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INTRODUCCION



1) CONCEPTO DE ARTERIOESCLEROSIS:

La arterioesclerosis es la principal causa de morbimortalidad en los paises
Occidentales. Hasta el momento, se ha considerado que la base fundamental para el
desarrollo de esta enfermedad es la obstruccidn progresiva de los vasos sanguineos motivada
especificamente por la placa de ateroma. Se conocen varios factores que influyen de forma
positiva en la aparicién y crecimiento de dicha placa, como son el tabaquismo, la
Hipertension arterial, 1a Diabetes Mellitus y las Hiperlipemias. Con respecto a éstas ultimas,
se ha comprobado que tanto hipertrigliceridemias como hipercolesterolemias son situaciones
predisponentes al desarrollo de arterioesclerosis, si bien el efecto es mds evidente y rdpido
en las hiperlipemias relacionadas con un exceso de Colesterol plasmadtico, en concreto
aquellas en las que la fraccion de Colesterol incrementada corresponde a la denominada de

Baja Densidad (LDL).

Si atendemos a la clasificacion de Friedrikson de las hiperlipemias en relacion al
fenotipo expresado, las situaciones de mayor riesgo aterogénico, por implicar aumentos
séricos de la fraccién LDL-Colesterol, son las correspondientes a los fenotipos denominados
I1a y IIb. En la hipercolesterolemia fenotipo Ila tiene lugar exclusivamente un incremento de
la fraccién LDL, mientras que en la IIb se afiade una hipertrigliceridemia que se refleja en

un incremento de la fraccién de Colesterol de Muy Baja Densidad (VLDL).

Ahora bien, las mds recientes investigaciones estdn concediendo una importancia
creciente al papel de dos tipos de fenémenos inherentes a la circulacién sanguinea en el

desarrollo del proceso aterogénico:



Por un lado, las alteraciones que tienen lugar a nivel molecular en todos los elementos
implicados en la microcirculacion, es decir, el propio plasma, las células endoteliales y las

células sanguineas.

Por el otro, las alteraciones hemorreoldgicas, esto es, variaciones patoldgicas de las

propiedades fisicas de la circulacién de la sangre, como un fluido complejo que es.

Estos dos grupos de fendmenos hacia los que se orientan las nuevas lineas de
investigacion en arterioesclerosis en los dltimos afios no se refieren a situaciones pro-
aterogénicas en si mismas, sino que mds bien parece tratarse de procesos relacionados entre
si y comunes a muchas de las entidades que si son pro-aterogénicas, y que por tanto pueden

ayudarnos a comprender mds profundamente la génesis de este trastorno circulatorio.

En consecuencia, revisaremos a continuacién el estado de los conocimientos actuales

sobre estos fendmenos y su relacion con la hipercolesterolemia, motivo de nuestro estudio.
2) PATOGENESIS DE LA ARTERIOESCLEROSIS:

A) ALTERACIONES A NIVEL MOLECULAR:

El modelo mds recientemente publicado acerca de la influencia a nivel molecular del

Colesterol plasmdtico en el desarrollo de la placa de ateroma es el siguiente (1):



En la génesis de la lesidn arterioesclerdtica participan 4 tipos celulares diferentes: Las
células endoteliales, el misculo liso vascular, macréfagos y linfocitos. Todas ellas tienen una
capacidad de accion oxidante sobre la LDL circulante. Dicho proceso de oxidacién es un
fenémeno local de la lesién ateroesclerética y se debe a la accién de los radicales libres. En
este sentido, Halliwell (2) comenta la participacién del Oxido Nitroso (NO), secretado por
la propia célula endotelial. Conocemos que esta sustancia, cuando se encuentra en pequeiias
concentraciones, participa en la destruccién de organismos extracelulares fagocitados y es
mediador de algunos efectos de la inflamacién aguda. Por el contrario, a altas
concentraciones se le atribuye un claro efecto citotéxico. Hasta el momento, no disponemos

de datos ciertos acerca de su posible papel en la arterioesclerosis.

En el lado opuesto, existen sustancias con poder anti-oxidante que podrian contribuir
a contrarrestar este fenémeno. Por ejemplo, se ha demostrado este efecto en primates con

la Vitamina C.

El proceso habitual consiste en una internalizacién de la LDL por el macréfago, que
por este mecanismo se transforma en una célula espumosa. Ahora bien, en este punto puede

tener lugar la participacion de la denominada LDL-débilmente oxidada:

Esta sustancia es capaz de activar los genes para el Factor Quimiotictico de
Monocitos-1, tanto en células endoteliales como en miisculo liso y ademds favorece la unién
directa de Monocitos a c€lulas endoteliales. Posiblemente, ésta es la causa de que sean
precisamente los magnitudes las primeras células que penetran en la pared arterial al inicio

de la lesion arterioesclerética. Una vez localizados en este lugar, los propios magnitudes



transforman esta LDL-débilmente oxidada en LDL altamente oxidada, la cual es
posteriormente captada por los receptores scavengers de los macréfagos previamente a su

transformacidn en células espumosas.

Este papel del mecanismo de oxidacién en el proceso ateroesclerdtico explica
igualmente el conocido efecto anti-aterégeno de la fraccién de Alta Densidad (HDL) del
Colesterol, ya que los lipidos incluidos en dicha lipoproteina son mds rdpidamente
susceptibles de oxidacién que los de la LDL (3), lo que contribuye a una disminucién en la
produccion de LDL oxidada. Ademds, este efecto se ve reforzado por la accion de la HDL
de estimular la secrecion macrofdgica de Prostaciclina, sustancia de conocido poder
antiagregante y vasodilatador, mientras que similar efecto tiene la fraccién LDL con el

Tromboxano, sustancia que por el contrario tiene efecto vasoconstrictor y proagregante (4).

Tras este proceso metabdlico inicial, tiene lugar un proceso proliferativo, con
abundante participacién de factores quimioticticos y mitégenos (5), entre los cuales se han
comunicado los siguientes: Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), Factor Alfa
de Crecimiento y Transformacién (TGF-Alfa) y también su forma Beta, aunque de ésta se
ha descrito también la accién contraria anti-mitética, el Factor de Necrosis Tumoral Alfa

(TNF-Alfa) y el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PGDF).

El producto final estos procesos bioquimicos es el desarrollo proliferativo de una
placa en la pared vascular en la que se ven involucradas las cuatro lineas celulares
mencionadas, que en estadios mds avanzados puede llegar a sufrir una calcificacion que

incluso puede afectar a la pared vascular adyacente libre de ateroma, como parte del proceso



degenerativo, y que con su crecimiento facilitard la obstruccién del vaso afecto.
B) ALTERACIONES HEMORREOLOGICAS:

Desde los primeros trabajos de Ditenfass en 1968 (6) y los siguientes (7, 8, 9, 10)
sabemos que existen fendmenos intrinsecamente sanguineos, aparte los propiamente
vasculares, que pueden tener influencia en las alteraciones de la dindmica circulatoria. Dichos

fenémenos se engloban bajo el concepto de la hemorreologia.

B-1) CONCEPTO DE HEMORREOLOGIA:

 Debemos a Copley la introduccién de este término, definido como "la ciencia
concerniente a la deformacion y a las propiedades del flujo celular y plasmdtico de la sangre,
en sus dimensiones macroscopicas, microscépicas y submicroscdpicas y a las propiedades

reoldgicas de la estructura de los vasos con los cuales la sangre entra en contacto directo”.

De las miiltiples observaciones de que el flujo sanguineo depende, no sélo de la fuerza
bombeante del miocardio y de la resistencia al mismo que realiza el drbol vascular, sino
ademds de las propia resistencia al flujo de la sangre, deriva el creciente interés actual por

la Hemorreologia.

De las principales caracteristicas hemorreoldégicas de la sangre susceptibles de ser
estudiadas en un laboratorio y con mayor interés clinico, a saber, agregabilidad,

deformabilidad y filtrabilidad eritrocitarias y viscosidad sanguinea, es ésta tltima, por su



importancia y facilidad de medicidn, la que ha centrado nuestro estudio.
B-2) VISCOSIDAD SANGUINEA Y CONCEPTOS RELACIONADOS:

La viscosidad de un fluido se define como la resistencia de un sistema de conduccion
a la friccion entre dos capas adyacentes del mismo. Mds concretamente, se define como la
relacion entre la llamada Fuerza de Cizallamiento o Shear Stress (SS o Tau en el esquema)
y la Tasa de Cizallamiento o Shear Rate (SR o0 Gamma en el esquema) (Figura 1). La unidad

de viscosidad es el Poise, aunque para usos prdcticos se emplea el Centipoise (cps).

Se define un fluido como newtoniano cuando la relacién entre SS y SR a una presién
y una temperatura determinadas es constante. Por el contrario, un fluido se considera no
newtoniano o tixotrépico cuando dicha relacién no es constante. El plasma tiene un
comportamiento newtoniano. La sangre, por la sumacién de células, fundamentalmente los
eritrocitos, y el plasma, se considera un fluido no newtoniano, y ello se pone de manifiesto

fundamentalmente con bajas tasas de cizallamiento.

En Hemorreologia es fundamental el denominado fenémeno de Fahraeus-Lindqvist,
que consiste en que la viscosidad de la sangre a nivel capilar disminuye de forma progresiva
a medida que también disminuye el didmetro del vaso, hasta un dintel del mismo de 5
micras, punto por debajo del cual tiene lugar un aumento exponencial de la viscosidad, lo
que ha dado en denominarse Fenémeno de Inversién. Son posibles cambios en la viscosidad

interna del eritrocito los que explicarian dicho fenémeno.



Figura 1.- A: Relacibn entre Fuerza y Tasa de Cizallamiento en un

fluido newtoniano. B: Relacidén entre Tasa y Fuerza de Cizallamiento

en un fluido no newtoniano.



En cuanto a la medicidn de la viscosidad sanguinea, las lecturas mds aproximadas a
la situacion in vivo pueden obtenerse en la actualidad con los sistemas de viscosimetria
rotacional cono-placa introducidos en 1961 por Wells, Denton y Merrill. Los factores que

afectan a la viscosidad sanguinea pueden clasificarse en macro y microrreolégicos:

-FACTORES MACRORREOLOGICOS: Se incluyen el valor hematocrito, la
concentracion de proteinas plasmdticas, fundamentalmente globulinas y fibrinégeno y la

concentracidn de lipidos plasmdticos.

-FACTORES MICRORREOLOGICOS: Se consideran dos factores referidos al

hematie: la deformabilidad y la agregabilidad eritrocitarias.

La deformabilidad eritrocitaria es esencial para la circulacién de estas células a través
de los capilares, ya que el didmetro de los capilares mds finos oscila entre 3 y 5 micras,
mientras que el del hematie es de 7-8 micras; esto implica la adopcién por parte del eritrocito
de peculiares formas para su deformacién, lo que garantiza el comportamiento de la sangre
en estos territorios vasculares como un fluido simple, a menos que exista un trastorno en el
contenido del hematie o en su membrana que altere esta deformabilidad. Esto es todavia mds
importante si consideramos que a estos niveles del drbol vascular no existen fibras
musculares lisas que pueden regular el tono del vaso, por lo que la circulacion depende
exclusivamente de las caracteristicas fisico-quimicas de la sangre. De este modo, el grado
de deformabilidad eritrocitaria es un factor clave para un adecuado aporte de oxigeno a los

tejidos.




