporcional al

complex colorimétric format en I'addicié del substrat, quantificable a
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450 nm amb un espectrofotometre de plaques (Biowhittaker Kinetic-

QCL).

Els valors de I'assaig es van obtenir de la comparacid de I'absorbancia de
la mostra amb la corba patré de PAI-1 humana activa a diferents

concentracions (0-123,7 ng/mL).

Els resultats van ser expressats en ng/mL.

2.1.3.- Biomarcadors relacionats amb el perfil ferric

Els biomarcadors relacionats amb el perfil férric son: el ferro, la
transferrinaila ferritina. A la taula 5 podem observar de forma resumida

les tecniques emprades per a mesurar-los.

3
g
s

93



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Taula 5. Caracteristiques tecnicoanalitigues dels biomarcadors analitzats relacicnats amb el perfil férric

Biomarcador | Principi métode Equip Ubicacio
Determinacid guantitativa en sérum del contingut en ferro de la mostra a partir d'una técnica espectrofotométrica automatitzada de | Beckman Coulter Laboratori
Ferro Beckman Coulter, en la qual el reactiu especific FE desprén el ferro de la transferrina i &s reduit al seu estat ferrds. Aquest s'uneix al reactiu | SYNCHRON LX20 HVC
especific Ferrocine®, tot formant un complex mesurable espectrofotométricament CX
Determinacid quantitativa en sérum del contingut en transferrina de |la mostra a partir d'una técnica turbidimétrica automatitzada de | Beckman Coulter Laboratori
Transferring | Beckman Coulter, on el reactiu especific TRFN es combina amb un anticds especific i forma un complex antigen-anticos insoluble, mesurable | SYNCHRON LX20 s
espectrofotométricament CX
Determinacid quantitativa en serum del contingut en ferritina de la mostra a partir d’una t&cnica turbidimétrica automatitzada de Beckman | Beckman Coulter Laboratari
Ferritina Coulter, on el reactiu especific FER s'acobla a les molécules de ferritina de la mostra, tot formant agregats insolubles gue causen terbolesa, | SYNCHRON Lx20 Ve

detectable mitjancant un detector

CX

HWC: Hospital Verge de la Cinta de Tortosa.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos
Material i metodes

2.1.3.1.- Ferro en sang

La quantificacié del contingut en ferro de la sang de les mostres es va
realitzar per duplicat al Laboratori de I'Hospital Verge de la Cinta de
Tortosa, amb un analitzador Beckman Coulter SYNCHRON LX20 CX® (FE-
ref.467910 Beckman Coulter).

El sistema SYNCHRON LX20 CX va utilitzar per aquesta tecnica una

proporcié de mostra/reactiu d’1:8.

Amb aquest métode, el reactiu FE s’utilitza per mesurar la concentracio
de ferro mitjancant un metode de punt final a temps fix. En la reaccio, el
ferro es despren de la transferrina en virtut de I’acid acétic, i és reduit al
seu estat ferrds per a la hidroxilamina i el tioglicat. Immediatament, I'i6

ferrés forma un complex amb el reactiu Ferro Ferrocine.

El canvi d’absorbancia causat per a la formacié d’aquest complex és

directament proporcional a la quantitat de ferro de la mostra,

guantificable espectrofotométricament a 560 nm.

Els resultats van ser expressats en pg/dL.

2.1.3.2.- Transferrina

La quantificacié del contingut de la transferrina de les mostres es va
realitzar per duplicat al Laboratori de I'Hospital Verge de la Cinta de
Tortosa, amb un analitzador Beckman Coulter SYNCHRON LX20 CX®
(TRFN-ref.467942 Beckman Coulter).

El sistema SYNCHRON LX20 CX va utilitzar per aquesta técnica una

proporcié de mostra/reactiu d’1:37,5.
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Amb aquest metode, el reactiu TRFN s’utilitza per mesurar la
concentracié de transferrina mitjangant un metode turbidimétric. En la
reaccid, el TRFN es combina amb un anticos especific i forma un complex

antigen-anticos insoluble.

El canvi d’absorbancia causat per a la formacié d’aquest complex és
directament proporcional a la quantitat de transferrina de la mostra,

guantificable espectrofotometricament a 340 nm.

Els resultats van ser expressats en mg/dL.

2.1.3.3.- Ferritina

La quantificacid del contingut en ferritina de les mostres, es va realitzar
per duplicat al Laboratori de I'Hospital Verge de la Cinta de Tortosa, amb
un analitzador Beckman Coulter SYNCHRON LX20 CX® (FER ref.447160

Beckman Coulter).

El sistema SYNCHRON LX20 CX va utilitzar per aquesta técnica una

proporcié de mostra/reactiu d’1:1.

Amb aquest metode, el reactiu FER dels sistemes immunoquimics
IMMAGE® es va utilitzar per mesurar la concentraciéd de ferritina
mitjangant un immunoassaig turbidimetric amb particules proximes a
I'infraroig. Es tracta d’una cinética d’alta sensibilitat en qué una particula
recoberta amb anti-ferritina s’acobla a les molecules de ferritina de la
mostra, tot formant agregats insolubles que causen terbolesa,

mesurable amb un detector.

La velocitat d’agregacio de les particules és directament proporcional a

la concentracio de ferritina a la mostra.
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Els resultats van ser expressats en ng/mL.

2.1.4.- Estudi del perfil lipidic mitjan¢ant ressonancia magnetica

nuclear de proté (RMN-1H)

L’estudi del perfil lipidic per ressonancia magneética nuclear (RMN-1H) es
va realitzar a la Plataforma de Metabolomica del Centre Tecnologic en
Nutriciéd i Salut (CTNS) de la Universitat Rovira i Virgili. De forma
resumida, a la taula 6 podem trobar els biomarcadors analitzats, el

principi del metode, I'equip emprat i el laboratori on s’ha realitzat.
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Taula 6. Caracteristiques tecnicoanalitiques dels biomarcadors analitzats per ressonancia magnética nuclear de protd (RMN-1H)

Biomarcador

Principi métode

Equip

Ubicacio

Perfil lipidic

Determinacié quantitativa en seérum del perfil lipidic de la mostra a partir d’'un métode espectral basat en les propietats magnétiques
del nucli d’hidrogen de les molécules que composen la mostra

Bruke Avance Il
600mHz

COS-CTNS

COS: Centre de Ciencies Omiques; CTNS: Centre Tecnoldgic de Nutricid i Salut de la Universitat Rovira i Virgili.
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2.1.4.1.- Preparacio de les mostres

La preparacié de les mostres es va realitzar al nostre laboratori a la

Facultat de Medicina.

2.1.4.1.1.- Obtencid de I'extracte lipidic per a la mesura del perfil lipidic

Per I'obtencié de I'extracte lipidic, van ser necessaris 200 plL de sérum,
als quals se’ls va afegir 3 mL d’una barreja de cloroform:metanol (2:1)
(Panreac-ref. 131252:Panreac-ref. 131091), es van homogeneitzar amb
un vortex (Heidolph Reax 2000) durant 2 minuts, i es van centrifugar a

3060 xg 10 minuts a 4 °C.

El sobrenedant es va assecar amb N, sec (evaporador Liebisch) fins la
total eliminacié del metanol. Per acabar el procés d’extraccio, les
mostres es van congelar a -20 °C, i, posteriorment es van liofilitzar

(Telstar Cryodos) durant 24 hores.

;
§
§

Les mostres van ser guardades a -80 °C fins del seu analisi.

2.1.4.2.- Ressonancia magnética nuclear de proté (RMN-1H)

L'estudi metabolomic de les mostres es va realitzar seguint la
metodologia que el grup del COS ha desenvolupat per a tal fi (Brugnara,

2012; Catalan, 2013).

La ressonancia magnetica nuclear de protd és un métode espectral basat
en les propietats magnetiques del nucli d’hidrogen. Els electrons

d’aquest nucli produeixen modificacions, molt debils, perdo mesurables,
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que permeten l'estudi detallat de I'estructura electronica de les

molecules i la seva identificacio.

Es van adquirir un conjunt d'espectres de RMN-1H per a cada mostra, i
es va registrar a 310 K en un espectrometre Bruker Avang 600 Ill a una
freqiiéncia de protons de 600,20 MHz, usant un CPTCl de 5 mm amb
gradient de criosonda de triple ressonancia (1H, 13C, 31P).

Els espectres de RMN-1H es van realitzar utilitzant la Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy (NOESY) per suprimir el pic d'aigua residual. El
moment Tl es va establir en 4us i el tm (temps de mescla) va ser de 100
ms. Es va calibrar la longitud de pols 90° per a cada mostra (Wu, 2005) i
van variar de 9,54 ms a 11,72 ms. L'amplada espectral va ser de 30 ppm,
i es van recollir un total de 64 transitoris en 64 k punts de dades per a

cada espectre.

Els espectres de macromolecules es van mesurar utilitzant un editatge
per difusié seqiieéncia de polsos amb gradients bipolar i I'esquema de

retard de corrents de Foucault longitudinal (LED).

Els espectres de RMN adquirits van ser fasejats, la linia de base va ser

corregida i es va fer referéncia al desplagament quimic del protd
anomeéric doblet de l'a-glucosa. Addicionalment es va introduir un
senyal de referéncia electronica (ERETIC) amb finalitat de quantificacio
(Silvestre, 2001).

2.1.4.3.- Identificacid i quantificacié de metabolits

La identificacid i quantificacié dels metabolits es va realitzar sobre la
literatura i les diferents bases de dades de recerca: base de dades Bioref
AMIX 3.8 de Bruker®, Chenomx NMRSuite 7.5 de Chenomx Inc i la base

de dades Metaboloma Humans (HMDB). L'area sota la corba de les
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regions identificades dins dels espectres es va integrar usant un paquet

de programari AMIX 3.8 (Bruker GmbH, Alemanya).
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3. FASE POSTANALITICA

3.1.- CARACTERITZACIO ANALITICA DE LES VARIABLES

3.1.1.- Mesures de centralitat i de forma

3.1.1.1- La distribucié normal

La distribucié normal dels biomarcadors es va valorar mitjancant el test
de normalitat de Kolmogorov-Smirnov del paquet estadistic SPSS versid

21 (IMC, Chicago, IL), per una n major a 50.

3.1.1.2.- La asimetria

La asimetria mesura la distribucid dels biomarcadors a dreta o esquerra
del valor mitja del biomarcador. Un biomarcador amb una distribucié

normal, presenta simetria, és a dir, que segueix una corba gaussiana.

Que un biomarcador tingui asimetria positiva vol dir que la majoria dels
valors obtinguts es troben a I'esquerra de la mitjana, mentre que si un
biomarcador presenta asimetria negativa, indica que la majoria de valors

obtinguts es troben a la dreta de la mitjana.

La asimetria dels biomarcadors es va calcular mitjangant el test
d’asimetria de Fisher del paquet amb el paquet estadistic SPSS versio 21
(IMC, Chicago, IL). Amb aquest calcul es van obtenir els valors del

coeficient d’asimetria i de I'error estandard de la asimetria.
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La classificacid en simeétric, asimeétric positiu o asimetric negatiu dels
biomarcadors es va realitzar tenint en compte el calcul de I'error

estandard de la asimetria.

Un biomarcador es va classificar en simetric quan el coeficient
d’asimetria era menor al doble del seu error estandard (coeficient <
(error estandard x 2)). Quan el coeficient d’asimetria és dues vegades
superior al seu error estandard, aquest es classifica en asimetria positiva

o negativa segons el signe del coeficient de la asimetria.

3.1.1.3.- La curtosi (k)

La curtosis mesura el grau d’aplanament d’una corba de distribucié de
valors. L'ideal és que aquest valor sigui baix. En una distribucié “normal”,
el biomarcador adopta una forma mesocurtica, el que vol dir que té una

distribucié gaussiana.

Que un biomarcador sigui leptocurtic vol dir que presenta una corba de

distribucié apuntalada, mentre que si és platiclirtic, presenta una

distribucié plana.

La curtosi (k) de les variables es va calcular amb el test per a la curtosi
del paquet estadistic SPSS versié 21 (IMC, Chicago, IL). Amb aquest calcul
es van obtenir els valors dels coeficients k i els valors dels errors

estandards de curtosis.

Quan el coeficient k de curtosis és menor al doble del seu error
estandard (coeficient < (2x error estandard)), s’assumeix que la
distribucié és mesocurtica (gaussiana). En cas contrari, quan el coeficient

sigui superior al doble del seu error, caldra observar el signe del
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coeficient k de curtosis per saber si és platicurtica (k < 0) o leptocurtica

(k>0).

3.1.2.- Mesures de dispersio

Per resumir les dades obtingudes d’una variable no n’hi ha prou a dir
quin és el valor més tipic o representatiu, sinéd que també cal indicar com
de junts o separats es troben els valors obtinguts del seu valor central, a
aquesta caracteristica se I'anomena dispersié. Com més llunyanes es
troben aquests del seu valor central es diu que estan més dispersos. La

dispersio equival a la desviacié o variabilitat del biomarcador.

La dispersid dels biomarcadors es va obtenir a partir de diferents
mesures: la desviacié estandard, el rang interquartil o I'antilogaritme de

la desviacié estandard.

3.1.2.1.- La desviacid estandard (DE)

La desviacié estandard és una mesura de dispersié respecte a un valor
mitja, la qual ens dona la precisi6 del biomarcador. Quan els
biomarcadors segueixen una distribucié normal, podem assumir que el
95% dels valors se situaran en un espai comprés per a la mitjana

aritmetica £ 2 vegades la desviacid estandard.

La desviacid estandard d’un biomarcador s’obté d’aplicar I'arrel
quadrada a la variancia, on la variancia és la dispersié que presenta un

biomarcador respecte al seu valor mitja.
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La desviacié estandard dels biomarcadors es va obtenir mitjancant les
eines descriptives per a una distribucié del paquet estadistic SPSS versio

21 (IMC, Chicago, IL).

3.1.2.2.- El rang interquartil

En un conjunt de dades, dividit en quatre parts iguals, el rang interquartil

és la diferencia entre el tercer i primer quartil.

Quan els valors d’'un biomarcador no es distribueixen de forma
gaussiana, el valor central ha de calcular-se mitjangant la mediana, que

representa el valor mitja.

En aquest treball, el rang interquartil es va emprar com a mesura de

dispersid d’aquells biomarcadors amb una distribucié no normal.

El rang interquartil es va obtenir mitjancant les eines descriptives per a

una distribucio del paquet estadistic SPSS versio 21 (IMC, Chicago, IL).

3.1.2.3.- L’antilogaritme de la desviacié estandard

L'antilogaritme de la desviacié estandard es va utilitzar en aquells
biomarcadors que tot i havent normalitzat les mesures a través de la
funcié logaritmica, al test de Kolomogorov-Smirnov van donar com a
resultat una distribucié no normal, tot emprant com a valor mitja la

mitjana geometrica.

L'antilogaritme de la desviacié estandard dels biomarcadors es va
calcular amb el paquet estadistic del Microsoft Office Excel 2010.

Primerament es van transformar a logaritme les dades de les variables,
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després es va calcular la mitjana aritmetica i finalment, es va aplicar la

férmula d’exponenciacié (EXP) a la mitjana.

3.1.3.- El coeficient de variabilitat com a mesura de precisio

El coeficient de variabilitat és una altra mesura de dispersié d’'un
biomarcador que representa la precisi6 del metode analitic o de la
técnica, a partir de la desviacié estandard com a percentatge de la
mitjana aritmetica. Aquesta mesura permet comparar la precisié de
diferents biomarcadors, ja que al estar expressat en percentatge, no té

en compte les unitats de mesura.

En aquest treball s’ha mesurat la precisi6 metodologica dels
biomarcadors a partir de la precisio interindividual (entre mostres) i la
precisio de les tecniques analitiques a partir de la precisid interindividual

(entre duplicats).

La precisido del metode analitic es va obtenir mitjancant la repetibilitat

interindividual. La repetibilitat interindividual és la capacitat d’un
métode a donar valors semblants en mostres diferents. Es calcula a

partir del coeficient de variabilitat interindividual de cada biomarcador.

El coeficient de variabilitat interindividual es va obtenir a partir del calcul
del quocient entre de la desviacié estandard i la mitjana aritmeética en

percentatge dels valors de les mesures dels diferents participants.

La precisio de la técnica analitica es va obtenir mitjangant la repetibilitat
intraindividual. La repetibilitat intraindividual és la capacitat d’una
técnica analitica a donar valors semblants amb la mateixa mostra. Es

calcula a partir del coeficient de variabilitat intraindividual. El coeficient
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de variabilitat intraindividual es calcula amb el quocient entre la
desviacid estandard i la mitjana aritmeética en percentatge dels valors
dels duplicats, triplicats, R?, o bé mitjancant els valors de precisié donats

pels tests comercials, de cada biomarcador.

Els coeficients de variabilitat tant intraindividual com interindividual es
van obtenir mitjancant el paquet estadistic del Microsoft Office Excel

2010.

Es van estudiar les correlacions dels biomarcadors relacionats amb el
perfil lipidic, analitzats mitjancant les técniques de rutina del laboratori
hospitalari i mitjancant la RMN-1H. Aquest calcul es va realitzar
mitjancant el paquet estadistic del Microsoft Office Excel 2010 amb un

nivell de significacioé a < 0,05.

3.1.4.- Diferéncies entre grup d’edat i sexes

Es va analitzar si hi havia diferéencies significatives entre grups d’edat

mitjancant el test ANOVA per a biomarcadors amb una distribucié
normal, o el test de Kruskall Wallis per biomarcadors amb una distribucié

no normal.

També es va analitzar si hi havia diferéncies significatives entre sexes
mitjancant el test T-Student per a biomarcadors amb una distribucié
normal, mentre que per a aquells biomarcadors amb una distribucié no
normal les diferéncies entre sexes es van analitzar mitjangant la prova U

de Mann-Whintney.

Tots aquests tests es van realitzar amb el paquet estadistic SPSS versié

21 (IMC, Chicago, IL) amb un nivell de significacio a < 0,05.
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3.1.5.- Limits o intervals de confianca

Els limits o intervals de confiancga son el rang de valors en que nosaltres

confiem que esdevindran totes les mesures realitzades (Altman, 1991).

