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Introduccion
Enfermedades cardiovasculares
Epidemiologia

Las enfermedades cardiovasculares son una de las primeras causas de muerte
nivel mundial, tanto en paises desarrollados como aquellos en vias de desarrollo.
Durante el afio 2015 se reportaron 17.7 millones de muertes por esta causa,
representando el 31 % de las defunciones mundiales. En la figura 1 se muestran las
10 principales causas de muerte durante el 2015, de acuerdo a reportes de la OMS,
como se puede observar, en primer lugar se encuentra la cardiopatia isquémica, la
cual deriva de complicaciones como la aterosclerosis. En paises como Estados
Unidos de acuerdo al Center for Disease Control and Prevention (CDC) constituyen
1 de cada 3 muertes, asimismo, diariamente 2,200 norteamericanos mueren, esto
es, un promedio de una muerte cada 40 segundos'. Por otro lado en México las
estadisticas no difieren mucho, en el afio 2015 se reportaron como la primera causa
de muerte con un total de 128, 731 registros, mientras que a nivel estatal son la
segunda causa.



Las 10 principales causas de defuncion en
el mundo en 2015
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Definicion de enfermedades cardiovasculares.

Se definen como un conjunto de trastornos del corazén y de los vasos sanguineos,
que incluyen:

Hipertension arterial

Cardiopatia coronaria ( infarto al miocardio)
Enfermedad cerebrovascular (apoplejia)
Enfermedad vascular periférica
Insuficiencia cardiaca

Miocardiopatias

Cardiopatia congénita

Existen diferentes factores de riesgo: los principales y los secundarios, los
primeros son aquellos que se ha comprobado contribuyen al desarrollo de la
patologia, por otro lado, los secundarios elevan el riesgo de sufrir los trastornos
cardiacos.

Factores principales:



e Hipertension arterial: conocida como la muerte silenciosa, se produce
cuando las arteriolas (arterias pequefas) tienen un estrechamiento que
ocasiona la necesidad del corazén de bombear la sangre con mayor
fuerza y por consiguiente, un aumento en la presién de los vasos
sanguineos. Se considera como hipertension arterial a la presion mayor
o igual a 130/80 mmHg

e Diabetes: un paciente diabético tiene probabilidades de riesgo cardiaco
debido a que una glucosa por encima del valor de referencia (mayor a
110 mg/dL) de forma constante, conlleva a una hipertrigliceridemia.

e Obesidad y sobrepeso: con el exceso de peso corporal se eleva el riesgo
de hipercolesterolemia, hipertension arterial y diabetes.

Para determinar si un paciente tiene sobrepeso u obesidad se realiza
mediante el calculo del indice de Masa Corporal (IMC) que establece la
relacion entre el peso en kilogramos de un individuo y su estatura. A
través de la siguiente férmula se realiza el célculo de IMC:

IMC= Peso (en Kilogramos)/Estatura? (en metros cuadrados)

Tabla 1.- Valores de IMC y su clasificacion de acuerdo a la composicidon
corporal

Composicion IMC
corporal

Bajo peso <185
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 225.0 - 29.9
Obesidad = 30.0 - >40

Obesidad tipo|l 30.0-34.9
Obesidad tipo Il 35.0-39.9
Obesidad tipo 1l  240.0

Tabaquismo: en el corazén causa la aceleracion de la frecuencia cardiaca,
contraccion de arterias principales y a su vez hipertension arterial. El alquitran
y la nicotina afectan las concentraciones de colesterol y fibrinbgeno (mayor
riesgo de un coagulo en circulacion periférica), asimismo provocan
acumulacion de colesterol LDL en las arterias (aterosclerosis). El tabaco
contiene sustancias que propician la presencia de radicales libres y van a
contribuir al estrés oxidativo asi como la inflamacion, este ultimo proceso
estimula la produccion de proteinas de fase aguda y citocinas, que a su vez
favorecen el aumento de proteina C reactiva, interleucina 6 y factor de
necrosis tumoral, ademas de que se presenta una activacion de linfocitos T
y de monocitos a macréfagos?.

Sexo: durante la edad reproductiva, los hombres tienen mayor riesgo de un
infarto que las mujeres, debido a que éstas tienen mayores requerimientos
de colesterol que los hombres por la cantidad de hormonas que poseen
derivadas del colesterol (progesterona, estrégenos y testosterona), ademas



los estrégenos tienen un efecto cardioprotector. Sin embargo, a partir de los
65 afios el riesgo cardiovascular es el mismo tanto en varones como en
mujeres.

e Actividad fisica: las personas de vida sedentaria tienen un mayor riesgo de
un infarto que aquellas que realizan ejercicio de forma regular, ya que éstos
ultimos reducen los niveles de colesterol y glucosa, ademas de fortalecer el
musculo cardiaco.

e Colesterol elevado: es el principal factor de riesgo cardiovascular, cuando el
colesterol LDL (Low Density Lipoprotein) aumenta en sangre periférica, su
exceso forma una placa en las arterias, llamada ateroma y a largo plazo
genera un infarto al miocardio.

Factores secundarios

e Alcohol: se ha demostrado que su consumo en pequefias cantidades
puede tener un efecto benéfico. Uno de los componentes de la uva es el
resveratrol, que posee efectos antiinflamatorios y antioxidantes® por lo
que el consumo de una copa al dia de vino puede tener efectos
cardioprotectores. Por otro lado, el exceso de alcohol se ha relacionado
con hipertensién, accidentes cerebrovasculares, arritmias y aumento de
grasa corporal.

e Estrés: se ha asociado a un aumento de la frecuencia cardiaca, presion
arterial y factores de coagulacion, lo que incrementa el riesgo de que se
forme un coagulo, obstruyendo una arteria, causando un infarto.

Endotelio vascular

Es el revestimiento interior de la arteria y se encuentra en contacto con la sangre
periférica, las células endoteliales son las encargadas de formar el endotelio,
ademas de ser estructurales también son funcionales, ya que secretan
vasodilatadores, como el o6xido Nitrico (NO), prostaglandinas (PGI) y factor
hiperpolarizante del endotelio (EDHF). También secreta vasoconstrictores como la
endotelina y el factor vasoconstrictor derivado del endotelio (EDCF). El equilibrio de
ambos es indispensable para mantener el endotelio en buen estado. Otras
funciones incluyen actuar como barrera con permeabilidad selectiva; regular el tono
y el crecimiento vascular, la respuesta inmune e inflamatoria, asi como la actividad
homeostética y trombatica.

El 6xido nitrico es importante debido a que evita la agregacion plaquetaria e inhibe
a adhesion leucocitaria en el endotelio.

La permeabilidad endotelial se puede ver modificada por diversas causas, tales
como algunas citocinas y endotoxinas. El mismo efecto es producido por la
hipercolesterolemia, la resistencia a la insulina, la diabetes, la obesidad ya que son
capaces de bloquear la sintasa de 6xido nitrico, ademas de que el estrés oxidativo
ocasiona la presencia de radicales superoxido, los cuales reducen los niveles de
oxido nitrico e incrementan la adhesion de macréfagos en el endotelio vascular.



Ademas, el Factor Nuclear Kappa B (NF-kB)* favorece la presencia de citocinas
proinflamatorias (IL-1 y 6), factor de Necrosis Tumoral (TNF), moléculas de
adhesiéon (selectina —E) y factor quimiotactico de los monocitos. Dos factores
adicionales contribuyen a potenciar el proceso inflamatorio, la oxidacion de
colesterol LDL y la secrecion de metaloproteasas por parte de las células
espumosas, que degrada al colageno y la elastina. Todo esto contribuye a la
formacion de la placa ateromatica de forma importante.

Una funcién importante del endotelio vascular consiste en proveer una superficie no
trombogénica, valiéndose de la capacidad de las células endoteliales para segregar
oxido nitrico y prostaciclinas, dos potentes inhibidores de la activacion y agregacion
plaquetaria®.

Otra funcidn importante es la regulacion de la permeabilidad vascular porque las
lipoproteinas en condiciones normales son incapaces de cruzar las uniones
intercelulares, sin embargo durante las aterosclerosis son de las primeras moléculas
en migrar al torrente sanguineo.

La aterosclerosis se caracteriza por la acumulaciéon de lipidos, proteinas y
componentes celulares en la pared arterial.

Aunque la acumulacion de lipidos en el torrente sanguineo va a permitir el progreso
de la aterosclerosis es la causa subyacente, siendo la principal el desgaste del
endotelio vascular, que ocasiona inflamacién celular y a su vez, la permeabilidad
se ve modificada, lo que facilita el ingreso de macromoléculas como lipoproteinas®.

