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1. Resumen

Objetivos

1. Establecer predictores novedosos y emergentes de enfermedad coronaria (CHD) en
sujetos de mediana edad y mayores con alto riesgo cardiovascular seguidos durante
cinco afos. Se estudiaran diferentes parametros relacionados con:

1.1. La funcionalidad de HDL (capacidad de expulsién de colesterol, proteccidon
antioxidante, antiinflamatoria y endotelial, accién vasodilatadora y antiapoptética) y la
composicidn de proteinas y lipidos de HDL (suero amiloide A, complemento C3 y
apolipoproteinas A-1V y C-III).

1.2. La composicion de acidos grasos de las membranas de células sanguineas enteras
(enfoque lipidomico dirigido).

1.3. Las microparticulas endoteliales circulantes.

2. Estudiar la modulacién promovida por la intervencién de la dieta mediterranea sobre
la incidencia de CHD. Se determinara la asociacién del evento CHD y los cambios de

estos predictores al afo de las diferentes intervenciones dietéticas.

3. Determinar el valor prondstico de estos nuevos biomarcadores en los pacientes que

han tenido un infarto de miocardio.

Objetivos secundarios

1. Examinar la relacion entre los nuevos predictores de CHD relacionados con la
composicidon de acidos grasos iniciales de las membranas de los gldbulos blancos, la
funcionalidad HDL y las microparticulas endoteliales y una seleccion de marcadores

inflamatorios circulantes.

2. Evaluar la utilidad de estos nuevos biomarcadores para determinar el prondstico de

pacientes con infarto de miocardio.

2. Resultados

Por un lado, los objetivos del grupo del Dr. Estruch, grupo coordinador, tenia como

objetivos concretos la determinacién de las microparticulas endoteliales circulantes



como posibles biomarcadores en la prevencién y el tratamiento de la cardiopatia

coronaria (CC).

Para determinar los efectos de la dieta mediterranea en la liberacion de cMP en el
torrente sanguineo, se seleccionaron 150 muestras (50 por grupo de intervencién;
EVOO, frutos secos y dieta control del estudio PREDIMED) de pacientes libres de ECV al
final del estudio. Se cuantificaron, en el momento de inclusidén y al afio de seguimiento,
en plasma de sangre periférica, las CMP de origen endotelial, plaquetario, leucocitario y
eritrocitario por citometria de flujo y los acidos grasos plasmaticos por cromatografia

de gases, segun el panel de anticuerpos que puede observarse a continuacion.

Panel de anticuerpos:

Origen celular Marcadores

Control Anexina - - Annexin V
Isotipos IgG 1y IgG 1k

Plaguetas PAC-1 CD62P Annexin V
Plaquetas CD142 CcDé61 Annexin V
Endotelio CD146 CD62E  Annexin V
Eritrocitos CD235ab CD34 Annexin V
Leucocitos CD3 CD45 Annexin V
Monocitos CD11a CD14 Annexin V
Células del musculo liso CD142 SMA-a Annexin V
Células activadas CD63 CD62L  Annexin V

Después de un afio de intervencién dietética, la concentracion de cMP derivadas de
plaquetas era mas baja en el grupo de los frutos secos en comparacién con EVOO y
dieta control. Ademas, las cMP protrombdticas (transportadoras de factor tisular y
marcadores de activacion celular) se vieron disminuidas al cabo de un afio de
intervencidon con dieta mediterrdnea suplementada tanto con aceite de oliva virgen

extra como con frutos secos, en comparacién con la dieta control.

Por otro lado, se estudid la funcionalidad de las microparticulas procoagulantes
circulantes. Fueron seleccionados 132 sujetos de alto riesgo, 66 de ellos formaban
parte del grupo intervencidon con dieta mediterranea (suplementada con aceite de oliva
o frutos secos) y 66 del grupo control, midiéndose la actividad procoagulante de las

microparticulas, tanto en estado basal, como a los 6 y 12 meses de intervencién. Estos



analisis se realizaron mediante el test funcional ZYMUPHEN MP-Activity (Aniara,
Hyphen BioMed) para la determinacidn funcional de las microparticulas de plasma por
método colorimétrico, que permite estudiar la capacidad procoagulante de las

microparticulas circulantes.

