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1. Resum

Objectius

1. Establir predictors nous i emergents per a malalties coronaries (CHD) en els
subjectes de mitjana edat i gent gran amb risc cardiovascular alt seguits durant cinc
anys. S’estudiaran diferents parametres relacionats amb:

1.1. La funcionalitat de I'HDL (capacitat d’expulsié de colesterol, proteccié antioxidant,
antiinflamatoria i endotelial, accié vasodilatadora i antiapoptotica) i la composicid de
proteines i lipids d'HDL (sérum amiloide A, complement C3 i apolipoproteines A-IV i C-
I1I).

1.2. La composicio d’'acids grassos de les membranes dels globuls sencers (enfocament
lipidomic dirigit).

1.3. Les microparticules endotelials circulants.

2. Estudiar la modulacié promoguda per la intervencié de la dieta mediterrania sobre la
incidéncia de la malaltia cardiaca. Es determinara |'associacid entre CHD i els canvis

d’aquests predictors després d’un any d’intervencié dietetica.

3. Determinar el valor pronostic d’aquests nous biomarcadors en els pacients que han

patit un infart de miocardi.

Objectius secundaris

1. Examinar la relacié entre els nous predictors de les CHD relacionats amb la
composicidé d’acids grassos inicials de les membranes dels globuls blancs, la
funcionalitat d’HDL i les microparticules endotelials i una seleccié de marcadors

inflamatoris circulants.

2. Avaluar la utilitat d’aquests nous biomarcadors per determinar el pronostic dels

pacients amb infart de miocardi.



2. Resultats

Per una banda, els objectius del grup del Dr. Estruch, grup coordinador, tenia com a
objectius concrets la determinacié de les microparticules endotelials circulants com a
possibles biomarcadors en la prevencid i el tractament de la cardiopatia coronaria (CC).
Per determinar els efectes de la dieta mediterrania en I'alliberament de cMP al torrent
sanguini, es van seleccionar 150 mostres (50 per grup d’intervencid; EVOO, fruits secs
i dieta control del I'estudi PREDIMED) de pacients lliures d’ECV al final de I'estudi. Es
van quantificar, al moment d’inclusié i a I'any de seguiment, al plasma de sang
periférica, les cMP d’origen endotelial, plaquetari, leucocitari i eritrocitari per citometria
de flux i els acids grassos plasmatics per cromatografia de gasos, segons el panell

d’anticossos que es pot veure a sota.

Panell d’anticossos:

Origen cel-lular Marcadors

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

Plaquetes PAC-1 CD62P Annexin V
Plaquetes CD142 CcDé61 Annexin V
Endoteli CD146 CD62E  Annexin V
Eritrocits CD235ab CD34 Annexin V
Leucocits CD3 CD45 Annexin V
Monocits CD11a CD14 Annexin V
Ceél-lules del muscul llis CD142 SMA-a Annexin V
Ceél-lules activades CD63 CD62L  Annexin V

Després d’un any d’intervencio dietetica, la concentracié de cMP derivades de
plaquetes era més baixa al grup dels fruits secs comparats amb el d’/EVOO i el de dieta
control. A més, les cMP protrombotiques (transportadores de factor tissular i
marcadors d‘activacio cel-lular) es van veure disminuides després d’un any
d’intervencié amb dieta mediterrania suplementada tant amb oli d’oliva verge extra

com amb fruits secs, en comparacié amb la dieta control.

D’altra banda, es va estudiar la funcionalitat de les microparticules procoagulants
circulants. Per fer aix0, vam seleccionar 132 subjectes d’alt risc, 66 dels quals

formaven part del grup intervencié amb dieta mediterrania (suplementada amb oli



d’oliva o fruits secs) i 66 del grup control i vam mesurar |'activitat procoagulant de les
microparticules, tant basalment com després de 6 i 12 mesos d’intervencié. Hem fet
aquestes analisis mitjancant el test funcional ZYMUPHEN MP-Activity (ANIARA, Hyphen
BioMed) per a la determinacioé funcional de les microparticules de plasma per metode
colorimeétric, que permet estudiar la capacitat procoagulant de les microparticules

circulants.

Els resultats obtinguts mostren que la dieta mediterrania podria tenir un efecte
protector sobre el procés coronari. Per una banda, no s’observa un canvi en la funcid
coagulant de les microparticules, la seva activitat no varia de manera significativa ni
als 6 ni als 12 mesos. Contrariament, una dieta baixa en greixos o dieta control
afavoreix l'increment de |'activitat procoagulant de les microparticules, la qual cosa
indicaria que no hi ha efecte protector i podria desencadenar algun tipus

d’esdeveniment coronari.

L’avaluacié de molécules inflamatories i relacionades amb |'estabilitat de la placa van
en el mateix sentit. De manera que s’‘observa que el grup que segueix una dieta
mediterrania suplementada amb oli d’oliva o fruits secs presenta una reduccio
significativa dels nivells plasmatics d’MMP-9, endotelina, SST2, IL-6, IL-18, TNF-q i
MCP-1 (P <0,05, tots) i increments significatius de la IL-10 (P = 0,013). L'MMP-9 és
una molecula que igual que la IL-18 es relaciona amb inestabilitat de placa, mentre
que IL-10 n’afavoreix |'estabilitat. En cap de les dues dietes es van observar canvis en
les concentracions de VCAM-1 i ICAM-1.