En cuanto a la agregacion eritrocitaria, se trata de un fenémeno fisiolégico y
reversible que se favorece sobre todo en la microcirculacion, donde existen bajas fuerzas de
cizallamiento y que debe distinguirse del fenémeno de aglutinacién, que no es fisioldgico ni
reversible. Esto da lugar a los denominados rouleaux o agrupamientos de hematies en forma
de tirabuzones o apilamientos de monedas, mediante la formacién de puentes intercelulares
constituidos por fibrinégeno y globulinas. Muchas enfermedades circulatorias que originan
éstasis sanguinea favorecen este fendmeno de agregacién eritrocitaria, el cual a su vez da
lugar a un incremento en la viscosidad sanguinea, origindndose de esta forma un circulo
vicioso, ya que la hiperviscosidad de la sangre acentiia atin mds el enlentecimiento de la

circulacion.

B-3) ARTERIOESCLEROSIS Y VISCOSIDAD SANGUINEA:

Sobre la viscosidad sanguinea influyen las caracteristicas del drbol vascular, ya que
el didmetro del vaso influye directamente en la velocidad del flujo. Cualquier enlentecimiento
del mismo, por ejemplo por ateromatosis que produzca una disminucién de la luz vascular,
favorece un aumento de la viscosidad sanguinea, lo que a su vez favorecerd la isquemia
tisular. Esto obliga a los tejidos a activar su metabolismo anaerébico, cuyo resultado final
es una hiperproduccion de los Acidos Ldctico y Pirdvico y de Iones Potasio. Esto lleva
directamente a una situacién de acidosis e hiperosmolaridad, la cual empeora atin més la
capacidad de deformacidn eritrocitaria, cerrdndose de esta forma un circulo patoldgico cuyo

resultado final es la muerte del tejido afecto.

De este modo, comprobamos que todo deterioro hemorreoldégico tiene una gran



importancia en la fisiopatologia de la arterioesclerosis, mientras que la placa de ateroma por

si misma seria la desencadenante del proceso.

En este sentido, han sido publicados miiltiples trabajos que relacionan estados de
aumento de la viscosidad sanguinea con accidentes obstructivos vasculares, especialmente en

los territorios cerebral y miocdrdico, y especialmente durante la fase aguda de los mismos

(11, 12, 13).

B-4) VISCOSIDAD SANGUINEA E HIPERLIPEMIAS:

Asi como en otra situacion pro-aterogénica como es la Hipertensién Arterial si ha sido
ampliamente estudiada su relacion con estados de hiperviscosidad sanguinea (14, 15, 16), no

disponemos de tan amplia variedad de datos en situaciones de hiperlipemias.

Se han comunicado situaciones de hiperviscosidad sanguinea en situaciones de
hipertrigliceridemia (17, 18), fundamentalmente las secundarias, y de forma particular en la
asociada a Diabetes Mellitus. Del mismo modo, también se han descrito aumentos de la
viscosidad sanguinea en la hiperlipemia fenotipo II, existiendo datos controvertidos acerca
del papel que puede jugar aqui una disminucién de la deformabilidad eritrocitaria. En este
sentido, Poredos (19) descubre una relacién independiente entre el aumento del Colesterol
plasmdtico y la hiperviscosidad sanguinea, encontrando una correlacién negativa entre
viscosidad sanguinea y la tasa de HDL-Colesterol. Esta hiperviscosidad puede reflejar el
aumento del hematocrito y/o del fibrindgeno que suelen acompanar a la hipercolesterolemia,

o incluso el propio exceso de lipidos circulantes, pero es factible suponer que debe existir
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ademds un trastorno microrreolégico afadido, atin por determinar.

Una vez establecidas las bases de la participacion del eritrocito en la regulacion de
la viscosidad sanguinea y su relacién con el proceso ateroesclerdtico, es fundamental conocer
la fisiologia del 6rgano celular bdsico responsable del comportamiento microrreolégico de

esta célula, que es la membrana celular.

3) LA MEMBRANA CELULAR ERITROCITARIA:

A) COMPOSICION:

En base a estudios sobre "ghosts", o eritrocitos vaciados de su contenido por medios
osméticos, de los que se conserva intacta su membrana celular (20), podemos afirmar que

la composicién porcentual bdsica de la membrana eritrocitaria es la siguiente (21, 22):

-LIPIDOS: Constituyen entre el 30 y el 50% de la composicién total. Podemos

distinguir los siguientes constituyentes fundamentales:

-COLESTEROL: Representa el 25-30% del total. Predomina en la capa externa de
la membrana. Se interpreta su papel como el de una molécula rellenadora de cavidades, en

equilibrio con el medio y con influencia en la permeabilidad al agua y solutos.

11



-GLICOLIPIDOS: Constituyen el 10% del contenido lipidico total.

-FOSFOLIPIDOS: Representan la fraccién lipidica mds importante, con un 60% del
total. Cuantitativamente, existe un predominio de la Fosfatidil-Colina (PC), que tiende a
situarse, junto con la Esfingomielina (SPH), en la capa externa de la membrana. Por contra,

los Aminofosfdtidos tienden a colocarse en el lado interno.

Se ha establecido que el rango de normalidad del cociente entre Colesterol y

Fosfolipidos totales es 0.8-1.2.

-ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS: En su cuantia existen variaciones
individuales. Su grado de saturacion parece estar en relacién con el aumento de la

concentracién de SPH y Glicolipidos.

-PROTEINAS: Incluyen proteinas estructurales, como la Estromatina, y proteinas

contractiles.

-CARBOHIDRATOS: Destacan la Hexosamina y el Acido Sidlico; este tltimo

participa en el control de la agregabilidad eritrocitaria.

12



B) ESTRUCTURA MACROMOLECULAR:

Como podemos apreciar en el esquema, los fosfolipidos de membrana se orientan en
forma de doble capa, con sus cadenas largas en dngulo recto con el plano de la membrana

y sus extremos polares frente al medio acuoso a ambos lados de la membrana.

El modelo actual mds satisfactorio de estructura de membrana es el mosaico fluido,
postulado por Singer y Nicolson en 1972 (23). Este modelo afirma que los fosfolipidos de
las membranas se hallan ordenados en bicapas formando una matriz fluida, debido a la
capacidad de las moléculas lipidicas individuales de moverse lateralmente, lo que ademds
concede a la membrana flexibilidad y una resistencia eléctrica caracteristicamente elevada y
una relativa impermeabilidad respecto a moléculas muy polares. Este modelo postula
asimismo que las proteinas son globulares y algunas de ellas se encuentran parcialmente
empotradas en la membrana, penetrando en la fase lipidica desde cada lado, mientras que
otras se encuentran totalmente sepultadas dentro de ella. La secuencia aminodcida de la
proteina y la localizacién sobre su superficie de los grupos R no polares de los aminodcidos
determinan la extension con que cada proteina globular penetra en el interior de la fase
lipidica. Las proteinas pueden difundir lateralmente en dos dimensiones dentro de la
membrana. Se supone que la viscosidad relativa de la bicapa lipidica es de 100 a 1.000 veces
superior a la del agua.

Este modelo interpreta satisfactoriamente muchas caracteristicas y propiedades de las

membranas bioldgicas. Es aplicable a membranas con contenidos de proteinas muy diferentes

13
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por unidad de superficie membranosa; explica la variacion de espesor de diferentes tipos de
membranas y permite interpretar la asimetria de las membranas naturales. También interpreta

las propiedades eléctricas y de permeabilidad de las membranas.

También se han determinado diferencias en el Cociente Colesterol/fosfolipidos a
ambos lados de la bicapa que podrian justificar ciertas asimetrias encontradas en los estudios

de electrodensidad.

Para estudios dindmicos de esta estructura se recurre a la formacién, mediante
agitacién ultrasénica en agua, de estructuras bilaminares, también llamadas lamelares o
liposomas. En base a los mismos, se ha llegado al conocimiento de ciertos mecanismos
funcionales de los lipidos de membrana, que afectan fundamentalmente al estado de rigidez

o fluidez de esta estructura.

Asi, se conoce la existencia de una llamada Temperatura de Transicion de Fase (Tc),
alrededor de la cual se mantiene una adecuada movilidad de la cadena hidrocarbonada,
mientras que con temperaturas por debajo de la misma, la membrana alcanza un estado de
rigidez casi cristalino, con movilidad casi nula. A esto iltimo se denomina Fenémeno de
Condensacién. Para una determinada clase de Fosfolipidos, la Tc depende de la naturaleza
de las cadenas hidrocarbonadas, de forma que, cuanto mds cortas y mds insaturadas sean,
mds baja es la Tc. El efecto de adicion de Colesterol a una bicapa fosfolipidica es que, en
un rango relativamente amplio de temperatura alrededor de la Tc, las cadenas se mantienen
en un estado intermedio entre el cristalino y el liquido, que se denomina fase intermedia de

gel. Esto ocurre en base a una interaccion de dos moléculas de Fosfolipido con cada
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molécula de Colesterol. Ello podria correlacionarse con el hallazgo de un descenso de la
permeabilidad de la bicapa lipidica comprobado después de forzar la incorporacién de
Colesterol a uno de estos liposomas de Fosfolipidos. Sin embargo, existen estudios en los que
no se han demostrado alteraciones significativas en otras propiedades, como la fragilidad
osmdtica eritrocitaria o la permeabilidad a solutos no i6nicos tras la eliminacién de hasta un

30% del Colesterol de eritrocitos humanos.

Hasta aqui, los datos mencionados son referidos a liposomas. Sin embargo, en células
normales no se ha demostrado la existencia de ninguna fase de transicién dependiente de
temperatura en la bicapa, mientras que si conocemos que la presencia de esteroles en la
misma influye en su permeabilidad, a través de un aumento de la fluidez de las cadenas
hidrocarbonadas. Asi, la presencia de Colesterol en la membrana eritrocitaria evita la
cristalizacién de la cadena hidrocarbonada a temperatura corporal, colaborando al

mantenimiento del estado de gel.

De todo lo anterior se deduce que la dindmica de la bicapa lipidica depende, no sélo

de su contenido en Colesterol, sino de las interacciones entre éste y los Fosfolipidos.

Se ha intentado cuantificar dicha interaccién mediante el cociente
Colesterol/Fosfolipidos, pardmetro que muestra alteraciones en determinadas entidades en las
que existe patologia celular morfofuncional. Asi, por ejemplo, en ciertas hepatopatias se de
un incremento del Colesterol de membrana eritrocitaria, llegando a producirse cocientes
Colesterol/Fosfolipidos de hasta 1.5, coincidiendo con un descenso de la fragilidad osmética

de estos eritrocitos. Por otro lado, se ha comprobado en ciertas leucemias un descenso del
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cociente Colesterol/Fosfolipidos, relaciondndose ésto con un aumento de la fluidez de

membrana en células afectas.

