YU
A 'M
UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE MADRID

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA PREVENTIVA'Y SALUD PUBLICA

Tesis Doctoral

CONTENIDO DE DNA MITOCONDRIAL Y STRESS OXIDATIVO COMO BIOMARCADOR

PRECOZ DE SUSCEPTIBILIDAD A LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Yamilée Hurtado Roca
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC) Madrid, 2017



A mis padres por ser el

principio y fin de mi vida

A mis hermanos porque
sus locuras han sido

mi estimulo

A Zoe que se ha convertido
en el nodulo sinusal

de mi vida



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quisiera agradecer a mi director de tesis, Dr. Martin Laclaustra
Gimeno, por su apoyo durante toda mi estancia doctoral, su paciencia, motivacion,
entusiasmo, y el conocimiento cientifico que sera importante en el desarrollo de mi
carrera profesional. Agradezco al Dr. Martin por darme la oportunidad de trabajar con él,
y confiar en mi desde el principio, él siempre me animé con nuevos desafios para hacerme
pensar y profundizar en cada tema cientifico. Doy las gracias al Dr. Fernando Rodriguez
Artalejo por estar siempre pendiente de mis avances académicos y por su entera

disponibilidad para el mejor desempefio de mi rol como estudiante doctoral.

Asi mismo, agradezco al Dr. Antonio Fernandez Ortiz por su disponibilidad y por
todas las facilidades brindadas para poder realizar mi estancia doctoral en el Area de
Epidemiologia del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC). Al Dr.
Hector Bueno por su pronta y siempre oportunas sugerencias para una adecuada edicién
cientifica de los articulos publicados. También al Dr. Borja Ibafiez y a cada uno de los
autores del estudio PESA y estudio AWHS, cuyo apoyo ha sido fundamental para el logro

de los objetivos establecidos durante el desarrollo de mi estancia doctoral.

También quiero dar un agradecimiento especial a Ricardo Ponce Sanchez. El me
guid y acogi6 desde que llegué al CNIC cuando estaba en un momento de transcién
personal, ayudandome a adaptarme a un nuevo grupo y a un nuevo pais; pero sobretodo
por haberme brindado su amistad y haber sido mi fortaleza durante estos afios. Ricardo,
como técnico de laboratorio asociado al estudio PESA, fue mi principal apoyo con sus
conocimientos de técnicas de gPCR, sacando adelante los experimientos de laboratorio.
No quiero dejar de agradecer a Andrés Gonzales Guerra y Cristina Del Carmen Roselld,

quienes nos ayudaron con los experimentos en su laboratorio, brindandonos su valioso



tiempo y conocimientos. Un agradecimiento especial al Dr. Sergio Callejas, bidlogo de
la Unidad de Gendmica, quien me ilustr6 con su experiencia y conocimientos en

cuantificacion de ADN y técnicas de PCR cuantitativa.

Sin duda, no puedo dejar de agradecer a Belén Oliva, que siempre ha estado
pendiente de mi y me ha presentado a la méas bella ciudad del mundo. Al maravilloso
grupo del CNIC que se convirtié durante estos tres afios y medio en mi familia, Ana G.,
Rebeca, Alberto, Ana D., Sergio C., Estrella, Edu, Gema y Erika, gracias por haberme
hecho sentir como en casa, por todas las conversaciones culturales que hemos tenido en
el grupo, las charlas durante el almuerzo, las cervezas del viernes y también la vida fuera

de las puertas del CNIC.

Especialmente, quiero agradecer a mis padres que me han ensefiado los valores
importantes de la vida, a mi padre que me ha empoderado y me ha ensefiado que el cielo
es el limite, a mi madre quien con su dulzura y sus consejos me ha llenado de esperanzas
cada dia, a mi hermana de la que admiro su corage y fortaleza en la vida; a mi hermano
de quien he aprendido que desde las mayores catastrofes se pueden construir las mejores
fortalezas. A Zoe Antonella, que con solo dos afios de edad, me ensefi¢ a enfrentar la vida
con una sonrisa incluso cuando ésta es adversa. Son las personas mas importantes en mi
vida, nunca dudaron que este era el camino que debia escoger y me apoyaron en cada

decision confiando en mi y simplemente estando en cada momento para mi.

Finalmente, a todas las personas que se han cruzado en mi camino durante estos

ultimos tres afios y medio porque han contribuido de alguna manera a esta tesis.



FONDOS

La estancia doctoral fue financiada por el fondo académico N°088-FINCyT-BDE-
2014 del Programa de Financiamiento de Ciencia y Tecnologia (FINCyT) con el acuerdo
1663/OC-PE entre la Republica del Pert y el Banco Interamericano de Desarrollo. Los
estudios de este proyecto fueron sustentados en parte por los fondos P110/00021 y
P114/00009 del Instituto de Salud Carlos 11, en colaboracion con la European Regional
Development Fund/European Social Fund, “Investing in your future”. El estudio PESA
es co-financiado por la Fundacion Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
Carlos Il (CNIC) y el Banco Santander, Madrid, Espafia. El estudio AWHS fue
financiado por el Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (1+CS) y el Centro Nacional

de Investigaciones Cardiovasculares Carlos I11 (CNIC).



TABLA DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt st sbe st sttt eseens 3
FONDOS ...ttt ettt ettt e e e e e s e et e e se st e s e s et eneeseeseese et e aseste st esensenseneeneeneans 5
TABLA DE CONTENIDOS. ...ttt se ettt ssesaessessesenseneenansens 6
LISTA DE ABREVIACIONES.......coo oottt st eneens 9
RESUMEN . ...ttt sttt ettt ettt be s bt et s be st et et et eneeneeseenes 11
CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL ..ottt 12
1. ESErES OXIOALIVO ...veuveeieeieeieiieeicieeteeee ettt st a et e e eneene e 13
2. Mitocondria'y DNA mMitoCONAIial........ccooieiriiininieeeeeee e 15
3. Investigacion Traslacional (Translational Research) ..........cccceceveveneineienncnieennen 19
CAPITULO I1. COHORTES DE ESTUDIO......coiiiieieieiesesieneeeeeee e 24
1. Estudio “The Progression and Early detection of Subclinical Atherosclerosis study”
(PESA) ettt sttt ettt sttt n e Rt R beseeeb e tete e e st e st eneeneas 25
2. Estudio “Aragon Workers’ Health Study” (AWHS) .........cccooniininininenereeeeene 26
CAPITULO 1. HIPOTESIS Y OBJIETIVOS ...ttt 27
HIDOTESIS ...ttt sttt sttt b et b ettt ne b 28
Objetivos de 12 INVESTIGACION .......c.eccviciieieieceectesteee ettt st e re e be e eaa e beeanesras 29
CAPITULO IV. Ajuste de la cuantificacion del ADN mitocondrial en sangre total por
recuento de plaquetas y 1eucoCitos PErifEriCOS. ......ccovvvevirieieiiceecteseee e 31
RESUIMEIN ..ttt b e bttt st e ettt e s bt e s bt e saeesae e e bt e be e bt esbeesbeesabeeateenneens 32
INEFOTUCCION......ntiiieietec ettt sttt ettt b ettt et eebeneas 33
MALErialeS Y IMBLOUOS ........ccveieieiieeieiiee ettt sttt se et e besbestesse s e e eseenaeseas 35
D1 11=] o To T TP 35
Y [UT=ESy - PP PP TP OPPPUPPPPPPRE 35
Protocolo del @XPErimENTO ....ccccuiiii ittt e e et e e et e e e e e naaeae s 36
Preparacion de [as muestras de SANEIE .....c.uvviiecuiiieiiciiie ettt e e aaee e 36
O Tol N =T ) o JEY Lo {1 o T=To TSR 37

Extraccion de ADN y ensayos de reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa para

ADNMIE 37
ESTAaNdar de PCR .....oo ittt ettt st st st e 39
Marco de fOrMUIACION .....coouiiiieece ettt s 39
ANAIISIS @STATISTICO c.uueiieiiieetee ettt sttt e sb e s bt e s et 41
RESUITATOS ...ttt e e 42
DUHSCUSION ...ttt ettt 49



CONCIUSTONES ...ttt ettt et ettt e e et e e e e e et eeeeseeaaasaaeeeeeesseeaaaseateeeeessesassesaeeeesssesannrenaees 53

CAPITULO V. LDL oxidada asociada al sindrome metabélico independientemente de la

obesidad central y la resistencia a la inSulina............cccevieieviiiece s 55
RESUIMEIN ..t b e sttt et et e bt e s bt e s he e sat e e bt e bt e beesbeesbeesaeeennesnneens 56
INEFOAUCCION. ...ttt ettt ettt b e sttt e e s s e 57
MaLErialeS Y IMELOTOS .......cveuerieieteieteee ettt ettt sttt 59
Disefio de estudio y PObIACION .......ccoviiiiiiiie e 59
(6o [Toloi o] I e [Slo -1 o 1P 59
Medidas de [aboratorio.......uui et sre e e nabeeea 60
Sindrome metabdlico y Resistencia a 1a insulina .......coocceiiiiiieiiiciee e 61
ANALISIS @STATISTICO c.uuvvieeieiiiee i e s e e s sbte e e s e baeeeesreaeesaans 61
RESUITATOS ...ttt ettt e st e tesse et esteesseseeseentesseensessesseensens 62
[T o] U] T ] o [OOSR 76
CAPITULO VI. Andlisis de LDL oxidada plasmatica como un potencial mediador entre
factores de riesgo cardiovascular y aterosclerosis subclinica carotidea............ccccceeveeueeneee. 82
RESUIMEIN ..t b et sttt et et e e b e e s bt e sae e sae e e be e b e e bt e nbeesbeesaeeeaneenneens 83
oo L1 ot To o TSRS 84
MaLErialeS Y IMELOTOS .......coveuirieietiieieree ettt sttt sttt 86
DiSEN0 AE ESTUTIO. . eeitiiiiieeetie ettt s e et e e sate e e bee e ssbeesbeeesseeeereeenseeens 86
(6o [Toloi o I [l -1 o 13 PSR 87
Factores de riesgo CardioVasCUIAr......c.uuiiiiciiie ittt e e e eaaeee s 87
Aterosclerosis SUDCIINICA .....uiiiviiiieeee ettt 87
Medidas de [aboratorio........c.uii ettt st s sare e 88
1A Y T T =Ty - o [ o] o RS 88
RESUITATOS ...ttt sttt ettt se e st ebeebesbe st et e e eneeneeneases 90
DISCUSTON ...ttt sttt sttt s e b ettt b e st et e e b et e b et et et ebe s ebe st enennene 97

CAPITULO VII. Asociacion de ferritina y sindrome metabdlico. Resultados del estudio

Aragon Workers’ Health Study (AWHS) .....ccccoiiiiiiiiieteeccere e 103
RESUMEBN ...ttt 104
INEFOTUCCION. ...ttt ettt 105
MaALErialeS Y IMELOUOS ......ccveeeieieceeeteee ettt ettt et sttt et e s beeas e beereentesbeensaneas 106
ColecCion de 105 datOS.....c.eeiuieriiriirieeeete et 106
Medidas de 1aboratorio........coeevieriiriieeeeeeeee e 107
SINArome MetabOliCo .....cc.eiiiiieie e e 108
ANAIISIS @STATISTICO .uuveieieieeitee ettt ettt st bbb 108
RESUITATOS ...ttt b e e st nae 109
CaracteristiCas DASAlES ......cooeeiiiiiee e e 109



Asociacion entre la concentracién sérica de ferritina y el sindrome metabdlico............. 111

DISCUSTON ...ttt bbbttt bt b et bt b s b e b e 118
CONCLUSIONES ..ottt ettt 123
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt b et e s bt st e ate e sbeesbeesaeesaeesaee 125
ARTICULQOS PUBLICADOS..... .ottt ettt st ettt st st sbeenaeas 143
ANEXOS ...ttt ettt b e e h et bt et b e a et e bt et e b ea e e b s he e e e be et ets 145



ADN
ADNmMt
ADNnN
ATP
AWHS
Cys
FRCV
HbAlc
HDL
HOMA-IR
IMC
IMT
LDL
LDL-ox
Met
NAFLD

ncADNmMt

ncADNmt(L)

NCADNmMt(ST)

OXPHOS
PBMC
PCR
PESA

gPCR

LISTA DE ABREVIACIONES

Acido Desoxirribonucleico

ADN mitocondrial

ADN nuclear

Adenosina trifosfato

Aragon Workers’ Health Study

Cisteina

Factores de riesgo cardiovascular

Hemaoglobina glicosilada

Lipoproteina de alta densidad

Modelo homeostatico - resistencia a la insulina

indice de masa corporal

Grosor intima-media

Lipoproteina de baja densidad

Lipoproteina de baja densidad oxidada

Metionina

Enfermedad hepaética grasa no alcohdlica

Numero de copias de ADN mitocondrial

Numero de copias de ADN mitocondrial en leucocitos
Numero de copias de ADN mitocondrial en sangre total
Sistema de fosforilacion oxidativa

Células mononucleares de sangre periférica

Reaccion en cadena de la polimerasa

The Progression and Early detection of Subclinical Atherosclerosis study

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real



RNS

ROS

SM

Especies reactivas de nitrogeno
Especies reactivas de oxigeno

Sindrome Metabolico

10



RESUMEN

La enfermedad cardiovascular es una de las enfermedades no comunicables que
va en mayor aumento a nivel mundial. Esto ha generado el desarrollo de estudios en
modelos animales y humanos para lograr la comprension de los procesos bioldgicos que
llevan al dafio a nivel celular y la posterior manifestacion de la enfermedad. El estrés
oxidativo y las alteraciones en la funcion mitocondrial son un mecanismo en la
patogénesis de la enfermedad cardiovascular. EI aumento del estrés oxidativo esta
relacionado con las alteraciones mitocondriales, de tal modo que cuando hay un aumento
de especies reactivas de oxigeno como consecuencia de un incremento de la oxidacion,
existe un deterioro de la actividad mitocondrial que conduce a alteraciones cuantitativas
de su ADN. Por otro lado, el estrés oxidativo produce alteraciones a nivel del
metabolismo lipidico, consecuentemente la oxidacion de los lipidos de baja densidad
produce metabolitos como LDL oxidada. Tanto el ADN mitocondrial como la LDL
oxidada, pueden ser utilizados como marcadores tempranos de dafio; los mismos que
pueden ser medidos a nivel poblacional. Este trabajo busca generar una conexion entre
los conocimientos basicos conocidos y su aplicabilidad o comportamiento en la poblacion
en general, aportando asi a la generacion de conocimientos a nivel de investigacion
traslacional. Para ello, este trabajo se ha enfocado en determinar el uso de ADN
mitocondrial en condiciones reales en muestras poblacionales proponiendo formulaciones
aplicables a la practica. Del mismo modo, utilizando métodos estadisticos modernos,
busca determinar el comportamiento del LDL oxidada en la la linea causal de generacion

de la enfermedad cardiovascular.
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Capitulo I: Introduccion General

1. Estrés oxidativo

El término fue acufiado por primera vez por el biélogo Helmut Sies en 1985,
definiéndose como “un disturbio en el balance pro oxidantes-antioxidantes en favor de
los oxidantes(1). Posteriormente en el 2007, H. Seis introdujo una definicion mas
actualizada, describiendo el estrés oxidativo como “Un desbalance entre oxidantes y anti-
oxidantes en favor de los oxidantes, llevando a una disrupcion de la sefializacion redox

y/o dafio molecular”(2) (Figura 1-1).

Anti-Oxidantes

Oxidantes

Radicales libres ) No-Radicales
o DISRUPCION
DANO SENALIZACION
MOLECULAR REDOX Y CONTROL

Figura 1-1. Estrés oxidativo. El estrés oxidativo definido como un deshalance entre oxidantes y
antioxidantes que resultan en dos mecanismos de oxidacion, la primera mediante radicales libres que induce
al dafio molecular y la segunda sin radicales libres originando la disrupcion en el control y sefializacion de
la reaccion de Oxido-reduccién (REDOX). Adaptado de Jones, D. P. (2008). Radical-free biology of
oxidative stress. American Journal of Physiology. Cell Physiology, 295(4), C849-868.

El estrés oxidativo se define como una formacion en exceso o una eliminacion
insuficiente de moléculas altamente reactivas, tales como especies reactivas de oxigeno
(ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS)(3). Por lo tanto, el estres oxidativo es un

proceso en el que la perturbacion del equilibrio entre sustancias anti-oxidantes y oxidantes
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Capitulo I: Introduccion General

conduce a dafio molecular(4,5). En situaciones de equilibrio, el efecto de las especies
reactivas de oxigeno producidas en procesos metabdlicos es compensado por un complejo
sistema antioxidante de defensa contra el dafio oxidativo(5). Dado el potencial de
toxicidad de las especies reactivas de oxigeno, la mitocondria cuenta con mecanismos
especificos antioxidantes, asi en condiciones fisiologicas los electrones que fluyen por la
cadena de transporte de electrones mitocondrial reaccionan con el oxigeno (02),
generando anidn superoxido; en la matriz mitocondrial este anion superoxido puede ser
convertido en peroxido de hidrégeno (H202) por la manganeso superdéxido dismutasa
(MnSOD) o por la superédxido dismutasa intermembranal o citosélica (Cu/ZnSOD); por

otro lado, la glutation peroxidasa transforma el H202 en H20(6,7).

La principal consecuencia del estrés oxidativo, es el dafio a los lipidos, las bases
de &cidos nucleicos y las proteinas, pudiendo inducir la produccion de metabolitos, que
pueden utilizarse como biomarcadores (8,9). El dafio a nivel de lipidos es denominado
peroxidacion lipidica, este proceso es iniciado por especies de radicales libres reactivos y
como consecuencia de esta peroxidacion se forman metabolitos que son conocidos como
productos finales primarios (LDL-ox) o productos finales secundarios (F2-
isoprostanes)(10). La peroxidacion de lipidos de baja densidad (LDL) afecta tanto a los
componentes proteinicos (apolipoproteina B) como a los lipidos, que forman productos
complejos de oxidacion(11,12); esta LDL-ox contiene lipidos oxidados tdxicos,
principalmente aldehidos, oxiesteroles y peroxidos lipidicos(13). Los F2-isoprostanos
son un grupo de compuestos de tipo prostaglandina que aparecen a través de la
peroxidacion no enzimatica catalizada por radicales libres de acido araquidénico unido a
fosfolipidos(14,15). Las ROS reaccionan también con casi todos los aminoacidos, aunque

preferentemente con residuos de Cys, Met y Tyr, y también tienen afinidad por nucleos
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Capitulo I: Introduccion General

reactivos como el grupo hemo o los nicleos Fe-Cu de la cadena de transporte electronico,

lo que produce una pérdida de funcién enzimatica o estructural de las proteinas(16,17).

El estrés oxidativo puede ser la clave en el inicio de varias enfermedades cronicas,
especialmente en las enfermedades cardiovasculares(18-22). Las enfermedades
cardiovasculares como obesidad, sindrome metabdlico y dislipidemia aparecen asociadas
a LDL oxidada(23-30). Sin embargo, la relacion entre los factores de riesgo
cardiovascular y este biomarcador (LDL-0x) se ha estudiado modestamente en personas

jévenes(28,31).

2. Mitocondria y DNA mitocondrial

Las mitocondrias son organelos intracelulares que poseen una estructura de doble
membrana que diferencia tres compartimentos: citoplasma, espacio intermembrana y
matriz mitocondrial; participan en la sintesis de ATP para proveer de energia a la
célula(32). La sintesis de ATP en la mitocondria esta mediada por el sistema de
fosforilacion oxidativa (OXPHQOS), esta produccion de ATP dependera de la presencia
de un gradiente electroquimico generado por la cadena de transporte de electrones
mitocondrial(33). Dicho gradiente puede disiparse en forma de calor, a través de las
“uncoupling proteins” (UCPs)(34), o bien puede liberar electrones generando especies
reactivas de oxigeno (ROS) tales como el anidn superdxido, el peroxido de hidrégeno y
el radical hidroxilo(7). Las ROS pueden actuar como segundos mensajeros
intracelulares(35) regulando la funcion celular, pero también pueden producir efectos
toxicos en la célula dependiendo de su concentracion(6). Cuando la produccion de ROS

excede los mecanismos protectores se produce estrés oxidativo, el cual puede producir
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Capitulo I: Introduccion General

dafios en el ADN, fundamentalmente de las mitocondrias al estar mas directamente
expuestas a niveles elevados de ROS(36). Ademés, las ROS también provocan
alteraciones en el DNA que pueden tener como consecuencia la mutagénesis, el cancer y

el envejecimiento(37).

El ADN mitocondrial (ADNmt) fue descubierto por Nass y Nass(38) en los afios
sesenta. Se ubica en la matriz citoplasmética y cuenta con su propia transcripcion,
traduccion y maquinaria de ensamblaje de proteina; de tal modo son capaces de mantener
una relativa independencia genémica del ndcleo. En el humano el ADNmt es circular y
esta constituido por 16569 pares de bases(39). EI ADNmt codifica tan solo 37 genes
(incluyendo 13 de los polipéptidos del sistema OXPHOS), mientras que el resto de las
proteinas y componentes mitocondriales estan codificados en el ADN nuclear (ADNn)
por aproximadamente 1000-1500 genes(40). EI ADNmt se hereda en su totalidad de la
madre, a diferencia del ADNn, una pequefia cantidad de ADNmt proveniente de las
células espermaticas podrian ingresar al oocito durante la fertilizacion; pero estas son

eliminadas mediante mecanismos dependientes de ubitiquina o autofagia(41).

El contenido de ADNmt por célula, se estima utilizando la técnica de PCR en
tiempo real (QPCR) que permite medir el nimero de copias de un gen del ADNmt, usando
como referencia un gen nuclear(42). La produccion incrementada de ROS se asocia con
un mayor contenido de ADNmt tanto en células en cultivo como en animales de
experimentacion(43). Se ha demostrado que niveles elevados de ROS inducen la
expresion de los factores de sintesis de elementos mitocondriales que favorecen un
aumento tanto del contenido mitocondrial como de los sistemas antioxidantes,
aumentando la capacidad celular de detoxificacion de ROS mitocondriales(44). El

aumento en la sintesis de elementos mitocondriales podria compensar el dafio oxidativo
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Capitulo I: Introduccion General

sufrido por el ADN mitocondrial. Por tanto, ante un incremento de estrés oxidativo de
origen mitocondrial, se activa tanto la sintesis de elementos mitocondriales como los
sistemas de detoxificacion de ROS. Varios mecanismos bioquimicos, incluyendo la
produccion de especies reactivas de oxigeno en condiciones oxidativas, inducen a
disfuncion  mitocondrial(45-48) y el desarrollo de factores de riesgo
cardiometabdlico(49,50). Ademas, los factores de riesgo cardiometabdlico relacionados
con el estrés oxidativo modifican el contenido de ADN mitocondrial (ADNmt)(51). Por
lo tanto, el contenido de ADNmt podria ser una medida indirecta de la disfuncion
mitocondrial y podria conducir al diagndstico precoz de enfermedades cardiometabdlicas.
Algunos estudios han demostrado una asociacion entre algunos factores de riesgo
cardiovascular y el contenido de ADN mitocondrial(52-54). Se ha demostrado que las
alteraciones en la biogénesis mitocondrial y la disfuncion mitocondrial se han relacionado
con el sindrome metabdlico; asi la reduccion de la eficacia mitocondrial, la reduccion de
la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP) y el aumento de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) pueden contribuir al desarrollo del sindrome
metabdlico(55,56). Huang y cols.(52) reportaron una disminucion del contenido de
ADNmMt en leucocitos en pacientes con sindrome metabdlico, y hallazgos similares fueron
reportados por Kim y cols.(57). Por otro lado, la disfuncién mitocondrial contribuye al
desarrollo de la diabetes y la resistencia a la insulina(58,59). Asi mismo, la diabetes es
un estado de estrés oxidativo(50) que desempefia un papel fundamental en el desarrollo
de los radicales libres y que produce disfuncién mitocondrial(60). Adicionalmente, la
capacidad oxidativa celular estd asociada con la resistencia a la insulina a traves de la
reduccion de la actividad oxidativa mitocondrial(61-63) y el aumento de la fosforilacion
de los receptores de insulina(64). Estudios previos han evidenciado una asociacion

significativa entre la disminucion del contenido de ADNmt y el desarrollo de
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Capitulo I: Introduccion General

diabetes(65), asi como con la resistencia a la insulina(66—68). Sin embargo, otros autores
han reportado que la diabetes y la resistencia a la insulina no se correlacionaron con el
contenido de ADNmt. Asi, Park y cols.(69) demostraron que la disminucion del contenido
de ADNmt no estaba asociada con la resistencia a la insulina en hombres jovenes sanos.
Ademas, Singh y cols.(70) demostraron que la disminucion del contenido de ADNmt no
estaba vinculada a un riesgo de desarrollar diabetes en descendientes de pacientes con

diabetes de aparicion temprana.

Los cambios cuantitativos del contenido de ADNmt, se han descrito también en
relacion a la obesidad. Asi, se han reportado alteraciones en el metabolismo oxidativo y
disminucion del contenido de ADNmt en ratones obesos(71). En estudios en seres
humanos, las funciones mitocondriales defectuosas en sujetos con aumento de la masa
grasa han sido reportados(72,73). De acuerdo con estos hallazgos, se han mostrado
alteraciones cuantitativas en el contenido de ADNmt; por ejemplo, Yin y cols.(74)
reportaron disminucién del contenido de ADNmt en el tejido adiposo de hombres obesos.
Adicionalmente, el perimetro de la cintura y el IMC estan relacionados con el aumento
de la masa grasa; sin embargo, algunos autores como Song Yy cols.(66) evideciaron una
relacion inversa no significativa entre el contenido de ADNmt y el perimetro de cintura.
Del mismo modo, Park y cols.(75) no observaron asociacion entre el contenido de

ADNmt y el perimetro de la cintura y el IMC en hombres jovenes.

El estrés oxidativo con sobreproduccion de ROS(76,77,49) y las alteraciones en
la funcion mitocondrial son un mecanismo en la patogénesis de la hipertension. Por lo
tabto podria plantearse que existen alteraciones cuantitativas del contenido del ADNmt
en la hipertesion. Sin embargo, esta hipotesis tedrica no ha sido evidenciada en estudios;

autores como Park y cols.(75) no hallaron ningdn vinculo entre el contenido de ADNmt
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y la presion arterial diastélica y sistolica en hombres jovenes sanos. Recientemente,
Huang y cols.(78) y Meicen y cols.(79) encontraron una relacion no significativa entre la
presion arterial y el contenido de ADNmt en una poblacién con enfermedades crdnicas

cardiometabdlicas.

