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1. MARCO TEORICO

1.1 Introduccién

La dislipidemia es el trastorno que afecta la estructura, composicion o
metabolismo de las lipoproteinas, y se suelen agrupar en hiperlipoproteinemias,
hipolipoproteinemias y aparicion de lipoproteinas andémalas. Las lipoproteinas son
macromoléculas cuya funcion es empaquetar los lipidos insolubles en el medio
acuoso del plasma provenientes de los alimentos (exdgenos) y los sintetizados por
nuestro organismo (enddgenos), que son transportados desde el intestino y el
higado a los tejidos periféricos y viceversa; devolviendo el colesterol (CT) al
higado para su eliminacién en forma de &cidos biliares fundamentalmente.* Hoy en
dia una de las alteraciones metabodlicas mas mortiferas son las dislipidemias,
mismas que son altamente aterogénicas. El estudio de esta anomalia es de
importancia, debido a que su alteracion cuantitativa o cualitativa en lo que
respecta a su composicion representa factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares debido a su participacion en la génesis de
particulas aterogénicas como las lipoproteinas de baja densidad (LDL), LDL
oxidadas (LDLox), LDL pequefias y densas (LDLsd) o remanentes de lipoproteinas

de muy baja densidad (VLDLr) y remanentes de quilomicrones (Qmr).?

1.2 Metabolismo de los lipidos

Los lipidos son transportados por dos vias: la exdgena, que transporta colesterol y
triglicéridos (Tg) absorbidos a través del intestino delgado, y la endégena, que
transporta lipidos al tejido adiposo, higado y otros érganos. En la via exégena, los
Qm formados pasan por los vasos linfaticos al conducto toracico y de ahi a la
sangre venosa. La apoproteina B (apoB), es sintetizada por las células
intestinales, esta dispara la accién de la lipoproteina lipasa (LPL) que hidroliza los
Tg en glicerol y acidos grasos libres (AGL). Los Qm disminuyen en tamafio y son
removidos de la circulacién por los hepatocitos.®

En la via enddgena, el higado sintetiza y secreta VLDL, las cuales contienen apoB

y C, descargando Tg en el tejido adiposo. En el proceso son reducidos, pierden

-9-



apoC y se transforman en LDL. Estas aportan colesterol para la sintesis de
membranas celulares y hormonas esteroideas; ademas, parte del colesterol es
reincorporado después de su esterificacion a lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Estas, a diferencia de los Qm y las VLDL, son secretadas en su forma inicial que
se sintetizan en higado e intestino delgado para formar HDL que ayuda a
transportar colesterol entre las células y los liquidos corporales. La apoA-I activa a
la lecitin colesterol aciltransferasa (LCAT), enzima que forma ésteres de colesterol
(Est. Col); estos son llevados al higado donde es removido el CT que es secretado
en el intestino como sales biliares, las cuales son reabsorbidas y recicladas
(Figura 1).

Exogenous pathway Endogenous pathway
Bile acids and LDL

cnoles-teml a® e 9
ApoB-100
/ '3: RS LDL receptors
——— p——
Fmo\gnnau«. > e

cholesterol (/. LDL receptors

Intestine : Liver

Dietary fat

Extrahepatic tissue

Dietary
_x Cholesterol

Remnant
recept ar

ViDL DL HOL
ApoE  ApoE (@] ® ® @ AweE o 847 o ADOAT
B-48 (o511 .. @® B-100 s %e Al
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{lecithincholestel
acyl transferase)

lipoproteln lipase
Free falty acids Free fatty acids

lipoprotein lipase

Adipose tissue, muscle Adipose tissue, muscle

Figura 1. Transporte endégeno y exégeno de las lipoproteinas®

1.3 Generalidades de los lipidos y las lipoproteinas

1.3.1 Composicion

Las lipoproteinas son particulas formadas por una fraccion proteica y una fraccion
lipidica. Estdn compuestas por lipidos como colesterol libre y esterificado,

triglicéridos y fosfolipidos; ademas de las apoproteinas.

1.3.2 Estructura y clasificacion de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos pseudo-micelares con forma de microesferas;

estructurados en su superficie por una monocapa de lipidos anfipaticos
-10 -



(fosfolipidos y colesterol libre) que exponen sus grupos polares hacia el medio
acuoso y sus extremidades hidrofébicas se segregan hacia el nucleo de la
particula (figura 2).

Esta monocapa de lipidos anfipaticos se estabiliza gracias a un grupo de proteinas
denominadas apoliproteinas. El ambiente fuertemente hidrofébico de la cavidad
central permite alojar a los lipidos mas insolubles en agua que son el colesterol
esterificado y los triglicéridos evitando asi la interaccion con el medio acuoso

externo.

Apoproteina J

Fosfolipidos

Figura 2. Esquema de la estructura de una lipoproteina °

Las lipoproteinas se pueden clasificar en base a diferentes propiedades
fisicoquimicas, tales como su densidad, movilidad electroforética y contenido de

apoliproteinas.®

a) De acuerdo a su densidad se conocen cinco clases de lipoproteinas cuyas

caracteristicas se presentan en la tabla 1.

b) Por su migracion electroforética se distinguen tres tipos de lipoproteinas: a, By
pre-f, que corresponde respectivamente a las HDL, LDL y a las VLDL asi como a
una subclase de HDL de forma discoidal, respectivamente. Esta clasificacion es
poco usada, pero hace referencia a las dislipoproteinnemias nombrandolas por la

fraccion electroforética alterada (abetalipoproteinemias, hipoalfalipoproteinemias).’
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TAMARNO
LIPOPRO DENSIDAD - CARACTERISTICAS Y SU
TEINA NOMBRE Ang?’goms (mg/mL) APOLIPROTEINAS FUNCION

Se sintetiza en intestino.
o B-48, C-I, C-lI, C-lll
Qm Quilomicrones 800-5000 <0.95 E Transporte de Tg y CT de
y dieta a higado.

Sintetizada y secretada por
B-100, C-I, C-ll, C- | higado. Transporta a la

nyE circulacion Tg de sintesis
enddégena

Lipoproteina
VLDL de muy baja 300-800 0.95-1.006
densidad

Lipoproteina
IDL de densidad 250-350 1.006-1.019
intermedia

B-100, C-I, C-Il, C- | Producto del catabolismo
NyE de las VLDL. > CT y <Tg

Distribuir CT a los tejidos
para sus membranas o
sintesis de hormonas
esteroides o sales biliares.

Lipoproteina
LDL de baja 180-280 1.019-1.063 B-100, E18-25
densidad

Lipoproteina
HDL de alta 50-120 1.063-1.210
densidad

A-l, A-ll, A-IV, C-I, | Transportar CT de tejidos
C-ll, C-lly E periféricos al higado.

Tabla 1. Apoliproteinas principales clasificadas de acuerdo a su densidad.> "°

1.4 Dislipidemias

Se definen como cualquier modificacién en la sintesis, transporte 0 metabolismo
de las lipoproteinas que altere la concentracion plasmatica de colesterol total o sus
diferentes fracciones transportadoras asi como los niveles plasmaticos de

triglicéridos.*

1.4.1 Clasificacion de las dislipidemias

Las dislipidemias pueden ser causadas por defectos genéticos (dislipidemias
primarias), o0 ser consecuencia de patologias o de factores ambientales
(dislipidemias secundarias). En muchas ocasiones, los defectos genéticos
requieren de la presencia de factores secundarios para expresarse clinicamente.
La deteccion de una dislipidemia de origen genético implica efectuar una
investigacién de trastorno lipidico en otros miembros de la familia.’

A) Dislipidemias primarias

Se deben a mutaciones genéticas que codifican proteinas responsables del
metabolismo lipoproteico, generando hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia y

bajas concentraciones de HDL. Las dislipidemias de causa genética son:
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Hiperlipoproteinemias primarias
[) Hipercolesterolemia
a. Deficiencia del receptor de LDL
b. Defecto familiar de ApoB-100
c. Hipercolesterolemia poligénica
[I) Hipertrigliceridemia
a. Hiperquilomicronemia
e Deficiencia familiar de LPL
e Deficiencia familiar de ApoC-ll
b. Hipertrigliceridemia familiar
[1I) Hiperlipemia mixta
a. Hiperlipemia familiar combinada
b. Disbetalipoproteinemia
Hipolipoproteinemias primarias
[) Abetalipoproteinemia
II) Hipoalfalipoproteinemia

[II) Deficiencia de lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT)

B) Dislipidemias secundarias
Hiperlipoproteinemias secundarias
I) Estilo de vida sedentario
II) Exceso en la dieta de: calorias, grasas, carbohidratos, ingesta de alcohol.
[Il) Enfermedades (obesidad, diabetes, hipotiroidismo, insuficiencia renal,
sindrome nefrético, cirrosis hepética, obstruccion biliar).
IV) Embarazo.
V) Tratamiento farmacoldgico.
Hipolipoproteinemia secundaria
I) Se relacionan con alteraciones hepaticas graves, neoplasias, desnutricion,
infecciones agudas, anemias graves, hipertiroidismo, talasemia, lupus

eritematoso sistémico, artritis reumatoide.*°
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1.5 Diagnostico por laboratorio de las dislipidemias

Se basa en los niveles séricos de las lipoproteinas y de sus lipidos, y/o de la
presencia de depésitos de ellos en la piel y tendones. La determinacion
cuantitativa de las lipoproteinas es compleja, de tal manera que el diagndstico se
hace con la evaluaciéon de sus lipidos componentes y eventualmente con la

identificacién semicuantitativa de las lipoproteinas por anélisis electroforético.’

