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ANTECEDENTS SOBRE L'ESTUDI DE L'LDL ELECTRONEGATIVA

Nombroses evidéncies indiquen que la forma oxidada d'LDL esta implicada
en el procés aterosclerotic. Aquest fet queda palés en multiples estudis “in vitro”
que demostren que els productes d oxidacio de I'LDL intervenen a diferents nivells
a l'origen i desenvolupament de la placa ateromatosa (Steinberg 1989, Witztum
1993, Berliner 1995). També s’ha comprovat que el fet de tenir una LDL més
susceptible a I'oxidacié s'associa a major risc cardiovascular (veure introduccid

5.2.4).

La hipotesi de |'existéncia d'una forma d'LDL modificada a circulacio és
forga atractiva. Tanmateix, tradicionalment es descartava la preséncia plasmatica
d'LDL oxidada (van Berkel 1991, de Rijke 1992), perd han sorgit diverses
evidéncies que recolzen la idea d'LDL modificada a circulacié. D'una banda,
I'existencia plasmatica d autoanticossos en front a LDL oxidada (Salonen 1992,
Maggi 1994) o productes lipidics oxidats (Yagi 1987). A més, s’ha detectat LDL
oxidada a circulacié mitjangant anticossos antiLDLox i antiMDA-LDL (Holvoet
1995). Finalment, s’ha descrit la preséncia d’'una forma d’'LDL plasmatica amb

major carrega negativa, anomenada LDL electronegativa.

L'LDL electronegativa és una forma modificada d'LDL present a circulacio, la
qual es troba augmentada en patologies com la hipercolesterolemia i la diabetis, i
produeix citotoxicitat en cultius de cél.lules endotelials. Varis autors han aillat
aquesta fraccio d'LDL electronegativa, mitjangcant cromatografia de bescanvi
anionic, amb I'objectiu d’estudiar les seves propietats. L'estudi de la particula ha
aportat molts resultats contradictoris, dificultant la coneixenca del seu origen,
caracteristiques  fisicoquimiques i relevancia fisiopatologica. = Aquestes
discrepancies estan comentades més detalladament a la introducci6. Respecte a

I"origen de la particula, hi han dues tendéncies: considerar |I'LDL electronegativa
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com a una forma oxidada (Cazzolato 1991, Avogaro 1991, Sevanian 1995, 1996 i
1997) o, contrariament, com el resultat de [|'existéncia d’altres diferéncies
composicionals (Shimano 1991, Chappey 1995, Demuth 1996). A més de les
caracteristiques fisico-quimiques, també existeix controversia en el comportament
d'aquesta particula respecte a la forma electropositiva o nativa en la interaccio
amb els receptors cel.lulars, trobant resultats de igual (Shimano 1991), menor
(Avogaro 1988) o maijor afinitat (Chappey 1995a, Demuth 1996) de la particula pel
rLDL, i de major (Holvoet 1995, Tertov 1995) o igual induccié (Avogaro 1988,
Shimano 1991) en ésters de colesterol intracel.lular a través del receptor

scavenger.

Es dificil donar una explicacié conciliadora a tots els resultats discrepants en
la caracteritzacioé de I'LDL electronegativa. Com s’ha comentat a la introduccio, pot
ser consequéncia de diferéncies metodoldgiques, com el tipus de gradient sali
utlitzat o I'us de diferents concentracions d'EDTA al tampé. Altra causa pot ser
I’heterogeneitat a les poblacions a partir de les quals es va aillar la fraccio
electronegativa, com suggereixen alguns dels resultats de la present tesi. En el
present treball de tesi doctoral s’ha aprofundit en el caracteritzacio fisico-quimica i
funcional de I'LDL electronegativa procedent d’individus normolipémics (NL) i
d hipercolesterolémics familiars (HF). El motiu de I'estudi en els dos tipus d’individu
és que, tal i com suggereixen els diferents resultats dels grups quant a la
caracteritzacié de I'LDL electronegativa, aquesta particula deu ser heterogenia i,
per tant, presentara diferents caracteristiques depenent del tipus d’individu del qual

s ailli.

Nota:

En aquesta discussid s’anomenara com a LDL electronegativa la particula en
general, i, en canvi es citara com a LDL(-) la particula aillada i caracteritzada amb
la metodologia desenvolupada pel nostre grup.
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A- CARACTERITZACIO FISICO-QUIMICA D'LDL(+) 1 LDL()
D’ INDIVIDUS NORMOLIPEMICS | HIPERCOLESTEROLEMICS

A.1 PROPORCIO LDL(-)

El percentatge d'LDL electronegativa en els individus NL va ser del 2-10%
(n=51), mentres que en HF va correspondre entre 6-17% del total de I'LDL (n=31).
La quantitat d'LDL electronegativa en NL coincideix amb el rang de valors trobats
per altres autors, malgrat que la coincidéncia no és total, ja que no hi ha consens
respecte a un valor concret. El grup d"Avogaro va obtenir un percentatge del 1-5% i
el de Moatti 3-10%, mentres que el de Shimano (Shimano 1991) va descriure
valors de menys de 1'1% del total de I'LDL. Com indica el treball d"aquest ultim
autor, la proporcié de la particula vindra determinat pel sistema cromatografic
emprat, el tipus de gradient sali (continu o esglaonat) i la forga idnica d’elucio de
les fraccions utilitzats. Els nostres resultats coincideixen més amb els de Moatti,
degut probablement a que es va utilitzar el mateix métode de separacié per FPLC

mitjancant un gradient de NaCl esglaonat.

La major proporcié d'LDL electronegativa en HF ja havia estat descrita pel
nostre grup en un treball anterior (Sanchez-Quesada 1999). També en un treball
amb pacients amb dislipémia lla (Vedie 1998), que serien els equivalents als
individus del nostre estudi, es descriu que la seva LDL presenta major mobilitat

electroforética i percentatge d’LDL electronegativa.

El resultat de major percentatge d'LDL(-) en HF es pot relacionar amb el fet
de que en alguns treballs (Demuth 1996, Nyyssbénen 1996, Vedie 1998) es
relaciona el percentatge d’LDL electronegativa amb factors de risc cardiovasculars

tradicionals, com el colesterol total i el cLDL. En I'estudi previ del nostre grup es va
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observar que el tractament amb simvastatina va disminuir considerablement el
percentatge elevat de I'LDL(-) dels HF. El percentatge d'LDL electronegativa en HF
obtingut en |"anterior treball (Sanchez-Quesada 1999) era considerablement més
gran que el de la present tesi. Aixd és degut a diferéncies metodoldgiques (M.1.4),
ja que en el treball experimental d'aquesta tesi l'aillament va ser per mitja de
columna preparativa, mentres que, a laltre estudi la separacio tenia lloc per
columna analitica. El fet d utilitzar la columna preparativa va provocar |'aparicié en
els HF d'un segon pic cromatografic, posterior a I'HF-LDL(+), fraccié que va ser
anomenada HF-LDL(+)bis (Figura R.2). Aquesta fraccid no es va separar utilitzant
la columna mono-Q, en la qual eluia juntament amb I'HF-LDL(-), i per tant és
aquesta |’explicacié de que amb la columna analitica el percentatge de la fraccid
electronegativa fos superior que amb la columna de Q-Sepharosa. A més, la fraccio
HF-LDL(+)bis va presentar caracteristiques composicionals compreses entre |'HF-
LDL(+) i I'HF-LDL(-), i també una mobilitat electroforética intermitja entre les dues
fraccions. Amb la finalitat de no complicar excessivament els experiments i degut a
que I'HF-LDL(+)bis no és una fraccié pura, es va descartar aquesta fraccio, i, en
consequéncia, es van triar per als estudis subseglients les dues fraccions més

diferents respecte a la seva carrega eléctrica.

Considerant que els individus HF presenten nivells augmentats d'LDL en
circulacio, ja que tenen disminuit el seu aclariment pel rLDL (Goldstein 1983), i
que, a meés, I'LDL electronegativa representa una proporcio superior de |'LDL total
que en els NL, es dedueix que els individus HF tenen un nivells for¢ca elevats
d'aquesta particula modificada. La preséncia d'una major proporcio d’'LDL(-) per
part dels HF pot ser deguda a que I'LDL és aclarida més lentament i roman meés
temps a circulacio, on és susceptible a sofrir modificacions que incrementin la seva

carrega eléctrica negativa.
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A2 ;ES L'LDL(-) UN ARTEFACTE O CONSEQUENCIA DE CONTAMINACIO
AMB ALTRES LIPOPROTEINES?

Existeixen proves confirmatories de que I'LDL electronegativa no és un
artefacte ni el resultat de la contaminacié per part d’altres lipoproteines. Ratificant
la primera afirmacié hi han alguns treballs previs (Cazzolato 1991, Vedie 1991).
També nosaltres hem confirmat que I'LDL(-) no es genera durant el procés
cromatografic (Figura R.1a i 1b), ja que la cromatografia de les dues fraccions per
separat mostra la seva puresa. D altra banda, altres resultats previs del nostre grup
indiquen que I'LDL(-) no es forma degut a oxidacié durant el seu aillament ni pel
procés d’ultracentrifugacio, com demostra |'us de BHT a I aillament (Cérdoba-
Porras 1996) i la separaci6 de I'LDL mitjancant gel filtracié enlloc de
I"ultracentrifugacio. A més, en un treball (Bittolo-Bon 1999) a partir de plasma
s’aillen subfraccions d'LDL amb diferent carrega eléctrica mitjancant electroforesi
capil.lar, i correlaciona una major proporcio d'LDL de més carrega eléctrica
negativa amb major proporcié d’LDL electronegativa. Totes aquestes dades
demostren que I'LDL(-) no és un artefacte generat per I'aillament i/o manipulacio

de les mostres.

També es va descartar que la preséncia de I'LDL(-) fos deguda a
contaminacié per part d’altres lipoproteines de major carrega negativa. Per una
part, I'apo CIlI i I'apoAl van ser indetectables en totes les fraccions. L'apoCll és
propia de les particules riques en TG i també esta present en HDL, i I'apoAl és
caracteristica de I'HDL, per tant es pot descartar contaminacio per part d 'aquestes
altres lipoproteines. També quedaria descartada la preséncia d'VLDL i d’Lp(a),
lipoproteines que presenten major carrega negativa que |I'LDL, pel rang de densitat
utilitzat per aillar I'LDL, el qual va ser de 1.019-1.050 kg/L. A més, com |'VLDL
presenta una grandaria superior al tamany d’exclusié de la columna aixd ens

assegura que no elueix amb I'LDL(-).
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A.3 DENSITAT | GRANDARIA

Un dels aspectes en els quals hi ha cert consens entre els autors és el de
que I'LDL electronegativa es distribueix preferentment en les fraccions més denses
(Shimano 1991, Chappey 1995a, Demuth 1996, Sevanian 1996). Aquests estudis
han estat realitzats amb poblacions normolipémiques i, per tant, no s’ha avaluat si
aquesta diferent densitat també és caracteristica de I'LDL electronegativa aillada a

partir d’altres tipus d’individus, com, al nostre cas, els HF.

Els HF presenten una LDL total predominantment més gran i lleugera que
els individus NL (Patsch 1982, Tilly-Kiesi 1991, Raal 1999), ja que aquests ultims
presenten preferentment una LDL de densitat intermitja (Chapman 1988). Hi han
dades que indiquen que no només I'LDL petita i densa és més aterogenica, sind
que també I'LDL dels HF, de menor densitat i major grandaria, presenta major

aterogenicitat (Rudel 1985 i 1986, Campos 1995).

Per estudiar la densitat en la fraccid electronegativa, en el nostre estudi es
va separar |I'LDL total d'individus NL i HF en sis subfraccions de densitat (LDL1 a
LDL6), per mitja d ultracentrifugacio en gradient de densitat. De cada subfraccio es
va determinar el percentatge d'LDL(-) avaluat per cromatografia de bescanvi
anionic i amb columna analitica (Figura R-3). En NL es van confirmar les troballes
d’altres autors, de manera que en les subfraccions més denses (LDL4-6) el
percentatge d’'LDL(-) és molt superior que a les subfraccions més lleugeres. De fet,
el 68% de I'LDL(-) d'NL es distribueix en les fraccions de major densitat.
Tanmateix, els resultats sén molt diferents en els individus HF, en els quals I'LDL
electronegativa és majoritariament lleugera, trobant un % d'LDL(-) en les
subfraccions LDL4-6 de tan sols el 14%. Els resultats indiquen que, malgrat que en

NL hi ha poca LDL densa, aquesta és majoritariament electronegativa. En canvi, en
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HF hi ha també poca LDL densa, i I'LDL(-) es troba distribuida basicament entre
les formes lleugeres.

L origen de I'LDL gran i lleugera dels HF podria ser degut a que els seus
precursors, I'VLDL i I'IDL, tenen un catabolisme enlentit (James 1989, Krauss
1987). Aquestes VLDL i IDL son particules petites i denses, les quals podrien
generar les LDL grans i de menor densitat dels HF. La menor densitat de I'HF-
LDL(-) respecte a I'NL-LDL(-) podria tenir com a origen aquests precursors
incorrectament metabolitzats d'HF, ja que, I'IDL petita i densa caracteristica
d'aquests individus (Krauss 1987, James 1989) podria donar lloc a la formacio

d’LDL(-) lleugera.

D altra banda, com en I'LDL la densitat €s un parametre que esta vinculat
amb la grandaria, per determinar si la particula també és heterogenia en el seu
tamany es van realitzar electroforesis en gradient d’acrilamida en condicions no
desnaturalitzants. En el cas de I'LDL(-) d’individus normolipémics, s’observava al
gel una banda de major migracio, fet que ens indica que és una particula més
petita. En canvi, I'LDL(-) aillada de subjectes HF presentava una banda amb igual
migracio que la seva respectiva fraccio electropositiva. Val a dir, que I'LDL(-) d"'HF,
sempre, i la d'NL, en alguns casos, van presentar alguna banda de tamany més
gran, superior a 30 nm. Una de les possibles causes d"aquest fenomen seria la
formacié d’'agregats de la particula, ja que I'LDL(-) és més susceptible a

|"agregacio, com s’ ha indicat a resultats.

Com a consequencia d'aquests resultats, es dedueix que I'NL-LDL(-) i I'HF-
LDL(-) semblen ser dues particules forca diferents, almenys quant a grandaria i
densitat, ja que la d’'NL és de petita grandaria i densitat incrementada, mentres que
la procedent d'HF és lleugera i de major tamany. Per tant, I'LDL(-) és heterogénia
depenent del seu origen, sent possible que aquestes particules presentin unes

caracteristiques diferents, degut a que la grandaria i la densitat son dos factors
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intimament relacionats que determinaran el comportament de I'LDL en diferents
aspectes, com la unié al proteoglicans, la susceptibilitat a I'oxidacio o la interacci6
amb els receptors (I-4.3). D altra banda, el fet que I'LDL(-) presenti una distribucio
preferencial en les fraccions més denses i més lleugeres estaria d’acord amb els
resultats descrits per altres autors mitjancant electroforesi (Chapman 1988, LaBelle
1997, Lund-Katz 1998) que assenyalen que aquestes fraccions, denses i lleugeres,

tenen major carrega eléctrica negativa que I'LDL de densitat intermitja .

A.4 COMPOSICIO

Alguns estudis previs mostren una diferent composicio de |'LDL
electronegativa respecte a la forma nativa. En la present tesi s’ha avaluat la
composicié de les fraccions per descobrir trets diferencials de I'LDL(-), i per avaluar
si existeixen divergéncies entre |'aillada d'NL i d'HF. Com a resultat de I'estudi de
la composicié, es van observar algunes de les diferéncies composicionals ja
descrites préviament per a I'LDL electronegativa, i a més es van detectar daltres
diferents. També es van obtenir diferéncies de composicié en I'LDL(-) depenent de

si I'origen son individus NL o HF (Taula R-3).

Respecte a les diferéncies composicionals comunes en NL-LDL(-) i HF-LDL(-
) en front a les seves respectives LDL(+), van presentar, de forma significativa,
increment en el contingut en acid sialic, en les apoproteines apoClll i apoE, en
colesterol lliure, en triglicérids, i en acids grassos no esterificats, i disminucio en el
contingut d"apoB. A més d’aquestes diferéncies mencionades, |I'HF-LDL(-) també
presenta un menor contingut significatiu en fosfolipids respecte I'HF-LDL(+) i major
en colesterol total i esterificat. Aquestes caracteristiques diferencials en composicio
de I'HF-LDL(-), a més del menor contingut en apoB, podrien estar relacionades

amb el fet de que, com indiquen els resultats trobats en els estudis de les
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subfraccions de densitat, I'HF-LDL(-) es tracta d'una forma d'LDL de menor
densitat. A més, I'LDL d’individus HF presenta més colesterol total i esterificat en
ambdues fraccions respecte a les d'NL, potser indicant la predominancia de

particules més lleugeres.