L'interval de confianga permet presentar un resultat acompanyant-lo
) , . _ f

d’un marge d’error amb un limit superior i un limit inferior. Es tracta

d’estimar dos valors puntuals, els extrems superior i inferior, on es

trobaran e 95% de les mesures.

Per calcular els intervals de confianca habitualment es fa servir I'error
estandard que correspon a la incertesa del biomarcador respecte a la

seva mitjana poblacional (Carrasco, 1995).

Establir I'interval de confianga dels biomarcadors té com a objectiu el

d’establir el rang de normalitat dels biomarcadors.

En aquest treball es van establir els limits o intervals de confianga, per

una probabilitat del 95% mitjangant el paquet estadistic SPSS versié 21

(IMC, Chicago, IL).

3.2.- VALORACIO DEL GRAU DE QUALITAT ANALITICA

3.2.1.- El coeficient de variabilitat relatiu (CVR)

El CVR és el coeficient de variabilitat relatiu. Va ser descrit per Tonks al
1958. Aquest parametre mesura la correlacid entre la variacio biologica

i la variaci6 analitica (Terrés-Speziale 2006).

El CVR és una eina qualitativa menys estricta per avaluar el grau de

qualitat de qualsevol biomarcador de laboratori.
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El coeficient de variabilitat relatiu es va calcular mitjangant la formula

(Esteve, 2010):
CVR=CVi/CVa
On:

CVR= coeficient de variabilitat relatiu

CVa= coeficient de variabilitat interindividual, el CV del metode
analitic

CVi= coeficient de variabilitat intraindividual, el CV de la técnica

analitica

En métodes ben controlats aquest coeficient ha de ser sempre inferior a
1. Quan aquest valor és superior a 1 significa que la técnica analitica
emprada per a la mesura del biomarcador no es prou precisa, amb lo
qual, caldria revisar si és la tecnica adequada o si hi ha hagut algun

problema durant I'analisi.

3
g
s

A la taula 7 trobem els rangs emprats en la classificacié dels biomarcador

segons dos nivells d’exigéncia menys (CVR |) o més (CVR Il) estrictes

(Terrés-Speziale, 2006).

Els criteris de classificacid es defineixen en funcid de la diferencia entre
la variabilitat analitica i la biologica. Com més petit és el coeficient de
variabilitat relatiu, millor és aquesta relacid, i per tant, millor qualitat
presenta. De manera que els biomarcadors que presenten millor qualitat
analitica sén aquells classificats dins del grup six sigma amb un CVR

inferior a 0,17 o inferior a 0,04, segons si es menys o més estricte.
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El segilient nivell de qualitat equivalent al nivell desitjable, és I'obtingut
amb el criteri Aspen, amb un CVR d’entre 0,17 a 0,49 per al nivell menys

estricte i d’'un 0,04 a 0,11 per al nivell més estricte.

Per ultim, el nivell de classificacié segons Tonks equivaldria als minims
de qualitat per aquest parametre. En aquest grup trobarem aquells
biomarcadors amb un CVR inferior a 1 per a un nivell menys estricte,

mentre que per al nivell més estricte el CVR és inferior a 0,25.

Taula 7. Criteris de classificacié dels biomarcadors en funcié del CVR

Criteri: MENYS ESTRICTE MES ESTRICTE
six sigma <0,17 <0,04
Aspen 0,17-0,49 0,04-0,11
Tonks 0,5-0,99 0,125-0,24
No compleix 21 20,25

CVR: coeficient de variabilitat relatiu en percentatge

3.2.2.- Els graus de qualitat (GQ)

El grau de qualitat analitica (GQ) dels biomarcadors analitzats als
laboratoris de I'Hospital Verge de la Cinta de Tortosa i de I'Hospital
Universitari Sant Joan de Reus es va establir seguint la classificacié
adoptada per a la Societat Espanyola de Bioquimica Clinica i Patologia
Molecular (SEQC) (Garcia-Lario, 2001). Les analisi a nivell hospitalari

segueixen un procediment de control en que s’estableixen tres
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categories de qualitat segons els errors analitics comesos: minim,

desitjable i optim (taula 8).

El grau de qualitat analitica es va establir a partir del calcul de I'error

aleatori, I'error sistematic i I'error total analitic per a cada biomarcador.

3
g
s
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Taula 8. Classificacid dels diferents graus de qualitat analitica, en funcié dels errors analitics

GQ Minim

Imprecisid <0.75CVi

Error sistematic <0.375 (CV;2 + CV,2)12

Error total analitic <k x0.75CVi+ 0.375 (CVi + CV,2)1/2

Imprecisio <0.5CV;

Error sistematic <0.25 (CV2 + CV,2)12

Error total analitic <kx0.5CV; +0.25 (CVi2 + CV,2)1/2
GQ Optim

Imprecisio <0.25CV;

Error sistematic <0.125 (CV;2 + CV,2)12

Error total analitic <k x0.25CV; + 0.125 (CV + CV,2)12

GQ: grau de qualitat; CVi: coeficient variabilitat intraindividual; CVa: coeficient variabilitat

analitic; k: factor de cobertura = 1,65. Extreta i adaptada de Garcia-Lario, 2001.
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3.2.1.- L’error aleatori (EA)

Un error aleatori és un error que no es pot predir en cap mesura, ja que

és causat per factors que no podem controlar.

En l'analisi repetitiu d’'una mateixa magnitud, es proporciona una
poblacié de dades que segueix una distribucid normal. Atés que la
distribucié normal és asimptotica a ambdds costats de la mitjana, la
dispersid de les dades i, per tant, I’error podria anar des de menys infinit

a infinit, el que pot incrementar la inexactitud.

L’error aleatori no afecta el resultat final, ja que es un error constant que

sempre es produeix.

La utilitat del calcul d’aquest error rau en la necessitat de fer-ho per
obtenir I'error total analitic, per tant, I'error aleatori es va calcular
mitjangant el producte del valor del coeficient de variabilitat analitic en
percentatge (CVa) de cada biomarcador, pel valor t. El valor t és un factor

gue delimita I'error aleatori a una probabilitat per considerar un nivell

de confianga, en el nostre cas, del 95% de la poblacié de dades. Aquest

valor és d’1,65.

3.2.2.- L’error sistematic (ES)

L’error sistematic correspon a I'error permanent i present en tots els
resultats d’una magnitud analitica. L'error sistematic prové de les
diferéncies d’'un métode analitic amb el seu metode de referéncia, aixi
com de les diferéncies produides en el sistema analitic del laboratori
(instrument, reactius, calibradors, etc.), respecte d’altres laboratoris que

fan servir les mateixes metodologies.
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L'error sistematic del nostre laboratori es va calcular a partir de la
mitjana aritmetica de les diferéncies entre el valor obtingut a cada
mesura i el valor mitja de cada biomarcador, en terme absolut, i,

expressat en percentatge.

ES= 100 x (valor obtingut — valor mitja)/mitja)

3.2.3.- L’error total analitic (ETa)

L’error total analitic (ETa) correspon a I'error total maxim d’una mesura.
Es la combinacié de I'error sistematic i I’error aleatori en una mesura

guantitativa.

Coneixer I'error total analitic serveix per poder classificar els resultats de
variabilitat dels biomarcadors estudiats en els diferents graus de qualitat

analitica.

L’error total analitic dels biomarcadors analitzats es va calcular segons la

férmula:
Eta =EA + ES
On:

O ES és I'error sistematic
O EA és l'error aleatori
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3.2.4.- Estudi de la correlacio entre el CVR i V'ETa

Per tal d’observar la correlacid entre els diferents parametres indicadors
de qualitat, es va establir la correlacid de Pearson entre el CVR amb
I’error total analitic mitjancant el paquet estadistic del Microsoft Office

Excel 2010 amb un nivell de significacié de a < 0,05.
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1.FASE PREANALITICA

1.1.- Seleccid de participants

Per a la seleccid de participants es van establir criteris d’inclusio i
d’exclusié. A la figura 14, mitjangant un flow-chart es representa el
procés d’eleccid dels candidats a participar en I'estudi seguit les

especificacions de les guies CONSORT 2010.

Dels 117 aspirants inicials a participar a I'estudi, 35 van ser exclosos
durant la preseleccid, per diferents motius (hipertensio arterial, IMC
superior a 30 kg/m?, preséncia d’anémia o presa d’algun farmac o
complex vitaminic). Dels 82 voluntaris inclosos, es va descartar un altre
participant, ja que no se li va poder extreure sang. Per tant, finalment
van entrar a I'estudi 81 participants, 34 dels quals formen part del grup
d’edat de 18 a 39 anys, 22 del grup d’edat de 40 a 55 anys i, finalment,
25 del grup d’entre 56 i 75 anys.
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Candidats a
participar
n=117

Exclosos n= 35
No compliment criteris
k d’inclusio

Inclosos
n= 82

Exclosos n=1
No obtencié de mostra

N

=
Analitzats

n=81
46 dones / 35 homes

! , ,

18-39 anys 40-55 anys 56-75 anys

n=34 n= 22 n= 25
18 dones 12 dones 16 dones
16 homes 10 homes 9 homes

Figura 14. Diagrama d’eleccio de participants.

1.2.- Caracteristiques dels participants: voluntaris sans

Per poder dir que un biomarcador reflecteix de forma rapida els canvis
durant tractaments o intervencions terapeutiques hem de saber quin és
el comportament que presenten en persones sanes; €s per aix0 que
aquest estudi es basa en I'analisi de diferents biomarcadors sobre

persones sanes.

Per saber si complien aquest requisit, es van avaluar les caracteristiques
antropometriques de la poblacio, es va realitzar una analitica bioquimica
basica i es van avaluar els habits d’estil de vida saludable mitjan¢ant un

gliestionari d’activitat fisica.
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Les caracteristiques antropometriques dels participants es poden

observar a la taula 9.

A les files trobem les dades de I'al¢ada, el pes, I'index de massa corporal
i el perimetre de la cintura. Primer en el total de la poblacié estudiada, i
després classificat segons sexes. A les columnes trobem la poblacié
agrupada segons rangs d’edat, amb la distincié entre homes i dones, i a
I"Gltima columna, trobem el total. Les dades estan expressades amb la
mitjana i la desviacié estandard. En aquesta taula també trobarem les
diferéncies significatives per als biomarcadors antropometrics entre

sexes i grups d’edat.

L'alcada i el pes es van mesurar per obtenir I'index de massa corporal
(IMC), com a biomarcador de referéncia del sobrepes i I'obesitat. En
aquest cas, 'OMS estableix la seglient classificacié (WHO | Obesity:

preventing and managing the global epidemic, 2015).

Infrapés per a IMC =/< 18,5 kg/m?.

Normopés per a IMC entre 18,5 i 24,9 kg/m?.
Sobrepeés per a IMC entre 25 i 29,9 kg/m?.
Obesitat tipus | per a IMC entre 30 i 34,9 kg/m?2.
Obesitat tipus Il per a IMC entre 35 39,9 kg/m?.

< < < < < <

Obesitat tipus Ill o severa, per a IMC =/> 40 kg/m?.

Si ens fixem en el total dels participants, el valor mitja de I'lMC és de
24,43 £3,86 kg/m?, fet que significa que en general els participants es

troben dins del grup de normopés.

Si observem aquesta dada per grups d’edat, observem que el grup

d’edat d’entre 40 a 55 anys, tant homes com dones, presenten sobrepés.
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En el cas del perimetre de la cintura, 'OMS estableix que un perimetre
superior a 94 cm en homes i 80 cm en dones sén indicadors de risc
d’obesitat. Si observem aquesta dada en el total, 84,13 + 12,91 cm, els
participants no presenten obesitat, pero, al separar-los per sexes,
s’observa que els homes d’edat d’entre 40 i 55 i de 56 a 75 anys,
excedeixen aquest limit, que seria un indicador de la preséencia
d’obesitat. El mateix passa amb les dones en els mateixos grups d’edat,

en que es sobrepassa el limit de 80 cm de perimetre de la cintura.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Taula 9. Caracteristiques antropomeétriques de la poblacié estudiada

GRUP EDAT TOTAL
18 a 39 anys 40 a 55 anys 56 a 75 anys 18-75 anys
Caracteristica Mitjana + DE Mitjana *= DE |Mitjana + DE Mitjana + DE
TOTAL
N=34 N=22 N=25 N=81
Algada (m) 1,68 * 0,09 165 = 01 1,61 £ 0,09 1,63 £ 0,21
Pes (kg) 67,13 + 12,04 71,95 + 11,9 64,6 + 11,05 66,83 + 14
IMC (kg/m?) 23,69 * 2,86 26,18 + 2,58 24,87 * 2,13 24,43 + 3,86
P. cintura 82,38 + 8,92 88,34 + 8,75| 86,17 + 8,17 84,13 + 12,9
DONES
N=18 dones N=12 dones N=16 dones N=46 dones
Algada (m) 1,62 + 0,05 1,6 + 0,08| 1,55b + 0,04 1,59 + 0,06
Pes (kg) 60,75 * 8,94 63,48 + 3,26 59,33¢ * 5,93 60,97 * 6,87
IMC (kg/m?2) 23,23 + 2,89 25,04 + 2,03| 24,64 + 2,06 24,19 + 2,49
P. cintura 79,76 * 9,52 83,29 + 7,51 83,2 + 6,19 81,88 + 7,98
HOMES
N= 16 homes N= 10 homes N=9 homes N= 35 homes
Algada (m) 1,75 + 0,05 1,73 + 0,07 1,71 * 0,08 1,73 £ 0,07
Pes (Kg) 74,31 + 11,16 82,122 + 10,2| 73,96@ + 12,11 76,452 + 11,4
IMC (Kg/m?) 242 + 2,83|27,542b + 2,59| 2527 + 2,32 25,43 + 2,94
P. cintura 85,332 + 7,41 94,42t + 59 91,442 + 8,91 89,49 + 8,27

IMC: index de massa corporal; P. cintura: perimetre de la cintura; DE: desviacié estandard; a: p<0,05
respecte les dones; b: p<0,05 respecte al grup de 18 a 39 anys; c: p<0,05 respecte al grup de 40 a 55
anys.
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Es va avaluar si hi havia diferéncies antropometriques entre els
participants, segons sexes i grup d’edat, les quals es poden observar a la

taula 9.

Aixi doncs trobem que, en dones, 'alcada és significativament major en
el grup d’entre 18 a 39 anys i el de 56 a 75 anys, mentre que el grup que
presenta menor pes és el grup d’entre 56 a 75 anys, seguit pel grup
d’entre 18 a 39 anys, i per ultim, el grup d’entre 40 a 55 anys, que és el
gue presenta un major pes. En el cas de I'[MC, trobem que el grup 18 a
39 anys presenta un IMC inferior al grup d’edat d’entre 40 a 55 anys i del
56 a 75 anys.

En el cas dels homes, hi ha diferéncies significatives amb I'lMC i el
perimetre de la cintura entre els grups 18 a 39i40 a 55 anys, sent el grup
d’edat d’entre 18 a 39 anys el que presenta uns valors menors tant per

I'IMC com pel perimetre de la cintura.

En el grup d’edat de 18 a 39 anys, hi ha diferéncies entre homes i dones
en 'alcada, el pes i el perimetre de la cintura. En el grup d’edat de 40 a
55 anys, hi ha diferéncies entre homes i dones en tots quatre
biomarcadors antropometrics, mentre que en el grup d’edat de 56 a 75
anys hi ha diferéncies entre homes i dones en algada, pes, i perimetre de

la cintura.

Pel que fa a la bioquimica basica dels participants, a la taula 10 es poden
observar els resultats del perfil lipidic, la pressid arterial, glucosa,
hematocrit i parametres d’inflamacié com la proteina-C-reactiva (PCR) i
la velocitat de sedimentacié globular (VSG), expressats amb la mitjana i

la desviacié estandard.
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En el cas del perfil lipidic (colesterol total, colesterol HDL i triglicérids),
els participants del nostre estudi es troben dins dels marges de
normalitat establerts segons el laboratori de I’'Hospital Universitari Sant

Joan de Reus.

En el cas dels biomarcadors de pressié arterial, seguit les recomanacions
de 'OMS, el limit per a la pressid sistolica és <140mmHg i per a la
diastolica €£90mmHg, si observem la taula 10, tots els voluntaris

complien aquest criteri de salut.

En el cas dels valors obtinguts en els biomarcadors hematologics:
hemoglobina (12-16 g/dL), hematocrit (36-45%) i ferro seric (11-306

ug/L), els resultats obtinguts es troben dins dels rangs de normalitat.

Els valors ideals dels biomarcadors de la PCR i la VSG han de ser inferiors
a 10. Tots els voluntaris que participaren en aquest estudi es trobaven

dins dels valors normals del laboratori.

L’OMS recomana per els adults d’entre 18 i 64 anys activitat fisica de 150
minuts a la setmana d’activitat fisica aerobica d’intensitat moderada, o
bé un minim de 75 minuts a la setmana d’activitat fisica aerobica

vigorosa (World Health Organization, 2010).