1.5.1 Pruebas de laboratorio para el diagndstico de las dislipidemias

a. Colesterol Total y sus densidades

El colesterol es un tipo de lipido que circula por nuestra sangre e interviene en
multiples procesos de nuestro organismo, como la fabricacion de algunas
hormonas (las sexuales o las esteroideas), la digestion de las grasas o la
formacion de acidos biliares, ademas de formar parte de todas las membranas
celulares. El organismo tiene dos fuentes principales de colesterol: la hepéatica
(produccion de colesterol en el higado), y la intestinal (absorcion de colesterol
biliar y de la dieta en el intestino). El colesterol libre representa un 25% del total y
el esterificado cerca del 75%. Desde el punto de vista clinico se distinguen cuatro
tipos de lipoproteinas, en funcién de su contenido lipidico y proteinico: Qm, VLDL,
LDL y HDL.** 12

b. Triglicéridos

Los triglicéridos son lipidos insolubles en agua compuestos por tres acidos grasos
unidos a una molécula de glicerol, se transportan en la sangre como componentes
basicos de todas las lipoproteinas, la mayor concentracion de estas moléculas se
lleva en quilomicrones ricos en triglicéridos y VLDL. Mediante la accion de las
lipasas y los acidos biliares, los Tg se hidrolizan en glicerol y acidos grasos que
son absorbidos por el tejido adiposo para su almacenamiento o por otros tejidos
gue necesiten una fuente de energia. Tras su absorcion, se vuelven a sintetizar en
los enterocitos y se combinan con CT y con varias apoliproteinas para formar Qm.
El método de Tg es una prueba de diagnostico in vitro destinada a la

determinacién cuantitativa en suero o plasma humano.*
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c. Electroforesis de lipoproteinas

Método semicuantitativo que permite identificar la distribucion porcentual de las
distintas fracciones lipoproteicas Qm, VLDL, LDL y HDL. En el individuo sano, se
identifican 3 bandas: betalipoproteinas (LDL), prebetalipoproteinas (VLDL) y las
alfalipoproteinas (HDL). El predominio porcentual de una de ellas, puede
identificar el defecto metabdlico. La aparicion de una banda en el punto de
aplicacion corresponde a la presencia de quilomicrones, lo que es patoldgico en
condiciones de ayuno. La aparicion de una banda ancha que abarca beta y
prebeta es sugerente de un acimulo anormal de IDL y/o de remanentes de Qm.
(Figura. 3)

Anodo (+) Cétodo (-)

Normal
[-LIPO valves range
Fraction %k
Lipoproteine tot.
Lipo -
(L-LIPO PRE-[A-LIPO a3 - 9.8-46.2
Pre-fi-Lipo 0-29.6
[3-Lipo 40.7-71.9
Chilomicroni ;
HDL VLDL LDL 0-0
< A
Direccién de migracién Punto de aplicacién

Figura 3. Modelo y gréfico de lipoproteinas normales en acetato de celulosa. **

1.5.2 Clasificacién de las dislipidemias basada en el fenotipo electroforético
por Fredickson.
Realizada mediante electroforesis o ultracentrifugacion, adoptada en 1972 como

estandar mundial por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). > ** Tabla 2
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Clasificacion de Fredrickson
Hiper- . Alteracién en la
. pe_ - Sinénimos Causas -
lipoproteinemia electroforesis
Sindrome de Buerger-Gruetz, Descenso de la lipoprotein .
. - 3 . . X ! _ o Elevacion de
Tipo | hiperipoproteinemia pnmaria o lipasa (LPL) o alteracion en la . 3
il ; , A - quilomicrones
hiperguilomicronemia familiar Apo C2
Tipo lla Hlpercolesteglr:riE: poligénica o Deficiencia del receptor de LDL | Elevacion aislada de LDL
. ) - . . Descenso de los receptores de Elevacion de LDL, VLDL y
Tlpo b Hiperlipidemia mixta LDL & incremenio de Apo B TAG
Tipo 11 Disbetalipoproteinemia familiar Sintesis defectuosa de Apo E Elevacion de IDL
Incremento de la sintesis de
Tipe IV Hiperipidemia familiar VLDL ydisminucién de su Elevacion de VLDL
catabolismo
Tipo V Hipertriacilglicendemia Incremento de la sintesis de Elevacion de VLDL y
P endogena WVLDL y descenso de LPL Quilom icrones

Tabla 2. Clasificacién de Fredickson®

1.5.3 Fenotipos de electroforesis de lipoproteinas

D.S. Fredickson, R.l. Levy y R. S. Lees, plantearon en 1965 una clasificacion para
determinar la hiperlipoproteinemia que se padece (Figura 4). Mediante la
evaluacion del lipidograma expresada en forma porcentual, demostrando como se

encuentran las bandas lipoproteicas (aumentada, disminuida, ausente, etc.) **

Tipo I: Hiperquilomicronemia Tipo lla: Hiperbetalipoproteinemia

A

o O ©
o prefp B a

Tipo IlIb: Hiperlipidemia mixta

®

Q
0}
®
0

pre-p B prep B

Tipo lll: Beta ancha-Hiperlipidemia mixta Tipo IV: Hipertrigliceridemia endégena Tipo V: Hipertrigliceridemia end6genay exégena

)
G\
)

-
&

preB B o pre-p B

o prep B

Figura 4. Modelos de los fenotipos (clasificacion de Fredickson y Lees) 14
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte en el
mundo, pero las medidas de diagndstico y tratamiento de las dislipidemias en la
poblacién con alto riesgo de desarrollar ECV son considerablemente bajos. En
México, en el afio 2000, cerca de 30 millones de adultos (60.5% de la poblacién)
presentaban al menos un factor de riesgo cardiovascular.’’ En el afio 2012, el
sobrepeso y la obesidad en México se han convertido en el factor de riesgo
modificable mas importante del pais. En la actualidad 71.3% de los adultos padece
esta condicién, con una prevalencia ligeramente elevada en las mujeres. Por
grupo de edad la obesidad es mas frecuente en la cuarta y quinta décadas de la
vida. De acuerdo con los puntos de corte de indice de masa corporal (IMC)
propuestos por la OMS, la obesidad fue mas alta en el sexo femenino 37.5% que
en el masculino 26.9%, al contrario del sobrepeso, donde el sexo masculino tuvo
una prevalencia de 42.6%, y el femenino una de 35.5%.'® Datos de la
Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmicos (OCDE) colocan a
México en segundo lugar de los paises con mayor indice de obesidad en su
poblacién con el 30%.'° Si bien las tendencias muestran una desaceleracién del
aumento en la prevalencia, no existe evidencia que permita inferir que disminuira

en los proximos afnos.

Muchas de las ECV estan asociadas con el desarrollo del catabolismo de los
carbohidratos (disglucemias) y el catabolismo de los lipidos (dislipidemias); que
durante el desarrollo de las alteraciones metabdlicas se originan moléculas de
lipidos como lo son: LDL, HDL, Qm y VLDL y estas moléculas pueden interactuar
entre si, o con otras células, originando disfuncion o hiperreactividad; favoreciendo
la formacién de placas ateromatosas. Informes de dislipidemias en hombres y
mujeres, y en grupos étnicos diferentes reflejan un patron dislipidémico fenotipico
en comun, hipertrigliceridemia, con elevacion de VLDL, y la disminuciéon de HDL.
Las dislipidemias son uno de los eventos mas precoces en muchas patologias

cronico degenerativas, como la Diabetes mellitus, Hipertension arterial, Sindrome
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metabdlico, Obesidad, Infarto agudo al miocardio, entre otras. ** ** Para su
diagnéstico se ha utilizado la determinacion de CT, Tg y electroforesis de
lipoproteinas. Durante la practica se ha observado que existen pacientes que
presentan valores de CT, Tg y HDL dentro de los rangos de referencia, pero la
electroforesis de lipoproteinas esta alterada por lo que ésta prueba si aporta
informacion de alguna patologia.

-18 -



3. JUSTIFICACION

La electroforesis de lipoproteinas es un analisis que se utiliza para medir el
comportamiento, homogeneidad y distribucion de las lipoproteinas respecto a su
comportamiento ideal. La prueba proporciona informacién importante que puede
ayudar a un diagnéstico temprano de las dislipidemias, las cuales puedan ser
originadas por el estilo de vida de los pacientes, ingesta de alimentos o dieta
alimenticia, la epigenética del individuo o la administracién de farmacos.

El monitorear el comportamiento de las lipoproteinas a través del método de
electroforesis de lipoproteinas, las concentraciones de CT total y sus densidades
HDL, LDL y VLDL y Tg, en pacientes sin manifestaciones clinicas relacionadas
con dislipidemias y su correlacion con datos antropomeétricos es muy importante,
ya gue se esperaria encontrar un fenotipo normal en el corrimiento electroforético,
pero no siempre es asi; en ocasiones el comportamiento del &rea bajo la curva de
las fracciones en la electroforesis, indicaria la formacion de proteinas
transportadoras potencialmente aterogénicas como: LDLsd, LDLox, HDLsd,
VLDLr o LRT.

De esto se desprende la pregunta: ¢El patron electroforético de lipoproteinas

ayudara en un diagnostico de las dislipidemias en pacientes con obesidad y

sobrepeso?
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4. OBJETIVOS

General

Identificar el efecto de la dislipidemia en los lipoproteinogramas de pacientes con

sobrepeso y obesidad.

Especificos

e Caracterizar antropométricamente y bioquimicamente a la poblacién en estudio

e Agrupar la poblacion de acuerdo a los resultados de IMC, Tg y cHDL.

e Construir gréaficas tipo curvas de los corrimientos electroforéticos de los grupos
en estudio e identificar los patrones obtenidos.

e Correlacionar las graficas obtenidas con los valores de Tg/cHDL.
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5. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1 Tipo de estudio

e Prospectivo, transversal, descriptivo, observacional.

5.2 Universo de estudio

Se analizaron los resultados de pacientes de los Laboratorios Gaya S.A de C.V de
la ciudad de Puebla a los cuales se les realizo, determinacion de Glucosa basal,
Colesterol y sus densidades, Triglicéridos, Electroforesis de Lipoproteinas en el

periodo comprendido de Marzo-Mayo 2012.

5.3 Tamaio de la muestra
e Se seleccion6 una poblacion de 120 personas en el periodo mencionado; de las

cuales 45 cumplieron con los criterios de inclusion.

5.4 Tipo de muestreo
e Muestreo intencional y de conveniencia con Laboratorios Gaya S.A de C.V, en
la ciudad de Puebla.

5.5 Criterio de seleccion

5.5.1 Criterios de Inclusion

e Pacientes que soliciten realizar perfil de lipidos, CT, cHDL, Tg y corrimiento
electroforético de lipidos

e Pacientes sin diagndstico previo de diabetes.

e Determinacion de glucosa basal.

e Pacientes adultos de 18 — 70 afios

e Pacientes ambos géneros

e Pacientes con ayuno de 8 - 10 horas

5.5.2 Criterios de Exclusioén

e Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion
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e Pacientes embarazadas
e Pacientes con enfermedades crénico degenerativas
e Pacientes que tengan tratamiento (estatinas, ezetimibe, secuetradores de sales

biliares)

5.5.3 Criterios de Eliminacién

e Suero ictérico o hemolizado.

5.6 Definicién del grupo control
e Pacientes que cumplan con los valores de referencia en la determinacion de las

variables planteadas, cumpliendo con los criterios de inclusion.