Los resultados obtenidos muestran que la dieta mediterrdnea podria tener un efecto
protector sobre el proceso coronario. Por un lado, no se observa un cambio en la
funcién coagulante de las microparticulas, su actividad no varia de forma significativa
ni a los 6 ni a los12 meses. Por el contrario, una dieta baja en grasas o dieta control
favorece el incremento de la actividad procoagulante de las microparticulas, lo cual
indicaria que no existe efecto protector y podria desencadenarse algun tipo de evento

coronario.

La evaluacién de moléculas inflamatorias y relacionadas con la estabilidad de la placa
va en ese mismo sentido. Asi, se observa que el grupo que sigue una dieta
mediterranea suplementada con aceite de oliva o frutos secos presenta una reduccion
significativa de los niveles plasmaticos de MMP-9, endotelina, SST2, IL-6, IL-18, TNF-a
y MCP-1 (P <0,05, todos) e incrementos significativos de la IL-10 (P = 0,013). La
MMP-9 es una molécula, al igual que la IL-18, que se relaciona con inestabilidad de
placa, mientras que IL-10 favorece su estabilidad. En ninguna de ambas dietas se

observaron cambios en las concentraciones de VCAM-1 e ICAM-1.

Asi, la dieta mediterranea parece poseer un efecto inmunomodulador sobre
biomarcadores de riesgo cardiovascular como SST2, IL-6, IL-10, IL-18, MMP-9, TNF-a
y MCP-1.

Grupo de la Dra. Fito

Llevd a cabo un estudio de casos y controles dentro de la cohorte PREDIMED
(prevencion con dieta mediterrdnea), originalmente un ensayo aleatorio en el que los
participantes siguieron una dieta mediterranea o baja en grasas. Los casos con
incidencia de sindrome coronario agudo (n = 167) se combinaron individualmente
(1:2) con los controles por sexo, edad, grupo de intervencion, indice de masa corporal
y tiempo de seguimiento. Se investigaron sus dos manifestaciones individuales (infarto
de miocardio, angina inestable) como resultados secundarios. Se midieron las

siguientes caracteristicas funcionales: concentracion de colesterol HDL (en plasma);



capacidad de expulsidon de colesterol; capacidad antioxidante medida por el indice
inflamatorio HDL oxidativo; actividad de la fosfolipasa A2; y esfingosina-1-fosfato,
apolipoproteinas A-I y A-IV, amiloide sérico A y proteina del complemento 3 (en
plasma pobre de apolipoproteina B). Se utilizaron modelos de regresion logistica
condicional ajustados por los niveles de colesterol HDL y los factores de riesgo
cardiovascular para estimar la odds ratio (OR) entre los incrementos de desviacion
estandar en las caracteristicas funcionales de HDL y los resultados clinicos.

En la actualidad se esta trabajando en la redaccion del documento de metanalisis; se
observd que una mayor eliminacidon de colesterol de los macréfagos provocada por
suero pobre de apolipoproteina B estaba asociada con eventos coronarios. Aunque los
resultados de la mayoria de los estudios combinados estan en linea con esta
afirmacién, un estudio halld resultados opuestos. Se encontraron solo 9 articulos que
cumplian los criterios de inclusién de la capacidad antioxidante de HDL; 5 de ellos
contenian datos sobre el riesgo de mortalidad por todas las causas y 7 sobre el riesgo
de eventos coronarios. De los 9 manuscritos, 4 eran estudios de casos y controles y
todos los estudios se realizaron en una poblacion reducida. Su metanalisis identifico la
necesidad de estudios longitudinales mayores con disefios estandarizados. Sin
embargo, los enfoques experimentales a lo largo de diferentes estudios fueron

bastante consistentes, lo que aumenta la comparabilidad entre los resultados.

Grupo del Dr. Salas

Durante el Ultimo afio del proyecto ha llevado a cabo el ultimo analisis metabolémico
de la composicién de la membrana celular para cubrir un amplio espectro de diferentes
acidos grasos. También integré todos los perfiles metabolémicos obtenidos durante el
proceso analitico y cred la base de datos final, con inclusion de datos clinicos, datos
metaboldmicos, datos sobre marcadores inflamatorios y, por ultimo, datos sobre la
funcionalidad HDL.