Es por ello que podemos considerar bésico el papel de los Fosfolipidos de membrana
eritrocitaria en cualquier alteracién que influya en el comportamiento dindmico del hematie
en la circulacién, por su importancia en los fenémenos que regulan la fluidez de membrana

y por lo tanto en la capacidad de deformacién celular.

4) FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA

Como puede apreciarse en los esquemas, la composicién quimica de los fosfolipidos
(23, 24, 25, 26, 27, 28) se basa en una molécula de glicerina, uno de cuyos grupos hidroxilo
primarios se halla esterificado por el dcido fosférico, mientras que los demds grupos
hidroxilo lo estdn por 4cido grasos. Se definen como compuestos anﬁpa’ticos, ya que estdn
constituidos por una cabeza polar, en la que se encuentran el dcido fosférico y el radical
especifico de cada fosfolipido, y una cola no polar, compuesta por las cadenas de los dcidos
grasos, siendo habitual que el saturado se coloque en el Carbono 1 y el insaturado en el 2

(ver esquema).
Los Fosfolipidos de membrana mds importantes son: Fosfatidil-Colina (PC),

Fosfatidil-Inositol (PI), Fosfatidil-Serina (PS), Fosfatidil-Etanolamina (PE) y Esfingomielina

(SPH).
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Figura 3.- A: Esquema general de la composicidén quimica de un

Fosfolipido.

B: Algunos Fosfolipidos importantes. C: Esfingomielina.



En la mayoria de células animales, el mds importante es la PC o Lecitina, en cuyo grupo
polar aparece el aminoalcohol Colina. En su sintesis participa un enzima Fosfatasa, la cual
actia sobre el Acido Fosfatidico para dar lugar a PC, previa formacién de un Diglicérido.
El aminoalcohol de la cabeza polar de la PE, también cuantitativamente muy importante en
células superiores, es evidentemente la Etanolamina. En cuanto a la PS, constituye el 5-10%
de la composicidn fosfolipidica total de membrana y en ella es el aminodcido Serina el que
se une al Acido Fosférico en el extremo polar de la molécula. Por un proceso de
decarboxilacion, puede dar lugar a PE. En el PI, el radical de la cabeza polar unido al
fosférico es azicar-alcohol ciclico Inositol. En cuanto a la SPH, contiene Fosforil-
Etanolamina o Fosforil-Colina en su grupo polar, y posee propiedades fisicas muy semejantes

alas de PE y PC.

La Figura 4 ilustra las posibilidades de interacciones entre estos compuestos, y de
ellos se deducen muiiltiples posibles variaciones metabdlicas que pueden acontecer en los

procesos patoldgicos que afecten a la membrana celular.

Los lipidos de la membrana eritrocitaria, no s6lo los Fosfolipidos, participan en una
dindmica de intercambio a nivel circulatorio con otras estructuras portadoras de lipidos como
mds adelante veremos y ello parece tener fundamental importancia a la hora de comprender
algunos de los pasos intimos del proceso arterioesclerético, de ahi nuestro interés en el
presente estudio. Por lo tanto, es prioritario establecer las bases tedricas de conocimiento

actual sobre este tema y a ello dedicamos el siguiente apartado.
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5) LIPIDOS DE MEMBRANA ERITROCITARIA Y SU PAPEL EN EL PROCESO

ARTERIOESCLEROTICO: CONOCIMIENTOS ACTUALES:

Tanto los Fosfolipidos como el Colesterol de membrana celular del eritrocito, tan
importantes como hemos visto en la regulacion de la fluidez de dicha membrana, estdn en
intercambio con el plasma circulante, como publica Engelmann (29). Este intercambio puede

realizarse, bien de forma espontdnea o bien mediante factores especificos de transporte (30).

Asi, Kozar (31) comunica que las membranas celulares son una importante fuente
potencial de fosfolipidos plasmdticos, existiendo una transferencia mediada por proteinas
hacia la HDL, lo cual constituye la via mds importante de transporte desde las células hacia
el plasma, pudiendo esto representar una posibilidad de intervencidn anti-ateroesclerdtica. Sin
embargo, Engelmann (29) afirma que los receptores de HDL no son importantes para la
salida de Colesterol celular mediado por HDL; en esto puede ser importante la composicion

en 4cidos grasos de los fosfolipidos de membrana celular.

Del mismo modo, Gold (32) sugiere que las interacciones Colesterol-Fosfolipidos no
son sensibles a ciertas alteraciones de membrana, como las modificaciones proteicas del
citoesqueleto o la eliminacién del mismo, o ciertos cambios fosfolipidicos, como los que

afectan al cociente SPH/PC.

Esta dindmica de intercambio de lipidos entre membrana celular y plasma parece
afectar a la propia composicién de la lesion arterioesclerdtica. En este sentido, Mukhin (33)

ha encontrado que las células de la lesion ateroesclerdtica tienen una mayor concentracion
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de lipidos que las zonas no afectas de la intima; concretamente, se han encontrado, en la capa
eldstica, aumentos de las concentraciones de Colesterol y sus ésteres, Triglicéridos y
Fosfolipidos. Este aumento no es proporcional, en comparacién con los lipidos tisulares, y

parece que la mayor participacidn en este fendmeno corresponde a la propia célula endotelial.

De la existencia de este intercambio cabe deducir la posible existencia de alteraciones
de la composicidn lipidica de la membrana celular eritrocitaria en todas aquellas situaciones

predisponentes a la arterioesclerosis. Apoyan esta hipétesis los siguientes hallazgos:

Kirkwood (34) ha encontrado aumentos de Colesterol y de la relacion
Colesterol/Fosfolipidos en células endoteliales cultivadas en presencia de LDL, influyendo
ésto en el fendmeno de adhesién a Polimorfonucleares y en la actividad procoagulante
celular. Lie (35) afirma que las apoproteinas se asocian preferentemente a la Fosfatidil-

Colina, sobre todo la Lp (a).

Por otro lado, Engelmann y sus colaboradores demuestran en su trabajo (36) que en
hipertrigliceridemias tiene lugar, por un lado en el plasma, aumentos de PC y descenso de
SPH, con un aumento del cociente PC/SPH del 50%, y por el otro en membrana
eritrocitaria, resultados similares, con un aumento del cociente PC/SPH del 20%, junto con
un descenso de la Fosfatidil-Etanolamina plasmalégena, lo cual podria estar en relacion con

una disminucién de la actividad anti-oxidante relacionada con la HDL.

Chetty (37) encuentra las siguientes alteraciones en las plaquetas de pacientes
hiperlipémicos:
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-Aumento de la agregabilidad plaquetaria.

-Aumento del contenido en Tromboxano B2 y Serotonina.

-En membrana plaquetaria, aumento del Colesterol y sus ésteres, de Fosfolipidos y
Triglicéridos, modificaciones en los Acidos grasos y un aumento del Acido Araquidonico
relacionado con el Fosfatidil-Inositol (esto ultimo juega un probable papel en el referido

aumento de Tromboxano).

Hallazgos similares encuentra Hochgraf (38), quien comunica, en plaquetas de
pacientes hipercolesterolémicos, aumentos de las relaciones Colesterol/Fosfolipidos y
PC/SPH, con aumento en la tendencia a la agregacién. Las alteraciones que Engelmann y
colaboradores (39) encuentran en la membrana eritrocitaria de pacientes hiperlipémicos y que
se refieren a aumentos en la concentracién de PC y descenso de la SPH, parecen estar en

relacion con una aceleracion del transporte de membrana Sodio/Litio.

Lupu (40) ha comunicado que la exposicién del endotelio arterial a lipidos provoca
un aumento en la concentracidn de Fosfolipidos aniénicos en la capa externa de la membrana,
lo que conlleva un aumento de la actividad pro-coagulante. Este trastorno se ha comprobado
en animales hiperlipémicos en base a la demostracién de un aumento de los complejos de

proteasa anti-trombina circulantes.

Los estudios de Lucio (41) sobre ratas con hipercolesterolemia alimentaria demuestran
un aumento del 45% del cociente Colesterol/Fosfolipidos en membrana eritrocitaria, lo que

sin embargo sélo supone un ligero descenso en la fluidez de membrana.

23



Una aportacion importante en este sentido lo constituyen los hallazgos descritos en
el conejo de Watanabe (42), que supone un modelo animal de hipercolesterolemia familiar.

Se encuentran en este espécimen:

-Aumento de Fosfolipidos totales en aorta, primero de SPH, con aumento de su contenido
en dcidos grasos insaturados, lo que posiblemente es un fenémeno que trata de contrarrestar
el descenso de fluidez de membrana provocado por el aumento de Colesterol, y en segundo
lugar, de PC.

-Aumento, en relacion con la PC, de un precursor del Factor Activador Plaquetario (PAF).

-Aumento de Liso-PC, que es un potente factor quimiotdctico para magnitudes.

Pomerantz (43) postula una participacién del Colesterol de las células musculares de
la pared arterial en la expresién genética o post-transcripcional de la Ciclo-oxigenasa, lo que
evidentemente podria repercutir en la sintesis de determinados lipidos de membrana y en el

equilibrio de los procesos de agregacion/anti-agregacion.

Todos los hallazgos descritos permiten suponer que existen ciertos cambios en la
composicion lipidica de la membrana eritrocitaria en situaciones de hiperlipemia, los cuales
podrian intervenir en las alteraciones hemorreoldgicas que tienen lugar en dichas situaciones.
Esto viene ademds apoyado por los estudios de Poredos (19), que descubre una relacion
independiente entre el exceso de Colesterol plasmdtico y el aumento de Viscosidad
Sanguinea, encontrando una correlacién negativa entre dichos valores de Viscosidad y los de
HDL-Colesterol. Del mismo modo, Rosenson (18) encuentra correlaciones positivas entre

Viscosidad Sanguinea, Triglicéridos y Fibrindgeno. Ademds, existen datos, ya comentados
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(17) acerca de que el decremento de los Triglicéridos séricos en la Hiperquilomicronemia
familiar se acompaiia de un descenso de la Viscosidad Sanguinea en sangre completa y en
plasma sin células, asf como un descenso de la agregabilidad eritrocitaria, que incluso puede

normalizarse en esta situacién.

Por tiltimo, citamos la publicacién de Vaya (44), que postula que posible cambios en

la membrana eritrocitaria, y no sélo los que afectan a Fibrinégeno y Apolipoproteinas,

pueden favorecer un aumento en la tendencia a la agregacién plaquetaria en las hiperlipemias.
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HIPOTESIS



Las referencias bibliograficas citadas permiten suponer que en las hipercolesterolemias deben
tener lugar ciertos cambios en la composicion lipidica de Ia membrana eritrocitaria, al igual
que se dan en otras membranas celulares y en las células de la lesion ateroesclerética, todo

ello en base a los demostrados intercambios lipidicos entre estos compartimentos.

Dado que todo cambio en la composicién lipidica de la membrana eritrocitaria puede
repercutir en las propiedades fisicas de la misma, cabe suponer también que el aumento de
viscosidad sanguinea que se describe en las hipercolesterolemias no se debe tan sdlo al
aumento de Colesterol plasmdtico sino a una alteracién del comportamiento de la membrana
eritrocitaria en la circulacién, lo que en definitiva contribuye a las alteraciones

hemorreoldgicas que se dan en estos pacientes.