En referéncia a I'augment d’acid sialic, els resultats d’altres estudis son
discrepants, de manera que alguns indiquen que I'LDL electronegativa és una
forma desialitzada (Tertov 1995), i en canvi d’altres coincideixen amb les nostres
dades de contingut augmentat en sialic (Demuth 1996, Vedie 1998). L"augment en
acid sialic pot ser atribuit al major contingut en apoE i apoClll, les quals son formes
sialitzades que presenten un maxim de 2 mols d’acid sialic per molécula (Zannis
1984 i 1986, Ito 1989). Tanmateix, I'augment en el contingut de sialic no es pot
justificar totalment pel percentatge augmentat en el contingut d’aquestes
apoproteines, les quals, malgrat que es troben incrementades en front a la fraccié
electropositva, representen un petit percentatge en el contingut global de la
particula. Fent la conversido molar, i considerant el maxim de sialic en les apoE i
apoClll, la seva contribucié al contingut de sialic de la LDL(-) podria arribar a 1.5
mols. D altra banda, la resta de |'enriquiment en sialic podria provenir de la petita
contaminacié amb Lp(a) ja que I'apo(a) es troba altament sialitzada (7% de la masa
total es acid sialic, refe). El calcul de la aportacié de la petita contaminacié de Lp(a)
en la LDL(-) oscilla entre 1 i 4 mols, depenent de la grandaria de la Lp(a)
contaminat. Tanmateix, és poc probable que aquesta contaminaci6 amb Lp(a)
interferis en altres propietats de I'LDL(-) com la interacci6 amb receptors o la
activitat inflamatoria. Aixi doncs, el augment de acid sialic podria ser consequencia

de la presencia de apoE, apoClll i Lp(a).

Per altra banda, també hi han dades contradictories respecte a si |'acid sialic
proporciona a |I'LDL un increment de carrega positiva (Tertov 1995) o negativa

(Camejo 1985). De fet, desialitzant I'LDL “in vitro” amb neuraminidasa es pot
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comprovar per electroforesi en agarosa que la pérdua d’acid sialic proporciona un
guany de carrega positiva a la particula (Camejo 1985), fet pel qual es pot deduir
que un enriquiment en acid sialic provoca un increment en la proporcié de I'LDL

electronegativa, que coincideix amb les nostres dades.

Quant a la major preséncia d’apoClll i apoE en I'LDL(-), els resultats

coincideixen amb els del grup de Moatti (Chappey 1995, Demuth 1996, Vedie
1998). Aquest fenomen es va observar en tots els casos i, malgrat les grans
desviacions observades, els valors trobats per les LDL(-) d'NL i HF coincideixen
clarament amb els calculats a partir de les dades d’un recent treball de Campos et
al (Campos 2001) on s’indica, al igual que reflexen els nostres resultats, que,
contrariament al que es considerava tradicionalment, I'LDL pot contenir en petites
quantitats apoClll i apoE. A més, esta descrit que les formes lleugeres i denses de
I'LDL presenten major contingut en apoE que les de densitat intermitja (Chapman
1988). En el treball de Chapman també s’indica un major enriquiment en la fraccié
densa, fet que correspondria amb que I'LDL(-) d'NL (densa) també presenta més
quantitat d’apoE que la d'HF (lleugera). D’altra banda, les dades indiquen,
juntament amb les d’altre recent treball (Campos 2001) que I'HF-LDL(-) conté
menys apoE i apoClll que la d’NL, de manera que la major quantitat d altres apos
diferents de I"'apoB en NL-LDL(-) podria contribuir en una petita part, juntament amb
altres caracteristiques com el menor contingut en colesterol, a la major densitat de
la particula respecte a la fraccido d'HF. La conseqtiéncia de I'increment en aquestes
apoproteines diferents de |'apo B és un guany de carrega negativa en |I'LDL,
podent ser aquest factor responsable en part de la formacioé de I'LDL(-) (Demuth
1996). De totes maneres, els valors d'aquestes no justifiquen |'origen de totes les
particules d'LDL(-), ja que, hipotetitzant que la preséncia de tan sols 1 Unica
molécula d'apoE o apoClll ja generés LDL(-), es podria atribuir a aquestes
apoproteines |'origen de com a maxim el 70% de la fraccié electronegativa per NL i

del 30% per HF.
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Respecte a la apoproteina majoritaria de I'LDL, I'apoB, es va observar una
lleugera disminucio en apoB de I'LDL(-) en front a I'LDL(+), concretament del 6%
en NL i del 7% en HF. En general s’havia descrit en treballs previs un major
contingut en proteines o una relaci6 minvada colesterol/proteina (Avogaro 1991,
Cazzolato 1991, Vedie 1991, Shimano 1991, Sevanian 1996), que és contrari al
nostre resultat. No obstant aix0, en els estudis mencionats es va valorar la proteina
total, mentres que en el nostre estudi s’ha quantificat apoB, i val a dir que en I'LDL
estan associades altres proteines, com les apoClll i apoE que es troben
augmentades en I'LDL(-). D’altra banda, cal remarcar que es va avaluar el
contingut en apoB per un meétode immune, de manera que si I'apoB de I'LDL
electronegativa presenta un canvi conformacional (Parasassi 2001) també pot
provocar una menor reactivitat amb I’anticos. En principi, el menor contingut d"apoB
en I'LDL(-) indicaria una densitat disminuida de la particula en front la forma nativa,
que podria estar dacord en el cas de I'HF-LDL(-), perd no per la d’'NL. Tanmateix,
molts altres components de I'LDL influiran en en la densitat, com per exemple la

preséncia daltres proteines associades, diferents de |"'apoB.

Respecte al colesterol lliure els treballs d altres grups coincideixen en el seu

major contingut en la fraccié electronegativa (Avogaro 1991, Cazzolato 1991,
Chappey 1995a, Nyyssonen 1996). També hi ha acord en la major proporcid de
triglicérids (TG) en la particula (Chappey 1995a, Nyyssdnen 1996). A més, esta
descrit que I'LDL amb un major contingut en TG presenta un increment en la
carrega eléctrica negativa (Aviram 1988, McKeone 1993). En el nostre cas,
I'increment en TG de I'LDL(-) respecte la seva LDL(+) va ser bastant marcat, del
18% en NL i del 36% en HF. El major augment observat en HF pot ser degut a que
el contingut en HF-LDL(+) va ser significativament inferior respecte a NL. D altra
banda, el guany en TG no pot ser degut a contaminacié6 amb VLDL, com s’ha

explicat anteriorment.



Discussi6 190

S’ha descrit que els TG es troben preferentment associats a les subfraccions
més lleugeres i més denses de |'LDL (LaBelle 1997), les quals presenten major
carrega eléctrica negativa, fet que estaria relacionat amb el major contingut en TG
de les LDL(-) d'NL i HF. Aquesta relacié també queda palesa pel fet que, tant en
individus hipertrigliceridémics com en estudis en qué s enriqueix “in vitro” I'LDL en
TG, es genera LDL petita i densa (Kleinman 1987, Kinoshita 1991, McKeone 1993,
Chen 1994). Per tant, el major contingut en TG en NL-LDL(-) podria influir en la
seva major densitat. Diferent seria el cas de I'HF-LDL(-), la qual esta enriquida en
TG i, no obstant aix0, és una forma més lleugera. Tanmateix és evident que en
aquesta particula existeixen altres components que intervenen alterant la seva
densitat, com |’elevat contingut en colesterol. D altra banda, es podria relacionar el
major contingut en TG amb el de les apos ClIl i E, ja que en un estudi “in vitro”
I"enriquiment d'LDL en TG provoca una major unié a apoproteines intercanviables
com |'apoE (Saito 1996). Quant a la major quantitat en TG i apoproteines es podria
establir una relacié en el seu origen, ja que la causa podria tractar-se d’una

metabolitzacié incompleta de la particula d’IDL.

Apart de les diferéncies en composicid abans mencionades, també es va
observar una altra caracteristica no descrita amb anterioritat de I'LDL(-): un elevat
contingut en NEFA. Aquest augment en la quantitat de NEFA és la diferéncia
composicional més marcada que s’obté en I'LDL(-), tant d'NL com d'HF, sent el
seu contingut aproximadament el doble. Al igual que en el cas dels TG, s’ha descrit
que I'LDL carregada amb NEFA presenta major mobilitat electroforética en agarosa
i major electronegativitat (Shafrir 1958, Chung 1995, Braschi 1997), fet que també
és confirmat en la present tesi en els estudis de carrega “in vitro” d'"LDL total amb
una barreja de NEFA en proporcio fisiologica. També, en un estudi “in vitro” en qué
es tracta I'LDL amb PLA2 i es provoca un guany de NEFA en la particula,
augmenta la mobilitat en gel d’agarosa, la qual s’elimina quan s’incuba amb

albumina (Kleinman 1988). A més, aquesta LDL tractada amb PLA2 també
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presenta algunes caracteristiques de composicié semblants a I'LDL(-), com ara un
contingut augmentat en CT i TG i disminuit en fosfolipids i proteina. Aquestes
observacions podrien tenir alguna relacié amb el fet de que s’ha descrit activitat

PLA2 associada a la fraccié d'LDL (Parthasarathy 1990b).

Algunes situacions fisoldgiques en qué es produeix un augment de NEFA al
plasma i que conjuntament també hi ha un increment en la proporcié d’'LDL(-) sén
I"exercici agut i la DMII (Benitez 2002, Sanchez-Quesada 2001). En consequéncia,
I'increment en NEFA podria estar implicat en la generacié d'LDL(-). En |'exercici
agut, situacié en qué augmenta el percentatge d’'LDL(-), s’ha comprovat que la
caracteristica més marcada en la LDL postexercici és el contingut augmentat en
NEFA, de manera que es suggereix que en condicions en qué quedés
sobrepassada la capacitat de I'albumina, els NEFA es poden distribuir a altres
molécules, com I'LDL, suggerint la implicacié d’aquest component en la formacio
d’LDL(-). Altres situacions en qué els NEFA en circulacié es troben augmentats,
perd que no es coneix si aixd es relaciona amb un augment en I'LDL(-), poden ser

|"analbuminémia i la disfuncio renal.

Per tant, resumint, s’observen diverses diferéncies composicionals entre les
fraccions LDL(-) i les seves respectives LDL(+), i entre les fraccions provinents de
subjectes NL i HF. En aquest aspecte és important incidir en que la composicié
alterada de I'LDL(-) pot afectar a la conformacié de |'apoB. Per una banda, el
canvis als components superficials de I'LDL afecten al nucli, i viceversa (Saito
1996), i, d"altra banda, |'apoB-100 esta en contacte amb tots els lipids, de manera
que els canvis en els constituents lipidics de la particula, tant de la superficie com
del nucli lipidic, a través o no de la modificacio del tamany de la particula, tindran
influéncia en la conformacié de I'apoB (Marcel 1987, Harduin 1993, Banuelos 1995,
Hevonoja 2000). A més, la composicié de I'LDL esta fortament relacionada amb la

densitat i grandaria de la particula, propietats que també influeixen en la
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conformacié de I'apoB (Chapman 1988, McNamara 1996). Aquestes possibles
alteracions a la conformacio determinaran el metabolisme i funcié de la particula,
provocant una diferent interacci6 amb els receptors cel.lulars i susceptibilitat a

I"oxidacid, aspectes que es tractaran a continuacio.

A.5 FRACCIO HF-LDL(+)bis

Referent al tema de la composicié de la fraccié d'HF-LDL(+) bis es va trobar
que les seves caracteristiques eren intermitges, presentant un comportament entre
les fraccions HF-LDL(+) i HF-LDL(-) en la majoria dels components lipidics i
apoproteics, perd diferint més de la fraccio electronegativa que de I'HF-LDL(+).
Aquests resultats trobats son esperables, ja que I'LDL és una particula heterogenia,
presentant un ampli ventall quant a grandaria, carrega, o composicié (Capell 1996,
McNamara 1996, Packard 1997). En consequéncia, dins de I'LDL(+) i LDL(-) no
s’engloben particules amb exactament la mateixa carrega, sindé que també hi ha tot
un rang de particules amb diferent electronegativitat, que poden eluir en una fraccio
0 una altra, segons les caracteristiques cromatografiques del métode. Per tant, és
esperable que, ja que LDL(+) i LDL(-) divergeixen considerablement en composicio,
una forma amb carrega intermitja també presenti diferencies composicionals. L' HF-
LDL(+)bis conté una major quantitat que HF-LDL(+) i menor que HF-LDL(-) en
colesterol, NEFA i TG, i menor contingut que HF-LDL(+) perd major que I'HF-LDL(-)
en fosfolipids i apoB, (Taula R-4). En la majoria dels casos la diferéncia és més
marcada respecte a la fraccio electronegativa. També la migracié electroforética en
agarosa de I'HF-LDL(+)bis és intermitja. Aquesta fraccidé es va descartar per
estudis posteriors pels motius ja explicats amb anterioritat, i es van realitzar els

seguents estudis amb les fraccions pures de carrega eléctrica més diferent.
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A.6 CARACTERISTIQUES OXIDATIVES

Degut a la controvérsia existent sobre el possible origen oxidatiu de I'LDL
electronegativa, es van avaluar una série de parametres indicadors de processos
lipoperoxidatius en les diferents fraccions. Es va determinar el contingut d"hidroxids
i aldehids, que s’originen com a consequéncia de |'oxidacié dels acids grassos
poliinsaturats de I'LDL, i també la quantitat d"antioxidants, ja que el seu contingut
disminueix quan es produeix un procés de peroxidacié lipidica (Taula R-5). No es
van detectar més nivell oxidatiu en I'LDL(-) per la preséncia d’hidroxids ni de

I'aldehid MDA. Els resultats tampoc mostren diferéncies en el contingut de a-

tocoferol, ni en el de carotenoids.

Per tant, els resultats no indiquen que I'LDL(-) sigui una forma oxidada, ni en
NL ni en HF, dades que estan en contra de la postura d’aquells que hipotetitzen
que es troba oxidada, ja que indiquen que la particula presenta un contingut
disminuit en antioxidants i/o un nivell augmentat d'MDA (Avogaro 1991, Cazzolato
1991, Holvoet 1995, Sevanian 1996) i en lipoperoxids, per un métode molt sensible,
(Sevanian 1997). En canvi, els treballs del grup de Moatti descarten que I'LDL(-)
presenti caracteristiques propies de I'LDL oxidada (Chappey 1995a, Demuth 1996).

Altra prova que ratifica que I'LDL(-) no és una forma amb un grau d’oxidacio
important és |’electroforesi en SDS-PAGE, en la qual es va comprovar la integritat
de I'apoB de I'LDL(-), ja que no s’observa al gel fragmentacié ni agregacié (Figura
R-6), mentres que si es detecten aquests fenomens a I'LDL oxidada “in vitro”.
Utilitzant aquesta metodologia, també hi han diferents resultats entre els treballs en
el tema de trobar proves que indiquin que I'LDL(-) presenti caracteristiques
oxidatives, detectant en alguns la preséncia d'agregats d'apoB en [|'LDL
electronegativa (Avogaro 1988, Avogaro 1991, Cazzolato 1991) o no (Shimano

1991, Chappey 1995a, Demuth 1996). D’altra banda, per electroforesi en gel
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d'agarosa s’observa una major migracié de I'LDL(-), causada per una carrega
negativa augmentada, perd aquest increment en la mobilitat electroforética és
lleuger i molt menor que al cas de I'LDL oxidada “in vitro”. Aquesta dada també ens
confirma que no es tracta d’'una LDL molt modificada o amb un grau d’oxidacié

considerable.

La susceptibilitat a |"'oxidacié “in vitro” de I'LDL es va determinar mitjangant

incubaci6 amb coure i monitoritzacié de diens conjugats valorats a 234 nm. Els
resultats (Figura R-4) indiquen que I'LDL(-) no tan sols no presenta caracteristiques
propies d'una forma oxidada, siné que a més té una major resisténcia a |’oxidacio,
valorada com a una fase de laténcia més llarga, tant en el cas d’individus HF com
el d'NL, en front a la seva fraccio electropositiva. Aquest efecte és més patent al

cas de I'HF-LDL(-) .

Préviament no s havia descrit que I'LDL electronegativa fos més resistent a
I"oxidacio, sind que el més acceptat en diferents treballs era just |'efecte contrari, és
a dir, que I'LDL electronegativa era més susceptible a oxidar-se (Shimano 1991,
Sevanian 1996). A més, com a minim al cas de I'NL-LDL(-) era esperable que fos
meés susceptible a I'oxidacio, ja que esta ampliament acceptat que les LDL petites i
denses presentan una major oxidabilitat (de Graaf 1991, Tribble 1992). No obstant
aixo, en les nostres mostres i amb les nostres condicions metodologiques |'efecte
observat és el de una menor susceptibilitat a I'oxidacié, fet que es pot hipotetitzar
que sigui degut a diferents causes. Una d’elles és que I'LDL(-) presenta un major
contingut en colesterol lliure, el qual protegeix a la particula de I'oxidacio (de Graaf
1991). S’ha proposat que pot exercir el seu efecte a dos nivells: disminuint la
fluidesa en la superficie de I'LDL (Li 1992, Tribble 1995) i actuant com a antioxidant
(Smith 1991). Respecte al primer factor esta descrit que el colesterol lliure déna
rigidesa a la superficie de I'LDL, impedint I'entrada de radicals lliures iniciadors del

procés oxidatiu.