Proceso de la aterosclerosis

El exceso de colesterol LDL se acumula en el sub-endotelio vascular, lo que permite
la presencia de Moléculas de Adhesion Leucocitaria al Endotelio (ELAMS) y el factor
estimulante de colonias de los monocitos que a su vez ocasiona un aumento de
monocitos en el endotelio, siendo guiados hacia el subendotelio por una proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1). Esta proteina es estimulada por la
presencia de colesterol LDL oxidado.

La formacién de células espumosas se presenta debido a que los monocitos una
vez transformados en macrofagos fagocitan los ésteres de colesterol, ya que han
sido reconocidos como un cuerpo extrafio. Esta combinacion forma el ndcleo lipidico
de la placa ateromatosa.

Los radicales superoxido formados por la disfuncién endotelial oxidan facilmente al
colesterol LDL, después, se produce una intensa inflamacion que favorece la
presencia de células del musculo liso y linfocitos T, dando pie a la formacion de una
membrana fibrosa que aisla el proceso inflamatorio del resto de la arteria, sin
embargo, el ateroma sigue aumentando de tamafio porque contindan ingresando
moléculas de colesterol LDL y macrofagos. Posteriormente la placa ateromatosa



intenta ser eliminada del endotelio mediante una adhesion plaquetaria, que lejos de
favorecer la eliminacion contribuye al crecimiento del ateroma.

Una vez que se ha formado el ateroma puede ser una placa estable o una placa
vulnerable. La primera posee un nucleo lipidico pequefio y una membrana fibrosa
gruesa, no causa sindromes isquémicos agudos pero reduce considerablemente la
luz arterial, se asocia a angina de pecho estable o angina mesentérica. La placa
vulnerable se caracteriza por un nucleo lipidico grande y una membrana fibrosa
delgada por lo que es sensible a romperse y producir trombosis arterial oclusiva
ademas de gque hay una inflamacion intensa y se asocia a infarto al miocardio.

Como el colesterol es transportado en lipoproteinas, especificamente de baja
densidad (LDL), los niveles de colesterol son directamente proporcionales a los
niveles de lipoproteinas LDL. Se considera un alto riesgo aterogénico cuando un
paciente presenta cantidades de colesterol igual o mayor a 240 mg/dlI.

Pacientes con alta posibilidad de aterosclerosis son aquellos con
hipercolesterolemia familiar, la cual consiste en una mutacion en uno o ambos
genes que codifican para el receptor de LDL. En |la forma heterocigota el colesterol
suele elevarse al doble de lo normal, en cuanto a los homocigotos pueden ser hasta
4 veces los niveles normales.

Metabolismo de las lipoproteinas
Lipoproteinas

Son moléculas constituidas por lipidos y proteinas, que tienen como funcion
transportar lipidos de un medio acuoso como la sangre hasta los musculos o el tejido
adiposo. Las apolipoproteinas son la parte proteica de las lipoproteinas, tienen
diversas funciones, contribuyen a la solubilidad de las lipoproteinas, actian como
ligandos para receptores celulares y como cofactores de enzimas relacionadas con
el metabolismo de las lipoproteinas. Se nombran en funcién de una letra y un
namero que van de Apo Al hasta Apo M.

Quilomicrones

Una vez que las grasas entraron en el intestino delgado y fueron metabolizadas y
absorbidas por los acidos biliares, se sintetizan los quilomicrones en la pared
intestinal responsables de transportar grasas a los tejidos que las necesitan. Los
quilomicrones son moléculas de gran tamafio que varia de acuerdo a la cantidad de
triglicéridos y acidos grasos que contienen, asi también estan constituidas por
Apolipoproteinas de tipo B (B48) y del tipo A ( A-LLA-Il y A-IV) y del tipo E. los
quilomicrones pasan por el espacio intersticial hacia los capilares linfaticos
mesentéricos y de ahi al torrente sanguineo, para posteriormente llegar a tejido
blanco, ya sea musculo o tejido adiposo, es decir, su uso o almacenamiento



respectivamente. En ambos destinos adquiere la Apolipoproteina C-Il, que es
cofactor para la accién de una enzima llamada lipoproteinlipasa (LPL). Los
productos de este catabolismo son acidos grasos que van a ser una fuente
energética. Los remanentes son llamados quilomicrones residuales que estan
formados por apolipoproteinas B48 y E, a continuacion son captados por los
hepatocitos, que se encargan de reciclar algunos componentes como fosfolipidos,
colesterol no esterificado y algunas apolipoproteinas para sintetizar lipoproteinas de
alta densidad (HDL).

Lipoproteinas de muy baja densidad

Son producto de la lipdlisis de tejido adiposo y se sintetizan a partir de acidos grasos
y glicerol, son muy parecidas a los quilomicrones pero con algunas diferencias, no
poseen Apo A-l pero si tienen Apo-B 100, el estimulo para la sintesis de VLDL es la
captacion y catabolismo de quilomicrones residuales en el higado.

Tienen muchas similitudes con los quilomicrones, también tienen por funcién el
suministro de triglicéridos y acidos grasos en tejido muscular y adiposo, requiere de
la enzima LPL y su cofactor Apo C-Il, su catabolismo también es una via de sintesis
de HDL. Sin embargo, son de menor densidad que los quilomicrones.

Lipoproteinas de densidad intermedia

Provienen casi exclusivamente del metabolismo de las VLDL, se encuentran
enriquecidas con ésteres de colesterol y poseen menor cantidad de triglicéridos en
comparacién con las VLDL, ademés se encuentra ausente Apo C-Il, pero abunda
Apo E. Pueden tener una de 2 vias

1.-El 60% son captadas por los receptores para LDL del hepatocito, ya que los
receptores tienen mayor afinidad por Apo E que por Apo B100, al ser reconocidas
son ingresadas al interior de la célula y degradadas.

2.- El 40% restante son catabolizadas por una lipasa hepéatica, cuya accion tiene
como fin la produccién de LDL, por lo que se cree que un alto nivel de VLDL es un
factor de riesgo para hipercolesterolemia y aterosclerosis.

Cabe mencionar que la acumulacion de IDL esta relacionada a una enfermedad
llamada disbetalipoproteinemia familiar, que se debe a la presencia de una variante
de Apo E (genotipo Apo E2/E2), ocasionando una menor afinidad por los receptores
hepaticos de Apo E.

Lipoproteinas de baja densidad

Es la lipoproteina mas abundante en el ser humano y se considera el resultado del
catabolismo de VLDL e IDL, su componente mayoritario son los ésteres de
colesterol, lo que las hace la principal molécula que transporta el colesterol, al estar
conformadas solamente por Apo B100, éste va a ser reconocido por receptores
situados en la membrana plasmatica quienes también reconocen Apo E. es
importante resaltar que estos receptores son sintetizados en diferentes estirpes
celulares, lo que permite a las LDL ser reconocidas en diferentes tejidos.



El receptor LDL en la membrana plasmética se encuentra unido a una proteina(
clatrina), ésta ultima va a permitir que haya endocitosis, este proceso se repite cada
5 minutos, haya o no uniéon de LDL con su receptor, si hay dicho enlace las
lipoproteinas son degradadas a aminoacidos y colesterol no esterificado, sin
embargo, éste Ultimo en grandes cantidades puede ser toxico para la célula por lo
que lo utiliza para sintesis de hormonas esteroideas o membranas celulares, o bien
como de reserva, requiriendo de una enzima llamada acil colesterol aciltransferasa
(ACAT) que convierte el colesterol no esterificado en esterificado.

Una vez que el receptor LDL ha cumplido su funcidn puede ser reciclado o
degradado, este segundo proceso se lleva a cabo mediante la Pro-proteina
Convertasa Subtilisina/ Kexina tipo 9 (PCSK 9), que recientemente ha sido utilizado
como probable tratamiento contra la aterosclerosis (anticuerpos monoclonales anti-
PCSK9)8

La regulacion del colesterol y de las LDL va a depender de sus funciones, si hay
una disminucion de LDL, se activa una enzima llamada Hidroximetilglutaril CoA
(HMG CoA) reductasa que activa la sintesis hepatica de colesterol (Via enddgena),
por el contrario, un aumento en la concentracion de LDL eleva la captacion a nivel
hepatico de colesterol y simultaneamente inhibe a la HMG CoA reductasa,
resultando en una disminucion de los receptores LDL.