En suma, hemos pretendido encontrar alteraciones en la composicién lipidica de la
membrana eritrocitaria y concretamente en sus Fosfolipidos, dada la importancia cualitativa
y cuantitativa de los mismos, en pacientes con hipercolesterolemias primarias, que pudieran

justificar las anomalias reoldgicas conocidas en esta enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS



1) MATERIAL:

Relacionamos a continuacién de forma detallada los materiales, aparatos y sistemas

que fueron necesarios para la realizacién de nuestro estudio:

A) MATERIAL FUNGIBLE:

-Jeringas y agujas de uso clinico habitual para extraccién de muestras de sangre venosa.
-Tubos de Hematologia VACUTAINER con EDTA.

-Tubos cénicos milimetrados.

-Sellante de Tubos PARAFILM.

-Tubos de lectura CUVETTES.

-Tubos Eppendorf.

-Sistema de puncién Abbocath n° 18.

-Pipetas Pasteur.

-Filtros para solucién lipidica MINISART RC 15 de 0.2 micras.

B) REACTIVOS:

-Suero salino fisioldgico 0.9%.
-Cloroformo.

-Metanol.

-Acido Orto-Fosférico 85%.

-Agua destilada.

27



C) APARATOS Y SISTEMAS:

-Jeringas de precision HAMILTON.
-Pipetas automdticas HTL.
-Sistema de filtracion para reactivos de Cromatografia:
-Bomba ABM Modelo VDE 0530.
-Matraces AFORA.
-Filtros de Nylon de 0.2 micras LIDA.
-Centrifugadora para preparacién de solucién desplasmatizada de hematies marca ORTO.
-Centrifugadora para extraccion de Fosfolipidos marca SELECTA.
-Sistema de agitacién de muestras modelo VORTEX.
-Viscosimetro Rotacional cono-plato modelo LVTDCP de WELLS-BROOKFIELD.
-Sistema de autoanalizadores para determinaciones bioquimicas del Servicio de Bioquimica
del Hospital Universitario Virgen Macarena.
-Sistema de recuento hematoldgico COULTER modelo STKS del Servicio de Hematologia
del Hospital Universitario Virgen Macarena.
-Estufa de laboratorio SELECTA.
-Ultracongelador REVCO.
-Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) de BECKMAN, compuesto
por:
-Médulo programable de Solventes 126.
-Mddulo de deteccién ultravioleta 168.
-Ordenador IBC. Programa GOLD versién 7.11.
-Columna BECKMAN Ultrasphere-Silica, de 5 micras de didmetro de poro, 4.6 mm

de didmetro interno y 25 cm de longitud.
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2) POBLACION DE ESTUDIO:
A) CASOS:

Se incluyeron 45 pacientes, 25 hombres y 20 mujeres, con un rango de edad entre 19

y 62 afios, y una media de 42 afios.
Se trataba de pacientes seleccionados de entre los atendidos en la Unidad de Lipidos
del Hospital Virgen Macarena de Sevilla, cuya drea corresponde con la zona Norte de la

capital y su provincia.

Todos ellos habian sido previamente diagnosticados de una hipercolesterolemia
primaria fenotipo Ila, es decir, con un exceso de Colesterol plasmdtico a expensas de su

fraccion LDL.

Para su inclusion en el estudio, los pacientes debieron cumplir los criterios siguientes:

-Colesterol sérico total superior a 250 mgr/dl.
-Cifra de LDL-Colesterol en suero superior a 150 mgr/dl.

-Normalidad de las cifras de VLDL-Colesterol y Triglicéridos.
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-Ausencia de otras patologias, metabdlicas u orgdnicas.

-Ausencia de tratamiento hipolipemiante.

B) CONTROLES:

Se incluyeron en el estudio 45 controles, 21 hombres y 24 mujeres, con un rango de

edad de 22 a 58 afos y una media de 41 afios.

En este grupo se incluyeron sujetos completamente sanos.

3) METODOS.

A) MEDICION DE LA VISCOSIDAD SANGUINEA:

Previamente a la medicién, debe conectarse el calentador del viscosimetro, encargado
de mantener una temperatura de 37° C en la cazoleta de depdsito de la muestra. Esta fue
obtenida a partir de sangre venosa extraida tras un ayuno de 12 horas y depositada en un tubo
de hematologia con EDTA como anticoagulante. Para lograr uniformidad en las mediciones,
el hematocrito de cada muestra debe corregirse al 40%. La medicién debe realizarse dentro
de las 4 horas siguientes a la extraccién, tiempo durante el cual puede conservarse la muestra

a temperatura ambiente.

Dado que nuestro interés residia en la medicién de la viscosidad sanguinea debida
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exclusivamente al componente celular de la sangre, realizamos un lavado de los hematies

siguiendo el proceso siguiente:

1.- Colocaciéon de la muestra en un tubo cénico milimetrado con el fin de determinar el

volumen y centrifugacién a 2.000 rpm durante 5 minutos.

2.- Extraccidn y deshecho del plasma sobrenadante.

3.- Adicién de suero salino fisiolégico hasta completar 10 centimetros cibicos de solucién,

mezclandolo con los hematies.

4.- Centrifugar a 2.000 rpm durante 10 minutos.

5.- Eliminacién del sobrenadante y la primera capa del infranadante, con aspecto de

“"algodén" o "nube", que contiene mayoritariamente células no eritrocitarias.

6.- Repetir los pasos 3, 4y 5.

7.- Anadir suero fisiol6gico hasta obtener un volumen igual al inicial.

De este modo, se obtiene una solucién desplasmatizada de hematies, de la cual se

debe tomar 1 cc. y depositarla en la cazoleta del viscosimetro.

El paso siguiente es conectar el rotor del viscosimetro directamente a 30 rpm, para
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conseguir una distribucién uniforme de la muestra. Tras esto, puede apreciarse que se
estabiliza, transcurridos unos segundos, la lectura digital del viscosimetro. Entonces, el paso
siguiente es realizar las lecturas colocando la velocidad del rotor de forma sucesiva a 60, 30,

12 y 6 rpm, lo que equivale, respectivamente, a las siguientes velocidades de

deformacién:450, 225, 90 y 45 seg-1.

Las lecturas digitales obtenidas fueron suministradas al programa matemdtico de
cdlculo de viscosidad del sistema Brookfield, el cual nos proporciond las diferentes
viscosidades a cada velocidad de deformacién, asi como la denominada Viscosidad de
Casson, que representa el cdlculo estimado de la viscosidad sanguinea a una elevacion

infinitesimal de la velocidad de deformacidn.

B) MEDICION DE FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA:

1) EXTRACCION:

Utilizamos una modificacion de la cldsica técnica de Folch (45, 46), que consistié en

los pasos siguientes:

1.- Tomar 1 ml. de la solucién desplasmatizada de hematies obtenida a partir de sangre

venosa extraida tras 12 horas de ayuno y depositarlo en un tubo de lectura Cuvette.

2.- Anadir 1 ml. de Metanol.
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3.- Agitar mediante Vortex durante 30 segundos, previo sellado del tubo con Parafilm.

4.- Afadir 2 ml. de Cloroformo.

5.- Agitar mediante Vortex durante 30 segundos, previo sellado del tubo con Parafilm.

6.- Centrifugar a 1.500 rpm durante 10 minutos.

7.- Tras el paso anterior, se obtiene la formacién de un codgulo y la formacién de dos capas

liquidas. La infranadante, donde se encuentra el extracto lipidico, es extraido mediante

aspiracion con jeringa y atravesando el codgulo con aguja de puncién Abbocath. La capa

sobrenadante y el codgulo fueron deshechados.

8.- El extracto obtenido fue filtrado utilizando filtros MINISART RC 15 de 0.2 micras de

poro.
9.- De cada muestra, se tomaron 500 microlitros y se depositaron en tubos Eppendorf, que
a su vez fueron colocados en estufa a 50° C para provocar la desecacion de la muestra

durante toda la noche siguiente.

10.- El extracto obtenido fue congelado para su conservacidn hasta la realizacién del anélisis,

a -80° C.
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2) ANALISIS HPLC:

Para la determinacién de Fosfolipidos de membrana, empleamos el sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) de Beckman, con las especificaciones

técnicas mencionadas anteriormente (35, 45, 47, 48).

El método de cromatografia fue isocrdtico, utilizando una fase mévil compuesta por
Acetonitrilo:Metanol: Acido Fosférico 85% con las proporciones 130:5:1.5. Esta mezcla fue
previamente filtrada y degasificada siguiente la técnica habitual para HPLC y empleando los

materiales citados en el apartado correspondiente.

Se aplicé un flujo de circulacién de la fase mévil de 2.9 ml/minuto, consiguiéndose

unas presiones medias de trabajo que oscilaron entre 1.2 y 1.7 Kpsi.

El detector ultravioleta fue programado para una longitud de onda de 203 nm.

Cada extracto desecado y congelado, una vez colocado a temperatura ambiente, fue
redisuelto con 20 microlitros de Cloroformo y sometido a agitacion mediante Vortex durante
30 segundos. De la solucién obtenida se tomaron 2 microlitros mediante aspiracion con aguja

de Hamilton y fueron inyectados al sistema HPLC.

Cada andlisis tuvo una duracién de 12 minutos. Tras la finalizacién de un grupo de
andlisis, columna y sistema eran sometidos a lavado haciendo pasar por su interior una

solucion de Metanol:Agua destilada 50:50.
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De este modo, obteniamos una grdfica de cada muestra, en la cual pueden apreciarse

6 picos principales, correspondientes, por orden de aparicién y como puede apreciarse en las

figuras, a los siguientes compuestos:

1) FRENTE DE INYECCION.

2) FOSFATIDIL-INOSITOL (PI).

3) FOSFATIDIL-SERINA (PS).

4) FOSFATIDIL-ETANOLAMINA (PE).

5) FOSFATIDIL-COLINA (PC).

6) ESFINGOMIELINA (SPH).

El programa Gold determiné cuantitativamente cada sustancia en base a una
integracion matemdtica del drea delimitada bajo cada pico, expresando los resultado en

microgramos/microlitro.

En cuanto al andlisis estadistico de los resultados,dado que las muestras no mostraban

una distribucién normal, utilizamos el Test Rank Sum de Mann Whitney para el andlisis

comparativo y el Test de Spearman en la bisqueda de correlaciones.

35



RESULTADOS



A) ANALISIS COMPARATIVO:

En la Figura 5 pueden apreciarse las diferencias en cuanto a los niveles de lipidos

plasmdticos que determinan las diferencias entre casos y controles.

Asi, las medias en el grupo de pacientes fueron las siguientes:

-Colesterol total (CT)= 297.27 mgr/dl. Error standard (ES)=5.93 mgr/dl.

-Fraccion de Colesterol de Alta Densidad (HDL)= 52.82 mgr/dl. ES= 2.26 mgr/dl.

-Fraccion de Colesterol de Baja Densidad (LDL)= 219.24 mgr/dl. ES= 5.87 mgr/dl.

-Fraccidn de Colesterol de Muy Baja Densidad (VLDL)= 109.96 mgr/dl. ES= 4.51 mgr/dl.