Aixi, la dieta mediterrania sembla tenir un efecte immunomodulador sobre
biomarcadors de risc cardiovascular com SST2, IL-6, IL-10, IL-18, MMP-9, TNF-a i
MCP-1.

Grup de la Dra. Fito

Va dur a terme un estudi de control de casos dins de la cohort PREDIMED (prevencié
amb dieta mediterrania), originalment un assaig aleatori en qué els participants
seguien una dieta mediterrania o baixa en greixos. Els casos de sindrome coronaria
aguda incident (n = 167) es van combinar individualment (1:2) amb controls per sexe,
edat, grup d'intervencid, index de massa corporal i temps de seguiment. Es van

investigar les seves dues manifestacions individuals (infart de miocardi, angina



inestable) com a resultats secundaris. Es van mesurar les caracteristiques funcionals
seglients: concentracié de colesterol HDL (en plasma); capacitat d’expulsié de
colesterol; capacitat antioxidant mesurada per l'index inflamatori HDL; activitat de la
fosfolipasa A2; i esfingosina-1-fosfat, apolipoproteines A-I i A-IV, amiloide séric A i
proteina del complement 3 (en plasma empobrit d’apolipoproteina B). Es van utilitzar
models de regressio logistica condicional ajustats pels nivells de colesterol HDL i factors
de risc cardiovascular per estimar les proporcions de probabilitat (OR) entre els
increments de desviacié estandard en les caracteristiques funcionals d'HDL i els

resultats clinics.

Actualment s’esta treballant en la redacci6 del treball de metaanalisi; es va observar
gue una més alta eliminacid del colesterol dels macrofags produida pel serum empobrit
d’apolipoproteina B estava associada amb esdeveniments coronaris. Tot i que els
resultats de la majoria dels estudis combinats coincideixen en aquesta afirmacid, un
estudi ha trobat resultats contraris. Només van trobar 9 articles que complien els
criteris d’'inclusié de la capacitat antioxidant d’'HDL, 5 dels quals tenien dades sobre el
risc de mortalitat per tota causa i 7 sobre el risc d’esdeveniments coronaris. Dels 9
manuscrits, 4 eren estudis de control de casos i tots els estudis es van fer amb una
poblacié reduida. La metaanalisi va identificar la necessitat d'estudis longitudinals més
grans amb dissenys normalitzats. No obstant aix0, els enfocaments experimentals dels
diferents estudis han estat forca consistents, fet que augmenta la comparabilitat entre

els resultats.

Grup del Dr. Salas

Durant aquest darrer any del projecte ha dut a terme I'Ultima analisi metabolomica de
la composicié de membrana cel-lular per abastar un ampli espectre d’acids grassos
diferents. També ha integrat tots els perfils metabolomics obtinguts durant el procés
analitic i ha creat la base de dades final amb la inclusié de dades cliniques, dades
metabolomiques, dades sobre marcadors inflamatoris i, finalment, dades sobre la
funcionalitat HDL.

Una ultima analisi es va centrar en la relacié entre la composicié de la membrana de
les cel-lules d’acids grassos, la funcionalitat d'HDL i I'estat inflamatori. Es mostren els
resultats i I'associacié entre parametres de funcionalitat HDL i composicié de

membranes de cél-lules grasses (taula 1).



Taula 1. Parametres de funcionalitat d'HDL classificats per coeficients de regressid nets positius o
negatius elastics dels acids grassos de la membrana cel-lular

ApoA-IV CEC HOII 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

Addicionalment, diversos parametres de funcionalitat d’'HDL es van relacionar amb

marcadors inflamatoris, principalment IL-6 (taula 2).

Taula 2. Parametres de funcionalitat HDL classificats per coeficients de regressidé nets positius o negatius
elastics dels marcadors inflamatoris (n = 259)

ApoA- IV CEC HOII S1P SAA ApoA-I ApoC-IIT 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




Ajustats per edat, sexe, index de massa corporal, nivells d’HDL a l'inici de I'estudi,

tabaquisme, diabetis tipus 2 i hipercolesterolemia.

Curiosament, el contingut d’aquestes molecules en particules d’'HDL, principalment
aqguelles relacionades amb IL-6, també es van associar amb acids grassos especifics a
les membranes cel-lulars, fet que suggereix un paper potencial de la composicié d’acids

grassos a la membrana cel-lular en la inflamacié i la funcionalitat HDL (taula 3).