Discussi6 195

Altra possibilitat candidata a oferir una explicacié de la menor susceptibilitat
a l'oxidacié de I'LDL(-) és que |'apoB d'aquesta particula presenti un canvi
conformacional que faci més dificil la seva accessibilitat al coure. De fet, esta
descrit que la seva apoB presenta una conformacié alterada (Parasassi 2001). Hi
han treballs on es descriu que canvis conformacionals en |'apoB indueixen una
major resisténcia a |'oxidaciéo de I'LDL (Abuja 1999, Brunelli 2000). A més, com
s’ha comentat amb anterioritat, hi ha amplia bibliografia en qué es descriu que les
subespécies de diferent densitat de I'LDL presenten canvis en la composicié que
provoquen canvis en la conformacié de |'apoB, fet que pot afectar a diferents

nivells, sent un d’ells la capacitat de la particula per oxidar-se (McNamara 1996).

Una altra possible explicacié de la menor susceptibilitat a |'oxidacié de
I'LDL(-) radica en el fet que I'LDL(-) s’agrega amb més facilitat, i esta descrit que
I'LDL agregada és més resistent a |'oxidacié (Herman 1992). Es va observar induint
I"agregacio de les fraccions per agitacié intensa amb vortex en temps creixents i
posterior mesura d absorbancia a 680 nm, que I'LDL(-), independentment del tipus
d’individu d origen, presentava tant a temps inicial com a temps creixents d agitacié
un major valor d"absorbancia. Aixd no obstant, és dificil discernir si I'LDL(-) és una
forma amb un cert grau d"agregacio, o bé, com a consequéncia de presentar-hi una
major susceptibilitat, es formen agregats més facilment per efecte de la manipulacio
de la mostra que en el cas de la forma nativa. La possibilitat que I'LDL(-) sigui una

forma agregada es comentara al seguient apartat.

Apart de la fase de laténcia es van avaluar altres parametres en la cinética
de formacio de diens conjugats, concretament el pendent i I"absorbancia inicial i
final. ElI pendent de la cinética va ser, en el cas d'NL-LDL(-) significativament
inferior respecte la seva fraccio positiva, corroborant que la particula s’oxida més
lentament. L absorbancia inicial va ser significativament superior en I'LDL(-) en

front I'LDL(+), tant en NL com en HF. Aquesta dada podria apuntar que la fraccié
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electronegativa podria tenir, préviament a la induccié de l|'oxidacid, un petit
contingut en lipids oxidats. No obstant aix0, pels altres resultats presentats, queda
descartat que es tracti d’'una forma extensament oxidada. D altra banda, I'HF-LDL(-
) va presentar una major absorbancia final i increment d’absorbancia que la d'NL,
possiblement degut a que conté una major quantitat de substracte oxidable. Aixd
indica que, malgrat que I'HF-LDL(-) és més resistent a |'oxidacié que la d'NL, un

cop superat el llindar necessari per iniciar | 'oxidacio, la particula s’oxida més.

Quant a I'oxidabilitat de I'LDL total dels dos tipus de subjectes existeixen
diferents resultats, alguns autors descriuen major susceptibilitat per part de I'LDL
d'HF (Lavy 1991, Cominacini 1993, Napoli 1995), mentres que altres apunten més
resisténcia (Raal 1995) o igual comportament (Sanchez-Quesada 1999). En el
nostre cas la forma predominant o nativa, és a dir, LDL(+) no presenta diferent
susceptibilitat a I'oxidacié entre NL i HF. En canvi, I'HF-LDL(-) presenta maijor
resisténcia a |'oxidacid, potser perque, assumint que les LDL(-) sobn més resistents
a |I'oxidacié per I'augment en colesterol lliure o per canvis conformacionals, entre
elles I'NL-LDL(-) al ser més densa podria ser relativament més susceptible a

oxidar-se que la d'HF (de Graaf 1991).

Els resultats obtinguts en els parametres oxidatius apunten que I'LDL(-) no
presenta un origen oxidatiu, o almenys no corresponen amb que presenti un grau
d’oxidaci6 important, fet que no descarta que pugui presentar uns nivells basals de
lipoperoxids lleugerament augmentats i que no siguin detectables pels nostres
meétodes, pero si per altres més sensibles (Sevanian 1997). De totes maneres, per
les dades presentades, no sembla que la causa de |electronegativitat de la
particula sigui la preséncia de productes d’oxidacid, sind altres diferéncies
composicionals com el major contingut en TG, NEFA, apoE, apoClll i acid sialic.
Varis treballs descriuen que |'augment d aquests components lipidics i apoproteics

en I'LDL augmenten la seva carrega negativa, i per tant poden ser candidats
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responsables de la formacié d'LDL(-). Totes aquestes diferéncies en les propietats
oxidatives es poden atribuir a causes metodologiques, basicament a nivell de
I"aillament i manipulacié de I'LDL electronegativa, processos que poden propiciar
I'oxidacio de la particula, fet que provocara que la mostra presenti diferents
propietats (I-6.5). Una de les causes per les quals alguns autors troben evidéncies
d’oxidacié podria ser que tan sols utilitzen una concentracié de 10 nM d’'EDTA al
tampd, mentres que en el nostre cas és de 1 mM d'EDTA per evitar la modificacié

oxidativa de la particula.

A.7 AGREGACIO

Com s’ha mencionat, es va comprovar, avaluant la susceptibilitat a
I'agregacio “in vitro”, que I'LDL(-) mostra una major agregabilitat que la forma
electropositiva (Figura R-8). El fet que |'absorbancia a temps cero ja fos més
elevada a I'LDL(-) indica que no tan sols és més agregable, sind que el nivell basal
d’agregacié també va ser lleugerament més alt. Perd, com s’ha esmentat quan es
tractava el tema de la susceptibilitat a I'oxidacio, és dificil conéixer si realment
I'LDL(-) esta més agregada, o al ser més susceptible a I'agregacio es modifica per
la manipulacio de la mostra. D altra banda, el fet que I'LDL sigui més susceptible a
agregar-se podria ser en part responsable de la preséncia de bandes de major pes
molecular observades en els gels en gradient d’acrilamida, tant en individus NL

com en HF.

Respecte als resultats d'altres autors, no s’han realitzat estudis de
susceptibilitat a I"'agregacio, perd si s’ha evaluat |'estat d"agregacié de |'apoB per
mitja de gels en SDS-PAGE. En aquest aspecte els altres grups, en general, no han

detectat preséncia d'agregats en I'LDL electronegativa, excepte el grup d"Avogaro,
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associant aquest efecte a que la particula es troba modificada oxidativament, que
és la hipotesi que defensen.

L agregacio és una modificacié que proporciona aterogenicitat a I'LDL (Khoo
1988), ja que és internalitzada induint |'acumulacido de colesterol esterificat.
Tanmateix, la preséncia d’'LDL amb un grau extens d’agregacio a circulacié és poc
factible, perd s’ha descrit, a la teoria de la retencié de les lipoproteines (Williams
1995 i 1998, Boren 2000) que I'LDL retinguda a la intima és modificada per
fusid/agregacio i adquireix propietats aterogéniques. Aixd és degut a que en I'espai
subendotelial abunden els agents prooxidants i també enzims proteolitics d origen
cel.lular, per accio dels quals es produeix fragmentacié de I'apoB i pérdua de part
d'aquests fragments, el que comporta que components del nucli lipidic quedin
exposats a la superficie, augmentant la hidrofobicitat. En potenciar-se les
interaccions hidrofobiques entre particules d’'LDL es faciliten els processos
d’agregacio (reversible) i fusié (irreversible) (Hevonoja 2000). Aixd concorda amb
que en fases primerenques de la placa ateromatosa s’observa la formacié de gotes
i vesicules lipidiques originades a partir de I'LDL. Per aquestes raons, el fet que
I'LDL(-) sigui més susceptible a agregar-se pot comportar una major aterogenicitat

de la particula, ja que és més facilment modificable a |'espai subendotelial.

A.8 CONCLUSIONS DEL BLOC A - CARACTERISTIQUES FISICO-QUIMIQUES

1) En I'estudi de I'LDL electronegativa existeixen multiples discrepancies entre els
autors. Un dels factors que deu contribuir és que es donin diferéncies
metodologiques al moment d’aillar la particula, com el tipus de gradent sali i la
forca ionica utilitzada per a I'elucio. Altre és |I'heterogeneitat de la mostra, ja que,

I'LDL electronegativa presenta heterogeneitat entre individus i, en consequéncia,
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en funcié de la poblacié triada inicialment la particula presentara diferents

caracteristiques.

2) Els resultats confirmen que, efectivament, els individus HF presenten un major

percentatge d'LDL(-) que els NL.

3) Les LDL(-), tant d'NL com d'HF, presenten una série de caracteristiques
comunes, entre elles, quant a composicid, el major contingut en apoproteines
Clll i E, acids grassos lliures, triglicérids, colesterol lliure i acid sialic, i menor en

apoB. També hi ha coincidéncia en la incrementada susceptibilitat a I'agregacio

4) S’observa abséncia de caracteristiques oxidatives en NL-LDL(-) i HF-LDL(-), ja
que ambdues fraccions no presenten fragmentacié ni agregacié de |'apoB,
contingut augmentat en MDA o hidroxids, ni disminuits en antioxidants, i, a més,
son menys susceptible a l'oxidacié “in vitro”. Aquestes dades indiquen que
I'LDL(-) no és una forma originada per processos oxidatius, siné que la major

carrega negativa pot venir determinada per altres factors.

5) Tanmateix, existeixen trets diferencials entre les LDL(-) dels dos tipus d’individu,
fonamentalment un major contingut en colesterol i menor en fosfolipids i
apoproteines Clll i E en HF-LDL(-). També difereixen quant a densitat, sent I'NL-
LDL(-) una forma preferentment densa, mentres que I'HF-LDL(-) es distribueix a

les fraccions més lleugeres.
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B- INTERACCIO AMB ELS RECEPTORS CEL.LULARS

Existeixen diferents treballs sobre la interaccioé de |'LDL electronegativa amb
els receptors cel.lulars, amb resultats discordants entre els grups. La finalitat
d"aquests estudis seria discernir si la diferéncia en carrega i altres caracteristiques
de I'LDL electronegativa poden interferir amb el reconeixement pel rLDL, i per tant
influir en el seu aclariment plasmatic. Per altra banda, el fet que I'LDL
electronegativa presenti un increment en carrega negativa, podria implicar el seu
reconeixement pel receptor scavenger, SR, i com a consequéncia provocar
["acumulacio intracel.lular d’ésters de colesterol de forma incontrolada, comportant

la formacio de ceél.lules espumoses (Goldstein 1979, Brown 1983 i 1990).

B.1 ACUMULACIO DE COLESTEROL ESTERIFICAT EN MACROFAGS

Respecte a la interaccié amb el SR, el comportament de I'LDL(-) és igual en
NL i HF, no promovent acumulacié en colesterol esterificat respecte la forma nativa
en macrofags de la linia de macrofags P388D1, la qual expressa el SRA-II (Figura
R-9). En canvi, I'LDL acetilada va incrementar en sis vegades el contingut
intracel.lular d’ésters de colesterol respecte a la forma nativa. De totes maneres,
com s’ha comprovat per electroforesi en gel d'agarosa, el guany de carrega
eléctrica negativa de I'LDL(-) no és equiparable a la d’altres modificacions com
I"acetilacié o I'oxidacié que si indueixen acumulacido en EC i per tant originen
cél.lules espumoses. Per tant, sembla que el lleuger guany en carrega negativa de

I'LDL(-) no és suficient per a que la particula sigui reconeguda pel SRAII.
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El fet que I'LDL(-) no sigui reconeguda per aquest receptor concret, el
SRAII, no implica que no pugui ser captada per altre tipus de SR. EI SRAI presenta
petites diferéncies estructurals amb el SRAIl, concretament la preséncia d'un
domini ric en cisteines, perd comparteixen la capacitat de reconéixer els mateixos
ligands, fet pel qual és poc probable que I'LDL(-) pogués ser reconeguda pel
SRAI. De totes maneres, malgrat que tots els lligands dels SR tenen en comu la
carrega negativa, dins d’aquest grup de receptors hi han englobats diversos tipus
amb diferent especificitat de lligand, com el CD36, SRB-I, LOX-1, SREC (Terpstra
2000) i per tant, no es pot descartar que algun d’aquests SR tingui la capacitat de

reconeixer I'LDL(-) i provocar una série d’efectes bioldgics de caracter aterogénic.

Comparant els nostres resultats d’interaccié de I'LDL(-) amb el SR amb els
trobats per altres grups, s’observen diferents resultats, ja que, per una banda hi han
treballs que indiquen que aquesta fraccié no és reconeguda pel SR (Avogaro 1988,
Avogaro 1991, Shimano 1991), coincidint amb les nostres dades. Contrariament,
altres autors defensen que I'LDL electronegativa pot generar cél.lules espumoses
(Tertov 1995, Holvoet 1995), induint I"'acumulacié d’ésters de colesterol. Entre
aquests estudis es troba el de Tertov en col.laboracié amb el grup d’Avogaro
(Tertov 1995), el qual descriu que també la forma desialitzada té capacitat
d’augmentar el contingut d’ésters de colesterol intracel.lular, i per aquesta i altres
coincidéncies arriben a la conclusié de I'LDL electronegativa podria ser una forma
desialitzada. No obstant, aquests ultims resultats entren en contradiccié amb el que
havien descrit préviament els mateixos autors de que I'LDL(-) no era reconeguda

pel SR (Avogaro 1988).
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B.2 INTERACCIO AMB EL RECEPTOR D'LDL

El fet que I'LDL(-) no sigui reconeguda pel SR no implica que el seu
comportament amb el rLDL sigui igual al de la forma nativa. Les marcades
diferéncies que presenta I'LDL(-), envers la forma nativa en composicié, grandaria i
densitat, caracteristiques intimament relacionades amb la conformacié de |'apoB i
amb la interaccié amb el rLDL, poden suggerir que I'LDL(-) presenti una afinitat pel
receptor disminuida. Amb la finalitat de caracteritzar la interaccio de I'LDL(-) amb el
rLDL es van realitzar una série d’estudis d'unié al receptor a 4°C, utilitzant
fibroblasts de pell, els quals expressen de forma abundant rLDL, expressié que
resulta potenciada després de cultivar durant 48 hores en medi deficient en
lipoproteines. Primerament es van realitzar estudis de saturacié de la unio, per tal
de determinar les constants d’afinitat (KD) i la unié maxima (Bmax) de les diferents
fraccions. La quantitat de mostra emprada en aquests experiments és considerable,
ja que s’ha de marcar la mostra amb el compost fluorescent Dil i, a més, utilitzar-ne
un excés per a eliminar la unié inespecifica. Aix0, sobretot pel cas de I'LDL(-),
representava un consum de mostra considerable i, com a consequéncia, el numero
d'aquests experiments va ser limitat (n=4). Per aixd, malgrat que els resultats
trobats son forca clars, es van dur a terme altres estudis per acabar de corroborar
els de saturacid, concretament es van fer estudis de desplagament de la unié d'LDL
total, tant desplacant amb fraccions del mateix tipus d’individu que I'LDL marcada,
com estudis de desplacament creuat. Tots els tipus d’experiments van coincidir en
els resultats (R- B.2.2 i B.2.3), els quals indiquen una menor afinitat per part de
I'LDL(-), tant la procedent d’individus NL com la d'HF. Aquest efecte és més marcat
en els NL, ja que en els HF I'HF-LDL(+) és menys afi que la NL-LDL(+) i, per tant,
malgrat que les LDL(-) tenen un comportament similar, s’observa més diferéncia

entre les fraccions de diferent carrega en el cas d'NL.
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B.2.1 Experiments de saturacio de la unid

Analitzant els resultats detalladament (Figures R-11 i R-12, Taula R-8), als
estudis de saturacié de la unié s’observa que I'NL-LDL(+) o forma nativa presenta
una Kp=10.88+5.72 nM, del mateix ordre de la descrita a la literatura (Innerarity
1987, Agnani 1991, Nigon 1991), mentres que la d'HF té una constant d afinitat
incrementada un 53%, indicant que la seva afinitat pel receptor es troba

lleugerament minvada.