-Triglicéridos (TG)= 109.96 mgr/dl. ES= 4.51 mgr/dl.

-Cociente CT/HDL= 6.14. ES= 0.34.

En cuanto al grupo control, los valores medios de los lipidos plasmdticos fueron:

-CT= 191.8 mgr/dl. ES= 2.27 mgr/di.

-HDL= 51.36 mgr/dl. ES= 1.68 mgr/dl.
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-LDL= 114.96 mgr/dl. ES= 1.88 mgr/dl.

-VLDL= 25.49 mgr/dl. ES= 1.25 mgr/dl.

-TG= 93.07 mgr/dl. ES= 3.77 mgr/dl.

-CT/HDL= 3.88. ES= 0.11.

La diferencia del valor del cociente CT/HDL en pacientes con respecto a controles

queda reflejada en la Figura 6.

El estudio comparativo de los valores mencionados entre los dos grupos fué:

CT: T= 3060. p<0.0001.

LDL: T= 3060. p<0.0001.

HDL: Las diferencias entre los dos grupos no resultaron significativas (p=0.6).

VLDL: Las diferencias entre los dos grupos no resultaron significativas (p <0.8845).

TG: T= 2873. p=0.0051.

CT/HDL: T=2842. p<0.0001.
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1) VISCOSIDAD SANGUINEA:

La Figura 7 muestra las diferencias entre los valores obtenidos en ambos grupos y que

fueron los que se relacionan a continuacion:

I) CASOS:

-Viscosidad sanguinea a 60 rpm (VS 60)= 1.91 Centipoises (cps). ES= 0.06 cps.

-Viscosidad sanguinea a 30 rpm (VS 30)= 2.05 cps. ES= 0.06 cps.

-Viscosidad sanguinea a 12 rpm (VS 12)= 3.08 cps. ES= 0.1 cps.

-Viscosidad sanguinea a 6 rpm (VS 6)= 3.99 cps. ES= 0.12 cps.

-Viscosidad de Casson (VC)= 0.011647 cps. ES= 0.0005 cps.

1) CONTROLES:

-VS 60= 1.24 cps. ES= 0.03 cps.

-VS 30= 1.36 cps. ES= 0.09 cps.

-VS 12= 1.79 cps. ES=0.07 cps.
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-VS 6= 1.85 cps. ES= 0.11 cps.

-VC= 0.009578 cps. ES= 0.0003 cps.

A continuacién relacionamos los resultados del estudio comparativo de viscosidad

sangufnea entre casos y controles:

VS 60: T= 2964. p<0.0001.

VS 30: T= 1187. p<0.0001.

VS 12: T= 2969. p<0.0001.

VS 6: T= 1084. p<0.0001.

VC: T= 2379. p=0.0075.

Por tanto, existen diferencias significativas en la viscosidad sanguinea de origen

celular a todas las velocidades de cizallamiento en hipercolesterolemias en comparacidn con

pacientes sanos, en el sentido de un mayor valor de viscosidad en hipercolesterolemias.
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2) FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA ERITROCITARIA:

Los valores que se relacionan seguidamente quedan reflejados en la Figura 8.

En el grupo de casos se obtuvieron los siguientes resultados:

-FOSFATIDIL-INOSITOL (PI)= 10.11 microgramos/microlitro (mcgr/mcl.). ES= 0.71

mcgr/mcl.

-FOSFATIDIL-SERINA (PS)= 29.99 mcgr/mcl. ES= 1.83 mcgr/mcl.

-FOSFATIDIL-ETANOLAMINA (PE)= 36.26 mcgr/mcl. ES= 1.89 mcgr/mcl.

-FOSFATIDIL-COLINA (PC)= 36.32 mcgr/mcl. ES= 1.93 mcgr/mcl.

-ESFINGOMIELINA (SPH)= 1.29 mcgr/mcl. ES= 0.11 mcgr/mcl.

-Cociente PC/SPH= 35.12. ES= 2.75.

Los siguientes son los valores obtenidos en el grupo control:

-PI= 43.51 mcgr/mcl. ES= 2.67 mcgr/mcl.

-PS= 31.57 mcgr/mcl. ES= 2.49 mcgr/mcl.
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-PE= 27.03 mcgr/mcl. ES= 1.45 mcgr/mcl.

-PC= 14.26 mcgr/mcl. ES= 0.81 mcgr/mcl.

-SPH= 0.57 mcgr/mcl. ES= 0.05 mcgr/mcl.

-PC/SPH= 47.72. ES= 9.48.

El estudio comparativo entre ambos grupos did lugar a los resultados que se exponen

a continuacion.

PI: T= 3051. p<0.0001.

PS: No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(p=0.8401).

PE: T= 1626. p<0.0001.

PC: T= 3022. p<0.0001.

SPH: T= 1298. p<0.0001.

PC/SPH: No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(p=0.1083).
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En consecuencia, los pacientes con hipercolesterolemia tienen en su membrana
eritrocitaria concentraciones significativamente mayores de PE, PC y SPH, asi como un

descenso también significativo de la concentracién de PI, en comparacion con personas sanas.

La Figura 9 muestra la comparacién entre los valores medios del cociente PC/SPH

entre ambos grupos.

La Figura 10 corresponde a un cromatograma tipo de una persona sana.

La Figura 11 refleja un cromatograma tipo de un paciente con hipercolesterolemia.

Son especialmente notables, por un lado, el gran pico correspondiente a la PC, sobre todo

en comparacion con el correspondiente a la persona sana, y por el otro, un pico tan pequeiio

de PI que llega a ser inapreciable, circunstancia que no tiene lugar en el control sano.

B) ESTUDIO DE CORRELACIONES:

Segun el Test de Spearman las correlaciones fueron las siguientes:

1) CONTROLES SANOS:

I) Encontramos correlacion negativa entre los niveles de HDL 'y fosfolipidos de membrana

eritrocitaria, con los siguientes valores:
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HDL-PS:

Coeficiente de correlacion= -0.2996.

Valor de p= 0.04563.

HDL-PE:

Coeficiente de correlacion= -0.4295.

Valor de p= 0.0034.

HDL-PC:

Coeficiente de correlacion= -0.3455.

Valor de p= 0.0203.

HDL-SPH:

Coeficiente de correlacion= -0.4115.

Valor de p= 0.0051.
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IT) Encontramos correlacion positiva entre los valores de VLDL y algunos fosfolipidos de

membrana eritrocitaria. Los resultados son los que se relacionan a continuacion:

VLDL-PS:

Coeficiente de correlacion= 0.4427.

Valor de p= 0.0024.

VLDL-PC:

Coeficiente de correlacion= 0.3442.

Valor de p= 0.0208.

VLDL-SPH:

Coeficiente de correlacion= 0.3393.

Valor de p= 0.0227.
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IIT) Por iltimo, se hallaron también correlaciones positivas de los diferentes fosfolipidos de

membrana eritrocitaria entre s y de cada uno de ellos con el cociente CT/HDL:
PI-PS:
Cocficiente de correlacién= 0.567.

Valor de p= 0.

PI-PE;

Coeficiente de correlacion= 0.3793.

Valor de p= 0.0104.

PI-PC;

Coeficiente de correlacion= 0.502.

Valor de p= 0.
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PI-PC/SPH:

Coeficiente de correlacion= 0.3715.

Valor de p= 0.0122.

PI-CT/HDL:

Coeficiente de correlacion= 0.3467.

Valor de p= 0.0198.

PS-PE:

Coeficiente de correlacion= 0.547.

Valor de p= 0.
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PS-PC:

Coeficiente de correlacion= (.649.

Valor de p= 0.

PS-PC/SPH:

Coeficiente de correlacion= (.3482.

Valor de p= 0.0193.

PS-CT/HDL.:

Coeficiente de correlacion= 0.3753.

Valor de p= 0.0113.

PE-PC:

Coeficiente de correlacion= (.563.

Valor de p= 0.
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PE-CT/HDL:

Coeficiente de correlacion= 0.4619.

Valor de p= 0.0015.

PC-CT/HDL:

Coeficiente de correlacion= 0.3836.

Valor de p= 0.0095.

SPH-CT/HDL:

Coeficiente de correlacion= 0.4323.

Valor de p= 0.0031.

Evidentemente, también se encontraron correlaciones de PC y SPH, positiva la
primera y negativa la segunda respectivamente, con el cociente compuesto por ambos

(PC/SPH).
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2) HIPERCOLESTEROLEMIAS:

I) La gran cantidad de correlaciones comprobadas en los controles sanos se pierde en
el grupo de pacientes con hipercolesterolemia. Destaca el hecho de que desaparece la
correlacién entre HDL y fosfolipidos de membrana eritrocitaria, pasando a ser los
Triglicéridos, tanto los predominantemente endégenos (VLDL) como los totales, los lipidos
plasmdticos que si guardan ciertas correlaciones, tanto con algunos valores de viscosidad
sanguinea como con algunos de los fosfolipidos, aunque en este wltimo caso, la correlacion
entre triglicéridos totales y dichos fosfolipidos es negativa. Asi, los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

VLDL-PC/SPH:

Coeficiente de correlaciéon= 0.3508.

Valor de p= 0.01837.

TG-VS 60:

Coeficiente de correlacion= 0.3732.

Valor de p= 0.01181.
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TG-VS 30:

Coeficiente de correlacion= (0.3352.

Valor de p= 0.0246.

TG-VS 12:

Coeficiente de correlacion=0.3442.

Valor de p= 0.0208.

TG-PI;

Coeficiente de correlacion= -0.3214.

Valor de p= 0.0314.

TG-PS:

Coeficiente de correlacion= -0.335.

Valor de p= 0.0246.
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II) Las correlaciones de los diferentes fosfolipidos de membrana eritrocitaria entre si no
resultaron tan amplias en los pacientes con hipercolesterolemia. Asi, s6lo pudimos comprobar

las dos siguientes:

PI-PC:

Coeficiente de correlacion= -0.305.

Valor de p= 0.0417.

PS-PE:

Coeficiente de correlacion= 0.4635.

Valor de p= 0.0014.
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DISCUSION



Previamente a la discusidn tedrica, debemos aclarar tres puntos acerca de la metodologia

empleada:

- En primer lugar, no hemos realizado medicién de viscosidad en sangre completa
porque se habria tratado de corroborar resultados ya publicados y porque intentdbamos
demostrar la influencia del propio eritrocito, sin la participacién de un plasma hiperlipémico,

en las alteraciones reoldgicas de estos pacientes.

La centrifugacién simple de la sangre con posterior eliminacién del sobrenadante y
la primera capa "nubosa" de células, asegura la obtencién de una solucion desplasmatizada

de hematies con una despreciable contaminacién por otras células hemdticas.

- Aunque algunos de los trabajos citados hacen referencia a un cociente
Colesterol/Fosfolipidos totales en membrana celular, en nuestro trabajo decidimos realizar
la medicién por separado de los Fosfolipidos mds importantes, por entender que
obtendriamos una informacién mds detallada, habida cuenta de la importancia relativa de cada

uno de ellos en el metabolismo y funcionamiento global de la membrana celular.