Com podem observar a la taula 11, tots els participants realitzaven
activitat fisica d’intensitat moderada (entre 3-6 MET). Es va analitzar si
hi havia diferencies significatives entre sexes segons el grup d’edat, i dins
de cada sexe, entre grups d’edat. Es van observar diferéencies
significatives entre homes i dones al grup d’edat d’entre 18 a 39 anys,

essent majoritari en homes.
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Per grups d’edat, dins dones, no s’han observat diferéncies significatives,
mentre que en els homes, existeixen diferencies significatives en la
intensitat de I'activitat fisica entre el grup d’edat de 18 a 39 anys amb
els grups d’edat de 40 a 55 i de 56 a 75 anys, essent el grup d’homes
joves els voluntaris que realitzaven activitat fisica d’intensitat més
elevada, que correspon a aquelles activitats que requereixen un esforg
intens, com per exemple jugar a futbol, basquet, hoquei, natacid,

alpinisme, running, balls de salé.
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Taula 10. Bioquimica basica dels participants

GRUPS D’EDAT TOTAL
18 a 39 anys (N=34) 40a 55 anys 56275 anys 18-75 anys (N=81)
18 dones/16 (N=22) (N=25) 46 dones/ 35
12 dones/10 16 dones/ 9
homes homes
homes homes
UNITATS Mitjana DE Mitjana DE | Mitjana DE Mitjana DE

TOTAL
tC:t'aeISterol mmol/L 427 0,59 5,31 0,83 575 0,78 4,8 1,7
E‘;’fsmro' mmol/L 1,29 0,35 1,29 0,24 1,50 0,47 1,36 038
Triglicerids ~ mg/dL 0,83 0,46 1,04 0,60 097 0,58 093 054
Pressid
arterial mmHg 119,76 933 | 12400 12,86 @ 126552 8,09 | 123,00 10,37
sistolica
Pressid
arterial mmHg 75,01 855 80,91 801 7864 723| 77,73 830
diastolica
Glucosa mmol/L 4,71 0,38 508 0,63 512 0,37 493 049
Insulina pmol/L 4503 14,50 . 41,08 18,09 | 37,34 1634 | 4158 16,23
Creatinina 69,29 13,82 7405 1413 | 6792 11,80 | 70,16 13,38
::m°g'°b' mg/dL 14,24 1,22 1414 1,42 1402 093 | 1414 1,19
Hematocrit % 41,95 329 | 41,47 440 4084 2,89 | 41,48 3,50
Ferroséric  pg/dL 82,41 40,88 8572 2695 83,13 2607 | 8353 33,03
VSG 1,13 1,60 1,80 1,05 117 0,72 1,32 1,28
ProteinaC 4,28 0,59 531 0,83 576 0,78 502 0,97
reactiva

DONES
?21;“”0' mmol/L 4,40 0,52 5,33 0,76 608 0,74 522 0,98
E‘;Le“em' mmol/L 1,45 0,38 1,41 022 165 0,39 151 036
ES'LE“E“" mmol/L 109,42 20,57 | 128,29 27,67 | 13529 5511 | 123,34 38,65
Triglicérids ~ mg/dL 59,79 2291 69,49 29,03 . 6679 3527 | 6476 2891
Pressid
arterial mmHg 114,28 6,43 1168 12,32 12431 841 | 11843 9,81
sistolica
Pressid
arterial mmHg 74,33 9,82 77,67 8,91 76,75 7,27 76,04 8,69
diastolica
Glucosa mmol/L 4,61 0,35 4,93 0,58 5,05 0,35 4,85 0,46
Insulina pmol/L 4516 17,59 . 36,80 20,17 | 3596 11,72 | 39,78 16,77
Creatinina 60,11 601 6377 948 60,63 667 | 6124 727
:aemog"’b' mg/dL 13,44 075 13,13 068 13,49 065 | 1338 0,70
Hematocrit % 39,76 209 3843 2,12 3930 1,9 | 3925 2,09
Ferroséric  pg/dL 70,22 3939 8525 22,58 . 7473 17,09 | 7573 29,28
VSG 11,22 9,13 7,75 501 9,00 840 954 7,95
ProteinaC 1 6,60 0,14 437 0,75 416 065 441 091
Reactiva

Continua a la pagina seguient
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Taula 10. Continuacié

GRUPS D’EDAT TOTAL
18a39anys (N=3a)  10355anys 56a75anys 18-75 anys (N=81)
18 dones/16 (N=22) (N=25) 46 dones/ 35
12 dones/10 16 dones/ 9
homes homes
homes homes
UNITATS Mitjana DE Mitjana DE Mitjana DE Mitjana DE
HOMES

gglzlsterd mmol/L 4,15 0,66 5,29 0,95 52 0,49 474 0,89
E‘I’)'f“em' mmol/L 1,11 0,18 1,17 0,19 124 052 1,16 0,29
E;'LeStem' mmol/L 100,90 20,95 @ 136,89 36,33 130,53 12,39 | 11881 29,37
Triglicerids ~ mg/dL 86,95 50,67 | 93,63 6021 | 114,72 64,37 96,00 56,57
Pressio
arterial mmHg 125,94 823 | 132,60 706 | 130,44 604 | 12900 7,77
sistolica
Pressid
arterial mmHg 75,78 7,10 | 84,80 4,66 82,00 6,14 7996 7,28
diastolica
Glucosa mmol/L 4,83 0,39 5,27 0,65 523 0,39 505 0,51
Insulina pmol/L 44,38 10,59 . 46,22 14,59 39,79 23,08 | 43,95 1542
Creatinina 79,63 12,81 | 86,40 674 80,89 619 81,89 10,10
::m°g'°b' mg/dL 15,15 1,00 i 1535 1,001 149 053 1516 092
Hematocrit % 45,14 3,52 | 45,14 3,52 | 43,58 2,12 4440 2,75
Ferroséric  pg/dL 96,16 3923 . 8630 32,72 97,11 33,02 93,57 35,23
VSG 3,88 3,42 5,80 7,71 500 2,87 471 485
ProteinaC o1 5,30 1,18 414 0,38 448 1,04 448 0,92
Reactiva

Arterial: arterial; VSG: velocitat de sedimentacid globular; DE: desviacié estandard
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Resultats i discussio

Taula 11. Grau d'activitat fisica de la poblacié estudiada

GRUP EDAT TOTAL
18 a 39 anys 40 a 55 anys 56 a 75 anys 18-75 anys
Caracteristica Mitjana + DE | Mitjana + DE | Mitjana + DE | Mitjana * DE
TOTAL
N=34 N=22 N=25 N=81
IT (MET) 565 *+ 1,10 534 £ 0,9 534 + 0,80 547 + 0,96
DONES
N=18 dones | N=12 dones N=16 dones N=46 dones
IT (MET) 51 + 08 549 = 0,9 4,43 + 1 534 + 0,88
HOMES
N=16 homes | N=10homes N=9 homes N= 35 homes
IT (MET) 621 + 1,1 517° + 0,9 5,18 + 04 564 + 1,04

IT: intensitat total; MET: equivalent de taxa metabolica. Equival a 3,5 mL d’O; per kg de pes
corporal i per minut; a: p<0,05 respecte a les dones; b: p<0,05 respecte al grup de 18 a 39
anys; c: p<0,05 respecte al grup de 40 a 55 anys.
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2.- FASE POSTANALITICA: TRACTAMENT DE DADES

2.1.- Caracteritzacio dels biomarcadors

2.1.1.- La distribucio dels biomarcadors

La distribucié dels biomarcadors es va obtenir mitjancant el test de
normalitat de Kolmogorov-Smirnov (K-S), el test d’asimetria i el test de
la curtosi, amb els seus corresponents errors, amb una probabilitat del

95%.
Els resultats obtinguts els trobarem a les Taules de la 12 a la 15.

En taronja s’observen aquells biomarcadors que presenten una
distribucié normal; en blau aquells que presenten simetria; i en verd

aquells que presenten mesocurtosi.

Que un biomarcador presenti una distribucid6 normal, simetria i
mesocurtosi significa que requerira un nombre menor de mesures per
trobar diferencies significatives entre grups, que un biomarcador amb

una distribucié no normal, asimetria i no mesocurtosi.

2.1.1.1- Test de normalitat, asimetria i curtosi dels biomarcadors

relacionats amb I’estrés oxidatiu

Com es pot observar a la taula 12, el glutatié reduit, el glutatié oxidat
eritrocitari, la vitamina C, 'ORAC i I'ORACqca, presenten una distribucio
normal. En paral-lel, la catalasa, la SOD, la glutatié peroxidasa
eritrocitaria i plasmatica, el glutatid reduit plasmatic, el glutatié oxidat

plasmatic, els TBARS, el 8-isoprosta, el LDLox, els grups carbonils, la 8-
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OHdG i el FRAP, sén els biomarcadors relacionats amb I’estrés oxidatiu

gue presenten una distribucié no normal.

Pel que fa al test de la asimetria, trobem que el glutatié reduit
eritrocitari, el glutatid oxidat plasmatic, la vitamina C i el FRAP sén
simeétrics, mentre que la resta presenten asimetria positiva, que significa

gue hi ha més valors a la dreta de la mitjana.

En el cas de la curtosi, observem que el glutatié oxidat eritrocitari, la
vitamina C, el LDLox, la 8-OHdG, I'ORACrca i el FRAP presenten
mesocurtosi. De la resta de biomarcadors cal dir que gairebé tots
presenten una distribucié leptocurtica, que significa que la majoria dels
valors d’aquests biomarcadors estan molt a prop de la mitjana. Cal
destacar el resultat del valor de la curtosi del glutatié reduit plasmatic,
amb un valor de 41, que indica que la forma que pren la corba de
distribucié és molt apuntada. Per ultim, el glutatié oxidat plasmatic
presenta una distribucio platicirtica, la qual cosa indica que els valors

del biomarcador sén molt dispersos i formen una corba molt aplanada.

De forma global, podem dir que, des del punt de vista de distribucié de
resultats, la vitamina C és el millor biomarcador, ja que és I'Unic que

presenta una distribucié normal, forma simeétrica i mesocurtosi.
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Taula 12. Distribucio dels biomarcadors relacionats amb |’estrés oxidatiu

DISTRIBUCIO DE DADES

Biomarcador Fluid Tesst K- Simetria * E.ST |Curtosis £ E.ST
Mesura dels sistemes de defensa antioxidant enzimatics o no
CAT (mmol/min/g Hb) ER | 0,022 1,285 + 0,267 | 5194 + 0,529
SOD (U/g Hb) ER | 0,002 1,154 + 0,267 | 1,680 = 0,529
Gpxe (U/g Hb) ER | <0,001 | 1,256 + 0,267 | 1,338 + 0,529
GPxp (U/L) PL | <0,001 | 1,867 + 0272 | 4614 + 0,538
GSHe (umol/g Hb) ER | 0,200 | 0,266 *+ 0,269 | 1,269 + 0,532
GSSGe (umol/g Hb) ER | 0,200 | 0,593 + 0,269 | -0,133 + 0,532
GSHp (nmol/mL) PL | <0,001 | 5641 + 0,272 | 41,90 + 0,538
GSSGp (nmol/mL) PL | <0,001 | 0,022 % 0,271} -1,151 + 0,535
Vitamina C (nmol/ml) SE 0,200 0,220 + 0,279 | -0,325 + 0,552
Mesura de les conseqliéncies de I'estres oxidatiu
TBARS (nmol/mL) PL | 0,002 1,519 + 0,267 | 3,699 + 0,529
8-Isoprosta (pg/mL) PL | <0,001 | 4,227 + 0,267 | 18916 * 0,529
LDLox (U/L) PL | 0,030 | 0,952 + 0,269 | 0,999 + 0,532
Grups carbonils (nmol/mg prot) PL | <0,001 | 1,428 + 0,269 | 2,124 + 0,532
8-OHdG (ng/mg creatinina) O |<0,001| 0615 + 0,267 | -1,032 + 0,529
Mesura de la capacitat antioxidant del plasma
ORAC (umolTE/ml) PL 0,050 1,011 + 0,269 | 5,516 + 0,532
ORACtca (umolTE/ml) PL 0,200 -0,834 + 0,269 | 1,771 + 0,532
FRAP (umol TE/mL) PL 0,037 0,351 * 0,267 | -0,558 + 0,529

CAT: catalasa; SOD: enzim superoxid dismutasa; GPxe: enzim glutatio peroxidasa eritrocitaria; GPxp:
enzim glutatio peroxidasa plasmatic; GSHe: glutatio reduit eritrocitari; GSSGe: glutatié oxidat
eritrocitari; GSHp: glutatié reduit plasmatic; GSSGp: glutatid oxidat plasmatic; TBARS: substancies
reactives a |'acid tiobarbituric; LDLox: lipoproteina baixa densitat oxidada; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-
deoxyguanosina; ORAC: capacitat antioxidant del plasma; ORACTCA: capacitat antioxidant del plasma
desproteinitzat; FRAP: capacitat reductora del ferro en plasma; ER: eritrocit PL: plasma; SE: serum; O:
orina; Test K-S: Test normalitat de Kolmogorv-Smirnov significacié asimptotica (2 cues); E.ST: error
estandard. P valor < 0,05. Biomarcador amb una distribucié normal. Biomarcador simetric. Biomarcador
mesocurtic.
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2.1.1.2.- Test de normalitat, asimetria i curtosi dels biomarcadors

relacionats amb la inflamacié

Dels biomarcadors relacionats amb la inflamacié, com podem veure a la
taula 13, I'Apo B, I'e-selectina i la sICAM-1 presenten una distribucio
normal, mentre que el colesterol total, els triglicérids, el c-HDL, I’Apo A1,
la hsPCR, la IL-6, la sVCAM-1 i la PAI-1, presenten una distribucié no

normal.

En el test de la asimetria, trobem que el colesterol total, ’'Apo B i I'e-
selectina presenten simetria, mentre que la resta de biomarcadors

menys la sSICAM-1, presenten asimetria positiva.

Pel que fa al test de la curtosi, trobem que el colesterol total, I'’Apo A1,
I’Apo B, I'e-selectina i la sVCAM-1, presenten mesocurtosi. Com podem
observar a la taula 18, destaguem que, en el cas de la hsPCR i la IL-6,
amb uns valors de curtosi elevats (de 20,56 i 16,51, respectivament), la

corba de distribucié és molt apuntada.

D’aquesta série de biomarcadors, en referéncia als resultats de
distribucié, podem dir que les millors opcions per determinar la
inflamacié serien I’Apo B i I'e-selectina, ja que sén els dos biomarcadors
que presenten la millor distribucié de resultats en tots tres tests de

distribucio.
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Taula 13. Distribucio dels biomarcadors a relacionats amb la inflamacio

DISTRIBUCIO DE DADES

Biomarcador Fluid | Test K-S | Simetria + E.ST | Curtosis + E.ST
Biomarcadors del perfil lipidic
Colesterol total (mmol/L) SE 0,030 0,210 + 0,267 | -0,983 + 0,529
Triglicérids (mmol/L) SE | <0,001 1,838 + 0,267 3,550 + 0,529
Colesterol HDL (mmol/L) SE 0,046 0,836 + 0,267 1,085 + 0,529
Apo A1l (g/L) SE 0,012 0,623 + 0,267 0,429 + 0,529
Apo B (g/L) SE 0,050 0,140 + 0,267 | -0,881 + 0,529
Biomarcadors d'inflamacié
hsPCR (mg/L) SE | <0,001 | 3,731 + 0,285 20,56 + 0,56
IL-6 (pg/mL) SE | <0,001 | 3,750 * 0,267 16,51 + 0,53
Biomarcadors de disfuncié endotelial
e-selectina (ng/mL) PL 0,200 0,414 + 0,269 0,182 + 0,532
sICAM-1 (ng/mL) PL 0,200 -0,546 + 0,267 1,553 + 0,529
sVCAM-1 (ng/mL) PL 0,010 0,872 + 0,267 0,884 + 0,529
Biomarcadors de I'activitat trombotica
PAI-1 (ng/mL) PL ‘ <0,001 ‘ 1,293 + 0,267 | 1,410 + 0,529

Colesterol HDL: colesterol d'alta densitat; Apo Al: apolipoproteina Al; Apo B: apolipoproteina B;
hsPCR: proteina-C- reactiva d'alta sensibilitat; IL-6: interleucina 6; sICAM-1: molécula soluble
d'adhesié intracel-lular-1; sVCAM-1: molécula d'adhesié de cel-lules vasculars-1; PAI-1: inhibidor de
I'activador del plasminogen-1; SE: serum; PL: plasma; Test K-S: Test normalitat de Kolmogorv-Smirnov
significacié asimptotica (2 cues); E.ST: error estandard. P valor < 0,05. Biomarcador amb una
distribucié normal. Biomarcador simeétric. Biomarcador mesocurtic.
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2.1.1.3.- Test de normalitat, asimetria i curtosi dels biomarcadors

relacionats amb el perfil ferric

A la taula 14 trobem els resultats dels tests de distribucié de dades dels
biomarcadors relacionats amb el perfil férric, dels quals veiem que

només la transferrina presenta una distribucié normal.

En el cas del test de la asimetria, val a dir que cap dels tres biomarcadors

no presenta simetria, essent per a tots tres asimetria positiva.

Pel que fa a la curtosi, la transferrina és |"Unic que presenta mesocurtosi,

mentre que el ferro i la ferritina presenten una distribucié leptocurtica.

De forma global, des del punt de vista de distribucio de resultats, trobem
gue cap dels biomarcadors no serien la millor opcid, ja que, com que no
presenten una distribucié normal, forma simétrica i mesocurtosi, es

requerira una n elevada per poder realitzar estudis d’intervencié.

Taula 14. Distribucié dels biomarcadors relacionats amb el perfil ferric

DISTRIBUCIO DE DADES

Biomarcador Fluid Tesst K- Simetria + E.ST |Curtosis + E.ST
Ferro (ug/dL) SE | 0,020 0,757 + 0,269 1,242 + 0,532
Transferrina (mg/dL) SE 0,081 0,670 + 0,269 0,263 + 0,532
Ferritina (ng/nL) SE | <0,001| 1,691 <+ 0,269 2,453 + 0,532

SE: serum; Test K-S: Test normalitat de Kolmogorv-Smirnov significacié asimptotica (2
cues); E.ST: error estandard. P valor < 0,05. Biomarcador amb una distribucié normal.
Biomarcador simetric. Biomarcador mesocurtic.
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2.1.1.4.- Test de normalitat, asimetria i curtosi dels biomarcadors

analitzats per RMN-1H

A la taula 15, dins dels biomarcadors identificats per ressonancia
magnetica nuclear de protd, trobem que el colesterol total, el colesterol
esterificat, el LDLC3-8, el HDL3-9, 3-10 i 3-11 presenten una distribucié
normal, mentre que el colesterol lliure, el VLDLC3-5, el VLDLC3-6, el

VLDL-IDLC3-7 i el HDLC3-12 presenten una distribucié no normal.

En el cas del test de la asimetria, el colesterol total, el colesterol lliure,
el colesterol esterificat, el VLDLC3-5, el LDLC3-8, el HDL3-9, 3-10i 3-11
presenten simetria, mentre que el VLDLC3-6, el VLDL-IDLC3-7 i el HDLC3-

12 presenten asimetria positiva.

Pel que fa al test de la curtosi, tots els biomarcadors menys el VLDLC3-5
i el HDLC3-12 presenten mesocurtosi. D’aquests dos, el VLDLC3-5
presenta una distribucid platicurtica, mentre que el HDLC3-12 ofereix

una distribucid leptocurtica.