Taula 3. Els acids grassos a la membrana cel-lular classificats per coeficients de regressié nets positius o

negatius elastics dels parametres de funcionalitat HDL quan tots dos estan associats amb IL-6 (n = 259)

Fatty acids HDL structure/ functional parameters
o S1P SAA ApoA-I
C14:0 None None 0.0166
C20:0 -0.0097 None None
Cl16:1n7frans -0.0908 0.0843 None
C18:3n3 -0.0510 -0.0097 None

Ajustats per edat, sexe, index de massa corporal, nivells d'HDL a l'inici de I'estudi,

tabaquisme, diabetis tipus 2 i hipercolesterolemia.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

La prevencid és el primer pas en el tractament de moltes malalties, com per exemple
les cardiovasculars. Disposar de bons biomarcadors d’aquestes malalties ens pot
permetre identificar millor els subjectes amb alt risc vascular que actualment s’escapen

de les classificacions de risc.

Aixi doncs, un dels objectius d’aquest projecte era validar la utilitat de tres nous
possibles biomarcadors (funcionalitat HDL, composicié d’acids grassos de les
membranes cel-lulars i les microparticules endotelials circulants) en la predicci6 de
nous esdeveniments de malaltia coronaria en subjectes d‘alt risc pero asimptomatics
(prevencio primaria) i en pacients que ja han patit un infart de miocardi (prevencio
secundaria). Els resultats obtinguts sén totalment innovadors, ja que per una banda es
combinen biomarcadors, patrons alimentaris dietétics i dades cliniques, la qual cosa pot

representar un maxim interés per a la societat médica. Fins al dia d’avui, la informacid



sobre el valor pronostic d’aquests biomarcadors en pacients amb un atac de cor era
absolutament nova. I en els estudis d’intervencié d’alimentacid, tampoc mai fins ara no

s’havia aplicat la metodologia de circulacié de microparticules endotelials.

Per una banda, el resultats obtinguts pel grup de la Dra. Fitd sén molt prometedors, ja
que es podria incorporar el mesurament d’alguns d’aquests biomarcadors (per
exemple, els relacionats amb la composiciéo d’HDL, com els nivells d’ApoA-I o S1P en
mostres de plasma empobrit d’apolipoproteines B) com a biomarcadors per a la gestio
clinica i eina de pronostic ACS per a subjectes d’alt risc. Aquest suggeriment és factible
perqué: 1) les mostres de plasma pobres d’apolipoproteina B sén facils d’obtenir (la
seva col-leccié només triga 30 minuts i requereix reactius barats i equipament de
laboratori estandard) (Rohatgi A, N Engl J Med, 2014), i 2) les técniques quantitatives

son facils d’estandarditzar i implementar en laboratoris rutinaris.

D’altra banda, els resultats del grup del Dr. Salas han demostrat que nivells més
elevats d’acids grassos especifics a la membrana cel-lular, com C:22 i C:24 estan
associats amb una menor incidéncia de CHD, mentre que nivells més alts de C20:1n9
s’associen amb un risc més elevat. També hem demostrat que les diferencies en la
composicié de la membrana de les cél-lules sanguinies de I'acid gras s’associen amb
nivells serics de diferents marcadors inflamatoris i que, de forma constant, es van
associar amb canvis al cap d’un any en els nivells d’acids grassos en les cel-lules
sanguinies amb canvis en aquests marcadors inflamatoris, dades que permeten un
potencial preventiu i/o estrategia terapéutica per lluitar contra malalties inflamatories.
Els resultats obtinguts pel grup del Dr. Estruch també han demostrat que el consum de
certs acids grassos en el context d’'una dieta mediterrania disminueix els nivells de cMP
de diferents origens cel-lulars. A més, |'activitat procoagulant de les microparticules es
pot veure frenada per |'accié de la mateixa dieta, contrariament al que passaria amb
una dieta baixa en greixos (low-fat), la qual sembla incrementar de manera

significativa I'accié procoagulant de les microparticules.

Tot i que els nostres resultats (Salas i Estruch) contribueixen a obrir noves vies de
recerca en el camp de les malalties coronaries i els trastorns cardiovasculars, els
nostres resultats no tenen una aplicabilitat immediata en I'atencid sanitaria. Els passos
futurs no només han de confirmar els nostres resultats en altres poblacions, siné que

també podran escatir la forma en qué la composicié de la membrana cel-lular modifica



I'activitat cel-lular i si es pot modificar la composicié d’acids grassos de la membrana
cel-lular per aconseguir una cél-lula sana, i d’altra banda, veure de quina manera la
dieta és capag de modular la capacitat procoagulant de les microparticules circulants.
Aixi, els resultats d'aquest projecte podrien millorar els tractaments i la decisio clinica
en pacients amb sindrome coronaria aguda, afectar la informacié per prendre decisions
o politiques administratives i millorar la qualitat de vida o la satisfaccio dels pacients
amb malalties cardiovasculars. La prevencié primaria de malalties coronaries es basa
encara en l'escala de risc de Framingham, una escala que té més de 40 anys. Per tant,
la combinacié dels coneixements previs amb els possibles biomarcadors de risc actuals
ha de ser I'eina perfecta per obtenir les quatre P requerides en una medicina

personalitzada i de qualitat: predictiva, preventiva, personalitzada i participativa.
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