Comparant les LDL(-) dels dos tipus d’individus es comprova que |'NL-LDL(-)
sembla menys afi que I'HF-LDL(-). La diferéncia de KD és d'un 35%, pero val a dir
que la desviacié en I'NL-LDL(-) és bastant gran i la diferéncia no és estadisticament
significativa. En tots dos casos, I'LDL(-) interacciona amb el receptor amb menor
afinitat que la corresponent forma nativa. Perd, com a consequéncia de que I'HF-
LDL(+) presenta menor afinitat i I'HF-LDL(-) major que les fraccions equivalents
d’'NL, la disminucié de I'LDL(-) en front I'electropositiva en | afinitat pel receptor és

d” 1.5 vegades en HF, en front de les 3 vegades observades en els NL.

Referent a la uni6 maxima, expressat com a valor de Bmax, no s’observen
diferencies entre NL i HF. Comparant entre fraccions de diferent carrega existeix
una tendéncia per part de I'LDL(-) a presentar un valor de Bmax més elevat. Per
tant, s’observa que aquesta fraccié presenta pérdua d’afinitat pel rLDL, perd no
deguda a una menor ocupacio dels receptors, ja que la unié maxima €s major que
la de la forma nativa. Aixd suggereix que I'LDL(-) es pot unir inespecificament a
altres parts de la membrana cel.lular, que no siguin el rLDL amb menor afinitat.
També podria ser que com aquesta particula és més susceptible a agregar-se,
s’associés en forma de dimers o polimers d’'LDL que s’unissin al receptor, havent-

hi particules que no interaccionen amb ell perd donant senyal fluorescent.
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B.2.2 Estudis de desplacament de la unié

Per confirmar els resultats abans obtinguts es van realitzar els estudis de
desplacament de la unié d'LDL marcada amb excés d'LDL sense marcar i es va
determinar la IC50, i a partir del valor de KD obtingut als experiments de saturacio
es va calcular la Ki o constant d’inhibicié. Quan es marcava I'LDL total d’un tipus
d’individu i es desplacava amb les fraccions del mateix, es va observar una menor
capacitat significativa de I'LDL(-) per a desplacar la unié. La capacitat de
desplagcament de la unié per part de I'LDL(-) no va ser mai tan petita com en els
casos de I'LDL oxidada i I'LDL acetilada. La menor afinitat de I'LDL(-) va océrrer en
els dos casos, NL i HF, perd la diferéncia va ser menys pronunciada en el cas dels
HF. Aquests resultats van en el mateix sentit que els trobats a les cinetiques de
saturacié. També es confirma que I'HF-LDL(+) presenta una Ki amb un increment
del 53% respecte a la d'NL, sent per tant menys afi en la seva interacci6 amb el
receptor. Respecte al comportament mostrat per les fraccions electronegatives dels

dos tipus d’individu, ambdues van mostrar una capacitat similar per desplagar.

Per contrastar millor el diferent comportament entre fraccions d'NL i HF es
van realitzar estudis de desplacament creuat en que es desplagava |I'LDL total
marcada d un tipus d’individu amb les fraccions procedents de | altre tipus (Figures
R-14a i 14b, Taula R-10). Es va comprovar que les fraccions d'NL poseeixen
practicament la mateixa capacitat per desplacar LDL total d'NL i HF, coincidint en
I"afinitat disminuida de I'NL-LDL(-). Respecte a les fraccions d'HF, en els
experiments en que es desplacava Dil-NL-LDL amb concentracions creixents d ' HF-
LDL(+) i HF-LDL(-), no s’observa una disminucié tan marcada en | afinitat per part
de I'HF-LDL(-), ja que aquesta presenta una ICso del mateix ordre que I'HF-LDL(+).
Les dades de les cinétiques de saturacié i els altres estudis de desplacament

indicaven que I'NL-LDL(+) presentava una major unié al rLDL que I'HF-LDL(+) i, en
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consequéncia, es pot deduir que aquesta ultima no és tan eficac per desplacar la

uni6é de Dil-NL-LDL, minvant les diferéncies en afinitat entre HF-LDL(+) i HF-LDL(-).

El comportament de I'LDL electronegativa amb el rLDL havia estat
préviament bastant controvertit. Entre els estudis de desplacament realitzats,
alguns estarien d’acord amb els presentats a aquesta tesi, com els primers treballs
del grup d’Avogaro (Avogaro 1988 i 1991) en qué van descriure que I'LDL
electronegativa presentava pérdua parcial de |'afinitat pel receptor d'LDL i no era
reconeguda pel receptor "scavenger" expressat en macrofags. Aquestes
caracteristiques coincidien amb la idea d'aquests autors de que [I'LDL
electronegativa era una forma minimament oxidada present a circulacié. De fet, van
comprovar per experiments amb anticossos que reconeixien dominis d’uni6 al
receptor, que |'LDL electronegativa tenia una menor reactivitat a aquests
anticossos (Avogaro 1988). Contrariament als resultats de menor afinitat al receptor
de I'LDL electronegativa, n’hi han que descriuen una afinitat igual a la de I'LDL(+)
(Shimano 1991), o incrementada (Chappey 1995a, Demuth 1996). Els que
descriuen un increment d’afinitat el justifiquen per la preséncia d'un contingut
augmentat en apoproteina E (apo E) per part de I'LDL(-), la qual és un lligand del
rLDL, malgrat que I'LDL electronegativa també presenta major contingut en apoClll,
la qual s’ha descrit que pot inhibir la unié al rLDL (Agnani 1991). Les diferéncies
trobades entre els grups son de dificil explicacio, es pot tornar a hipotetitzar que
son degudes a diferencies en el meétode cromatografic d’aillament, en la
manipulacio o en |I'heterogeneitat en les poblacions de mostra. Aixd provocaria que
s’estigués treballant amb diferents subespécies de particules, amb diferents
propietats, i també diferent comportament en la interaccido bioldogica amb els
receptors. Altre factor que podria explicar els resultats de major afinitat, els quals
difereixen dels nostres, és I'us d’un tipus cel.lular diferent que podria expressar

altres receptors d’elevada afinitat per I"apoE.
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B.2.3 Possibles causes de la menor afinitat de |'LDL(-)

En les nostres condicions experimentals es comprova, per tots els resultats
obtinguts dels diferents tipus d assajos, que I'LDL(-) presenta una menor afinitat pel
receptor en front a la fraccié nativa. Ja s’ha esmentat quan es tractava el tema de
la susceptibilitat a I'oxidacid que la diferent composicid, densitat i grandaria
d'aquestes particules podrien ser responsables de canvis conformacionals, els
quals poden afectar a la seva interaccié amb el receptor. En aquest aspecte hi ha
un treball forgca interessant (McNamara 1996), en qué s’estudia la diferent
composicié i carrega superficial de les subfraccions de densitat, i per un model
computeritzat es dedueix que tenen lloc canvis conformacionals en les més
lleugeres i les més denses, fet que implicaria una alteracié en la susceptibilitat a
I'oxidacié i en la interaccié amb el receptors cel.lulars. Molts treballs descriuen que
les caracteristiques de composicio-grandaria-densitat estan intimament
interelacionades i que diferents subfraccions de densitat, diferint en grandaria i amb
una composicié propia, presenten també divergencies en la seva interacciéo amb el
receptor (Nigon 1991, Campos 1996, Lund-Katz 1998). En el cas de I'LDL(-) ens
trobem amb una LDL més gran i lleugera, la corresponent a HF, i amb una més
petita i densa, la d'NL, i pels estudis d'unié6 s’ha comprovat que presenten una
afinitat disminuida pel rLDL. Esta ben determinat que I'LDL petita i densa, presenta
una menor afinitat pel receptor (Kleinman 1987, Aviram 1988, Kinoshita 1990,
McKeone 1993). Aquest és el cas dels individus hipertrigliceridemics, en qué
predominen aquesta particula. No obstant aixd, quan s’aconsegueix amb
tractament millorar el seu perfil lipidic i normalitzar la grandaria de I'LDL també es

normalitza la seva unié amb el receptor (Kleinman 1987, Toyota 1999).

A més de trobar-se aquesta disminucié en afinitat en les subfraccions més
denses, també s’ha descrit el mateix per a les més lleugeres. De fet, en diferents

estudis relitzats amb subfraccions de densitat de I'LDL s’observen que les
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particules més lleugeres i les més denses presenten menor afinitat que les de
densitat intermitja (Jaakola 1989, Nigon 1991, Arad 1992, Galeano 1994, Campos
1996).

El fet que les fraccions de major i menor densitat presentin una afinitat
disminuida pel receptor seria una causa bastant pausible de |'efecte observat per
part d'una particula com I'LDL(-) que presenta una densitat i grandaria diferents de
la nativa. Concretament, I'NL-LDL(-) és més densa que la seva respectiva fraccio
electropositiva, mentres que I'HF-LDL(-) és més lleugera que I'HF-LDL(+), i com a

consequéncia presenten una menor afinitat pel rLDL.

Apart del fet que les fraccions més lleugeres i denses presentin menor
afinitat pel receptor, també esta descrit que posseeixen una major mobilitat
electroforética en gels d’agarosa, fet indicador de que tenen una major carrega
negativa (Chapman 1988, LaBelle 1997, Lund-Katz 1998) que pot interferir en la
seva interacci6 amb el rLDL. Aquestes caracteristiques coincidirien amb les de

I'LDL(-), tant d'NL, densa, com les d"HF, lleugera.

La major carrega negativa, tamany i conformacié dependran, en major o
menor grau, de diferéncies en la composicio, de les quals les principals que poden
tenir influencia en la interaccié amb el receptor sén les apoproteines Clll i E, els
NEFA i els TG. De fet, qualsevol component de I'LDL pot afectar a la conformacié
de l'apoB, ja que els lipids i les apoproteines es troben fortament associats,
contribuint a mantenir I'apoB en la disposicié espaial adient per interaccionar amb
el receptor. D'aquesta manera, si tenen lloc canvis en el contingut lipidic es
produeix una diferent reactivitat amb anticossos antiapoB, i, per tant, estara
alterada la unio al receptor (Marcel 1987, Harduin 1993). A més, recolgant aixo, cal
remarcar un recent estudi en qué s’ha descrit que I'LDL electronegativa presenta

alteracions a la conformacié de I'apoB (Parasassi 2001), concretament té una
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perdua de I'estructura secundaria, desplegament i enfonsament a zones
hidrofobiques.

Malgrat que I'LDL(-) presenta un major contingut en apoClll i apoE i que
I"apoE que és un lligand d’unié al rLDL, els nostres resultats indiquen que I'LDL(-)
presenta una afinitat disminuida pel rLDL. Aixd es pot explicar perque el contingut
en apoE de I'LDL(-) és massa baix comparat amb el de I'apoB, malgrat que estigui
incrementat respecte la forma nativa, com per influir en el comportament metabdlic
de I'LDL(-). A més, hauria de contenir més d’'una molécula d'apoE perque la
particula presentés maijor afinitat i el contingut en apoClll pot inhibir la unié (Agnani
1991). De totes maneres, una major quantitat d’apoE no implica necessariament
que hagi d’adquirir més afinitat del receptor, ja que la unié6 dependra de si la
conformacié de la particula és I'adequada i els epitops implicats en la unié estan
accesibles. De fet, un major contingut en apolipoproteines intercanviables no tan
sols no implica una major afinitat sind que pot alterar la conformacié de |I'apoB
provocant precissament |'efecte contrari. Recolgant aquesta idea hi han proves de
que un major contingut en apoE i apoClll afecta a la immunoreactivitat de I"'apoB,
impedint el reconeixement de certs epitops per part d'alguns anticossos

monoclonals (Ginsberg 1986, Agnani 1991, Harduin 1993).

Un altre factor composicional que podria influir en la menor capacitat de
I'LDL(-) per interaccionar amb el rLDL so6n els NEFA, el contingut dels quals és el
doble en aquesta fraccio. Hi han estudis sobre |'efecte dels NEFA per si sols en la
interaccié amb el rLDL (Bihain 1989, Rumsey 1995, Bucci 1998), perd no sobre
com altera el seu enriquiment en I'LDL a la uni6 de la particula amb el rLDL. Es
coneix, pero, que els NEFA alteren la fluidesa de les lipoproteines (Foucher 1996),
fet que podria suggerir que el seu enriquiment indueix modificacions
conformacionals en I'apoB, les quals podrien comportar una alteracioé en la unio6 al
receptor, explicant el fenomen observat en I'LDL(-) de menor afinitat pel rLDL. Per

comprovar aquesta hipotesi es van realitzar estudis carregant LDL amb NEFA “in
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vitro” i estudiant I"afinitat amb el receptor (bloc C), obtenint una série de resultats
que es comentaran posteriorment.

Altra de les caracteristiques composicionals de I'LDL(-) és que té un nivell de
TG augmentat. Diversos estudis indiquen que el contingut en TG pot afectar al
aclariment de I'LDL, per tant els TG poden ser responsables de la menor afinitat pel
rLDL de I'LDL(-). Entre els estudis realitzats sobre |'efecte de I'increment de TG en
I'LDL i la conseguent menor afinitat pel receptor, hi han estudis “in vitro” realitzats
carregant LDL amb TG (Aviram 1988, Kinoshita 1990, McKeone 1993) i estudis “in
vivo” aillant LDL d’individus hipertrigliceridémics (HTG), la qual té un major
contingut en TG i menor afinitat pel rLDL (Kleinman 1987, Galeano 1994, Toyota
1999) inclus en HTG moderada (Kleinman 1987). En tots aquests estudis
s atribueix I"afinitat minvada de la particula a canvis conformacionals de tipus local.
En el cas de I'LDL de HTG, com es tracta d’'una particula petita i densa, es
probable que estigui alterada la conformacid, ja que estaria forcada la corbatura,
sobretot dels dominis més plastics de I'apoB, que serien els dominis d’unié
(McNamara 1996). En els treballs de carrega “in vitro” hi han diferents punts de
vista, alguns indiquen que |'efecte dels TG és a través de la induccioé de canvis en
la grandaria de la particula (Kleinman 1987, Chen 1994, Galeano 1994, Toyota
1999), mentres que altres opinen que la menor afinitat causada per la major
quantitat de TG és independent de la modificacié del tamany de la particula
(Kunitake 1990, McKeone 1993). De totes maneres, el contingut incrementat en TG
de I'LDL(-) deu ser un dels factors responsables de la menor afinitat de I'LDL(-) pel
rLDL. No es pot afirmar, perd, que expliqui totalment el fenomen, ja que, per
exemple, en un treball (Chen 1994) s’indica que |'efecte en HTG és depenent del
contingut concret en TG, i quan el valor és d'un 9%, que seria aproximadament el

contingut en I'LDL(-), no es produeixen canvis en | afinitat de I'LDL pel rLDL.

Altres components que es troben incrementats en I'LDL(-) que també

podrien tenir influéncia en la interacci6 amb el receptor son el colesterol lliure
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(Harduin 1993) i I'acid sialic que, degut a que proporciona carrega negativa a I'LDL
(Camejo 1985, Chappey 1995b), pot contribuir a dificultar la unié al rLDL.

D altra banda, malgrat la menor afinitat de I'LDL(-), tant d’'NL com d'HF, la
particula presenta una uni6 maxima, indicada com a valor de Bmax, superior a la
de la respectiva fraccid electropositiva. Aixd podria implicar |'existéncia d’unio
inespecifica de I'LDL(-), la qual podria ser deguda a unié a les membranes
cel.lulars a llocs diferents del rLDL. Aquest fenomen es pot relacionar amb el que
ocoérre tractant “in vitro” I'LDL amb PLA2 (Kleinman 1988), cas en el que es
produeix una major unid cel.lular perd0 menor degradacié. En aquest treball,
mitjancant diferents proves, es descriu que la unié d’aquesta LDL modificada és
inespecifica, ja que per efecte del tractament enzimatic es produeix pérdua de
fosfolipids, fet que comporta una major penetracié superficial de components del
nucli, els quals no interaccionen especificament amb el rLDL. De igual manera,
I'LDL(-) podria tenir menor afinitat, perd, com indica el major valor de Bmax (unio
maxima), presentar major unié inespecifica, de fet, per les representacions de les
cinétiques de saturacido sembla haver més inespecificitat en el cas de les LDL(-).
Tanmateix caldria comprovar aquesta hipotesi amb altre tipus d’experiments, com
ara estudis de degradacio, us d’anticossos antireceptor o estudis de desplagcament
marcant LDL(-) i observacid6 de I'efecte de concentracions creixents de la

respectiva LDL(+).

B.2.4 Comparacié entre HF i NL en afinitat

Fins ara s’han comentat els resultats comparant |"afinitat de I'LDL(-) d'HF o
NL amb la seva respectiva LDL(+), i discutit les diferéncies en composicié de
I'LDL(-) com a possibles causants de la menor afinitat de la particula. Pero, d altra
banda, també son interessants les diferéncies trobades quant a afinitat en el

receptor entre els individus NL i els HF, ja que els resultats indiquen que |I'HF-
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LDL(+) presenta menor afinitat en front a I'NL-LDL(+), fet que provocaria un major

temps de circulacio de la particula.