5.7 Variables y definicion de variables
a. Independiente:
e Edad

e Género

b. Dependiente:

e Glucosa, CT, HDL, Tg, IMC, Electroforesis de lipoproteinas; fracciones a, B y

pre-B.

c. Cuantitativa:
e Niveles de Glucosa: 70 — 100 mg/dL?°
e Niveles de CT: <200 mg/dL*
e Niveles de cHDL: >40 mg/dL hombres y >50 mg/dL mujeres*
e Niveles de Tg: <150 mg/dL*
e IMC: (normal 18.5-24.9 kg/m?, sobrepeso 25-29.9 kg/m?, obesidad >30kg/m?) %°

d. Cualitativa:

e Fracciones: a, pre-p, fy Qm

-22-



5.8 Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Se aplicé la estadistica descriptiva (grafica poligonal y de barras) para la
comparacion del patron electroforético de lipoproteinas y la frecuencia en cada
muestra; y el estadigrafo de chi cuadrada para la comparacion de las medias

poblacionales.

5.9 Aspectos bioéticos
5.9.1 Carta de Consentimiento informado (Anexo 1)

5.9.2 Cuestionario (Anexo 2)

6. ORGANIZACION

6.1 Recursos humanos

M.C. José Angel Francisco Flores Hernandez, Q.F.B. Veronica Rivera Ceron.
pQFB Gabriela Pérez Ramos

6.2 Recursos materiales

Apoyo otorgado por Laboratorios Gaya S.A. de C.V, Laboratorio de

Investigaciones Nefrourolégicas en la ciudad de Puebla.

6.3 Recursos financieros
Cubiertos por Gabriela Pérez Ramos
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Diagrama de trabajo

Universo de trabajo

!

Realizar cuestionario para obtener

informacion de: antropometria,
tratamiento

'

{ Obtencién de espécimen sanguineo ]

con ayuno previo de 8 - 10 horas

!

¢ Determinacion de: *
-
Glu, CT, HDL, Tg por Lipoproteinograma por
(espectrofotometria (Electroforesis / Genio Interlab)

.

enzimatica / Dimension RxL)

~
( Correlacién de grupos
L de estudio

Pacientes Pacientes
normoglucémicos y dislipidémicos,
normolipémicos sobrepeso,

obesidad.

Construir graficas tipo curvas de

los corrimientos electroforéticos

!

Analisis de resultados

estadistico

Correlacionar las graficas con
los valores de CT, HDLy Tg

\ 4

Conclusidn
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7.2 Metodologia y fundamentos

El presente estudio utilizd6 datos de un muestreo de pacientes pertenecientes a la
zona de Grajales, Puebla en el lapso comprendido de Marzo a Mayo obteniendo
asi un total de 120 personas. A los cuales se les hizo firmar una carta de
consentimiento para realizar un cuestionario y obtener informacion de
antecedentes familiares, datos personales, padecimiento de diabetes mellitus tipo
2 o enfermedades cronicas. Luego se procedié a tomar una sola muestra de
sangre por personal calificado de acuerdo al manual de procedimientos de toma
de muestras de los Laboratorios Gaya S.A. de C.V. de la ciudad de Puebla. Para
los fines de este estudio todos los individuos tenian un periodo de ayuno de 8 a 10
hr al momento de la puncion sanguinea. Se centrifugaron las muestras a 3500
r.p.m. durante 10 minutos para la separacion inmediata del suero y se proceso el
mismo dia de su recoleccién, midiendo los diversos parametros bioquimicos
previamente establecidos en el protocolo de investigacién: glucosa, colesterol total
y sus densidades, y triglicéridos. Los estudios se realizaron en el analizador de

Inmunoquimica Dimension RxL Max®, de Siemens. ?* 23

a. Colesterol total

El colesterol estereasa (CE) cataliza la hidrdlisis de los ésteres de colesterol para
producir colesterol libre que se oxida en una reaccion catalizada por el colesterol
oxidasa (CO) para formar colest-4-ene-3-ona y peroxido de hidrégeno. En
presencia de la peroxidasa de rdbano (HPO), el peréxido de hidrégeno formado se
utiliza para oxidar N,N dietilanilina-HCL/4-aminoantipirina (DEA-HCI/AAP) vy
producir un cromoforo que absorbe a 540 nm. La absorbancia debida a la DEA-
HCI/AAP oxidada es directamente proporcional a la concentraciéon de colesterol

total y se mide utilizando una técnica de punto final policromatica (540 nm). **

. CE <.

Esteres de colesterol ————» Colesterol +  Acidos grasos
Cco

Colesterol + O, —— » Colest-4-ene-3-ona + H>O,
HPO

2H,0, + DEA*HCI/IAAP ————— > 4H,0, + DEA*HCI/AAP oxidado
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b. Colesterol de alta densidad (cHDL)

Determina la concentracion seérica de colesterol asociado a las HDL de forma
directa, utilizando un formato de dos reactivos. En la primera reaccion, los
quilomicrones, las VLDL y las LDL forman complejos hidrosolubles con sulfato de
dextrano en presencia de sulfato de magnesio. Estos complejos son resistentes a
la colesterol-esterasa y al colesterol-oxidasa modificado con polietilenglicol (PEG),
que reaccionan con el colesterol asociado a las HDL. En presencia de oxigeno, el
colesterol asociado a las HDL se oxida a A4-colestenona y peréxido de hidrégeno.
El peroxido de hidrégeno generado reacciona a continuacion con 4-aminoantipirina
y N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina HSDA) de sodio en presencia de
peroxidasa para formar un colorante que se mide mediante una técnica de punto
final bicromatico (600/700 nm). La intensidad del colorante es directamente

proporcional a la concentracién sérica de cHDL.*?

HDL, LDL, VLDL, Sulfato de dextrano LDL, VLDL y quilomicrones no

[

quilomicrones Sulfato de magnesio " reactivos + ésteres de C-HDL

Colesterol-esterasa modificada con PEG

Esteres de colesterol HDL + H,O » ColesterolHDL + RCOOH

Colesterol-oxidasa modificada con PEG
Colesterol HDL  + O, > A% Colestenona  + H,O,

) o Peroxidasa
2H,0, + 4-amino-antipirina » Desarrollode color + 5H,0,

+HSDA + H' + H,0

c. Triglicéridos

El método de triglicéridos se basa en un procedimiento enzimatico en el que se
utiliza una combinacién de enzimas para medir los triglicéridos en suero o plasma.
La muestra se incuba con un reactivo de enzima de lipoproteina lipasa (LPL) que
convierte los triglicéridos en acidos grasos y glicerol libre. La glicerol cinasa (GK)
cataliza la fosforilacion de glicerol por adenosina-5-trifosfato (ATP) en glicerol-3-

-26 -



fosfato. El glicerol-3-fosfato oxidasa oxida el glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona
fosfato y peréxido de hidrogeno (H,O,). La accion catalizadora de la peroxidasa
(POD) forma quinoneimina a partir de H,O,, aminoantipirina y 4-clorofenol. El
cambio en la absorbancia debido a la formacién de quinoneimina es directamente
proporcional a la cantidad de total de glicerol y sus precursores en la muestra y se

mide utilizando una técnica de punto final bicromética (510 nm).*

LPL <
Triglicéridos ————» Glicerol  + Acidos grasos

Glicerol + ATP L Glicerol-3-fosfato +  ADP

GPO
Glicerol-3-fosfato + O, ———— Dihidroxiacetona fosfato + H,0,

2 H,0O, + aminoantipirina + 4-clorofenol ﬂ» Quinoneimina + HClI + 4H,0

d. Electroforesis de lipoproteinas

La electroforesis es una técnica basada en los movimientos de moléculas
cargadas en un campo eléctrico, cada molécula se mueve hacia el electrodo de
carga opuesta (catodo y anodo). Cuando una molécula cargada se coloca en un
campo eléctrico se movera hacia uno u otro electrodo dependiendo de su carga
eléctrica, tamafo, intensidad del campo eléctrico, temperatura del medio. Los
soportes son en general polimeros y forman un gel poroso que restringe el

movimiento de las moléculas a través del medio durante la electroforesis. 2

Las lipoproteinas se separan en geles de acetato de celulosa segun sus cargas
eléctricas. La movilidad viene determinada por su carga neta de las cargas del
grupo terminal y lateral de las apoproteinas, y por las cargas eléctricas de los
fosfolipidos. Las bandas lipoproteicas se revelan empleando colorantes a fines en
una solucion alcalina.

El corrimiento de los lipoproteinogramas se hace en el sistema automatico de

electroforesis Genio de Interlab~.'* Las lipoproteinas se separan en las tiras de
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acetato de celulosa segun sus cargas eléctricas. La movilidad electroforética de
las fracciones lipoproteicas viene determina por su carga neta de las cargas del
grupo terminal y lateral de apoproteinas, y por las cargas eléctricas de los
fosfolipidos. Las bandas lipoproteicas se revelan mediante la coloracion con Negro

Sudan en una solucién alcalina.

Procedimiento de la prueba:

La prueba se basa en insertar los secantes en las ranuras de la camara de
migracion, mientras se vierte la solucion tampdn; asegurandose de que los niveles
sean iguales y justo por debajo de linea roja horizontal de la camara de migracién.
Se tapa la camara de migracion y luego esta se coloca en el instrumento,
asegurandose de que esté completamente conectada.

Todos los reactivos deben estar en sus niveles optimos antes de usar el
instrumento y se termina de preparar la parrilla de reactivos como se indica en la
pagina de configuracién que se encuentra dentro del kit de pruebas o en el Manual
del Usuario.

Luego se revisa el sujetador de geles para asegurarse de que esté limpio, sobre
todo cerca de los broches y eliminar cualquier desperdicio. Colocar el gel en el
sujetador como muestra el Manual del Usuario, no tocar el acetato con los dedos y
asegurarse de que el gel este plano y que se adhiera al sujetador.

Colocar 30 pyL de suero en cada fuente de la bandeja de muestras evitando
introducir burbujas.

Colocar el secante en la posicion correcta en la bandeja de muestras y poner la
bandeja de muestras en el instrumento.

Poner agua destilada en el canal de la bandeja de muestras como se explica en el
Manual del Usuario y asegurarse de que la superficie del liquido este llena hasta al
borde.

Verificar en el teclado del instrumento que las condiciones de operacion sean las
correctas y comenzar la prueba.

Se da inicio para comenzar la prueba, la cual dura aproximadamente una hora.

Los resultados son datos numéricos obtenidos de la transformacion densitométrica
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de la frecuencia de cada lipoproteina enviados al equipo de computo de Genio de
Interlab” que mediante un software Elfolab™ se obtiene el lipoproteinograma.
Una vez esto se realiz0 el analisis estadistico de las muestras poblacionales de los

grupos en estudio vs grupo control, obteniéndose los lipoproteinogramas.