El aumento del estrés oxidativo estd relacionado con las alteraciones
mitocondriales y el metabolismo lipidico alterado. Cuando aumenta la oxidacion de las
lipoproteinas, existe un deterioro del metabolito oxidado de la actividad mitocondrial, que
conduce a alteraciones cuantitativas del ADNmt. Liu y cols.(80) informaron una
alteracion en el contenido de ADNmt en los leucocitos, encontrando una relacion positiva
entre los niveles de colesterol HDL y el contenido de ADNmt. Sin embargo, Lim y
cols.(81) establecieron una correlacion inversa entre el contenido de ADNmt y el
colesterol, el colesterol LDL y los triglicéridos en muestras de sangre periférica de

mujeres sanas.

Por lo tanto, las alteraciones cuantitativas del contenido de ADNmt son un
potencial marcador de la enfermedad cardiovascular, ain con resultados mixtos o poco

explorados en alguno de ellos.

3. Investigacion Traslacional (Translational Research)

El concepto de “Translational Research” o “Trasnlational Medicine”, ha sido
incorporado al final de la década de los noventa, y se ha visto un incremento significativo
de publicaciones desde el 2005(82). Asi, realizando una busqueda en PubMed, la primera
publicacion data desde 1999 y la mayor canditad de produccién cientifica se da entre los

afnos 2010 y 2015 (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Namero de publicaciones con el término “translational research”. Busqueda de la litratura en
PubMed, incluyendo el término “translational research” (mostrada en escala logaritmica), el numero de
publicaciones desde 1999 hasta 2016 fue de 7176.

La definicion de “Translational Research”, ha evolucionado en el tiempo;
inicialmente fue conceptualizada como una via unidireccional entre los conocimientos de
investigacion bésica aplicados a la clinica(83). Sin embargo, a inicios del 2000 este
concepto asume una via bi-direccional, en el que los hallazgos de investigacion basica y
los obtenidos en la aplicacién clinica se retroalimentan generando nuevas
hip6tesis(83,84). Mas recientemente, la Asociacién Europea de Medicina Traslacional
define a la Investigacion Traslacional como “una rama inter-disciplinaria de la
investigacion biomédica apoyada en tres pilares fundamentales: la investigacion de
ciencias basicas, la investigacion clinica y la comunidad; siendo el objetivo el combinar
disciplinas, recursos, experiencia y técnicas dentro de cada uno de estos pilares para

promover mejoras en prevencion, diagnostico y terapia”(85).

Para un mejor entendimiento del concepto, se define a la investigacion traslacional
en fases dindmicas. Algunos autores describen entre 4 ¢ 5 fases o niveles(86-88): En la

Fase 0 (TO) se encuentra la investigacion biomedica basica que genera nuevos
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descubirimientos o0 conocimientos; esta fase tiene como objetivo el entendimiento de
mecanismos biologicos que subyacen alguna condicion. Fase 1 (T1) es la fase en la que
los conocimientos se aplican a humanos, la investigacion tiene como objetivo obtener
nuevas aplicaciones o conocimientos para el diagnostico y prevencion en humanos. Fase
2 (T2), esel nivel en el que los conocimientos se aplican a los pacientes, generando nuevas
implicancias practicas cuyo objetivo es analizar o identificar los efectos de una
intervencion o una asociacion en las diferentes condiciones o enfermedades en humanos.
En la Fase 3 (T3), es la fase en el que los conocimientos se trasladan a la practica clinica,
donde el objetivo es incorporar dentro de la practica intervenciones éptimas como el
desarrollo de guias clinicas o la aplicacién de nuevas recomendaciones de practicas
clinicas. La Fase 4 (T4) es el nivel en el que los conocimientos se trasladan a la

comunidad, generandose nuevos conocimientos que mejoren la salud global (Figura 1-3).

FASE O
(Investigacion
bdsica)

FASE 4
{Investigacion
en Salud
poblacional)

FASE 1
(Investigacion
en humanos)

2
FASE 3 FASE 2

(Investigacion
en pacientes)

(Investigacion
en la practica
clinica)

Figura 1-3. Fases de la Investigacion Traslacional
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Todos estos conceptos han sido adaptados dentro de la epidemiologia por Khoury
y cols.(89), quienes han acufiado el término de “Epidemiologia Traslacional” y definido
el aporte de la epidemiologia a lo largo de estos procesos de investigacion continua en la
investigacion traslacional. El rol de la epidemiologia en la primera fase (TO) consiste en
describir los patrones de salud de acuerdo al espacio geografico, tiempo y persona;
comprende ademas los hallazgos de determinantes de la salud con el uso de estudios
observacionales. En la fase 1 (T1), la epidemiologia caracteriza los descubrimientos y
potencia su aplicacion en estudios clinicos y poblacionales. Durante la fase 2 (T2) se
determina la eficacia de las intervenciones para la mejora de la salud y prevencion de
enfermedades utilizando estudios observacionales y experimentales. La fase 3 (T3) es la
etapa en la que los métodos epidemioldgicos cotribuyen a determinar la implementacion
y diseminacién de guias dentro de la practica clinica. Finalmente, en la fase 4 (T4) el rol
de la epidemiologia consiste en determinar la efectividad de las intervenciones en salud

a nivel poblacional.

Por lo tanto, la epidemiologia juega un rol fundamental como herramienta de
investigacion para trasladar los conocimientos establecidos por la ciencia bésica a la
poblacion en general, obteniendo beneficios a nivel individual y poblacional para la
generacion de politicas de salud y conectar de este modo cada una de las fases que ademas
se retroalimentan una a otra para la generacién de nuevos conocimientos. Es asi que
tomando los conocimientos basicos sobre ADN mitocondrial es necesario adaptar y
probar la técnica que para su uso en la investigacion poblacional y conocer cuales son sus
limitaciones. Por otro lado, respecto al estreés oxidativo, dadas las asociaciones descritas
se han postulado varios mecanismos; pero nuestro trabajo informa sobre cuales son
compatibles con los hallazgos en la poblacion, devolviendo el flujo de conocimiento a la

investigacion bésica que tendra que focalizarse en los mismos, abandonando otras teorias
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compatibles con los hallazgos de laboratorio pero no con la realidad clinico-

epidemioldgica.
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Para este proyecto se utilizaron los datos basales de dos cohortes de estudio en
poblaciones de mediana edad sin antecedentes de enfermedad cardiovascular; los detalles
de los protocolos de ambos estudios han sido publicados previamente(90,91). A

continuacion, un breve resumen del disefio de los estudios como referencia.

1. Estudio “The Progression and Early detection of Subclinical Atherosclerosis

study” (PESA)

El estudio PESA es un studio de cohorte prospectivo, observacional y longitudinal
en una poblacién de méas de 4000 sujetos sanos con edades entre 40-54 afios, que son
trabajadores del Banco Santander con sede en Madrid (Espafia). El reclutamiento se inicio
en junio del 2010 y se completé a finales del 2013. En las visitas de enrolamiento se
realizaron evaluaciones de factores de riesgo cardiovascular (incluyendo estilo de vida y
factores psicosociales); deteccion de aterosclerosis subclinica mediante ecografia 2D/3D
en car6tida, aorta abdominal y arterias iliofemoral, ademéas del score calcio coronario
(CACS) por tomografia computarizada; ademas se realizaron colecciones de muestras de
sangre para la determinacion de factores de riesgo cardiovascular tradicionales y para
estudios en gendmica; asi mismo evaluar la influencia, de los factores psicosociales y
estilos de vidad, para el desarrollo de aterosclerosis subclinica. El estudio PESA, realizara
visitas de seguimiento hasta 6 afios después de la inclusion de cada sujeto, en total a cada
participante se le realizara una visita de inicio, una visita de seguimiento a los 3 afios y
una visita final a los 6 afios de su inclusion. Cada visita de estudio incluye una entrevista
clinica, examen fisico, tomas de muestra de sangre y orina, examenes de imagenes
(examenes de ultrasonido y tomografia computarizada) y valoracion de actividad fisica

con un acelerbmetro.
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2. Estudio “Aragon Workers’ Health Study” (AWHYS)

Este estudio es una cohorte longitudinal que tiene como objetivo caracterizar los
factores asociados a alteraciones metabdlicas y aterosclerosis subclinica en una poblacién
de hombres y mujeres de mediana edad, sin enfermedad cardiovascular en Espafia. En
esta cohorte se reclutaron mas de 5.000 trabajadores de una gran fabrica automotriz en
Zaragoza (General Motors en Figuerelas). El estudio inicio el enrolamiento en febrero del
2009 vy finaliz6é en diciembre del 2010. EI seguimiento de los sujetos incluidos en la
cohorte se realizara hasta el 2020. A los sujetos incluidos en el estudio se les realizé una
evaluacion clinica anual y la informacion fue complementada a través de cuestionarios
sobre factores de riesgo cardiovascular y estilos de vida junto con la colecciéon de
muestras de sangre y orina y examenes de imagen trienal para la deteccion de
aterosclerosis subclinica. Los trabajadores fueron excluidos de la cohorte si cursaban con
alguna enfermedad cardiovascular clinicamente manifiesta, o una condicion clinica
importante que limitara su supervivencia a <3 afios desde el inicio de su inclusion. El
estudio fue aprobado por el comité central de ética institucional de Aragon (CEICA).
Todos los participantes del estudio proporcionaron su consentimiento informado por
escrito. La coleccion de datos se realiz6 durante el examen médico anual que el servicio
médico de General Motors Espafia ofrece a sus trabajadores, estos examenes se llevaron
a cabo por los médicos y enfermeras de este servicio, que se sometieron a programas de

formacion y normalizacidn a cargo de los investigadores del estudio.
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Hipotesis

1. El numero de copias de ADN mitocondrial en sangre total esta influenciado por el
recuento de plaquetas y leucocitos. Este hecho puede dificultar su estudio en

poblaciones.

2. La mayor produccién de especies reactivas de oxigeno en los sujetos provoca dafios
en los lipidos identificables por marcadores bioquimicos de dafio oxidativo como

LDL oxidada.

3. Elestrés oxidativo, estimado por un aumento del contenido de LDL oxidada, se asocia

con una mayor presencia de sindrome metabdlico y sus componentes.

4. LDL oxidada podria mediar la asociacion entre obesidad central y sindrome

metabdlico.

5. Laresistencia a la insulina podria mediar la asociacion entre LDL oxidada y sindrome

metabdlico

6. LDL oxidada a nivel plasmatico podria estar asociado a la presencia de placas
carotideas en sujetos de mediana edad, independientemente de otros factores de riesgo

cardiovascular tradicionales.

7. LDL oxidada podria mediar la asociacion entre placas carotideas y factores de riesgo
cardiovascular o los factores de riesgo cardiovascular median la asociacion entre LDL

oxidad y la presencia de placas carotideas.

8. Existe una asociacién no lineal entre el nivel de ferritina y el sindrome metabdlico
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Objetivos de la investigacion

1. Describir el efecto del recuento de plaquetas en el nimero de copias de ADN
mitocondrial en sangre total en una muestra del estudio AWHS, donde el contenido
de ADN mitocondrial por célula fue estimado midiendo el nimero de copias de un

gen codificado en el ADN mitocondrial por gPCR.

2. Evaluar la extension de la sobreestimacion y clasificacion errénea del nimero de
copias de ADN mitocondrial en datos epidemiolégicos reales (estudio AWHS) y
proponer una férmula de correccion para estimar el nimero de copias de ADN
mitocondrial de los leucocitos a partir del nimero de copias de ADN mitocondrial de

sangre total.

3. Determinar una férmula de correccion que permitira cuantificar el nimero de copias
de ADN mitocondrial a partir de sangre total, que es de facil acceso en estudios

epidemioldgicos.

4. Medir en los participantes del estudio PESA el efecto del estrés oxidativo sobre

lipidos mediante determinacion de LDL oxidada.

5. Evaluar la asociacion del estrés oxidativo, utilizando LDL oxidada como un

marcador, con el Sindrome metabdlico y sus criterios.

6. Evaluar una relacién de mediacion en la linea de asociacion de LDL oxidada,

resistencia a la insulina, obesidad central y Sindrome metabolico.

7. Evaluar la asociacion entre LDL oxidada a nivel plasmatico y la presencia de placas

carotideas en sujetos de mediana edad.
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8. Evaluar una relacion de mediacion de en la linea de asociacion de LDL oxidada a

nivel plasmatico, placas carotideas y factores de riesgo cardiovascular.

9. Determinar la asociacion no lineal entre el sindrome metabolico y la ferritina en el
estudio AWHS, siendo la ferritina un marcador del hierro, elemento que se relaciona

con la produccion de radicales libres y estrés oxidativo.
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Resumen
Las alteraciones del numero de copias del ADN mitocondrial (ncADNmt) en la

sangre (proporcion ADN mitocondrial/ADN nuclear) aparecen asociadas con varias
enfermedades sistémicas, incluyendo trastornos mitocondriales primarios, carcinogénesis
y enfermedades hematoldgicas. Medir el ncADNmt en el ADN extraido de sangre total
(ST) en lugar de las células mononucleares de sangre periférica o de la capa leucocitaria
puede producir diferentes resultados debido al ADN mitocondrial presente en las
plaquetas. El objetivo de este trabajo es cuantificar la contribucion de las plaguetas al
ncADNmt en sangre total y proponer una férmula de correccidn para estimar el nUmero
de copias de ADNmt de los leucocitos [nCADNmt(L)] a partir del ncADNmt(ST). Las
muestras de sangre de 10 adultos sanos se combinaron con plasma enriquecido con
plaquetas y solucion salina para producir preparaciones de sangre artificial. Se
combinaron alicuotas de cada muestra con cinco concentraciones de plaguetas diferentes.
En 46 de estos preparados sanguineos, el ncADNmt se midié por qPCR. El
NCADNmt(ST) aumentd 1,07 (IC del 95%: 0,86, 1,29; p <0,001) por 1000 plaquetas
presentes en la preparacion. Hemos demostrado que el recuento leucocitario también debe
tenerse en cuenta dado que el ncADNmt(ST) se asocié inversamente con éstos. El
NcCADNmMt(ST) incremento 1,10 (IC 95% 0,95, 1,25, p <0,001) por unidad de aumento de
la relacién plaquetas/leucocitos. Si las mediciones hematoldgicas estan disponibles,
restando 1.10(plaquetas/leucocitos) de ncADNmt(ST) puede servir como una estimacion
para el ncADNmt (L). Tanto el recuento de plaquetas como el de leucocitos en la muestra
son fuentes importantes de variacion si se compara ADNmt entre grupos de pacientes

cuando se mide ADNmt en ADN extraido de sangre total. No tomar en cuenta la relacién
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plaquetaria/leucocitos en las mediciones de sangre total, puede conducir a sobrestimacion

y clasificacion errdnea si se interpreta como ncADNmt de leucocitos.

Introduccion
Las mitocondrias son organelas intracelulares involucradas en la produccion de

energia a través del proceso de fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) que tienen su propio
genoma (ADNmt), distinto al del ndcleo celular (ADNnR). Aungue la masa mitocondrial
por célula varia con el tipo celular y el estado metabdlico, cada tipo de célula individual
contiene tipicamente una cantidad bastante constante de mitocondrias y, en consecuencia,
el nimero de copias del genoma mitocondrial es también constante, ya que esta unido a
la masa mitocondrial(92). Cada mitocondria contiene entre 2 y 10 copias de su
genoma(39). Las células que requieren alta energia, como el masculo y las neuronas,
contienen un gran nimero de copias de ADNmt, mientras que las células de bajo consumo
de energia, como el bazo y las células endoteliales, contienen menos copias(93-95). La
cantidad de ADNmt por célula, o nimero de copias de ADNmt (ncADNmt), se puede
expresar como una relacion de copias de ADNmt/ADNDN, es decir, utilizando ADNn como
referencia, suponiendo que todas las células cuantificadas estan nucleadas vy
diploides(96). Hoy en dia, la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) es un método

adecuado para cuantificar "CADNmMt(97-99).

La reduccion o el aumento de la biogénesis o la disponibilidad de las mitocondrias
en las células pueden ser marcadores de la patologia mitocondrial primaria o de la
patologia sistémica que afecta a la biologia mitocondrial. Aunque ncADNmt se puede
estudiar en cualquier tejido, la sangre es uno de los mas comunmente utilizados, ya que
las muestras pueden ser facilmente obtenidas. Las alteraciones de ncADNmt en la sangre

pueden estar asociadas a trastornos mitocondriales primarios(100,101), que a veces se
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asocian a mutaciones genéticas primarias(102,103), pero también se han relacionado con
la disfuncion cardiaca(104), la carcinogenesis y la progresion del céncer(105,106),

infeccion de VIH (107,108), y diabetes(66,109).

Para el estudio de ncADNmt, el ADN se obtiene generalmente a partir de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC). En tales muestras, la contaminacion
plaquetaria puede conducir a una sobreestimacion de las mediciones de ncADNmt(110)
ya que una plaqueta contiene aproximadamente 1,6 moléculas de ADNmt en promedio,
pero no hay ADN nuclear(111). Timmermans y cols.(108) reportaron que las plaquetas
contaminantes no influyeron en los resultados si su numero total es inferior a 5 veces el
namero de PBMC. La mayoria de los estudios epidemioldgicos a gran escala tienen
muestras de ADN disponibles, pero en muchos casos se han extraido de sangre total y no
de PBMC(112-114). Los sujetos sanos suelen tener 14-90 veces mas plaquetas que
leucocitos en sangre periférica(115). Por lo tanto, un grupo de ADNmt provenientes de
PBMCs', granulocitos, y plaquetas esta presente en esas muestras, lo que podria afectar a
la cuantificacion ncADNmt. De hecho, se han realizado muchos estudios utilizando datos
de ncADNmt medidos en sangre total, y aunque fueron capaces de establecer asociaciones
con procesos morbidos como el céncer(105,106), linfoma non-Hodgkin(116,117),
enfermedad de Huntington's(118), y diabetes(66,109), considerando el efecto de las

plaguetas podrian mejorar estos hallazgos.

Los objetivos de este trabajo son describir el efecto del recuento de plaquetas en
ncADNmt en sangre total, evaluar la extension de la sobreestimacion y clasificacion
erronea de ncADNmt en datos epidemioldgicos reales y proponer una formula de
correccion para estimar el ncADNmt(L) de los leucocitos a partir de nCADNmt(ST) de

sangre total, si las mediciones hematologicas de la muestra original estan disponibles.

34



Capitulo IV: Ajuste de la cuantificacion del ADN mitocondrial en sangre total por recuento de plaquetas
y leucocitos periféricos

Materiales y Métodos

Disefo

El ncADNmt se midié en varias preparaciones de sangre artificial que fueron
combinaciones experimentales de muestras de sangre con plasma enriquecido con
plaquetas y solucién salina de modo que cada muestra se combind con cinco
concentraciones de plaquetas diferentes. Los coeficientes que relacionan los parametros
hematoldgicos con ncADNmt, de acuerdo con un marco de formulacion teorica, se
estimaron estadisticamente. Posteriormente, los datos de ncADNmt de un estudio
observacional se utilizaron para describir las diferencias en el valor y la clasificacion de
sujetos entre las mediciones crudas de ncADNmt en sangre completa y los valores
corregidos a ncADNmt(L) aproximado utilizando los coeficientes previamente

estimados.

Muestra

Se utilizaron muestras de sangre entera en ayunas de 10 participantes
aleatoriamente seleccionados (8 hombres y 2 mujeres) del estudio Aragon Workers’
Health Study(90), cuyo recuento sanguineo completo estaba dentro de rangos saludables
para producir los preparados de sangre artificial para los experimentos. Las muestras se
recogieron en tubos EDTA-K2 de 6 ml (BD Vacutainer). El estudio Aragon Workers’
Health Study, AWHS, es un estudio longitudinal de trabajadores sanos de mediana edad
en una gran fabrica de automoviles en Espafia, y se utilizo datos de toda la cohorte con
ncADNmMt disponible (N=3389) para comparar nCADNmt(ST) y ncADNmt(L) calculado.

Todos los participantes del AWHS fueron informados sobre los potenciales usos de sus
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muestras en las investigaciones y firmaron un consentimiento informado por escrito

aprobado por el Comité de Etica en Investigacion Clinica de Aragon (CEICA).

Protocolo del experimento

Después de medir el recuento de células sanguineas, se proceso la muestra de cada
participante para obtener 5 preparaciones derivadas de sangre artificial, de manera que
cada una contenia una proporcion diferente de leucocitos y plaquetas. EI ADN se extrajo
a continuacion de las muestras originales y de las preparaciones derivadas, y se midio

ADNmMt en el ADN extraido.

Preparacion de las muestras de sangre

Para cada participante, seis alicuotas de 50ul de sangre total fueron preparadas y
reservadas. Del resto de la muestra de sangre se aislaron plaquetas para obtener plasma
enriquecido con plaquetas. En resumen, se centrifugé la sangre a 100 x g durante 15 min
a temperatura ambiente. La capa superior se transfirié a un tubo nuevo y se centrifugo
una vez mas a 200 x g durante 10 min a temperatura ambiente. Este sobrenadante, que
contenia las plaquetas (plasma enriquecido con plaquetas, PEP), se guard6 para ser
combinado en diferentes proporciones con solucidn salina (Tabla 4-1) y se afiadi6 a cinco
alicuotas reservadas de sangre entera. Los recuentos sanguineos se obtuvieron de las
preparaciones. Las muestras y preparaciones se mantuvieron a -80°C hasta que se

produjera la extraccion de ADN.
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Tabla 4-1. Proporciones para los preparados de muestras de sangre

NUmero de preparaciones

P1 P2 P3 P4 P5
Sangre (ul) 50 50 50 50 50
Solucién salina (ul) 400 387.5 350 200 0
Plasma enriquecido con plaquetas (PEP) (ul) 0 125 50 200 400
Proporcion de volumen de PEP con respecto - 1x 4x 16x 32X

aP2

Recuento sanguineo

Las muestras de sangre y las preparaciones se analizaron en un analizador
COULTER ACT 5diff (Beckman Coulter) para determinar los recuentos de plaquetas y
leucocitos. Se realizaron controles de calidad internos de tres niveles antes del trabajo
diario. Un control de calidad externo de la Asociacion Espafiola de Analistas

Farmacéuticos (AEFA) se procesé cada 4 meses.

Extraccion de ADN y ensayos de reaccién en cadena de la polimerasa

cuantitativa para ADNmt

Para la parte experimental, el ADN se extrajo manualmente de las muestras de
sangre y preparados sanguineos con fenol-cloroformo, de acuerdo con el protocolo
descrito por Marcuello y cols.(119). La concentracién y pureza del ADN se midieron con
un espectrofotometro Nanovue (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y se prepararon
diluciones de ADN a 2 ng/ul para los analisis. Para las muestras de la cohorte AWHS, el
ADN se extrajo con el extractor AutoGenFlex 3000, utilizando el kit FlexiGene DNA
(Qiagen), que se basa en precipitacion alcohdlica. De forma similar, se prepararon
diluciones de ADN a 2 ng/ul para la posterior medicion de ncADNmt.
La cuantificacion de ncADNmt se baso en las reacciones en cadena de la polimerasa a
tiempo real(gPCR) sobre la base de ensayos SYBR green y realizado en un ABI PRISM
® 7900 Real Time PCR System (Applied BioSystems). En una sola placa de reaccién de
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384 pocillos, se realizaron dos conjuntos de reacciones de 10 pl en pocillos de reaccion
separados, uno para el gen mitocondrial de citocromo oxidasa Il (MT-COZ2) y otro para
el gen nuclear para la subunidad A de succinato deshidrogenasa (SDHA), produciendo
amplicones de 69 y 72 pb, respectivamente. Cada reaccion contenia 5 ng de ADN y 400
nM de cada primer. Las secuencias y posiciones de los primers se indican en la Tabla 4-

2.

Tabla 4-2. Secuencia de primers de la gPCR.

Gen Hebra Posicién Longitud Secuencia Longitud del
(bp) amplicon
(bp)
SDHA Plus/Plus 223475- 21 5'-
223495 TCTCCAGTGGCCAACAG
TGTT-3'
(NC_000005 Plus/Minu 223546- 20 5'- 72
.10) S 223527 GCCCTCTTGTTCCCATCA
AC-3'
MT-CO2 Plus/Plus 7858-7877 20 5'-
CGATCCCTCCCTTACCAT
CA-3'
(NC_012920 Plus/Minu  7926-7904 23 5'- 69
1) S CCGTAGTCGGTGTACTC
GTAGGT-3'
Plus/Minu  8081-8062 20 5'- 224
S GGACAGCTCATGAGTGC
AAG-3'

Las muestras, asi como un control negativo y una curva de dilucién de 1:10 de 7
puntos de un patron (descrito mas adelante) se analizaron por triplicado. Las condiciones
utilizadas para la amplificacion fueron las siguientes: un ciclo de 50°C durante 2min, un
ciclo de 95°C durante 10min, 40 ciclos de 95°C durante 1s. Y 60°C durante 20s, un ciclo
de 60°C durante 15s y 1 ciclo de 95°C durante 15s. Para acomodar todas las mediciones
en una sola placa de reaccion, se midieron solo 46 de las 50 preparaciones (se omitieron

cuatro preparaciones de P3).

38



Capitulo IV: Ajuste de la cuantificacion del ADN mitocondrial en sangre total por recuento de plaquetas
y leucocitos periféricos

La curva estandar, que contenia un nimero igual de copias para ambos amplicones
(véase méas adelante), se utiliz6 como referencia para la cuantificacion absoluta de cada
gen utilizando el método del umbral de numero de ciclos(Cq). Los umbrales se obtuvieron
por defecto por el método de segunda derivada en ABI PRISM (Sequence Detection
System, SDS 2.4 software). La proporcion de la cantidad absoluta de MT-CO2 a la de
SDHA (numero de copia de ADNmt - ncADNmt) se utiliz6 como medida de la mitad del
namero de copias de ADNmt en leucocitos. Utilizamos el término ncADNmt(ST) para
referirnos a las mediciones directas (no corregidas) realizadas en muestras de sangre total
0 preparaciones sanguineas en contraste con ncADNmt(L) que se obtendrian de la
medicién en leucocitos o derivados con nuestra formula de correccion (véase mas

adelante)

Estandar de PCR

Se cred un estandar de PCR ligando una copia del amplicon para MT-CO2 y una
copia del amplicon para SDHA(120). Se utiliz6 un amplicon mas largo (224 pb) para el
gen MT-CO2 (Tabla 3-2), que incluia la regidn utilizada para la determinacion de gPCR,
para permitir una discriminacién adecuada de los productos de ligacion correctos después
de la amplificacion por PCR. La secuencia del estandar de PCR se verific6 mediante
secuenciacion de Sanger. El estandar se prepard realizando seis diluciones de 10 veces a

partir de una concentracion inicial de 0,1 ng/ul.