Els subjectes HF tenen augmentada la concentracié6 d’'LDL a circulacio
perque presenten defectes en el rLDL, i com a conseqiéncia un aclariment de la
particula disminuit. No obstant aix0, préviament no s’havia descrit per estudis
d’unié al receptor que la propia particula d’'LDL fos menys afi pel receptor, pero si
hi han dades que els HF presenten particules d’LDL amb un metabolisme enlentit
(Caslake 1993). Altra patologia, caracteritzada també per nivells plasmatics
augmentats d'LDL, la de I'apoB defectiva (FDB), és un cas en que la particula en si
presenta una menor unié pel rLDL deguda una mutacié en el residu 3500, de
substitucié d’arginina per cisteina (Innerarity 1987). També, s’ha descrit altres
mutacions diferent de I'apoB que poden afectar a la unié al receptor (Pullinger
1995). Es molt poc probable que hi hagués algun FDB o afecte d’altra mutacié a
I"apoB en els nostres pacients, malgrat que s’ha descrit que, en alguns paisos, 2-

5% dels diagnosticats com a HF sén realment FDB (Innerarity 1990).

Altra possible explicacié de Iafinitat disminuida de I'HF-LDL(+) es basa en la
diferent densitat de la particula, que ja s’ha comentat aplicada al cas de la menor
afinitat de les LDL electronegatives d'NL i HF en front a les seves respectives
LDL(+). Els individus HF tenen formes d’'LDL més grans i lleugeres que els NL
(Raal 1999), els quals presenten predominantment LDL de densitat intermitja
(Chapman 1988). Aixd comportaria que, degut a que I'LDL de densitat intermitja és
la forma que presenta la conformacié ideal per interaccionar amb el receptor, les
LDL d'HF presentessin una tendéncia a unir-se menys eficagment amb el rLDL.
Una possibilitat de la menor unié al receptor de les LDL lleugeres i grans d'"HF son
els impediments estérics (Chapell 1991), ja que el rLDL és petit en front a I'LDL,
sobretot considerant que els receptors es troben concentrats a les zones dels pous

de clatrina, i especialment si aquestes sén de major tamany.
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Com s’ha esmentat abans, apart del defecte en els rLDL, s’ha descrit que
els HF tenen particules d’'LDL que romanen més temps a circulacié (Caslake 1993),
concretament perque presenten més numero de particules de I'anomenat “pool B”
que s’aclareixen més lentament, contrastant amb les LDL del “pool A", amb major
fraccid de tasa catabolica i major afinitat pel receptor. Es podria comparar el “pool
B” amb la nostra LDL(-) i el “pool A” amb I'LDL(+). De manera que aixo coincidiria
amb el descrit (Caslake 1993) que els HF presenten més particules al “pool B”,
major proporciéo d’LDL(-) en aquests individus, i menor fraccié de tasa catabdlica
dins del “pool A” respecte a NL, aix0 podria tenir relacio amb |"aclariment minvat de

I'HF-LDL(+) en front a NL-LDL(+).

En resum, esta clar que deu haver una forta relacié entre composicio i
interaccié amb el receptor. Pot ser que la composicio alterada de I'LDL(-) minvi la
seva afinitat pel receptor, perdo també el fet de que s’uneixi menys al receptor
provocaria que |I'LDL(-) estigués més temps a circulacio, susceptible a patir
modificacions, entre elles alteracions a la seva composicidé. Aquest fenomen es
podria relacionar amb I’explicat anteriorment en HF, ja que, degut a I'aclariment
impedit de la particula per la disminucioé de funcionalitat dels seus receptors, I'LDL
restaria més temps a circulacio, de manera que la seva composicio podria resultar

alterada i provocar la generacio d'LDL(-).
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B.3 CONCLUSIONS BLOC B - INTERACCIO AMB ELS RECEPTORS

CEL.LULARS

1) L'LDL(-) no és reconeguda pel SRAIl de macrofags P388D1, o, com a minim no
causa |’efecte bioldgic conseglient de la interaccié a través d’aquest receptor,

és a dir, I'acumulacio intracel.lular de colesterol esterificat.

2) L'LDL(-) presenta una disminucié en I'afinitat pel rLDL respecte a la forma
nativa, fet que comportara un pitjor aclariment de la particula. Aquesta minvada
afinitat pel receptor és probablement deguda als canvis en composicié que
presenta I'LDL(-), on basicament estarien implicats NEFA, TG, apoproteines
diferents de I'apoB, acid sialic i colesterol lliure, els qual condicionaran la
grandaria i densitat de la particula. Aquests canvis poden alterar localment la
conformacio, alterant I'0Optima per a la correcta interaccié amb el receptor, de
manera que LDL més lleugeres o més denses que la fraccié intermitja presenten

una menor afinitat pel rLDL.

3) L'HF-LDL(+) presenta una afinitat pel rLDL inferior a I'NL-LDL(+), pot ser degut
a que la forma d'HF és més lleugera que la d'NL, la qual presenta

majoritariament una densitat intermitja i, en consequiéncia, una major afinitat.

4) El fet que les LDL(-) d'NL i HF no presentin una correcta interaccié6 amb el
receptor, comportara un impediment en el seu aclariment plasmatic. Aix0
provocaria un major temps de residéncia a circulacié, durant el qual seria més
susceptible a sofrir altres modificacions que podrien provocar |'adquisicié per

part de la particula de més caracteristiques aterogeniques.
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C — RELACIO DE L'LDL ELECTRONEGATIVA AMB EL CONTINGUT
EN NEFA

Els NEFA son transportats en el plasma associats a |'albumina, perd quan
s’incrementa la concentracié de NEFA i/o disminueix la d"albumina es modifica la
relacié entre ambdds, de manera que es sobrepassa la capacitat de transport de
["albumina, els NEFA poden passar a altres moléecules com les lipoproteines. Aixo
succeeix en algunes situacions de risc cardiovascular com la diabetis, la hipertensié
o la sindrome nefrotica, i en altres no patoldogiques, com després de |'exercici fisic
agut. En algunes d’aquestes situacions en qué s’observen valors augmentats de
NEFA, també hi ha associat un increment en I'LDL(-). En el nostre cas, una de les
caracteristiques diferencials de I'LDL(-) en els dos tipus d’individus objectius
d'aquest estudi, normolipemics i hipercolesterolémics, €s un increment en el
contingut de NEFA que com a mitjana representa el doble respecte a la fraccié
electropositiva. La hipotesi plantejada va ser que aquest nivell augmentat de NEFA
de I'LDL(-), no descrit préviament, podria ser responsable, en part, de les

caracteristiques fisico-quimiques i bioldgiques de la particula.

Es van realitzar una série d’estudis “in vitro” d’incubacié d’'LDL amb diferents
concentracions d’una barreja fisioldgica de NEFA per estudiar posteriorment el seu
comportament a nivell fisico-quimic i d’interaccié amb el receptor i comparar-lo amb

el de I'LDL(-).

C.1 CARACTERISTIQUES FISICO-QUIMIQUES

Es va observar que a major concentracio de la barreja de NEFA, I'LDL
experimenta un enriqguiment en aquest component, de manera que a les

concentracions de 0.25 i 0.5 mM s obtenia un contingut en NEFA equivalent al de
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I'LDL(-), sobre uns 20 mols NEFA/mol apoB (Figura R-15). A concentracions
superiors de la barreja I'LDL es va carregar en NEFA de forma massiva, adquirint
valors superiors a 100 mol NEFA/mol apoB, contingut que és poc probable que es
doni en situacio fisiologica. Els valors fisioldgics del contingut en NEFA de I'LDL no
estan ben establerts, perd, normalment, en els treballs en qué es valora aquest
parametre no excedeix els 50 mols NEFA/mol apoB. D altra banda, el guany en
NEFA no modifica la composicid en altres components de I'LDL. Tanmateix,
proporciona a la particula un progressiu increment en la proporcio d’LDL
electronegativa i en la mobilitat electroforética en agarosa (Figures R-16 i R-17),
coincidint amb el descrit a altres treballs (Shafrir 1958, Chung 1995, Braschi 1997),
quedant confirmada d’aquesta manera la relacio de I'electronegativitat de I'LDL i el
contingut en NEFA. No s’observen diferéncies en mobilitat en gel agarosa quan el
guany en NEFA és baix, tanmateix, per cromatografia de bescanvi anidnic si que es
detecten les diferéncies, inclus en les de carrega en NEFA més baixa, i I'increment
en electronegativitat és progressiu amb |I'augment en el contingut en NEFA de
I'LDL. Per tant, el percentatge d'LDL(-) és una mesura més sensible que la
mobilitat electroforética en agarosa a I'increment de carrega eléctrica negativa en

I'LDL originada pel guany en NEFA.

Respecte a les propietats oxidatives de |'LDL enriquida en NEFA s’observa
un curiés comportament (Figura R-18), ja que amb una carrega en NEFA inferior a
50 mol NEFA/mol apoB la particula és més susceptible a oxidar-se “in vitro”, perd
quan s’incrementa el nivell de NEFA el que s’observa és I'efecte contrari, és a dir
una major fase de laténcia que indica una resisténcia incrementada a |'oxidacié. La
major resisténcia a |'oxidacid a un contingut de NEFA superior a 50 mols per
particula d'LDL correspon amb els resultats d altres autors (Viens 1996). Aixo pot
ser degut a que els NEFA alterin la conformacié de la particula (Foucher 1996) i

aquesta afecti a la interacci6 amb el coure; altra possibilitat és la formacio
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d'agregats en aquestes circumstancies d’'LDL altament carregades amb NEFA

(Hakala 1999), fet que comportaria una oxidabilitat disminuida (Herman 1992).

Per altre costat, el fet que amb poca carrega en NEFA I'LDL es faci més
oxidable coicideix amb resultats obtinguts en individus que havien realitzat exercici
fisic agut (Benitez 2002), els quals presenten un increment en la proporcié d'LDL(-)
atribuida a un contingut augmentat de NEFA en I'LDL, i aquesta LDL postexercici
també és més susceptible a |'oxidacié. També es podria trobar una relacié en els
diabetics tipus 2 (DMII), que és una situacié en qué augmenta el nivell plasmatic de
NEFA i també el percentatge d’'LDL(-). En aquests individus I'LDL és més
susceptible a l'oxidacié (Sanchez-Quesada 2001). Aquestes dues situacions,
postexercici i DMII, son dos casos en els quals existeix relacid entre elevada
proporcié d’'LDL(-) i NEFA augmentats, amb LDL més susceptibles a |'oxidacio.
Tanmateix, aquests resultats en susceptibilitat a I'oxidacié discrepen amb el trobat
per I'NL-LDL(-) i I'HF-LDL(-), les quals s’ha observat que no tan sols no sén més
susceptibles a oxidar-se que la seva respectiva fraccié electropositiva, siné que sén
mes resistents a patir oxidacio “in vitro”. Aixo pot ser degut a que el major contingut
en NEFA no es I'inica divergéncia entre LDL(+) i LDL(-), sind que hi han altres
diferéncies composicionals, de grandaria i densitat, les quals poden influir en el
comportament oxidatiu de la particula. En canvi, en les LDL postexercici no hi ha
canvi en grandaria de la particula ni en cap component de la composicié excepte en
els NEFA (Benitez 2002), i en els DMIl les diferéncies amb els individus

normoglicemics son diferents de les trobades entre LDL(+) i LDL(-).

Aquests estudis fisico-quimics es van realitzar amb la barreja d’acids

grassos, i a més incubant amb els diferents NEFA individualment, situacié en qué

també es va comprovar que es reproduien les mateixes caracteristiques (Taula R-
11). En aquests estudis d’incubacié amb els acids grassos independents no es va

utilitzar acid araquidonic per ser un NEFA minoritari, i les concentracions emprades



Discussi6 217

dels altres van ser 0.5 mM, per ser una concentracio amb que s’assoleixen valors
de NEFA en I'LDL similars als de I'LDL(-), i una de més elevada, 2 mM, situacio a
la que I'LDL assoleix un enriquiment suprafisiologic en NEFA, perd que serveix per
contrastar |'efecte amb carregues més baixes. Independentment del tipus de NEFA
augmenta |’electronegativitat de la particula, per tant, en la barreja tots els NEFA
contribueixen a augmentar la carrega negativa. En canvi, en la susceptibilitat a
I'oxidacio prima |'efecte de l'oleic i el linoleic, els quals, al ser insaturats, s6n més
susceptibles a oxidar-se i, en consequéncia, podrien intervenir en I'inici del procés
oxidatiu. L acid palmitic, malgrat que a igual concentracio s’incorpora en major grau
a I'LDL en incubacié “in vitro”, no sembla tenir tanta influéncia en el comportament
oxidatiu de I'LDL incubada amb la barreja de NEFA, ja que el palmitic no s’oxida
tan facilment, probablement degut a que es tracta d'un acid gras saturat. La
incorporacio del palmitic va ser el doble que la d’oleic i linoleic, perd en aquests
estudis la incubaci6é era amb els NEFA per separat, i no es pot saber si tindra el
mateix comportament en la barreja, on pot haver interaccié entre els diferents
NEFA. En funcid dels resultats, es podria suggerir que el palmitic afecta
augmentant la carrega negativa en I'LDL, perd no sembla actuar, quan s’incuba
amb la barreja, en la susceptibilitat a I'oxidacio, on els iniciadors de la reacci6
serien |'oleic i el linoleic. Els experiments d’interaccié amb els receptors cel.lulars
es van portar a terme només amb les LDL incubades amb la barreja de NEFA, que

és la situacio més fisiologica.

C.2 INTERACCIO AMB ELS RECEPTORS CEL.LULARS

Respecte I'efecte de I'LDL-NEFA en la induccidé d’acumulacié de colesterol

esterificat en macrofags, després d’incubar durant 72 hores amb les diferents
concentracions no s’observa la induccié de citotoxicitat, contrariament al descrit a

altres estudis (Chung 1995), i tampoc va provocar acumulacié en ésters de
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colesterol que poguessin originar la formacio de cél.lules espumoses (Taula R-12 i
Figura R-18). Aquests resultats es corresponen amb els trobat amb I'LDL(-), tant
d'NL com d'HF. EIl fet que I'LDL enriquida en NEFA no provoqui acumulacié en
colesterol esterificat coincideix amb treballs previs (Aviram 1988) perd discrepa
d altres (Hayashi 1987, Rumsey 1995). Probablement la causa de les diferéncies
és metodoldgica, com les condicions d assaig, la carrega en NEFA de les particules

o el tipus cel.lular.

Quant a la interaccié amb el rLDL, no hi ha bibliografia adeqiada amb les

condicions dels nostres assajos per tal de poder comparar els resultats, ja que els
estudis publicats estan realitzats amb NEFA sols, no amb LDL carregada en NEFA.
En els mencionats estudis els resultats sén que els NEFA activen el rLDL (Rumsey
1995, Bucci 1998) i competeixen amb I'LDL per la unié al receptor (Bihain 1989).
En aquesta tesi, els estudis de la interaccié de I'LDL-NEFA amb el rLDL, avaluada
per experiments de desplagcament de la unid, van proporcionar resultats forca
interessants, ja que s'observa que I'LDL que ha sofert un guany en NEFA respecte
a la forma nativa presenta una afinitat disminuida pel receptor, coincidint amb el

comportament de I'LDL(-) dels individus estudiats en aquesta tesi (Figura R-20).

Segons els valors mitjans obtinguts d’ICs50 (Taula R-13), s'observa que fins i
tot I'LDL amb menor ganancia en NEFA, que presenta poca diferéncia respecte de
la forma nativa, és pitjor reconeguda pel rLDL. A més, amb una carrega en NEFA
equivalent a la de I'LDL(-) d'NL i HF, interpol.lant en aquest resultats, la IC50 tindria
un valor al voltant de 30 mg/L, que correspon forga aproximadament al trobat en els
estudis realitzats directament amb I'LDL(-). Aquests resultats suggereixen que en
augmentar el contingut en NEFA de I'LDL es deu alterar d’alguna manera la
conformacié de la particula fent-la menys afi pel receptor. Aquesta hipotesi esta
recolzada pel coneixement de que els NEFA alteren la fluidesa de la superficie de

les lipoproteines (Foucher 1996). També existeix la possibilitat de que la carrega
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negativa alteri la interaccié amb el rLDL, per exemple emmascarant les lisines
responsables de la unié. En el cas de més quantitat de NEFA a I'LDL, incubant
amb 2 mM, s’obté una IC50 major perd la pérdua dafinitat no és proporcional al
valor molt incrementat de NEFA que presenta la particula. Per tant,
independentment de com alterin els NEFA a I'LDL fent que presenti menor afinitat
pel rLDL, sembla que arriba un punt en qué |'efecte no és linial o proporcional a

I"augment en NEFA.