La talla y peso de cada individuo se midieron en una bascula con escalimetro. El
IMC se calculé mediante la formula de Quetelet (peso en Kg/talla en m?).?* Se hizo
un analisis de los datos obtenidos de las 120 personas y so6lo se seleccionaron 45,

de acuerdo al cumplimiento con los criterios de inclusion.

7.3 Control de calidad
Las préacticas de control de calidad interno y externo son las indicadas en el

manual de Gestién de la Calidad de Laboratorios Gaya S.A de C.V.?

7.4 Medidas de seguridad
El manejo de muestras potencialmente infecciosas es un riesgo que debe ser
asumido por cualquier Laboratorio, por lo que cada institucion debe tener un
manual de medidas de seguridad de acuerdo al area en que se desempefie el
trabajo, siendo obligatorio lo siguiente:

a. Lavado de manos

b. Uso de guantes

c. Uso de bata

Medidas de Seguridad de acuerdo a Laboratorios Gaya S.A de C.V. %
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8. RESULTADOS

De la poblacion en estudio se obtuvieron los siguientes resultados después de su
analisis estadistico. De acuerdo a los resultados de IMC se seleccionaron 2
grupos; el primer grupo en normopeso con un total de 5 individuos (n=5) con un
promedio de edad de 34 + 2.3, y un IMC de 22.8 kg/m? + 0.9 y el segundo grupo

con sobrepeso y obesidad con un total de 40 individuos (n=40).

Del dltimo grupo de acuerdo a la concentracion de los Tg se hicieron siete
subgrupos a) n=6, Tg<100 mg/dL, edad 44 * 3.5; b) n=5, Tg 101-150 mg/dL, edad
43 + 3.8; ¢) n=7, Tg 151-200 mg/dL, edad 38 + 2.6; d) n=6, Tg 201-250 mg/dL,
edad 45 + 3.4; e) n=5, Tg 251-300 mg/dL, edad 49 + 3.4; f) n=6, Tg 301-400
mg/dL, edad 43 = 3.4; g) n=5, Tg>400 mg/dL, edad 42 + 3.4. Se muestra un

concentrado de los resultados en la tabla 3 y en la figura 5.

Tabla 3. Caracteristicas etarias vs IMC de las poblaciones en estudio

GRUPOS (mg/dL de Tg) IMC (kg/m’) | EEM de IMC | EDAD (afios) | EEM de EDAD
Control 22.8 0.9 34.2 2.3
Menor a 100 27.2 11 44.0 3.5
101-150 27.4 1.4 43.2 3.8
151-200 27.4 1.5 38.0 2.6
201-250 27.7 1.3 44.5 34
251-300 28.4 21 49.4 34
301-400 29.0 2.2 42.5 34
Mayor a 401 29.7 1.7 42.0 3.4

Los resultados expresan las medias poblacionales comparando IMC y edad, haciendo relevancia con el error

estandar de la media.
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Figura 5. Indice de masa corporal y edad de la poblacion en estudio
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2 Edad
(M (kg/m ) =—e—EDAD (afios)

Comportamiento del IMC de la poblacion en estudio y la edad. La linea punteada negra representa el valor
limite (25 kg/mz) para considerar a un paciente con sobrepeso u obesidad. R= 0.675

Se ha descrito que el estilo de vida aunado a un incremento importante en el
consumo de bebidas caldricas, alimentos con carbohidratos refinados; y
sedentarismo, condiciona el desarrollo de sobrepeso u obesidad. En la figura 5 se
observa que el incremento del IMC de los grupos de trabajo tiene una pobre
correlacion con la edad (R= 0.675). Esto sugiere que el efecto de la dieta
hipercalorica puede desarrollar el sobrepeso y obesidad en la poblacion, sin que la
edad sea un factor tan determinante, lo que orienta mas a que es consecuencia de

los habitos alimenticios y al sedentarismo.

Se ha demostrado que el exceso calérico induce numerosos cambios en el
metabolismo y esta estrechamente relacionada con disglicemia en ayuno y
dislipidemia. Ejemplo de esto se puede ver en los resultados obtenidos en la tabla
4.
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Tabla 4: Resumen de variables y su analisis poblacional utilizando el estadistico t.

GRUPOS | ity | gy | gy | momy | ey ooy | aby | O
Control 22.8 93.2 162.2 83.4 51.8 27.8 86.1 0

<100 27.2 * 94.5 155.3 67.8 37.0* 24.8 88.9 0
101-150 | 27.4* 92.5 176.0 124.0* | 38.6* 47.4 * 87.1 0
151-200 | 27.4* 96.0 171.0 171.0* | 30.8* 58.9 * 78.9 0
201-250 | 27.7* 94.2 189.5 229.2*% | 31.1* 72.7 * 65.9 0
251-300 | 28.4* 105.8 * 194.2 2856 * | 27.1* 83.7* 83.4 0
301-400 | 29.0* 105.5 * 191.3 348.7* | 20.5* 97.3* 73.6 0

> 401 29.7 * 105.0 * 194.4 456.2* | 19.5* | 1184* | 56.5* 0

Los resultados expresan las medias poblacionales, el * significa que existe diferencia estadisticamente
significativa para una p = 0.05 con respecto al grupo control.

Una hormona clave en el inicio de estos procesos es la insulina, que promueve el

almacenamiento adipocitario por mecanismos como: la promocion de la
diferenciacion de los preadipocitos a adipocitos (PPAR-y y C/EBPa), en adipocitos
maduros estimula la entrada de glucosa (GLUT 4), la lipogénesis mediante la
activacion de los transportadores de acidos grasos (FABP, FAT y FATP) y la
activacion de glicerol-3P, favoreciendo asi la sintesis de Tg por la DGATL.
Ademas, la insulina aumenta la absorcién de &cidos grasos derivados de las
lipoproteinas de VLDL mediante la estimulacion de actividad de la LPL, asi mismo
promueve la inhibiciéon de la lipdlisis mediante la regulacién negativa de la lipasa
sensible a hormonas (LSH); todos estos mecanismos originaran procesos de

hipertrofia adipocitaria e incremento de masa corporal.?’

En los individuos obesos, el tejido adiposo alcanza su maximo grado de
elongacion provocando que este se inflame liberando mayores cantidades de
acidos grasos no esterificados (AGNE), adipocinas y factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), que desregulan cascadas de sefalizacion de insulina a través del
receptor de insulina y de proteinas IRS-1 (substrato del receptor de la insulina 1),
iniciando una carrera de desensibilizacion con la consecuente elevacion de

insulina para generar el efecto bioldgico deseado. La modulacién negativa de la

-32-



accion de la insulina puede estar mediada a través de diversas vias que conducen
a resistencia a la insulina como: factores inhibidores afectan a sus respectivos
moduladores de senal (PKC, cJUN, IKKB, SOCS-3 e IL 6) que conducen a través
de vias de desactivacion a acciones inhibitorias sobre la sefializacion de insulina
(IRS, PI3K, AKT/PKB). Ademas el TNFa minusregula la esterificacion de acidos
grasos, incrementa los niveles de cAMP activando a LSH, mengua la funcién de
LPL y disminuye la funcién de periplina via TNFR-1. Todos estos factores estan
implicados en el desarrollo de sobrepeso y muy probablemente disglucemia y

dislipemia que se observa en los grupos de trabajo.?”*°

El efecto de la resistencia a la insulina (RI) que propicia la disminucion de la
lipogénesis adipocitaria genera un incremento del flujo de AGL desde el tejido
adiposo a tejidos extra-adiposos, principalmente higado e intestino; tejidos que
cuando se exponen a hiperinsulinemia incrementan las tasas de lipogénesis de
novo y disminuyen la oxidacion de acidos grasos, ante este incremento de lipidos
intracelulares se hace mas eficiente el montaje y secreciéon de Qm (apoB-48,
enterocito) y VLDL (apoB-100, hepatocito), que al compartir los mecanismos de
deslipidacion terminan por acumularse, si ademas la accion de la LPL esta
relativamente disminuida, la elevacion post-prandial de Qm remanentes (Qmr) o
VLDL remanantes (VLDLr) conocidas como lipoproteinas ricas en triglicéridos
(LRT) ser4d inminente. Como los quilomicrones constituyen un substrato
predominante de la LPL en comparacion con las VLDL, se produce el catabolismo
de los Qm y se propicia una acumulacion de particulas VLDLr que satura la via
lipolitica de Tg provenientes principalmente del aporte enddgeno, mismo
comportamiento observado en los grupos en estudio; pues a medida que aumenta

el IMC, se incrementan los Tg endégenos (VLDL) y no hay Tg exégenos (QM).>*3

La hipertrigliceridemia y la disminuciéon de HDL observada en la poblacién en
estudio, son los principales determinantes de la dislipidemia en obesidad, sin
embargo no se deben considerar como eventos metabolicos aislados, pues existe
evidencia de que la elevacién de los Tg ejerce una accion profunda sobre el

destino metabdlico de las subclases VLDL, LDL y HDL. Ante el catabolismo
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disminuido de las LRT, estas permanecen mayor tiempo en circulacion, lo que
permite un aumento del intercambio de los lipidos del nucleo, Tg y colesterol
esterificado (CE) entre las LRT y las LDL, mediado por las proteinas transferidoras
de fosfolipidos PLTP (phospholipid transfer protein), que incluyen a CETP
(cholesterol ester transfer protein), LBP (lipopolysaccharide-binding protein), y BPI
(bactericidal/permeability increasing protein); enriqueciendo de Tg a las LDL. Estas
LDL ricas en Tg constituyen un substrato preferente para la lipasa hepatica (LH),
resultando finalmente en la formacion de LDLsd, con un cociente entre CE/CT
aumentado. Pero las HDL también realizan un intercambio de lipidos del ndcleo
con las LRT mediado por PLTP, originando HDL ricas en Tg o HDL densas
(HDLd), de este modo la tasa catabdlica de las HDL se potencia y da lugar a una
disminucién de los niveles de HDL, un aumento de HDLsd y la disociacion de las
apoA-l de las HDL incrementando sus concentraciones plasmaticas.?*** Estos
mecanismos descritos podrian explicar la disminucién estadisticamente
significativa de las concentraciones de HDL, la ausencia de Qm y el incremento de
las VLDL practicamente desde el inicio del sobrepeso, esto es indicativo de que
existe un aumento en la deslipidacion de HDL y la formacién de HDLsd debido a
un exceso de LRT. Pero como se describié anteriormente tendrian que estar
disminuidos los niveles de LDL, pues se estan formando LDLsd por el mismo
mecanismo de formacion de HDLsd, esto aparentemente no sucede en la
poblacién en estudio pues no existe una disminucion estadisticamente significativa
de las concentraciones de LDL, solo en el subgrupo de >400 mg/dl existe
diferencia significativa en el incremento de LDL, por lo que no hay evidencia por

este método de la formacion de LDLsd.