De forma global, des del punt de vista de distribucio de resultats trobem
que tant el colesterol total, el colesterol esterificat, el LDLC3-8, el HDL3-
9, 3-10 i 3-11 serien els millors biomarcadors, ja que presenten una

distribucié normal, forma simétrica i mesocurtosi.
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Taula 15. Distribucié dels biomarcadors analitzats amb RMN-1H

DISTRIBUCIO DE DADES

Biomarcador Fluid Tes;c K| simetria + E.ST |Curtosis + E.ST
Perfil lipidic
Colesterol total SE 0,070 0,540 + 0,271 | -0,159 + 0,535
Colesterol lliure SE | 0,014 | -0,125 + 0,271 | 0,490 + 0,535
Colesterol esterificat SE 0,103 0,531 + 0,271 | -0,099 + 0,535
VLDLC3-5 SE 0,005 0,259 + 0,271 | -1,080 * 0,535
VLDLC3-6 SE 0,008 0,775 + 0,271 1,049 + 0,535
VLDL-IDLC3-7 SE |<0,001| 0,929 + 0,271 0,625 + 0,535
LDLC3-8 SE 0,936 | -0,159 + 0,271 | -0,166 + 0,535
HDLC3-9 SE 0,598 0,014 + 0,271 | -0,271 + 0,535
HDLC3-10 SE 0,361 0,462 = 0,271 0,237 £ 0,535
HDLC3-11 SE 0,395 | -0,246 + 0,271 | -0,370 + 0,535
HDLC3-12 SE |[<0,001 | 1,062 <+ 0,271 1,375 + 0,535

VLDL: lipoproteina de molt baixa densitat; IDL: lipoproteina de densitat intermedia; LDL:
lipoproteina de baixa densitat; HDL: lipoproteina d'alta densitat; SE: sérum; Test K-S: Test
normalitat de Kolmogorv-Smirnov significacié asimptotica (2 cues); E.ST: error estandard.
P valor < 0,05. Biomarcador amb una distribucié normal. Biomarcador amb simetria.
Biomarcador mesocurtic.
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2.1.2.- La precisio dels biomarcadors

La precisio dels biomarcadors és va obtenir a partir de les mesures de

dispersid i de la repetibilitat interindividual i intraindividual.

Com a mesures de dispersid trobarem la mitjana £ DE en aquells

biomarcadors amb una distribucié normal.

En aquells biomarcadors on la distribuci6 de mesures va ser
normalitzada a partir de la funcié logaritmica, les mesures de dispersid

son la mediana £ rang interquartil.

Per ultim, aquells biomarcadors que tot i haver normalitzat la distribucié
de mesures, mitjancant la funcié logaritmica, la seva distribucié seguia
sent no normal, la dispersid de les dades esta representada mitjangant

la mitjana geométrica + I'antilogaritme de la desviacié estandard.

Per jutjar si una variable és més dispersa que una altra, seria erroni
comparar directament la desviacié tipica d’ambdues, ja que aquestes
contemplen les unitats de mesura i no sén les mateixes en tots els
biomarcadors; per aix0, per comparar la precisio de diverses variables es
fa servir el coeficient de variacié analitic, expressat en percentatge

(CVa).

Amb el coeficient de variabilitat analitic (CVa) representem la precisio

del metode analitic.

El coeficient de variabilitat intraindividual (CVi) representa la precisié de

la tecnica analitica.

S’han obtingut els intervals de confianga amb una probabilitat del 95%,

fet que indica que entre els limits inferior i superior trobarem el 95% de
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les mesures de cada biomarcador. Aquest parametre ens serveix per
poder establir els rangs de normalitat dels biomarcadors estudiats, per

tenir grups control per a futurs estudis.

La precisié dels biomarcadors estudiats es pot observar a les Taules de

lal6alal9.

2.1.2.1.- La dispersio, la repetibilitat i I'interval de confianga dels

biomarcadors relacionats amb I’estrés oxidatiu

Dels biomarcadors relacionats amb I’estres oxidatiu, observem a la taula
16 que el biomarcador que presenta una millor repetibilitat
intraindividual és la vitamina C, amb una variabilitat de 0,970%, mentre
qgue els TBARS presenten la major variabilitat de la técnica, amb un

12,87% de CVi.

Historicament el nostre grup ha acceptat un 10% de repetibilitat
intraindividual a les nostres mesures (CVi). Considerem per a una
repetibilitat major és necessaria la repeticid de I'analitica, pero en el cas
dels TBARS aquest rang de tolerancia es veu incrementat per a la
metodologia que es fa servir, ja que els TBARS mesuren de forma global

els productes de degradacié d’hidroperoxids.

De la resta de biomarcadors podem veure que la CAT, la SOD, la GPxe,
GSHe, GSSGp, els grups carbonils, i el FRAP, presenten una variabilitat
inferior al 5%, mentre que la GPxp, el GSSGe, el GSHp, el 8-isoprosta, la
LDLox, la 8-OHdG, 'ORAC i I'ORACca, presenten una variabilitat d’entre
el 5i el 10%.
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En el cas de la repetibilitat interindividual (CVa), trobem que la CAT és el
biomarcador que presenta una millor precisi6 metodologica, amb un
19,71% de CVa, seguida del FRAP amb un 20,72%. En aquest cas, el 8-
isoprosta és el biomarcador que presenta una major variabilitat

analitica, amb un 155,4% de CVa.

De la resta de biomarcadors podem veure que la CAT, la SOD, la GPxe, la
GPxp, el GSHe, el GSSGe, el GSSGp, els TBARS, 'ORAc i I'ORACtca,
presenten una variabilitat inferior al 50%, mentre que el GSHp, la
vitamina C, la LDLox, els grups carbonils i la 8-oHdG presenten una

variabilitat de més del 50% en el CVa.

Per tal de poder identificar si aquesta elevada variabilitat metodologica
prové del sexe o de I'edat, es van analitzar les diferencies entre sexes i

grups d’edat.

Es van observar diferéncies significatives entre sexes en el FRAP, la SOD,
el GSHe i I'ORACtca (figura 15). També es van observar diferencies
significatives entre grups d’edat en el FRAP i el GSHp, on el grup d’edat
de 56 a 75 anys presenta diferencies significatives amb el grup d’edat
d’entre 18 i 39 anys, i en aquest Ultim és més quantitatiu (figura 16). Cal
destacar que el GSHp del grup 18-39 anys és gairebé el doble que en el
grup d’edat major, de 56 a 75 anys. Pel que fa a la GPxe, 'ORAC i el GSHe,
els grups d’edat d’entre 40 i 55 anys i 56 i 75 anys sén diferents respecte
del grup d’edat d’entre 18 i 39 anys; la GPxe presenta gairebé el doble
de quantitat que els altres grups d’edat. El GSSGp, el LDLox i la 8-OHdG,
en els grups d’edat 40-55 anys i 56-75 anys son significativament
diferents del grup d’edat d’entre 18 i 39 anys. Per al GSSGp i el LDLox, és

guantitativament major en el grup de 56 a 75 anys. En el grup de 56 a 75
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anys la 8-OHdG és quantitativament molt menor que en el grup 18-39
anys. En el cas del 8-isoprosta, en el grup d’edat de 40 a 55 anys aquest
biomarcador és sis vegades més present que en el grup jove de 18 a 39

anys.
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Taula 16. Valors de la dispersio, repetibilitat i I'interval de confianga dels biomarcadors relacionats

amb I'estres oxidatiu

Precisid Interval de
— — confianga
Mesures dispersio | . Rep.etll?ll.ltat . Rep.etll?ll.ltat 95%
interindividual | intraindividual
Biomarcador Fluid | Mitjana % DE CVa CVi L.l L.S
Mesura dels sistemes de defensa antioxidant enzimatics o no
CAT (mmol/min/gHb)> ER | 237,6 ¢ 45,50 19,71 1,830 228,4 253,1
SOD (U/g Hb)b** ER 1750 + 567,2 31,43 1,460 1679 2002
Gpxe (U/g Hb)c ER | 79,32 + 1,483 45,16 3,680 79,10 100,8
GPxp (U/L)° PL | 151,7 £ 52,89 32,21 5,140 146,2 169,1
GSHe (umol/g Hb) ER | 4,083 £ 1,325 25,89 3,270 3,871 4,345
GSSGe (umol/g Hb) ER | 0,630 + 0,243 40,60 6,780 0,564 0,676
GSHp (nmol/mL)c PL | 6,498 * 2,207 93,14 8,200 6,690 10,25
GSSGp (nmol/mL)c PL | 29,07 = 1,335 27,45 4,370 28,40 32,12
Vitamina C SE | 3092 + 1665 57,62 0,970 2654 353,0
(nmol/ml)**
Mesura de les conseqtiéncies de I’estrés oxidatiu
TBARS (nmol/mL)® PL 1,016 t 0,245 22,94 12,87 0,966 1,069
8-Isoprosta (pg/mL)P PL 2,550 + 5,930 155,4 5,680 3,490 8,420
LDLox (U/L)b PL 62,97 + 70,03 50,00 6,670 72,33 95,89
Grups carbonils PL | 0,639 + 0,547 62,65 3,940 0,647 0,897
(nmol/mg prot)b
8-OHdG (ng/mg 0 |4508 + 91,70 84,11 5,750 4528 69,98
creatinina)b
Mesura de la capacitat antioxidant del plasma
ORAC (umolTE/ml) PL 23,56 1,572 39,06 6,710 23,47 27,94
ORACrca PL | 1,000 + 0,291 33,14 6,070 0,988 1,145
(umolTE/ml)
FRAP (umol TE/mL)>  PL | 0,485 + 0,176 20,72 4,200 0,485 0,541

CAT: catalasa; SOD: enzim superoxid dismutasa; GPxe: enzim glutatié peroxidasa eritrocitaria; GPxp:
enzim glutatid peroxidasa plasmatic; GSHe: glutatio reduit eritrocitari; GSSGe: glutatié oxidat

eritrocitari; GSHp: glutatié reduit plasmatic; GSSGp: glutatié oxidat plasmatic; TBARS: substancies
reactives a I'acid tiobarbituric; LDLox: lipoproteina baixa densitat oxidada; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-

deoxyguanosina; ORAC: capacitat antioxidant del plasma; ORACTCA: capacitat antioxidant del plasma
desproteinitzat; FRAP: capacitat reductora del ferro en plasma; ER: eritrocit PL: plasma; SE: serum; O:

orina; b: mediana * rang interquartil; <: mitjana geometrica * antilogaritme desviacié estandard;

**. Biomarcadors dels quals es disposen els valors del R de la recta; CVa: coeficient de variacié analitic
en percentatge; CVi: coeficient variabilitat intraindividual L.I: limit inferior; L.S: limit superior;
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Biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu que presenten diferéncies significatives entre sexes
p valor < 0,05
1975
0,591 4,270 1,193
0,453
1739 1,010
p 0,001 p=0,040 p = 0,006
FRAP (umol TE/mL) 50D (U/g Hb) GSHe (umol/g Hb) ORACTCA (pmolTE/ml)
EDONA ~ HOME

Figura 15. Grafics dels biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu que presenten
diferéncies significatives entre sexes. P valor < 0,05. FRAP: capacitat reductora del ferro
en plasma; SOD: enzim superoxid dismutasa; GSHe: glutatié reduit eritrocitari;

ORACTCA: capacitat antioxidant del plasma desproteinitzat.

143



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos
Resultats i discussio

Biomarcadors relacionats amb ['estrés oxidatiu que presenten diferéncies significatives
entre grups d'edat
p valor < 0,05

0,567
121,1 30,01
0,480
0,446
23,15 23,38
I i | I
a

FRAP (umol TE/mL) Gpxe (U/g Hb) ORAC {umolTE/ml)
9,416
4488 4489
7813 37.65
3,611 - 3441
a
5.289 22,54
GSHe (umol/g Hb) GSHp (nmol/mL) G5SGp (nmol/mL)
128,3 93,66
11,69
105,9
a
a
6,949
47,43 36,55
a
1,831 13,76
LDLox (U/L) 8-Isoprosta (pg/mL) 8-OHdG (ng/mg creatinina)

W G1: 18-39 anys 52: 40-55 anys
M G3: 56-75 anys

Figura 16. Grafics dels biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu que presenten
diferéncies significatives entre grups d’edat. P valor< 0,05. FRAP: capacitat reductora del
ferro en plasma; GPxe: glutatié peroxidasa eritrocitaria; ORAC: capacitat antioxidant del
plasma; GSHe: glutatié reduit eritrocitari; GSHp: glutatid reduit plasmatic; GSSGp:
glutatié oxidat plasmatic; LDLox: lipoproteina de baixa densitat oxidada; 8-OHdG: 8-
hidroxi-2'-deoxiguanosina; G1: grup edat 18 a 39; G2: grup d’edat 40 a 55 anys; G3: grup
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d’edat de 56 a 75 anys; p<0,05 respecte al grup d’edat de 18 a 39 anys; b: p<0,05 respecte
al grup d’edat de 40 a 56 anys.

2.1.2.2.- La dispersid, la repetibilitat i I'interval de confianga dels

biomarcadors relacionats amb la inflamacié

Dels biomarcadors relacionats amb la inflamacié observem a la taula 17,
que els que presenten una millor repetibilitat intraindividual sén el
colesterol total, els triglicerids i el colesterol HDL, amb un 3% de CVi
cadascun. En aquest cas, la sSICAM-1 és el biomarcador que presenta una

menor repetibilitat, del 8,82% de CVi.

La PAI-1 presenta una variabilitat técnica del 4% de CVi, mentre que la
resta de biomarcadors (Apo A1, Apo B, hsPCR, IL-6, e-selectina, sVCAM-

1) presenten una variabilitat d’entre el 5 i el 10% de CVi.

En el cas de la repetibilitat interindividual, trobem que I’Apo Al és el
biomarcador que presenta una millor precisi6 metodologica, amb un
13,64% de CVa, seguida del colesterol total amb un 19,25% de CVa. En
aquest cas, la IL-6 és el biomarcador que presenta una major variabilitat

analitica, amb un 109,0% de CVa.

De la resta de biomarcadors podem observar que els triglicérids, I’Apo
B, I'e-selecitna, la sICAM-1 i la sVCAM-1 presenten una variabilitat
inferior al 50%, mentre que el colesterol HDL, la hsPCR i la PAI-1

presenten una variabilitat de més del 50% en el CVa.

Com en els anteriors biomarcadors, es va analitzar si aquesta elevada
variabilitat metodologica podia ser deguda a diferéncies entre sexes i

grups d’edat.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

S’ha trobat que per a I’Apo Al, el colesterol total, els triglicérids i el
colesterol HDL, si que hi ha diferéncies significatives entre sexes (figura

17).

Taula 17. Valors de la dispersié i I'interval de confianga dels biomarcadors relacionats amb la

inflamacié
Precisio Interval de
Mesures de Repetibilitat Repetibilitat cor;fsli/nga
dispersié interindividual | intraindividual ?
Biomarcador Fluid | Mitjana + DE CVa CVi L.l L.S
Biomarcadors del perfil lipidic
Colesterol total SE | 4870 + 0,940 19,25 3,00 4,630 5,630
(mmol/L)b*
Triglicerids SE | 1,325 + 0,298 28,00 3,00 1,240 1,404
(mmol/L)2*
Colesterol HDL SE | 0,740 £ 0,455 58,20 3,00 0,760 1,000
(mmol/L)b*
Apo Al (g/L)b* SE | 1,580 + 0,190 13,64 5,00 1,530 1,630
Apo B (g/L) * SE | 0,890 + 0,200 23,71 5,00 0,830 0,940
Biomarcadors d'inflamacio
hsPCR (mg/L)b * SE | 1,100 * 1,210 96,82 5,00 1,030 1,750
IL-6 (pg/mL)b* SE | 2,030 * 1,510 109,0 5,10 2,070 3,780
Biomarcadors de disfuncié endotelial
e-selectina (ng/mL) PL 25,15 + 7,500 31,80 6,21 23,18 27,12
sICAM-1 (ng/mL) PL 188,9 + 41,10 23,34 8,82 178,0 199,7
sVCAM-1 (ng/mL)P PL 557,0 + 205,4 24,65 6,64 545,3 621,8
Biomarcador de I'activitat trombotica
PAI-1 (ng/mL)P PL 13,14 + 11,22 68,20 4,04 13,60 18,43

colesterol HDL: colesterol d'alta densitat; Apo Al: apolipoproteina Al; Apo B: apolipoproteina B;
hsCRP: proteina-C-reactiva d'alta sensibilitat; IL-6: interleucina 6; sICAM-1: molécula soluble
d'adhesié intracel-lular-1; sVCAM-1: molecula d'adhesio de cél-lules vasculars-1; PAI-1: inhibidor
de I'activador del plasminogen-1; SE: sérum; PL: plasma; *: mediana # rang interquartil; ¢: mitjana
geometrica + antilogaritme desviacio estandard; *: Biomarcadors hospitalaris dels quals es disposa
del valor dels CVi dels kits comercials; SE: seérum; PL: plasma; %CV: coeficient de variacié en
percentatge; L.I: limit inferior; L.S: limit superior; CVi: coeficient de variacié intraindividual en
percentatge
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Pel que fa a les diferéncies entre grups d’edat, trobem que, quant al
colesterol total i a I’Apo B els grups d’edat d’entre 40 a 55 i 56 a 75 anys
presenten diferencies significatives amb el grup d’edat d’entre 18 a 39

anys (figura 18).

Biomarcadors relacionats amb la inflamaci6 que presenten diferéncies significatives entre sexes
p valor < 0,05
5,088 1,437 0,942
1,650 !
1,178
1,492 4,631 0.840
p<0,001 p =0,025 p <0,001 p=0,02
Apo Al (g/L) Colesterol total (mmol/L) Triglicérids (mmol/L) Colesterol HDL (mmol/L)
mDONA ~ HOME

Figura 17. Biomarcadors relacionats amb la inflamacié que presenten diferéncies entre sexes.