L'LDL tractada “in vitro” amb PLA2, que s’enriqueix en NEFA, reprodueix
algunes caracteristiques fisico-quimiques de I'LDL(-), i també perd afinitat pel rLDL
de manera depenent al contingut en NEFA (Kleinman 1988). Aixd coincideix amb
els resultats aqui presentats amb LDL carregades en NEFA per incubacid “in vitro”.
En el cas de I'LDL-PLA2, els autors del treball van atribuir el comportament amb el
receptor a canvis conformacionals originats a la particula (Kleinman 1988). Aquest
fet podria estar relacionat amb la idea d'un canvi conformacional induit pels NEFA
a I'LDL(-), la qual és forca atractiva, ja que en part podria ser en part la causa del
comportament oxidatiu i de la menor afinitat pel receptor presentada per la
particula. A més, en un recent treball ja mencionat (Parasassi 2001) es descriu que
I'LDL electronegativa presenta diferéncies conformacionals respecte a la forma

nativa, atribuint a aquestes alteracions en la conformacio la menor afinitat pel rLDL.

L enriquiment en NEFA de I'LDL(-) és una de les caracteritiques principals
de la particula. L origen d’aixd no esta ben establert, perd es poden fer hipotesis.
Aquests NEFA podrien provenir d’'un augment local, per exemple a les zones de
lipolisi de VLDL i quilomicrons. Aquests NEFA s unirien a I'LDL circulant d’aquesta
zona proporcionant-li electronegativitat i generant LDL(-), la qual, com presenta un
aclariment disminuit pel receptor, romandria més temps a circulacié, on seria més
susceptible a patir altres modificacions. Altra possibilitat és la generacié de NEFA

per accié de la PLA2, la qual en estudis “in vitro” provoca un increment del contingut
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en NEFA de I'LDL, en abséncia d’albumina (Kleinman 1988). Aquest estudi
coincideix amb els resultats d’aquesta tesi en una serie de caracteristiques que
podrien suggerir una implicacio entre la PLA2 i la generacio de I'LDL(-). Aquestes
propietats comunes soén basicament la menor afinitat al rLDL, la preséncia a la
particula de fosfolipids oxidats, també recolzat per altres estudis (Whatley 1990,
Murakami 1997, Serhan 1996), i la reproducci6 d’algunes de les seves
caracteristiques fisico-quimiques, citades al bloc A de la discussio. En aquest sentit,
la PLA2, al igual que I'LDL, té la capacitat d unir-se als PG (Anthonsen 2000, Hurt-
Camejo 2001), com hi ha coexisténcia de les dues molécules, és possible |'accié de
I'enzim sobre I'LDL (Hurt-Camejo 1997), generant-se un augment de NEFA

localment.

El que sembla prou clar és que els NEFA sén en una gran part responsables
d’algunes de les principals caracteristiques de I'LDL(-), com ara la major carrega
eléctrica negativa i la interaccié disminuida amb el rLDL. D altra banda, com es
comentara posteriorment, s’ha descrit que els NEFA provoquen efectes inflamatoris
sobre les cél.lules endotelials. Aix0 és de gran interés, ja que, a més, s’ha descrit
que els NEFA activen el factor NF-kB (Henning 1996, Thurberg 1998), AP-1 (Rao
1995) i esl PPAR (Forman 1997, Ares 2000), els quals indueixen gens implicats en
la inflamacid, i, en consequéncia els NEFA podrien ser responsables de |'efecte

inflamatori que, com s’explicara al seglient apartat, posseeix I'LDL(-).
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C.3 CONCLUSIONS BLOC C - RELACIO DE L'LDL(-) AMB ELS NEFA

1) La carrega amb NEFA de I'LDL “in vitro” proporciona major carrega electrica

negativa a la particula, augmentant la mobilitat electroforética i el % d’LDL(-).

2) D altra banda, provoca un diferent comportament oxidatiu depenent del contingut
en NEFA, amb una carrega equivalent a la de I'LDL(-) d'NL i HF, contrariament a
I'esperable, indueix una major susceptibilitat a |'oxidacié, possiblement degut a
la influéncia d’altres factors en les LDL(-) a més dels NEFA. En canvi, amb
carregues de NEFA superiors, I'LDL va presentar una major resisténcia a

|"oxidacio.

3) Respecte a la interaccio amb els receptors cel.lulars, I'LDL-NEFA reprodueix les
caracteristiques de I'LDL(-), ja que no indueix formacié d’ésters de colesterol,
perd presenta una disminuciéo en l'afinitat pel rLDL, la qual és paral.lela a

I"'enriquiment en NEFA.

4) Per tant, els resultats apunten que el major contingut en NEFA de I'LDL(-) és un
dels factors que determinen, si bé no totalment, algunes de les caracteristiques

de I'LDL(-).
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D- EFECTE DE L'LDL ELECTRONEGATIVA SOBRE LES
CEL.LULES ENDOTELIALS

L endoteli vascular desenvolupa funcions de importancia fisioldgica vital,
sent les de major relevancia el manteniment d’una barrera integra entre els teixits i
la circulacio, la capacitat antitrombotica per mitja de la sintesi de prostaciclina i el
manteniment del to vascular per la produccié d’acid nitric. No obstant aixd, per
accié de certs estimuls pot tenir lloc una disfuncié endotelial que comporta una
resposta inflamatoria cronica, fet que succeeix en processos fisiopatoldogics com
|"aterosclerosi. Les cél.lules endotelials activades per accidé de lipopolisacarids
(LPS), lipoproteines modificades o citoquines com IL-1 i el TNFa, poden sintetitzar
entre altres molécules quimioquines, molécules d"adhesio, PAF o PAI-1 (Mantovani
1992). Com les lipoproteines modificades poden activar |'endoteli, es va voler
avaluar el possible efecte de I'LDL(-), ja que és una forma modificada present a
circulacié que difereix en les seves caracteristiques de I'LDL nativa. Amb aquest
objectiu es van dur a terme una série d’experiments, els quals es van realitzar en
dos blocs. En el primer bloc es van utilitzar fraccions d'NL i es van establir les
condicions adients dels assajos en la valoracié de |I'agent procoagulant PAI-1 i de
les quimioquines IL-8 i MCP-1. Posteriorment, al segon bloc d’experiments, es van
realitzar els estudis amb HF, i NL per comparar els efectes, i es va avaluar |'accio
de les fraccions sobre I'alliberament de PAI-1 i sobre el reclutament de leucocits a
dos nivells, en la produccié de les quimioquines, el qual ja s’havia observat que

estava augmentat en NL, i en la induccio de la molécula d’adhesié VCAM.
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D.1 PRODUCCIO DE PAI-1

Per avaluar el potencial efecte de I'LDL(-) sobre la regulacié per part de
I’'endoteli de |'estat de coagulacio, es va estudiar la induccié de PAI-1 en cél.lules

endotelials.

Respecte a I'efecte de les lipoproteines sobre la sintesi de PAI-1, esta ben
determinat que I'VLDL indueix |'expressio de PAI-1 (Stiko-Rahm 1990, Mussoni
1992, Kaneko 1994). En canvi, hi han resultats contradictoris sobre |'efecte de la
forma nativa i modificades d’'LDL en els diferents treballs en la bibliografia. Quant a
la forma nativa, alguns resultats indiquen que indueix |’'expressio de PAI-1 (Camera
1993, Tremolli 1993), mentres que altres no observen aquest efecte (Latron 1991,
Kaneko 1994). Respecte a I'LDL oxidada, es troba, en general, que I'LDL oxidada a
través d’exposicié a ultraviolat si indueix PAI-1 (Latron 1991, Chautan 1993, Allison
1999). En canvi, I'LDL en la qual s’ha induit |'oxidacié amb coure no augmenta la
sintesi d"aquest agent procoagulant (Tremolli 1993). Possiblement els resultats
divergents deuen ser consequiéncia de diferéncies metodologiques, com ara
I"aillament i preparacié de les lipoproteines, heterogenitat de la mostra o les

condicions de cultiu cel.lular.

En la nostra primera part de |'estudi sobre la funcié endotelial, és a dir la
realitzada amb les fraccions provinents d’individus NL, es va avaluar |'efecte de
I'LDL(-) a diferents concentracions sobre la induccié de PAI-1. Es va obtenir que
amb I'LDL(+), I'LDL(-) i LDLox s’indueix la produccio de PAI-1 respecte les cél.lules
no estimulades, perd no hi ha un efecte diferenciat entre les fraccions d’LDL (Figura

R-22¢).

En el segon bloc d’experiments, en que es va estudiar la induccié de PAI-1

amb una concentraci6 fixa de les fraccions d'HF i les d'NL per comparar, tampoc
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es va observar una diferent producciéo de I'LDL(-) en front a la seva respectiva
LDL(+) (Figura R-25c). D altra banda, no es van observar diferéncies en la sintesi
de PAI-1 entre HF i NL, aixd concordaria amb |'abséncia de proves a la literatura
que suggereixin una major expressio de PAI-1 en HF, ja que s’ha descrit que en
aquests individus | activitat plasmatica de PAI-1 és similar a la de la poblacio
general (Hamsten 1985). D’altra banda, el fet que I'LDL(-) no indueixi
significativament |"alliberament de PAI-1 al medi no descarta que produexi una
major expressi® a membrana o que presenti efecte sobre altres activitats

procoagulants, com ara el TF.

D.2 ATRACCIO DE LEUCOCITS: QUIMIOQUINES (MCP-1 | IL-8) | MOLECULES
D ADHESIO (VCAM)

Un dels primers fendmens que tenen lloc a I'origen de la lesio aterosclerotica
és el reclutament de leucocits circulants cap a I'endoteli en els llocs d’inflamacid.
En aquest procés intervenen conjuntament les quimioquines i les molecules
d’adhesid, de les quals hi ha poca expressié en condicions basals per part de les
cél.lules endotelials, perd que en resposta a diferents estimuls s’indueix la seva

sintesi (Mantovani 1992, Adams 1997, Price 1999).

Les quimioquines tenen un paper central en |‘atraccié de leucocits a
I'endoteli i en llur posterior activacio. L'IL-8 ha estat classicament associada a
|"atraccié de neutrofils, implicats en una resposta inflamatoria primerenca, mentres
que I'MCP-1 és quimioatraient de mondcits, amb paper principal en els processos
d’inflamacio cronica. Apart d"aquestes funcions ben determinades d'MCP-1 i IL-8,
s’ha proposat que poden desenvolupar d’altres. En el cas d’'MCP-1, atraccié de
limfocits (Terkeltaub 1998), induccié de mediadors de la inflamacié com IL-1 i TF

(Boisvert 1997, Schecter 1997) i migracio de SMC i HUVEC (Hayes 1998, Weber
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1999). Respecte a I'lL-8 s’ha descrit adhesié i quimiotaxi de monocits (Boisvert
1997 i 1998, Gerszten 1999), factor de creixement i quimioatraient per HUVEC
(Koch 1990), i quimioatraient de limfocits T (Terkeltaub 1994) i SMC (Yue 1994). El
paper d’ambdues quimioquines en el procés aterosclerotic és consistent, ja que
s’ha detectat la seva preséncia a la lesid en regions riques en macrofags (Navab

1991, Yla-Herttuala 1991, Apostopoulous 1996, Liu 1997, Boisvert 1997).

Les molecules d’adhesié mitjangen la interaccié dels leucocits a I'endoteli i
tenen una accio relacionada amb |'efecte de les quimioquines. Les quimioquines
produides per les cel.lules endotelials resten unides als proteoglicans del glicocalix
de I'endoteli, de manera que augmenta la seva concentracio localment (Hoogewerf
1997, Hub 1998, Kuschert 1999) i promouen la migracié dels leucocits per un
gradient de concentracio cap a les zones d’inflamacié. Un cop a |'endoteli els
leucocits experimenten una primera interaccié reversible, de manera que van
rodant fins que troben una senyal que els activi, com les quimioquines, les quals
interaccionen mitjancant receptors especifics dels leucocits fet que provoca
I"activacié de les seves integrines (Weber 1996a i 1996b, Tanaka 2000). Aquestes
integrines guanyen afinitat cap a altres molécules d’adhesi6 de I’endoteli, tipus 21g-
like2, que originen una unié més forta (Shattil 1997). Un cop s’ha produit aquesta
unié, les quimioquines també faciliten la diapédesi o migracié a través de la barrera

endotelial.

Com a resultat de tot aix0, es pot observar que la produccié de quimioquines
i de molécules d’adhesio estan intimament interelacionades, per aixd en aquest
estudi s’han avaluat aquests dos factors fonamentals per |"atraccio dels leucocits a
I'endoteli. L'especificitat en I'atraccié d’aquests leucocits vindra determinada per
les molecules d’adhesio i les quimioquines expressades per |'endoteli i els seus

respectius receptors als leucocits.
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Entre els estimuls que indueixen la produccié de quimioquines i molécules
d’adhesio en cél.lules endotelials, a part dels classics (IL-1, TNF, LPS), hi han
d altres descrits que activen MCP-1 i IL-8, com la homocisteina (Podar 2001),
forces de flux sanguini (Okada 1998), adhesié cel.lular amb mondcits (Lukaacs
1995) o les formes modificades d'LDL. L'LDL modificada actua sobre les cél.lules
endotelials, interaccionant amb elles a través del receptor scavenger (Havekes
1985), mentres que la forma nativa presenta poca interacci6 amb aquestes
cél.lules (van Hinsberg 1986). Esta descrit que les LDL modificades oxidativament
indueixen la produccié d'MCP-1 (Cushing 1990, Navab 1991, Watson 1997), IL-8
(Schwartz 1994, Terkeltaub 1994, Claise 1996, Brand 1997) i VCAM (Kume 1992,
Kim 1994, Cominacini 1997 i 1999). Tanmateix no s’havia estudiat préviament
I"accié de I'LDL electronegativa sobre la sintesi de quimioquines i/o molécules

d’adhesié per part de |'endoteli.

D.2.11L-8 i MCP-1

En els estudis realitzats amb concentracions creixents d'NL-LDL(+), NL-
LDL(-) i LDL oxidada es va observar un efecte dosi-depenent molt marcat per part
de I'LDL(-) tant en I'alliberament d'MCP-1 com el d’IL-8 (Figures R-22a i 22b).
Aquesta accié inductora va superar fins i tot a la de I'LDL oxidada. Com a control,
el TNFa va potenciar eficientment la produccié de quimioquines, mentres que les
cél.lules sense tractar van presentar una produccié basal molt petita. La idea de
que I'LDL(-) posseeixi una accié tan potent en la inducci6 d’'MCP-1 i IL-8, de
manera que supera a la de I'LDL oxidada, es pot explicar, ja que el fet que no sigui
una forma extensament oxidada no descarta que sigui més activa des del punt de
vista inflamatori. En aquest sentit, s’ha descrit que I'LDL modificada minimament
és més inflamatdria que I'extensament oxidada (Cushing 1990, Berliner 1995,

Navab 1996, Lee 1999).
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En els estudis amb les fraccions d'HF es va utilitzar una concentracié fixa
d’'LDL (100 mg/L), ja que en els experiments préviament exposats ja s’havia
observat que amb aquesta concentracio la resposta de HUVEC era notable i es
podien observar clarament les diferéncies amb la forma electropositiva. En HF els
resultats van anar en el mateix sentit que en NL, trobant una major induccié
d’'MCP-1 i IL-8 per part de I'LDL(-) respecte la nativa, aproximadament del doble
(Figures R-25a i 25b). En aquest cas I'LDL(-) no va superar |'efecte de I'LDL
oxidada. En aquests experiments no es van observar diferéncies en |'accio
activadora entre les fraccions d'NL i HF, cosa que indica que les diferéncies
trobades entre les dues formes electronegatives en altres aspectes com la
composicid, densitat o interaccio amb el receptor no comporten una diferent
activitat inflamatoria. D altra banda, el control positiu de la IL-1 va induir de forma
eficag la produccio d’'MCP-1 i IL-8, com ja havien comprovat préviament amb el
TNFa, fet ampliament descrit a la literatura (Mantovani 1992). En aquests
experiments es confirma la induccié de quimioquines de I'LDL(-) no tan sols en NL
sin6é també en HF, perod |'efecte no es tan marcat com en els estudis anteriors en
qué es van realitzar les corbes de concentracio, possiblement degut a causes
metodoldgiques. Aquestes diferéncies son que als experiments realitzats amb HF
es va utilitzar sérum bovi fetal enlloc d’huma, 24 hores d’incubacié en front a 16-18
hores, no prévia incubacié de 24 hores en medi de manteniment, incubacié amb
les LDL en medi amb 1% SBF versus el 4% i kits de determinaccié d’IL-8 i MCP-1
de diferents marques comercials. El fet d’incubar durant 24 hores a la segona
tanda d’experiments, respecte a les 16 hores dels primers, déna lloc a que la
produccio d'MCP-1 i IL-8 sigui més elevada en ambdues fraccions, sobretot en el
cas de I'LDL(+). Aquesta ultima observacié podria ser deguda a que el major
temps d’incubacié podria originar quelcom d’oxidacido de I'LDL, que afectaria
sobretot a I'LDL(+), ja que I'LDL(-) és més resistent a |'oxidacio. Aquest fet podria
ser responsable de la generaciéo d'LDL modificada a partir de la forma nativa, de

manera que en la considerada com a LDL(+) s’observaria més induccié de
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quimioquines, disminuint les diferéncies amb I'LDL(-). D altra banda, el diferent
nivell en la induccié de I'LDL oxidada respecte a I'LDL(-) pot ser degut a un
diferent grau d’oxidacié en I'LDL oxidada “in vitro”. De manera que, en la primera
tanda d’experiments és probable que I'LDL estigués més extensament oxidada
que als seguents experiments, on I'LDL devia ser més aviat minimament oxidada,
la qual esta descrit que presenta un major efecte aterogénic, entre d altres motius

perque indueix més fortament |'expressio de quimioquines (Berliner 1995).