Robert Superko, indica que se deben utilizar marcadores mas eficientes que
arrojen informacion sobre aspectos sutiles pero importantes de las lipoproteinas
gue ayuden a explicar el relativo fracaso de la estrategia de reduccion de LDL,
pues es un marcador cardiovascular de elevacion tardia. Recientemente se han
utilizado las diferentes distribuciones plasmaticas de las diferentes fracciones de
lipoproteinas como métodos de diagnostico de dislipidemia y enfermedades

cardiovasculares.®>3¢
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Lipoproteinogramas de los grupos en estudio.

De los resultados de los corrimientos electroforéticos arrojados por el equipo
Genio de Interlab”, se obtuvieron los datos numéricos de la transformacion
densitométrica, utilizando el programa de software Elfolab®. Este software toma
una foto dependiendo de la escala de grises vs el nUmero de veces que se repite

un dato (la moda), convirtiéndolo en niumeros, al ponerlos en una hoja de Excel da
como resultado el lipoproteinograma. Anexo 5

Una vez esto se realizé el mismo procedimiento para cada uno de los grupos en
estudio obteniéndose el comportamiento de la media de cada una de las
fracciones, posteriormente se realizé el andlisis estadistico de las muestras

poblacionales de los grupos en estudio vs grupo control, obteniéndose las graficas
tipo de los lipoproteinogramas.

Gréafico 1: Lipoproteinogramas de la poblacién de referencia y subgrupo
<100 mg/dL

\
- a -HDL p-LoL ~am
0 ==

== == Grupo Confrol

== == Grupo Control

—_—< 100

La linea punteada azul significa las medias poblacionales del comportamiento del grupo control y la linea

continua roja representa las medias poblacionales del comportamiento del subgrupo <100 mg/dL de Tg

El lipoproteinograma I; linea punteada azul representa el patron electroforético
promedio de las medias poblaciones del grupo control, en este se observa la
distribucion de las fracciones a (HDL), pre-g (VLDL), B (LDL) y la ausencia de Qm;
el lipoproteinograma |l representa el comportamiento promedio del subgrupo
(<100 mg/dL de Tg) linea roja; comparado con el grupo control; se observa un

decremento en las regiones a y pre-, indicativo de que el fenotipo inicial en la
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poblacion estudiada no es el fenotipo clasico de hipertrigliceridemia y HDL bajo;
sino que inicialmente bajan cualitativamente los dos; este decremento de las HDL,
también es cuantitativamente estadisticamente significativo con respecto al grupo
control (37.0 £ 3.6 vs 51.8 £ 1.5).

Rhasid y cols, en el 2007 encontraron en poblaciones obesas aclaramiento inicial
adipocitario de la subfraccion HDL;, y la subfraccion pre-B1 de HDL; una mayor
deslipidacion de HDL por la LPL y un incremento en el catabolismo de la
apolipoproteina apoA-1, mecanismos que podrian explicar la disminucién inicial de
HDL.*”* Por otra parte los Tg (al no haber Qm) son exclusivamente endégenos
(VLDL), y sufren un decremento cualitativo en la grafica, pero su cuantificacion
tiene un incremento significativo con respecto al grupo control (24.8 + 3.6 vs 27.8 =
1.5). Esto sugiere que la relacion Tg/Col (50-55/12-15) no esta distribuida
uniformemente en las VLDL, originando heterogeneidad en las particulas, efecto
que se observa en el lipoproteinograma Il donde la curva pre-3 es mas ancha en el
grupo <100 vs grupo control; esta caracteristica pudiera indicar un aclaramiento
exacerbado de lipidos por parte del adipocito, Rasmus Siersbaek y cols., en el
2012 describen que la estimulacion inicial de este aclaramiento es probablemente
un incremento en la insulina, glucocorticoides y cAMP que presenta el individuo

ante el exceso calérico.>® *°

Gréfico 2: Lipoproteinogramas de subgrupos 101 - 150 y 151 - 200 mg/dL vs

grupo control.

o]

== ==Grupo Control —101-150 == ==Grupo Control —151-200

La linea punteada azul significa las medias poblacionales del comportamiento del grupo control y la linea
continua roja representa las medias poblacionales del comportamiento del subgrupo 101-150 y 151-200 mg/dL

de Tg respectivamente.
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En el lipoproteinograma 11l se observa que a medida que avanza el incremento de
Tg séricos, el comportamiento de las cHDL continda siendo heterogéneo y
estadisticamente significativo a la baja, linea roja; (38.6 + 1.3y 30.8 + 2.8 vs 51.8
+ 1.5). Esta disminucion ha sido reportada como una constante en pacientes con
obesidad y RI. Mientras que en el lipoproteinograma IV, subgrupo 151 — 200
mg/dL de Tg inicia un ligero desplazamiento hacia la region pre-B, linea roja;
siendo esto indicativo de heterogeneidad de particulas. Mooradian en el 2008
reporta que los mecanismos que contribuyen a la disminucion de HDL, es la
sobreproduccion de acidos grasos libres (AGL) y VLDL; la alteracion enziméatica de
proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP), lecitina colesterol aciltransferasa
(LCAT), lipasa hepatica (LH) y la proteina transferidora de esteres de colesterol
(CETP); aunado a un incrementado aclaramiento plasmatico de apoA-1 y su

produccion disminuida.

Ademas Rashid y cols correlacionan esta baja de HDL con la disminucién de
sensibilidad y resistencia a la Insulina, disfuncién endotelial y el inicio de los
procesos de disglicemia. Gotto y cols., encontraron que una disminucion de 5
mg/dL de HDL incrementa un 14% el riesgo de ECV, y Brewer y cols reportan que
el incremento de 1 mg/dL reduce el riesgo en 2-3%. Estos mecanismos podrian
explicar el comportamiento glucémico del subgrupo 101-150, cuyo nivel de
glucosa sérico (92.5 + 3.5) no es estadisticamente significativo, pero es indicativo
de una desregulacion inicial de sefalizacion entre la insulina y sus tejidos

blanco.3*

Las curvas patréon de los lipoproteinogramas Ill y IV de los subgrupos 101-150 y
151-200 mg/dL respectivamente, indican una moderada elevacién de la fraccion
enddgena de los Tg (VLDL); pero su cuantificacion refleja un incremento del 148.7
% y 205.0 %, linea roja, (124 y 171.0 mg/dL) con respecto al grupo control, linea
punteada azul (83.4 mg/dL), estos datos sugieren una heterogeneidad bioquimica
de las VLDL, fendbmeno que se puede observar en el ensanchamiento y

desplazamiento de la curvas de los grupos en estudio hacia la zona 3 (LDL).
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Las VLDL son consideradas un grupo heterogéneo de particulas con una densidad
entre 0.930 a 1.006 g/mL y no presentan toxicidad al endotelio. Kawakami en el
2012 mediante técnicas de cromatografia de intercambio aniénico logré
subclasificar la heterogeneidad de las VLDL de pacientes con sindrome
metabdlico (SM) en 5 subfracciones (V1-V5) dependiendo de su
electronegatividad y tamafio; determind que existe una disparidad funcional entre
las particulas, siendo VLDL tipo V5 la mas electronegativamente cargada y con
una mayor citotoxicidad (por induccion de apoptosis) sobre células endoteliales de
aorta humana. Demostré que existe una relacion directa con los Tg plasmaticos,
Apo C, E y el IMC; e inversa con apoAl y HDL.* Estos resultados sugieren que a
medida que la poblacion de VLDL sea mas heterogénea, mayor sera el riesgo de
ECV, RI, SMy diabetes mellitus (DM).

Gréfico 3: Lipoproteinogramas de subgrupos 201 - 250 y 251 - 300 mg/dL vs

grupo control.

1 51 101 151 201 251 31 351 201 51 501 351 1 51 101 151 n 1 T 51 a01 251 501 551

== == Grupe Centrol —1201- 250 ====Grupo Control —151- 300

La linea punteada azul significa las medias poblacionales del grupo control y la linea continua roja representa
las medias poblacionales del subgrupo 201-250 y 251-300 mg/dL de Tg respectivamente.

Los lipoproteinogramas V y VI de los subgrupos 201-250 y 251-300 mg/dL, indican
una franca elevacion de la fraccion enddgena de los Tg (cVLDL). Su cuantificacién
refleja un incremento del 274.8% y 342.4% (229.2 y 285.6 mg/dL) con respecto al
grupo control (83.4 mg/dL). Este comportamiento indica que la formacion de
cVLDL ricas en Tg o también conocidas como LRT se hace franca en estos
grupos; donde la base se hace mas heterogénea a medida que se incrementan los
Tg.
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Estudios realizados por Choi y cols en pacientes con Rl indican que: la lipogénesis
de novo de Tg esta aumentada por el sobre estimulo de ChREBP y PPARYy; que
los AGL estimulan la formacién de apoB y son responsables del 80% de los Tg;
que no existe inhibicion de MTP (Microsomal Triglyceride Transfer Protein) y la
degradacion de apoB esta disminuida; estos procesos en conjunto propician una
secrecion hepatica de VLDL ricas en Tg. Hanyu O, describe que existe una
disminucién de la actividad de LPL y un mal catabolismo de ellas, por lo que las
LRT permanecen mas tiempo circulantes, esto hace que las LRT sean de mayor
diametro que las VLDL (30-70 nm), por lo que se sub clasificaron en LRT V6 (100-
120 nm) y LRT V5 (60-80 nm) como las de mayor aterogenicidad.*®

Las gréaficas indican que la formacion de LRT se hace franca en estos grupos,
donde la base se hace mas ancha sobre todo en el subgrupo de 251-300 mg/dL;
se ha vinculado a las LRT con la activacion de vias de sefializacion ERK1/2 y
p38MAPK, originando una sobreexpresion de genes diana como: PAI-1, VCAM-1,
ELAM-1, PECAM-1, MCP-1, ADAMTSL1 e IL 6, implicando principalmente a NF-kB
y CREB como los factores de transcripcion involucrados; estos mecanismos de
respuesta inducidos por las LRT desarrollan disfuncion endotelial, induciendo

estados pro-inflamatorios y pro-trombéticos en pacientes con sobrepeso.*?

Gréafico 4: Lipoproteinogramas de subgrupos 301 - 400 y >400 mg/dL vs
grupo control.