Biomarcadors relacionats amb la inflamacio que presenten diferéncies
significatives entre grups d'edat
p valor < 0,05

5,335 5,507

0,996 1,002

4263 8

0,764

Colesterol total (mmol/L) ApoB (g/L)

B G1:1839%anys G2: 40-55 anys

® G3:56-75 anys
e

Figura 18. Biomarcadors relacionats amb la inflamacié que presenten diferencies entre
grups d’edat. G1: grup d’edat de 18 a 39; G2: grup d’edat de 40 a 55 anys; G3: grup d’edat
e 56 a 75 anys; p<0,05 respecte al grup d’edat de 18 a 39 anys; b: p<0,05 respecte al grup
d’edat de 40-56 anys.
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2.1.2.3.- La dispersio, la repetibilitat i I'interval de confianca dels

biomarcadors relacionats amb el perfil ferric

Dels biomarcadors relacionats amb el perfil férric trobem que, com
indica la taula 18, el ferro és el biomarcador que presenta una millor
repetibilitat intraindividual (repetibilitat técnica), amb un 2,5% de CVi.

La transferrina i la ferritina, presenten un CVi del 5%.

En el cas de la repetibilitat metodologica, trobem que el biomarcador
gue presenta una menor variabilitat és la transferrina, amb un 17,11%

de CVa, mentre que la ferritina té un CVa de 99,57%, el més elevat.

A la figura 19 podem observar les diferéncies significatives entre sexes
del ferro i la ferritina. Val la pena remarcar la gran diferencia entre
homes i dones, les quals presenten gairebé tres vegades menys

quantitat de ferritina en sang que els homes.

De la mateixa manera, si observem les diferéncies entre grups d’edat a
la figura 20 podem veure que la transferrina és més present en el grup
d’edat de 40 a 55 anys, i constaten diferéncies significatives amb el grup

d’edat d’entre 56 a 75 anys.
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Taula 18. Valors de la dispersid, la repetibilitat i I'interval de confianga dels

biomarcadors relacionats amb el perfil ferric

Resultats i discussio

Precisié Interval
— — confianga
Mesures de Repetibilitat Repetibilitat 95%
dispersid interindividual | intraindividual
Biomarcador Fluid | Mitjana + DE CVa CVi L.l L.S
Biomarcadors del perfil ferric
Ferro (ug/dL)* SE 82,45 + 35,50 39,34 2,50 74,17 90,72
Transferrina
+
(ma/dL) * SE 297,4 + 52,52 17,11 5,00 283,6 311,2
Ferritina SE | 3435 + 77,90 99,57 5,00 49,43 81,11
(ng/nL)o*

b: mediana * rang interquartil; ¢: mitjana geomeétrica + antilogaritme desviacié estandard; *:
Biomarcadors dels quals no es disposen de duplicats. S'han emprat els CVi dels kits comercials;
SE: serum; DE: desviacié estandard ; CVa: coeficient de variacié analitic en percentatge; CVi:
coeficient de variabilitat intraindividual; L.I: limit inferior; L.S: limit superior.

Biomarcadors relacionats amb el perfil féerric que
presenten diferéncies significatives entre sexes
p valor < 0,05

m DONA

89,20 104,1
77,33 35,87
p =0,016 p<0,001
Ferro (pg/dL) Ferritina (ng/nL)

HOME

Figura 19. Biomarcadors relacionats amb el perfil férric que presenten diferéncies entre

sexes.
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Biomarcadors relacionats amb el perfil
ferric que presenten diferéncies
significatives entre grups d'edat

p valor < 0,05

3214

304,1

266,4

Transferrina (mg/dL)
m G1:18-33anys mG2:40-55anys m G3:56-75 anys

Figura 20. Biomarcadors relacionats amb el perfil férric que
presenten diferéncies entre grups d’edat. G1: grup d’edat de 18 a 39;
G2: grup d’edat de 40 a 55 anys; G3: grup d’edat de 56 a 75 anys;
p<0,05 respecte al grup d’edat de 18 a 39 anys; b: p<0,05 respecte al
grup d’edat de 40 a 56 anys.

2.1.2.4.- La dispersid, la repetibilitat i I'interval de confianga dels

biomarcadors analitzats per RMN-1H

A la taula 19 trobem els valors de repetibilitat intraindividual i

interindividual dels biomarcadors analitzats mitjangant aquesta técnica.

En tots els casos, la repetibilitat intraindividual és del 2,5%. Aquest valor

de repetibilitat ens el dona el laboratori del CTNS.
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En el cas de la repetibilitat interindividual, observem que els
biomarcadors que presenten una menor variabilitat son el HDLC3-10, el
LDLC3-8, el HDLC-39 i el HDLC3-11, tots amb un CVa al voltant del 15%.
El colesterol lliure i els triglicerids sén els que presenten una major

variabilitat, amb un 45,74% i 42,23% de CVa, respectivament.

Si observem les diferéncies entre sexes, a la figura 21 apareix que el
VLDLC3-5, el VLDLC3-6, el VLDL-IDLC3-7, el LDLC3-8 i el HDLC3-9

presenten diferéncies estadisticament significatives.

Per grups d’edat, observem, a la figura 22, que el colesterol total i el
colesterol  esterificat presenten  diferéncies  estadisticament
significatives entre els grups d’edat de 18 a 39 anys, i els grups d’edat 40
a55i56a75anys.
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Taula 19. Valors de la dispersid, la repetibilitat i I'interval de confianga dels biomarcadors analitzats amb

RMN-1H
Precisid
Interval
. .. | Repetibilitat Repetibilitat | confianca 95%
Mesures de dispersio interindividual | intraindividual ‘
Biomarcador l—;ldu Mitjana * DE CVa CVi L.l L.S

Perfil lipidic
Colesterol total b* SE 5320 + 1,870 27,45 2,50 5,115 5,879
Colesterol lliure ¢ * SE 0,584 + 1,873 45,74 2,50 0,623 0,783
Colesterol esterificat b * SE 3,910 + 1,339 26,83 2,50 3,716 4,268
VLDLC3-52%* SE 0,092 + 0,032 36,65 2,50 0,083 0,100
VLDLC3-62 * SE 0,126 + 0,029 24,31 2,50 0,118 0,134
VLDL-IDLC3-7 b* SE 0,146 + 0,028 16,58 2,50 0,144 0,159
LDLC3-82* SE 0,165 + 0,024 15,47 2,50 0,159 0,172
HDLC3-9 a* SE 0,159 + 0,024 15,96 2,50 0,152 0,165
HDLC3-102* SE 0,117 + 0,017 14,44 2,50 0,112 0,121
HDLC3-112 * SE| 0126 + 0,020 15,37 2,50 0,121 0,132
HDLC3-12b* SE 0,055 + 0,032 32,88 2,50 0,054 0,066
Trigliceridsa * SE | 1,647 + 0,722 42,23 2,50 1,457 1,837

VLDL: lipoproteina de molt baixa densitat; IDL: lipoproteina de densitat intermedia; LDL: lipoproteina de
baixa densitat; HDL: lipoproteina d'alta densitat; b: mediana + rang interquartil; ¢: mitjana geomeétrica +
antilogaritme desviacié estandard; *: Biomarcadors dels quals no es disposen de valors dels duplicats.
s'ha emprat el valor del coeficient de variabilitat intraindividual aportat pel CTNS; SE: serum; DE:
desviacié estandard; CVa: coeficient de variabilitat interindividual en percentatge; CVi: coeficient
variabilitat intraindividual en percentatge; L.I: limit inferior; L.S: limit superior
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Biomarcador analitzats per RMN-1H que presenten diferéncies significatives entre sexes
p valor < 0,05
0,170
0,103 0,135 0,165
0,083

mDONA

0,119 HOME
p < 0,001 I b= 0,008 I
VLDLC3-5 VLDLC3-6 LDLC3-8 HDLC3-9

Figura 21. Biomarcadors analitzats per RMN-1H que presenten diferéncies significatives entre sexes.

Biomarcadors analitzats per RMN-1H que presenten diferéncies
significatives entre grups d'edat
p valor < 0,05

6,359 6,155 4,594 4,406

a a
4,613 3,399
m G1: 18-39 anys
G2: 40-55 anys
m G3:56-75 anys

Colesterol total Colesterol esterificat

Figura 22. Biomarcadors analitzats per RMN-1H que presenten diferéncies significatives
entre grups d’edat; G1: grups d’ edat 18 a 39; G2: grup d’edat 40 a 55 anys; G3: grup d’edat
56 a 75 anys; p<0,05 respecte al grup d’edat de 18 a 39 anys; b: p<0,05 respecte al grup
d’edat de 40 a 56 anys.

153



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

Taula 20. Correlacions del perfil lipidic analitzat mitjangant técniques de

rutina i mitjangant RMN-1H

Tecniques de rutina

Colesterol Colesterol
Total HDL Triglicérids
R? p R? p R? p
Colesterol total |0,692 <0,001
HDLC3-9 0,672 <0,001
HDLC3-10 0,328 0,003
RMN-1H
HDLC3-11 0,407 <0,001
HDLC3-12 0,127 0,266
Triglicérids 0,556 <0,001

HDLC: colesterol HDL (lipoproteina d’alta densitat); p valor <0,05

Es van estudiar si hi havia correlacions entre els biomarcadors del perfil

lipidic analitzats mitjancant les técniques de rutina del laboratori i

mitjancant la RMN-1H. Com es pot observar a la taula 20 existeixen

correlacions estadisticament significatives tant en la determinacié del

colesterol, com en la dels triglicerids. En el cas del colesterol HDL,

correlacionen totes les particules menys el HDLC3-12. Aquestes

correlacions demostren que no es necessari I’Us de tecniques analitiques

més sensibles com la RMN-1H, per analitzar el perfil lipidic.
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2.2.- El control de la qualitat

2.2.1.- El control de la qualitat mitjangant el calcul del coeficient

de variabilitat relatiu (CVR)

Des del punt de vista analitic sempre existeix un cert nivell de variabilitat.
El control de la qualitat esdevé a partir del grau de qualitat que el propi

laboratori vulgui aplicar.

En aquest treball es va decidir aplicar el control de la qualitat a partir del

coeficient de variacid relatiu (CVR).

El CVR, com hem dit amb anterioritat, expressa la relacié que hi ha entre
la técnica analitica i el métode analitic. La precisié del metode analitic es
va obtenir a partir de la variabilitat biologica, entre diferents persones.
D’altra banda, la precisio de la técnica analitica es va obtenir a partir de
la variabilitat dels duplicats. El CVR sempre haura de ser inferior a 1,

circumstancia que que el procés analitic esta sota control.

El CVR dels biomarcadors es pot classificar en cuatre grups segons el
nivell de qualitat. Que un biomarcador compleixi el nivell six sigma,
equival al nivell maxim de qualitat (en verd), el nivell d’Aspen (en groc)
correspon al nivell desitjable, mentre que els biomarcadors que es
troben dins del grup Tonks (en taronja), compleixen amb el nivell minim
de qualitat per aquest parametre. En vermell aquells biomarcadors que

no compleixen amb el minim de qualitat per al CVR.
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2.2.1.1.- El CVR dels biomarcadors relacionats amb I’estrés oxidatiu

A la taula 21 trobem la classificacié del CVR dels biomarcadors en un
nivell menys estricte d’excel-léncia qualitativa. De manera que dels
biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu, els que compleixen els
criteris maxims de qualitat six sigma sén: la CAT, la SOD, la GPxe, la GPxp,
el GSHe, la Vitamina C, el 8-Isoprosta, el Grups Carbonils i el 8-OHdG.
Dins del grup anomenat com Aspen, trobem el GSSGe, el LDLox, I'ORAC,
I’ORACca, el FRAP. Finalment trobem que el GSHp, el GSSGp i els TBARS,
son els tres biomarcadors relacionats amb |'estres oxidatiu classificats
dins del grup Tonks, els quals presenten una pitjor relacié entre la
variabilitat del métode i la variabilitat analitica, arribant al grau minim
d’exigencia.

En aquest cas no hi ha cap biomarcador que no compleixi amb els criteris

minim de qualitat per al CVR.
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Taula 21. Classificacio dels biomarcadors relacionats amb I'estres oxidatiu, segons
el % CVR I, amb un nivell menys estricte d’excel-lencia qualitativa

Criteri de

e, CVRI Biomarcador
classificacid

CAT, SOD, Gpxe, GPxp, GSHe, vitamina C, 8-

Six si <0,17 R .

X sigma o Isoprosta, grups carbonils, 8-OHdG
Aspen 0,17-0,49 GSSGe, LDLox, ORAC, ORACtca, FRAP
Tonks 0,5-0,99 GSHp, GSSGp, TBARS
N(? co'mplelx cap 51 )
criteri

CAT: catalasa; SOD: enzim superoxid dismutasa; GPxe: enzim glutatié peroxidasa
eritrocitaria; GPxp: enzim glutatié peroxidasa plasmatic; GSHe: glutatié reduit eritrocitari;
GSSGe: glutatid oxidat eritrocitari; GSHp: glutatié reduit plasmatic; GSSGp: glutatié oxidat
plasmatic; TBARS: substancies reactives a I'acid tiobarbitiric; LDLox: lipoproteina baixa
densitat oxidada; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-deoxyguanosina; ORAC: capacitat antioxidant del
plasma; ORACTCA: capacitat antioxidant del plasma desproteinitzat; FRAP: capacitat
reductora del ferro en plasma; En color verd trobem classificats els biomarcadors que
compleixen amb el nivell optim de qualitat, mentre que en groc trobem el desitjable i en
taronja el minim. En vermell aquells biomarcadors que no compleixen aquests criteri de
qualitat.

La classificacio del CVR dels biomarcadors, relacionats amb |'estres
oxidatiu, amb un criteri més estricte d’excel-léencia qualitativa la trobem
a lataula 22. De manera que dels biomarcadors relacionats amb I'estres
oxidatiu, els que compleixen els criteris maxims de qualitat six sigma
soén: la Vitamina C, el 8-Isoprosta. Dins del grup anomenat com Aspen,
trobem: la CAT, la SOD, la GPxe, els Grups Carbonils i la 8-OHdG. Dins del
grup Tonks trobem: la GPxp, el GSHe, la LDLox, 'ORAC, 'ORACca, el
FRAP, el GSSGe,el GSHp i el GSSGp. Finalment trobem els TBARS que no
compleixen amb el minim de qualitat per aquest nivell de d’excel-léncia
qualitativa. En aquest cas no hi ha cap biomarcador que no compleixi

amb els criteris minim de qualitat per al CVR.
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Taula 22. Classificacié dels biomarcadors relacionats amb I’estrés oxidatiu,
segons el % CVR Il, amb un nivell més estricte d’excel-léncia qualitativa

Criteri de

e L, CVR I Biomarcador
classificacid
Six sigma <0,04 Vitamina C, 8-Isoprosta
Aspen 0,04-0,11 CAT, SOD, Gpxe, Grups Carbonils, 8-OHdG

GPxp, GSHe, LDLox, ORAC, ORACtca, FRAP,
Tonks 0,12-0,24 GSSGe, GSHp, GSSGp

No compleix

S >0,25 TBARS
cap criteri

CAT: catalasa; SOD: enzim superoxid dismutasa; GPxe: enzim glutatid peroxidasa
eritrocitaria; GPxp: enzim glutatio peroxidasa plasmatic; GSHe: glutatié reduit
eritrocitari; GSSGe: glutatié oxidat eritrocitari; GSHp: glutatio reduit plasmatic; GSSGp:
glutatié oxidat plasmatic; TBARS: substancies reactives a l'acid tiobarbituric; LDLox:
lipoproteina baixa densitat oxidada; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-deoxyguanosina; ORAC:
capacitat antioxidant del plasma; ORACTCA: capacitat antioxidant del plasma
desproteinitzat; FRAP: capacitat reductora del ferro en plasma; En color verd trobem
classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim de qualitat, mentre
que en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell aquells biomarcadors
que no compleixen aquests criteri de qualitat.

A la figura 23 es pot observar la freqiieéncia en percentatge del CVR dels

biomarcadors en funcio del nivell d’excel-lencia qualitativa.

Tenint en compte el nivell d’exigéncia, en la classificacié menys estricta,
CVR |, observem que dels 17 biomarcadors analitzats, 9 (52,9%) es
trobarien dins del maxim de qualitat six sigma, 5 biomarcadors (29,4%)
dins del grup anomenat Aspen, que equivaldria a un grau de qualitat
acceptable, mentre que 3 biomarcadors (17,6%), estarien dins del grup

de Tonks, que engloba el minim de qualitat.

En el cas de la classificaci6 més estricta, CVR Il, trobem que dels 17
biomarcadors analitzats, 2 (11,8%) es trobarien dins del maxim de

qualitat six sigma, 5 biomarcadors (29,4%) dins del grup anomenat
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Resultats i discussio

Aspen, que equivaldria a un grau de qualitat acceptable, mentre que la
majoria de biomarcadors, 9 (35,3%), estarien dins del grup Tonks, que

engloba el minim de qualitat.

En aquest cas, segons aquest criteri més exigent, trobariem 1
biomarcador (23,5%), que no compliria amb els criteris minims de

qualitat.

Percentatge de biomarcadors d'estrés oxidatiu en funcio del
CVR més o menys estricte
100,0
80,0
ad
=
g 0 523
g . mCVRI
2 400 29,4294 ’
23,5 CVRII
® 17,6
20,0 11,8
1 .-
0,0
Six sigma Aspen Tonks No compleix
Grau d'acompliment

Figura 23. Representacio grafica de la freqliéncia en percentatge dels biomarcadors
relacionats amb I'estrés oxidatiu, classificats amb un nivell d’exigéncia més o menys
estricte. CVR I: coeficient de variacié relatiu menys estricte; CVR Il: coeficient de variacid
relatiu més estricte.
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2.2.1.2.- El CVR dels biomarcadors relacionats amb la inflamacié

A la taula 23 trobem la classificaci6 del CVR dels biomarcadors
relacionats amb la inflamacid, en un nivell menys estricte d’excel-léncia

gualitativa.

Dins del grup six sigma trobem: el Colesterol total, els Triglicerids, el
Colesterol HDL, la hsPCR, la IL-6 i el PAI-1. Dins del grup Aspen trobem:
I’Apo Al, I'Apo B, I'e-selectina, la sSICAM-1 i la sVCAM-1. No hi ha cap
biomarcador relacionat amb la inflamacid dins del grup Tonks, ni que no

compleixi amb els minims de qualitat per aquest nivell d’excel-léncia.