Es va comprovar que |'efecte de les LDL era especific i no era degut a
contaminacié6 amb lipopolisacarids (LPS), ja que no es van trobar nivells
detectables d'LPS a les mostres ni es va produir disminuciéo de |'efecte per

I"addicié de polimixina B, un inhibidor dels LPS.

D altra banda, la induccié d’'MCP-1 i IL-8 per part de I'LDL(-) d’'NL va tenir
lloc sense induccid de citotoxicitat a HUVEC, ni a les concentracions més elevades
de l'assaig, o a les 48 hores d’incubacié (Figures R-24a i 24b). Com es va
descartar |'efecte citotoxic en NL i I'accioé de la fraccio electronegativa d'HF va ser
similar a la d'NL, almenys en la produccié de quimioquines, no es va avaluar la
viabilitat de les cél.lules incubades amb HF-LDL(-) pels mateixos metodes que en
NL. No obstant, mitjangcant el seguiment per microscopia optica no es va trobar cap
indici que suggeris induccié de necrosi o dany cel.lular. Tanmateix, en els primers
experiments més exhaustius de citotoxicitat, la concentracié de 210 mg/L d'LDLox
al temps d’incubaci6 de 24 hores ja va produir alguns efectes com
desenganxament de les cél.lules, i a les 48 hores |'efecte citotoxic ja era bastant
significatiu. Aquest efecte toxic de I'LDLox és paral.lel al trobat incubant amb 7b
hidroxicolesterol, el qual produeix dany sobre HUVEC de manera concentracio i
temps depenent. Es pot concloure doncs, que |'efecte citotdxic de la forma oxidada
és degut al seu contingut en productes finals de |'oxidacié com els oxisterols. Per

tant, com I'LDL(-) no produeix toxicitat a HUVEC, no deu contenir aquest tipus de
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composts oxidatius, cosa que confirma indirectament les nostres dades de la
caracteritzacié fisicoquimica, les quals indicaven que I'LDL(-) no és una forma
extensament oxidada. Aquests resultats que descarten la induccié de citotoxicitat
per I'LDL(-) es troben en contradiccié6 amb altres trobats préviament (Hodis 1994,
Sevanian 1995, Demuth 1996). Contrastant molt amb els nostres resultats, en
alguns dels treballs (Hodis 1994, Sevanian 1995) s atribueix la citotoxicitat en
aorta de conill a I'elevat contingut en colesterol oxidat, superior al 30%, de I'LDL
electronegativa. D altra banda, el grup de Moatti, que defensa la postura de que
I'LDL electronegativa no presenta un grau important d oxidacié, també descriuen
que aquesta particula provoca mortalitat cel.lular en HUVEC (Demuth 1996). De
totes maneres, val a dir que |'efecte sobre les cél.lules dependra molt de I'estat del
cultiu cel.lular i de les condicions d'assaig, en el nostre cas es va treballar amb
cél.lules confluents i amb un 4% de sérum huma al medi de cultiu, mentres que en
els altres estudis es van utilitzar cél.lules en estat de subconfluéncia i en abséncia
de sérum, factors que poden provocar molt fortament una menor viabilitat cel.lular i

una major vulnerabilitat per part de les cél.lules a factors externs.

La induccié d’'MCP-1 i IL-8 en abséncia de citotoxicitat per part de I'LDL(-),
pot tenir una gran relevancia, ja que fins ara no havia cap estudi en qué es
describis que la particula presentés aquestes caracteristiques aterogéniques. A
més, aquest efecte ja es produeix amb concentracions fisioldgiques d'LDL(-), ja
que, per exemple al cas de normolipémics, considerant que el plasma presenta
una concentracio de 1 g/L apoB, i que I'LDL(-) representa al voltant d'un 6% de
I'LDL total, aixd implicaria que la concentracié d’'LDL(-) plasmatica seria d'uns 60
mg/L apoB, a la qual ja presenta un efecte diferenciat de I'LDL(+). Com en
augmentar la concentracio també té lloc paral.lelament un increment en la sintesi
de quimioquines, aquest fet explicaria la situacié d algunes patologies, com els HF,
en que es troba augmentada la proporcid d’'LDL electronegativa i en que esta

descrit que hi ha disfuncié endotelial.
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S’ha associat I'hipercolesteroléemia amb disfuncid endotelial i canvis en
I'expressid génica de les cél.lules endotelials (Vogel 1997). També s’ha descrit
activacio d altres cél.lules vasculars en condicions d hipercolesterolémia, com un
increment de produccié d'MCP-1 en SMC (Yu 1992) o la preséncia de mondcits
funcionalment alterats en HF, els quals tenen una major resposta a factors
inflamatoris i una major adhesié a I'endoteli (Weber 1997, Kimura 1997). A més,
s’ha determinat que I'LDL augmenta la resposta a estimuls inflamatoris, de manera
que un increment en la concentracio d’'LDL, com succeeix en |’hipercolesterolémia,
genera una hiperresposta a insults proinflamatoris, com per exemple una major
produccié de VCAM induida per IL-1 (Zhu 1999). L'LDL també afecta a |’expressio
de CCR2 (Han 1998), i nivells augmentats d'LDL com en HF es relacionen amb un
increment en CCR2 (Han 1999) que també generaria una major migracié de
monocits mitjancat per MCP-1. Aquests efectes i d’altres descrits en
hipercolesterolemia poden ser deguts als valors augmentats d’LDL total, perd
també podria estar implicada |'LDL(-) de dues possibles maneres: que I'HF-LDL(-)
fos més aterogénica que la d'NL, o bé que l'accié6 aterogénica vingués
determinada per la major proporcié d'LDL(-) dels HF. Els nostres resultats
suggereixen que la major disfuncié endotelial en HF pot venir determinada per
I'increment en concentracié plasmatica d'LDL(-), ja que aquests individus tenen
més quantitat d'LDL i d’aquesta, |'LDL(-) representa un percentatge més gran que
en el cas d'NL. Com a consequéncia global, en els HF hi ha preséncia d 'una major
quantitat d'LDL(-), la qual comportara una major produccié de quimioquines i

potser d altres factors inflamatoris no estudiats en aquesta tesi.

De totes maneres cal recordar que aquests experiments son realitzats “in
vitro” en cultius d'HUVEC, i que, en consequéncia, no es pot tenir la certesa de

que reproduexi exactament la situacio “in vivo” a |'endoteli.
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D.2.2 EXPRESSIO DE VCAM

Referent a les molécules d'adhesio, es va estudiar |I'expressié de VCAM
induida per I'LDL(-). LA VCAM és la responsable de la unié a I'endoteli dels
monocits i els limfocits, mentres que la ICAM mitjanga la dels neutrofils (Albeda
1994). Malgrat que s’ha atribuit a I'lL-8 la capacitat datraccid6 de neutrofils, es
coneix que aquestes cél.lules estan més aviat implicades en respostes agudes en
front a infeccions, perd que la seva accid en el procés aterosclerdtic pot ser
guestionada, ja que la deteccié de neutrofils a la lesio és forga escasa (Quinn 1988,
Ross 1993). Per tant, sembla que I'IL-8 actuaria més aviat com a quimioatraient de
monocits (Boisvert 1997 i 1998) i limfocits T, sobre aquests ultims exerceix el seu
efecte a una concentracido 10 vegades inferior que pels neutrofils (Larsen 1989).
Les cél.lules T es troben a la lesid, podent representar fins a un 20% (Jonasson
1986). Els limfocits, al igual que els monocits, s'uneixen a |I'endoteli a través de
VCAM, per tant, es va avaluar als nostres assajos |'expressio d’aquesta molécula
d’adhesio, i no la de ICAM-1. A més, I'MCP-1 també esta implicada en |"atraccié de

monaocits, que s'uneixen a través de VCAM.

Contrariament al fenomen observat amb I'LDL oxidada, la qual indueix
VCAM (Kume 1992, Cominacini 1997 i 1999), I'LDL(-) no provoca expressio
d'aquesta molécula d'adhesioé (Figura R-26). De totes maneres, I'LDL(-) és més
semblant a una LDLmm que a una LDLox, i s’ha descrit que I'LDLmm s’uneix a
I'endoteli a través d altres molécules diferents de VCAM (Kim 1994). D altra banda,
es va observar que a concentracions elevades d'LDL nativa s’indueix VCAM-1, fet
ja descrit a la literatura (Lin 1996). Com en HUVEC es dbéna una certa expressio
constitutiva de VCAM (Adams 1997), si per accié de les quimioquines, que son
induides per LDL(-), s’activa en els leucocits la integrina que interacciona amb
VCAM, el possible efecte global seria el d'una major adhesié a la superficie

endotelial per activacio leucocitaria, independentement de que no s’expressi més
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VCAM. També com a consequéncia de I'activacidé dels leucocits per les
quimioquines s’ afavoriria el procés de diapédesi o transmigracié cap a la intima

endotelial.

D.3 POSSIBLES MECANISMES QUE MITJANGCIN L'ACCIO DE L'LDL(-). US
D'INHIBIDORS

L" alliberament augmentat d'MCP-1 i IL-8 induit per I'LDL(-) pot ser degut a
varies causes, una d’elles seria la interacci6 amb determinats receptors i altra

I"existéncia de components propis en la particula que desencadenin la resposta.

Respecte a la uni6 de I'LDL(-) als possibles receptors, d’'una banda, sembla
que, segons els estudis d'unié al rLDL, la particula presenta una afinitat minvada
respecte a la forma nativa, perd tampoc esta prou modificada com per ser captada
a través del SRAII. El fet que I'LDL(-) promogui un major alliberament d'MCP-1 i IL-
8 que la forma electropositiva, perd que la seva afinitat cap al rLDL estigui
disminuida fa poc probable que I'efecte sigui per mitja d"aquest receptor, el qual
s’expressa en baixos nivells en cél.lules endotelials (Kenagy 1994). No es pot
descartar, perd, que produexi el seu efecte a través del rLDL, ja que, encara que la
unié sigui menys eficag, per components propis de I'LDL(-) es podrien activar una
série de gens implicats en el seu efecte. Tanmateix, en aquest treball de tesi no
s’ha aprofundit si I'efecte inductor de quimioquines de I'LDL(-) és a través de la
interaccié amb el rLDL o amb algun tipus de SR que es trobi a les HUVEC, les

quals expressen LOX, CD36 i SREC (Moriwaki 1998, Kerkhoff 2001, Adachi 1997).

Independentment de la possible interaccidé de la particula amb un receptor de
lipoproteines en HUVEC, es va tractar de discernir el mecanisme pel qual I'LDL(-)

exerceix la induccié d’IL-8 i MCP-1, utilitzant diferents molécules per testar el seu
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efecte inhibitori i descobrir quin/s components de I'LDL(-) podrien desencadenar la
resposta d activacié de I'endoteli. Es van utilitzar inhibidors de compostos derivats
de peroxidacio lipidica, ja que la induccié de l'alliberament d'MCP-1 i IL-8 és un
fenomen associat a LDL oxidada i minimament modificada, perd no a LDL nativa.
Hi han estudis previs que indiquen que |I'estat REDOX cel.lular esta relacionat amb
activacio de les cel.lules endotelials i la produccio de quimioquines. D una banda es
descriu que les espécies reactives d’oxigen activen i que el tocoferol inhibeix la
produccid6 de molécules d'adhesio i IL-8 (Roebuck 1999, Wu 1999). Altre
antecedent important és el treball de Claise (Claise 1996) en el qual es demostra
que en la induccié d’IL-8 en una linia cel.lular d’endotelials per part de I'LDL
oxidada esta implicat I'estrés oxidatiu, i que, concretament, desenvolupa un paper
central el cicle REDOX del glutatio, el qual duu a terme |'efecte de contrarestar la

lipoperoxidacio i els radicals lipoperoxids.

Els nostres resultats respecte a |'estudi de les caracteristiques oxidatives de
I'LDL(-) no son indicatius de que es tracti d'una forma que presenti un estat
d’oxidacié avancgat, perd no es pot descartar que contingui compostos del tipus
fosfolipids oxidats amb potent activitat bioldogica. Amb I'objectiu de discernir si
I'LDL(-) exerceix el seu efecte a través de components de caracter oxidatiu, es van
testar diferents inhibidors de I'oxidacio, concretament dos captadors de radicals
lliures: el BHT i el NAC, sent aquest ultim, a més, precursor del glutatio, i
I'antagonista del receptor del PAF anomenat BN-50730. El resultat de |'us

d"aquests compostos es pot observar a les Figures R-23a i 23b.

El NAC és un captador de radicals lliures i a més incrementa el potencial
antioxidant de les cél.lules, ja que és precursor del glutatio i incrementa el seu nivell
intracel.lular (Brunet 1995). EI NAC va inhibir en més d'un 60% |’'efecte de I'LDL
oxidada i també el de I'LDL(-). A més també va produir una inhibicié superior al

70% de I'efecte del TNFa. La inhibicid pel NAC suggereix que la produccié de
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quimioquines estimulada per I'LDL(-) esta relacionada amb processos oxidatius, ja
que aquest efecte inhibitori coincideix amb els resultats trobats en la induccié d’IL-8
per LDL oxidada (Claise 1996) i pel TNFa (Mufioz 1996). L'estat REDOX del
glutati6 sembla tenir un paper important en la regulaci6 de la producciéo de
quimioquines. Altra dada confirmatoria del paper del glutati6 és que la glutatio

peroxidasa també inhibeix la induccié d’IL-8 (Claise 1996).

El BHT neutralitza els radicals lliures derivats de lipoperoxids continguts en
I'LDL oxidada. La preincubacié de I'LDL amb BHT abans de la seva addici6é a
HUVEC va tenir un petit efecte sobre |'alliberament d'MCP-1 i IL-8, el qual,
contrariament a I'obtingut amb el NAC, només va resultar significatiu al cas de
I'LDL oxidada. Quan es va afegir el BHT simultaniament a les LDL al cultiu, el
compost no va exercir cap efecte inhibitori. Aquests resultats semblen indicar que
I'LDL oxidada i I'LDL(-) poden presentar un diferent mecanisme d’induccié de
quimioquines, ja que I'LDLox actuaria mitjangant lipoperoxidacié, mentres que
I'LDL(-) tindria altra via d"accio. Aquests resultats contrastarien amb els del NAC,
perd tampoc es pot descartar la hipotesi de que I'LDL(-) presenti un petit nivell de
lipoperoxids, i que, degut a la seva accio, les EC produixin més radicals lliures,
amplificant-se I'efecte i alterant I'estat REDOX, fet que podria activar el gens de les
quimioquines. Tanmateix, |'accié de I'LDL(-) podria ser deguda a la preséncia
d’altres compostos bioactius que no desencadenen cadenes lipoperoxidatives.

Entre aquests compostos es podria trobar el PAF o les molécules 2PAF-like 2.

El PAF, factor activador de plaquetes, és un fosfolipid fraccionat,
concretament un alquil-acetil-glicerol-fosfocolina. Hi han diferents molécules del
tipus “PAF-like”, que consisteix en fosfatidilcolina amb el grup 2 fragmentat per
oxidacio de I'acid gras a diferents nivells, de manera que pot presentar en aquesta
posicido un grup metil, hidroxil, aldehic o carboxilic (Tokumora 2000). EI PAF és

|"agonista fosfolipidic de més relevancia en events fisiopatoldgics inflamatoris com
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|"aterosclerosi, posseint efecte trombogénic sobre plaquetes, en les quals indueix
agregacio, o sobre les cel.lules endotelials, induint la produccié de citoquines

proinflamatories i radicals lliures (Evangelou 1994).