Lipoproteinas de alta densidad

Estan conformadas por Apo Al y ésteres de colesterol, su sintesis va a depender
del catabolismo de particulas ricas en triglicéridos (Quilomicrones y VLDL).

Sus funciones son las siguientes:

e Efecto antiinflamatorio y antitrombético
¢ Inhibicién de la modificacion oxidativa de LDL
e Transporte reverso de colesterol

Esta dltima es la funcibn mas importante, ya que consiste en el transporte de
colesterol desde los tejidos periféricos hasta el higado para poderlo eliminar. La
eficacia de este proceso va a estar en relacion al contenido de Apo A-l, puesto que
es la proteina que va a facilitar la salida de colesterol y fosfolipidos (eflujo), utilizando
transportadores tipo ABC Al yG1, asi como receptores tipo Scavenger B1 (SR B1).
Debido a que el colesterol en las HDL se encuentra no esterificado, es necesario
esterificarse para lo que requiere de la enzima Lecitin Colesterol Acil Transferasa
(LCAT), quien va a valerse de Apo Al como cofactor. Una vez llevado a cabo el
proceso de esterificacion las HDL han aumentado de tamafio y al interaccionar con
el receptor Scavenger (SR-B1) del hepatocito van a liberar su contenido, que tendra
uno de dos fines, ya sea eliminacién hepatica (en forma de bilis) o intestinal (a través
de las heces), o bien se convertiran en &cidos biliares que seran eliminados
después de haber sido utilizados o reabsorbidos a nivel intestinal’.

Las HDL tienen un papel fundamental en la proteccion contra aterosclerosis, ya que
se ha descrito como el producto del desequilibrio entre la salida y la entrada de



colesterol en la arteria, siendo las HDL responsables de la primera y las LDL del
segundo proceso.

Funciones antiaterosclerdticas de HDL®

e Actividad antioxidante

¢ Inactivacion del complemento
Fibrinolisis

Anti trombosis

Anti apoptosis

Eflujo de colesterol

Regulacion de la inflamacion

Proteccion del endotelio

Regula actividad secretora del endotelio

Apolipoproteinas

Para que los lipidos puedan ser transportados en el plasma necesitan formar
complejos con proteinas, a dicha asociacion se le conoce como lipoproteinas, estan
formados por un centro hidrofébico de ésteres de colesterol y una capa externa de
colesterol, fosfolipidos y apolipoproteinas

Estructura de Apo E

Es una proteina de 34 KDa formada por 299 aminoacidos, presenta 3 isoformas
(ApoE2, ApoE3, ApoE4) y son codificados por el gen Apo &, localizado en el
cromosoma 19. La frecuencia de los alelos es muy marcada E4 (15-20 %), E3 (65-
70%), E2 (5-10%), asimismo, las combinaciones de éstos 3 alelos permiten ya sea
uno de los tres fenotipos homocigotos (E2/E2, E3/E3 o E4/E4) o tres heterocigotos
(E2/E3, E3/E4 0 E2/E4).

Las isoformas de Apo E difieren en dos sitios: ApoE3 tiene un residuo aminoacidico
de cisteina en la posicién 112, mientras que en la posicion 158 tiene una Arginina,
ApoE4 tiene arginina en ambos sitios y ApoE2, cisteinas en las mismas posiciones.
En la apoE3, que es la forma mas frecuente, la Arg158 forma un puente salino con
el Asp154. En la apoE?2 la falta de Arg158 impide la formacion de ese puente salino
(aunque se forma otro entre Argl50 y Aspl154) y esto afecta a la regién de unién
con el receptor. En la apoE4, la presencia de la Argl12 hace que la cadena lateral
de la Arg6l del dominio N-terminal se salga de la hélice y pueda interaccionar
electrostaticamente con el Glu255 del extremo C-terminal; esto afecta a la region de



union a lipidos al generar una estructura mas compacta de la proteina.
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Apo E tiene dos dominios estructurales separados por una regién bisagra. El
dominio amino terminal contiene la region de unién al receptor, formando un bucle
de 4 hélices antiparalelas. Por otro lado el carboxilo terminal contiene la region de
unién a lipidos.

La Apolipoproteina E se sintetiza principalmente en el higado (> 75%), en segundo
lugar es el cerebro, también se produce en células como los astrocitos, neuronas y
macrofagos.

La funcién de Apo E es el transporte de lipoproteinas ricas en colesterol y
triglicéridos (Quilomicrones, VLDL, IDL, LDL y algunos subtipos de HDL). Apo E
también se ha asociado a enfermedad de Alzheimer, ya que en el cerebro el
transporte de lipidos es indispensable para el mantenimiento y reparacion neuronal,
en pacientes con esta enfermedad (60-80%) se ha encontrado al menos un alelo
Apo E.

En ApoE4 Argl12 forma un puente salino con Glu 109, lo que causa que Arg 61 se
extienda fuera de la hélice e interactie con Glu 255 dentro de la region de union a
lipidos, generando una estructura mas compacta. Sin embargo, una mutacion en
Arg 61 por treonina o Glu 255 por alanina, impiden la interaccién y ocasiona que
ApoE4 mutado tenga una funcion similar a ApoES3.

La interaccion de Arg 61 con Glu 255 es el responsable de la preferencia de ApoE4
por VLDL y sus remanentes, ademas acelera su eliminacion, lo que conlleva a la
disminucién de receptores LDL y por tanto aumento en los niveles de LDL.

Los niveles plasméaticos de Apo E son determinantes en el metabolismo de
lipoproteinas ricas en triglicéridos y explican una variabilidad de 20-40% de los
niveles de triglicéridos en humanos, ya que poca cantidad de Apo E disminuye el
metabolismo de lipoproteinas ricas en triglicéridos y un exceso de Apo E va a
estimular la produccion hepatica de VLDL y disminuye la lipolisis, lo que genera



hipertrigliceridemia, por tanto es importante una expresion optima de Apo E para
un metabolismo normal de lipoproteinas ricas en triglicéridos®.

Estas diferencias estructurales han favorecido que ApoE2 sea asociado a
hiperlipoproteinemia tipo Il y ApoE4 a enfermedades cardiovasculares y Alzheimer,
ademas también se ha considerado como factor de riesgo para diabetes mellitus
tipo 2.10

Microbiota intestinal

La microbiota se define como la comunidad particular de microorganismos que
residen en un &rea del cuerpo humano, incluyendo bacterias, arqueas y virus. Esta
constituida por bacterias, arqueas, virus y bacteriéfagos, incluso eucariotes
unicelulares, tales como hongos.

La microbiota esté constituida en su mayoria por firmicutes y bacteroides, en menor
proporcidon actinobacterias, cianobacterias, fusobacterias, proteobacterias y
verrumicrobia.

La dieta (microorganismos ingeridos en los alimentos) y fisiologia del hospedero
modifican el ambiente intestinal, ademas hay competicion por los nutrientes y a su
vez alteran la composicion de la microbiota. Otros factores que alteran la
composicién de la microbiota son la genética del hospedero, estilo de vida, farmacos
que consume.

En humanos estos cambios en la microbiota se han asociado a diferentes
enfermedades como la diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares y
aterosclerosis. En ésta Ultima se ha sugerido que esté asociada a bacterias, ya que
en algunas placas ateroscleréticas se encontré ADN bacteriano.?: 12

No solamente se ha descrito como un factor de riesgo para el inicio de la
enfermedad, sino también contribuye de forma importante en el desarrollo.*3

Se han descrito diversos mecanismos mediante los cuales la microbiota puede
contribuir a las enfermedades cardiovasculares, tales como: la invasion directa del
hospedero, activacién del sistema inmune innato por productos bacterianos como
lipopolisacéaridos, alteraciones en el metabolismo, metabolitos producidos por la
microbiota también juegan un papel durante el desarrollo de la aterosclerosis, ya
que algunos son especies proaterogénicas como el TMAQO (trimetilanima N-
Oxido), ), que deriva de la digestion de carnitina y colina presente en los alimentos.4

También la microbiota tiene un impacto fuerte en la fisiologia, metabolismo y en
nuestro sistema inmune, el cual juega un papel importante en el desarrollo de la
aterosclerosis. Asimismo, la cavidad oral y el intestino se han descrito como fuentes
de bacterias asociadas a placas ateromatosas.'®

Las infecciones intervienen en el progreso de la aterosclerosis en dos formas:

1. Las infeccién directa en el vaso sanguineo, que causa un sitio propenso
convertirse en lesion aterosclerotica.



2. Las infecciones indirectas en un sitio diferente de la placa ateroscleroética,
ocasionan la activacion del sistema inmune, para de esta forma incrementar
el estado inflamatorio sistémico.