Marco de formulacién

En la sangre entera, el nUmero de copias de ADNmMt (n4pym:) €S la suma del

namero de copias de ADNmt por leucocito (ADNmt;) multiplicado por el recuento de
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leucocitos (n;) méas el nimero de copias de ADNmt por plaquetas (ADNmtp)

multiplicado por el recuento de plaquetas (np).
nADNmt = ADNth . nL + ADNth N np

De forma similar, el nimero de copias de ADNN (ngpyy) €s el nimero de copias
de ADNnN por leucocito (nADN,), asumiendo 2 en células diploides (nrADN, = 2),

multiplicado por el recuento de leucocitos (n;).
TlADNn = nADNL . nL

El ratio de ADNmt (ncADNmt) se calcula dividiendo el numero de copias de

ADNmMt (n4pnme) POr el nimero de copias de ADNN (n,pny). Dado que,

ncADNmt = 4BNmt  y pADN, =2

NADNn

en sangre completa,

ADNmtyny, ADNmtp-np
2ny, 2ny

ncADNmt(ST) =

mientras que, en leucocitos,

ADNmty,

ncADNmt(L) = >

Reemplazando ncADNmt (L) apropiadamente, obtenemos:

ADNmtp np
2 ny

ncADNmt(ST) = ncADNmt(L) +

n
ncADNmt(ST) = ncADNmt(L) + K - n—”
L
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ADNmtp

El término = K representa el factor que multiplica la relacion entre las

plaquetas y el recuentos de leucocitos para calcular el exceso de ncADNmt(ST) con

respecto a ncADNmt(L). Se estimé el factor (K) por medio de un modelo estadistico:

ncADNmt(ST) ~ By + By - ==
L

En la que la estimacion de _0 proporcionard una estimacion para ncADNmt (L),

asumida constante para nuestras muestras, y estimar §_1 proporcionara una estimacion

mtDNAp

para K =
Asi, la formula que proponemos para corregir mtDNAcn(WB) es:

n
ncADNmt(L) = ncADNmt(ST) — K - n—P
L

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media y desviacion estandar (DE). Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete estadistico R (version 3.0.2)(121). Los
coeficientes para la asociacion entre leucocitos y plaquetas con ncCADNmt(ST) se
determinaron mediante analisis de regresion lineal. Para determinar el efecto de las
plaquetas y el recuento de leucocitos en el ncADNmt(ST), hemos construido modelos de
regresion multivariante. Primero modelamos la asociacion entre ncADNmt(ST) y el
recuento de plaquetas, luego realizamos modelos para determinar hasta qué punto el
recuento inverso de leucocitos era un factor de confusién o un modificador de efecto, para
verificar si los datos empiricos coincidian con nuestro marco de formulacion. Dado que
nuestras 46 preparaciones se originaron a partir de 10 muestras verificamos nuestra

estimacion utilizando modelos de efectos mixtos multinivel: un modelo con pendiente
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comun y términos de intercepcion aleatoria (modelo 1), uno con intercepcion aleatoria
correlacionada y pendiente (modelo 2) y uno con Intercepcion aleatoria no correlacionada

y pendiente (modelo 3). El umbral de significacion estadistica se establecié en p <0,05.

Se calcul6 el ncADNmt(L) a partir del ncADNmt(ST) de los participantes del
estudio AWHS utilizando nuestra férmula de correccion. Describimos la media, la
desviacion estandar y los percentiles, asi como la clasificacion cruzada de los
participantes en los quintiles de ambos valores. Se reporta el porcentaje de participantes

que fueron clasificados en un quintil diferente por cada valor.

Resultados
Los valores hematolégicos de las muestras primarias utilizadas para el

experimento estuvieron dentro de los limites normales (Tabla 4-3). En ellos, la media

(desviacion estandar) de ncADNmt(ST) fue de 97,22 (28,24).

Tabla 4-3. Resultados hematoldgicos de muestras de sangre primaria (n = 10) que se
utilizaron para las preparaciones

Media Desviacion Valor Valor
estandar minimo maximo
(DE)

Leucocitos (10%uL) 7.56 1.76 5.3 10.8
Glébulos rojos (10%uL) 4.72 0.38 4.02 5.4
Hemoglobina (g/dL) 14.82 1.16 13 17
Hematocrito (%) 43.98 3.47 38.2 50.3
Volumen celular medio (fL) 93.2 3.58 88 100
(Ppr;)medlo de Células de Hemoglobina 3146 102 9.7 333
Concentracion dg hemoglobina 33.71 0.27 33.2 34
corpuscular media (g/dL)
Intervalo de Distribucion de 12 61 058 117 13.4

Eritrocitos (%0)

ncADNmMt(ST): ndmero de copias de DNA mitocondrial en sangre total

42



Capitulo IV: Ajuste de la cuantificacion del ADN mitocondrial en sangre total por recuento de plaquetas
y leucocitos periféricos

Tabla 4-3. Resultados hematoldgicos de muestras de sangre primaria (n = 10) que se
utilizaron para las preparaciones (continuacion)

Media Desviacion Valor Valor
estandar minimo maximo
(DE)

Recuento de Plaquetas (10%/uL) 234.1 38.23 190 295
VVolumen Plaquetario Medio (fL) 9.25 0.37 8.6 9.9
Amplltud_de distribucion del tamafio 15.59 19 13 16.5
plaquetario (fl)
Neutrdfilos (%) 50.22 5.28 42.3 59.3
Linfocitos (%0) 39.72 5.08 33.1 48.9
Monaocitos (%) 6.68 1.19 4.8 8.2
Eosinofilos (%) 2.49 0.59 1.2 3.2
Basdfilos (%) 0.89 0.32 0.6 1.5
Linfocitos anormales (%) 1.09 0.44 0.5 2
Células inmaduras (%) 0.69 0.18 0.4 1
NcCADNmMt(ST) 97.22 28.24 54.29 149.6

ncADNmMt(ST): numero de copias de DNA mitocondrial en sangre total

En los preparados sanguineos suplementados con diferentes cantidades de plasma
enriquecido con plaquetas (46 puntos de datos), el nCADNmt aument6 1,01 (IC del 95%:

0,84, 1,17; p <0,001) por ul de plasma enriquecido con plaquetas (Fig. 4-1).
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Fig 4-1. NcADNmt (ST) de preparados sanguineos suplementados con diferentes cantidades de plasma
enriquecido con plaquetas y solucion salina. Todas las preparaciones combinaron 50 pl de sangre, mas
plasma enriquecido con plaquetas y solucion salina adicional para alcanzar un volumen de 450 ul. Cada
caja corresponde a una combinacion diferente (pl - p5, ver Tabla 1) y resume datos de 10 preparaciones
(una de cada muestra de sangre original) excepto en p3 (50 pl de plasma enriquecido con plaquetas), que
solo resume 6 preparaciones. En total, se muestran datos de 46 preparaciones. El ncADNmt individual (ST)

para cada preparacion se representan como circulos blancos.

El ncADNmt (ST) aument6 1,07 (95% IC 0,86, 1,29; p <0,001) por 103 plaquetas

y también mostr6 una asociacion inversa con el recuento de leucocitos (Tabla 4-4).
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Tabla 4-4. Coeficientes de modelos de regresion multivariante para ncADNmt(ST)
medidas en las preparaciones de sangre (n=46)

Modelol Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5 Modelo6

Plaquetas N . . _
(cambio por 10° plaquetas) 1.07 114 115 0.76

Leucocitos ] ) .
(cambio por 10° leucocitos) 132.8 283.00

1/Leucocitos *
(cambio por 1/10° leucocitos) 225.08 21.02

Plaquetas/Leucocitos * *
(cambio por unidad de ratio) 179 1.10

Las celdas de la tabla muestran los coeficientes de los predictores de la columna izquierda. * p <0,001, de
lo contrario p> 0,05

Modelo 1: ncADNmt(ST) modelado a partir del recuento de plaquetas

Modelo 2: ncADNmt(ST) modelado a partir del recuento de leucocitos

Modelo 3: ncADNmt(ST) modelado a partir del recuento plaquetas y leucocitos
Modelo 4: ncADNmt(ST) modelado a partir del recuento plaquetas y 1/leucocitos

Modelo 5: ncADNmt(ST) modelado a partir del recuento plaquetas, 1/leucocitos y su interaccion (que
coincide con el término de correccién del marco de formulacién)

Modelo 6: ncADNmt(ST) modelado a partir de plaquetas/leucocitos (térmico de correccion del marco de
formulacién)

ncADNmt: nimero de copias de ADN mitocondrial, ST: sangre total

Hemos construido modelos de regresion multivariante para evaluar la influencia
de las plaquetas y leucocitos en el ncADNmt(ST), y encontramos una interaccion
significativa entre plaquetas y 1/leucocitos que fue el Unico término estadisticamente
significativo en los modelos para ncADNmt(ST) (Tabla 4-4), en consonancia con el
término de correccion que nuestra formulacion identificO como determinante del
ncADNmt(ST) (Ver marco de formulacion). De acuerdo con nuestro marco de
formulacién, con un modelo de regresion simple (Tabla 4-3, Modelo 6) estimamos que
NcCADNmMt(ST) cambid 1,10 (95% IC 0,95, 1,25, p <0,001) por unidad de aumento de la

relacion plaquetas/leucocitos (Fig. 4-2).
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Fig 4-2. Grafico de dispersion del cambio de ncADNmt (ST) por unidad de aumento de la relacion
plaquetas/leucocitos. Este diagrama de dispersién muestra el cambio de ncADNmt (ST) por unidad de
aumento de la relacién plaquetas/leucocitos. Se muestran datos de 46 preparaciones. EI ncADNmt
individual (ST) para cada preparacion se representan como circulos blancos. La linea representa el ajuste
de un modelo lineal (ver Tabla 3, Modelo 6). El ncADNmt (ST): nimero de copias del ADN mitocondrial
medido en sangre total.

También estimamos esta influencia con modelos multinivel, tomando en cuenta
la estructura de nuestro experimento (preparaciones derivadas de 10 muestras diferentes),

y todos los modelos produjeron coeficientes similares (Tabla 4-5).
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Table 4-5. Modelos multinivel de efectos mixtos para ncADNmt(ST) medidos en
preparados sanguineos (n=46).

MODELO 1 MODELO 2 MODELO 3

Criterio de informacion de Akaike 528.10 503.32 522.49
(AIC)

Cambio en el ncCADNmMt(ST) por
unidad de cambio en 1.10(0.97,1.22) 1.07(0.91,1.23) 1.07(0.89, 1.25)
Plaquetas/Leucocitos

MODELO 1: Pendientes comdn e intercepto (por muestra)
MODELDO 2: Intercepto correlacionado y pendiente (por muestra)
MODELO 3: Intercepto no correlacionado y pendiente (por muestra)

ncADNmt: nimero de copias de ADN mitocondrial, ST: sangre total

En el estudio AWHS (n=3389), el ncADNmt (ST) fue 68,25 (SD: 15,37) siendo
mayor en mujeres que en hombres y la relacion plaquetas/leucocitos 33,08 (SD: 9,94)
(Tabla 4-4). Después de aplicar la formula de correccion con un factor K de 1,1, calculado
a partir del andlisis anterior, el ncADNmt(L) corregido fue de 31,86 (SD: 17,6) (Tabla 4-

6).
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Tabla 4-6. Distribucion del recuento de Plaquetas, Leucocitos y ncADNmt(ST) en los sujetos del estudio AWHS cohort study (n=3389)

Todos (n=3389)

Hombres (n=3136)

Mujeres (n=252)

Media DE P5 P50 P95 |Media DE P5 P50 P95 |Media DE P5 P50 P95
Recuento de 23116 54.68 152 227 324 | 22972 539 15200 224.00 322.00 | 248.97 61.04 15240 247.50 354.00
Plaquetas (10°/uL)
Recuento de
Leucocitos 734 196 474 700 11.00| 737 195 480 710 1100 | 7.05 203 440 680 1110
(10%/uL)
Plaquetas/Leucocitos | 33.08 9.94 1920 31.88 5155 | 3274 975 1917 3162 5063 | 37.32 1121 2055 36.85 57.24
ncADNME(ST) 6825 1537 4654 6643 9554 | 67.97 1535 4650 6614 9516 | 7168 1532 47.46 7148 99.54
ncADNmi(L) 3186 176 537 3106 60.84 | 31.96 1759 537 3106 60.86 | 30.63 17.75 535 30.73 59.64

ncADNmt: nimero de copias de ADN mitocondrial, ST: sangre total, L: leucocitos, DE: desviacion estandar, P5: percentil 5, P50: percentil 50, P95: percentil 95
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Ademas, el quintil del ncADNmt de cada participante es diferente dependiendo

de si se usa el valor ST o L (Tabla 4-7).

Tabla 4-7. Reclasificaion de los participantes del estudio de cohorte AWHS (h=3389)
entre quintiles ncADNmt(ST) y quintiles ncCADNmt(L).

Quintiles ncADNmt(L)

ncggm't‘zn (Inferior,17.6]  (17.627.2]  (27.2.352]  (35.2,45.4] slfégﬁér]
n=678 n=678 n=677 n=678 n=678
(Inferior,55.6] 375 221 7 10 0
n=678
(55.6,62.9] 175 220 189 93 1
n=678
(62.9,70.3] 89 130 230 188 40
h=677
(70.3,79.7] 31 80 140 258 169
h=678
(79.7, Superior] 8 27 46 129 468
n=678

De hecho, el 54% de los participantes se clasifican en un quintil diferente por cada
medida (aunque solo el 15% se clasifican en quintiles més alejados que el vecino),
sugiriendo que cada pardmetro transmite informacion diferente y, dado el procedimiento
utilizado para calcular ncADNmt(L), suponemos que esta medida serd& menos
dependiente de los pardmetros hematoldgicos.

Discusion

En nuestro estudio, el ncADNmt se midi6 en sangre entera como la relacion entre
ADNmMt y ADNn utilizando reaccién en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real
(QPCR) para estudiar la influencia del recuento de plaquetas en el ncADNmt. Se
compararon cinco conjuntos de preparaciones de sangre artificial con diferentes
concentraciones plaquetarias y se observo que el ADNmt no dependia solamente del

recuento de plaquetas sino también de la relacion plaguetas/leucocitos.

49



Capitulo IV: Ajuste de la cuantificacion del ADN mitocondrial en sangre total por recuento de plaquetas
y leucocitos periféricos

Se encontrdé una influencia significativa de la cantidad de plaquetas en la
cuantificacion del ncADNmt. De forma similar, Banas y cols.(122) y Andreu y cols.(123)
encontraron valores significativamente diferentes cuando se midié el ncCADNmt en sangre
total con respecto a las mediciones realizadas en PBMCs y capa leucocitaria. Urata y
cols.(111) mostraron que la contaminacién plaquetaria, una limitaciéon técnica de la
separacion de PBMCs, causé grandes errores de sobreestimacion y actué como una fuente
de variacion: el promedio £ SD del ncADNmt medido en 11 muestras de PBMC

disminuyé de 269 + 51 a 146 + 14 después de la deplecion de plaquetas.

La principal fortaleza en nuestro estudio con respecto a enfoques anteriores
(110,111,122,123) y a los problemas derivados de la presencia de plaquetas en sangre
total es que nosotros introdujimos el recuento de leucocitos como un factor esencial para
tener en cuenta para la determinacién del ncADNmt en sangre total. Respecto a la
contaminacion de las muestras de PBMC con plaquetas, Timmermans y cols. (108)
destacaron que cuando el nimero de plaquetas contaminantes supera cinco veces el
namero de células en la muestra, el ncCADNmt medido difiere de la lectura en las muestras
puras de PBMC. El experimento afiadi6 plaquetas a PBMC en relaciones fijas y siguid la
descripcion de un umbral razonable para la contaminacién. El enfoque enfatizé que el
recuento de leucocitos desempefia un papel en el sesgo introducido por las plaquetas. Ese
umbral para ignorar la influencia de las plaquetas no es una opcion para las mediciones
basadas en sangre total donde las plaguetas son generalmente 30 veces el nimero de
leucocitos. Por tanto, se necesita una férmula de correccion para el sesgo producido por

las plaquetas en las mediciones del ncADNmt de sangre total.

Knez y cols. (124) midieron el ncADNmt en capa leucocitaria en una muestra

poblacional para describir las correlaciones con las variables clinicas. Este estudio
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encontrd que después de ajustar por edad y sexo, las variables clinicas mas destacadas
que se correlacionaron con el ncADNmt fueron el recuento de plaquetas y leucocitos, este
ultimo con una relacion inversa. Los autores concluyeron que los futuros estudios
epidemioldgicos deberian ajustarse a estas variables. No obstante, en ese estudio el
recuento de leucocitos se interpreté como una medida de la inflamacion sistémica que en
consecuencia abrio preguntas sobre la asociacion de la inflamacion con ncADNmt. Esto
justifica la necesidad urgente de aclarar la naturaleza de ncADNmt(ST) versus la de
ncADNmt(L) y proporcionar medios para factorizar las asociaciones que surgen

puramente de la composicién sanguinea, como nuestra férmula propuesta.

El ncADNmt se ha analizado en sangre total en varias situaciones clinicas: las
enfermedades cronicas como el cancer de mama, la diabetes mellitus o la enfermedad de
Huntington se asociaron con la disminucion del ADNmt(106,118,125), mientras que
otros como los linfomas no Hodgkin se asociaron con el aumento del ADNmt(116,117).
Es esencial discriminar si las asociaciones clinicas encontradas en estudios realizados en
sangre total dependen de verdaderas modificaciones del ADNmt(L) o de las
modificaciones hematoldgicas que pueden estar asociadas con cada enfermedad. Dado
que en los estudios epidemiol6gicos una de las muestras mas disponibles es la de sangre
total, hemos propuesto una formula de correccion con el fin de estimar el nCADNmt(L) a
partir del ncADNmt(ST). Aplicamos esta correccion a los datos del estudio AWHS,
mostrando que el ncADNmt(ST) es hasta el doble del ncADNmt(L) calculado. Esta
relacion de diferencias es similar a la reportada por Andreu y cols.(123) y Urata y
cols.(111). Este altimo también describié una disminucion en la variabilidad del
ncADNmt, que no observamos, pero el estudio de Urata se baso en 11 muestras mientras

que nuestra correccion fue aplicada en el estudio AWHS con mas de 3 mil sujetos. Por
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otra parte, varios estudios reportaron diferencias en el nimero de copias de ADNmt entre
mujeres y hombres. Lee y cols.(126) mostraron mayor nimero de copias de ADNmt en
sangre periférica en mujeres jovenes sanas en comparacion con hombres. Recientemente,
Knez y cols.(124) reportaron la misma diferencia entre ambos sexos en la poblacion
general usando capa leucocitaria sin deplecién plaquetaria. De acuerdo con nuestros
hallazgos, estas diferencias podrian explicarse en parte por las diferencias hematoldgicas
por sexo, como por ejemplo las mujeres tienen un mayor nimero de plaquetas(127) y
futuros andlisis de estas diferencias por sexo en el ADNmt podrian ser aclarados teniendo

en cuenta las variables hematoldgicas.

Ademas de esta formula que permite la correccion de la presencia de plaquetas en
la muestra original, hay varios aspectos que todavia necesitan ser estandarizados en la
técnica de medicion de ncADNmt. Actualmente, los métodos para la cuantificacion del
ncADNmt varian segun los laboratorios y existen varios factores preanaliticos y analiticos
que pueden afectar la medicion final: conservacion de la muestra antes de la extraccién
de ADN, tiempo entre extraccion de sangre y separacion celular, anticoagulante usado, y
método de cuantificacion del ADN(123). Hasta que se logre la estandarizacion de estas
variables, se deben establecer valores de referencia para cada protocolo de medicion y los
resultados del estudio deben compararse y combinarse Unicamente con extrema

precaucion.

El disefio experimental permitié comparar varias concentraciones de plaquetas en
preparaciones derivadas de sangre del mismo sujeto factorizando la variabilidad bioldgica
en gran medida. Por lo tanto, la mayor parte de la variacion observada podria considerarse
variacion técnica. Asi mismo, el tamario de la muestra es 46, con datos para 5 condiciones
experimentales con 10 réplicas (preparaciones) para casi cada condicion. Estos resultados
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son un punto de partida para ampliar ain mas este conocimiento que requerira medir
también la variacion natural en las plaquetas y los recuentos de leucocitos y ncADNmt.
Esas mediciones necesitaran la evaluacion de una muestra mas grande, asi como
mediciones dobles de ncADNmt en leucocitos y/o PBMCs y sangre total. Este trabajo
tiene también algunas limitaciones: nuestra formula estima ncADNmt en los leucocitos
de sangre como un todo, que incluyen PBMCs y granulocitos y debido a que las
estimaciones no pueden interpretarse como un reemplazo directo de ncADNmt derivadas
de PBMCs. No se realizo la extraccion paralela de leucocitos y/o PBMCs, lo que habria
proporcionado mas detalles a este respecto. Ademas, la extraccion de ADN se realiz6 a
partir de las preparaciones, que no eran sangre regular, sino 1/9 diluciones (Tabla 4-1),
pero es poco probable que haya afectado los resultados ya que el ADN se normalizd
después de la extraccion. La gama de plaquetas/leucocitos en las preparaciones artificiales
se extendio de 20 a 450, mientras que el rango fisioldgico normal de esta proporcion sélo
incluye la cola inferior de ese intervalo. Finalmente, el estudio de AWHS no extrajo
muestras de leucocitos y/o PBMCs de modo que sélo pudimos estimar el beneficio
potencial en la correccion del sesgo usando nuestra formula propuesta, pero no

verificamos la férmula misma.

Conclusiones
En conclusion, los recuentos de plaquetas y leucocitos de la muestra son

importantes para comparar el contenido de ADNmt entre diferentes pacientes cuando el
numero de copias de ADNmt se estima a partir de sangre total. El hecho de no tener en
cuenta la relacion plaquetaria/leucocitos puede conducir a una sobreestimacion del
contenido de ADNmt provenientes de leucocitos y la clasificacion erronea, lo que puede

ocultar el significado de su variacion, ya que el valor no corregido depende de las
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diferencias hematoldgicas hasta un grado no ignorable. Proponemos una férmula de
correccion que se puede utilizar para mitigar este problema. Los coeficientes de esta

férmula no son definitivos y la investigacion futura ayudara a refinarlos y validarlos.

54



CAPITULO V. LDL oxidada asociada al sindrome
metabolico independientemente de la obesidad central
y la resistencia a la insulina

55



Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y
la resistencia a la insulina

Resumen
Este estudio evalUa si el estrés oxidativo, que utiliza LDL oxidada (LDL-0x) como

proxy, se asocia con el sindrome metabdlico (SM), o si la LDL-ox media la asociacion
entre la obesidad central y el SM o si la resistencia a la insulina media la asociacion entre
LDL-ox y SM. Se examinaron los datos de 3987 sujetos no diabéticos pertenecientes al
estudio Progression of Early Subclinical Atherosclerosis (PESA). Los resultados
mostraron, que para el 2°, 3°y 4° cuartil de LDL-ox versus el 1°, las odds ratios (intervalo
de confianza del 95%) para SM fueron 0,84 (0,52, 1,36), 1,47 (0,95, 2,32) y 2,57 (1,66,
4,04) (p <0,001 para la tendencia) ajustado por edad, sexo, tabaquismo, colesterol LDL,
indice de masa corporal, perimetro de cintura y resistencia a insulina. Se encontraron
resultados que muestran la misma tendencia para todos los componentes de SM excepto
la concentracion de glucosa. Se evidencio que LDL-ox media el 13,9% de la asociacion
del perimetro de cintura con los triglicéridos y s6lo 1-3% de la asociacion con HDL-
colesterol, la presion arterial, y la concentraciéon de insulina. HOMA-IR no media la
asociacion entre LDL-ox y los componentes SM. En este estudio, las concentraciones de
LDL-ox mas altas se asociaron con SM y sus componentes independientemente de la
obesidad central y la resistencia a la insulina. LDL-ox puede reflejar mecanismos basicos
a través de los cuales los componentes del SM se desarrollan y progresan en paralelo con
la resistencia a la insulina y podrian ser un predictor clinicamente relevante del desarrollo

de SM.
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Introduccion
El aumento del estrés oxidativo es la consecuencia de un desequilibrio entre los

agentes bioldgicos oxidantes y antioxidantes y puede provocar dafios en las biomoléculas,
incluidas las proteinas, los acidos nucleicos y los lipidos. Algunas de estas biomoléculas
dafiadas se han utilizado como biomarcadores de estrés oxidativo, tales como las
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-0x)(8), que pueden medirse a partir de una

muestra sanguinea regular.

Se ha descrito que el estrés oxidativo estd implicado en la fisiopatologia de varias
enfermedades cronicas(30,128) y se ha relacionado con el sindrome metabdlico(SM),
definido como un grupo de factores de riesgo para la enfermedad cardiovascular que
incluye obesidad central, presién arterial elevada, glucosa en ayunas elevada y
dislipidemia(23,28,129,130). Una caracteristica comun de la dislipidemia asociada al SM
es la elevacion de las particulas pequefias y densas de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), que se oxidan facilmente(131). Ademas, altos niveles de LDL-ox estan asociados
con resistencia a la insulina(67), que estd estrechamente ligada a la patogénesis del
SM(132). La resistencia a la insulina puede surgir de la activacién por estrés oxidativo de
las cascadas de sefializacion de quinasa que fosforilan los receptores de insulina,
afectando la accion de la insulina(133); pero también se relaciona con la correlacion entre
la glucosa plasmatica y la susceptibilidad de LDL a la oxidacién(134). De hecho, altas
concentraciones de glucosa pueden incluso inducir oxidacién de LDL(135,136). Ademas,
la obesidad es el principal origen del SM y esta involucrado en la induccion del estrés

oxidativo(137), que a su vez puede contribuir al desarrollo del SM(138).

Sin embargo, ningun estudio previo ha analizado con detalle qué elementos

median las asociaciones entre la obesidad, el estrés oxidativo, la resistencia a la insulina
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y SM en humanos. Usando los datos del estudio “Progression of Early Subclinical
Atherosclerosis (PESA) study”(91), que cuenta con un tamafio de muestra lo
suficientemente grande como para tratar asociaciones sutiles, este estudio tiene como
objetivo evaluar 1) si el estrés oxidativo, utilizando LDL-0x como un proxy, se asocia
con SM, 2) si LDL-ox media la asociacion entre obesidad central y SM, y 3) si la

resistencia a la insulina media la asociacion entre LDL-ox y SM (Figura 5-1).