Por otro lado, la técnica de HPLC empleada supone una innovacién con respecto a
la mayoria de estudios publicados y una de las técnicas actuales mds sensibles para la
determinacién de sustancias orgdnicas en pequefias cantidades, lo que creemos que concede

una especial importancia a nuestros resultados.

- Elegimos la Hipercolesterolemia primaria fenotipo Ila por la ausencia de trabajos
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publicados en este aspecto sobre esta variedad de hiperlipemia, ya que hasta el momento han
sido estudiadas con profusion en el aspecto hemorreoldgico las hipertrigliceridemias, tanto
primarias como secundarias, y dentro de éstas iltimas las asociadas fundamentalmente con

Diabetes Mellitus.

Los resultados descritos apoyan nuestra suposicién de una intima alteracion de la
estructura de la membrana eritrocitaria junto con una tendencia a la hiperviscosidad sanguinea
de origen corpuscular, ademds del ya conocido origen plasmdtico, en pacientes con

hipercolesterolemia primaria.

Nuestros resultados demuestran que los pacientes con hipercolesterolemia primaria
sufren un aumento de viscosidad sanguinea de un doble origen: Por un lado, de origen
plasmdtico, ya previamente conocido y que se atribuye al afecto de la alta concentracion de
lipidos circulantes y por el otro, de origen corpuscular o celular y que se debe al efecto de
los eritrocitos, los cuales, como la célula circulante mds abundante, son los responsables

directos de este pardmetro.

Es especialmente notable que los mencionados incrementos de viscosidad sanguinea
aparecen a cualquier velocidad de cizallamiento o deformacién celular, sin bien son mds
notables cuanto mds baja es dicha velocidad. También se dieron diferencias significativas en
la Viscosidad de Casson. Estos hallazgos, extrapolados a la circulacién in vivo, nos hacen
concluir que estos pacientes sufren aumentos en su viscosidad sanguinea a cualquier velocidad
de circulacién de la sangre, haciéndose mds notable este efecto cuanto mds lento es el flujo

de la misma, fendmeno que se explica dentro del concepto de fluido no newtoniano que
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tenemos de la sangre, como ya mencionamos anteriormente.

Dado que la viscosidad sanguinea guarda una relacién directa con el grado de
deformabilidad del hematie y ésta depende a su vez de la fluidez de la membrana del
eritrocito, podemos pensar en una alteracién de las caracteristicas fisico-quimicas de dicha

membrana como tiltima responsable de esta alteracion.

Los hallazgos descritos en nuestros resultados en cuanto a modificaciones de la
composicion fosfolipidica de la membrana del hematie pueden suponer la explicacién de los

fendmenos descritos.

Asi, hemos detectado incrementos significativos en las concentraciones medias de PE,
PC y SPH, siendo especialmente importante el aumento de PC, asi como un marcado
descenso de la concentracion de PI. De estos hallazgos, aparece como de singular
importancia el marcado aumento de PC, no sélo por su posible efecto hemorreoldgico, sino
ademds por la existencia de enzimas iniciadoras del proceso trombético cuya actividad guarda

relacion con este fosfolipido y que se mencionan en este mismo apartado mds adelante.

Por otro lado, es necesario resaltar nuestros resultados en relaciéon con las
correlaciones entre los diferentes valores. De acuerdo a lo descrito, hemos comprobado que
los pacientes sanos guardan una correlacion inversa entre los niveles de fosfolipidos de
membrana, a excepcion del PI, y los de HDL circulante, de tal forma que el incremento de
unos coincide con descenso del otro, y viceversa. Esto se encuadra en el contexto de una

situacién no aterogénica y es el resultado de un mecanismo de homeostasis basado en
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intercambios lipidicos entre las lipoproteinas circulantes, las membranas celulares y las

células de la lesion ateromatosa, que ya han sido descritos anteriormente (29, 30, 31).

En situacién de hipercolesterolemia, y por lo tanto de pro-aterogénesis, estas

correlaciones se pierden, lo cual indica una pérdida del mecanismo regulador mencionado.

También hemos encontrado correlaciones, en este caso positivas, entre los niveles de
VLDL vy los fosfolipidos de membrana PS, PC y SPH en controles sanos, que tampoco
aparecieron en el grupo de casos, entre los cuales s6lo se demostrd correlacién positiva entre
la VLDL vy el cociente PC/SPH y una correlacién negativa entre los niveles de Triglicéridos
totales y los de PI y PS. Cabe interpretar estos resultados como incluidos en la pérdida del
mecanismo regulador mencionado, aunque el papel de la VLDL, como portadora
fundamentalmente de Triglicéridos enddgenos, asi como de los Triglicéridos totales en el

mismo es cuantitativamente inferior.

En el grupo de hipercolesterolemias hemos encontrado correlaciones positivas de los
Triglicéridos totales, y no el Colesterol total, con los valores de viscosidad sanguinea a todos
los valores de cizallamiento excepto a 6 rpm. Este hallazgo apoya el hecho de que la
hiperviscosidad sanguinea atribuible al exceso de colesterol circulante es poco significativa
en comparacion con la debida al resto de factores hemorreoldgicos. Esta correlacion no se

dio en controles sanos.

Por ultimo, en el grupo de controles sanos ha sido especialmente significativo el

hallazgo de la existencia de correlaciones positivas de cada uno de los fosfolipidos con los
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que le siguen en la secuencia metabdlica y de cada uno de ellos con el cociente CT/HDL.
Ademds, aparte de las correlaciones Idgicas de PC y SPH con el cociente PC/SPH, positiva
en el primer caso y negativa en el segundo, también hemos demostrado correlacidn positiva
entre este cociente y los valores de PI y PS. En el grupo de enfermos también se pierden
estas correlaciones, de forma que s6lo hemos demostrado una con cardcter positivo entre PS,
que es el fosfolipido que menor grado de diferencia muestra entre ambos grupos, y PE, asi
como una correlacion negativa, entre PI y PC, que hace referencia a las dos modificaciones
cuantitativamente mds importantes que tienen lugar entre los fosfolipidos de membrana de

los pacientes con hipercolesterolemia.

Esta serie de cambios inducen a pensar en una alteracién que puede situarse tanto en
los mecanismos bioquimicos intrinsecos del metabolismo de membrana celular como en
aberraciones del sistema de intercambio lipidico entre células endoteliales, células sanguineas
y lipoproteinas circulantes. Ambos tipos de trastorno juegan probablemente un papel atin por
determinar en las alteraciones descritas, las cuales repercuten a su vez en un empeoramiento
de las condiciones hemorreoldgicas de las hipercolesterolemias, influyendo por lo tanto en

una aceleracion del proceso aterotrombdtico.

Nuestro trabajo guarda de este modo relacién estrecha con muchos otros que conceden
importancia creciente al papel de la Reologfa y las condiciones de la microcirculacion en la
fisiopatologia de la Arterioesclerosis. En este sentido, es de destacar el estudio de Celermajer
y colaboradores (49), quienes utilizan ultrasonidos de alta resolucién para demostrar
disfuncién endotelial en nifios y adultos con riesgo de arterioesclerosis, ya en estadios previos

a la evidencia anatémica de formacién de la placa de ateroma. También han sido
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comprobadas alteraciones de la dilatacion dependiente de endotelio en pacientes
diagnosticados de angor pectoris pero con arteriografias normales. Segtin Pritchard (50), en
estas perturbaciones funcionales de la célula endotelial juegan un papel importante las

alteraciones de la dindmica lipidica inducidas por LDL.

Otros hechos que apoyan la intima relacién entre la disfuncién endotelial y el inicio del
proceso arterioesclerdtico son, por un lado, los publicados por Del Papa (51), que sugiere
que toda alteracidn de la integridad de la célula endotelial podria disparar la reaccién de
Anticuerpos anti-Fosfolipidos con vasos sanguineos, y por otro, el trabajo de Kochhar (52),
que implica al Colesterol de membrana como iniciador en el proceso de activacién de la
Fosfolipasa D-especifica de Fosfatidil Colina, que a través de la formacién de Acido
Fosfatidico darfa lugar a la sintesis de Fosfolipasa A2, en presencia de Calcio
extraplaquetario. Este mecanismo puede tener una especial relevancia, si consideramos
nuestro hallazgo de una PC especialmente incrementada en la membrana eritrocitaria de las

hipercolesterolemias.

Del mismo modo, se han comunicado multiples trabajos referidos a alteraciones de
composicién o funcionamiento de membranas celulares, incluida la eritrocitaria, en otras
situaciones diferentes de la hipercolesterolemia, pero indudablemente relacionadas con el

proceso arterioesclerético:

Asi, en nuestro pais, Ruiz-Gutiérrez (53) ha demostrado que en la Diabetes Mellitus Tipo
I o Insulin-dependiente se dan alteraciones en la composicién lipidica de la membrana

eritrocitaria que parecen guardar relacién tanto con los sistemas de transporte de Sodio como
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con un mal control metabdlico. Por su parte, Watala (54) encuentra las siguientes
modificaciones referidas a las lipoproteinas (LDL y HDL) de los pacientes diabéticos: Un
aumento de la Glicosilacién no enzimdtica, que guarda una correlacién positiva con la
Peroxidacion lipidica, un aumento del Cociente Colesterol/Fosfolipidos totales y un aumento
de la polarizacién de membrana, esto ultimo también en correlacion positiva con los tres
fendmenos anteriores. Precisamente en base a estos hallazgos, el mismo autor (55) teoriza
acerca del papel de estos fenémenos sobre la fluidez de la membrana lipidica en la Diabetes
Mellitus, considerando que no es suficiente un aumento del Cociente Colesterol/Fosfolipidos
para provodar un descenso de esta fluidez de membrana, sino que en dicho efecto deben
participar ademds otros factores, como la mencionada glicosilacién no enzimdtica, ademds
de otros cuya importancia quedarfa por estimar, como la concentracién de Vitamina E o las

alteraciones en la concentracion de Acidos grasos.

Por \ltimo, en el mismo sentido de las iltimas referencias bibliogrdficas, procede
citar la demostracion de Bruneau (56) que encuentra, aunque en células procedentes de
hepatomas, el papel que las mencionadas alteraciones de la composicién lipidica de la
membrana celular pueden tener en el fenémeno de la resistencia a Insulina. Del mismo
modo, Tong (57) y Devynck (58) interpretan el fenémeno de resistencia a la insulina como

un efecto de la alteracién de la dindmica de la membrana celular.

Por lo que concierne a otras situaciones relacionadas con la arterioesclerosis, son de
destacar las investigaciones realizadas en nuestro pafs por Montilla y colaboradores (59),
quienes demuestran las siguientes alteraciones en la membrana eritrocitaria de pacientes

hipertensos: Aumento del Colesterol total, con descensos en las concentraciones de SPH, PS
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y Liso-Fosfatidil-Colina, encontrando aumentado el Cociente Colesterol/Fosfolipidos. Este
trabajo no hace referencia a la poblacion estudiada en el nuestro, y la metodologia de andlisis

de membrana fue el método IATROSCAN.