> 401

== == Grupo Control — 301 - 400 == == Grupo Control

La linea punteada azul significa las medias poblacionales del comportamiento del grupo control y la linea
continua roja representa las medias poblacionales del comportamiento del subgrupo 301-400 y >400 mg/dL de

Tg respectivamente.
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En las curvas patron de los lipoproteinogramas de los subgrupos 301-400 y >400
mg/dL se observan finalmente los tres comportamientos conocidos como la triada

dislipémica:

[) La region pre-beta (VLDL) continta incrementando cuantitativamente 418.1% y
547.0% (348.7 y 456.2 mg/dL) con respecto al grupo control (83.4 mg/dL) y
cualitativamente al observarse un aumento de la base de la curva; esto indica que
la formacion de las VLDL ricas en triglicéridos (LRT) continda siendo inducida en
el hepatocito, que esta disminuido su catabolismo y que los mecanismos pro-
inflamatorios y pro-trombaéticos estan desarrollando disfuncién endotelial.

II) En la region beta (LDL) la diferencia estadisticamente significativa es hasta el
subgrupo >400 mg/dL (56.5 vs 86.1 mg/dL); pero al observar el comportamiento
cualitativo, en el subgrupo 151-200 mg/dL se observa un desplazamiento de la
base a la regién prep y posteriormente este desplazamiento se acentua en toda el
area incluyendo la moda grupal desde el subgrupo 201-250 mg/dL hasta el
subgrupo >400 mg/dL; esto sugiere una heterogeneidad bioquimica de las LDL.
Evan A. y cols., en el 2011 describen una subclasificacion de las LDL cuyo
originen es el intercambio de los lipidos del nucleo (Tg y CE) con las LRT y su
deslipidacion por la LH resultando 5 subtipos (LDL;-LDLs) cuyas fracciones LDL4 y
LDLs son pequefias y densas (LDLsd) con un didmetro promedio de 18.3-21.2 nm
y un incremento de apoC-lll, facilitando su internalizacion a la tanica intima. Ahi

pueden sufrir dos procesos:

i) ser hidrolizadas por la fosfolipasa (Lp-PLA;) en acidos grasos oxidados y
lisofosfatidilcolina (LPC), este mecanismo induce al endotelio a expresar CXCL1
gue recluta mas monocitos potenciando asi la inflamacion.

ii) ser transformadas en LDL oxidadas (LDLox) por el incremento de superéxido
dismutasa 3 (SOD3) y el decremento de araquidonato 5 lipooxigenasa (FLAP);
estas LDLox generadas son fagocitadas por macréfagos mediante dos

mecanismos:
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a) mediante CD36-TLR4-TLR6 que via MyD88 activa a NF-kB propiciando el
estado inflamatorio por secrecion de quimiocinas (MCP-1).

b) mediante TLR2/6, cuya activacion desarrolla via ERK y NADPH oxidasa
especies reactivas de oxigeno (EROS), mismas que inducen apoptosis y mas

conversion de LDLsd a LDLox.

Ademas este exceso intracelular de colesterol libre en los macrofagos promueve:
estrés del reticulo endotelial (ER) potenciando la produccion de EROS; dafio
fagolisosomal que induce la formacion del inflamosoma y la activacion de caspasa
1 con la consecuente secrecion de IL-183; la activacion del receptor nuclear PPARy
que a través de LXR induce la expresion de SRB-1, ABCAl1 y ABCG1 aumentando
el aclaramiento de HDL. Todos estos procesos inician un estado aterogénico
sistémico por mecanismos como: formacion de macréfagos hipertréficos,
hiperlipidicos y proinflamatorios (células espumosas); aumento de PAI-1 por
endotelio; aumento del TGF-B por células mesangiales; incremento de
peroxidacion de lipidos de membrana a través de la activacion de NADPH
oxidasa; decremento de Glut4 en miocitos; aumento de eflujo de colesterol por la
via de SREBP e HMGCOoA reductasa, la mieloproliferacion al modificar la
presentacion y sefalizacion de células hematopoyéticas stem cells; y el
incremento de EROS.***' Por ello la observaciéon de curva heterogénea y
desplazada hacia la region pre B indica muy probablemente una disfuncion en el
catabolismo y transformacién de LDL a LDLsd - LDLoX.

[II) La disminucion de la region a 6 HDL, esta regién alfa es la primera fraccion que
inicié su disminucion; cuantitativamente inicio con una disminucién de 28.6% (37.0
vs 51.8 mg/dL) y termind en 62.3% (19.5 vs 51.8 mg/dL). Analizando su
comportamiento cualitativo en el lipoproteinograma, se observa una disminucién
desde el primer subgrupo (Tg <100 mg/dL) indicativo de que es una de las
primeras alteraciones de los lipidos. Jaye M en 1999, describe una lipasa derivada
de endotelio (EL) capaz de modular las concentraciones de HDL, posteriormente
se demostrd que la EL es un regulador negativo de la HDL y el transporte reverso
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de colesterol (TRC); que su sobreexpresion provoca una disminucion de HDL, un
decremento en el TRC y un aumento en ECV. Esta determinado que en los
procesos inflamatorios, citosinas como el TNF-a mediante NF-kB regula la
expresion de EL, por lo que la disminucion de HDL es indicativo de que el proceso

inflamatorio via TNF-a se esta llevando a cabo dese el grupo inicial. *9°*

Posteriormente en el grupo 151-200 y 201-250 mg/dL se observa un
comportamiento heterogéneo con pérdida del valle y un desplazamiento hacia la
zona pre-B. Wroblewska M. describe la fraccién pre- HDL como una poblacion
heterogénea discoidal de particulas de HDL nacientes, generadas por la
interaccion entre los macrofagos (ABCA1) y monomoléculas de apo Al libres en
plasma, su maduracion en aHDL esféricas (maduras) es mediada por la LCAT,
esta generaciéon de pref3 HDL y su maduracion a aHDL es una de las principales
medidas de proteccion aterogénica al ser crucial en el TRC; los hallazgos en estas
dos subpoblaciones es un indicativo de que el sistema esta tratando de

compensar la dislipidemia mediante la produccion exacerbada de pref HDL.>>%3

Finalmente en los subgrupos 251-300 hasta el >400 mg/dL se observa la
disminucién y el desplazamiento de la curva de HDL hacia la region pre-q, linea
roja; esta zona se caracterizada por presentar particulas con mayor densidad; se
ha demostrado que el dominio 89-99 de apoA-1 es muy importante para la
homeostasis de CT y Tg, encontrandose que la modificacion de D89/E91/E92
altera la carga y conformacion de apoA-1; este cambio incrementa la activacion de
LCAT e incrementa su afinidad por VLDL/IDL originando la formacion de HDL ricas
en Tg, con un cociente bajo de CE/CT y de forma discoidal; esta modificacion
origina una mayor hidrolisis de HDL por la LH originando HDL pequefias (a4 y a3),
estas a,HDL y a3DHL asociadas con LCAT son mas rapidamente catabolizadas

por el rifion.>*>’

Resulta entonces que el desplazamiento de la curva de HDL
hacia la region alfa significa una disminucion de HDL, apoA-1 y LCAT, formacion

de HDLsd/ox, hipertrigliceridemia severa y aumento del riesgo de ECV.
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Correlacién de Tg vs cHDL de las poblaciones en estudio

La figura 6, muestra el comportamiento que tienen las variables Tg vs cHDL; se
observa el incremento de la concentracion de Tg y la disminucion en la
concentracion de cHDL de los grupos de trabajo, el valor de R= -0.8762 lo que
indica un relacién inversamente proporcional, es decir, que mientras una aumenta

la otra disminuye al mismo tiempo.
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Figura 6. Correlacion de las medias poblaciones, Tg vs cHDL.
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9. CONCLUSIONES

Se encontrd que los subgrupos <100 y 101-150 mg/dL presentan normoglicemia,
normolipemia pero hipoalfalipoproteinemia; en los subgrupos 151-200 y 201-250
mg/dL presentan normoglicemia, normocolesterolemia, hipertrigliceridemia e
hipoalfalipoproteinemia y los subgrupos 251-300, 301-400 y >400 mg/dL
presentan glucosa alterada en ayuno, hipertrigliceridemia e

hipoalfalipoproteinemia.

En las graficas tipo obtenidas la fraccion a (HDL) es el primer transportador que se
modifica cualitativamente en pacientes con sobrepeso, inicialmente con la
formacion de pre HDL y culminando con prea HDL. La fraccién pre-p (VLDL)
inicialmente es aclarada por el sistema y posteriormente incrementa su

concentracion con un ensanchamiento de la base de la curva y heterogeneidad.

La fraccion B no se modifica sustancialmente en concentracién, pero conforme
avanza el IMC, ésta tiende a migrar a la regién pre-B. A partir del subgrupo 201-
250 hasta el >400, se observa un desplazamiento de toda el area de la curva

hacia la region pre-f3.

El incremento de Tg ocasiona hipertrigliceridemia alcanzando un aumento del

547.0% respecto al grupo control.

La alfalipoproteina (HDL) disminuye de 28.6 % a 62.3%.

La pre beta lipoproteina (VLDL) primero decae, para posteriormente incrementarse
hasta 425.9 %.

La region beta (LDL) so6lo se modifica con significancia estadistica hasta el ultimo

subgrupo con una disminucion del 34.4%.
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11. APENDICES
1. Carta de consentimiento informado

Carta de consentimiento informado

Nombre completo de la persona a participar

Estimado sefior o sefiora:

Usted ha sido elegido para participar en un estudio de investigacion; realizado en Laboratorios
Italo Gaya Capellini S.A de C.V. La entrevista durara de 3 a 5 minutos.

El objetivo principal del estudio es obtener resultados que seran utilizados para el desarrollo
de una tesis referente al area de Quimica Clinica.

Puede dejar preguntas sin responder o terminar la entrevista en cualquier momento. Las
respuestas que usted proporcione serdn completamente confidenciales y andénimas. No
recibird pago alguno por su participacion pero esta tampoco le ocasionara gastos.

Una vez informacién sobre el procedimiento que se llevara a cabo, otorgo en forma libre mi

consentimiento.
si[ ] nNo[ ]a: Laboratorios Italo Gaya Capellini S.A. de C.V.

para la realizacién de los examenes (colesterol, colesterol HDL, triglicéridos y electroforesis de

lipoproteinas) solicitado por:

Como parte de este estudio autorizo efectuar:

5||:| NO|:| a La extraccién de sangre necesaria para la realizacion de Andlisis
Clinicos.

La realizacion del registro de datos como: estatura, peso, estilo de vida
NO |:| a: o
y antecedentes familiares.

si[ ]

Hago constar que el presente documento ha sido leido y entendido por mi integridad, de manera

libre y espontanea.