Cintura abdominal
IMC

Otros Factores ]
\ HOMA-IR
/ Otros Factores
LDL-0ox @ > Sindrome
Metabolico

Figura 5-1. Marco causal e hipétesis de estudio. Gréafico aciclico dirigido que muestra las posibles vias
causales que unen obesidad, LDL-o0x, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico. Las flechas negras
indican posibles relaciones directas basadas en teorias anteriores. Las lineas numeradas y coloreadas
indican las vias hipotéticas y probadas en cada objetivo del presente estudio. Linea roja (Hipotesis # 1)
Asociacion de LDL-ox con sindrome metabdlico independientemente de la obesidad y la resistencia a la
insulina. Linea verde (Hipotesis # 2) LDL-ox como mediador de la asociacion entre la obesidad y el
sindrome metabdlico. Linea azul (Hipotesis # 3) Resistencia a la insulina como mediador de la asociacién
entre LDL-ox y sindrome metabdlico.
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Materiales y Métodos

Disefio de estudio y poblacién

Utilizamos los datos basales del estudio PESA(91), un estudio de cohorte
prospectivo destinado a evaluar los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales y
novedosos Y la aterosclerosis en los territorios carotideo, adrtico, coronario e iliofemoral
utilizando técnicas de imagenes no invasivas accesibles(139) en mujeres y hombres
asintomaticos (40-54 afios) del Banco Santander de Madrid (Espafia) que no presentaban
aterosclerosis clinica al ser incluidos en el estudio. Todos los participantes fueron
reclutados entre los afios 2010 y 2013. El estudio PESA fue aprobado por el Comité de
Etica del Instituto de Salud Carlos 111 de Madrid, el protocolo del estudio se llevé a cabo
de acuerdo con las directrices de la Declaracion de Helsinki y todos los participantes
dieron su consentimiento informado por escrito. De una muestra inicial de 4117
participantes, se excluyeron 82 con diabetes, 2 con datos de LDL-ox faltantes y 46 sin
registro de tabaquismo. Los datos fueron completos para todas las otras variables

relevantes. La muestra analitica final incluyd 3987 individuos.

Coleccion de datos

Los datos se obtuvieron a partir de entrevistas clinicas estructuradas y
cuestionarios, un examen fisico y una muestra de sangre en ayunas. Con el paciente de
pie, se midio el perimetro de cintura abdominal a la altura de un punto medio entre la
cresta iliaca y el borde costal. EI peso se midio sin zapatos y con ropa ligera con
aproximacion a 0,1 kg. La altura se midié con una aproximacion de 0,1 cm, sin zapatos y
con los participantes de pie de espaldas al estadiometro. El indice de masa corporal (IMC)

se calculo como el peso dividido por la altura al cuadrado (kg/m2); el sobrepeso se definio
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como IMC entre 25 y 30, y la obesidad como IMC>30(140). La presion sanguinea se
calcul6 como la media de tres mediciones consecutivas realizadas con un
esfigmomandmetro OMRON HEM-907 (OMRON Healthcare Co. Ltd., Kyoto, Japdn)
oscilométrico automatico, que ha sido validado de acuerdo con los protocolos
internacionales(141); los participantes se sentaron durante 5 minutos antes de que se
hicieran las mediciones, y se hicieron lecturas de presidén sanguinea a intervalos de 1

minuto. Todos los procedimientos fueron certificados (ISO-9001).

Medidas de laboratorio

Se colecto sangre venosa periférica después de un ayuno de 8 horas. Para medir
los niveles plasmaticos de LDL-ox y se utilizd el test de ELISA basado en anticuerpos
monoclonales 4E6 (Mercodia AB, Suecia). El anticuerpo monoclonal 4E6 esta dirigido
contra un epitopo conformacional en la apoB-100 del LDL que se genera como
consecuencia de la sustitucion de residuos de lisina de apoB-100 por aldehidos. La
hemoglobina glicada (HbA1c) en sangre total se midié mediante cromatografia de
intercambio catiénico de fase inversa y cuantificacion colorimétrica de doble longitud de
onda (BIORAD D-10, Sistema de Prueba de Hemoglobina D-10 ™), Los triglicéridos, el
colesterol total, el colesterol HDL y la glucosa se midieron en suero con ensayos
espectrofotométricos en el analizador Architect-Ci8200, utilizando los kits del fabricante
(Laboratorio de Instrumentacion). La insulina se determiné en el mismo analizador por
inmunoensayo de quimioluminiscencia. El colesterol de lipoproteinas de baja densidad

(LDL-colesterol) se calculé a partir de la ecuacion de Friedewald(142)
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Sindrome metabdlico y Resistencia a la insulina

Segun la definicidon de armonizacion de 2009(143), el SM se diagnostico cuando
los participantes cumplian al menos 3 de los 5 criterios siguientes: perimetro de cintura
abdominal elevada (>102 cm en hombres y >88 cm en mujeres), triglicéridos elevados
(>1,7 mmol/L, es decir, 150 mg/dL), bajos niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL-
colesterol) (<1,0 mmol/L, es decir, <40 mg/dL en hombres y <1,3 mmol/L, es decir <50
mg/dL en mujeres), presion arterial alta (> 130/85 mmHg o tratamiento con medicacion
antihipertensiva) y glucosa en ayunas elevada (> 5,6 mmol/L, es decir, > 100 mg/dl, o
tratamiento farmacol6gico para glucosa elevada). HOMA-IR (modelo homeostético -
resistencia a la insulina) se calculd6 como glucosa (mg/dL) multiplicada por insulina
(wU/mL) y dividida por 405(144). Resistencia a la insulina fue definida como HOMA-IR

>2.6(145).

Analisis estadistico

Las diferencias de medias ajustadas en las variables metabdlicas a través de los
cuartiles de LDL-ox se calcularon mediante analisis de regresion lineal. Se estimaron los
odds ratios (OR) y su intervalo de confianza (IC) del 95% con modelos lineales
generalizados para cuantificar la asociacion de cuartiles de LDL-ox con la presencia de
SM, sus componentes, resistencia a la insulina y clusters metabdlicos. Se utilizo el primer
cuartil de LDL-ox como grupo de referencia. EI modelo basico se ajusté por edad
(continua), sexo, tabaquismo y colesterol LDL (continuo); decidimos incluir el colesterol
LDL en el modelo béasico de ajuste porque esta fuertemente asociado con LDL-ox. El
modelo completo fue ajustado por las variables del modelo basico mas HOMA-IR
(transformado a logaritmo), IMC (continuo), y perimetro de cintura abdominal
(continua). Modelos incluyendo LDL-ox como una variable continua se utilizaron para
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evaluar tendencia lineal y para realizar un anélisis de mediacion con técnicas de reentrada.
Como el modelo completo incluyd el perimetro de cintura abdominal (una de las variables
utilizadas en la definicion de SM), también evaluamos la asociacion de LDL-0x con
grupos de componentes no antropométricos del SM: >2 ¢ >3 criterios para SM distinta
del perimetro de cintura elevada. Se utilizé un analisis de mediacion para analizar hasta
qué punto la LDL-ox explica la asociacion de la obesidad central (medida por perimetro
de cintura) con los componentes del SM y el grado en que HOMA-IR media el efecto de
LDL-ox en los valores de los componentes de SM. El efecto directo medio, el efecto
medio de mediacion causal y la proporcion de efecto mediada con respecto al efecto total
se estimaron mediante un bootstrap no paramétrico con 1000 reentradas e intervalos de

confianza basados en percentiles(146).

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con p <0,05. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico R(version 3.1)(121) y

el paquete de mediacion(146).

Resultados
Los participantes del estudio PESA incluidos en estos analisis (n = 3987) tuvieron

una edad media de 45,7 (4,2) y el 62,4% fueron hombres. En total, el 9,9% de los
participantes tenian SM, el 8,2% tenian resistencia a la insulina, el 44,3% tenian
sobrepeso y el 14,0% eran obesos (Tabla 5-1). La concentracion media LDL-ox fue 51,8
(17,0) U/L. Casi la mitad de los individuos con SM eran resistentes a la insulina, en

comparacion con menos del 5% de los que fueron clasificados como sin SM (Tabla 5-1).
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Tabla 5-1. Caracteristicas de los participantes del estudio.

Con Sin
Total Sindrome Sindrome Valor p
Metabdlico Metabdlico
N=3987 N=393 N=3594
9.9% 90.1%
Masculino 62.4 [2488] 85.5 [336] 59.9 [2152] <0.001
Edad (afios) 45.7 (4.2) 47.6 (4.1) 45,5 (4.2) <0.001
IMC (kg/m?) 26.1(3.8) 30.9 (3.5 25.5 (3.4) <0.001

Circuferencia cintura abdominal g9 4 11 9y 1045(93)  87.4 (10.9) <0.001

(cm)

Trigliceridos (mg/dL) 93.4 (54.5)  157.4(79.7)  86.4 (45.9) <0.001
HDL-c (mg/dL) 49.2 (12.2) 385 (7.3) 50.4 (12.0) <0.001
Colesterol Total (mg/dL) 200.7 (33.0)  209.8 (36.1) 199.7 (32.5) <0.001
LDL-c (mg/dL) 132.6 (29.6)  139.6 (31.4)  131.9 (29.3) <0.001
Presion sistolica (mmHQ) 116.0 (12.4)  129.1(13.0) 114.6 (11.5) <0.001
Presion diastolica (mmHg) 72.4(9.4) 82.7 (9.4) 71.2 (8.7) <0.001
Glucosa en ayunas (mg/dL) 89.4 (8.7) 99.7 (9.1) 88.3 (7.9) <0.001
Insulina (pmol/L) 5.9(3.5) 10.9 (4.9) 5.4 (2.9) <0.001
HOMA-IR 1.3 (0.9) 2.7 (1.3) 1.2 (0.7) <0.001
Hemoglobina Alc (%) 5.4 (0.4) 5.6 (0.4) 5.4 (0.4) <0.001
LDL-ox (U/L) 51.8 (17.0)  61.4 (19.5) 50.7 (16.3) <0.001
Resistencia a Insulina 8.2 [328] 44.5 [175] 4.3 [153] <0.001
Obesidad 14.0 [560] 56.2 [221] 9.4 [339] <0.001
Sobrepeso 44.3[1765]  39.4[155] 44.8 [1610] 0.048
Tabaquismo 28.2[1123]  30.5[120] 27.9 [1003] 0.298

Los datos se presentan como media (desviacion estandar) o porcentaje [recuento]. IMC: Indice de masa
corporal. HDL-c: Colesterol de Lipoproteina de Alta Densidad. LDL-c: Colesterol de Lipoproteina de Baja
Densidad. HOMA-IR: Valoracién del Modelo Homeostatico-Resistencia a la Insulina. LDL-ox:
Lipoproteina de Baja Densidad Oxidada. La hemoglobina Alc media fue de 36 mmol/mol para toda la
muestra y para el grupo de sin sindrome metabdlico, y de 38 mmol/mol para las personas con sindrome
metabolico, todas las desviaciones estdndar fueron 4,4 mmol/mol.
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Después de ajustar por edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL, la LDL-0x se
asocié con un mayor IMC y perimetro de la cintura abdominal, triglicéridos, colesterol
total, presion arterial, insulina, HOMA-IR y HbAlc y con menores valores de colesterol
HDL. Ademas, estas asociaciones siguieron siendo significativas después de ajustar
adicionalmente por HOMA-IR, IMC y perimetro de cintura abdominal (Tabla 5-2).
Después del ajuste por perimetro de cintura, no hubo asociacion positiva entre el LDL-0x
y el IMC (Tabla 5-2 y Tabla 5-3, modelos 4 y 6). De manera similar, después de ajustar
las variables antropométricas, la asociacion entre LDL-ox y HOMA-IR disminuyd
sustancialmente, llegando incluso a ser no significativa (Tabla 5-2 y Tabla 5-3, modelos
3,4yT7).

Tabla 5-2. Medias y diferencias ajustadas (intervalo de confianza del 95%) en los

parametros relacionados con el sindrome metabdlico (comparacion de los tres cuartiles
de LDL-ox mas altos con el primer cuartil)

Cuartiles de LDL-ox, U/L

Valor p
de
[Inferior,39.9]  (39.9,49.4] (49.4,60.8] (60.8, Superior] tendencia
N 997 997 996 997
Media LDL-ox, U/L 33.06 44.72 54.69 74.64
Indice de masa
corporal, kg/m? 24.93 25.58 26.41 27.37
Modelo basico 0.00 0.23 0.61 1.03 <0.001
(Referencia) (-0.07,0.53) (0.29,0.93) (0.68,1.39)
Modelo completo * 0.00 -0.02 -0.04 -0.20 0.02

(Referencia)  (-0.17,0.14)  (-0.20,0.13)  (-0.38,-0.02)

Perimetro cintura

abdominal, cm 84.72 87.15 90.20 94.20

Modelo bésico 0.00 0.86 2.12 3.91 <0.001
(Referencia) (0.04,1.68) (1.25,2.99) (2.94,4.87)

Modelo completo * 0.00 0.42 0.76 1.43 <0.001
(Referencia) (0.01,0.82) (0.33,1.19) (0.95,1.91)

Las lineas en negrita son las medias no ajustadas. Las diferencias se estimaron a partir de modelos de
regresion lineal ajustados por edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL (modelo basico), y ademas por
HOMA-IR (log), indice de masa corporal y perimetro de cintura (modelo completo). * En estas regresiones
se excluyd la variable resultado de las variables de ajuste. La hemoglobina Alc media fue de 34,6, 35,2,
35,9y 36,1 mmol/mol para los cuartiles 1 ° a 4 ° de LDL-0x, respectivamente. Las diferencias expresadas
en mmol/mol fueron aproximadamente 10 veces las cifras de la tabla.
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Tabla 5-2. Medias y diferencias ajustadas (intervalo de confianza del 95%) en los
parametros relacionados con el sindrome metabdlico (comparacion de los tres cuartiles
de LDL-ox mas altos con el primer cuartil) (continuacion)

Cuartiles de LDL-ox, U/L

Valor p
de
[Inferior,39.9]  (39.9,49.4] (49.4,60.8]  (60.8, Superior] tendencia

Triglicéridos, mg/dL 71.87 82.64 95.22 123.97

Modelo bésico 0.00 8.41 17.48 42.47 <0.001
(Referencia) (4.06,12.76) (12.87,22.08) (37.36,47.59)

Modelo completo * 0.00 8.99 16.47 38.20 <0.001
(Referencia) (4.91,13.07) (12.14,20.80) (33.37,43.03)

HDL-colesterol, mg/dL 52.17 50.46 48.74 45.56

Modelo basico 0.00 -1.08 -1.78 -3.75 <0.001
(Referencia) (-2.04,-0.13)  (-2.80,-0.77) (-4.88,-2.63)

Modelo completo * 0.00 -1.04 -1.31 -2.55 <0.001
(Referencia) (-1.94,-0.13)  (-2.28,-0.35) (-3.62,-1.47)

Colesterol Total, mg/dL 178.75 191.46 206.37 226.16

Modelo basico 0.00 0.59 1.71 4.75 <0.001
(Referencia) (-0.51,1.70) (0.54,2.89) (3.44,6.05)

Modelo completo * 0.00 0.76 1.98 5.10 <0.001
(Referencia) (-0.35,1.86) (0.80,3.15) (3.79,6.41)

LDL-colesterol, mg/dL 112.05 124.34 138.44 155.65

Modelo bésico 0.00 11.64 25.18 41.83 <0.001
(Referencia) (9.48,13.81) (22.99,27.37) (39.59,44.06)

Modelo completo * 0.00 11.65 24.84 40.93 <0.001
(Referencia) (9.49,13.81) (22.65,27.03) (38.67,43.19)

Presion Sistolica, mmHg 112.80 114.50 117.16 119.72

Modelo bésico 0.00 0.40 1.72 2.57 <0.001
(Referencia) (-0.56,1.36) (0.70,2.74) (1.45,3.70)

Modelo completo 0.00 0.27 1.20 1.50 <0.001
(Referencia) (-0.64,1.19) (0.23,2.17) (0.41,2.58)

Presion Diastolica, mmHg 69.95 71.25 73.15 75.09

Modelo bésico 0.00 0.37 1.39 2.27 <0.001
(Referencia) (-0.40,1.15) (0.57,2.21) (1.36,3.18)

Modelo completo 0.00 0.22 0.81 1.08 0.001
(Referencia) (-0.49,0.93) (0.05,1.57) (0.23,1.92)

Las lineas en negrita son las medias no ajustadas. Las diferencias se estimaron a partir de modelos de
regresion lineal ajustados por edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL (modelo basico), y ademas por
HOMA-IR (log), indice de masa corporal y perimetro de cintura (modelo completo). * En estas
regresiones se excluyd la variable resultado de las variables de ajuste. La hemoglobina Alc media fue de
34,6, 35,2, 35,9 y 36,1 mmol/mol para los cuartiles 1 ° a 4 ° de LDL-0x, respectivamente. Las diferencias
expresadas en mmol/mol fueron aproximadamente 10 veces las cifras de la tabla.
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y

la resistencia a la insulina

Tabla 5-2. Medias y diferencias ajustadas (intervalo de confianza del 95%) en los
parametros relacionados con el sindrome metabdlico (comparacion de los tres cuartiles
de LDL-ox mas altos con el primer cuartil) (continuacion)

Cuartiles de LDL-ox, U/L

Valor p
de
[Inferior,39.9]  (39.9,49.4] (49.4,60.8]  (60.8, Superior] tendencia
Glucosa en ayunas,
mg/dL 87.94 88.47 90.10 91.28
Modelo bésico 0.00 -0.42 0.22 0.25 0.06
(Referencia) (-1.13,0.29) (-0.52,0.97) (-0.58,1.08)
Modelo completo 0.00 -0.23 0.06 -0.65 0.27
(Referencia) (-0.84,0.37) (-0.58,0.71) (-1.37,0.06)
Insulina, pmol/L 5.26 5.39 5.99 7.15
Modelo bésico 0.00 -0.14 0.18 1.00 <0.001
(Referencia) (-0.44,0.17) (-0.14,0.50) (0.64,1.35)
Modelo completo 0.00 0.00 0.06 0.31 <0.001
(Referencia) (-0.12,0.13) (-0.07,0.19) (0.16,0.46)
HOMA-IR, log -0.01 0.02 0.13 0.31
Modelo bésico 0.00 -0.03 0.01 0.12 <0.001
(Referencia) (-0.08,0.02) (-0.04,0.07) (0.06,0.18)
Modelo completo* 0.00 -0.06 -0.05 0.00 0.21
(Referencia) (-0.10,-0.01)  (-0.10,-0.01) (-0.06,0.05)
Hemoglobina Alc, % 5.31 5.38 5.44 5.46
Modelo bésico 0.00 0.04 0.07 0.07 0.007
(Referencia) (0.01,0.07) (0.04,0.10) (0.03,0.10)
Modelo completo 0.00 0.05 0.07 0.06 0.04
(Referencia) (0.01,0.08) (0.04,0.10) (0.02,0.09)

Las lineas en negrita son las medias no ajustadas. Las diferencias se estimaron a partir de modelos de
regresién lineal ajustados por edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL (modelo bésico), y ademas por
HOMA-IR (log), indice de masa corporal y perimetro de cintura (modelo completo). * En estas regresiones
se excluyo la variable resultado de las variables de ajuste. La hemoglobina Alc media fue de 34,6, 35,2,
35,9 y 36,1 mmol/mol para los cuartiles 1 ° a 4 ° de LDL-0x, respectivamente. Las diferencias expresadas
en mmol/mol fueron aproximadamente 10 veces las cifras de la tabla.
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y la resistencia a la insulina

Tabla 5-3. Las diferencias (intervalo de confianza del 95%) en los parametros relacionados con el sindrome metabolico por unidad de aumento
en la LDL oxidada, ajustada por varias combinaciones de factores de confusion/mediadores

Cambio por incremento Modelo 1 Modelo 8
de la unidad de LDL-o0x (bésico) Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7 (completo)
1)+
1)+ 1)+ (log-HOMA,
(edad, sexo, D)+ )+ (log-HOMA, (IMC, IMC,
tabaquismo, D)+ ()+ (perimetro (log-HOMA, perimetro perimetro perimetro
LDL) (log-HOMA) (IMC) cintura) IMC) cintura) cintura) cintura)
Indice de masa corporal,
kg/m? 0.024 0.014 - -0.004 - -0.005 - -
(0.017,0.032) (0.007,0.020) - (-0.008,-0.001) - (-0.009,-0.001) - -
Perimetro de cintura
abdominal, cm 0.090 0.060 0.033 - 0.031 - - -
(0.069,0.111) (0.043,0.078)  (0.023,0.044) - (0.020,0.041) - - -
Triglicéridos, mg/dL 1.063 0.960 0.989 0.958 0.950 0.943 0.963 0.944
(0.953,1.172) (0.857,1.063)  (0.882,1.097)  (0.850,1.065) | (0.846,1.053) (0.839,1.046) (0.855,1.071) | (0.841,1.048)
HDL-colesterol, mg/dL -0.074 -0.055 -0.055 -0.045 -0.048 -0.043 -0.046 -0.043

(-0.099,-0.050)

(-0.078,-0.031)

(-0.078,-0.031)

(-0.069,-0.021)

(-0.072,-0.025)

(-0.066,-0.020)

(-0.069,-0.022)

(-0.066,-0.020)

Colesterol Total, mg/dL 0.139 0.138 0.144 0.147 0.142 0.146 0.147 0.146
(0.111,0.167) | (0.110,0.166)  (0.116,0.172)  (0.119,0.175) | (0.114,0.170)  (0.118,0.174)  (0.119,0.175) | (0.118,0.174)

LDL-colesterol, mg/dL* 0.966 0.946 0.952 0.952 0.943 0.946 0.953 0.947
(0.920,1.012) | (0.900,0.992)  (0.906,0.998)  (0.906,0.999) | (0.897,0.990)  (0.899,0.992)  (0.907,1.000) | (0.900,0.993)

*no ajustados por LDL-colesterol
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y la resistencia a la insulina

Tabla 5-3. Las diferencias (intervalo de confianza del 95%) en los parametros relacionados con el sindrome metabdlico por unidad de aumento
en la LDL oxidada, ajustada por varias combinaciones de factores de confusion/mediadores (continuacion)

Cambio por incremento Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7 Modelo 8
de la unidad de LDL-ox (basico) (completo)
(edad, sexo, (1)+ (1)+ (1)+ 1)+ 1)+ 1)+ 1)+
tabaquismo,  (log-HOMA) (IMC) (perimetro (log-HOMA,  (log-HOMA, (IMC, (log-HOMA,
LDL) cintura) IMC) perimetro perimetro IMC,
cintura) cintura) perimetro
cintura)
Presion Sistélica, mmHg 0.074 0.059 0.052 0.046 0.049 0.045 0.049 0.048
(0.050,0.099) | (0.035,0.083) (0.029,0.075) (0.022,0.070) | (0.026,0.072) (0.021,0.068) (0.026,0.073) | (0.024,0.071)
Presion Diastdlica, mmHg 0.060 0.044 0.037 0.029 0.034 0.028 0.032 0.030
(0.040,0.079) | (0.025,0.063) (0.019,0.056) (0.011,0.048) | (0.016,0.052) (0.010,0.047) (0.013,0.050) | (0.012,0.049)
Glucosa en ayunas,
mg/dL 0.018 - 0.001 -0.005 - - -0.004 -
(- (- (-
(0.000,0.036) - 0.016,0.018)  0.023,0.012) - - 0.021,0.013) -
Insulina, pmol/L 0.029 - 0.017 0.012 - - 0.013 -
(0.021,0.037) - (0.010,0.023) (0.005,0.018) - - (0.006,0.019) -
HOMA-IR, log 0.004 - 0.001 0.001 - - 0.001 -
(_
(0.002,0.005) - (0.000,0.003)  0.001,0.002) - - (0.000,0.002) -
Hemoglobina Alc, % 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
(0.000,0.002) | (0.000,0.002) (0.000,0.002) (0.000,0.002) { (0.000,0.002) (0.000,0.002) (0.000,0.002) { (0.000,0.002)

*no ajustados por LDL-colesterol
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y
la resistencia a la insulina

La frecuencia de la SM y sus componentes aumenté en los cuartiles de LDL-ox.
Con la excepcion de glucosa en ayunas elevada, las asociaciones con los componentes de
SM fueron independientes de HOMA-IR y las medidas antropométricas (Tabla 5-4,
modelo completo). EI componente MS con la asociacion més fuerte fue la concentracion
de triglicéridos altos. LDL-o0x se asocio0 significativamente con la resistencia a la insulina
independientemente del IMC y el perimetro de cintura abdominal. Los OR (intervalo de
confianza del 95%) para la SM en el 2°, 3° y 4° cuartil de LDL-ox versus el 1° fueron 0,84
(0,52, 1,36), 1,47 (0,95, 2,32) y 2,57 (1,66, 4,04) independientemente de HOMA-IR, IMC
y perimetro de la cintura (Tabla 5-4, modelo completo, p <0,001 para la tendencia). Los
OR para el segundo, el tercero y el cuarto frente al primer cuartil de LDL-ox para el grupo
de tres componentes no antropométricos de SM fueron 1,52 (0,76, 3,13), 2,55 (1,36, 4,99)
y 5,27 (2,88, 10,20) también independientemente de la sensibilidad a insulina y de
medidas antropométricas (Tabla 4-4, modelo completo, p <0,001 para la tendencia).
Tabla 5-4. Porcentajes y odds ratios ajustados (intervalo de confianza del 95%) para el

sindrome metabdlico y sus componentes (comparacion de los tres cuartiles de LDL-o0x
mas altos con el primer cuartil)

Cuartiles de LDL-ox, U/L

[Niveles mas (60.8, Niveles  Valor p de
bajos,39.9] (39.9,49.4] (49.4,60.8] mas altos] tendencia

N 997 997 996 997

Promedio LDL-ox 33.06 44.72 54.69 74.64

Perimetro de cintura

abdominal elevado 13.7 174 21.4 30.2

Modelo béasico 1.00 1.21 1.48 2.24 <0.001
(Referencia) (0.95,1.55) (1.15,1.90) (1.71,2.93)

Modelo completo* 1.00 1.04 1.23 1.70 0.008
(Referencia) (0.71,1.54) (0.84,1.81) (1.13,2.55)

Las lineas en negrita son porcentajes no ajustados. Los odds ratio se estiman a partir de modelos de
regresion logistica con ajuste para edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL (modelo basico), y ademas para
HOMA-IR (log), indice de masa corporal y perimetro de cintura (modelo completo). * En estas regresiones
se excluyd la variable utilizada en la definicion de la variable resultado (perimetro de cintura 0 HOMA-IR)
de las variables de ajuste.
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y
la resistencia a la insulina