Una mayor permeabilidad en el intestino conlleva a un aumento sistémico en los
niveles de productos bacterianos, causando inflamacién cronica en bajo grado y
contribucion a la aterogénesis, también se ha asociado con el desarrollo de
resistencia a la insulina y subsecuentemente efectos en los lipidos?®.

Mecanismos de los lactobacilos para reducir el colesterol

Uno de los mecanismos, muy general de los lactobacilos para disminuir el colesterol
consiste en reducir la asimilacion de colesterol intestinal para disminuir la absorcion
de colesterol 7.

Otro mecanismo es mediante una enzima que poseen algunas especies de
lactobacilos, llamada hidrolasa de las sales biliares. Esta enzima cataliza la
hidrélisis de las sales biliares conjugadas con taurina o glicina en residuos
aminoacidicos y sales biliares libres, éstas ultimas son menos insolubles que las
conjugadas por lo que su absorcion es deficiente, siendo necesaria la sintesis de
nuevas sales biliares para reemplazar las perdidas en la circulacion
enterohepéatica.!®

De forma particular hay especies de lactobacilos que tiene mecanismos concretos
para reducir el colesterol. Lactobacillus plantarum tiene actividad antiinflamatoria, lo
que disminuye la presencia de proteinas de fase aguda?.

El Ibuprofeno (un antiinflamatorio) es un derivado del acido propionico, siendo éste
altimo producido en gran cantidad por L. plantarum a partir de la fibra contenida en
los alimentos, de ahi se ha sugerido el efecto antiinflamatorio de esta especie de
lactobacilos?.

Este microorganismo ha demostrado tener importantes efectos en los factores de
riesgo de enfermedades cardiovasculares, tales como la disminucion de la presion
sanguinea sistdlica (antihipertensivo), fibrinbgeno (anticoagulante), leptina
(inhibicion del apetito)?.

Lactobacillus reuteri tiene efectos inhibidores de la obesidad tales como reducir la
inflamacion (un proceso previo en el desarrollo de la obesidad), aumenta la actividad
hepatica del metabolismo de lipidos *°, ademas tiene como 2 metabolitos de
particular interés 2°, una proteina llamada reuterina que es capaz de transformar el
acido linoleico a uno de sus isémeros (acido linoleico conjugado), el cual tiene como
caracteristicas el aumento de la lipdlisis, reducciéon del estrés oxidativo. El otro
metabolito es la cobalamina que disminuye los niveles de homocisteina, un
compuesto que se ha propuesto estar asociado a mayor riesgo cardiovascular.?!



L. acidophilus tiene la capacidad de convertir el colesterol en coprostanol, un
compuesto muy comun en las heces fecales, es decir, se disminuye la absorcion de
colesterol y se elimina en la materia fecal®?.

Algunos lactobacilos (L. acidophilus) son capaces de incorporar el colesterol a su
envoltura y ser mas resistentes a la muerte por sonicacion y lisis celular??.

Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis son las primeras causas
de muerte entre la poblacién a nivel mundial y en México y suelen permanecer
asintoméaticas hasta muy avanzada la patologia.

La determinacién y cuantificacion del genotipo Apo E es una herramienta de gran
utilidad para evaluar el riesgo de aterosclerosis en un paciente, asi como los niveles
de colesterol total y sus respectivas fracciones: LDL, HDL y VLDL.

Por otra parte, debido a que los lactobacilos tienen un efecto hipocolesterolemiante
es de gran relevancia caracterizarlos y estudiar el posible papel cardio protector que
pudieran jugar en personas con el genotipo Apo E 3,4.

Objetivo general

Comparar las poblaciones de lactobacilos, perfil de lipidos y cuantificacion de
Apolipoproteina E, en dos grupos de personas con genotipo ApoE3/E4 para inferir
el probable efecto antiaterogénico.

Objetivos particulares
1.-Estandarizar la técnica de PCR para lactobacilos.

2.- Cuantificar ApoE3 y ApoE4 por ELISA, asi como los niveles de colesterol total,
HDL, LDL, VLDL vy triglicéridos.

3.-Aislar e identificar las diferentes especies de lactobacilos tanto en personas sin
riesgo aterogénico como en personas con riesgo aterogénico.

4.-Establecer la relacion entre la presencia de determinadas especies de
lactobacilos con un probable efecto antiaterogénico.

Criterios de inclusion

Pacientes preferentemente con antecedentes de altos niveles de colesterol y
triglicéridos ( > 200mg/dL y > 160 mg/dL) , mayores de 18 afios o con familiares



directos con genotipo Apo E3/E4, ya sea con o sin actividad fisica asi como al
menos, un antecedente de riesgo cardiovascular.

Criterios de exclusion

Pacientes menores de 18 afos, sin antecedentes cardiovasculares o patologia
diferente a problemas cardiacos.

Criterios de eliminacion

Pacientes que a pesar de tener el genotipo ApoE3/E4 no proporcionaron la muestra
de excremento

Universo

Se muestrearon un total de 68 pacientes que cumplieran con al menos uno de los
criterios de inclusion.

De los cuales se obtuvieron 27 pacientes con genotipo Apo E3/E4, 38 con E3/E3,
2 con E2/E3y 1 con E4/EA4.

A los 27 pacientes con genotipo Apo E3/E4 se les realizé también perfil de lipidos y
cuantificacion de ApoE3 y ApoE4. Esta poblacion esta conformada por 15 hombres
y 12 mujeres, con un rango de edad de 21 a 68 afios.

Metodologia

Se lestomé a los 65 candidatos a participar en el estudio, una muestra de sangre
para definir si podian ser incluidos en el estudio, inicialmente, se hizo la extraccion
de ADN, posteriormente por PCR en tiempo real se determiné si poseian el
genotipo E3/E4 y de ser asi se les solicitd una muestra de materia fecal para la
identificacion de ciertas especies de lactobacilos (Lactobacillus acidophilus, L.
brevis, L. casei, L. fermentum, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus y L.
salivarius), ademas con la misma muestra de sangre se les realizé perfil de lipidos
(colesterol total, HDL, LDL, VLDL y Triglicéridos) vy por técnica ELISA, la
cuantificacion de ApoE3 y ApoE4.

El medio utilizado para el crecimiento de lactobacilos fue agar MRS (Man-Rogosa-
Sharpe), que favorece el crecimiento de bacterias acido-lacticas, sin embargo fue



modificado agregandole sales biliares al 0.15 % para hacerlo selectivo hacia
lactobacilos.

Para verificar que las especies identificadas fueran las correctas se mandaron a
secuenciar 3 diferentes especies (Lactobacillus salivarius, L. brevis y L. casei).

Determinacion del genotipo Apo E3/E4
Extraccion de ADN

Las células fueron lisadas usando una breve incubacion con proteinasa K en
presencia de sal caotrdpica (guanidina-HCI). Los acidos nucleicos celulares se unen
selectivamente a fibras de vidrio pre-empacadas en un filtro. Un buffer removedor
de inhibidores contiene heparina (100 u/mL), que permite deshacerse de
contaminantes inhibidores de la PCR. Los &cidos nucleicos son purificados
mediante lavados para eliminar restos celulares, sales y proteinas. La elucion se
lleva a cabo con bajas concentraciones de sales, para liberar los acidos nucleicos
retenidos en la fibra de vidrio.




PCR en tiempo real

Al igual que la PCR punto final el proceso es similar, con algunas diferencias
importantes, requiere de una sonda que va a estar marcada con un fluoréforo, el
cual se va a excitar y a emitir fluorescencia, y es captado por el termociclador.

Para realizar la PCR en tiempo real, se llevo a cabo mediante la técnica de capilar.

El termociclador posee una camara en la que se calienta el aire que tiene por medio
de una bobina de calentamiento. Los tubos capilares tienen una elevada relacion
volumen/superficie, haciéndolos sensibles a cambios de temperatura, permitiendo
gue los ciclos durante la PCR sean rapidos. Ademas el capilar esta fabricado con
borosilicato, material que tiene una Optima transmision de fluorescencia.

Reactivo Volumen (ul)
Agua grado PCR 9.8
Sondas y primers 2.0
DMSO 1.2
Master plus (incluye 25 mM MgCl>) 2.0
Templado 5

Aislamiento de las especies de lactobacilos
Agar MRS modificado
Fundamento:

Los lactobacilos son microorganismos capaces de colonizar el intestino, por lo que
al ingerirlos en los alimentos tienen la habilidad de resistir las condiciones adversas
para cualquier microorganismo en el tracto digestivo, tales como el pH géastrico y la
presencia de bilis en el intestino.