Firma de autorizacién
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. Cuestionario

Cuestionario

1. Nombre completo:
2. Edad: Sexo:
3. Peso: Talla:
4. indice de masa corporal (IMC):
5. ¢Realiza ejercicio? NO
Sl Con qué frecuencia:

6. ¢Padece alguna enfermedad? NO

5] Cual enfermedad:
7. ¢ Tiene familiares obesos o con problemas de sobrepeso?
8. ¢Es diabético? NO

Sl Tiempo de evolucion:
Tratamiento farmacol6gico: NO
Sl Cual:

9. ¢ Tiene familiares diabéticos o hipertensos?
10. ¢ Practica alguna de las siguientes adicciones?

Ingesta de alcohol: Fumar cigarrillo:
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3. Cédula de recoleccién de datos
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[ INTERLAB
Uso Previsto

El kit Interab para b electroforssis de ks lipoproteinas pemite realizr o andisis cuafitativo ysemi oantitato de b fraccorss de ipoproteinzs Pre-Al, Alfs,
Pr&ﬂeb,.ﬂehyﬂuhnhwamaﬂndecdﬂhudﬂﬁhﬂﬂﬂ:ﬁh oo bos retrumesnios Microbssch 672PC, Microtech Eiﬂﬂlhﬁcmbsdl&ﬂﬂ:y
Genio.

Resumen

Laes Bpoprobeings son complejos solubles compuestos de una parte fipidica ligada auna parbe protesca. Estan formadas por un nideo demolécubes hidmftbicas
orcundado por un revestimento hidnofiion. H nideo hidmis bico estd compuesto de trighctridos y estenes del colesterl.
El revestimiento hidroflion et compuesto de fosfolipides, y de ura mesrla de un tipe de proteines espedfices, lsmadas apolipoproteinas, con oolesterol no
esterficado. El prooeso bioquimicn que produce [a sinbesis de b ipoproteira plasmatica aibn s= desconoce. Las fpoprobeinas transportan lipidos del pleama a
Iz cefulas de o tejidos. periféricos, y terapotan los lipidos que no han sido utiimdos &n las vias metabalioas al higada. Las ipoproteinas pueden agruparse en
cuatro clases principales, de acuendo a su:

. densdad (detemmirada medante uktr centrifugacan)

B movilidad elecinodontics [determinacds medianbe slactroforesi: de 2ona)

" dimemsitn [determinada mediante fikracidn moleoular sobre acrilmida)
La efectroforese de 2ona sobre tas de acetato de celulosa con pH alaling permite sepanr bz ipoproteiras en custre bandaes principales lamadas Al (HOL,
Fre-Seta [VLDL), Beta [LDL], y Quilomicrones; ademds, pusde sstar presente 2nuna quinta freocidn conodda como Pre-Afa.

. La lipoproteire Pre-Mfa, tam bitn conocida oomo Spoalbamina, une ks scidos gresos noesterficados.

. Las lipoproteinas Ala o HOL (High Density Lipoproteins, e dedr Lipoproteinzs de Al Densdad’) transportan princpalmeme
fosfolipidos y colesbeml de los depasitos intraceldares al higada

. Las Lipaproteinas Pre Beta o WLDL (Wery Low Density Lipopeobeins,, es decr Lipopoteinas de Muy Baja Densidad’) transportan
principalmente trighcéridos enddgenos a ks bejidos perfrioos. Las VLDL tambien transportan o colesten libre.

- Lzrmpﬂﬁm&humﬂm&fﬂyw&nath&ﬁmmthja Dersicdad’) bransportan principalmenbe
coleshenal e y en s forma estedficada),

. Los quilormicrones bransportan kos lipidos del mbesting a bejidos objetivos, unienda los triglictrdos mdgenos que se intmducen &n la
alimentacion.

La heterogersidsd eriel hagar de b sntesis frvomee b varisbifidad de b dimensidny de b compeeicion de |z ipoprobsinas fesrtabi 1)

Moo
" Citod ]
[T T
p,,.,.ﬁ i Prede B Bt bk
Tereicd 2 lpsburare! [ [ LDL ) Derridic’
[ Acidos M TR [} e [P
Trighreidx gra=os 15 [ % A Trigheio:
vl libres 28, T, I 1% oo
Framrce [ [T 5% -5 Frase:
Taiwa I: Closifeocian de lasfrocconss fpopronaiors
Inicio de la prueha

Lars ipoproteinas se separn en las s de aoetato de osulosa segan sus cargas elécinos. La movilidad electrofordtica de las fracdones ipoprobeicas viene:
determina por su ama reta de las camas del grupe temmiral y lateral d= apoproteiras, y por s carges eléctricas de los fosfolipides.
Lz bandas lipoproteicas s= revelan mediante b coloradon con Sudan Black #n una soludon alcalira.

Recogida y conservacidn de la muestra

Lars mvuest ras de plasma debesn ser necogidas seqin lo especificadio en los procedimientos de hbomionio y de acuerdo a las direcnces de buenas pricticas de:
Labomtono (Good Labomtory Practios Guidelines). Es preferible utiizar b muestira del plsma freson remgidio con EDTA (4cido etlenc-damino tetracétion, ya
s oon sodio ooon sl de potasicd. La EDIR, de hechio, desemperia una accidn protecton en ks fraciones ipopmtelczs inhibiendo la actvidad de b lipsa. Se
pueden utiizar tamibidn s muestras de suero con una concentracon final de EDTA de 1g/L

Lars muesiras deben consenase a +4°C antes de s usa. Lamuesia se puede consenar duanie 2 dizsa 2+8°C b consenvacitn prodongada causa b dismimucian
de |a fracrion Pre-beta . Mo utilice sangre recogida en hepanra. Nowtifice s muestras conge bdas.

Reactives

Todos los reactivos estin fbos para usar, sxcepto b solscian colornte.

Por favor, consubie el Manual del Usuano y' o b Hoja de Configumcidn para la comecta disposician de b solscén en s pamiles de reactaos del instrumento
Consarvacon y Extabilidad: Corserve todos los reactives a temperabura ambiente (entre 15° = 3070).

Todos los reactivos son estables hasta kb fecha de expiracion indicada en [a etiquets, induso despuds de [ apertura de las botellas. No use readives despuds de:
la fecha de expiradion.
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. Tiras
Bcatato de Caluloss estratificado sobra Mylar®
Senalkes de Deterioro: Mo utilizar s la suparfids da la tira et danada.

Tampsn da Mogdo y Procedimiants

Contiana: 1.02% da Acido Hipuarico

Senalks de Datariors: Dasscha ol ampan sl @mbia su apanenda, por ajemplo, S aparecn manchas negras o moho
gelatinoso.

. Soludén Coloranta
Contione: Sudan Black B (Megro da Sudan B) an Matanol 80%G{wia)
Adwaertanda: Téwlon an caso da inhaladén, por contacto con la plal, o 5l 56 inglera.
Facilmarits inflamable
Satales de Detariorno: Dasecha la soluckon de colornts sl presanta predplitado.

' Solucion Decoloranta
Contiona: Matanad al £0% (w'v)
Advartanda: Texico an caso da inhaladen, por contacto con la pial, o 5| e inglere.
Facilmarits inflamable

Solucion Alaline
Contiane: 5% da Hidréwido de Sodic
Advaertanda: Corrosive

Consideraciones sobra desechos y riesgos asoclados

Fara un desecho comecto y sequn, osmpla mon l nomatva legal loal

Sin embanga, ambitn puede encontrar informacisn sobre &l desarho segure en |a Pagira de Seguridad de Reactivos que ] provesdor de Servicios Tecnioos
pone a su disposician.

En cuanto 2 ks precauciones 2 sertomiadas en osenta ante cualquier fesgo especial o inuswual rdacionado al wso o desecho del productn, induyerda medidas
especiales de proteccitn, corsube b Pagina de Sequridad de Reactivos que o provesdor de Serdicios Teomioos pore 2 su disposioon.

Materiales Suministrados
$iemerm de Producto del Kit SRE15K Cédign del Kit: SRETAGK
Para ol Irstrurmeriio METZ PC Parz of Irstrumento MEIE 50

Fel Temcizaar it he Trmizaar it
FHEE T 1 HETIE ] 1
SEIDE Popel ezt pars B e Mamrs - 1 [ YETE Popel ot pos Mo de My - 14 1
TENHN Papel Sexantzpar esadn de T - [ TR Papel Secantspora e e T 1
TENTY Faped et e b L Whgradin 4 [ TE Papel Secantepra e e T 1
FEIIL Tarmpin e resiado y Pt 00w, 1 TEIE Fape e b i e Mg 3 1
FEIIT Seiurion e Cderamte- 00w [ TEIL Taragende ity Prsrsimientn 00T 1
FEITE e — ] 1 g Sefucion (ot - W0 1
FEIRL Salurion Al S0 7l [ L P ——] 1

SEDIRE T —— 1

SESE ckysan Al 00l 1

Woirmem de Prodhuct del Kie SRE1TSK Céedign del Kit: SRETETK
Pairzi =] Irestrurniesmbn G Parz el Instrurme nto Cenis

[ Trmcipan i [ Trmcipon i
FESE Tim-H [ SERRE ] 1
WETIE T Y p—T] 1 WETE Popel ecare pors Mo de My - 14 1
TEUEY Papel Secani=pora ecatn de T -1 [ LEEY Papel ecartepora e T 1
SENR] Papel becante pora o rara e Migeaion 17 [ ] Papelecort=para 2 Liara e Migeaion 11 1
RENH Tarmpin de msadn y Prinentn 5 mi, 1 FT Tarmgin e maspdn y Prveimientn 5D 1
FEIL Sgiurion de (okorane S0 1 L Suciin [okrarte Sl 1
SERMH Sl e Decchorarte il [ PEAH oo Dertionre -Elnl 1
SENH “alurion A 350 1L 1 PEEH okaian Al 150l 1

Materiales necesarios no incluidos en el Kit
' Pipatas automaticas. Praferiblemanta dispositives da pipeta regulablaes para 100 L, TmL v 2 mL
. AguaDastilada (AN
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) INTERULAB
Precedimiento de la Prucha

1. &mhm!mbw
Inserie los Secantes en s ranures de la Cimara de Migradon. Mientras vierta o tampan, asegonese de que los niveles en ks dos
compartimentos sean iguales y justo por debajo de bz linea oja hoizontal dela Ciman deMigraadn.

Pam Instrumentos Microtech:

. Preione los secantes usando "Hecdrodos de Papel para Presonar por Migracian ™ [Press for Migration Paper Blecirodes), con L stiqueta
hada el lado derecha

" Seque |atapa de la Camara de Migracion con una teda que no tenga ningura pefusa.

" Coloque |2 tapa de la Cmara de Migracion en o imdn dentro del instromento.

Par Instrumentos Genio:
" Coloque la Tapa de la Camar de Migradion en |a cimara die migracion

muhmawmdmmtummmm

MOTA: Revise o nivel de los reactieos antes deinicar o andlisis.