Tabla 5-4. Porcentajes y odds ratios ajustados (intervalo de confianza del 95%) para el
sindrome metabdlico y sus componentes (comparacion de los tres cuartiles de LDL-o0x
mas altos con el primer cuartil) (continuacion)

Cuartiles de LDL-ox, U/L

Valor p

[Niveles més (60.8, Niveles mas de
bajos,39.9] (39.9,49.4] (49.4,60.8] altos] tendencia

Triglicéridos elevados 3.7 55 9.0 24.5

Modelo basico 1.00 1.39 2.12 6.38 <0.001
(Referencia) (0.90,2.16) (1.41,3.23) (4.30,9.66)

Modelo completo 1.00 1.52 2.08 5.83 <0.001
(Referencia) (0.98,2.40) (1.37,3.21) (3.89,8.92)

Bajos niveles de HDL-colesterol 26.9 31.3 31.9 39.6

Modelo basico 1.00 1.28 1.33 1.94 <0.001
(Referencia) (1.05,1.56) (1.08,1.64) (1.55,2.44)

Modelo completo 1.00 1.30 1.26 1.66 0.001
(Referencia) (1.06,1.60) (1.01,1.56) (1.31,2.11)

Presion arterial elevada 134 14.7 21.8 27.9

Modelo basico 1.00 0.95 1.44 1.82 <0.001
(Referencia) (0.73,1.24) (1.11,1.87) (1.38,2.41)

Modelo completo 1.00 0.93 1.33 1.47 0.002
(Referencia) (0.71,1.23) (1.02,1.75) (1.10,1.96)

Glucosa en ayunas elevada 8.3 9.2 12.7 175

Modelo basico 1.00 0.89 1.06 1.27 0.006
(Referencia) (0.64,1.23) (0.77,1.46) (0.91,1.77)

Modelo completo 1.00 0.95 0.97 0.90 0.88
(Referencia) (0.67,1.35) (0.69,1.38) (0.63,1.29)

Sindrome metabolico 5.4 51 9.8 19.1

Modelo basico 1.00 0.83 1.61 3.36 <0.001
(Referencia) (0.56,1.25) (1.12,2.34) (2.33,4.91)

Modelo completo 1.00 0.84 1.47 2.57 <0.001
(Referencia) (0.52,1.36) (0.95,2.32) (1.66,4.04)

Resistencia a la insulina 4.7 5.2 8.1 14.8

Modelo basico 1.00 0.95 1.36 2.32 <0.001
(Referencia) (0.63,1.44) (0.92,2.02) (1.57,3.47)

Modelo completo* 1.00 0.89 1.10 1.65 <0.001
(Referencia) (0.56,1.39) (0.72,1.70) (1.08,2.56)

2-0-mas criterios no

antropométricos 10.3 11.1 18.6 31.2

Modelo basico 1.00 0.95 1.59 2.95 <0.001
(Referencia) (0.71,1.27) (1.20,2.11) (2.21,3.96)

Modelo completo 1.00 0.97 151 242 <0.001
(Referencia) (0.70,1.34) (1.11,2.07) (1.76,3.34)

Las lineas en negrita son porcentajes no ajustados. Los odds ratio se estiman a partir de modelos de
regresion logistica con ajuste para edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL (modelo béasico), y ademas para
HOMA-IR (log), indice de masa corporal y perimetro de cintura (modelo completo). * En estas regresiones
se excluyé la variable utilizada en la definicion de la variable resultado (perimetro de cintura 0 HOMA-IR)

de las variables de ajuste.
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y
la resistencia a la insulina

Tabla 5-4. Porcentajes y odds ratios ajustados (intervalo de confianza del 95%) para el
sindrome metabdlico y sus componentes (comparacion de los tres cuartiles de LDL-o0x
mas altos con el primer cuartil) (continuacion)

Cuartiles de LDL-ox, U/L

Valor p

[Niveles més (60.8, Niveles mas de
bajos,39.9] (39.9,49.4] (49.4,60.8] altos] tendencia

3-0-mas criterios no

antropométricos 1.6 2.2 4.4 10.5

Modelo bésico 1.00 1.26 2.51 6.32 <0.001
(Referencia) (0.65,2.47) (1.39,4.73) (3.57,11.82)

Modelo completo 1.00 1.52 2.55 5.27 <0.001

(Referencia)  (0.76,3.13)  (1.36,4.99)  (2.88,10.20)

Las lineas en negrita son porcentajes no ajustados. Los odds ratio se estiman a partir de modelos de
regresion logistica con ajuste para edad, sexo, tabaquismo y colesterol LDL (modelo bésico), y ademas para
HOMA-IR (log), indice de masa corporal y perimetro de cintura (modelo completo). * En estas regresiones
se excluyd la variable utilizada en la definicion de la variable resultado (perimetro de cintura o HOMA-IR)
de las variables de ajuste.

El anélisis de la mediacion de LDL-ox sobre la asociacion entre el perimetro de
cintura y las variables relacionadas con el SM mostr6 que el LDL-ox estimaba el 13,9%
de la asociacion entre el perimetro de cintura y la concentracion de triglicéridos y del 1 al

3% de la asociacion con colesterol HDL, presion arterial e insulina (Tabla 5-5).

Tabla 5-5. Efecto de mediacion de LDL-ox sobre la asociacidn de perimetro de cintura
abdominal con los parametros relacionados con el sindrome metabolico

Variable resultado

(por cm perimetro de Proporcion
cintura) Efecto Total Efecto directo Efecto mediado Mediada %
Indice de masa
corporal, kg/m? 0.3163 0.3172 -0.0009 -
(0.3094,0.3234) (0.3104,0.3243) (-0.0017,-0.0001)
p<0.001 p<0.001 p=0.02
Triglicéridos, mg/dL 1.3557 1.1671 0.1886 13.9%
(1.1851,1.5279) (0.9944,1.3415) (0.1358,0.2497) (10.1,18.5)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
HDL-colesterol,
mg/dL -0.3364 -0.3276 -0.0088 2.6%
(-0.3714,-0.3023)  (-0.3623,-0.2921)  (-0.0139,-0.0042) (1.24.2)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001

Las columnas muestran el efecto total, el efecto directo y el efecto mediado por LDL-ox del perimetro de
cintura en cada parametro relacionado con el sindrome metabolico, y la proporcién del efecto total del
perimetro de cintura mediada por LDL-ox. Las cifras entre paréntesis muestran el intervalo de confianza
del 95% calculado por boostrap no paramétrico. Se utilizd el modelo basico ajustado (edad, sexo,
tabaquismo y colesterol LDL).
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y
la resistencia a la insulina

Tabla 5-5. Efecto de mediacion de LDL-ox sobre la asociacion de perimetro de cintura
abdominal con los pardmetros relacionados con el sindrome metabdlico (continuacién)

Variable resultado

(por cm perimetro de Proporcion
cintura) Efecto Total Efecto directo Efecto mediado Mediada %
Colesterol Total,
mg/dL -0.0648 -0.0938 0.0290 -
(-0.1042,-0.0210)  (-0.1334,-0.0480) (0.0193,0.0394)
p=0.006 p<0.001 p<0.001
Presién Sistdlica,
mmHg 0.3233 0.3143 0.0091 2.8%
(0.2876,0.3595) (0.2771,0.3515) (0.0041,0.0147) (1.3,4.6)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Presiéon Diastolica,
mmHg 0.3410 0.3352 0.0058 1.7%
(0.3122,0.3702) (0.3058,0.3657) (0.0020,0.0095) (0.6,2.8)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Glucosa en ayunas,
mg/dL 0.2540 0.2551 -0.0011 -
(0.2281,0.2788) (0.2286,0.2798) (-0.0047,0.0025)
p<0.001 p<0.001 p=0.52
Insulina, pmol/L 0.1946 0.1923 0.0023 1.2%
(0.1834,0.2075) (0.1808,0.2051) (0.0007,0.0040) (0.4,2.1)%
p<0.001 p<0.001 p=0.008 p=0.008
HOMA-IR, log 0.0329 0.0328 0.0001 0.3%
(0.0312,0.0346) (0.0311,0.0344) (-0.0001,0.0003) (-0.3,1.0)%
p<0.001 p<0.001 p=0.29 p=0.29
Hemoglobina
Alc, % 0.0031 0.0029 0.0002 5.3%
(0.0018,0.0042) (0.0016,0.0041) (0.0000,0.0003) (-0.1,13.7)%
p<0.001 p<0.001 p=0.05 p=0.05

Las columnas muestran el efecto total, el efecto directo y el efecto mediado por LDL-ox del perimetro de
cintura en cada pardmetro relacionado con el sindrome metabélico, y la proporcion del efecto total del
perimetro de cintura mediada por LDL-ox. Las cifras entre paréntesis muestran el intervalo de confianza
del 95% calculado por boostrap no paramétrico. Se utilizd el modelo basico ajustado (edad, sexo,
tabaquismo y colesterol LDL).

HOMA-IR no medi6 ninguna de las asociaciones entre LDL-ox y SM (Tabla 5-

6); este hallazgo es consistente con la falta de asociacion entre LDL-ox y HOMA-IR

después de ajustar por las variables antropométricas.
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Capitulo V. LDL oxidada asociada al sindrome metabdlico independientemente de la obesidad central y
la resistencia a la insulina

Tabla 5-6. Efecto de mediacion de HOMA-IR de la asociacion entre LDL-ox y parametros
del sindrome metabdlico

Variable
Resultado (por Proporcion
U/L de LDL-0x) Efecto Total Efecto Directo Efecto Mediado Mediada %
Triglicéridos,
mg/dL 0.9630 0.9443 0.0188 1.9%
(0.8024,1.1437)  (0.7894,1.1201)  (-0.0112,0.0502)  (124.9)%
p<0.001 p<0.001 p=0.22 p=0.22
HDL-colesterol,
mg/dL 10.0459 10.0432 10.0027 5.9%
(-0.0685,-0.0233)  (-0.0656-0.0215)  (-0.0072,0.0015)  (3-7:17-8)%
p=0.002 p=0.002 p=0.21 p=0.21
Colesterol Total,
mg/dL 0.1472 0.1461 0.0010 0.7%
(0.11350.1816)  (0.1127,0.1799)  (-0.0005,00032)  (0422)%
p<0.001 p<0.001 p=0.21 p=0.21
Presién Sistdlica,
mmHg 0.0493 0.0478 0.0014 2.9%
(0.0256,0.0738)  (0.0244,0.0727)  (-0.0008,0.0038)  (188.7)%
p<0.001 p<0.001 p=0.23 p=0.23
Presién Diastolica,
mmHg 0.0318 0.0305 0.0013 4.2%
(0.0133,0.0494)  (0.0123,0.0481)  (-0.0007,0.0035)  (2:6.15.2)%
p<0.001 p<0.001 p=0.21 p=0.21
Hemoglobina Alc, % 0.0009 0.0008 0.0001 6.9%
(0.0001,0.0018)  (0.0000,0.0017)  (0.0000,0.0002)  (6-141.1)%
p=0.02 p=0.03 p=0.21 p=0.22

Las columnas muestran el efecto total, el efecto directo y el efecto mediado por HOMA-IR en la asociacion
de LDL-ox con cada parametro relacionado con el sindrome metabdlico, y la proporcién del efecto total de
LDL-ox mediada por HOMA-IR. Las cifras entre paréntesis muestran el intervalo de confianza del 95%
calculado por boostrap no paramétrico. EI modelo ajustado utilizado incluia edad, sexo, tabaquismo,
colesterol LDL, indice de masa corporal y perimetro de cintura abdominal.

En contraste, la mayoria de las asociaciones del perimetro de cintura con los

componentes del SM fueron parcialmente mediados por el aumento de HOMA-IR,

particularmente para los triglicéridos y la presion arterial sistélica (Tabla 5-7).
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Tabla 5-7. Efecto de mediacion de HOMA-IR de la asociacion entre perimetro de cintura
abdominal y los criterios del sindrome metabdlico

Variable Resultado

(por cm de
perimetro de Proporcién
cintura) Efecto Total Efecto Directo Efecto Mediado Mediada %
Triglicéridos,
mg/dL 0.7776 0.1780 0.5995 77.1%
(0.4825,1.0986) (-0.1488,0.4856) (0.4848,0.7215) (53.9,130.0)%
p<0.001 p=0.28 p<0.001 p<0.001
HDL-colesterol,
mg/dL -0.2572 -0.1701 -0.0871 33.9%
(-0.3229,-0.1882) (-0.2357,-0.0995) (-0.1090,-0.0696) (25.0,48.3)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Colesterol Total,
mg/dL -0.1016 -0.1346 0.0330 -
(-0.1862,-0.0154)  (-0.2212,-0.0472) (0.0119,0.0549)
p=0.01 p=0.006 p=0.002
Presion Sistdlica,
mmHg 0.0838 0.0382 0.0455 54.4%
(0.0171,0.1528) (-0.0279,0.1100) (0.0312,0.0618) (23.8,182.3)%
p=0.02 p=0.26 p<0.001 p=0.02
Presién Diastolica,
mmHg 0.1610 0.1181 0.0429 26.6%
(0.1091,0.2158) (0.0656,0.1746) (0.0304,0.0560) (16.9,41.7)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Hemoglobina Alc, % -0.0009 -0.0028 0.0019 -
(-0.0032,0.0013)  (-0.0053,-0.0006) (0.0014,0.0026)
p=0.43 p=0.02 p<0.001

Las columnas muestran el efecto total, el efecto directo y el efecto mediado por HOMA-IR del perimetro
de cintura en cada parametro relacionado con el sindrome metabélico, y la proporcién del efecto total del
perimetro de cintura mediada por HOMA-IR. Las cifras entre paréntesis muestran el intervalo de confianza
del 95% calculado por boostrap no paramétrico. EI modelo ajustado utilizado incluia edad, sexo,

tabaquismo, LDL-colesterol, indice de masa corporal y LDL-ox.

También observamos que los cuartiles mas altos de colesterol LDL sélo se

asociaron débilmente con el SM y que la asociacion desaparecio, e incluso se invirtio,

una vez ajustado para LDL-ox (Tabla 5-8).
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Tabla 5-8. Porcentajes y odds ratios ajustados (intervalo de confianza del 95%) para el
sindrome metabolico (comparacion de los tres cuartiles de LDL-ox mas altos con el
primer cuartil y los tres cuartiles de LDL-colesterol més altos con el primer cuartil).

Cuartiles de LDL-ox, U/L

Valor p
(60.8, de
[Inferior,39.9] (39.9,49.4] (49.4,60.8] Superior] tendencia
N 997 997 996 997
Promedio LDL-ox 33.06 44,72 54.69 74.64
Sindrome Metabolico 5.4 5.1 9.8 19.1
Ajustado por edad, sexo, 1.00 0.80 1.44 2.80 <0.001
y tabaguismo (Referencia) (0.53,1.19)  (1.02,2.06) (2.03,3.91)
Adicionalmente ajustado
por 1.00 0.83 1.61 3.36 <0.001
LDL-colesterol (Referencia) (0.56,1.25)  (1.12,2.34) (2.33,4.91)
Cuartiles de LDL-colesterol, mg/dL
[Inferior,112] (112,131] (131,152] (152, Valor p
Superior] de

tendencia
N 998 997 995 997
Promedio colesterol 96.93 121.63 140.73 171.24
LDL
Sindrome Metabdlico 75 7.8 10.4 13.7
Ajustado por edad, sexo, 1.00 0.86 1.09 1.36 0.02
y tabaquismo (Referencia) (0.61,1.21) (0.79,1.50) (1.00,1.85)
Adicionalmente ajustado 1.00 0.65 0.70 0.64 0.007
por
LDL-ox (Referencia) (0.46,0.92) (0.50,0.99) (0.45,0.92)

Las lineas en negrita son proporciones no ajustadas. Los odds ratios se estimaron a partir de modelos de
regresion logistica ajustados por edad, sexo y tabaquismo (modelos superiores), y adicionalmente ajustados
por LDL-colesterol o LDL-ox (modelos inferiores).

Como analisis de sensibilidad, se ajustd ain mas las estimaciones de la asociacion

de LDL-ox con cada criterio de SM para el resto de los criterios de SM, y estas

asociaciones aun se mantienen para el perimetro de cintura elevada, triglicéridos altos y

presion arterial alta (Tabla 5-9).
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Tabla 5-9. Porcentajes y odds ratios ajustados (intervalo de confianza del 95%) para los
criterios del sindrome metabdlico (comparacion de los tres cuartiles de LDL-o0x més altos
con el primer cuartil después de ajustar adicionalmente los modelos completos por las
variables que definen los otros criterios del sindrome metabdlico).

Cuartiles de LDL-ox, U/L

(60.8, Valor p de
[Inferior,39.9]  (39.9,49.4] (49.4,60.8] Superior] tendencia

N 997 997 996 997

Promedio LDL-ox 33.06 44.72 54.69 74.64

Perimetro de cintura

elevado 13.7 17.4 21.4 30.2

Modelo completo + 1.00 1.03 1.23 1.74 0.006

variables metabolicas
(Referencia) (0.69,1.52) (0.83,1.82) (1.14,2.65)

Triglicéridos elevados 3.7 5.5 9.0 24.5

Modelo completo 1.00 1.47 1.96 5.39 <0.001
(Referencia) (0.94,2.34) (1.28,3.04) (3.57,8.31)

Niveles bajos de

HDL-colesterol 26.9 31.3 31.9 39.6

Modelo completo 1.00 1.22 1.13 1.24 0.57
(Referencia) (0.99,1.51) (0.90,1.40) (0.97,1.59)

Presion arterial

elevada 13.4 14.7 21.8 27.9

Modelo completo 1.00 0.93 131 1.42 0.008
(Referencia) (0.70,1.23) (1.00,1.72) (1.06,1.92)

Glucosa en ayunas

elevada 8.3 9.2 12.7 17.5

Modelo completo 1.00 0.95 0.96 0.88 0.74
(Referencia) (0.67,1.35) (0.67,1.36) (0.61,1.28)

Las lineas en negrita son proporciones no ajustadas. Las odds ratios se calcularon a partir de modelos de
regresion logistica ajustadas por edad, sexo, tabaquismo, LDL-colesterol, HOMA-IR (log), indice de masa
corporal, perimetro de cintura, triglicéridos, colesterol HDL, presion arterial sistdlica y glucosa en ayunas.
En cada regresion la variable utilizada en la definicion directa de la variable resultado se excluy6 de las
variables de ajuste.

Discusion

En este estudio de 3987 participantes no diabéticos, LDL-o0x se asocio fuertemente
con el SM y sus componentes independientemente de la obesidad central y la resistencia
a lainsulina. A pesar de la asociacion entre LDL-o0x y el perimetro de cintura, la relacién

entre la obesidad central y los componentes de SM no fue mediada en forma significativa

por LD-ox. Ademas, a pesar de que se propuso que el estrés oxidativo puede actuar como
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una causa de la resistencia a la insulina(147,148), nuestras observaciones sugieren que la
asociacion de LDL-ox con SM no estd mediada por la resistencia a la insulina. Nuestro
andlisis muestra que la variacion de LDL-ox, presumiblemente causada por factores
distintos de la obesidad central, se asocia con cambios en los pardmetros metabolicos. Por
lo tanto, nuestros hallazgos sugieren que LDL-ox podria ser un Gtil marcador predictivo

precoz de anomalias cardiometabdlicas antes de la aparicion de la resistencia a la insulina.

Varios estudios han descrito una asociacion entre LDL-ox y SM. Holvoet y
cols.(149) reportaron que sujetos de edad avanzada con SM eran mas propensos a tener
altos niveles circulantes de LDL-ox. Ademas, Lapointe y cols.(150) observaron que
concentraciones mas altas de LDL-ox se asociaron con SM en mujeres posmenopausicas.
Por otra parte, Ueba y cols.(151) describieron que el SM, definida segun los criterios
japoneses, era dos veces mas probable entre los individuos con niveles mas altos de LDL-
ox. Ademas, en el estudio sobre el desarrollo del riesgo coronario en adultos jovenes
(CARDIA), un mayor nivel de LDL-ox se asocié con una mayor incidencia de SM(129).
De hecho, la superéxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GSH-Px),
antioxidantes naturales, se reducen en el SM(152), probablemente por el aumento del
estrés oxidativo. Los estudios en animales muestran que esto ocurre en el SM inducido
por la dieta como consecuencia de la sobreactivacion de la NADPH oxidasa (153). Por lo
tanto, el estrés oxidativo se consider6 que desempefia un papel en la iniciacion y la
progresion de los trastornos metab6lico(128). Sin embargo, este papel no ha sido
abordado previamente con los métodos de analisis de mediacion en los estudios en

humanos, como lo hace nuestro analisis.

Interesantemente, el estrés oxidativo esta siendo contemplado como consecuencia

de la hiperglucemia cronica y la obesidad (128,154). En estos trastornos, se cree que las
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especies de peroxidacion promueven el desarrollo del SM(23,129,130,155,156), y se
propuso el estrés oxidativo como un mediador entre la obesidad y el SM(138). Un
mecanismo para tal proceso podria ser la resistencia a la insulina inducida por el estrés
oxidativo, que se considera un trastorno clave en la progresion del SM(133,148). En la
interseccion entre la obesidad, la diabetes y el estrés oxidativo, es dificil determinar cual
de sus vias actla primero(128). En nuestra muestra de individuos no diabéticos, con un
IMC medio de 26,1 kg/m? y solo el 14% de los participantes obesos, pudimos abordar los
primeros pasos en el desarrollo del SM. En esta poblacion, el LDL-ox se asoci6 con el
SM independientemente de la obesidad central y la resistencia a la insulina, y se asocid
adicionalmente con los criterios lipidicos y de presion arterial del SM, asi como su

agrupacion.

La adiposidad parece desempefiar un papel importante en el estrés oxidativo(157—
161). El tejido adiposo es metabdlicamente activo, y expresa citoquinas inflamatorias; a
su vez, la inflamacién aumenta las especies reactivas de oxigeno(162), que altera las
adipocitoquinas y, por lo tanto, podria estar implicado en la patogénesis del SM, como se
demostrd en estudios en animales y en humanos(128,163,164). No obstante, en las
primeras etapas del SM que son el foco del presente estudio, el aumento de la LDL-ox
relacionado a perimetro de cintura elevada podria no ser una via intermedia esencial que
conecte la obesidad y el SM. De hecho, la LDL-ox sélo explicé el 15% de la asociacion
del perimetro de cintura con los triglicéridos, y muy pequefias proporciones de la

asociacion con otros componentes del SM.

El estrés oxidativo activa cascadas de sefializacion que perjudican la funcién de
la insulina, mediante modificacion y modulacion del receptor de insulina y del sustrato
receptor de insulina(64,133,148). Esto podria ser considerado como un mecanismo
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compensatorio para proteger a las células de una oxidacion ain mayor al limitar la ingesta
de sustrato(147). El estrés oxidativo también inhibe la accion de la insulina al
desencadenar sefiales que conducen a la adipogénesis (hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos) y a la inflamacion(165). La resistencia a la insulina es un factor clave del
SM(50), proporcionando una via plausible que explicaria como el SM puede ser en parte
una consecuencia del estrés oxidativo. Sin embargo, nuestros datos muestran que LDL-
ox se asocia con el SM independientemente de la resistencia a la insulina, lo que implica
que la asociacion no se produce a través de la resistencia a la insulina, al menos en las
primeras etapas del desarrollo del SM. Nuestros resultados sugieren que LDL-0x esta
directamente asociado con el desarrollo de factores de riesgo cardiometabdlico y su

agrupacién (MS), actuando inicialmente en paralelo con la resistencia a la insulina.

Una posible interpretacion de nuestros hallazgos es que el principal cambio
fisiopatologico que desencadena el SM es el cambio en los metabolitos utilizados para
producir energia(132), conduciendo a trastornos lipidicos y hemodinamicos, inflamacion
y aterosclerosis, con estrés oxidativo y resistencia a la insulina (que conduce a la diabetes)
que aparecen como consecuencias secundarias. El uso preferencial de &cidos grasos en la
fosforilacion oxidativa produce niveles méas altos de especies reactivas de oxigeno que la
oxidacidn de los carbohidratos. La oxidacion de acidos grasos requiere una gran cantidad
de oxigeno que, en condiciones de hipoxia relativa debida a la disminucion del suministro
de sangre, podria agravar la situacion(166-169): la hipoxia favorece el dafio tisular, la
infiltracion de macrofagos y el aumento de la produccion de adipocitoguinas, aumentando
en Ultima instancia los mediadores proinflamatorios, la proteina C reactiva y el inhibidor-
1 del activador del plasminogeno. Los triglicéridos transportados en lipoproteinas se

elevan en contextos de superavit energético. Ademas del cambio de sustrato energético,
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la lipoproteina lipasa y la lipasa triglicérida hepéatica metabolizan las particulas hasta una
forma final de LDL pequefia y densa, que es particularmente susceptible a la oxidacion.
En consecuencia, la asociacion entre LDL-ox Yy triglicéridos, que es la méas fuerte que
encontramos entre los componentes del SM, puede deberse en parte a su participacion
comun en las vias de los lipidos, mas alla de la participacion de los triglicéridos en el SM.
En paralelo, los &cidos grasos libres, que estan altamente disponibles en situaciones que
conducen al SM, inducen resistencia a la insulina inhibiendo la captacion de glucosa
mediada por insulina. En esta interpretacion, el estrés oxidativo y la resistencia a la
insulina serian marcadores independientes del cambio metabdlico que se produce. En
consecuencia, el LDL-ox podria ser utilizado como un indicador de las primeras etapas
del riesgo cardiometabdlico, incluso antes de la aparicion de la resistencia a la insulina.
LDL-ox también contribuye al desarrollo de la aterosclerosis y las enfermedades

cardiovasculares(170,171,138,172,50), los cuales estan asociados al SM.