La adicién de bilis en pequefias cantidades al agar MRS representa la opcion mas
viable porque no interfiere con la gelificacién del medio y no se inhibe el crecimiento
de lactobacilos.

La importancia de modificar el medio radica en que se demostro que enterobacterias
comunes en heces son capaces de crecer en el medio a pesar de ser considerado
selectivo para lactobacilos.

Proceso:
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Controles positivos:

Las cepas utilizadas como controles positivos fueron proporcionadas por el
laboratorio de Microbiologia oral de la facultad de Estomatologia de la BUAP y otras
obtenidas de productos comerciales con alguna cepa de interés para este estudio.

Identificacion de lactobacilos mediante PCR punto final
PCR punto final

La ADN polimerasa es una enzima que de forma natural tiene la capacidad de
sintetizar ADN de las células. Basados en este principio se obtienen multiples copias
de un fragmento de ADN de tamafo conocido, que se pone en evidencia mediante
una electroforesis y revelado en presencia de luz ultravioleta. Los reactivos
necesarios son el templado (molde), la enzima taq polimerasa, oligonucleétidos o
primers, desoxirribonucleodtidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y
guanina), i6n Magnesio (Mg+), una solucion amortiguadora (buffer) y agua grado
PCR. Ademas es necesario un termociclador que es un equipo gue tiene la facultad
de hacer cambios rapidos de temperatura. Para la identificacion de lactobacilos se
utilizé el gen 16s ribosomal o en algunos casos la region intergénica 16s-23s
ribosomal.

Preparacion de la reaccion para PCR

Cada reaccion de PCR fue llevada a cabo con un volumen final de 25 pl, con las
siguientes cantidades de cada reactivo:



Reactivo Volumen (ul)
Agua grado PCR 17.3

Buffer Dream Taq 10x (KCI, (NH4)2SO4y 20 mM MgCl2) | 2.5

dNTPs 1mM 1

Enzima Dream taq 10x 0.125
Oligonucleétido forward (10 uM) 1
Oligonucledtido reverse (10 uM) 1

Templado 2

Oligonucleétidos

Los primers utilizados fueron los siguientes:

Primer Secuencia

LU-1F ATTGTAGAGCGACCGAGAAG
LU-3F AAACCGAGAACACCGCGTT
LU-5F CTAGCGGGTGCGACTTTGTT
Ldel-7F ACAGATGGATGGAGAGCAGA
Lac-2R CCTCTTCGCTCGCCGCTACT
Laci-1F TGCAAAGTGGTAGCGTAAGC
Laci-1R CCTTTCCCTCACGGTACTG
Lsal-1F AATCGCTAAACTCATAACCT
Lsal-1R CACTCTCTTTGGCTAATCTT
Lreu-4F CAGACAATCTTTGATTGTTTAG
Lreu-4R GCTTGTTGGTTTGGGCTCTTC
Lpla-3F ATTCATAGTCTAGTTGGAGGT
Lpla-3R CCTGAACTGAGAGAATTTGA
Lfer-3F ACTAACTTGACTGATCTACGA
Lfer-3R TTCACTGCTCAAGTAATCATC

Diagrama general de las reacciones de PCR (Punto final)



1.-Preparacion de la
mezcla de reaccion

Perfil de lipidos

Se basa en un proceso de espectrofotometria, es decir, un haz de luz es incidido a
través de la muestra a medir, una menor cantidad de luz que pasa del otro lado de
la celda que contiene la muestra indica una mayor concentracion de ésta.

La muestra es mezclada con un reactivo e incubada durante un breve lapso de
tiempo a 37 °C. La presencia e intensidad de color es directamente proporcional a
la concentracion del analito medido.

suero + reactivo



Valores de referencia del perfil de lipidos para la poblacion mexicana

Parametro Valores de referencia

Colesterol total | < 200 mg/dL

HDL 30-85 mg/dL
VLDL 0-40 mg/dL
LDL <150 mg/dL

Triglicéridos 40-165 mg/dL

Protocolo ApoE
Fundamento:
Se basa en un ELISA competitivo.

Cada pozo de la microplaca fue recubierto con anticuerpos monoclonales, ya sea
anti-Apo E3 o anti-ApoE4. Las muestras se incubaron junto con un conjugado ApoE-
HRP (En inglés, Peroxidasa de rdbano) en la placa, lo que permitié una competicion
entre el conjugado y las muestras, debido a que cada pozo tiene un numero limitado
de sitios de unidn en los anticuerpos, posteriormente se agrega el sustrato de la
enzima, que al unirse al conjugado formara un color que es inversamente
proporcional a la concentracién de ApoE. Finalmente la placa fue medida por
espectrofotometria a 450 nm y se extrapolan en una curva de calibracion
previamente disefiada.

Proceso:



50 pl de conjugado
(excepto el blanco)

Secuenciacion

Para realizar la secuenciacion se seleccion6 al azar reaccion positiva a una de las
tres especies y se procesaron 2 reacciones de PCR punto final por cada una en
volumenes de 25 pl, es decir, 50 pl de reaccion, se verifico la presencia del producto
esperado a través de electroforesis. Posteriormente se hizo una limpieza del
producto de PCR utilizando un kit comercial (QlIAamp DNA Mini Kit®). Después de
la limpieza del producto de PCR nuevamente se hizo una electroforesis para
corroborar la presencia de la banda de interés y la ausencia de productos no
deseados.




Finalmente la secuenciacion se efectud en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM
y una vez obtenidas las secuencias se gener6 el alineamiento con un software
(Geneious®)

Analisis estadistico

Con intervalo de confianza de 95 %, se utilizaron 3 pruebas estadisticas no
paramétricas, segun fuera necesario el caso:

1.-Kruskal-Wallis
2.-U de Mann-Whitney
3.-Chi cuadrada

Resultados:
Aislamiento e identificacion de lactobacilos
Aislamiento de lactobacilos

El medio MRS se modificé a través de la adicion de bilis al 0.15%, para garantizar
un aislamiento de lactobacilos a partir de la materia fecal, ya que muchos
microorganismos podian crecer en el medio. Algunos microorganismos comunes
de la microbiota intestinal como Enterococcus faecalis y E. coli fueron utilizados
como control para asegurar la inhibicion de éstos con la modificacion del medio.




Figura 1.- Lactobacilos en agar MRS con 0.15% de bilis

Identificacidn de especies de lactobacilos

PCR duaplex

Para simplificar la identificacion de las especies de lactobacilos se replicdé una
metodologia reportada, %2 donde se disefiaron 2 pares de primers y al amplificar un
fragmento (350 pb) sugeria unas especies (L. salivarius, L. plantarum, L. reuteri, L.
fermentum), mientras que al amplificar un fragmento de otro tamafio (400 pb),

alude a otras especies (L. casei, L. rhamnosus, L. paracasei), solo 2 especies (L.

acidophilus y L. brevis ) no fueron incluidas en esta metodologia.

Templado Primers  Fragmento
NTC LU3/LUS  ----

Control positivo LU3/LU5 350 Y 400 pb
L. salivarius/

L. casei

Pool 21 LU3/LU5 350 Y 400 pb
Pool 22 LU3/LU5 350 Y 400 pb
Pool 23 LU3/LU5 350 Y 400 pb
Control positivo L-aci 210 pb

L. acidophilus

Pool 21 L-aci 210 pb

Pool 22 L-aci 210 pb

Pool 23 L-aci 210 pb

MPM - e

Figura 2.- PCR duplex, se muestra un
control positivo en el pozo 2, muestras en
los pozos 3-5, control positivo de L.
acidophilus en el pozo 6 y muestras en
los pozos 7-9. El pozo 10 tiene el
marcador de peso molecular (GeneRuler
ADN Ladder Mix, Invitrogen). Gel de
agarosa al 2.5%




PCR Muiltiple

Para optimizar la identificacion de algunas especies de lactobacilos se hizo una
PCR multiple con la finalidad de identificar 3 especies (L. reuteri, L. plantarumy L.
fermentum) en una sola reaccion, otras especies intentaron ser incluidas pero se
veian desfavorecidas.