Todos los reactives deben estar en sus niveles dptimos anbes dewsar & instrumenba.

Complete la preparaddn de fa Pamilla de Reactivos como seindica en la Pégira de Configuracon que se enosentra dentro del kit de
pruehas o ene Marual del Usuaria.

1 Tiras

Revise ol Sujetador de Tires para asegurarse de que esbé impio, sobre todo osca de los broches. Eimine ouslquier desperdico.
Coloque |2 Tira en o sujstador de Tires comio muestra o Marual ded Usuanio,

Mo toque & aostabo con sus dedos.

Aseqiirese de que a Tire esté plara y que se adhien al sajstador de Tirs.

3. Musstras
" Coloque 30 pl. de plasma en cada fuenbe de |a Bandea de Muesiras. Cuando cologue ks musestrs on |as pipetas, EVTE infrodudr
burbujs. Adwerbenca: Las burbujas yla espuma pueden interfenn con ks resuliados.

4. Bardaja da Musstras

Coloque d Secante & b posicién comecta enla bardsja de muestres

Poniga la Bandeja de Muesiras en o instrumento,

Eche agua destilada en el canal de |z Bandeja de Muesiras como se sxplica en o Marual ded Usuaria
Msegurese de que la superfice del iquido este lena hasta al borde.

Revise que-d nivel de guido no esté ni ooncayo ni oo,

5. Condicionas da Dparadan
Verfique en o teclado del instrumento quelas Condidones de Operacion sean lzs coredas. Estas instructiones son muy
espedfics, por tanto aseganese de consultar b infcemacion sobee L Condiciones de Operacon que se encuenira en la Figina de
racion en o kit La Pagira de Confiquracion esta espedficamente dissfads para o momero de bat quee s= usa para este andliss.
Consubte &l Manual del Usiario par mdsinformacan sobre otmo configuear |z Condidones de Operacitn.

. Comience la prusba.
Consulte &l Manual del Usuano para mdsinformacian sobre omo usar &l instremenio.

Notas ndﬁ:ipnn'u'
H Paped Szcante para la BEandeja de Muestra debe cambiarse caxda vez que s realice un nueso grupo de muestras.
" Deeseche el kampdn y los pepeles secanbes contenidos en b Céman de Migracdn Micotech despuds de b electrofonesis (f Tras).
Himined In'rpr.'n:lrlnns papeles secanies contenidos en k2 Cimara de Migracion Genio después de 4 eleciroionesis (4 Tirs].
" Lnsrza-t:h'.ﬁ:\\:-aI papsies de ransferenc en la Pamilla de Reactivos deben ser sliminados desputs de 17 analis (12 Tiras).
bra cada tanque dela Parilla de Reactivos cuando no esté usando los instrumentos.

Interpretacion de los resultados de las pruebas
La slectroforesis de las ipoproteinas debe considerarse solamente como un método cualitativo para medicones de lipidos cuantitativas.

B tipo de lpoproteinas de una mussiza normal |plasma o sueno) presenta fracdones con colordones en negno o maman ousndao s utika o colorante Swudan
Black B Megro-de Sudan B) [vea bz figura 1)

Por lo general, sedeben identificar las siquienbes caracteristicas a eshdiar o patron slectroforttios de una fpoprobeina de Lna muestra nomal:
Cada banda da ipoproteina deba tener una forma rectangular, in importar el grado de anfogus.
hmﬁwmﬂumdmm:ﬁnmmpmﬂmum

Las barndas daban tanar la mi i

Las bamdas deban tanar [a misma amplitud, an espedal bs fracdonas Alfay Bata.

Lalintansidad da la coloracitn, an onden ascandente, deba sor-pra Bata, Ala, y Bata.

Espafiol - 21

-58 -



En algunas orasiones pusde sparecer una faooen, denominada Pre-Af o Lipoalboming, bandas ton poc coloracan que migran desde o anadion a la fraodisn
alia. Esta barda, cuya moloreodn proviene de ligar & coloranbe con Acdos grasos y la lecting bgados 2 b albiming, wene por lo genenl en b denstometria de
la fracdion Alfa

5i la banda Pre-Alis et susenbe, |2 fraoddn Afa es la mids anddica, y aparece como ura banda pequeda diferenite gue se soluciona o también come las oras
fraccianes.

Lakhanda Pre-Beta puede tenerun aspecto difiso y presentar una gran mosdidsd. B ermejedmiento dela musstra produsos una degradadion rpida de la fraodion
Pre-Beta que desaparece del patron. La divisidn de |a banda Fre-Beta 5= puede obsenvar en algunas muestas.

La banda Bets e por o general bastant= amplia y de una coloracn intensa. Por lo genesal, s zona enire |2 bandzs Pre-Beta y Beta genera una coloracidn de
mds inbersidad que o fondo de b banda,

La presenda deura linea puntiaguda y negra £n & punto de aplicacian indio |a presenda de quilomicrones enla muestra

Informacién Adicional:
@ Elnhel sangaines da los lipidos, sn partioular sl colestarol, asta mas relaclonado con la Incidancia d Sornas
anfarmedadas mrdovasoularas ¥ Isquamicas.
] La hiparipog s atia da un grapo de condicdonss patoldglcas cuyo tatamiante terapéutice pueda variar
sagquin has dfarantes perfilas grasas.

o El DA &5 um astads Intermadio antra B VILDL y laLDL {indica qua &l VLDL mo 52 ha transformada por complato an LOL). Esta
banda 2 mnocs tamblén como “broad-band” (banda ancha) o “bread-beta” (bata anchal y pusda aparecer o la zona antra
losBeta yPro-Bata,

Fredricksan y Lees planteanon en 1965 ura desificacdn para l hipsriipoproteinemia. (ver g 2)

(el o Aotz |olkain pH)
s () [ Refrsreri i koo
n i) Imienalo e e Reifiogice. e b Moesine®
mooan o ik B4
BRECTH e [ Fe-de (5]
af Beai|n Yo mEE P A =
'” o ‘-_‘.-,_,.f _ i [
= BB, Estoes vl = preseniton come direcirioes indizytiwes. Coda kabontonic
BTN A AT GH BT clohe estoblorer s propic raferendi de valkones.

Fig.1Modalos y grafices da Lipoproteines normalas:
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[ INTERLB

TYPE I: Hyperchylomicronemia TYFE OL"Broad Beta™Mived Hyperipidemia
Ty CPiCTIVES YDA it B TELICIHON pafet A8 3 derY Chydenicroms e absens Besd IMVDTOHTS I Secradend
aouifrm T B, pre-Besy and Algh Mooprpssy bawds Dramatic eass of pre-Bes [ipopeety Tesulss M & stgl,
o tmmaishad or st hrgmﬂdﬂmms Benrangd F"l.’-\.iﬂi

Alrha Ipopmteins may be sifphey sroannl

N
f |
f I|
|I \"\..
@ a

© Wy, vy T 9,0

%'r’b.._,l
TYPE Ia:Hyperbetalipoproteinemia TYFE IV: Endogenous Hypertriglyceridemia
Clryiomicroes o rpoes. The houd of Bess Iiprgross induced by Carbohydrates
i comptarably Suoreiesl. Pre-Bes oul i Bpepmosms Ciyiomicroes Pgy by Erpear 2s £ firne o g S Sppilmem
iy arr nomeLl patn. Fre-Beed Epaprranh bond slhos meld &0 Se0eTE MoTrase.

The st of Bee st Alphie Ifpreesty vy be decromed

e

& (=]
TYFE Ib: Mixed Hyperlipidemia TYPE V: Endopgenons and Exopgenous
Gl}iﬁwmmﬂm.scu.m.:nrtm IipopToteing vaergl}‘ceridenﬁa
e Mncrrced, The hand of Alphe fppraeen & noredl Chizmyerons proice el deesd banadish. Bee (fpopraetg

e mornl o Slighey bacreasd. Pre-Sem ifpoprastis
e oreesed, ol Algha Epopo g may Grpec norml
T gy moremed

.l

HOTA: La besnda “brosd-bata™ so axtionda 3 trowds da s bandas batay Pre-Bata
Fg. Les fanotipos lipidos en las hiperlipidamias |de atuerds con la dastficacion de Feandeen p los)

Control de Calidad

Se recomienda indiir una solucion de oomnol para las lipoprobeings jurto a les muestras de pacientes en oda analisis, en onformidad con [ dieecricss o
requisitos de lasrequiacones estatales, locales yia federales u organizaciones. acreditadas. Hilaboratono debe establecer los pardmetros de aceptacion para ada

lote de material de control. 5i los controlkes ro estan induidos dentro de estos parimeetros, los resultados de las pruebes estarsn bajo sospecha, y por tanto, o
aniliss debe repetise.
Control de Calidad Interno

Amtes de by entrega, todos los lotes de @da uno delos Kits son probades por interab, 2 fin de venificar gue los Kits cumplen los requisitos establecidos para los
prooedimientos de control de calidad de imerlab, Los resuftados de bs prusbas de control de calidad, que apamoen en o Certificate of Analiss (Certificado de
Analiss), s inchuyen en la hoja de configuracion para afrecesr pardmstros de trabajo que assquren & furdoramiento dechado en d Certificate of Analysis

Servicio Técnico

Liame a Servicio Tamio del provessdor en @so de que se produzran camibics en o fundonamiento analitioo de lios equipos, siemprey ouanda, | instruodones
pan la preparacian y almaceramiento de los productos y o procedimiento == hayan cumplido en su totalidad.

Interferencia y Limitacionas
o La comgalscion (a-20°C)y la consanvacan prolongada da las musstras, alteran la movildad slectroforstics da las
lipaprotainas.
Espanol - 23

-60 -



5. Construccion del lipoproteinograma

Integracion densitométrica de la electroforesis

quilomicrones
(triglicéridos exdgenos) Catodo

Beta: Principalmente LOL {colesterol)
@ Pre-Beta: Principalmente VLDL (triglicéridos enddgenas)
Alfa: Principalments HDL s

Los resultados de los corrimientos electroforéticos arrojados por el equipo Genio
de Interlab™, se obtienen utilizando el programa de software Elfolab”.Este software
toma una foto de la membrana empleada en la electroforesis de lipoproteinas
dependiendo de la escala de grises vs el numero de veces que se repite un dato
(la moda); esto da como resultado datos numéricos de la transformacién
densitométrica de cada una de las fracciones presentes. Los datos numéricos al
ponerlos en una hoja de Excel da como resultado el lipoproteinograma,
obteniéndose el comportamiento de la media de cada una de las fracciones.

Electroforesis de lipoproteinas

a3 53680
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