Este estudio se bas6 en una muestra de individuos bien caracterizados y
profundamente fenotipados utilizando procedimientos de control de calidad de
vanguardia. Un tamafio de muestra de casi 4000 individuos y métodos estadisticos
modernos han permitido describir algunos procesos bioldgicos que median la agrupacion
de los factores de riesgo en el SM y han planteado dudas acerca de la relevancia de
algunos caminos previamente sugeridos. Sin embargo, el disefio del estudio es
transversal, lo que limita la capacidad de establecer que el vinculo entre el estrés oxidativo
y el SM es causal. Ademas, la LDL-ox es uno de los marcadores del estrés oxidativo y
los estudios utilizando un marcador diferente pueden mostrar aspectos complementarios
del proceso que vincula la obesidad y el SM. Ademas, las regresiones se ajustaron por los

principales factores de confusion potenciales, pero es posible que todavia existan
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confusiones residuales debido a factores de confusion no medidos o desconocidos. Los
andlisis se ajustaron para HOMA-IR como una variable continua, que refleja una gama
de sensibilidad a la insulina entre los individuos no diabéticos. En las primeras etapas de
los trastornos metabodlicos estudiados en nuestro trabajo, HOMA-IR se asocid
significativamente con otras variables metabdlicas, pero no medi6é ni confundié las
asociaciones observadas. Sin embargo, entre los pacientes diabéticos, HOMA-IR alcanza
valores mas altos y nuestros resultados deben ser confirmados con investigaciones

futuras.

En conclusion, este estudio muestra que concentraciones elevadas de LDL-ox
estan asociados con el SM y sus componentes independientemente de la obesidad central
y la resistencia a la insulina. Por lo tanto, los niveles de LDL-ox pueden reflejar los
mecanismos bésicos a través de los cuales los componentes del SM se desarrollan y
progresan en paralelo con la resistencia a la insulina y podrian ser un signo temprano del

desarrollo del SM.
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Resumen
La asociacion de LDL-ox circulante con aterosclerosis en estadio tardio es bien

conocida, pero aun no se ha demostrado su asociacion con aterosclerosis carotidea
temprana. LDL-0x se ha propuesto como paso intermedio entre los factores de riesgo
cardiovascular (FRCV) y la aterosclerosis, pero también como una causa de los FRCV.
El objetivo es estudiar la asociacion y mediacion entre LDL-ox y FRCV con
aterosclerosis carotidea subclinica. Para estimar la relacion de LDL-ox y FRCV con la
presencia de placas carotideas se utilizaron modelos lineales generalizados multivariados
ajustados por edad, sexo y LDL-colesterol (logistico y probit) y analisis de mediacion. La
frecuencia de las placas carotideas aumento en los cuartiles de LDL-ox (mayor frente al
menor quartil OR: 1,31; IC del 95%: 1,05, 1,65), ajustada por edad, sexo y colesterol
LDL. Las probabilidades de que las placas carotideas aumentaran fue de 1,06 (IC del
95%: 1,01, 1,12; p = 0,02) por cada 10 unidades/L de LDL-ox después de ajustar por
presion arterial sistolica, glucosa en ayunas, colesterol HDL y tabaquismo. La presion
arterial sistolica medio el 9,3% (p <0,001) del efecto LDL-ox sobre la presencia de placas
carotideas y el colesterol HDL medi6 el 8,4% (p = 0,02). Teniendo en cuenta la
posibilidad de vias en la direccion inversa, la LDL-ox contribuy6 a una fraccion de los
efectos de los factores de riesgo en las placas carotideas (37,2% para el colesterol LDL,
p <0,001, 7,5% para la presion arterial sistolica p = 0,002; HDL-colesterol, p = 0,008 y
4,46% para tabaquismo, p = 0,006). El LDL-ox plasmético se asocia con aterosclerosis
carotidea subclinica temprana independientemente de los FRCV tradicionales. Las
trayectorias causales entre LDL-ox y FRCV hacia la aterosclerosis son mutuamente

dependientes. LDL-ox podria ser utilizado como un marcador potencial de aterosclerosis
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carotidea subclinica que complementa la informacion proporcionada por el colesterol

LDL.

Introduccion
La aterosclerosis subyace a varias condiciones que son las causas principales de

mortalidad y morbilidad en la mayoria de los paises a nivel mundial(173). Mdltiples
mecanismos interrelacionados conducen a la formacion de placa aterosclerotica: las
teorias inflamatorias(174), lipidica(175) y oxidativa(176) ayudan a explicar la
etiopatogenia de la lesion aterosclerética. Con respecto a este ultimo, la histologia, la
imagen y los estudios funcionales identifican un papel fisiopatolégico importante para la
lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL-o0x) localizada en las placas(177,178). Por lo
tanto, la modificacion oxidativa de las lipoproteinas de baja densidad es uno de los
procesos clave descritos en la formaciéon de la placa(179). Curiosamente, la LDL oxidada
también se puede encontrar en sangre periférica(180), ya sea como consecuencia de la
oxidacion directa de las particulas de LDL en situaciones con mayor estrés oxidativo
sistémico(181) o liberadas de placas rotas en episodios avanzados de complicacion de

aterosclerosis(182).

El LDL-ox plasmaético se correlaciona con la presencia de factores de riesgo
cardiovasculares (hipertension, deterioro de la glucemia en ayunas, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia y obesidad)(183-185) y también con aterosclerosis subclinica(186).
En consecuencia, el estrés oxidativo se ha interpretado como un factor intermedio en el
inicio de las enfermedades cardiovasculares(187). La misma asociacion comun se puede
interpretar en sentido inverso. De hecho, el estrés oxidativo también se ha propuesto como

el origen y el facilitador de varios factores de riesgo, como la hipertension(188), la
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diabetes(189) y el sindrome metabolico(190). Ademas, las particulas de LDL-ox tienen
por si mismas propiedades toxicas e inflamatorias(191), que son mecanismos que pueden
hacer progresar la aterosclerosis incluso sin provocar otros factores de riesgo. En
conjunto, el estrés oxidativo y la LDL-0x plasmatica (como un proxy) se han propuesto
tanto causa como consecuencia de los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales
en el camino causal hacia la aterosclerosis (Figura 6-1). Los estudios experimentales de
investigacion basica han sido la principal fuente de informacion para aclarar esta cadena
causal; sin embargo, existen escasos estudios observacionales clinicos que aborden la

direccionalidad de esta asociacion y trasladen los conocimientos basicos a la clinica.

La mayoria de los estudios que investigaron la asociacion entre el LDL-ox
plasméatico y la aterosclerosis subclinica se centraron en el grosor intima-media
(IMT)(186,192-196), y los que evaluaron la presencia de placa se realizaron
principalmente en adultos mayores(186,193,195,197) o estuvieron restringidos solo a
hombres (186,195), con excepcion del estudio ASKLEPIOS(198). Aunque el LDL-ox
plasmético tiene valor en la aterosclerosis tardia, ya que predice el infarto de
miocardio(199) y la muerte cardiovascular(200), caracterizar la asociacion de LDL-ox
con estadios tempranos en el desarrollo de aterosclerosis, puede ser valiosa para entender

los mecanismos iniciales y disefiar posibles intervenciones.

En este articulo se pretende describir la asociacion entre LDL oxidada a nivel
plasmatico y la presencia de placas carotideas en sujetos de mediana edad,
independientemente de otros factores de riesgo cardiovascular tradicionales (Figura 6-1,
Hipdtesis 1). Por otro lado, se analiza si, ademas de esa asociacion independiente, la LDL-

ox esta asociada con placas aterosclerdticas también a través de factores de riesgo
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cardiovascular (Figura 6-1, Hipoétesis 2), o de manera opuesta si los factores de riesgo
cardiovascular se asocian con la aterosclerosis carotidea subclinica a través de LDL
oxidada (Figura 6-1, Hipotesis 3). Para ello, utilizamos datos del estudio PESA, una
cohorte de trabajadores asintométicos de mediana edad, a los que se les realiz6 imagenes

con técnicas no invasivas para la deteccion de aterosclerosis subclinica.

Factores de Riesgo Cardiovascular Factores de Riesgo Cardiovascular

Aterosclerosis carotidea Aterosclerosiscarotidea

3
. ‘135‘5
wie®
/ /
et Y
LDL-oxidada He LDL-oxidada e

Figura 6-1. Gréficos aciclicos dirigidos que muestran posibles vias causales que unen ox-LDL, factores de
riesgo cardiovascular y aterosclerosis carotidea. Las flechas negras indican posibles relaciones directas
basadas en teorias anteriores. Las lineas con flechas grises indican rutas hipotéticas y probadas en cada
objetivo del presente estudio. Hipétesis 1: LDL-ox se asocia con placas carotideas independientemente de
los factores de riesgo cardiovascular. Hipétesis 2: LDL-ox se asocia con placas también a través de factores
de riesgo cardiovascular. Hipotesis 3: Los factores de riesgo cardiovascular se asocian con aterosclerosis
carotidea subclinica a través de LDL-ox, al menos en parte de su efecto

Materiales y Métodos
Disefio de estudio

Se utilizaron datos basales del estudio PESA. Todos los detalles del disefio del
estudio y los métodos han sido descritos previamente(91). De una muestra inicial de 4184
participantes, se excluyeron aquellos con datos de laboratorio faltantes (n = 14), datos de
LDL-colesterol no disponible (n = 17), datos de LDL-0x no disponible (n = 2) y datos

incompletos de imagen (n = 37). Asi, la muestra analitica incluyo 4069 individuos.
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Coleccion de datos

Los datos clinicos y bioquimicos se obtuvieron durante la visita de enrolamiento
que incluyo entrevistas clinicas estructuradas, cuestionarios, examen fisico y extraccion
de sangre en ayunas. La presion arterial se calcul6 como la media de tres mediciones
consecutivas realizadas con un esfigmomandmetro oscilométrico automatico OMRON
HEM-907 (OMRON Healthcare Co. Ltd., Kyoto, Japdn), que fue validado de acuerdo
con protocolos internacionales(141). Todos los procedimientos fueron certificados bajo

las normas de calidad 1SO-9001.

Factores de riesgo cardiovascular

Se consideraron las siguientes variables continuas para representar los principales
factores de riesgo cardiovascular tradicionales: colesterol LDL, colesterol HDL, presion
arterial sistolica y diastolica y glucosa en ayunas. También definimos el habito de fumar

como el antecedents de haber fumado en los Gltimos 30 dias.

Aterosclerosis subclinica

Los participantes se sometieron a un protocolo de ultrasonido vascular 2D(201)
para buscar activamente placas ateroscleroticas en la arteria carétida. Se utiliz6 una
estacion de ultrasonido Philips iU22 (Philips Healthcare, Bothell, WA), con un
transductor de 3-9 MHz(91). Se definié una placa como una protrusion focal en el lumen
arterial de espesor > 0,5 mm 6 > 50% del grosor intima-media circundante, o un espesor
difuso > 1,5 mm medido entre las interfaces medio-adventicia e intima-lumen(202). Los
estudios de ultrasonidos se analizaron con QLab9 (Philips Healthcare, Bothel, WA,

EE.UU.) en el laboratorio central de imagenes del CNIC.
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Medidas de laboratorio

Se colectd sangre venosa periférica después de un ayuno de 8 horas. Se utilizé un
anticuerpo monoclonal basado en anticuerpos 4E6 ELISA (Mercodia AB, Suecia) para
medir la concentracion en plasma de LDL-ox. El anticuerpo monoclonal 4E6 se dirige
contra un epitopo conformacional en el resto de la apoB-100 de LDL que se genera como
consecuencia de la sustitucion de residuos de lisina de apoB-100 por aldehidos(203). Los
triglicéridos, el colesterol total, el colesterol HDL y la glucosa se midieron en suero con
métodos de espectrofotométricos en el analizador Architect-Ci8200, utilizando los Kits
del fabricante (Laboratorio de Instrumentacion). El colesterol de lipoproteinas de baja
densidad (LDL-colesterol) se calcul6 utilizando la ecuacion de Friedewald(142). Todos

los ensayos bioquimicos se procesaron en el laboratorio CQS (Madrid, Esparia).

Analisis estadistico

Se calcularon las odds ratios entre cuartiles (OR) con modelos lineales
generalizados multivariados para cuantificar la asociacion de LDL-ox y factores de riesgo
cardiovascular con aterosclerosis carotidea subclinica. Para evaluar la asociacion
independiente de LDL-ox con placas carotideas se realizé un modelo béasico ajustado por
edad, sexo y LDL-colesterol, modelos intermedios ajustados adicionalmente para cada
factor de riesgo cardiovascular y un modelo completo ajustado para todos los factores
simultaneamente; pero no se ajustd por presion arterial diastolica para evitar colinealidad.
LDL-ox esta fuertemente asociado con el colesterol LDL, que es la razon por la que se
incluye en todos los ajustes. Se utilizaron modelos incluyendo LDL-ox como una variable

continua para evaluar la tendencia lineal. Se aplico un analisis de mediacion sobre los
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resultados del modelo de tendencia a cada uno de los modelos intermedios para describir

el efecto del LDL-ox sobre las placas carotideas mediado por cada factor de riesgo.

De manera similar, para evaluar la mediacion potencial de LDL-ox sobre la
relacion entre factores de riesgo cardiovascular y placas carotideas, se compard un
modelo del efecto de cada factor de riesgo ajustado por edad, sexo y colesterol LDL con
un modelo ajustado adicionalmente por LDL-ox. Cada factor de riesgo fue considerado
uno por uno y no ajustado por los otros factores de riesgo porque este analisis tiene como
objetivo identificar la mediacion LDL-o0x, no el efecto independiente de cada factor de
riesgo tradicional. Se utilizaron modelos que incluian cada factor de riesgo como una
variable continua para evaluar las tendencias lineales. Se aplicd un analisis de mediacion

sobre los resultados de estos modelos.

Los anélisis de mediacion usaron regresion probit para modelar el aumento de
probabilidad de placa asociado con cada incremento unitario de LDL-0x o de cada factor
de riesgo, y cuanto cambia este aumento después de ajustar el mediador potencial. Estas
regresiones fueron ajustadas por edad, sexo y colesterol LDL. Se estimo el efecto directo
medio, el efecto medio de mediacion causal y la proporcién mediada en el efecto total
usando bootstrap no paramétrico con 1000 re-entradas e intervalos de confianza basados

en percentiles(146).

Se considerd estadisticamente significativo un valor de p <0,05. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico R (version 3.1)(121) y el

paquete de mediacion(146).
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Resultados

En los participantes del PESA (n = 4069) la media de la edad fue de 45,8 (4,3)

afios, y el 62,9% fueron hombres. La media de concentracion plasmatica de LDL-ox fue

de 51,7 (16,9) U/L. Entotal, el 30,33% de los participantes presentaron placas en carotida,

42,4% dislipidemia, 1,9%, diabetes, 11,6%, hipertension y 28,2% antecedents de

tabaquismo (Tabla 6-1).

Tabla 6-1. Caracteristicas de los participantes del estudio.

Sin placa

Con placa

Total carotidea carotidea Valor p
N= 4069 N= 2835 N= 1234

Varones 62.9 [2560] 59.2 [1677] 71.6 [883] <0.001
Edad (afios) 45.8 (4.3) 45.3 (4.2) 47.0 (4.3) <0.001
IMC (kg/m?) 26.1 (3.8) 25.9 (3.8) 26.6 (3.8) <0.001
Presion arterial sistolica (mmHg) 116.3 (12.6) 115.2 (12.4)  118.8 (12.8) <0.001
Presion arterial diastélica (mmHg) 72.5(9.4) 71.8 (9.3) 74.0 (9.5) <0.001
Colesterol Tota (mg/dL) 200.4 (33.0) 198.1 (32.5) 205.7 (33.7) <0.001
LDL-c (mg/dL) 132.5 (29.6) 130.1(29.0)  138.0(30.2) <0.001
HDL-c (mg/dL) 49.1 (12.2) 49.9 (12.3) 47.3 (11.9) <0.001
Triglycerides (mg/dL) 93.1(49.2) 89.7 (46.1) 100.9 (54.8) <0.001
Glucosa en ayunas (mg/dL) 90.4 (12.9) 89.7 (13.1) 92.0 (12.3) <0.001
Hemoglobina Alc (%) 5.4 (0.5) 5.4 (0.5) 5.5(0.5) <0.001
LDL-ox (U/L) 51.7 (16.9) 50.3 (16.1) 55.0 (18.1) <0.001
Factores de Riesgo Cardiovascular
Dislipidemia 42.4[1724] 39.4[1117]  49.2 [607] <0.001

Colesterol Total >= 240 mg/dL 11.4 [465] 9.9 [282] 14.8 [183] <0.001

LDL-c >= 160 mg/dL 17.0 [691] 14.6 [414] 22.4 [277] <0.001

HDL-c < 40 mg/dL (men) or <50 32.6 [1328] 30.9 [877] 36.5 [451] 0.001
mg/dL (women)
Diabetes 1.9[78] 1.6 [45] 2.7 [33] 0.028
Hipertension 11.6 [473] 9.9 [280] 15.6 [193] <0.001
Tabaquismo 28.2 [1149] 26.3 [745] 32.7 [404] <0.001

Se indican la media (desviacién estandar) o el porcentaje [recuento]. P calculados a partir de las pruebas t
0 Chi-cuadrado. IMC: Indice de masa coporal. HDL-c: HDL colesterol. LDL-c: LDL colesterol. LDL-ox:

LDL oxidada
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La frecuencia de placas carotideas aumentd a través de los cuartiles de LDL-ox
(Tabla 6-2). En el modelo ajustado por edad y sexo, el OR para las placas carotideas en
el cuarto cuartil de LDL-ox en comparacién con el primero fue de 1.60 (intervalo de
confianza del 95% 1.31, 1.95). Esta relacion se confunde en parte con el efecto del
colesterol LDL, pero sigue siendo significativa después del ajuste: 1.31 (1.05, 1.65).
Ademaés, este OR permanecié similar y significativo después de un ajuste adicional por
cada factor de riesgo cardiovascular (presion arterial, glucosa en ayunas, colesterol HDL
y tabaquismo): por encima de 1,27 (Tabla 6-2). Incluso si la asociacion entre las placas
carotideas y LDL-ox en todos los modelos ajustados por colesterol LDL no fuese
estrictamente lineal, con un minimo en el 2° cuartil, las probabilidades de presenter placas
carotideas aumentaron linealmente con una relacion de incremento de 1,06 (1,01, 1,12)
por cada 10 unidades de LDL-ox (p = 0,02 para la tendencia), después del ajuste con
todos los factores de riesgo cardiovascular simultdneamente, lo que implica que la
asociacion es independiente de todos los demas factores de riesgo cardiovascular (Tabla

6-2).

Suponiendo una cadena causal en la que el LDL-ox causa factores de riesgo
cardiovascular y, a través de ellos, la aterosclerosis carotidea ocurre, el efecto LDL-0x
total seria OR 1,13 por 10 unidades de LDL-ox y el efecto directo (no mediado por cada
uno de los factores de riesgo cardiovascular) OR 1,08 por 10 unidades de LDL-ox (Tabla

6-2).
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Table 6-2. Frecuencia y odds ratio (intervalo de confianza del 95%) para las placas
carotideas comparando los tres cuartiles més altos con el primer cuartil de LDL oxidada
ajustado para otros factores de riesgo cardiovascular.

OR por
10
Quartiles de LDL-ox (U/L) unidades
de LDL-
ox (U/L)
(Inferior, (60.8, p
39.9] (39.9,49.4] (49.4,608] Superior] tendencia
N 1019 1016 1017 1017
Promedio LDL-ox (U/L) 33.06 44.70 54.68 74.55
Frecuencia de placas 047 258 313 395
(%)
Modelo minimo (adj. por
edad y sexo) 1 0.96 1.18 1.60 1.13 <0.001
(Referencia) (0.78,1.17) (0.96,1.44) (1.31,1.95) (1.08,1.18)
Modelo Bésico 1 0.91 1.05 1.31 1.08 0.001
(Referencia) (0.74,1.11) (0.85,1.29) (1.05,1.65) (1.03,1.14)
Modelo Bésico y presion
sistolica 1 0.90 1.03 1.28 1.08 0.004
(Referencia) (0.73,1.11) (0.83,1.27) (1.02,1.61) (1.02,1.13)
Modelo Bésico y presion
diastélica 1 0.90 1.04 1.29 1.08 0.002
(Referencia) (0.73,1.11) (0.84,1.28) (1.03,1.63) (1.03,1.13)
Modelo Bésico y glucosa 1 0.91 1.04 1.31 1.08 0.002
(Referencia) (0.74,1.12) (0.85,1.29) (1.04,1.65) (1.03,1.14)
Modelo Bésico y HDL- 1 0.90 1.03 1.27 1.08 0.003
colesterol (Referencia) (0.73,1.10) (0.83,1.27) (1.01,1.60) (1.02,1.13)
Modelo Bésico y
tabaquismo 1 0.90 1.02 1.27 1.08 0.003
(Referencia) (0.73,1.11) (0.82,1.26) (1.01,1.60) (1.03,1.13)
Modelo completo 1 0.89 0.99 1.20 1.06 0.02

(Referencia) (0.72,1.10) (0.80,1.22) (0.96,1.52) (1.01,1.12)

Los odds ratios se estiman a partir de modelos de regresion logistica ajustados por edad, sexo y colesterol
LDL (modelo béasico). EI modelo completo se ajusta para todos los factores mostrados, excepto para la
presidn arterial diastdlica, que se excluyo para evitar la colinealidad.

El anélisis de mediacion de los diferentes factores de riesgo cardiovascular sobre

la asociacidn entre las placas carotideas y LDL-0x, mostr6 que la presién arterial sistélica

medio el 9,27% de esta asociacion y el colesterol HDL el 8,39% (Tabla 6-3, Figura 6-2).
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Tabla 6-3. Efecto ajustado marginalmente del aumento de 10 U/L de LDL-ox plasmatico
en la proporcion de placas carotideas (medida como aumento de probabilidad) que esta
mediada por diferentes factores de riesgo cardiovascular.

Probabilidad de

incremento
(por 10 U/L de LDL- Efecto Directo  Efecto Mediado  Proporcién
0X) Total (promedio) (promedio) mediada
Presion sistolica 0.0141 0.0128 0.0013 9.27%
(mediado por)
(0.0057,0.0202)  (0.0040,0.0192)  (0.0005,0.0023)  (3.33,27.57)%
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Presion diastolica 0.0141 0.0134 0.0006 4.58%
(mediado por)
(0.0060,0.0206)  (0.0055,0.0200) (-0.0002,0.0015) (-1.45,15.15)%
p<0.001 p<0.001 p=0.11 p=0.11
GIU)Cosa (mediado 0.0141 0.0139 0.0002 1.49%
por
(0.0062,0.0208)  (0.0059,0.0205) (-0.0001,0.0008) (-0.76,7.53)%
p<0.001 p<0.001 p=0.20 p=0.20
HDL-colesterol 0.0141 0.0129 0.0012 8.39%
(mediado por)
(0.0059,0.0204)  (0.0046,0.0193)  (0.0003,0.0022)  (1.67,23.77)%
p=0.004 p=0.006 p=0.01 p=0.02

Las cifras muestran el efecto total, efecto directo y efecto mediado (por cada factor de riesgo cardiovascular)
de LDL-ox como el aumento en la probabilidad de que el sujeto tenga una placa en la carétida y la
proporcion del efecto total de LDL-ox que esta mediada por cada factor de riesgo. Las cifras entre paréntesis
muestran el intervalo de confianza del 95% basado en bootstrap no paramétrico con 1000 repeticiones). Se
usaron regresiones de Probit para modelar la probabilidad de placa. Los modelos fueron ajustados por edad,
sexo y colesterol LDL.

Como era de esperar, la proporcion de placas carotideas se asocié con los factores
de riesgo cardiovascular tradicionales (Tabla 6-4). El ajuste por LDL-ox disminuyo la
OR estimada para algunos factores de riesgo sélo modestamente, excepto para el
colesterol LDL, para el cual fue sustancial. Suponiendo una cadena causal en la que cada
factor de riesgo aumenta el estrés oxidativo, y esto provoca aterosclerosis, 1os OR antes
del ajuste por el efecto de LDL-o0x representarian el efecto total y después del ajuste por

LDL-ox el efecto directo.
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Tabla 6-4. Frecuencia y odds ratio (intervalo de confianza del 95%) por 10 unidades
para las placas carotideas comparando los tres cuartiles més altos con el primer cuartil
de cada factor de riesgo, o la presencia vs ausencia, ajustada para LDL-ox.

OR por
10 p
Quartiles (unidades) unidades  tendencia

LDL-colesterol (Inferior,112]  (112,131]  (131,151]  (151,Superior]

N 1019 1027 1006 1017

Promedio (mg/dL) 96.81 121.53 140.64 171.23

Frecuencia de placas 23.3 28.8 30.3 38.9

(%)

Total (adj. por edad y

Sexo) 1 1.22 1.24 1.73 1.07 <0.001
(Referencia)  (0.99,1.49) (1.01,1.52) (1.42,2.11) (1.05,1.10)

Directo (adicionalmente

adj. por LDL-o0x) 1 1.14 1.11 1.42 1.04 0.003
(Referencia)  (0.92,1.40) (0.89,1.37) (1.13,1.78) (1.01,1.07)

Presion sistolica (Inferior,108]  (108,115]  (115,124]  (124,Superior]

N 1081 998 1058 932

Promedio (mmHg) 101.75 112.13 119.82 133.5

Frecuencia de placas 21.9 28.4 33.6 38.4

(%)

Total (adj. por edad,

sexo y LDL-c) 1 1.17 1.34 1.49 1.12 <0.001
(Referencia)  (0.94,1.44) (1.08,1.67) (1.19,1.86) (1.05,1.19)

Directo (adicionalmente

adj. por LDL-0x) 1 1.17 1.32 1.45 111 0.001
(Referencia)  (0.94,1.44) (1.06,1.64) (1.16,1.82) (1.04,1.18)

Presion diastolica (Inferior,66] (66,72] (72,78] (78,Superior]

N 1109 1048 923 989

Promedio (mmHg) 61.66 69.49 75.29 85.12

Frecuencia de placas 23.6 30 31.7 36.9

(%)

Total (adj. por edad,

sexo y LDL-c) 1 1.19 1.11 1.26 1.08 0.06
(Referencia)  (0.97,1.45) (0.90,1.36) (1.03,1.54) (1.00,1.16)

Directo (adicionalmente

adj. por LDL-o0x) 1 1.19 1.09 1.23 1.06 0.12
(Referencia)  (0.98,1.45) (0.89,1.34) (1.00,1.51) (0.98,1.15)

Glucosa (Inferior,84] (84,89] (89,95] (95,Superior]

N 1200 944 934 991

Promedio (mmHg) 79.89 87.05 92.45 104.35

Frecuencia de placas 25.1 28.2 32.2 36.9

(%)

Total (adj. por edad,

sexo y LDL-c) 1 1 1.08 1.16 1.04 0.17
(Referencia)  (0.82,1.23) (0.89,1.32) (0.95,1.42) (0.98,1.10)

Directo (adicionalmente

adj. por LDL-0x) 1 1.01 1.09 1.14 1.03 0.22
(Referencia)  (0.82,1.23) (0.89,1.33) (0.93,1.39) (0.98,1.09)

Los odds ratios, por 10 unidades, se calculan a partir de modelos de regresion logistica ajustados por edad,
sexo y colesterol LDL (modelo de efecto total). El modelo ajustado adicionalmente para ox-LDL muestra
el odds ratio después de restar una mediacion potencial de ox-LDL (modelo de efecto directo)
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Tabla 6-4. Frecuencia y odds ratio (intervalo de confianza del 95%) por 10 unidades
para las placas carotideas comparando los tres cuartiles méas altos con el primer cuartil
de cada factor de riesgo, o la presencia vs ausencia, ajustada para LDL-ox.
(continuacion)

OR por
10 p
Quartiles (unidades) unidades tendencia
HDL-colesterol (Inferior,40.4] (40.4,47.5] (47.5,56.5] (56.5,Superior]
N 1030 1008 1019 1012
Promedio (mmHg) 35.22 44.02 51.74 65.76
Frecuencia de placas 36.6 325 27.6 24.5
(%)
Total (adj. por edad,
sexoy LDL-c) 1 0.87 0.78 0.73 0.91 0.003

(Referencia)  (0.72,1.05) (0.64,0.95) (0.58,0.90) (0.85,0.97)
Directo (adicionalmente

adj. por LDL-0x) 1 0.88 0.8 0.75 0.92 0.007
(Referencia)  (0.73,1.06) (0.65,0.97) (0.60,0.93) (0.86,0.98)

Tabaquismo No Si

N 2920 1149

Frecuencia de placas 28.4 35.2

(%)

Total (adj. por edad,

sexo y LDL-c) 1 1.39 <0.001
(Referencia) (1.20,1.62)

Directo (adicionalmente

adj. por LDL-0x) 1 1.37 <0.001
(Referencia) (1.18,1.59)

Los odds ratios, por 10 unidades, se calculan a partir de modelos de regresion logistica ajustados por edad,
sexo y colesterol LDL (modelo de efecto total). EI modelo ajustado adicionalmente para ox-LDL muestra
el odds ratio después de restar una mediacion potencial de ox-LDL (modelo de efecto directo)

Asi, el LDL-ox medi6 una cantidad estadisticamente significativa de la asociacion
de factores de riesgo con placas carotideas. Especificamente: 37,18% para el colesterol
LDL, 7,48% para la presion arterial sistolica, 9,34% para el colesterol HDL y 4,46% para

el tabaco (Tabla 6-5, Figura 6-2).
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Tabla 6-5. Efecto ajustado marginalmente de 10 unidades de aumento en cada factor de
riesgo en la proporcion de placas carotideas (medido como el aumento de la
probabilidad) que estd mediada por LDL-ox.