El PAF realitza el seu efecte en les cél.lules que expressen el receptor
especific anomenat receptor del PAF (rPAF). El rPAF és un receptor acoblat a
proteines G que presenta set dominis transmembrana, contenint al domini
citoplasmatic residus serina i treonina (Shukla 1992). En interaccionar el PAF amb
el rPAF s’activen una serie de senyals implicades en la transcripcié de gens de
resposta rapida. La transmissio d'aquestes senyals semblen originar-se a través de
proteines G i activacio de tirosines quinases, fet que a la vegada pot activar les

fosfolipases C, A2 i D (Shukla 1992).

Les cél.lules sintetitzen PAF en resposta a diferents estimuls en processos
patofisioldgics (Prescott 1990, Whatley 1990). Perd també I'LDL minimament
modificada conté PAF i gran part dels seus efectes proinflamatoris els realitza a
través d'aquest compost (Lehr 1993, Leitinger 1999). Hi han diferents treballs en
qué es descriu que a través del PAF s’indueixen processos d adhesié de leucocits
a cel.lules endotelials (Zimmerman 1996, Chao 1993, Lee 1999). Aquests fets
suggereixen que també el poder inductor de quimioquines de I'LDL(-) podria estar
mitjancat a través del PAF o altres fosfolipids fragmentats, els quals esta descrit
que indueixen |'expressio d'MCP-1 i IL-8 (Yeh 2001) . En diversos estudis s’ha
observat que amb antagonistes del receptor s’inhibeix |'efecte del PAF (Frostegard
1997, Lee 1999). Aquest va ser el criteri per avaluar el possible rol del PAF en els
efectes originats per I'LDL(-). Es va utilitzar un antagonista del receptor del PAF,
concretament el BN-50730, obtenint que amb concentracions creixents d’aquest
antagonista es va produir una inhibicié en la produccié d'MCP-1 i IL-8 depenent de
concentracié. A una concentracié de BN-50730 de 10 mmol/L ja s’observa una

inhibicié del 50% de I'efecte induit per I'LDL(-) i també per I'LDLox. Aixd suggereix
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que en el cas de I'LDL(-), el PAF pot ser, com a minim en part, responsable de la
induccid de quimioquines. La possibilitat que I'LDL(-) realitzi el seus efectes a
través del PAF suggereix que és una particula amb un potencial aterogénic

considerable.

Val a dir, que el fet que I'LDL(-) contingui PAF o altres fosfolipids oxidats que
generin resposta bioldgica no esta contradicci6 amb les nostres dades de que la
particula no estigui oxidada. No es pot deduir, pero, si I'LDL(-) conté PAF o
molécules “PAF-like”, o bé indueix la produccié de PAF per part de les HUVEC. Si
realment I'LDL(-) conté més PAF es pot suggerir que podria ser degut a que la
particula presenta una menor activitat PAF acetil hidrolasa (PAF-AH). EI PAF
s’inactiva per mitja d'aquest enzim, el qual hidrolitza el grup acetil a la posicio 2,
donant lloc a lisoPAF que és menys actiu. La PAF-AH es troba associat sobretot
més a LDL que a HDL (Stafforini 1987, Steinbrecher 1989), |'associacio té lloc a
través de dos dominis d'unié especifics de I'enzim a |'extrem C-terminal de |'apoB
(Stafforini 1999a i b). Com s’ha descrit que I'LDL electronegativa presenta
alteracions en la conformacié respecte a la forma nativa (Parasassi 2001) es pot
hipotetitzar que aquest fet podria comportar una menor capacitat d associacié amb

la PAF-AH, amb el consequent augment en el contingut de PAF a la particula.

Els resultats comentats anteriorment suggereixen que I'LDL(-), per una
banda, exerceix els seus efectes a través de compostos del tipus “PAF-like” que
interaccionen especificament amb el rPAF desencadenant diferents possibles
senyals intracel.lulars. D altra banda, la inhibicié en la producciéo d'MCP-1 i IL-8 pel
NAC suggereix la implicacié de |'estrés oxidatiu cel.lular en |'efecte de I'LDL(-). Es
possible que hagin varis mecanismes, potser relacionats entre ells, que mitjangin

I'efecte d’aquesta particula.
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L'us de l'inhibidor de la transcripcié actinomicina D, va inhibir |I'efecte de
I'LDL(-) sobre la produccié d’IL-8 i MCP-1 fins a un 80%, assolint valors similars als
trobats amb la forma electropositiva. Aixd ens indica que probablement |'efecte de
I'LDL(-) implicava transcripcié dels gens d’IL-8 i MCP-1. Aixi doncs, I'LDL(-) no
comporta activacié de les quimioquines ja sintetitzades, sind que ['augment en
I"alliberament ve determinat per sintesi de novo, degut a induccid en la transcripcio.
Aquesta induccié de I'expressio dels gens d'MCP-1 i IL-8 per I'LDL(-) deu estar

mitjancada per |'activacio de factors de transcripcio.

Altre dels candidats que podrien mitjancar |'efecte de I'LDL(-) serien els
NEFA, el quals es troben augmentats en la particula i es coneix que presenten
efecte inflamatori sobre les cél.lules endotelials, a nivell de citotoxicitat i disfuncio
cel.lular (Zilversmit 1973, Wenzel 1978, Henning 1996, Chung 1998). També es
coneix que els NEFA estan implicats en |'activacié d alguns factors de transcripcio
com el NF-kB (Henning 1996, Thurberg 1998) i els PPAR (Forman 1997, Ares
2000). Per tant I'LDL(-) podria induir expressié de gens inflamatoris mitjangant
aquests factors de transcripcidé degut al seu contingut augmentat en NEFA.
Tanmateix, la identitat dels possibles factors de transcripcid relacionats amb
I'efecte de I'LDL(-) encara no s’ha estudiat, pero es té com a futur objectiu de les
nostres investigacions. De totes maneres, hi han algunes dades que ens permeten

especular sobre el paper d"aquests diferents factors.

D.4 FACTORS DE TRANSCRIPCIO

Diversos indicis suggereixen que en la induccié d'MCP-1 i IL-8 en HUVEC
per part de I'LDL(-) es pot trobar involucrat el factor de transcripcio NF-kB. Aquest
factor és responsable de l|'activacié de varis gens relacionats amb el procés

aterosclerotic. Entre d’altres, els promotors dels gens d'MCP-1 i IL-8 presenten
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llocs d'unié per NF-kB (Thurberg 1998, Terkeltaub 1998) i, a més, es coneix que
I"'efecte de I'LDL oxidada en la induccié d aquestes quimioquines és també a través
d'NF-kB (Brand 1997, Landry 1997, Marumo 1997). L'LDL(-) també indueix la
transcripcio dels gens d’IL-8 i MCP-1, perd no I'expressio de PAI-1, el qual sembla
estar induit pel AP-1 i no pel NF-kB (Deescheemaker 1992). Una via d’activacio del
factor NF-kB és a través de la induccié d’estrés oxidatiu, ja que esta descrit que
I"activa (Canty 1999). Aixd també ho suggereix la inhibicié de I'efecte de I'LDL(-)
produit per NAC, al igual que en el cas de I'LDL oxidada (Claise 1996). A més, la
NAC també inhibeix la induccié de citoquines a través de TNFa (Muhoz 1996),
impedint I'activaci6 de NF-kB. No obstant totes aquestes dades que podrien fer
pensar en la implicacio de NF-kB, en el nostre cas no hi han proves directes de la
seva activa. Es més, indirectament, el fet que I'LDL(-) no induexi expressié de
VCAM esta en contra de |'activacio de NF-kB, ja que aquesta molécula d’adhesié
s’activa a través d'aquest factor de transcripcio. El fet que en |'efecte de I'LDL(-)
estigui implicats els productes d’oxidacio lipidica, sense activacio de NF-kB, no té
perque ser contradictori, ja que I'LDL(-) pot tenir un cert contingut en fosfolipids
oxidats o altres components amb activitat bioldgica, perd que son insuficients per a

generar |"activacio del factor de transcripcio NF-kB.

Apart del NF-kB, existeixen altres factors de transcripcié amb relevancia en
I'expressié de gens implicats en |"aterosclerosi. Aquests factors de transcripcio, els
PPAR i el AP-1, podrien activar-se per accio de I'LDL(-) i mitjangar I'efecte inductor
de quimioquines d’aquesta particula. En aquest aspecte hi han treballs que
confirmen I'implicacié d’aquests altres factors de transcripcid, com el de I'AP-1 en
I'expressié de molécules d'adhesio, IL-8 i MCP-1 (Martin 1997, Roebuck 1999,
Wang 1999) i el de PPARa en mitjancgar |I'efecte d'LDLmm en la induccié de MCP-1
i IL-8 en endotelials d’aorta humana (Lee 2000). Respecte a la induccio per I'LDL,
contrariament al NF-kB que sembla més relacionada amb |I'LDLox, |'AP-1 esta

principalment activat per LDL nativa (Zhu 1998b). Esta descrit que el PPARa
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mitjanca |'efecte de I'LDLmm i els fosfolipids oxidats en la induccié d’IL-8 i MCP-1
(Lee 2000). En canvi, sembla descartat el paper del PPARg en aquest aspecte, ja
que esta descrit que aquest factor de transcripcid inhibeix |'expressido de
quimioquines (Marx 2000) i indueix la de PAI-1 (Marx 1999), efectes contraris al

que produeix I'LDL(-).

De totes maneres, és dificil discernir quins podrien ser els factors de
transcripcio implicats, ja que hi han moltes senyals reguladores en la transcripcié
dels gens i a més els factors de transcripcid de vegades estan relacionats entre

ells, podent presentar un efecte sinérgic (Martin 1997, Zhu 1999).

D altra banda, podria ser que per efecte de I'LDL(-) no s activi directament la
transcripcid dels gens d'MCP-1 i IL-8, sind que la seva accid pot desencadenar
I"activacié de citoquines de “primera onada” com I'IL-1 o el TNFa, les quals poden ser
produides per les cél.lules endotelials en resposta a I'exposicié exposades a certs
estimuls (Mantovani 1992), com podria ser I'LDL(-), i un dels seus efectes és la
induccio de les esmentades quimioquines. Aixd no obstant, existeixen alguns estudis
que mostren induccié d'MCP-1 i IL-8 de manera independent a la produccio d I'lL-1 o
el TNFa en HUVEC (Lukaacs 1995) i en mondcits (Terkeltaub 1994). A més, aquestes
citoquines activen |'expressié de VCAM, mentres que I'LDL(-) no, fet que sembla que

descarta la produccio d’IL-1 i TNFa com a mediadors de |'efecte de I'LDL(-).

No hi han bases solides per hipotetitza respecte a les possibles vies de
transmissié de senyals induides per I'LDL(-), les quals acabarien desencadenant en
la transcripcio dels gens. Tanmateix pot ser qualsevol de les vies proposades en
|"activacio per la interaccié del PAF amb el seu receptor. Algunes vies que semblen
estar implicades en la transmissi6 de senyals que comporta |‘activacio de
quimioquines per certs estimuls son la PLC, la PKC i tirosinquinasa (Okada 1998),

les quals coincideixen amb les que es poden activar a través del rPAF.
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D.5 POSSIBLE RELEVANCIA FISIOPATOLOGICA DE L'ACCIO DE L'LDL(-)

Respecte a I'efecte inductor de I'LDL(-) sobre |"alliberament d'MCP-1 i IL-8
cal remarcar que aquests estudis estan realitzats “in vitro” i per tant no es pot
preveure |'efecte “in vivo”, on intervenen molts altres factors addicionals. Es
coherent, perd, suposar que a I'ambient de la lesid6 hi hauran altres estimuls
aterogénics els quals poden actuar per separat o sinérgicament amb I'LDL(-) en la
produccio d’efectes inflamatoris. D altra banda, referent a les molécules d adhesio,
el fet que I'LDL(-) no indueixi VCAM no descarta que pogués induir altres molécules
d’adhesio per part de I'endoteli. No s’observa un diferent efecte en la induccio de
PAI-1 entre les fraccions d'LDL, pero aixd no implica que I'LDL(-) no exerceixi accid
sobre |'activitat d altres factors procoagulants. Aquests serien aspectes d’interés a
valorar respecte la funcié endotelial, conjuntament amb altres, com per exemple
substancies que controlen el to vascular com la prostaciclina, 1'0xid nitric o

|’endotelina.

En la sintesi de quimioquines, en aquest estudi s’ha valorat I'alliberament
d'MCP-1 i IL-8 induit per I'LDL(-), perd no s’ha avaluat I'efecte bioldgic resultant
d'aquesta acci6, és a dir |'atraccié de leucdcits, que en principi ha de ser
proporcional a la produccié de quimioquines. Aquest efecte es podria amplificar si
I'LDL(-) afectés a més induint I'expressid en leucocits del receptor d’aquestes
quimioquines, és a dir CCR2 per MCP-1 i CXCR2 per IL-8. Aquests leucocits, a
més, podrien activar-se per accié de I'LDL(-) i produir citoquines amb efecte sobre
les cél.lules endotelials. A més de la possible activacio de leucocits, I'LDL(-) també
podria actuar sobre cél.lules vasculars presents a la lesid6 com els macrofags i les
SMC, cél.lules que son una font de produccié de factors inflamatoris i per tant tenen
un paper relevant en I'evolucié de |"aterosclerosi. Esta descrit que els macrofags a
les zones de lesid produeixen IL-8 (Terkeltaub 1994, Apostopoulos 1996, Wang

1996) i a més sintetitzen MCP-1 (Yu 1992). A més, els macrofags activats també
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sintetitzen IL-1 i TNFa, citoquines de primera onada que indueixen la produccio
d’altres factors i que son activadores de les cél.lules endotelials. Per aquests
motius, seria molt interessant |'estudi dels efectes de I'LDL(-) sobre altres cél.lules
relacionades amb el procés aterosclerotic, diferents de les endotelials, ja que
aleshores |"atraccidé dels leucocits induida per I'LDL electronegativa seria a dos
nivells, primer induint I'atraccié dels leucocits circulants a la superficie endotelial i
activacio per accio de les quimioquines produides per |'endoteli, i segon la
diapédesi i migracié a |I'espai subendotelial dels leucocits previament adherits a
I'endoteli mitjangant per les quimioquines alliberades pels macrofags o SMC

(Adams 1997).

D.6 CONCLUSIONS BLOC D - EFECTES SOBRE LES CEL.LULES
ENDOTELIALS

1) L'LDL(-) activa I'endoteli induint I'expressié de les quimioquines IL-8 i MCP-1,
que intervendran en la quimiotaxi i activacio dels leucocits, originant una
resposta inflamatoria. Tanmateix no presenta efecte en la produccié de VCAM ni

en la de PAI-1.

2) L’efecte inductor de quimioquines que desenvolupa I'LDL(-) té lloc sense
produccié de citotoxicitat, de manera que possiblement induiria una disfuncio
endotelial sense produir dany fisic o denudaci6 de I’'endoteli, fet que, segons les
ultimes revisions de la teoria de resposta a la lesié de Ross i col.laboradors

(Ross 1999), pot originar una lesi6 aterosclerotica per si.

3) Els experiments realitzats amb inhibidors indiquen que en |'efecte de I'LDL(-)
sobre la sintesi d'MCP-1 i IL-8 pot estar implicat el PAF o substancies “PAF-like”.

També hi pot contribuir la generacié de radicals lliures intracel.lulars.
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1) Existeixen discrepancies en |'estudi de I'LDL electronegativa entre els grups
d’investigacio. Els nostres resultats mostren que segons l'individu, NL o HF,
I'LDL(-) presenta diferéncies en densitat, grandaria i composicio. Aquestes
dades apunten que I'LDL(-) és una particula heterogénia depenent del seu

origen.

2) Els resultats no expressen evidéncies de que I'LDL(-) de NL i HF sigui una
forma amb un grau d’oxidacié important, sind que l'increment en carrega
negativa es deu a altres causes, com el major increment en acid sialic, apos

Cllli E, TG i NEFA.

3) L afinitat pel rLDL de I'LDL(-) esta disminuida respecte a la forma nativa, fet
que suggereix un major temps a circulacio de la particula. Aixd comportara
que la LDL(-) estigui exposada a altres modificacions que poden a la vegada

alterar més les seves propietats.

4) L'LDL carregada amb NEFA “in vitro” reprodueix algunes de les
caracteristiques de I'LDL(-). Aixd suggereix que I'enriquiment de I'LDL amb

NEFA “in vivo” podria estar implicat en la generaci6 de I'LDL(-).

5) L'LDL(-), tant en NL com en HF, presenta caracteristiques inflamatories, ja
que indueix la produccido de les quimioquines MCP-1 i IL-8 per part de

cél.lules endotelials en cultiu.
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6) El mecanisme d’accié de I'LDL(-) en I'alliberament d’'MCP-1 i IL-8 podria
estar relacionat amb la generacié de radicals lliures intracel.lulars i la

preséncia de productes tipus “PAF-like”.
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