Taula 23. Classificacié dels biomarcadors relacionats amb la inflamacid, segons
el % CVR |, amb un nivell menys estricte d’excel-léncia qualitativa

Cnte.“.de ., CVRI Biomarcador
classificacié
o Colesterol total, triglicerids, colesterol HDL, hsPCR,
<
Six sigma 0,17 IL-6, PAI-1
Aspen 0,17-0,49 Apo Al, Apo B, e-selectina, sICAM-1, sVCAM-1
Tonks 0,5-0,99 -
No complfalx -1 i
cap criteri

colesterol HDL: colesterol d'alta densitat; Apo Al: apolipoproteina Al; Apo B:
apolipoproteina B; hsPCR: proteina-C-reactiva d'alta sensibilitat; IL-6: interleucina 6;
sICAM-1: molécula soluble d'adhesid intracel-lular-1; sVCAM-1: molécula d'adhesié de
cél-lules vasculars-1; PAI-1: inhibidor de I'activador del plasminogen-1; En color verd
trobem classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim de qualitat,
mentre que en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell aquells
biomarcadors que no compleixen aquests criteri de qualitat.
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La classificacié del CVR dels biomarcadors relacionats amb la inflamacid,
amb un criteri més estricte d’excel-léncia qualitativa la trobem a la taula
24. Dels biomarcadors relacionats amb la inflamacié no hi ha cap que
compleixi amb el nivell maxim de qualitat six sigma. Els Triglicerids, el
colesterol HDL, la hsPCR, la IL-6 i la PAI-1 es trobarien classificats dins del
grup Aspen, és a dir, obtindrien un nivell de qualitat dptima. El colesterol
total, 'Apo B i l'e-selectina formarien part del grup Tonks, que
complirien amb el nivell minim, mentre que I’Apo al, la SICAM-1 i la
sVCAM-1 no complirien amb els minims de qualitat per aquest nivell

d’excel-léncia qualitativa.

Taula 24. Classificacio dels biomarcadors relacionats amb la inflamacid, segons el
% CVR I, amb un nivell més estricte d’excel-léncia qualitativa

Crlte.rl.de . CVR Il Biomarcador

classificacié

Six sigma <0,04 -

Aspen 0,04-0,11  Triglicerids, colesterol HDL, hsPCR, IL-6, PAI-1
Tonks 0,12-0,24 Colesterol total, Apo B, e-selectina

No compleix 50,25  Apo AL, sICAM-1, sVCAM-1

cap criteri

colesterol HDL: colesterol d'alta densitat; Apo Al: apolipoproteina Al; Apo B:
apolipoproteina B; hsPCR: proteina-C-reactiva d'alta sensibilitat; IL-6: interleucina 6; sSICAM-
1: moleécula soluble d'adhesid intracel-lular-1; sVCAM-1: molécula d'adhesié de cél-lules
vasculars-1; PAI-1: inhibidor de I'activador del plasminogen-1; VLDL: lipoproteina de molt
baixa densitat; IDL: lipoproteina de densitat intermedia; LDL: lipoproteina de baixa densitat;
HDL: lipoproteina d'alta densitat; En color verd trobem classificats els biomarcadors que
compleixen amb el nivell optim de qualitat, mentre que en groc trobem el desitjable i en
taronja el minim. En vermell aquells biomarcadors que no compleixen aquests criteri de
qualitat.
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A la figura 24 podem observar de forma grafica el percentatge de
biomarcadors relacionats amb la inflamacid, classificats segons el CVR

menys (CVR 1) o més (CVR Il) estricte.

En aquest grup de biomarcadors observem que en la classificacié menys
estricta, CVR |, els biomarcadors es distribueixen entre el grup six sigma,
equivalent al grau de qualitat optim, i el nivell Aspen de grau de qualitat
desitjable de manera que trobem que dels 11 biomarcadors analitzats,
6 (55%) formen part del grup six sigma, mentre que 5, un 45% formen

part del grup Aspen.

En el cas de la classificaci6 més estricte per a aquests biomarcadors,
trobem que es distribueixen en tres grups, sense trobar cap biomarcador
classificat dins del grup six sigma. En aquest sentit trobem que els 11
biomarcadors analitzats relacionats amb la inflamacio, 5, un 45% es
troben dins del grup Aspen, 3 (27%) dins del grup Tonks i 3 més (27%) no

compleixen amb el minim per aquest criteri de qualitat.
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Figura 24. Representacié grafica de la freqliéncia en percentatge dels biomarcadors
relacionats amb la inflamacid, classificats amb un nivell d’exigéncia més o menys estricte.
CVR I: coeficient de variacio relatiu menys estricte; CVR Il: coeficient de variacid relatiu
més estricte.

2.2.1.3.- EI CVR dels biomarcadors relacionats al el perfil ferric

A la taula 25 trobem la classificacio del CVR dels biomarcadors

relacionats amb el perfil ferric, amb un nivell menys estricte de qualitat.

Dins del grup six sigma trobem el ferro i la ferritina, mentre que la

transferrina la trobem dins del grup Aspen.

No trobem cap biomarcador dins del grup Tonks o que no compleixi el

minim de qualitat per aquest nivell d’excel-léncia.
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Taula 25. Classificacié dels biomarcadors relacionats amb el perfil férric,
segons el CVR I, amb un nivell menys estricte d’excel-léncia qualitativa

Criteri

i e.”.de ., CVRI Biomarcador
classificacio

Six sigma <0,17 Ferro, ferritina

Aspen 0,17-0,49 Transferrina

Tonks 0,5-0,99 -

No cor;npl@x 51 i

cap criteri

En color verd trobem classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim
de qualitat, mentre que en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell
aquells biomarcadors que no compleixen aquests criteri de qualitat.

A la taula 26 trobem la classificaci6 del CVR dels biomarcadors

relacionats amb el perfil férric, amb un nivell més estricte de qualitat.

En aquest cas, els CVR dels biomarcadors del perfil ferric estarien
classificats dins del grup Aspen, el que equival a un nivell de qualitat
desitjable, mentre que la transferrina no compliria amb el nivell minim

de qualitat per aquest nivell d’excel-léncia.
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Taula 26. Classificacio dels biomarcadors relacionats amb el perfil ferric,
segons el % CVR I, amb un nivell més estricte d’excel-lencia qualitativa

Crlte!rl'de ., CVR I Biomarcador
classificacid
Six sigma <0,04 -
Aspen 0,04-0,11 Ferro, ferritina
Tonks 0,12-0,24 -
No compleix .
>0,25 Transferrina

cap criteri
En color verd trobem classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim
de qualitat, mentre que en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell
aquells biomarcadors que no compleixen aquests criteri de qualitat.

A la seglient figura (figura 25) de representacié grafica de la classificacio
dels CVR dels biomarcadors relacionats amb el perfil férric trobem que
segons la classificacié menys estricta, CVR I, 2 dels biomarcadors (67%)
estan classificats dins del grup de maxima qualitat, mentre que un
biomarcador (33%) estaria classificat dins del grup de qualitat desitjable.
En el cas de la classificacié més estricta, trobem que no hi ha cap
biomarcador dins del grup six sigma, de qualitat optima. Dins del grup
Aspen de qualitat desitjable trobem dos biomarcadors (67%), i el
biomarcador restant el trobem classificat dins del grup que no compleix

amb el minim de qualitat per aquest nivell d’exigéncia.
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Figura 25. Representacié grafica de la freqUiéncia en percentatge dels biomarcadors
relacionats amb el perfil ferric, classificats amb un nivell d’exigencia més o menys
estricte. CVR I: coeficient de variacié relatiu menys estricte; CVR Il: coeficient de variacid
relatiu més estricte.

2.2.1.4.- El CVR dels biomarcadors analitzats per RMN-1H

A la taula 27 trobem la classificacié del CVR dels biomarcadors analitzats

per RMN-1H.

En aquest cas trobem que el Colesterol lliure, els Triglicérids, el VLDLC3-
5 i el HDLC3-12 estarien classificats en grup amb un nivell de qualitat
optim, el six sigma. Mentre que la resta: el VLDLC3-6, el VLDL-IDLC3-7,
el LDLC3-8, el HDLC3-9, el HDLC3-10 i el HDLC3-11 estarien dins del grup

Aspen, de qualitat desitjable.

No trobem cap biomarcador en el nivell minim de qualitat ni que no
compleixi amb els minims de qualitat per aquest nivell d’excel-léncia

qualitativa.
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Taula 27. Classificacié dels biomarcadors analitzats per RMN-1H, segons el % CVR
I, amb un nivell menys estricte d’excel-leéncia qualitativa

Crlte_rl_de . CVRI Biomarcador

classificacié

Six sigma <017 Colesterol lliure, triglicerids, VLDLC3-5, HDLC3-
12
VLDLC3-6, VLDL-IDLC3-7, LDLC3-8, HDLC3-9,

Aspen 017049 \\pic3-10, HDLC3-11

Tonks 0,5-0,99 -

Ng cqmplelx cap 51 i

criteri

VLDL: lipoproteina de molt baixa densitat; IDL: lipoproteina de densitat intermedia; LDL:
lipoproteina de baixa densitat; HDL: lipoproteina d'alta densitat; En color verd trobem
classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim de qualitat, mentre que
en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell aquells biomarcadors que no
compleixen aquests criteri de qualitat.

Finalment, a la taula 28 trobem la classificacié del CVR dels biomarcadors
analitzats per RMN-1H, en un nivell més estricte d’exigéncia. En aquest
cas trobem que el Colesterol lliure, el Colesterol esterificat, els
Triglicerids, el VLDLC3-5, el VLDLC3-6 i el HDLC3-12 presentarien un
nivell de qualitat desitjable, mentre que el Colesterol total, el VLDL-
IDLC3-7, el LDLC3-8, el HDLC3-9, el HDLC3-10i el HDLC3-11 presentarien
un nivell de qualitat minim, per aquest nivell d’excel-leéncia. En aquest
sentit podem dir que les tecniques més avancades tot i que ens donen
més informacié del perfil lipidic amb la identificacid de diferents
molécules, no presenten una millor classificacid qualitativa que les
técniques convencionals emprades als laboratoris clinics amb

autoanalitzadors.
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Taula 28. Classificacio dels biomarcadors analitzats per RMN-1H segons el %
CVR Il, amb un nivell més estricte d’excel-léncia qualitativa

Cr|te.r|.de ., CVR I Biomarcador
classificacio
Six sigma <0,04 -
Colesterol lliure, colesterol esterificat,
Aspen 0,04-0,11  Triglicerids, VLDLC3-5, VLDLC3-6,
HDLC3-12
Colesterol total, VLDL-IDLC3-7, LDLC3-8,
Tonks 0.12:0.24 1 | \51c3-9, HDLC3-10, HDLC3-11
No cornplgx 50,25
cap criteri

VLDL: lipoproteina de molt baixa densitat; IDL: lipoproteina de densitat intermédia;
LDL: lipoproteina de baixa densitat; HDL: lipoproteina d'alta densitat; En color verd
trobem classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim de qualitat,
mentre que en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell aquells
biomarcadors que no compleixen aquests criteri de qualitat.

A la seglient figura (figura 26), es pot observar de forma grafica la
freqUéncia dels biomarcadors analitzats per RMN-1H classificats segons
el nivell d’exigéncia del CVR. Com podem veure, segons el CVR |, del total
dels 12 biomarcadors analitzats, 4 (33%) formen part del grup six sigma,
de maxima qualitat, mentre que els 8 restants (67%) formen part del
grup Aspen. Tots ells dins un nivell de qualitat optims. En el cas del nivell
CVR I, més estricte, trobem que 6 biomarcadors (50%) es troben dins
del grup Aspen, de qualitat desitjable, i uns altres 6 (50%) dins del grup
Tonks, de qualitat minima. Amb aquest fet es pot corroborar que les
tecniques analitiques més sensibles també son les més precises, ja que
no hi ha cap biomarcador analitzat per RMN-1H que en el seu nivell més

estricte de qualitat, estigui fora dels minims de qualitat.
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Figura 26. Representacio grafica de la freqliéncia en percentatge dels biomarcadors
analitzats per RMN-1H, classificats amb un nivell d’exigéncia més o menys estricte. CVR
I: coeficient de variacié relatiu menys estricte; CVR Il: coeficient de variacio relatiu més
estricte.
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2.2.2.- El control de la qualitat mitjangant els graus de qualitat

(GQ)

El programa de garantia de la qualitat promogut per a la Societat
Espanyola de Bioquimica Clinica i Patologia Molecular, i basat en el
consens sobre les especificacions de la qualitat analitica dels laboratoris
clinics de la Conferéncia d’Estocolm, estableix una classificacié dels
biomarcadors en funcid del grau d’acompliment en minim, desitjable o
optim per als valors de la imprecisid, error sistematic i error total analitic

(Esteve, 2010).

Com podem observar a la taula 29, cap dels biomarcadors analitzats

compleix amb aquest graus de qualitat.
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Taula 29. Classificacio segons el grau de qualitat dels biomarcadors a partir
dels valors de la imprecisio, I’error sistematic i I’error total analitic

Criteri de

e s Biomarcador
classificacio

GQ optim -

GQ desitjable -

GQ minim -

CAT, SOD, GPxe, GPxp, GSHe, GSSGe, GSHp, GSSGp,
vitamina C, TBARS, 8-lsoprosta, LDLox, grups
carbonils, 8-OHdG, ORAC, ORAC:ca, FRAP, colesterol
total, triglicérids, colesterol HDL, Apo Al, Apo B,
hsPCR, IL-6, e-selectina, sICAM-1, sVCAM-1, PAI-1,
ferro, transferrina, ferritina, colesterol total,
colesterol lliure, colesterol esterificat, triglicerids,

VLDLC3-5, VLDLC3-6, VLDL-IDLC3-7, LDLC3-8, HDLC3-
9, HDLC3-10, HDLC3-11, HDLC3-12

No compleix
cap grau de
qualitat

GQ: grau de qualitat; CAT: catalasa; SOD: enzim superoxid dismutasa; GPxe: enzim
glutatio peroxidasa eritrocitaria; GPxp: enzim glutatié peroxidasa plasmatic; GSHe:
glutatio reduit eritrocitari; GSSGe: glutatio oxidat eritrocitari; GSHp: glutatié reduit
plasmatic; GSSGp: glutatié oxidat plasmatic; TBARS: substancies reactives a I'acid
tiobarbituric; LDLox: lipoproteina baixa densitat oxidada; 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-
deoxyguanosina; ORAC: capacitat antioxidant del plasma; ORACrca: capacitat
antioxidant del plasma desproteinitzat; FRAP: capacitat reductora del ferro en plasma;
colesterol HDL: colesterol d'alta densitat; Apo Al: apolipoproteina Al; Apo B:
apolipoproteina B; hsPCR: proteina-C-reactiva d'alta sensibilitat; IL-6: interleucina 6;
sICAM-1: molécula soluble d'adhesié intracel-lular-1; sVCAM-1: moleécula d'adhesio de
cél-lules vasculars-1; PAI-1: inhibidor de I'activador del plasminogen-1; VLDL:
lipoproteina de molt baixa densitat; IDL: lipoproteina de densitat intermedia; LDL:
lipoproteina de baixa densitat; HDL: lipoproteina d'alta densitat; En color verd trobem
classificats els biomarcadors que compleixen amb el nivell optim de qualitat, mentre
que en groc trobem el desitjable i en taronja el minim. En vermell aquells biomarcadors
que no compleixen aquests criteri de qualitat.
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Es van analitzar les correlacions entre el % CVR i I’error total analitic.

A la figura 27 podem observar la correlacié entre el CVR i I'error total
analitic de tots els biomarcadors. Com podem veure, els biomarcadors
més allunyats com el GSHp, el GSSGp i els 8-ispoprostans sén els que
presenten una pitjor correlacio. En el cas del 8-isoprosta, tot i que el CVR
és baix, el %Eta que presenta és elevat, mentre que en el cas contrari, el
sistema glutatié plasmatic, presenta una variabilitat menor, pero un CVR
més elevat. Aquests resultats ens corroboren que caldria trobar
alternatives a aquestes tecniques analitiques per estudiar el sistema de

defensa antioxidant i el 8-isoprosta.

CVR-ETa Tots

350,00
® Zsoprostans

300,00

250,00 ® [Esfritina

'lhg{ﬁldG
o 200,00
R 15000 | ‘e s
A o bonils
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100,00 ."FE ® (GS5Ge
® sqp cu I ® GSSGp
50,00 o oW 5 sICAM-1  ® TBARS
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Figura 27. Correlacié del CVR i Eta del total de biomarcadors analitzats.

A continuacio trobarem de la figura 28 a la 31, la correlacié entre el CVR
i ETa dels biomarcadors per separat, si formen part de |'estrés oxidatiu,

la inflamacio, el perfil férric o els analitzats per RMN-1H.
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Figura 30. Correlaci6 del CVR i F'ETa dels  Figura 31. Correlacié del CVR i IETa dels
biomarcadors relacionats amb el perfil ferric biomarcadors analitzats per RMN-1H.

Com podem observar a la figura 28, els biomarcadors més Illunyans, el 8-

isoprosta, el sistema glutatié plasmatic, els TBARS, el GSSGe i la 8-OHdG
son els biomarcadors que presenten pitjor correlacid, ja que o bé tenen

un CVR baix o un Eta elevat.

En el cas dels biomarcadors relacionats amb la inflamacid, figura 29,

veiem que I'e-selectina i la sSICAM-1 presenten un ETa més elevat tot i
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que el seu CVR es baix. Per a la resta de biomarcadors els valors sén

acceptables.

A la figura 30, observem la correlacié entre el CVR i I'ETa dels
biomarcadors relacionats amb el perfil ferric. En aquest cas, la ferritina
tot i presentar un CVR més baix, el seu ETa és el més elevat. Aixo pot ser
degut a les diferencies entre sexes. De igual manera, trobem que la
transferrina presenta un menor ETa i un major CVR, que podria ser degut
a les diferencies entre grups d’edat. Aquest fet remarca la necessitat

d’establir grups per edat i sexes per certs biomarcadors.