Pozo Templado Primers Tamanos
10 MPM e e
11 Control positivo L- reu/L-pla/L-fer 303, 248 y 192 pb
L. reuteri/ L. plantarum/
L. fermentum
12 Pool 36 L- reu/L-pla/L-fer 303, 248 y 192 pb
13 Pool 37 L- reu/L-pla/L-fer 303, 248 y 192 pb
500 pb
400pb
300pb
200 pb

Figura 3.- PCR multiple para la identificacion de 3 especies de
lactobacilos en una misma reaccién. Pozo 10, marcador de peso
molecular (GeneRuler ADN Ladder Mix, Invitrogen).Gel de agarosa al 2.5 %




PCR para especie

Cepas utilizadas como controles positivos para verificar el correcto funcionamiento
de los respectivos pares de primers, algunas como L. rhamnosus (pozo 17) se
ajustaron las condiciones de PCR para evitar la presencia de productos no

deseados.
Pozo Templado Primers Tamaio
14 MPM - e
15 NTC L-cas
16 L. Casei L-cas 742 pb

17 L.rhamnosus L-rha 190 pb
18 L. salivarius  L-sal 280 pb
19 L. plantarum L-pla 248 pb
20 L. reuteri L-reu 303 pb

700 pb
600pb
500pb
400 pb
300 pb
Figura 4.-. Identificacién de algunas especies de
lactobacilos utilizando primers especie-
especificos. Pozo 14 Marcador de Peso Molecular
(GeneRuler ADN Ladder Mix, Invitrogen). Gel de
agarosa 1.5 %

200 pb




Analisis estadistico

Para desarrollar el andlisis estadistico se realizaron 4 pruebas ( U de Mann-
Whitney, U de frecuencias, Kruskal-Wallis y chi cuadrada) de acuerdo a las
caracteristicas de los datos y categorias a analizar.

indice de Masa Corporal (IMC) en activos y en sedentarios

Comparacion de IMC
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Figura 5.-Comparacion del IMC entre pacientes activos y sedentarios, utilizando la
prueba estadistica U de Mann-Whitney (p= 0.0005) con un intervalo de confianza
de 95%.



Frecuencia de especies de lactobacilos entre activos y sedentarios

Frecuencia de lactobacilos
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Figura 6.- comparacion de las frecuencias de especies identificadas y agrupadas
como pacientes sedentarios y activos, utilizando la prueba de chi cuadrada (p=
0.5609) con un intervalo de confianza de 95 %



Apolipoproteinas

Apolipoproteinas E3 y E4 en sedentarios y en activos

Apo E3y Apo E4 en sedentarios y en activos
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Figura 7.- Comparacion de Apo E3 y Apo E4 tanto en sedentarios como en Activos

utilizando una prueba no paramétrica (Kruskal- Wallis) con intervalo de confianza
de 95 % (p<0.0001)



Apolipoproteinas E3 y E4 en sedentarios

Apo E3y Apo E4 en sedentarios
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Figura 8.- Comparacion de Apo E3 y Apo E4 en pacientes sedentarios mediante
una prueba estadistica de U de Mann-Whitney (p< 0.001), con un intervalo de
confianza de 95 %



Apolipoproteinas E3 y E4 en pacientes activos

Apo E3y Apo E4 en activos
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Figura 9.- Comparacion de Apo E3 y Apo E4 en pacientes activos utilizando una
prueba de U de Mann- Whitney (p = 0.0041) con el 95 % de confianza



Apolipoproteina E3 en sedentarios y en activos

Apo E3 en sedentarios y activos
600 -
~Zig~ 0
400 —_—t
-
E
()]
p °
200 - oo
°®
o
0 T T
& &
o &°
2 o
N v
<
RS
%
Actividad fisica

Figura 10.- Comparacion de Apo E3 en sedentarios y en activos utilizando una
prueba de U de Mann-Whitney (p= 0.0146) con un intervalo de 95% de confianza



Apolipoproteina E4 en pacientes sedentarios y en activos

Apo E4 en sedentarios y en activos

150

100
- g
E
()]
c

50 - —1
%
[
0 T T
9 9
o &°
< (,\’
Q’Q >
e,é et
) ™
N <
" ©
%% v
S
o

Figura 11.- Comparacion de Apo E4 en pacientes sedentarios y con actividad
fisica, con un intervalo de confianza del 95 % vy utilizando la prueba de U de
Mann-Whitney (p= 0.0125)



Apolipoproteina E3 en sedentarios con Apolipoproteina E4 en activos

Apo E3 en sedentarios y Apo E4 en activos
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Figura 12.- Comparacion de Apo E3 en pacientes sedentarios y Apo E4 en
pacientes con actividad fisica, utilizando una prueba de U de Mann- Whitney (p<
0.0001) con un intervalo de confianza de 95 %



Apolipoproteina E4 en sedentarios con Apolipoproteina E3 en activos

Apo E4 en sedentarios y Apo E3 en activos
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Figura 13.- Comparacion de Apo E4 en sedentarios y Apo E3 en activos,
utilizando la prueba de U de Mann- Whitney (p=0.0022) con el 95 % de confianza



Perfil de lipidos

Colesterol total entre activos y sedentarios
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Figura 14.- comparacion de Colesterol total entre pacientes sedentarios y activos,
utilizando la prueba de U de Mann-Whitney (p = 0.6677) con un intervalo de 95 %
de confianza



Colesterol HDL en activos y sedentarios
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Figura 15.- comparaciéon de colesterol HDL en pacientes sedentarios y activos,
utilizando la prueba de U de Mann-Whitney (p= 0.9274) con un intervalo de
confianza de 95 %



Colesterol LDL en activos y sedentarios
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Figura 16.- Comparacion de colesterol LDL entre pacientes sedentarios y activos
mediante una prueba de U de Mann- Whitney (p=0.5924) con intervalo de
confianza de 95%



Colesterol VLDL entre sedentarios y activos

Colesterol VLDL
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Figura 17.- Comparacion de colesterol VLDL entre pacientes sedentarios y activos
a través de una prueba de U (p= 0.0116) de Mann- Whitney con intervalo de
confianza de 95%



Triglicéridos entre sedentarios y activos

Triglicéridos
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Figura 18.- comparacion de Triglicéridos en pacientes sedentarios y activos
utilizando una prueba de U de Mann- Whitney (p= 0.0116) con un intervalo de
confianza de 95 %

Comparacion de las especies de lactobacilos en funcién de los resultados
del perfil de lipidos



Especies de lactobacilos en pacientes con colesterol normal y elevado
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Figura 19.- Comparacion de especies de lactobacilos identificadas en pacientes
con colesterol alto y aquellos con colesterol normal, sin tomar en cuenta la
actividad fisica que realizan. Se realizo una prueba de chi cuadrada (p= 0.7501)
con un intervalo de 95 % de confianza

Especies de lactobacilos en pacientes con triglicéridos altos y normales
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Frecuencia

Comparacién de especies de lactobacilos en triglicéridos altos y normales
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Figura 20.- comparacion de las especies de lactobacilos identificadas
independientemente de su actividad fisica, tomando como criterio si los valores de
triglicéridos son altos o normales. Se utilizd una prueba estadistica de chi

cuadrada (p= 0.7949) con el 95 % de confianza.

Especies de lactobacilos en pacientes con colesterol LDL normal y alto
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Tabla 1.- Comparacion de los niveles de colesterol LDL entre pacientes que tienen

valores elevados con aquellos que son normales, mediante el uso de U de
frecuencias (p<0.0001) con un intervalo de confianza de 95 %

Especies de lactobacilos en pacientes con colesterol HDL normal y bajo
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Tabla 2.- Comparacion de los niveles de colesterol HDL entre pacientes con
niveles normales y bajos, utilizando una prueba de U de frecuencias (p< 0. 0001)
con un intervalo de confianza de 95 %

Especies de lactobacilos en pacientes con colesterol VLDL normal y alto
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Tabla 3.- Comparacion de los niveles de colesterol VLDL entre pacientes con niveles
normales y altos, mediante una prueba de U de frecuencias (p< 0.0001) con un
intervalo de confianza de 95 %

Comparacion de las especies de lactobacilos en funcién del consumo de
probioticos y prebioticos