Probabilidad de
incremento
(por 10 unidades

de factor de Efecto Directo Efecto Mediado Proporcion
riesgo) Total (promedio) (promedio) Mediada
L DL-colesterol 0.0093 0.0059 0.0035 37.18%
(por 10 mg/dL)
(0.0072,0.0104) (0.0022,0.0085) (0.0013,0.0059) (13.38,71.14)%
p<0.001 p=0.006 p<0.001 p<0.001
Presion Sistolica 0.0119 0.0110 0.0009 7.48%
(por 10 mmHg)
(0.0082,0.0124) (0.0065,0.0118) (0.0002,0.0019) (2.09,19.12)%
p<0.001 p<0.001 p=0.002 p=0.002
Presion
Diastélica (por 0.0121 0.0103 0.0018 15.18%
10 mmHg)
(-0.0003,0.0190) (-0.0025,0.0176)  (0.0005,0.0033)  (-21.71,103.23)%
p=0.06 p=0.11 p=0.006 p=0.06
Glucosa (por 10 0.0066 0.0060 0.0006 9.63%
mg/dL)
(-0.0037,0.0146)  (-0.0042,0.0139)  (0.0001,0.0016)  (-57.30,81.50)%
p=0.19 p=0.23 p=0.02 p=0.19
HDL-colesterol -0.0211 -0.0191 -0.0020 9.34%
(por 10 mg/dL)
(-0.0367,-0.0071)  (-0.0352,-0.0053)  (-0.0035,-0.0006)  (2.72,28.57)%
p=0.006 p=0.01 p=0.002 p=0.008
Tabaguismo (si) 0.0674 0.0644 0.0030 4.46%
(0.0356,0.0989) (0.0329,0.0960)  (0.0008,0.0058) (1.10,10.72)%
p<0.001 p<0.001 p=0.006 p=0.006

Las cifras muestran el efecto total, el efecto directo y el efecto mediado (por ox-LDL) de cada factor de
riesgo cardiovascular como el aumento en la probabilidad de que el sujeto tenga una placa en la cardtida y
la proporcion del efecto total de cada factor de riesgo que Estd mediada por ox-LDL. Las cifras entre
paréntesis muestran el intervalo de confianza del 95% basado en bootstrap no paramétrico con 1000
repeticiones). Se usaron regresiones de Probit para modelar la probabilidad de placa. Los modelos fueron

ajustados por edad, sexo y colesterol LDL.
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Factores de Riesgo Cardiovascular que median parte de los
efectos de LDL-ox:

= Presion Sistolica 9.3% (p<0.001)

=  HDL-colesterol 8.4% (p=0.02)

Factores de Riesgo Cardiovascular

Aterosclerosis carotidea

r

LDL-oxidada

Factores de Riesgo Cardiovascular mediados por LDL-ox:
= | DL-colesterol 37.2% (p<0.001)

= Presion Sistolica 7.5% (p=0.002)

= Presion Diastolica 15.2% (p=0.06)

=  HDL-colesterol 9.3% (p=0.008)

=  Tabaquismo 4.5% (p=0.006)

Figura 6-2. Resumen de resultados en la representacion gréafica.

Discusion

En este estudio con 4069 participantes del estudio PESA con edades entre 40 y 55
afios, el LDL-ox se asocid con la presencia de placas carotideas independientemente de
los factores de riesgo cardiovascular tradicionales. Una fraccidn adicional de un supuesto
efecto del estrés oxidativo, representado por el LDL-0X, sobre la aterosclerosis carotidea
estd mediada por la presion sanguinea incrementada y niveles bajos de HDL-colesterol.
Curiosamente, una fraccion modesta de la asociacion de placas carotideas con presién
arterial sistolica, HDL-colesterol y tabaquismo, también fue a su vez mediada por LDL-
0X, lo que sugiere una compleja red bidireccional causal. A pesar de ello, mas de un tercio
de la asociacién de LDL-colesterol con aterosclerosis carotidea depende de estar

acompafiado de aumentos en LDL-ox. Por lo tanto, el LDL-ox plasmatico podria
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complementar de manera importante la informacién sobre el colesterol LDL como un

marcador de alto riesgo cardiovascular para la presencia de placas carotideas.

La oxidacion completa de LDL ocurre principalmente en el espacio subendotelial
de las arterias(181). Sin embargo, la primera modificacion oxidativa tiene lugar en la
sangre periférica; produciéndose la oxidacion de lipidos de LDL mientras que la ApoB
permanece solamente minimamente alterada(204). Estas particulas de LDL modificadas
contribuyen a la adhesion de los monocitos y la activacion de los macréfagos(204). La
siguiente etapa de oxidacion de la LDL ocurre en la intima, donde los LDL-0x son
capturados por los macréfagos a través de receptores “scavenger”, convirtiéndose
finalmente en células espuma(181). La modificacion oxidativa del LDL es el paso inicial
de la aterogénesis, teniendo un rol fundamental en las etapas posteriores de la evolucién
de la placa aterosclerética(179), incluso desempefiando un papel en la ruptura de la
placa(205). El LDL-ox plasmaético detectado en la etapa tardia de la aterosclerosis, podria
representar una liberacién de LDL-ox a la sangre periférica como consecuencia de la
rupture de placas. Eso explicaria el aumento de LDL-ox en sujetos con eventos
cardiovasculares agudos(182). En las personas jovenes, antes de la evolucion de la
aterosclerosis, el LDL-ox circulante puede reflejar el nivel de estrés oxidativo(31) v,
como tal, estudiarla proporciona una vision de la fisiopatologia de los factores de riesgo

y cémo producen la aterosclerosis.

Varios estudios longitudinales han reportado sobre la relacion entre el LDL-0x
plasmatica con estadios tardios de aterosclerosis y muerte cardiaca, aunque no todos
apoyan la asociacion encontrada(206). La relacion entre el LDL-o0x con aterosclerosis

temprana también ha sido estudiada(186,192-195,197,198), aunque esta etapa
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usualmente se ha estudiado a través de analisis transversales. Sélo Hulthe J. y cols.(195)
y Wallenfeldt K y cols.(186) proporcionaron datos longitudinales con cambios en el
grosor intima-media. Casi todos los estudios describen una asociacion independiente
entre LDL-ox y aterosclerosis después de ajustar por colesterol LDL vy otros factores de
riesgo cardiovascular. Sin embargo, la mayoria de ellos se centraron en sujetos entre la
sexta y octava década de la vida, y sélo algunos de ellos incluyeron sujetos méas jovenes
como parte de su muestra, a partir de los 40 afios de edad(193,197), pero no realizaron
andlisis estratificados especificos en sus participantes mas jovenes. Por el contrario, el
estudio ASKLEPIQOS, con 2524 sujetos entre 35 y 55 afios, es el Gnico cuyo limite de
edad superior coincide con el nuestro. Este estudio encontrd asociacion de LDL-ox con
placas carotideas en andlisis univariados pero la asociacion no alcanzo6 significancia
estadistica después de ajustar por los principales factores de riesgo cardiovascular(198).
En nuestro estudio, con 4069 sujetos entre 40 y 55 afios de edad, demostramos asociacion
independiente entre el LDL-ox Yy la aterosclerosis carotidea subclinica, lo que confirma,
a partir de datos clinicos humanos de estudios carotideos, las teorias originadas en
laboratorio que postulan que el LDL-ox esta involucrado en las primeras etapas de la

ateroesclerosis.

El aumento del LDL-ox se produce en asociacion con los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales(207). En la diabetes, el estrés oxidativo causado por la
enfermedad se ha propuesto como promotor de las lesiones cardiovasculares(208). El
tabaquismo aumenta el estrés oxidativo y LDL-0x(209) con un aumento en la expresion
de CD36 inducido por la nicotina que promueve la captacion de LDL-0x(210). También
la obesidad y el sindrome metabdlico son condiciones con altos niveles de estres

oxidativo(190). Curiosamente, ademas de su papel como mediador entre los factores de
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riesgo y las enfermedades cardiovasculares, el estrés oxidativo también se ha propuesto
como promotor de factores de riesgo cardiovascular. De hecho, se ha atribuido un papel
notable en el desarrollo de la hipertension(211). Nuestro analisis de mediacion muestra
que las vias que entrelazan los factores de riesgo cardiovascular, LDL-o0x y aterosclerosis
son de hecho intrincadas y confirman ambas direcciones previamente propuestas (Figura
6-2). Una fraccion del efecto aterosclerotico del LDL-0x puede explicarse por un aumento
de la presion arterial y, a su vez, parte del efecto de los trastornos lipidicos (colesterol
LDL alto y colesterol HDL bajo), hipertension y tabaquismo dependen de un aumento de
LDL-ox. La glucosa en ayunas, que se utiliz6 como indicador de los factores de riesgo
relacionados con la diabetes, no se asocio principalmente con la aterosclerosis carotidea
en este rango de edad, en la cual hubo un porcentaje muy pequefio de participantes
diabéticos, lo que impidi6 evaluar la mediacién porque no hubo un efecto total
significativo. Inspirados en la teoria oxidativa de la aterosclerosis, varios ensayos clinicos
de prevencion primaria han probado vitaminas antioxidantes con el objetivo de inhibir la
oxidacion de LDL y posteriormente limitar la aterosclerosis(212). Sus resultados
decepcionantes pueden estar relacionados con la bidireccionalidad que encontramos y la
modesta magnitud de los efectos compartidos entre los factores de riesgo cardiovascular

y LDL-ox, que fueron inferiores al 10%.

Las herramientas clinicas para la evaluacion de riesgos siempre son necesarias
para la toma de decisiones en la prevencion primaria. Varios estudios prospectivos han
reportadp sobre el papel de LDL-ox plasmatico como marcador predictivo de
enfermedades cardiovasculares agudas(200,213). Se observé que el 37,2% de la
asociacion del colesterol LDL con aterosclerosis carotidea depende de la presencia de

particulas de LDL-ox. ElI LDL-colesterol es el factor de riesgo, entre los probados, méas
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asociado con la aterosclerosis carotidea con odds ratio de 1,73 entre el cuartil mas alto y
el mas bajo. El colesterol LDL se utiliza ampliamente para el cribado del riesgo
cardiovascular, asi como un objetivo terapéutico. En nuestro studio hemos observado que
el efecto de LDL cholesterol depende de hasta un tercio del efecto de LDL-o0x, haciendo
de LDL-ox un buen candidato para ser afladido a los protocolos de perfil de riesgo basados
en lipidos, en particular cuando la imagen para identificar realmente la enfermedad
subclinica puede no ser factible. La importancia de este pardmetro sera posiblemente

confirmada cuando los datos prospectivos estén disponibles en la cohorte PESA.

Este estudio cuenta con técnicas estrictas de recopilacion de datos y de imégenes
utilizando procedimientos de control de calidad de vanguardia. Un tamafio de muestra de
aproximadamente 4000 sujetos espafioles de mediana edad asintométicos y métodos
estadisticos modernos ha permitido enmarcar el papel del LDL-ox plasmatico en la
aterosclerosis carotidea temprana en relacion con los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales. No obstante, el disefio del estudio es transversal, lo que limita la capacidad
de establecer que el vinculo independiente entre el estrés oxidativo y la aterosclerosis
carotidea subclinica es causal. Ademas, nuestros hallazgos sugieren bidireccionalidad en
la cadena causal de aterosclerosis (LDL-ox a hipertension o hipertension a LDL-0x) pero
la transversalidad no permite determinar cudl inicia el proceso, en particular en la
existencia implicita de mecanismos mas complejos y simultaneos. Los analisis de
mediacion involucran métodos que utilizan modelos lineales(214), los cuales, en este
estudio, aplicamos a la presencia de placas carotideas. Sin embargo, los analisis
preliminares en otros territorios produjeron relaciones no lineales mas complejas. Para
los modelos no lineales, la complejidad del analisis de la mediacion crece y los métodos

estan todavia en etapa de desarrollo(215), por lo que excluimos esos territorios de
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nuestros objetivos. Las regresiones se ajustaron para los principales factores de confusion
potenciales, pero es posible que todavia existan confusiones residuales debido a factores
de confusion no medidos o desconocidos. ElI LDL-ox en el plasma es uno de los
marcadores del estrés oxidativo y los estudios que utilizan un marcador diferente pueden
mostrar aspectos complementarios del proceso que vincula el estrés oxidativo y la
aterosclerosis. No sélo la seleccion de marcadores puede ser relevante, el método de
medicién de LDL-o0x, incluyendo los procesos de congelacion de la muestra(216), pueden
influir en los resultados finales, y estas diferencias de métodos tendrdn que ser
consideradas al resumir y comparar estudios. En cualquier caso, se utilizé un ensayo
basado en el anticuerpo monoclonal murino, mAb-4E6(203), el mismo que la mayoria de

los estudios clinicos previos sobre LDL-o0x han utilizado.

En conclusion, este estudio muestra que una mayor concentracion plasmatica de
LDL-ox se asocia con aterosclerosis carotidea subclinica temprana independientemente
de los factores de riesgo cardiovascular y, en particular, de la concentracién de colesterol
LDL. Las trayectorias causales entre el LDL-ox Yy los factores de riesgo cardiovascular
hacia la aterosclerosis son complejas y mutuamente dependientes. Nuestros hallazgos
contribuyen a la evidencia de que el LDL-ox refleja el primer paso de la modificacién
oxidativa de LDL en la sangre y podria ser un marcador temprano de aterosclerosis

subclinica en territorio carotideo.
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Resumen
La concentracion de ferritina esta asociada con el sindrome metabdlico, pero la

posibilidad de una asociacion no lineal no ha sido explorada. El objetivo del estudio es
analizar la relacion entre los niveles séricos de ferritina y el sindrome metabdlico en
varones adultos espafioles. Se realizd un andlisis transversal de los datos del estudio
Aragon Workers’ Health Study (AWHS). Los participantes fueron 3386 varones adultos
espafoles entre 19-65 afios de edad. Se excluyeron los participantes con ferritina> 500
ug/L, ferritina <12 ug/L o proteina C-reactiva> 10 mg/L. El sindrome metabdlico se
definid de acuerdo con la definicion de consenso del 2009 del IDF-TFEP, NHLBI, AHA,
WHF, IAS y IASO. La prevalencia del sindrome metabdlico fue del 27,1%. Se encontrd
una asociacion positiva entre las reservas de hierro elevadas, medidas como la
concentracion de ferritina serica, y el sindrome metabdlico y sus criterios. Los
participantes dentro del quintil m&s alto de ferritina sérica tuvieron un riesgo mayor que
aquellos en el quintil mas bajo para la obesidad central (OR = 1,88, IC del 95%: 1,46,
2,42), hipertrigliceridemia (OR = 2,15, IC del 95%: 1,69, 2,74) y sindrome metabdlico
(OR = 1,92, IC del 95%: 1,48, 2,49). La asociacion fue no lineal y se produjo a
concentraciones séricas de ferritina por encima de 100 pg/L (aproximadamente el
percentil 33). La ferritina también se asocidé con resistencia a la insulina, medida por
HOMA-IR (p tendencia <0,001). Nuestros resultados indican que la ferritina sérica se
asocia significativamente con el sindrome metabdlico y sus criterios (especialmente la
obesidad central y la hipertrigliceridemia), lo que sugiere que la ferritina podria ser un

marcador temprano de dafio metabolico en el desarrollo del sindrome metabdlico.
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Introduccion
El hierro es esencial para multiples procesos biologicos, entre los méas importantes

son el transporte de oxigeno y la inflamacion. El papel del hierro en la inflamacién esta
relacionado con la produccion de radicales libres y estrés oxidativo. Por otra parte, la
inflamacion crénica y el estrés oxidativo son importantes en la patogénesis y el progreso
del sindrome metabolico, y el hierro puede estar involucrado en este proceso. En los seres
humanos, la concentracion sérica de ferritina se correlaciona con las reservas de hierro
corporal, lo que da una medida méas exacta de las reservas que la cuantificacion directa

del hierro en el suero.

Estudios transversales han demostrado asociaciones de concentraciones elevadas
de ferritina sérica con sindrome metabdlico(217-219), hipertension, dislipidemia,
insulina en ayunas elevada, glucosa alta en sangre y adiposidad central(220). El aumento
de las concentraciones séricas de ferritina también se asocia con la resistencia a la
insulina, la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabolico en los hombres(221,222).
Estudios previos sélo han estudiado la asociacion lineal entre las reservas de hierro
elevadas y el sindrome metabdlico, y hay poca informacién sobre el nivel de ferritina en
el que esta asociacién comienza a aparecer, bajo la hipétesis de que la asociacién es no

lineal.

Se realiz6 un andlisis transversal de la asociacion de ferritina sérica y el sindrome
metabdlico en varones adultos espafioles participantes en el Aragon Workers 'Health

Study, utilizando métodos para detectar una relacion no lineal.
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Materiales y Métodos

AWHS es un estudio de cohorte longitudinal que estudia los factores de riesgo
cardiovascular y aterosclerosis subclinica(90) entre trabajadores de la fabrica General
Motors de Figueruelas (Zaragoza), Espafia. Todos los trabajadores fueron invitados a
participar, y 5456 participantes fueron reclutados al momento del analisis. Todos los
participantes dieron su consentimiento informado por escrito y el estudio fue aprobado
por el Comité de Etica para la Investigacion Clinica (CEICA) del Gobierno Regional de
Aragon. Nuestro analisis se restringié a los participantes varones (N=5104). La edad de
los participantes fluctuaba entre 19 y 65 afios. Un total de 1417 participantes fueron
excluidos por falta de datos: 436 para la ferritina; 212 para los criterios necesarios para el
diagndstico del sindrome metabolico (perimetro de la cintura, triglicéridos, colesterol
HDL, presion arterial y glucosa en ayunas); y 769 para las covariables relevantes (indice
de masa corporal, insulina, proteina C reactiva, hierro sérico e informacion sobre la
donacidn de sangre). Se excluyeron los participantes con proteina C-reactiva> 10 mg/L
(N=127) dado que la ferritina se eleva en los procesos inflamatorios agudos. También se
descartaron participantes con hierro sérico> 190 pg/dL o ferritina> 500 ug/L (N=144)
debido a hemocromatosis probable y aquellos con ferritina <12 pg/L (N=30). El tamaiio

final de la muestra fue 3386.

Coleccion de los datos

La informacion sobre género, edad, antecedentes de donacion de sangre, ingesta
de alcohol y uso de medicamentos se basO en entrevistas clinicas, cuestionarios y
autoinforme. La presion arterial se estimé como la media de tres mediciones consecutivas

realizadas con un esfigmomanometro oscilométrico automatico OMRON M10-IT
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(OMRON Healthcare Co. Ltd., Japdn), después de 5 minutos de descanso. El examen
fisico incluyd altura, peso y perimetro de la cintura, que se midio con el participante de

pie, en un plano en el punto medio entre el ilio y el borde costal.

Medidas de laboratorio

Se recogieron muestras de sangre venosa periférica después de un ayuno de 8
horas. Todos los ensayos bioquimicos se midieron en suero. La ferritina se midio
utilizando el kit Quantex Ferritin (BIOKIT, Espafia), que se basa en una reaccion
antigeno-anticuerpo detectada por turbidimetria en un analizador 1LABG650
(Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, EUA). Se midieron triglicéridos, colesterol
HDL, colesterol total, glucosa en ayunas, aspartato aminotransferasa (TGO) y alanina
aminotransferasa (TGP) mediante ensayos espectrofotométricos en el analizador
ILAB650, utilizando los kits del fabricante. La concentracion de insulina se midi6
mediante inmunoensayo en muestras congeladas en un analizador Access 2 (Beckman
Coulter, CA, EE.UU.) usando el kit ultrasensible del fabricante. La concentracion de
proteina C reactiva se midié mediante inmunoensayo turbidimétrico en un analizador
Beckman Coulter Immage (CA, EE.UU.) utilizando el kit de alta sensibilidad del
fabricante. El colesterol LDL se estim6 a partir de la formula de Friedewald(142), y
HOMA-IR (valoracion del modelo homeostético - Resistencia a la insulina) se calculd
como glucosa (mg/dL) multiplicada por insulina (mU/L) dividida por 405(123). La
extraccion de sangre y las mediciones antropométricas y bioguimicas en este estudio

fueron certificadas (1ISO 9001: 2008).
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Sindrome metabdlico

Los individuos fueron diagnosticados con sindrome metabdlico de acuerdo con la
definicién de consenso en la declaracion provisional conjunta del 2009 del IDF-TFEP,
NHLBI, AHA, WHF, IAS y IASO(143). El sindrome metabdlico se diagnosticé cuando
los sujetos cumplian al menos 3 de los 5 siguientes criterios del sindrome metabdlico:
perimetro de la cintura >102 cm, triglicéridos >1,7 mmol/L (> 150 mg/dL) o tratamiento
farmacoldgico para los niveles elevados de triglicéridos, colesterol HDL <1,03 mmol/L
(<40 mg/dL) o tratamiento farmacolégico para niveles bajos de colesterol HDL, presion
arterial elevada (presion sistolica >130 mmHg, presion diastolica >85 mmHg, 0
tratamiento antihipertensivo en un paciente con antecedentes de hipertension), e
hiperglucemia (glucosa > 5,6 mmol/L [>100 mg/dL] o tratamiento farmacoldgico para la
glucosa elevada). A partir de aqui se denotan estas variables con el sufijo MSC (criterio
de sindrome metabdlico) para distinguirlas de situaciones clinicas generales con el mismo

nombre.

Analisis estadistico

Los participantes se dividieron en quintiles de concentracién de ferritina
basandose en la distribucion de la muestra. Las transaminasas (TGO y TGP) se
clasificaron segln los valores de referencia (normal: <40 U/L, alto normal: 40-100 U/L,
y alto:> 100 U/L). HOMA-IR se transformd a logaritmo. Las diferencias de medias
ajustadas entre el quintil de concentracion de ferritina mas bajo y cada uno de los otros
quintiles se calcularon usando una regresion lineal multivariable. Para las variables
dicotomicas, las relaciones de odds ratio entre quintiles se calcularon mediante regresion
logistica multivariable. Los modelos fueron ajustados por edad (continua), historia de
donacion de sangre (como variable dicotdmica), actividad transaminasa (categorizada) y
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consumo diario de alcohol (continua) (Modelo 1). Los modelos se ajustaron
adicionalmente para los pardmetros del sindrome metabdlico continuo (perimetro de la
cintura, presion arterial sistdlica, presion arterial diastdlica, glucosa en ayunas,
triglicéridos y colesterol HDL) omitiendo algunos de ellos en el caso de introducir co-
linealidad (Modelo 2). Para explorar mas a fondo la forma de la relacion entre los niveles
de ferritina y el sindrome metabolico, se utilizaron splines cubicos restringidos con nudos
en los percentiles de concentracion de ferritina 5, 27,5, 50, 72,5 y 95 en un modelo
logistico ajustado de la misma manera que el modelo 1. Los cambios observados en la
pendiente se confirmaron con una spline lineal con nudos a 100 y 300 pg/L (percentiles
27,7 y 86,3). Para evaluar la importancia potencial de la inflamacion como factor de
confusidn de la relacién entre la ferritina y el sindrome metabdlico, se realiz6 un analisis
de sensibilidad ajustando nuestros modelos por proteina C reactiva. Todos los analisis

estadisticos se realizaron con STATA (version 11.1).