Per ultim, a la figura 31 trobem aquells biomarcadors analitzats per
RMN-1H. La correlacié d’aquests biomarcadors és bona, trobem que tots
els biomarcadors estan agrupats. Aquest fet confirma que les

tecnologies més novedoses presenten una menor variabilitat.
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3. DISCUSSIO

El calcul del coeficient de variabilitat relatiu, la imprecisio, I'error
sistematic i I'error total analitic, sdn els criteris utilitzats en aquesta tesi
per valorar el grau de qualitat analitica que presenten diferents
biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu, la inflamacié i el perfil

ferric.

Tal com van reflectir els resultats de les analitiques dels participants en
el procés de seleccid, mitjancant I’analisi de biomarcadors de rutina a la
clinica, com sén el perfil hematologic, la glicémia, la pressio arterial, el
perfil lipidic o la inflamacié, la poblacié diana obtinguda va ser
catalogada com poblacié sana i que a més a més portava uns estils de
vida saludable. D’aquesta manera es va eliminar el possible biaix en els
resultats que puguin comportar malalties o altres situacions
fisiologiques. No obstant aix0, hi ha alguns parametres, com el sexes i
I’edat que son font de variabilitat i no és possible controlar-los si no és

fent subgrups.

Distribucio dels biomarcadors: normalitat, simetria i curtosis.

Al laboratori de recerca, es fa necessari coneéixer profundament la
distribucié de les dades al valorar un biomarcador. En nombroses
ocasions, I'objectiu de la recerca és establir una relacié6 matematica
entre un factor d’exposicio i un biomarcador. En estudis en humans, la
probable variabilitat existent en I’exposicié se suma a la variabilitat entre
individus i si hi afegim una distribucié no normal de les dades, sera poc

probable poder trobar I'associacié que es busca. Per tant, s’hauria de
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procurar minimitzar totes les fonts de variabilitat, entre els que es troba
la distribucié de les dades. Aixi, sempre que sigui possible, cal
normalitzar les dades per eliminar aquesta font de variabilitat (Flynn,
2007). Tot i que la majoria d’investigadors ja tenen en compte aquest
primer pas de normalitzacié de dades, els nostres resultats ens porten a
una proposta més sistematitzada de correccié. Pel que fa a l'estres
oxidatiu, tots els biomarcadors mesurats en espectrofotometre o
fluorimetre (activitat enzimatica, lipoperoxidacid i capacitat reductora
del Ferro), exceptuant el glutatid eritrocitari i 'ORAC, haurien de patir
una transformacié logaritmica abans d’utilitzar-se per I'analisi estadistic
de les dades. De la mateixa manera, els biomarcadors de perfil lipidic,
inflamacid, disfuncié endotelial, activitat trombotica i perfil ferric, a
excepcido de I'e-selectina, I'sICAM-1 i la transferrina, haurien de
transformar-se també en logaritme. De fet, a la literatura trobem alguns
exemples, com és el cas de la Proteina C-Reactiva, en els que
sistematicament el biomarcador és transformat en logaritme ja que se’n
coneix ampliament el biaix en la distribucié de les dades (Ong, 2013). A
més, hi ha estudis que demostren que aquest biaix pot tenir implicacions
en els resultats de la recerca, com per exemple en el cas de calculs
d’odds ratio en estudis epidemiolodgics. En aquest sentit, Grund i
col-laboradors demostren que les estimacions sén incorrectes quan

s'utilitza hsPCR en I'escala de mesura original (Grund, 2010).

Rang de referéncia dels biomarcadors: intervals de confianga.

Per poder establir els rangs de normalitat dels biomarcadors estudiats,

en aquest treball es van determinar els seus limits de referéncia. Els
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limits de referencia sén una eina indispensable al laboratori ja que sense
ells no podem dir si un biomarcador es veu modificat per un tractament,
intervencidé terapeutica o nutricional. Tot i que molts estudis clinics,
basics o d’intervencié en humans utilitzen un grup control, saber quins
és el rang de valors dins del qual s’"hauria de moure el biomarcador en
persones sanes té una gran utilitat com a control de qualitat i també per
gestionar els resultats de recerca, sobretot a I’hora d’intentar relacionar

els resultats amb altres autors.

L'establiment dels limits de referéncia no es una tasca senzilla ja que
depenen de factors fisiologics i d’estil de vida com la racga, I'edat, el
génere, la dieta, el pes corporal, I'activitat fisica, el tabaquisme o la
medicacié. A més, resulta evident que, per establir els limits de
referéncia, es necessita analitzar el biomarcador en qliestio en persones
sanes (Blankenstein, 2014). En aquest treball s’"han obtingut els limits de
referéncia de diversos biomarcadors d’estres oxidatiu, perfil lipidic,
inflamacié, disfuncié endotelial, activitat trombotica i perfil ferric sobre
una poblacié d’homes i dones de I'ambit geografic mediterrani,
caucasics, d’edat adulta, que segueixen una dieta mediterrania amb
normopes, moderadament actius, no fumadors i sense cap parametre
bioquimic de risc cardiovascular alterat ni presa de farmacs (Grund,

2010).

Com ja hem dit, un dels factors que influeixen en la variabilitat dels
resultats de qualsevol biomarcador és el sexes i I'edat. Dins de les
caracteristiques antropometriques veiem que la nostra poblacié, tot i
tenir una mitjana d’IMC dins del normopes, pateix alguns canvis quan

valorem aquest parametre segons el sexes i I'edat. Els nostres resultats,
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doncs, corroboren la necessitat de presentar I'lMC en grups segons el
sexes i I'edat per evitar conclusions esbiaixades. No obstant aixo, tot i
ser molt utilitzat, hem trobat a la literatura nombrosos estudis que
discuteixen sobre la utilitat de I'lMC com a indicador antropometric de
salut, essent la mesura del greix corporal la millor alternativa. En un
estudi recent del nostre grup, en el qual es tracten les limitacions de la
férmula de I'lMC, ens plantegem I'inconvenient de que la formula no té
en compte la quantitat de greix corporal aixi com la quantitat de muscul
i os (Gonzdlez, 2015). La mesura del greix corporal és pel moment
tecnicament complexa, per tant, per ara, I'lMC és la millor opcié. Encara
que I'IMC no defineix la distribucié de greix, és simple, fiable, amb un
baix cost i té una bona correlacié amb la malaltia metabolica en adults,
encara que amb algunes limitacions en la poblacié pediatrica (Parente,
2016). Alguns autors sostenen que potser els clinics han de confiar en,
no només |'avaluacié de la composicid corporal, siné també en la mesura
d'hormones i biomarcadors en la sang o en |'orina, per exemple, o en la
historia i habits d'estil de vida, per obtenir un millor maneig dels
processos anormals que poden contribuir a I'obesitat i les malalties

croniques (Ahima, 2013; Shah, 2012).

Segons el nostre treball, els biomarcadors d’estrés oxidatiu que
proposem que, sistematicament, es presentin en grups de sexes i edat
son el glutatid, 'ORAC i el FRAP; i el colesterol total en relacié al perfil
lipidic.

Caldria tenir en compte el sexes pels biomarcadors d’estrés oxidatiu:
SOD i TBARS; de perfil lipidic: APOA1, HDL i triglicerids; i els

biomarcadors de perfil ferric: ferro total i ferritina.
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Els grups d’edat poden esbiaixar els resultat en els biomarcadors
d’estres oxidatiu: LDL oxidada, GPx, 8-isoprosta i 8OHdG; de perfil lipidic:

APOB; i el biomarcador de perfil férric: transferrina.

A la literatura recent, existeixen alguns treballs en els que es valora Ia
relacié entre sexes, edat i molts dels biomarcadors que s’avaluen a la
nostra tesi doctoral (Khadir, 2015). Alguns autors defensen el fet que els
principals antioxidants responsables de I'eliminacid dels radicals lliures
en els homes de 20-25 anys i dones de 32-39 anys sén la SOD i CAT,
mentre que l'activitat de la GPx disminueix. La desintoxicacié també es
controla a través de glutatid, que es debilita en dones de 32-39 anys
(Kowalska, 2016). Tot i que, igual que en el nostre treball, es remarca la
importancia de fer grups per eliminar el biaix, les diferéncies amb els
nostres resultats es deuen probablement al tipus de poblacié en el qual
s’ha estudiat (arabiga; nord-europea). Per tant, les propostes realitzades
en el nostre treball no es poden generalitzar globalment pero si utilitzar
en la poblacié d’homes i dones de I'ambit geografic mediterrani,
caucasics i d’edat adulta. Després de veure els nostres resultats, en
publicacions del grup de recerca hem optat per ajustar per edat i sexes
els models estadistics que generem, i aixi poder donar resultats molt

més fiables (Aranda, 2017).

Imprecisié dels biomarcadors: dispersié i CV interindividual i

intraindividual.

El nombre d’estudis publicats que relacionen I'estres oxidatiu, i els seus
biomarcadors, amb un rang elevat de malalties ha anat incrementant en
els dltims anys de manera que diferents biomarcadors d’estres oxidatiu

estan emergint com a biomarcadors d’utilitat en la clinica. En aquest
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treball s’ha analitzat la caracteritzacid i la precisié de diferents
biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu, per tal d’aportar-los

validesa i utilitat clinica.

Els biomarcadors relacionats amb I'estrés oxidatiu es van classificar
segons si formaven part dels sistemes de defensa antioxidant o no,
segons el dany que causaven i per ultim, aquells que mesuren la

capacitat antioxidant del plasma.

Els biomarcadors dels enzims antioxidants (CAT, SOD i GPx) presenten
uns resultats de precisio acceptables (19-45% CVa i 1-6% CVi), rad per a
la qual nosaltres recomanem emprar aquest tipus de técniques

espectrofotometriques per determinar aquests biomarcadors.

En termes de precisid, podem observar que tots els biomarcadors de
I'estres oxidatiu no enzimatics presenten una bona repetibilitat
intraindividual, circumstancia que una bona precisi6 de la técnica
analitica emprada. En el cas de la repetibilitat interindividual, que
reflecteix la precisié del métode analitic, trobem que la mesura del GSH
en eritrocit (25,89% CVa) és millor biomarcador que la mesura del GSH
en plasma (93,14% CVa) ja que presenta menys variabilitat
metodologica. En concordanga amb aix0, trobem que la simetria i la
curtosis per al GSH eritrocitari (sim: 0,266; k: 1,269) és millor que per el
GSH plasmatic (sim:5,64; k: 41,90). El glutatié (GSH) protegeix davant el
dany oxidatiu reaccionant davant els components toxics i la seva
oxidacié produeix GSSG. En voluntaris sans, nosaltres esperavem trobar
una menor variabilitat per a aquests biomarcadors. Segons els nostres
resultats sembla que la mesura del sistema glutatié és més precisa en

eritrocits que en plasma. Aquesta variabilitat pot ser deguda a que el
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GSH i el GSSG s’originen als organs i teixits i acaben a la circulacid, d’on
sén mesurats (Wu et al. 2004). Existeixen diferents tecniques analitiques
per identificar i quantificar el glutatio: espectrometria, fluorimetria,
luminometria, aplicada a HPLC i més recentment, amb la técnica
d’espectrometria de masses acoblada a HPLC per ionitzacié electrosprai
(Dalle-Donne, 2006). A més, també es poden determinar altres
modificacions proteiques, com és el cas de la metionina sulfoxid

(Mashima, 2003).

La sensibilitat dels lipids a la peroxidacié i els seus efectes sobre la funcid
de les membranes cel-lulars han fet que els peroxids lipidics siguin bons
biomarcadors del dany oxidatiu, i que la LDL oxidada pugui ser
considerada com el biomarcador Gold Standard per al dany oxidatiu a
lipids. A més, I'EFSA recomana la determinacio de la LDL oxidada com a
mesura del dany oxidatiu a lipids in vivo (EFSA Panel on Dietetic Products
Nutrition and Allergies (NDA)s 2011). No obstant aix0, existeixen altres
metodologies com la determinacio dels diens conjugats, els TBARS per a
la determinacié del malondialdehid, o altres aldehids i els isoprostans

relacionats amb la mesura del dany oxidatiu a lipids.

En relacié als biomarcadors del dany oxidatiu a lipids, en aquest treball
s’ha analitzat la variabilitat de tres tecniques diferents, els TBARS per a
la quantificacié del malondialdehid, el 8-isoprosta i la LDL oxidada. Tal
com hem trobat en el nostre treball, la LDLoxidada (sim: 0,952; k: 0,999)
presenta una millor distribucié de les mesures del biomarcador que els
TBARS (sim: 1,519; k: 3,699) i el 8-isoprosta (sim: 4,227; K:18,91), mentre

qgue el TBARS presenta una millor distribucié que el 8-isoprosta. La
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variabilitat interindividual és menor als TBARS (22,94% CVa), seguit per
a la LDLox (50% CVa), i per ultim el 8-isoprosta (155CVa).

Diferents estudis demostren que la determinacié de MDA a partir dels
TBARS es poc especific, i la seva validesa com a biomarcador d’estrés
oxidatiu ha estat ampliament discutida (Neri, 2015; Karimi Galougahi,
2015), ara bé, segueix sent un dels tests més utilitzats a causa de la seva
simplicitat, sensibilitat, rapidesa i cost econdmic, tot i que la seva
guantificacié per espectrometria de masses aporti més homogeneitat

que la fluorimetria (Mateos, 2005).

Dels biomarcadors relacionats amb el dany oxidatiu a lipids no
recomanariem I'Us de la determinacié del 8-isoprosta mitjangant ELISA
ja que creiem que el métode escollit es la font de I'elevada variabilitat, i
hi ha altres tecniques, com les HPLC, que aporten una menor variabilitat

(I'yasova, 2012).

Les espécies reactives de I'oxigen son mediadores del dany oxidatiu a
tots els components moleculars de I’ADN, les bases purines i pirimidines.
El producte més abundant del dany a I'ADN es la 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG), que es pot detectar per HPLC, ELISA. En
aquest treball es va optar per a la técnica d’ELISA amb la qual es va
obtenir una variabilitat intraindividual del 5,75% de CVi i una variabilitat
interindividual de 84,11% de CVa. Altres autors (Kroese, 2014) han
mesurat el dany al DNA a partir de técniques convencionals i amb
I’espectrometria de masses, amb una correlacié significativa entre
aquestes. Tot i que reconeixem els avantatges de I'espectrometria de
masses, tenint en compte els nostres resultats, nosaltres no descartem

I’Gs de I'ELISA per quantificar la 8-OHdG.
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Finalment, els biomarcadors de la capacitat antioxidant: ORAC, ORACca
i FRAP presenten uns valors acceptables de simetria i curtosis, per tant
una bona distribucid de les mesures, aixi com uns resultats acceptables
en precisido intraindividual com interindividual. D’aquests tres
biomarcadors de la capacitat antioxidant, el FRAP presenta millor
precisié que I'ORAC i I'ORACca, 4,2 CVi, respecte a 6,710 CVii 6,070 CVi,
respectivament. Com podem observar la repetibilitat de la tecnica del
test ORAC i ORACtca és molt semblant. En el cas de la repetibilitat del
metode, el FRAP presenta una menor variabilitat, amb un CVa del
20,72%, mentre que la precisié del métode per I'ORAC és de 39,06% de
CVa i 33,14% CVa per I'ORACrca. Els nostres resultats concorden amb
I’estudi realitzat per Thaipong i col:Is (Thaipong, 2006), on va comparar
la variabilitat del FRAP i 'ORAC, essent la precisié del FRAP millor que la
de I'ORAC, igual que els nostres resultats. Per tant, nosaltres
recomanariem la quantificacié del FRAP com a mesura de la capacitat

antioxidant per presentar millor precisid, ser més simple i rapida.

Tot i que els biomarcadors de la capacitat antioxidant no ens donen
informacié dels mecanismes d’accid, la seva mesura és simple i
econdmica i la seva mesura presenta utilitat en estudis d’intervencio,
per comparar |'efecte antioxidant d’algun producte abans i després de
la intervencid, a més, ens poden donar una idea de forma indirecta, de

I’activitat o eficacia del producte/ intervencio en questio.

Eninvestigacio, I'eleccidé d’'un biomarcador o un altre a I’hora de realitzar
una intervencié depen de molts factors, perdo malauradament, moltes
vegades el factor economic és decisiu. L'Us de cadascun dels

biomarcadors analitzats en aquest treball té els seus avantatges i els
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seus inconvenients. Actualment, els isoprostans sén considerats el Gold
Standard de l'estrés oxidatiu, perd aquesta mesura requereix un
processament acurat per prevenir I'oxidacio in vitro (Wu, 2004). A més
a més, en I'estres oxidatiu intervenen molts processos, per a la qual cosa
no ens podem quedar només amb un biomarcador, sin6 que es necessita
observar un context global, antioxidant i pro-oxidant. Altrament, ens
trobem en una era on el desenvolupament tecnologic genera cada any
noves tecniques analitiques per I'analisi de biomarcadors, a vegades
amb la utilitzacié de tecnologia puntera, no facilment accessible a tots
els grups de recerca. Per tant, podem concloure que en l'estudi de
I’estres oxidatiu, no hi ha un sol biomarcador clau o optim per mesurar-
lo, ni tampoc no es poden descartar les técniques analitiques
convencionals, com la espectrofotometria per determinar-los, ja que

aquest no presenta una variabilitat analitica elevada.

Igual que passa amb I'estrés oxidatiu, la inflamacié és un procés complex
en el qual intervenen multitud de molecules i processos, per la qual cosa
no existeix un sol biomarcador capag¢ d’estimar el risc d’inflamacié, ja
gue mentre uns son bons per detectar o predir la patogenesis, altres sén

més bons indicadors del pronostic (Lee, 2012).

La inflamacié incorpora biomarcadors com les molecules d’adhesié
vascular, citocines, proteases, citocines missatgeres com la IL-6,
I'adiponectina, i els reactants de fase aguda com la hsPCR, la PAI-1 i el

fibrinogen.

Dels biomarcadors relacionats amb la inflamacid, els incorporats dins del
perfil lipidic presenten uns valors acceptables de simetria i curtosis, igual

gue els biomarcadors de disfuncié endotelial i de I'activitat trombotica.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

En canvi, els biomarcadors d’inflamacid presenten uns valors de simetria
i curtosis més elevats que la resta, essent la hsPCR el que presenta els
valors més elevats, per tant, la forma que adopta la seva corba de de

distribucié és més apuntada.