Especies de lactobacilos de acuerdo al consumo regular o escaso de
probioticos tanto en sedentarios como en activos
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L. reuteri 5 L. reuteri 0 L. reuteri 1 L. reuteri 0
L. rhamnosus 2 L. rhamnosus 0 L. rhamnosus 3 L. rhamnosus 0
L. salivarius 9 L. salivarius 1 L. salivarius 4 L. salivarius 1
Tabla 4.- relacion del consumo de probidticos en pacientes con actividad fisica y
sedentarios, clasificados en consumo regular y escaso, utilizando una prueba de U
de frecuencias con un intervalo de 95%
Especies de lactobacilos de acuerdo al consumo regular o escaso de
prebioticos tanto en sedentarios como en activos
Consumo de prebidticos
Sedentarios Activos
Regular Frecuencia | Escaso Frecuencia | Regular Frecuencia | Escaso Frecuencia
L. acidophilus 3 L. acidophilus 0 L. acidophilus 0 L. acidophilus 0
L. brevis 5 L. brevis 0 L. brevis 2 L. brevis 2
L. casei 1 L. casei 0 L. casei 1 L. casei 1
L. fermentum 3 L. fermentum 1 L. fermentum 1 L. fermentum 0
L. paracasei 1 L. paracasei 0 L. paracasei 2 L. paracasei 0
L. plantarum 4 L. plantarum 0 L. plantarum 1 L. plantarum 2
L. reuteri 4 L. reuteri 1 L. reuteri 1 L. reuteri 0
L. rhamnosus 2 L. rhamnosus 0 L. rhamnosus 2 L. rhamnosus 1
L. salivarius 9 L. salivarius 1 L. salivarius 5 L. salivarius 0
Tabla 5.- Relacion del consumo de prebioticos en pacientes con actividad fisica y
sedentarios, clasificados en consumo regular y escaso, utilizando una U de
frecuencias con un intervalo de 95%
Especies de lactobacilos de acuerdo al consumo regular o escaso de
prebioticos y probidticos tanto en sedentarios como en activos
Consumo de prebioticos y probiéticos
Sedentarios Activos
Regular Frecuencia | Escaso Frecuencia | Regular Frecuencia | Escaso Frecuencia
L. acidophilus 2 L. acidophilus 1 L. acidophilus 0 L. acidophilus 0
L. brevis 4 L. brevis 1 L. brevis 2 L. brevis 2
L. casei 0 L. casei 1 L. casei 1 L. casei 1
L. fermentum 3 L. fermentum 1 L. fermentum 1 L. fermentum 0
L. paracasei 1 L. paracasei 0 L. paracasei 2 L. paracasei 0
L. plantarum 4 L. plantarum 0 L. plantarum 1 L. plantarum 2
L. reuteri 5 L. reuteri 0 L. reuteri 1 L. reuteri 0
L. rhamnosus 2 L. rhamnosus 0 L. rhamnosus 2 L. rhamnosus 1




L. salivarius

‘ 9 ‘ L. salivarius ‘ 1 ‘ L. salivarius | 5 | L. salivarius

Tabla 6.- Relacién del consumo de Pre y probiodticos en pacientes con actividad
fisica, clasificados como de consumo regular y escaso, utilizando una U de
frecuencias con un intervalo de 95%

Discusion:

El objetivo principal de este trabajo fue conjeturar si los lactobacilos tienen un efecto
antiaterosclerético en los seres humanos. Para ello se comenzo6 por determinar el
genotipo de Apo E. Como se ha reportado en diversos articulost? 24 2526 |os
resultados para el genotipo fueron en su mayoria para Apo E3/E3 (38 pacientes),
en segundo lugar para Apo E3E4 (27 pacientes) y en menor cantidad para Apo
E2/E3 y E4/E4 (3 y 1 respectivamente). Estos resultados eran de esperarse ya que
corresponde a lo reportado por varios autores en la poblacién mexicana?’: 28,

A los pacientes que tenian el genotipo que de interés en este estudio, se les pidio
que proporcionaran una muestra de materia fecal con la finalidad de aislar a los
lactobacilos. Para poder aislarlos de forma eficiente, se le adicion6 al medio 0.15
%de bilis , debido a que al inocular microorganismos comunes de la microbiota
tuvieron la capacidad de crecer y podian representar un problema, se intentd con
un antibiotico al que los lactobacilos son resistentes (vancomicina) y la acidificacion
del medio, pero no se obtuvieron resultados favorables (Anexos), excepto con bilis,
que fue probada a diferentes concentraciones (0.10, 0.15, 0.30 y 0.50 %) para
establecer la 6ptima que permita el crecimiento de las especies de lactobacilos
buscados.

Al identificar lactobacilos mediante PCR punto final en varios pacientes se identifico
mas de una especie, lo que sugiere una alimentacion variada en el paciente y un
efecto benéfico mayor sobre su metabolismo.

Al realizar el perfil de lipidos se encontré que algunos pacientes a pesar de tener
una rutina de ejercicio presentaban problemas de colesterol o triglicéridos, quiza
debido a sus malos habitos alimenticios o en algunos casos a la expresion de Apo
E 4. Asi como también se esperaba en sedentarios valores por encima de los
normales debido a su inactividad fisica.

Cuando se comparo el IMC entre activos y sedentarios (figura 1) evidentemente
hubo una diferencia muy marcada debido a la actividad fisica.

Se realiz6 un pareo entre las especies de lactobacilos detectadas en pacientes
activos contra las de pacientes sedentarios y no se encontré diferencia significativa,
es decir, la actividad fisica no tiene relacién con las especies de lactobacilos que
colonizan al individuo.



Durante la comparacion de las concentraciones de Apo E3 y Apo E4 tanto en
sedentarios como en activos, se establecié una diferencia entre los cuatro grupos
(Apo E3 en sedentarios, Apo E3 en activos, Apo E4 en sedentarios y Apo E4 en
activos).

La comparacion entre Apo E3 y E4 en pacientes sedentarios asi como en activos
ha demostrado una clara diferencia, por lo que se confirma que el nivel de Apo E
principalmente Apo E4 si va a influir en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares principalmente en pacientes sedentarios.

Cuando se compararon los niveles de Apo E3 en sedentarios y en activos y los
niveles de Apo E4 en los mismos grupos, se encontré una diferencia por lo que se
deduce que los niveles de Apo E si se van a ver influenciados por la actividad fisica
como era de esperarse.

También se llevo a cabo la comparacion de Apo E3 en sedentarios contra Apo E4
en activos (figura 8) y Apo E4 en sedentarios con Apo E3 en activos (figura 9) para
ver si las 2 isoformas de la Apolipoproteina E se veian influenciadas por el estilo de
vida y si la expresion de las dos isoformas de la proteina son diferentes, lo cual se
puso en evidencia en ambas figuras.

A pesar de que los analisis de Apo E mostraron valores significativos no se puede
establecer si los resultados se encuentran dentro del rango normal, ya que no hay
reportes de esto para la poblacién mexicana ni a nivel mundial, por lo que se
requiere el muestreo de mas pacientes para poder establecer un valor de referencia.

Se hizo el cotejo entre los valores obtenidos de colesterol en sedentarios y en
activos, mostrando que estos niveles no se ven influenciados por la actividad fisica.

Se compararon los resultados de colesterol HDL entre activos y sedentarios
arrojando al igual que el colesterol total no se mostré modificado por la actividad
fisica.

El colesterol LDL fue contrastado en sedentarios con activos, al realizar el analisis
estadistico indica no haber una diferencia importante.

Sin embargo se hizo el pareo entre los activos y sedentarios para colesterol VLDL,
demostrando haber un efecto del ejercicio en esta molécula, asi como también se
manifesto la misma tendencia con los triglicéridos. Estos resultados nos sugieren
que tanto el colesterol VLDL vy triglicéridos se ven reducidos al practicar alguna
actividad fisica.

En sintesis, llevar a cabo una actividad fisica va a influenciar el IMC, los niveles de
Apolipoproteinas E3 y E4 asi como colesterol VLDL vy triglicéridos, pero no en la
presencia de especies de lactobacilos.

Posteriormente se efectuaron analisis estadistico sin tomar en cuenta la actividad
fisica y el criterio para tomar en cuenta fue si los valores del perfil de lipidos estaban



dentro de los valores de referencia o por encima de éstos, la Unica excepcion fue
en el caso del colesterol HDL ya que no hubo valores por encima de lo normal, sino
por debajo de éstos, recordemos que niveles bajos de HDL sugieren una escasa
actividad fisica y que ademas el colesterol HDL es protector ya que es el encargado
de transportar el colesterol que se deposita en las arterias, de regreso al higado y
asi ser metabolizado y excretado a través de las sales biliares” 818,

El resultado de la frecuencia con la que se detectaron las diferentes especies de
lactobacilos entre los pacientes que poseen niveles normales de colesterol total y
los que se encuentran elevados, muestra que no hubo diferencia (p= 0.7501),
siendo la misma situacion para los triglicéridos (p= 0.7949)

Sin embargo al comparar las fracciones de colesterol (HDL, LDL y VLDL) con el
mismo criterio, hubo una clara diferencia (p<0.0001), lo que permite deducir que la
presencia de especies de lactobacilos si tiene un efecto en los niveles de colesterol
HDL, LDL y VLDL, como en muchos estudios se ha reportado, en éste se ha
confirmado esta idea, ademas en publicaciones diversas se ha trabajado con
ratones, con quienes es mas facil controlar factores como la dieta que van a influir
en la presencia de lactobacilos, caso contrario de los seres humanos, ya que aqui
no se les controlo la dieta 0 se monitorearon sus habitos. Ademas esto tiene sentido
porque los niveles normales del perfil de lipidos indican una alimentacion buena o
ideal que sumado a una dieta con alimentos ricos en probidticos y prebidticos, puede
ser una medida profilactica ante una eventual enfermedad cardiovascular.