Un ultimo andlisis se centrd en la relacién entre la composicion de la membrana celular
de los acidos grasos, la funcionalidad HDL y el estado inflamatorio. Sus resultados se
muestran en la siguiente tabla, asi como la asociacién entre los parametros de

funcionalidad HDL y la composicién de la membrana celular de acidos grasos (tabla 1).



Tabla 1. Pardmetros de funcionalidad HDL clasificados por coeficientes de regresién netos positivos o
negativos elasticos de los acidos grasos de membrana celular

ApoA-IV CEC HOI S1P SAA ApoA-I ApoC-IIT  C3 protein
C14:0 None None None None 0.00927 0.01868 -0.14057 None
C16:0 None None None None None None 0.622764 None
C16:1n7trans None None None None 0.18307 None None None
C16:1n7cis None None -0.013 None None None 0.120216 None
C18:0 None -0.0404 0.1098 -0.353 None None -0.99713 None
C18:1n9cis None None Nohe 0.13603 None None None None
C18:1n9rans None None None -0.392 None -0.0447 -1.27781 None
C18:2n6 None -0.0294 None None None 0.11717 -0.10579 None
C18:3n3 None -0.0178 None -0.1138 -0.0899 None 0.00328 None
C20:0 None None None None -0.2632 None -0.10936 None
C20:1n9 None None 0.0601 None None None None None
C20:2n6 None None None None 0.34364 None None None
C20:3n6 None None None None 0.22568 None None None
C20:4n6 None None None None None None None None
C20:5n3 None None None None None None -0.07868 None
C22:0 None None None -0.021 None None None None
C22:4n6 None None None None None None None None
C22:5n6 None None None None -0.3201 None None None
C22:5n3 None None None None 0.02681 None None None
C24:0 None None None -0.0472 0.24229 None None None
C22:6n3 None None None None None None None None
C24:1n9 None None None None None 0.00524 None None
Total SFA None None None None None None None None
Total MUFA None None None None None None 0.240921 None
Total n-6 PUFA None None None None None None None None
Total n-3 PUFA None None None None None None None None
n6:n3 PUFA None None None None None None None None

Ademas, varios parametros de funcionalidad HDL se relacionaron con marcadores

inflamatorios, principalmente IL-6 (tabla 2).

Tabla 2. Parametros de funcionalidad HDL clasificados por coeficientes de regresién netos positivos o

negativos elasticos de los marcadores inflamatorios (n = 259)

ApoA-IV.  CEC HOII S1P SAA ApoA-I ApoC-III C3 protein
IFNy None None None None None None None None
IL-1b None None None  None 0.0184 -0.0651 None None
IL-6 None None None 0.1545 0.1196 -0.1227 None -0.0229
IL-8 None None None None None None None None
IL-10 None None None None None None None None

Ajustados por edad, sexo, indice de masa corporal, niveles de HDL al inicio del estudio,

tabaquismo, diabetes tipo 2 e hipercolesterolemia.

Curiosamente, el contenido de estas moléculas en las particulas de HDL,

principalmente las relacionadas con IL-6, también se asociaron a acidos grasos



especificos en las membranas celulares, lo que sugiere un papel potencial de la
composicidon de acidos grasos de la membrana celular en la inflamacion y la
funcionalidad de HDL (tabla 3).

Tabla 3. Acidos grasos en la membrana celular clasificados por coeficientes de regresién netos positivos o

negativos elasticos de parametros de funcionalidad HDL cuando ambos estan asociados con IL-6 (n = 259)

Fatty acids HDL structure/ functional parameters
Y S1P SAA ApoA-I
C14:0 None None 0.0166
C20:0 -0.0097 None None
C16:1n7trans -0.0908 0.0843 None
C18:3n3 -0.0510 -0.0097 None

Ajustados por edad, sexo, indice de masa corporal, niveles de HDL al inicio del estudio,

tabaquismo, diabetes tipo 2 e hipercolesterolemia.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

La prevencidn es el primer paso en el tratamiento de muchas enfermedades, como por
ejemplo las enfermedades cardiovasculares. Disponer de buenos biomarcadores de
estas enfermedades nos puede permitir identificar mejor los sujetos con alto riesgo

vascular que en la actualidad se escapan de las clasificaciones de riesgo.