En termes de precisid, dels biomarcadors relacionats amb la inflamacio
trobem que tots elles presenten una repetibilitat intraindividual bona,
entre el 3 i el 9% de CVi, ja que no sobrepassen en cap cas el 10%
d’acceptabilitat interna. D’aquests, els biomarcadors més precisos sén
el colesterol total, els triglicérids i el colesterol HDL amb un 3% de CVi
cadascun, seguit de la PAI-1 (4,04% CVi). En aquest cas, la técnica
analitica menys precisa és 'emprada en la mesura de la sICAM-1 amb un

8,8% de CVi.

En el cas de la repetibilitat interindividual, corresponent a la precisié del
metode analitic trobem que I’Apo Al és el metode més precis, amb un
13,64% de CVa, mentre que la IL-6 és el biomarcador amb una menor
precisié, amb un 109,0% de CVa, seguit de la hsPCR amb un 96,82% de
CVa, fet que es correlaciona amb els valors elevats de simetria i curtosis.
Aquests resultats contradiuen el qual diu la bibliografia, en la qual la

hsPCR es el millor biomarcador de la inflamacio (Libby, 2009).

La hsPCRila IL-6 son reactants de fase aguda, per a la qual cosa es poden
trobar incrementats en sang com a resposta a la inflamacié. En moments
on no hi ha fase aguda inflamatoria, els processos bioldgics de cada
persona poden emmascarar els resultats de variabilitat obtinguts. La
variabilitat obtinguda en ambdds biomarcadors d’inflamacid es superior
ala esperada, atés que es tracta de persones sanes on en principi no hi

ha inflamacié i el seu estat de salut es bo. Per tant, dels dos
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biomarcadors d’inflamacid, no recomanariem la determinacio de la IL-6,

ja que es la que presenta una major variabilitat analitica.

Per a la disfuncié endotelial s’han mesurat tres biomarcadors, I'e-
selectina, la sICAM-1 i la sVCAM-1. Tos tres presenten una distribucié de
les dades acceptable, essent per a la sICAM-1 la corba més apuntada. En
termes de precisio, la sICAM-1 és la que presenta una menor precisio
intraindividual, amb un 8,82 CVi. Pel que fa a la repetibilitat del métode,
I’e-selectina és el biomarcador que presenta una menor precisid, mentre
gue la precisio dels altres dos biomarcadors es semblant, al voltant del

24% de CVa.

Tant la sICAM-1 com la sVCAM-1 sén biomarcadors regulats en resposta
a la inflamacid, mentre que I’e-selectina estaria més indicada en la
prediccié del risc de patir accidents cardiovasculars una vegada ja hi ha
una malaltia coronaria. Llavors, tenint en compte els resultats de
precisid, no recomanariem I'analisi de |'e-selectina en persones sanes,

com a biomarcador de la disfuncié endotelial.

L'Us de les noves tecnologies en el descobriment i quantificacié de nous
biomarcadors i rutes metaboliques presenten diferents avantatges, com
la rapidesa o la sensibilitat, perd el cost econdmic és elevat, ja sigui en
infraestructures o equipaments per tenir-les al laboratori, o bé

contractant aquests serveis a un centre tecnologic.

Amb la RMN-1H, la tecnica que hem utilitzat per identificar el perfil
lipidic, és poden arribar a detectar components en l'ordre de
nanomolar/L o picomolar/L (Lewis, 2008), magnituds que amb les
tecniques emprades a I'actualitat no es detecten. Pero el cost no és

eficient per a establir de rutina aquesta mesura a un laboratori de
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recerca, ni a un laboratori clinic, ja que si miren els resultats de precisié
entre les dues tecniques diferents, només hi ha 0,5 punts de diferéncia
en el % de CVi, essent el menor valor per a la RMN-1H. Aquesta
diferéncia de 0,5% no és tanta com per rebutjar les tecniques
convencionals per analitzar el perfil lipidic, pel que en aquest cas, no
recomanariem |’Us de les noves tecnologies en aquesta determinacio. A
més, hem comprovat la bona correlacié entre els biomarcadors

analitzats entre les dues técniques.

Pel que fa als biomarcadors del perfil ferric, trobem a la bibliografia que
el biomarcador Gold Standard per a la mesura dels diposits de ferro és a
partir de I'aspiracié6 de medul-la 0ssia, biomarcador invasiu i de cost
elevat. A la practica, el biomarcador més ampliament emprat es la
mesura del contingut del ferro i la ferritina en plasma o seérum, aquesta
ultima, considerada la millor opcio per a la mesura dels diposits de ferro
ja que la seva concentracio es proporcional als diposits totals de ferro de
I’organisme. No obstant aix0, tot i que aquest biomarcador es especific
per indicar déficit de ferro, no esta clar que sigui bon indicador de
I'excés, ja que en persones d’edat avancada, aquest es troba
incrementat de forma natural, fet que podria emmascarar alguna
malaltia cronica. En aquest cas es recomana mesurar la saturacio de la

transferrina (Lapice, 2013).

Tenint en compte aixo, si ens fixem en la distribucié de les dades i la
precisié dels biomarcadors del perfil férric estudiats, observem que la
distribucié de les dades per tots tres biomarcadors és acceptable, aixi
com la repetibilitat intraindividual, amb un 2,5% de CVi pel ferro, mentre

que la transferrina i la ferritina presenten un 5% de CVi.
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Per ultim, dels biomarcadors del perfil ferric, el de la transferrina es el
biomarcador més precis amb un 17,11% de CVa, mentre que el ferro
presenta una variabilitat del 39,34% de CVa i la ferritina un 99,57% de
CVa. Aquestes diferéncies en la variabilitat tindrien a veure amb les
diferencies entre sexess i grups d’edat. En els humans es ben coneguda
les diferéncies entre sexess per a aquests biomarcadors com a
conseqliencia de les péerdues menstruals de les dones i els menors

diposits de ferro i ferritina (Das, 2017).

Tenint en compte els resultats de precisid, dels tres biomarcadors del
perfil ferric, recomanariem la mesura de la transferrina com a indicador

de I'estat del ferro.

La nostra proposta general en aquest sentit és acceptar un CVi inferior

al 10% i un CVa inferior al 50% en els biomarcadors.

Aquesta proposta posa en dubte la validesa del biomarcador d’estres
oxidatiu TBARS (CVi 15%), tot i que, com hem comentat, és encara molt
utilitzat com un biomarcador I'estrés oxidatiu en investigacions cliniques
i en el nostre laboratori. Els problemes tecnics i els resultats
controvertits presents en la literatura fan necessaria una re-avaluacié de

la seva utilitat (Maryam, 2015).

A més, de la proposta exposada en relacié al CVa se’n deriven una série
de decisions. En primer lloc, cal buscar una alternativa fiable a la
determinacid del glutatié en plasma, que té una variabilitat excessiva
(CVa 93%) amb la técnica actual. Com hem comentat, el glutatié en

plasma és un reflex del que passa a teixits i organs, fet que hem




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos

comprovat en estudis anteriors del grup, on es destacava l'alta
correlacié entre ambdues determinacions (Romeu, 2010). Aquest grau
de correlaciéo amb I'eritrocit i el fet que sigui tan variable ens porta a
pensar que no és un biomarcador indispensable i fins-i tot, en alguns
estudis, ja no es presenti com a biomarcador en els resultats. De la
mateixa manera, la determinacié del dany a proteines, 8-isoprosta i 8-
OHdG presenten biaixos excessius. En aquest sentit, el nostre laboratori
realitza en [l'actualitat aquestes determinacions amb técniques

d’espectrofotometria de masses (Romeu, 2016).

Grau de qualitat analitic: CVR vs ETa

En referéncia als criteris de qualitat aplicats en aquest estudi, s’ha de
tenir en compte que les dades obtingudes en un laboratori d’analisi han
de reflectir el veritable valor de I'Gs de biomarcadors, per poder orientar
la societat en mesures de prevencid, control, tractament o intervencié
terapeutica. Per tant, un biomarcador ha de reflectir de forma rapida
canvis d’aquest en aquelles situacions fisiopatologiques que ho
requereixin, a més, els procediments analitics emprats en |'analisi dels
biomarcadors han de presentar unes qualitats analitiques que facin dels

resultats obtinguts uns resultats confiables.

No obstant aix0, garantir que els resultats siguin confiables no és una
tasca facil, ja que els procediments analitics poden presentar certa
variabilitat i desviacions sistematiques. Per tant, no només es suficient
treballar amb molta cura, siné que ha d’existir un sistema que exerceixi
de control i garanteixi I'0Optim funcionament del laboratori com sén els

controls de qualitat.
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Com hem comentat, els coeficients de variabilitat ens permeten prendre
algunes decisions, tot i aix0, cal una visié més profunda del biomarcador
per poder assegurar la seva fiabilitat. La implantacié d’'un sistema de
gestid de la qualitat és una eina util per controlar els processos que
tenen lloc al laboratori, perd no pot garantir que els resultats satisfacin
el seu proposit, ja que el que es controla mitjancant la gestié per
processos son els processos, no els resultats. Per aquest motiu es busca
implementar un sistema de control intern de la qualitat per tal de donar

confiabilitat als resultats emesos.

Per establir aquest control de qualitat, existeixen diferents criteris,
nosaltres vam escollir el CVR i el sistema de classificacié de graus de
qualitat en funcié de laimprecisio, I’error sistematic i I'error total analitic
seguit els criteris de la conferencia d’Estocolm per a laboratoris clinics.
El control del CVR ha demostrat en alguns estudis que és necessari per
tal de minimitzar els errors i no donar conclusions esbiaixades en els

resultats (Tuovinen, 2016).

Com hem vist als resultats, vam classificar el CVR dels biomarcadors
seguit dos criteris diferents, un més estricte que I'altre. A la seglient
figura es comparen ambdds criteris en la totalitat dels biomarcadors

estudiats.
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Figura 32. Grafics representatius del percentatge del total dels biomarcadors analitzats,
segons el CVR més o menys estricte.

Tenint en compte el nivell d’exigéncia, en la classificacié menys estricta
(CVR 1), observem que dels 43 biomarcadors analitzats, 22 (47,7%) es
trobarien dins del maxim de qualitat six sigma, 19 biomarcadors (43,2%)
dins del grup anomenat Aspen, que equivaldria a un grau de qualitat
acceptable, mentre que 3 biomarcadors (6,9%), estarien dins del grup de

Tonks, que engloba el minim de qualitat.

Pel que fa a la classificaci6 més estricta (CVR IlI) trobem que 2
biomarcadors, un 4,5% estarien dins del grup six sigma, 18, un 40,9%
dels biomarcadors estarien dins del grup Aspen, de qualitat acceptable,
i uns 17, 34,1% dins del grup Tonks. A més, amb aquests criteris de
classificacio, trobem que 5 biomarcadors, un 18,2% estarien classificats
com que no compleixen cap criteri de qualitat per a la CVR, ja que el seu

valor es superior a 0,25.

L'ideal per aquest tipus de control es que el valor del CVR sigui inferior a

1. Si comparem els nostres resultats amb altres autors que també
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calculen el CVR per les seves magnituds, trobem que Terrés-Speziale
aconsegueix per tots els biomarcadors que analitza, un CVR inferior a 1
(Esteve, 2010) per a la qual cosa, tot i que no mesurem els mateixos
biomarcadors, si apliquem la classificacié menys estricta (CVR |) per al
CVR. Tots els nostres biomarcadors també presenten un CVR inferiora 1
i @ més, la majoria estarien dins un grau de compliment acceptable. Per
tant, el grau del control de la qualitat que recomanariem seria el menys

estricte.

En el cas del control de la qualitat dels biomarcadors segons els graus de
qualitat tenint en compte la imprecisio, I'error sistematic i I'error total
analitic, cap dels nostres biomarcadors no compleix el criteri minim

d’acceptabilitat.

Esteve i col-laboradors, en el seu estudi, troben també que per a la

transferrina tampoc no s’arriba a complir cap grau de qualitat a través

de la imprecisio, error sistematic i error total analitic (Esteve, 2010). En
aquest cas, el que s’ha de fer es revisar els procediments emprats tant
en la preparacioé de la mostra (fase preanalitica), com en el seu analisi al

laboratori (fase analitica).

L'establiment dels grau de qualitat a partir dels GQ és un model molt
estricte per a un laboratori de recerca, pel que no recomanarien la seva
instauracié. Aquest model s’aproxima al nivell maxim de qualitat per un
laboratori, i en recerca, el nostre camp d’actuacié aquest model queda
molt lluny de ser aplicable per a la falta d’automatitzacid, ja que en totes
les mesures hi ha la intervencié manual d’una persona, que tot i que esta
formada, entrenada i preparada per realitzar les tasques que pertoquen,

no deixa d’incloure una variabilitat a les mesures. A més, cal tenir en
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compte la finalitat diagnostica o no de I'avaluacié del biomarcador. Quan
es tracta d’una finalitat no diagnostica, com és el cas de les
determinacions de biomarcadors en recerca, pensem que el GR és una
avaluacié massa estricta i que amb la CVR | podem donar afirmacions

fiables sense por a l’error i que ens asseguren uns resultats amb qualitat.

Per tant, el calcul de la imprecisié a partir de la desviacié estandard i
sobretot del coeficient de variabilitat intraindividual i interindividual ens
aporten una informacié molt valuosa a I’hora de prendre decisions sobre
la qualitat dels biomarcadors analitzats i la seva utilitat en laboratori de
recerca. No obstant aix0, el coneixement del coeficient de variabilitat
relatiu, I’error sistematic i I’error total analitic de diferents biomarcadors
relacionats amb I'estrés oxidatiu, la inflamacid, i el perfil férric ens
permet classificar els biomarcadors segons la seva qualitat, detectar
riscos, i ens reafirma la presa de decisions a partir del coeficient de
variabilitat, sempre tenint en compte la diferenciacié entre la qualitat

analitica exigible en diagnosis o per finalitats de recerca.
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4. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

La limitacid més important en aquest estudi és el nombre de participants
aconseguits. Una poblacio baixa fa que la variabilitat sigui major, pel que
en futurs estudis s’hauria d’ampliar la N de participants, amb el mateix

nombre d’homes i de dones per a cada grup d’edat.

L'inconvenient més gran que hem trobat en aquesta part de I'estudi és
la dificultat per trobar persones “sanes”, que no prenen cap tipus de
complement alimentici, farmacs o cap altre tipus de tractament, tant en

el grup de joves, com en el grup d’edat més gran.

També trobem que no podem posar-nos com a fita arribar al nivell
maxim d’excel-léncia qualitativa ja que els instruments que tenim
disponibles no sén suficientment automatitzats; per tant, es requereix

la intervencid d’un analista.

Una altra limitacio important és la de no poder mesurar la
reproductibilitat dels biomarcadors estudiats. Poder observar si hi ha
diferéncies entre laboratoris que analitzessin els mateixos biomarcadors
gue nosaltres, amb les mateixes mostres, seria el maxim de qualitat
possible. Aquesta circumstancia s’hauria de tenir en compte per a futurs

estudis.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu

i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos

CONCLUSIONS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana

Vanessa Sanchez Martos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Avaluacié de la qualitat analitica de diferents biomarcadors de 1l’estres oxidatiu
i la inflamacidé en una poblacid sana
Vanessa Sanchez Martos
Conclusions

CONCLUSIONS

e La normalitat, la simetria i la curtosi dels biomarcadors afecten
la seva variabilitat, perd no son parametres estadistics
determinants per establir la qualitat dels biomarcadors.

e Elsintervals de referencia obtinguts pels biomarcadors estudiats
es poden fer servir com a rangs de normalitat per a una poblacié
d’homes i dones de I'ambit geografic mediterrani, caucasics,
d’edat adulta, que segueixen una dieta saludable.

e Tots els biomarcadors relacionats amb ['estres oxidatiu
presenten una bona precisi6 de la técnica analitica. Els
biomarcadors relacionats amb I'estres oxidatiu que presenten
millor precisié metodologica sén la CAT, el GSHe, els TBARS, i el
FRAP. Pel que fa a la resta, caldria avaluar el cost i la precisio
d’altres técniques analitiques més sensibles.

e Els biomarcadors relacionats amb la inflamacié que presenten
millor precisié son el colesterol total, I’Apo A1, I'’Apo B, la sICAM-
1 i la sVCAM-1. L'ds de tecnologia més sensible en la
determinacié del perfil lipidic, com la RMN-1H, no aporta una
precisio significativament millor que la precisid de les tecniques
de laboratori convencionals.

e L'UGs de tecnologia més sensible, en la determinacié del perfil
lipidic, com la RMN-1H, no aporta una precisio significativament
millor que la precisi6 de les técniques de laboratori

convencionals.
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Conclusions

El biomarcador del perfil férric que presenta una millor precisio
del metode analitic és la transferrina, mentre que el ferro és el
biomarcador que presenta millor precisid de la técnica.

Els biomarcadors relacionats amb ['estres oxidatiu que
presenten una millor relacié entre la variabilitat metodologica i
técnica sén la CAT, la SOD, la GPx, el GSHe, la vitamina C, el 8-
isoprosta, els grups carbonils i la 8-OHdG.

Els biomarcadors relacionats amb la inflamacié que presenten
una millor relacioé entre la variabilitat metodologica i técnica sén
el colesterol total, els triglicérids, el colesterol HDL, la hsPCR, la
IL-6 i la PAI-1, mentre que dels analitzats per RMN-1H sén el
colesterol lliure, els triglicérids, la VLDLC3-5 i la HDLC3-12.

Els biomarcadors relacionats amb el perfil ferric que presenten
una millor relacioé entre la variabilitat metodologica i técnica sén
el ferro i la ferritina.

Tots els biomarcadors analitzats en aquest treball assoleixen un
grau de qualitat segons el coeficient de variabilitat relatiu. Per
tant, el calcul del coeficient de variabilitat de la técnica analitica
(CVi) i del metode analitic (CVa) és util per determinar el grau de
qualitat analitica dels biomarcadors utilitzats en un laboratori de
recerca.

La classificacié dels biomarcadors en funcié del grau de qualitat
analitica, és a dir, a partir de la imprecisio, I'error sistematic i
I'error total analitic, és un sistema de control de la qualitat

excessiu per a un laboratori de recerca.
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