En este mismo sentido, Razavian (60) sugiere un efecto acumulativo de las
hiperlipemias, tanto las relacionadas con exceso de Colesterol plasmdtico como las debidas
a aumento de Triglicéridos, sobre la hiperagregabilidad plaquetaria que de por si ya padece
el paciente hipertenso, y esto viene a apoyar nuestra suposicién de un importante papel de
la dindmica alterada de la membrana celular, no sélo en las plaquetas, sino también en los
eritrocitos, ya que conocemos que estas células también forman agregados y contribuyen por
tanto al proceso trombético. En iltima instancia, dicha alteracion dindmica de la membrana
serfa causada, al menos en una parte ‘muy importante, por una intima alteracién en su
composicion quimica, y mds concretamente en su composicion lipidica, que es, tanto en el

plano cuantitativo como funcional, la fraccién mds importante.

De forma similar a las situaciones pro-aterogénicas relacionadas hasta el momento,
destacan las modificaciones de la relacién Colesterol/Fosfolipidos de membrana eritrocitaria
descritos por Grinshtein (61) en la Insuficiencia Renal Crénica, y que se relacionan con un
aumento de la viscosidad de la bicapa lipidica de dicha membrana. Estos cambios guardan

relacion directa con los lipidos plasmdticos y no son modificables por didlisis.

En sintesis, en el inicio del proceso fisiopatoldgico de la Arterioesclerosis tiene lugar
una alteraciéon de la interrelacion dindmica entre las células endoteliales, las c€lulas

sanguineas y las lipoproteinas circulantes, que afecta de forma especial al contenido lipidico
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de todas estas estructuras y al intercambio de dichos lipidos entre las mismas. Es probable
que las diferencias lipidicas mencionadas se deban a alteraciones de la actividad de diferentes
sistemas enzimdticos, en el sentido de que algunos se muestren hiperfuncionantes en

detrimento de otros, lo que daria lugar a los desequilibrios fosfolipidicos enumerados.

Como ya hemos mencionado (52), los estudios de Kochhar apoyan el que dichos
desequilibrios enzimdticos pueden ser claves en el inicio de la actividad atero-esclerdtica y
pro-agregante. Es necesario resaltar en este punto la similitud, aunque no igualdad, entre las
alteraciones descritas en nuestro trabajo para hipercolesterolemias y las comunicadas en otras
situaciones favorecedoras de la arterioesclerosis, como la Hipertension Arterial o la Diabetes
Mellitus. Es evidente que quedan por dilucidar los mecanismos intimos de las alteraciones

expuestas.

Dado que el componente fosfolipidico es el méds importante desde el punto de vista
cuantitativo de la membrana celular, es plausible suponer que toda alteracién en dicho
componente repercutird en la fluidez de la membrana del eritrocito y por consiguiente en la

viscosidad sanguinea.

De este modo, la alteracion de los lipidos de membrana celular que tiene lugar en la
hipercolesterolemia, como ocurre en la Diabetes y en la Hipertensién, puede favorecer el

proceso arterioesclerdtico en una doble vertiente:

- Por un lado, en base a una alteracién del intercambio lipidico entre las células

endoteliales, las sanguineas y las lipoprotefnas que puede favorecer la activacion de sistemas
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enzimdticos con actividad proagregante.

- Por el otro, favoreciendo un aumento de la viscosidad sanguinea de origen
corpuscular o celular, que se afiade al que se debe a la propia hiperlipemia y que también

constituye, como es bien conocido, una situacién pro-trombdtica.

Por tltimo, es de resaltar que, si bien no conocemos atn los mecanismos bioquimicos
de estas modificaciones de lipidos celulares, si se han comunicado cambios inducibles por
diversos tratamientos de las enfermedades relacionadas con la arterioesclerosis. Asi, citamos

los siguientes:

Koenig (62) publica un efecto hemorreoldgico de la Lovastatina, que provoca una
disminucidn de la insudacién de los componentes plasmdticos en la pared arterial, sugiriendo

un papel desconocido en este proceso de la denominada Lipoproteina a ( Lp(a) ).

Beigel (63) comunica las siguientes modificaciones reoldgicas inducidas por la

Lovastatina:

- Mejoria de la filterabilidad.

- Normalizacién de la morfologia eritrocitaria.

- Aumento del Fibrinégeno plasmdtico.

- Aumento de la agregacidn plaquetaria inducida por ADP.

- Aumento del nimero de plaquetas, aumentando las de gran tamafio y sin que se

produzcan modificaciones en el porcentaje de agregacién plaquetaria.
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- No se apreciaron cambios en la viscosidad de sangre completa.

Paramonova y colaboradores (64) encuentran que los firmacos hipolipemiantes pueden
provocar modificaciones en el contenido fosfolipidico de las HDL, concretamente aumentos
de PC y de PE y disminucién de Liso-PC. Estos cambios podrian influir en una alteracién
del transporte reverso de Colesterol, con la 1égica influencia que ello tiene en los procesos

orgdnicos de control de la aterogénesis.

Schmitt (65) ha demostrado en su trabajo realizado sobre pacientes en didlisis que los
Acidos grasos omega-3 administrados a dichos pacientes en forma de suplementos dietéticos
se adhieren a los Fosfolipidos de membrana eritrocitaria y provocan de esta forma una
mejoria de las caracteristicas del flujo sanguineo. Esto viene a apoyar igualmente el
indiscutible papel de los fosfolipidos de membrana en el mantenimiento o alteraciones de las

caracteristicas reoldgicas de la microciculacién.

En suma, todos estos hallazgos nos son titiles para concluir la importancia del papel
de los Fosfolipidos de membrana eritrocitaria, y por extensién de todas las células, en el
inicio y desarrollo y también en la mejoria e incluso reversion del proceso arterioesclerético
Yy que nuestro estudio puede constituir un punto de partida fundamental para la investigacion

de nuevas pautas terapéuticas en esta enfermedad.
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CONCLUSIONES



1) Los pacientes con hipercolesterolemia primaria sufren un aumento de viscosidad
sanguinea de origen eritrocitario que se une a la hiperviscosidad debida exclusivamente

al exceso de lipidos circulantes.

2) Dicho aumento de hiperviscosidad sanguinea aparece en todas las velocidades de
deformacion o cizallamiento celulares, de lo que se deduce que in vivo se manifiesta a

todos los niveles circulatorios.

3) Asimismo, los pacientes con hipercolesterolemia primaria sufren alteraciones en la
composicién fosfolipidica de la membrana de sus hematies, consistentes en aumentos de
las concentraciones de fosfatidiletanolamina, esfingomielina y, fundamentalmente, de
fosfatidilcolina, junto con una marcada reduccién en la concentracién de Fosfatidil-

Inositol.

4) Estos hallazgos suponen una pérdida del estado de equilibrio de los fosfolipidos de

membrana entre si y con los lipidos circulantes.
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5) Dada la importancia cuantitativa de los fosfolipidos en el metabolismo y propiedades
fisicas de la membrana celular, estas alteraciones pueden originar una disminucién de
la fluidez de la membrana eritrocitaria y por consiguiente de la deformabilidad del
hematie, repercutiendo de esta forma en el fenémeno descrito de hiperviscosidad

sanguinea.

6) Las alteraciones descritas suponen una causa de deterioro de las condiciones
hemorreoldgicas de los pacientes con hipercolesterolemia y por lo tanto pueden

considerarse favorecedoras del proceso aterotrombdtico.

7) En base a estos hallazgos deben investigarse, en el campo de la terapéutica de la
hipercolesterolemia, posibilidades de tratamiento con repercusién sobre estas
alteraciones hemorreoldgicas, con el fin de disminuir la incidencia futura de fenémenos

obstructivos vasculares en estos pacientes.

71



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



1.- Leake DS. Oxidised low density lipoproteins and atherogenesis (Editorial). Brit Heart J

1993; 69: 476-8.

2.- Halliwell B. Free radicals and vascular disease: how much do we know? Brit Med J

1993; 307: 885S.

3.- Bowry VW, Stanley KK, Stocker R. High density lipoprotein is the major carrier of lipid
hydroperoxides in human blood plasma from fasting donors. Proc Natl Acad Sci USA Nov

1992; 89: 10316-20.

4.- Jambou D, Dejour N, Bayer P, Poirée JC, Frédenrich A, Issa-Sayegh M, Adjovi-
Desouza M, Lapalus P, Harter M. Effect of human native low-density and high-density
lipoproteins on prostaglandin production by mouse macrophage cell line P388D1: possible

implications in pathogenesis of atherosclerosis. Bioch Bioph Act 1993. 1168: 115-21.

5.- Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis: a perspective for the 1990s. Nature Apr 29

1993; 362: 801-9.

6.- Dintenfass L. Viscosity of blood at high haematocrits measured in microcapillary
(paralellplate) viscometers of r=3-30 microns. En Copley eds. Proceedings of the 1st
International Conference on haemorheology. Rekjavik. Oxford. Pergamon Press 1968; pp:

197-8.

7.- Dintenfass L. Blood microrheology-viscosity factors in blood flow, ischaemia and

72



thrombosis. (12 ed.). London. Butterworths 1971.

8.- Dintenfass L, Girolami A. Blood pressure and blood viscosity in coronary heart disease.

Lancet 1978; 2: 993-4.

9.- Dintenfass L. Hyperviscosity in hypertension. Oxford Pergamon Press 1981.

10.- Dintenfass L. Blood viscosity, hyperviscosity and hiperviscoseamia. (1? ed.). Lancaster.

MIP Press Ltd 1985.

11.- Moulias R, Congy F, Mercier M. L’elevation de I’hématocrite est-elle un facteur de
risque vasculaire cérébral? Ftude rétrospective chez 150 sujets ayant en un accident

vasculaire cérébral et chez 150 témoins appariés. Nouv Press Med 1982; 11: 567-70.
12.- Wood JH. Response to letter to the editors: Is the circadian change in haematocrit and

blood viscosity a factor triggering cerebral and myocardial infarction? Stroke 1987; 18: 813-

4,

13.- Yamamoto A, Niimi H, Tashiro M. Blood viscosity and RBC deformability in

cerebrovascular diseases. Jpn Soc Biorheol Abstr Clin Hemorheol 1981; 1: 399-400.

14.- Harris J, McLoughlin G. The viscosity of blood in high blood pressure. QJ Med 1963;

23: 451-64.

73



15.- Labiés M, Gabriel F, Vicente A. Agregacion eritrocitaria en la hipertensién arterial

esencial. Hipertensién 1993; 10: 80.

16.- Labids M, Gabriel F, Guirad V. Deformabilidad eritrocitaria en la hipertension arterial

esencial. Hipertensién 1989; 10: 79.

17.- Richter WO, Jacob BG, Ritter MM, Schwandt P. Treatment of primary

chylomicronemia due to familial hypertriglyceridemia by omega-3 fatty acids. Metabolism

1992; 41(10): 1100-5.

18.- Rosenson RS, Uretz E. Elevated blood viscosity in hyperlipidemic subjects: an

additional cause for atherothrombosis. Atherosclerosis X 1994. Abstr 19.

19.- Poredos P, Zizek B. Effect of hypercholesterolemia on plasma viscosity. Atherosclerosis

X 1994, Abstr 14.

20.- Dodge JT, Mitchell C, Hanahan DJ. The preparation and chemical characteristics of

Hemoglobin-Free Ghosts of Human Erythrocytes. Arch Biochem Biophys 1963; 150: 119-30.