Resultados

Caracteristicas basales

La prevalencia del sindrome metabdlico en esta muestra fue del 27,1%. La
concentracion media de ferritina (desviacion estandar) fue de 201,4 (114,2) pug/L entre
los participantes del estudio con sindrome metabdlico y 163,8 (101,6) pug/L entre los que
no lo tenian. Los participantes con sindrome metabdlico tenian més probabilidades de ser

mayores (Tabla 7-1).
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Tabla 7-1. Caracteristicas de la poblacion estudiada y subpoblaciones con y sin sindrome
metabolico

Sin Con
Total Sindrome Sindrome Valor p
Metabolico Metabolico
N 3386 2469 917
Edad (afios) 48.9 (8.7) 47.6 (9.4) 52.2 (5.2) <0.001
Ferritina (ug/L) 174.0 (106.4) 163.8 (101.6) 201.4 (114.2) <0.001
Indice masa corporal (kg/m?) 27.6 (3.6) 26.6 (3.0) 30.3(3.6) <0.001
Perimetro de cintura (cm) 96.9 (9.7) 94.0 (8.4) 104.8 (8.8) <0.001
Colesterol Total (mg/dL) 212.0(37.6) 209.7 (37.2) 218.2(38.1) <0.001
Triglicéridos (mg/dL) 142.9(92.1) 120.8(71.2) 202.5(113.1) <0.001
Colesterol HDL (mg/dL) 52.7 (10.9) 54.5 (10.7) 47.8 (10.0) <0.001
Colesterol LDL (mg/dL)* 131.4 (31.9) 131.2(31.9) 132.0(32.0) 0.503

Presién arterial sistélica

(mmHg) 126.4 (14.4)  123.7(13.2) 133.9(15.1) <0.001

Presion arterial diastolica 834(98)  811(9.2) 80.4(89)  <0.001

(mmHg)

Glucosa en ayunas (mg/dL) 98.0 (18.0) 94.2 (14.1) 108.3 (22.6)  <0.001
HOMA-IR 1.7 (1.5) 1.4 (1.0) 2.6 (2.1) <0.001
TGO (U/L) 24.8 (10.6) 24.5 (11.6) 25.6 (7.3) 0.006
TGP (U/L) 27.8(128)  26.0(11.8)  324(14.3)  <0.001

Ingesta diaria de alcohol

(giemana) 65.2(59.8)  61.9(57.8)  74.0(63.9)  <0.001

Antecedente de donacién de

sangre (%) 17.9 18.4 16.4 0.162

Los datos se muestran como medias (desviacion estandar) para los parametros clinicos, fisicos y
bioquimicos. Para antecedente de donacion de sangre, porcentaje de donantes. Los valores de p se
calcularon a partir de pruebas t no ajustadas. *N=3313 debido a valores faltantes.
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Asociacion entre la concentracién sérica de ferritina y el sindrome

metabdlico

La concentracion de ferritina aumentd junto con la edad, el indice de masa

corporal, el perimetro de cintura, el colesterol total, los triglicéridos, la presion arterial

sistolica y diastolica, la glucosa en suero y el log-HOMA-IR y disminuy6 con el aumento

del colesterol HDL. La asociacion fue estadisticamente significativa después de ajustar

por edad, transaminasas, antecedente de donacion de sangre e ingesta de alcohol (Modelo

1).

Tabla 7-2. Medias crudas y diferencias ajustadas (IC del 95%) entre el quintil de ferritina
mas bajo (Q1) y los otros cuatro quintiles para los parametros fisiologicos relacionados

con el sindrome metabdlico

Quintil de concentracién de ferritina (intervalos en pg/L)

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Valor p
<83 83-127 128-180 181-261 >261 tendencia
N 681 680 672 677 676
Edad (afos) 49.0 47.7 48.5 48.8 50.3
Ferritina (pg/L) 51.4 104.8 152.6 217.6 344.7
Indice masa 27.01 27.08 27.42 27.72 28.69
corporal (kg/m2)
Diferencia 0.00 0.34 0.62 0.77 1.52 <0.001
ajustada
(Referencia)  (-0.02,0.70)  (0.25,0.98)  (0.40,1.13)  (1.15, 1.89)
Perimetro de 95.24 95.46 96.51 97.42 99.87
cintura (cm)
Diferencia 0.00 0.86 1.63 2.11 3.86 <0.001
ajustada
(Referencia)  (-0.10,1.83)  (0.65,2.61)  (1.12,3.09)  (2.86, 4.85)
Colesterol Total 208.22 209.22 211.88 214.00 216.66
(mg/dL)
Diferencia 0.00 3.19 5.15 6.44 7.17 <0.001
ajustada
(Referencia) ~ (-0.68,7.06)  (1.23,9.07) (2.50,10.38) (3.19, 11.14)

La primera linea de cada celda muestra la media cruda. La segunda y tercera lineas muestran las diferencias
ajustadas y su intervalo de confianza del 95% calculado a partir de un modelo lineal ajustado por edad,
antecedente de donacién de sangre, transaminasas y consumo de alcohol (Modelo 1). Los valores de
tendencia de p se calcularon a partir de un modelo que introduce los quintiles de ferritina como una variable
ordinal. *N=3313 debido a valores faltantes.
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Tabla 7-2. Medias crudas y diferencias ajustadas (IC del 95%) entre el quintil de
ferritina mas bajo (Q1) y los otros cuatro quintiles para los parametros fisioldgicos

relacionados con el sindrome metabdlico (continuacion)

Quintil de concentracion de ferritina (intervalos en pg/L)

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Valor p
<83 83-127 128-180 181-261 >261 tendencia
Trigliceridos 124.70 128.69 140.17 155.07 166.26
(mg/dL)
Diferencia 0.00 3.81 14.07 26.51 34.65 <0.001
ajustada
. (-5.85, (16.66, (24.73,

(Referencia) 13.48) (4.27, 23.87) 36.37) 44.58)
Colesterol
HDL(mg/dL) 53.78 53.18 52.78 51.44 52.29
Diferencia 0.00 -0.45 0.78 2.04 -1.33 0.002
ajustada

. ] ] (-3.24, - (-2.53, -

(Referencia)  (-1.62,0.73) (-1.97,0.42) 0.84) 0.12)
Colesterol 129.97 130.51 131.83 132.38 132.48
LDL(mg/dL)* ' ' ' ' '
Diferencia 0.00 2.62 3.45 3.39 2.08 0.226
ajustada

(Referencia)  (-0.72,5.95) (0.06,6.85) (-0.02,6.81) (-1.37,5.53)
Presion arterial 124.95 125.70 126.57 126.76 128.17
sistélica (mmHg)
Diferencia 0.00 1.04 1.55 141 2.03 0.013
ajustada

(Referencia)  (-0.47,255) (0.03,3.08) (-0.12,2.95)  (0.48, 3.58)
Presion arterial 82.24 82.60 83.36 83.65 85.03
diastélica (mmHg)
Diferencia 0.00 0.77 1.20 1.17 1.84 <0.001
ajustada

(Referencia)  (-0.21,1.75)  (0.20,2.19)  (0.16,2.17)  (0.83,2.85)
Glucosa en ayunas 96.54 96.80 98.26 98.18 100.37
(mg/dL)
Diferencia 0.00 0.40 1.31 0.77 2.09 0.040
ajustada

(Referencia)  (-1.48,2.28) (-0.60,3.21) (-1.14,2.69)  (0.15, 4.02)
Log-HOMA-IR 0.22 0.25 0.28 0.37 0.48
Diferencia 0.00 0.03 0.05 0.11 0.19 <0.001
ajustada

(Referencia)  (-0.04,0.10) (-0.02,0.12)  (0.04,0.17)  (0.12, 0.26)

La primera linea de cada celda muestra la media cruda. La segunda y tercera lineas muestran las diferencias
ajustadas y su intervalo de confianza del 95% calculado a partir de un modelo lineal ajustado por edad,
antecedente de donacién de sangre, transaminasas y consumo de alcohol (Modelo 1). Los valores de
tendencia de p se calcularon a partir de un modelo que introduce los quintiles de ferritina como una variable
ordinal. *N=3313 debido a valores faltantes.
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Para investigar una asociacion independiente de ferritina con determinados
criterios del sindrome metabdlico, se ajustod para cada criterio del sindrome metabolico
por los otros criterios del sindrome metabdlico (Modelo 2). Las diferencias ajustadas (IC
del 95%) fueron estadisticamente significativas para perimetro de la cintura [3,01 (2,06,
3,95) cm] y para los triglicéridos [ 27,84 (17,97, 37,70) mg/dl] (Tabla 7-3).

Tabla 7-3. Las diferencias ajustadas (IC del 95%) entre el quintil de ferritina méas bajo

(Q1) y los otros cuatro quintiles para las variables continuas utilizadas en la definicion
del sindrome metabdlico, ajustadas para las otras variables asociadas con el syndrome

Quintil de concentracion de ferritina (intervalo en pg/L)

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Valor p
<83 83-127 128-180 181-261 >261 tendencia
Perimetro de 0.00 0.61 1.15 1.40 3.01 <0.001
cintura (cm)*
(Referencia)  (-0.30,1.52)  (0.22, 2.08) (0.47, 2.33) (2.06, 3.95)
Triglicéridos 0.00 2.09 10.88 2278 27.84 <0.001
(mg/dL)** . . . . . .
(Referencia)  (-7.44,11.61)  (1.21,20.55) (13.05,32.50) (17.97, 37.70)
Colesterol HDL
(mg/dL)** 0.00 -0.23 -0.34 -1.49 -0.29 0.174
(Referencia)  (-1.37,0.92)  (-1.50,0.83)  (-2.67,-0.32)  (-1.48,0.90)
Presion arterial
sistélica 0.00 0.82 1.02 0.81 0.82 0.368
(mmHg)***
(Referencia) (-0.66, 2.30) (-0.48, 2.52) (-0.70, 2.33) (-0.71, 2.36)
Presion arterial
diast6lica 0.00 0.53 0.65 0.48 0.57 0.349
(mmHg)***
(Referencia) (-0.41, 1.48) (-0.31,1.61) (-0.49, 1.44) (-0.41, 1.55)
Glucosa en
ayunas 0.00 0.06 0.71 -0.00 0.98 0.392
(mg/dL)*
(Referencia) (-1.79,1.91) (-1.17, 2.60) (-1.90, 1.90) (-0.95, 2.91)

Las celdas muestran las diferencias ajustadas y su intervalo de confianza del 95% calculado a partir de un
modelo lineal ajustado por edad, antecedentes de donacion de sangre, transaminasas y consumo de alcohol
para todas las variables y ajustado para el resto de pardmetros; ** Perimetro de cintura, presién arterial
sistolica, presion arterial diast6lica y glucosa en ayunas; o *** Perimetro de cintura, Triglicéridos, HDL-
colesterol y glucosa en ayunas (Modelo 2). Los valores de tendencia de p se calcularon a partir de un modelo
que introduce los quintiles de ferritina como una variable ordinal.
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También se calcularon las odds ratios para el sindrome metabdlico y cada uno de
sus criterios para los quintiles de ferritina a través de un modelo logistico ajustado de la
misma manera que el modelo 1. EI OR ajustado (IC del 95%) para el sindrome metabdlico
comparando individuos en el quintil sérico de ferritina més alto con las de menor
valoracion fueron 1,92 (1,48, 2,49) (Tabla 7-4). EI modelo multivariable mostré una
relacion significativa entre la concentracion serica de ferritina y los criterios individaules
del sindrome metabolico (Tabla 7-4). El riesgo de todos los criterios individuales del
sindrome metabdlico aument6 con el incremento del quintil sérico de ferritina; sin
embargo, la significacion estadistica del criterio HDL-colesterol estuvo en el limite
(Tabla 7-4).

Tabla 7-4. Razones de odds ajustadas (IC del 95%) para la asociacion de la ferritina

sérica con el sindrome metabdlico y sus criterios (SMC), comparando el quintil de
ferritina mas bajo (Q1) con los otros cuatro quintiles.

Quintil de concentracién de ferritina (intervalo en pg/L)

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Valor p
<83 83-127 128-180 181-261 >261 tendencia
Obesidad central 1.00 1.12 1.23 1.37 1.88 <0.001

sSMc*
(Referencia)  (0.87,1.45)  (0.95,1.59) (1.06,1.77)  (1.46, 2.42)

Hipertrigliceridemia

SMC * 1.00 1.09 1.23 1.86 2.15 <0.001

(Referencia) (0.85,1.40) (0.96,1.58) (1.46,2.37) (1.69,2.74)

Nivels bajos de

colesterol HDL SMC * 1.00 0.90 0.90 1.20 118 0.054

(Referencia)  (0.66,1.22)  (0.67,1.23)  (0.90,1.61)  (0.88, 1.58)

Hipertension SMC 1.00 1.12 1.22 1.22 1.41 0.004
(Referencia)  (0.89, 1.41)  (0.96,1.54) (0.97,1.55) (1.1, 1.79)

Hiperglicemia SMC 1.00 1.10 1.12 1.29 1.49 <0.001
(Referencia) (0.87,1.40) (0.88,1.42) (1.01,1.64) (1.17,1.89)

Sindrome metabélico* 1.00 0.91 1.11 1.52 1.92 <0.001
(Referencia)  (0.69,1.20) (0.84,1.45) (1.17,1.98) (1.48,2.49)

Las celdas muestran las odds ratios ajustadas y su intervalo de confianza del 95% calculado a partir de un
modelo logistico ajustado por edad, antecedentes de donacién de sangre, transaminasas y consumo de
alcohol (Modelo 1). Los valores de tendencia de p se calcularon a partir de un modelo que introduce los
quintiles de ferritina como una variable ordinal. *N = 3382 en estos modelos todas las observaciones (4)
con niveles de TGO muy alto fueron eliminados dado que todos fueron positivos para el criterio probado.
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El modelo de spline cibico mostré una tendencia a la disminucién del OR para
sindrome metabolico en el tercio inferior de la distribucion de ferritina, mientras que se

observd un aumento pronunciado a niveles méas altos de ferritina (Figura 7-1y 7-2).
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Figura 7-1. Razén de odds ajustados (IC del 95%) para la asociacion del sindrome metabdlico con la
concentracion de ferritina. La ferritina se modelé como splines clbicas restringidas con nudos en los
percentiles 5, 27, 5, 50, 72, 5 y 95 de su distribucion. EI modelo de regresion logistica multivariable fue
ajustado por edad, antecedentes de donacion de sangre, transaminasas y consumo de alcohol (Modelo 1).
Las probabilidades de sindrome metabolico en el percentil 20 (82 ug/L) de la distribucion de ferritina fueron
utilizados como referencia. El histograma muestra la distribucion de las concentraciones de ferritina en la
muestra del estudio.
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Figura 7-2. Razdn de odds ajustadas (IC del 95%) para la asociacion de criterios del sindrome metabdlico
con la concentracion de ferritina. La ferritina se modelé como splines clbicos restringidos con nudos en
los percentiles 5, 27, 5, 50, 72, 5 y 95 de su distribucion. El modelo de regresion logistica multivariable fue
ajustado por edad, antecedentes de donacion de sangre, transaminasas y consumo de alcohol (Modelo 1).
Las probabilidades de sindrome metabolico en el percentil 20 (82 pg/L) de la distribuciéon de ferritina se
utilizaron como referencia. El histograma muestra la distribucion de las concentraciones de ferritina en la
muestra del estudio.
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Basandonos en las observaciones en el modelo de spline cubico, decidimos aplicar
una funcion spline lineal, con nudos a 100 y 300 pg/L de ferritina sérica. La inclinacion
de probabilidades para el sindrome metabdlico cambi6 significativamente a 100 pg/L
(p=0,048). La asociacion con concentraciones de ferritina inferiores a 100 pg/L no fue
estadisticamente significativa (p=0,525), mientras que a valores de ferritina entre 100 y
300 pg/L las probabilidades de sindrome metabdlico aumentaron a una tasa de 1,23 por
50 g/l de ferritina (p <0,001) (Figura 7-3 y Tabla 7-5). El ajuste de nuestros modelos por

proteina C reactiva no cambio sustancialmente las asociaciones encontradas.
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Figura 7-3. Regresion logistica de spline lineal para Sindrome metabdlico y concentracion de ferritina.

Tabla 7-5. Regresion logistica de spline lineal para Sindrome metabolico y
concentracion de ferritina

Niveles de Ferritina <100 pg/L 100-300 pg/L >300 pg/L
N 939 1984 463
Slope (OR por 0.93 1.23 0.97
incremento de (0.73,1.17) (1.14,1.32) (0.84,1.11)
50 pg/L)

Valor p 0.525 <0.001 0.618
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Niveles de Ferritina <100 pg/L vs 100-300 pg/L vs
100-300 pg/L >300 ug/L
p para diferencias en slope 0.048 0.011

Discusion

En este estudio, encontramos una asociacion positiva entre las reservas de hierro
elevadas y el sindrome metabdlico. Nuestros resultados muestran que la obesidad central
y la hipertrigliceridemia son los principales criterios independientes asociados con la
ferritina elevada y también muestran que la asociacion tiene un umbral potencial, con una

importante asociacion con sindrome metabolico detectada cuando los niveles de ferritina

sérica estan entre 100 y 300 pg/L.

Ha habido un interés considerable en la posibilidad de que el exceso de reservas
de hierro contribuya a la patogénesis del sindrome metabolico. Los niveles elevados de
ferritina sérica se han relacionado con diferentes condiciones de salud, como la
hipertension(223), obesidad central(224), valores mas altos de triglicéridos séricos y
niveles mas bajos de colesterol HDL(220,225). La sobrecarga de hierro es un predictor
del metabolismo anormal de la glucosa, la obesidad y la resistencia a la insulina(221,226).
El hierro se acumula en el tejido adiposo humano vy alli, el metabolismo del hierro se
asocia con las vias de la insulina(227). Ademas, la sobrecarga de hierro adipocitario
disminuye la expresion géenica de la adiponectina en asociacion con la resistencia a la
insulina en ratones(228), y la donacidén de sangre disminuye la HbAlc y mejora la

resistencia a la insulina en sujetos con alta ferritina y diabetes(229).
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La mayoria de los estudios previos, reportaron asociaciones entre las reservas de
hierro y el sindrome metabdlico. Jehn y cols.(218) evidenciaron una asociacion en entre
ferritina y criterios de sindrome metabdlico en una poblacién masculina, especialmente
hiperglucemia SMC e hipertrigliceridemia SMC. Yoo y cols.(230) encontraron una
asociacion con hiperglucemia SMC sélo en hombres y con triglicéridos SMC y bajo HDL
colesterol SMC s6lo en mujeres. Lee y cols.(231) encontraron una asociacion entre el
aumento de la ferritina y la hiperglucemia SMC y la hipertrigliceridemia SMC sélo en
los hombres. Nuestros resultados muestran asociaciones similares con hipertension SMC,
obesidad central SMC, hipertrigliceridemia SMC e hiperglicemia SMC, con asociaciones
mas pronunciadas a niveles de ferritina sérica por encima de 100 pug/L. Esta asociacion
fue independiente de la edad, antecedentes de donacién de sangre, transaminasas y
consumo de alcohol. La ferritina también se asoci6 con resistencia a la insulina (medida

como HOMA-IR).

Los estudios longitudinales prospectivos, relacionaron la concentracion de
ferritina con la incidencia de sindrome metabdlico en hombres y mujeres franceses(232).
Del mismo modo, un estudio de seguimiento de cinco afios en hombres coreanos encontrd
una asociacion fuerte y significativa de ferritina con el desarrollo del sindrome
metabdlico(233). Estos estudios y nuestros hallazgos sugieren que los altos niveles de
ferritina sérica o el metabolismo del hierro pueden jugar un papel causal en el desarrollo
del sindrome metabdlico; sin embargo, la ferritina sérica elevada podria ser causa o
consecuencia del sindrome metabdlico, ya que el hierro interfiere con la accion de la
insulina en el higado y la insulina estimula la absorcién de hierro por los adipocitos y los

hepatocitos(234).
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La ferritina, una proteina intracelular, es un biomarcador establecido de las
reservas de hierro corporal(235). El hierro y su homeostasis estan asociados con la
respuesta inflamatoria(236). En la hemocromatosis, la lesion hepética se asocia con
alteracion de la sensibilidad a la insulina en el higado y la disfuncion pancreética(237—
239). En modelos animales, el hierro participa en la formacion de radicales hidroxilo, y
un exceso de hierro puede conducir al estrés oxidativo celular, que puede disminuir la
capacidad de secrecion de insulina(240). Varios estudios han demostrado que la
sobrecarga hepética de hierro induce dafio hepético a través de la produccién de
malonildaldehido en la peroxidacion lipidica en la NAFLD (enfermedad hepética grasa
no alcoholica). Este metabolito puede activar las células estrelladas hepaticas, los
principales factores que contribuyen a la fibrogénesis(241,242). Nuestras observaciones
muestran que, por encima de un umbral, los aumentos de ferritina estan asociados con el
deterioro metabodlico, lo que sugiere que el trastorno metabolico en la hemocromatosis
podria ser parte de un continuo progresivo a partir de niveles mas bajos de hierro. Las
Unicas variables del sindrome metabdlico continuo asociadas independientemente con la
ferritina fueron el perimetro de cintura y los triglicéridos. La ferritina se asocia con
triglicéridos incluso en ausencia de sindrome metabdlico(243), y los triglicéridos
disminuyen después de la flebotomia terapéutica, independientemente de la glucosa
basal(244). Estas observaciones sugieren que la obesidad podria ser un factor adicional
que induce cambios funcionales hepéticos asociados con un aumento en el hierro y los
depositos de triglicéridos hepaticos. Los individuos en estadios avanzados de obesidad y
sindrome metabolico desarrollan NAFLD, que puede elevar ain mas los niveles de
transaminasas(241,242). La ferritina también esta elevada en la hepatitis aguda y cronica,
como consecuencia del dafio hepatico(245,246). Hemos ajustado nuestro analisis por

transaminasas con el fin de evitar la confusion con otras causas de dafio hepatico.
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Nuestros datos sugieren que la ferritina tiene potencial como marcador temprano del dafio
parenquimatoso en la obesidad y el sindrome metabdlico. Si aceptamos que el hierro
predispone al sindrome metabdlico, la confirmacion futura del umbral de 100 ug/L puede
ayudar a identificar a los pacientes que se beneficiarian de las intervenciones dirigidas al
hierro. Esto requeriria el desarrollo de terapias capaces de modular el hierro corporal a
este nivel casi normal. Incluso en los casos en que el hierro se eleva como consecuencia
del dafio hepético causado por lesiones relacionadas con el sindrome metabdlico intenso,
la restriccion de la asociacion con el rango mas alto de ferritina puede sugerir que la
presencia de esta elevacion sefiala un dafio mas intenso derivado de alteraciones del
metabolismo, y esto podria contribuir a las decisiones sobre si aumentar la intensidad de
la terapia para el sindrome metabolico en estas circunstancias en particular. Teniendo en
cuenta que dos tercios de nuestra muestra tenian ferritina por encima de 100 pg/L, estos
resultados sugieren la necesidad de estudios para definir mejor el nivel 6ptimo de hierro
tisular entre el amplio rango de valores normales y la viabilidad de manipular el hierro

corporal.

La ferritina es un reactivo de fase aguda, entre otros como la proteina C reactiva.
En nuestro analisis, se excluyeron los participantes con niveles elevados de proteina C-
reactiva, descartando asi los que tienen respuestas de fase aguda. Sin embargo, el
sindrome metabolico y la obesidad se asocian con el desarrollo de inflamacion crénica.
De hecho, los niveles de proteina C reactiva son ligeramente elevados en el sindrome
metabolico(247). El tejido adiposo libera mediadores proinflamatorios(132) que inducen
la produccién hepatica de proteina C reactiva(248). Sin embargo, nuestro analisis de
sensibilidad de ajuste por la proteina C reactiva indico que esta via de la inflamacion sélo

tiene una influencia menor en las asociaciones descritas.
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Capitulo VI1I. Asociacion de ferritina y sindrome metabdlico. Resultados del estudio Aragon Workers’
Health Study (AWHS)

Los puntos fuertes de este estudio incluyen el uso de datos de una cohorte que ha
sido estudiado usando procedimientos estrictos, tanto en la recoleccion de datos como en
muestras bioldgicas, que cumplen los criterios de certificacion de calidad 1SO. Las
limitaciones incluyen no haber realizado la identificacion de una causa genética
subyacente a altas concentraciones de ferritina y la restriccion del estudio a los hombres.
Ademas, el estudio tiene un disefio transversal que hace imposible inferir la causalidad.
Las diferencias en la edad, las transaminasas y la ingesta de alcohol entre las personas
con sindrome metabdlico y sin ella podria actuar como posibles factores de confusion
para la asociacion. Sin embargo, el ajuste de nuestro analisis para estas variables
proporciond diferencias y odds ratios que muestran asociaciones independientes de la
edad, la citolisis hepatica y la ingesta de alcohol. Disefiamos los nudos spline lineales

basados unicamente en la inspeccion visual de los spline cubicos.

Nuestros resultados muestran que la ferritina sérica se asocia con sindrome
metabdlico, mostrando asociacién independiente para los criterios diagnésticos de
obesidad central SMC e hipertrigliceridemia SMC. La asociacion con el riesgo de
sindrome metabdlico se ve sélo por encima de una concentracién de ferritina de
aproximadamente 100 pg/L (percentil 27,7). Se deben considerar futuros estudios para
demostrar el potencial de la ferritina sérica como marcador temprano del dafio metabdlico
asociado con el desarrollo del sindrome metabdlico. La ferritina sérica podria ser un

marcador particularmente valioso cuando los niveles estan entre 100 y 300 pg/L.
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CONCLUSIONES

Los recuentos de plaquetas y leucocitos de una muestra son importantes para
comparar el contenido de ADNmt entre diferentes pacientes cuando el nimero de

copias de ADNmt se estima a partir de sangre total.

El no tener en cuenta la relacion plaquetaria/leucocitos puede conducir a una
sobreestimacion del contenido de ADNmt provenientes de leucocitos y la
clasificacion erronea, lo que puede ocultar el significado de su variacion, ya que
el valor no corregido depende sustancialmente de las diferencias hematoldgicas.

Una férmula derivada de nuestro trabajo puede utilizarse para corregir sus valores.

Las concentraciones elevadas de LDL-ox estan asociados con el SM y sus
componentes independientemente de la obesidad central y la resistencia a la

insulina.

Los niveles de LDL-ox pueden reflejar los mecanismos basicos a través de los
cuales los componentes del SM se desarrollan y progresan en paralelo con la

resistencia a la insulina y podrian ser un signo temprano del desarrollo del SM

Mayor concentracion plasmatica de LDL-ox se asocia con aterosclerosis carotidea
subclinica temprana independientemente de los factores de riesgo cardiovascular

y, en particular, de la concentracién de colesterol LDL.

Las trayectorias causales entre el LDL-ox y los factores de riesgo cardiovascular
hacia la aterosclerosis son complejas y mutuamente dependientes. Nuestros
hallazgos contribuyen a la evidencia de que el LDL-ox refleja el primer paso de
la modificacion oxidativa de LDL en la sangre y podria ser un marcador temprano
de aterosclerosis subclinica en territorio carotideo.
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7. La ferritina sérica se asocia con sindrome metabdélico, mostrando asociacion
independiente para los criterios diagndsticos de obesidad central e

hipertrigliceridemia.

8. La ferritina sérica podria ser un marcador particularmente valioso cuando los

niveles estan entre 100 y 300 pg/L.
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