Asi pues, uno de los objetivos de este proyecto era validar la utilidad de tres nuevos
posibles biomarcadores (funcionalidad HDL, composicién de acidos grasos de las
membranas celulares y las microparticulas endoteliales circulantes) en la prediccion de
nuevos eventos de enfermedad coronaria en sujetos de alto riesgo pero asintomaticos
(prevencion primaria) y en pacientes que ya han sufrido un infarto de miocardio
(prevencion secundaria). Los resultados obtenidos son totalmente innovadores, ya que
por un lado se combinan biomarcadores, patrones alimenticios dietéticos y datos
clinicos, lo que puede ser de maximo interés para la sociedad médica. Hasta la fecha,
la informacion sobre el valor prondstico de estos biomarcadores en pacientes que han
sufrido un ataque al corazén era absolutamente nueva. Y en los estudios de
intervencidn de alimentacién, tampoco nunca hasta ahora, se habia aplicado la

metodologia de circulacion de microparticulas endoteliales.



Por un lado, los resultados obtenidos por el grupo de la Dra. Fitd son muy
prometedores, ya que podria incorporarse la medicién de algunos de estos
biomarcadores (por ejemplo, los relacionados con la composicién de HDL, como los
niveles de ApoA-I o S1P en muestras de plasma pobre de apolipoproteinas B) como
biomarcadores para la gestidn clinica y herramienta de prondstico ACS para sujetos de
alto riesgo. Esta sugerencia es factible porque: 1) las muestras de plasma pobre de
apolipoproteina B son faciles de obtener (su coleccidn solo tarda 30 minutos y requiere
reactivos baratos y equipo de laboratorio estandar) (Rohatgi A, N Engl J Med, 2014), y
2) las técnicas cuantitativas son faciles de estandarizar e implementar en laboratorios

rutinarios.

Por otra parte, los resultados del grupo del Dr. Salas han demostrado que niveles mas
elevados de acidos grasos especificos en la membrana celular, como C:22 y C:24 se
asocian a una menor incidencia de CHD, mientras que niveles mas altos de C20:1n9 se
asocian a un riesgo mas elevado. También ha demostrado que las diferencias en la
composicidon de la membrana de las células sanguineas del acido graso se asocian a
niveles séricos de diferentes marcadores inflamatorios y que, de forma constante, se
asociaron a cambios al cabo de un afio en los niveles de acidos grasos en las células
sanguineas con cambios en estos marcadores inflamatorios, datos que permiten un
potencial preventivo y/o estrategia terapéutica para luchar contra enfermedades

inflamatorias.

Los resultados obtenidos por el grupo del Dr. Estruch también han demostrado que el
consumo de ciertos acidos grasos en el contexto de una dieta mediterranea disminuye
los niveles de cMP de diferentes origenes celulares. Ademas, la actividad procoagulante
de las microparticulas puede verse frenada por la accién de la propia dieta,
contrariamente a lo que ocurriria con una dieta baja en grasas (low-fat), lo cual parece
incrementar de forma significativa la accidon procoagulante de las microparticulas.
Aunque nuestros resultados (Salas y Estruch) contribuyen a abrir nuevas vias de
investigacion en el campo de las enfermedades coronarias y los trastornos
cardiovasculares, nuestros resultados no poseen una inmediata aplicabilidad en
atencidn sanitaria. Los futuros pasos no solo deben confirmar nuestros resultados en
otras poblaciones, sino que también podran dilucidar la forma en que la composicién de
la membrana celular modifica la actividad celular y si puede modificarse la composicion

de acidos grasos de la membrana celular para conseguir una célula sana, y, por otro



lado, ver de qué forma la dieta es capaz de modular la capacidad procoagulante de las

microparticulas circulantes.

Asi, los resultados de este proyecto podrian mejorar los tratamientos y la decisidon
clinica en pacientes con sindrome coronario agudo, afectar a la informacion para tomar
decisiones o politicas administrativas y mejorar la calidad de vida o la satisfaccion de
los pacientes con enfermedades cardiovasculares. La prevenciéon primaria de
enfermedades coronarias se basa todavia en la escala de riesgo de Framingham, una
escala que tiene mas de 40 anos. Por lo tanto, la combinacién de los conocimientos
previos con los posibles biomarcadores de riesgo actuales debe ser la herramienta
perfecta para obtener las 4 P que se precisan en una medicina personalizada y de

calidad: predictiva, preventiva, personalizada y participativa.
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