21.- Coleman R, Finean JB. The Cell-Surface Membrane. En Florkin M. and Stotz E. H.

eds. Cytochemistry. Amsterdam. Elsevier Publishing Company 1968; pp: 99-126.

22.- Myant NB. Sterols in Biological Membranes. En The biology of Cholesterol and related

Steroids.London. William Heinemann Medical Books Ltd 1981; pp: 317-37.

74



23.- Lehninger AL. Lipidos, lipoproteinas y membranas. En Omega ed. Bioquimica (22 ed.).

Barcelona 1980: 285-314.

24.- Tappel AL. Lysosomas: Isolation Methods. En Marcel Florkin and Elmer H. Stotz eds.

Cytochemistry. Elsevier Publishing Company 1968: 78-81.

25.- Datta DB. A comprehensive introduction to membrane biochemistry. Floral Publishing.

Madison 1987.

26.- Myant NB. Chemistry. En The biology of Cholesterol and related Steroids. London.

William Heinemann Medical Books Ltd 1981: 3-51.

27.- Thompson GA. Phospholipid Metabolism. En Marcel Florkin and Elmer H. Stotz eds.

Lipid Metabolism. Elsevier Publishing Company 1970: 157-99.

28.- Michell RH, Harwood JL, Coleman R, Hawthorne JN. Phospholipid Metabolism.

Biochim Biophys Acta 1967; 144: 649.

29.- Engelmann B, Duhm J, Thiery J, Seidel D. Reversible alterations of plasma and red
blood cell phospholipid composition after low density lipoprotein apheresis. 62nd European

Atherosclerosis Society Congress Abstracts Book. Sep 1993: 120.

30.- Pownall HJ, Bick DLM, Massey JB. Spontaneous Phospholipid Transfer: Development

of a Quantitative Model. Biochemistry 1991; 30: 5696-700.

75



31.- Kozar RA, McKeone BJ, Pownall HJ. Mechanism of Cellular Phospholipid Efflux. J

Surg Res 1993; 55: 548-52.

32.- Gold JC, Phillips MC. Effects of membrane lipids and proteins and cytoeskeletal
proteins on the kinetics of cholesterol exchange between high density lipoprotein and human

red blood cells, ghosts and microvesicles. Biochim Biophys Act 1992; 1111(1): 103-10.

33.- Mukhin DN, Orekhov AN, Andreeva ER, Schindeler EM, Smirnov VN. Lipids in cells
of atherosclerotic and uninvolved human aorta. Lipid distribution in intimal sublayers. Exp

Mol Pathol 1991; 54(1): 22-30.

34.- Kirkwood A, Pritchard JR, Schwarz SM, Medow MS, Stemerman MB. Effect of low
density lipoprotein on endothelial cell membrane fluidity and mononuclear cell attachment.

Am J Physiol. 1991; 260(1 Pt 1): C43-9.

35.- Lie O, Lambertsen G. Fatty acid composition of glycerophospholipids in seven tissues
of cod (Gadus morhua), determined by combined high performance liquid chromatography

and gas chromatography. J Chromatogr 1991; 565: 119-29.

36.- Engelmann B, Streich S, Schontier UM, Richter WO, Duhm J. Changes of membrane
phospholipid composition of human erythrocytes in hyperlipemias. I. Increased
phosphatidylcholine and reduce sphingomyelin in patients with elevated levels of

triacylglycerol-rich lipoproteins. Bioch Biophys Act 1992; 1165: 32-37.

76



37.- Chetty N, Naran NH. Platelet hyperreactivity in hyperlipidaemia with specific reference

to platelet lipids and fatty acid composition. Clin Chim Act 1992; 213: 1-13.

38.- Hochgraf E, Levy Y, Aviram M, Brook JG, Cogan U. Lovastatin decreases plasma and
platelet cholesterol levels and normalizes elevated platelet fluidity and aggregation in

hypercholesterolemic patients. Metabolism 1994; 43(1): 11-7.

39.- Engelmann B, Duhm J, Schonthier UM, Streich S. Relations of sodium-lithium
countertransport kinetics to plasma and red cell membrane phospholipids in hyperlipidemia.

Atherosclerosis 1993; 99(2): 151-63.

40.- Lupu F, Moldovan N, Ryan J, Stern D, Simionescu N. Intrinsic procoagulant surface
induced by hypercholesterolaemia on rabbit aortic endothelium. Blood Coagul Fibrinolysis

1993; 4(5): 743-52.

41.- de Lucio Cazana FJ, Rodriguez Puyol M, Pérez Caballero J. Effects of dietary
hyperlipidemia-hypercholesterolemia on rat erythrocytes. Int J Vitam Nutr Res 1990; 60(4):

392-7.

42.- Hara A, Taketomi T. Characterization and change of phospholipids in the aorta of

Watanabe hereditable hyperlipidemic rabbit. Jpn J Exp Med 1990; 60(6): 311-8.

43.- Pomerantz KB, Summers B, Hajjar DP. Eicosanoid metabolism in cholesterol-enriched

arterial smooth muscle cells. Evidence for reduced posttranscriptional processing of

77



cyclooxygenase I and reduce cyclooxygenase II gene expression. Biochemistry 1993; 32(49):

13624-35.

44.- Vaya A, Martinez M, Carmena R, Aznar J. Red blood cell aggregation and prymary

hyperlipoproteinemia. Thromb Res 1993; 72(2): 119-26.

45.- Tracey B. Lipids. En C. K. Lim ed. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

of small molecules. A practical approach. Oxford. IRL Press Limited. 1986; pp: 69- 102.

46.- Honda S. Lipids Chromatography. Anal Biochem 1984; 140: 1.

47.- Eder K, Reichlmayr-Lais AM, Kirchgessner M. Simultaneous determination of amounts
of major phospholipid classes and their fatty acid composition in erythrocyte membranes
using high-performance liquid chromatography and gas cromatography. J Chromatogr 1192;

598: 33-42.

48.- Rehman SU. Rapid isocratic method for the separation and quantification of major
phospholipid classes by high-performance liquid chromatography. J Chromatogr 1991; 567:

29-37.

49.- Celermajer DS, Sorensen KE, Gooch VM, Spiegelhalter DJ, Miller OI, Sullivan ID,

Lloyd JK, Deanfield JE. Non-invasive detection of endothelial dysfunction in children and

adults at risk of atherosclerosis. Lancet 1992; 340: 1111-5.

78



50.- Pritchard KA, Wong PYK, Stemarman MB. Atherogenic concentrations of low density
lipoproteins enhance endothelial cell generation of epoxyeicosatrienoic acid products. AmJ

Pathol 1990; 136: 1381-91.

51.- Del Papa N, Meroni PL, Tincani A, Harris EN, Pierangeli SS, Barcellini W, Borghi
MO, Balestrieri G, Zanussi C. Relationship between anti-phospholipid and anti-endothelial
cell antibodies: further caracterization of the reactivity on resting and cytokine-activated

endothelial cells. Clin Exp Rheum 1992; 10(1): 37-42.

52.- Kochhar N, Kaul D. Molecular mechanism involved in cholesterol-modulated human

platelet activity. Atherosclerosis X 1994. Abstr 63.

53.- Ruiz-Gutierrez V, Stiefel P, Villar J, Garcia-Donas MA, Acosta D, Carneado J. Cell
membrane fatty acid composition in Type 1 (insulin-dependent) diabetic patients: relationship

with sodium transport abnormalities and metabolic control. Diabetologia 1993; 36: 850-6.

54.- Watala C, Winocour PD. The relationship of chemical modification of membrane
proteins and plasma lipoproteins to reduced membrane fluidity of erythrocytes from diabetic

subjects. Eur J Clin Chem Clin Biochem 1992; 30(9): 513-9.

55.- Watala C. Altered Structural and Dynamic properties of Blood Cell Membranes in

Diabetes Mellitus. Diabetic Med 1993; 10: 13-20.

56.- Bruneau C, Hubert P, Waksman A, Beck JP, Staedel-Flaig C. Modifications of cellular

79



lipids induce insulin resistance in cultured hepatoma cells. Biochim Biophys Act 1987; 928:

297-304.

57.- Tong P, Thomas T, Berrish T, Humphriss D, Barriocanal L, Stewart M, Walker M,
Wilkinson R, George K, Alberti MM. Cell membrane dynamics and insulin resistance in

non-insulin-dependent diabetes mellitus. Lancet 1995; 345: 357-8.

58.- Devynck MA. Do cell membrane dynamics participate in insulin resistance? Lancet

1995; 345: 336-7.

59.- Montilla, C. Muiiiz O, Villar J, Ruiz-Gutierrez V, Stiefel P, Serreras JL. Erythrocyte
membrane cholesterol and phospholipids composition in hypertensives vs normotensives.

62nd European Atherosclerosis Society Congress Abstracts Book 1993: 93.

60.- Razavian SM, Del Pino M, Duche C, Simon A, Levenson J. Increase of erythrocyte
aggregation in hypertensive men with dyslipidemia. Arch Mal Coeur Vaiss 1992; 85(8):

1197-9.

61.- Grinshtein Iul, Tereshchenko VP, Tereshchenko IuA, Romanova VIa. Disordered lipid
metabolism and the morphofunctional instability of the erythrocyte membranes in patients

with terminal kidney failure. Ter Arkh 1990; 62(6): 84-8.

62.- Koenig W, Hehr R, Ditschuneit HH, Kuhn K, Emst E, Rosenthal J, Hombach V.

Lovastatin alters blood rheology in primary hyperlipoproteinemia: dependence on

80



lipoprotein(a)? J Clin Pharmacol 1992; 32(6): 539-45.

63.- Beigel Y, Fuchs J, Snir M, Green P, Lurie Y, Djaldetti M. Lovastatin therapy in
hypercholesterolemia: effect on fibrinogen, hemorrheologic parameters, platelet activity and

red blood cell morphology. J Clin Pharmacol 1991; 31(6): 512-7.

64.- Paramonova IV, Ozerova IN, Akhmedzhanov NM, Pavlova LI, Perova NV. Effect of

lipid-lowering drug treatment on HDL phospholipid composition in hyperlipidemic subjects.

Atherosclerosis X 1994. Abstr 171.

65.- Schmitt Y, Schneider H. The effect of highly unsaturated fatty acids on the parameters
of lipoprotein metabolism and rheology during their administration to patients undergoing

chronic hemodialysis treatment. Z Ernahrungswiss 1993; 32(3): 209-18.

81



UNIVERSIDAD DE SEVILLA

8.

VT TR NPT

Reunido el Tribunal Integradoe por los abaje firmantes
en el dia de la fecha, pars juzgar la Tesis Doctoral de

D (AAA"AA/ V2es l,u( 1041,( o2 '(

titula.da R ‘Kf){ A ‘ ,4.47/ T) fL( wd WVMA%\@\% CLALA_ Lﬂ:hd‘_

% , . ) ;
acordd amrgm‘le la calificacidn n..m)(LCEMWMM

al

willa, . 2/ t i teMA Lhgkr s 10 1.1:...

El Vccé—.}, T Veosl,

: /
a § -t ruw’.xygx FOrpTNe /
) \/4 [ -

W