Al comparar el consumo de probidticos entre sedentarios y activos, mostré una
diferencia (p= 0.023) en los que lo ingerian de forma regular, mientras que no hubo
esta tendencia (p>0.05) en los que los comen escasamente

En el caso de los prebibticos, contrasta con el anterior dado que en el consumo
regular de prebidticos no hubo diferencia (p>0.05), y en los que consumen de forma
escasa si estuvo la discrepancia (p=0.01).

Al examinar en conjunto la ingesta de pre y probioticos los resultados sugieren que
si hay una diferencia (p= 0.0157) entre activos y sedentarios en la dieta regular, por
otro lado en el consumo escaso no se manifiesta el mismo resultado (p> 0.05). El
principal aporte de este trabajo fue mostrar que la colonizacion con diversas
especies de lactobacilos tiene un efecto cardioprotector dado que estas bacterias
parecen disminuir los niveles de colesterol LDL y VLDL (asociados a
ateroesclerosis) y mantener en un nivel normal al colesterol HDL

Conclusiones:

La actividad fisica no mostrd influir sobre la presencia de las especies de
lactobacilos buscadas, pero si hubo un efecto sobre las apolipoproteinas, colesterol
VLDL, triglicéridos y el IMC, Siendo factores que generan riesgo vascular. Sin
embargo al analizar las especies de lactobacilos identificadas en pacientes que



tenian niveles de colesterol LDL, HDL y VLDL se presentd una diferencia, lo que
indica que hay una influencia de estos microorganismos sobre las enfermedades
cardiovasculares, por lo que si se demuestra lo que se propuso durante el proyecto.

Ademas es importante ingerir prebidticos, debido a que éstos van a estimular la
presencia de probidticos, incluidos los lactobacilos.

Las 9 especies de lactobacilos han demostrado reducir el colesterol, mas no son las
Unicas presentes en la microbiota, asimismo hay microorganismos que favorecen la
aterogénesis.

Aunque haya personas con un riesgo genético a desarrollar enfermedades
cardiovasculares, no quiere decir que ya es un hecho que en alguna etapa de su
vida se va a presentar, puesto que factores como la alimentacion o la actividad fisica
van a ser determinantes en la presencia de dichos trastornos.

Bibliografia

1. - Centers for Disease Control and Prevention, National Center for Health
Statistics. Multiple Cause of Death 1999-2015 on CDC WONDER Online Database,



released December 2016. Data are from the Multiple Cause of Death Files, 1999-
2015, as compiled from data provided by the 57 vital statistics jurisdictions through
the Vital Statistics Cooperative Program. Accessed at http://wonder.cdc.gov/mcd-
icd10.html

2.-Naruszewicz M., Johansson M., Zapolska-Downar D., and Bukowska H. (2002).
Effect of Lactobacillus plantarum 299v on cardiovascular disease risk factors in
smokers. American Journal for Clinical Nutrition, 76, 1249-55

3. — Wu J. M., Tze-chen H., Wang Z. (2011). Cardioprotection by resveratrol: a
review of effects/targets in cultured cells and animal tissues. American Journal of
Cardiovascular Disease, 1(1), 10.

4.-Brand K., Page S. ,Rogler G., Bartsch A. ,Brandl R., Knuechel R., et al. (1996).
Activated Transcription Factor Nuclear Factor-Kappa B Is Present in the
Atherosclerotic Lesion. Journal of Clinical Investigation, 97, 8.

5. - Barakat. Abdul I. (2013). Blood flow and arterial endothelial dysfunction:
Mechanisms and implications. Comptes Rendus Physique, 14, 18.

6. - F. Ascaso Juan. (2016). Inhibition of proprotein convertase subtilisin/kexin type
9 in the treatment of hypercholesterolemia. Endocrinologia y nutricion, 63: 3.

7.- Errico T.L., Chen X., Campos M., J.M., Julve J., Escola-GilJ.C., Blanco-Vaca F.
(2013). Mecanismos bésicos: estructura, funcién y metabolismo de las lipoproteinas
plasm. Clinica e Investigacion en Aterosclerosis, 25, (2): 6

8. - Ponce Gutiérrez Y., Ponce Gutiérrez A., Rodriguez Le6n A. y Llanes Alvarez
C. (Octubre-Diciembre 2013). Las lipoproteinas de alta densidad: protectoras
vasculares contra la aterosclerosis. Corsalud, 5, 366-378.

9. - Mahley Robert W., Weisgraber Karl H. and Huang Yadong. (December 22,
2008.). Apolipoprotein E: structure determines function, from atherosclerosis to
Alzheimer’s disease to AIDS. Journal of Lipid Research, April 2009, 6

10.- El-Lebedy D., Raslan H. M. and Mohammed A. M.. (2016). Apolipoprotein E
gene polymorphism and risk of type 2 diabetes and cardiovascular disease.
Cardiovascular Diabetology, 15, 11

11. - Ott, S. J. et al. Detection of diverse bacterial signatures in atherosclerotic
lesions of patients with coronary heart disease. Circulation 113, 929-937 (2006).

12. - . Koren, O. et al. Human oral, gut, and plaque microbiota in patients with
atherosclerosis. Proc. Natl Acad. Sci. USA 108 (Suppl. 1), 4592-4598 (2011).

13.-Gregory Jill C., Buffa Jennifer A., Org Elin, et al. (February 27, 2015).
Transmission of Atherosclerosis Susceptibility with Gut Microbial Transplantation.
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 290, 5647-5660.

17.-Lindskog Jonsson Annika and Backhed Fredrik. (December 2016). Role of gut
microbiota in atherosclerosis. Nrcardio, 183, 9.



14.-Barrington William T. and Lusis Aldons J. (3 November 2107). Association
between the gut microbiome and atherosclerosis. Nature Reviews Cardiology, 169,
2.

15.-Koren Omry, Spor Aymé, Felinb Jenny, Fak Frida, Stombaugh Jesse, Tremaroli
Valentina, et al. (August 2, 2010). Human oral, gut, and plaque microbiota in patients
with atherosclerosis. PNAS, 108, 4592-4598.

16.-Fu Jingyuan, Bonder Marc Jan, Cenit Maria Carmen, Tigchelaar Ettje F.,
Maatman Astrid, A.M. Dekens Jackie, et al. (2015). The Gut Microbiome Contributes
to a Substantial Proportion of the Variation in Blood Lipids. Circulation Research,
October, 26.

17.-L.R. Portugal, J.L. Gongalves, L.R. Fernandes, H.P.S. Silva, R.M.E. Arantes,
J.R. Nicoli, et al. (2006). Effect of Lactobacillus delbrueckii on cholesterol
metabolism in germ-free mice and on atherogenesis in apolipoprotein E knock-out
mice. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 39, 629-635

18.-M. T. Liong and N. P. Shah. (2005). Acid and Bile Tolerance and Cholesterol
Removal Ability of Lactobacilli Strains. Journal of Dairy Science, Vol. 88, No. 1, 55-
66.

19. - Fak Frida, Backhed Fredrik. (2012). Lactobacillus reuteri Prevents Diet-Induced
Obesity, but not Atherosclerosis, in a Strain Dependent Fashion in Apoe2/2 Mice.
PLoS ONE, vol 7, issue 10, 8.

20.-Hidetoshi Morita, Hidehiro Toh, Shinji Fukuda, Hiroshi Horikawa, Kenshiro
Oshima, Takehito Suzuki,et al. (2008). Comparative Genome Analysis of
Lactobacillus reuteri and Lactobacillus fermentum Reveal a Genomic Island for
Reuterin and Cobalamin Production. DNA Research, Vol. 15, No. 3, 151-161.

21.-Ganguly Paul and Fatima Alam Sreyoshi. (2015). Role of homocysteine in the
development of cardiovascular disease. Nutrition Journal, Vol. 14 No. 6, 1-10.

22.-H.-S. Lye, G. Rusul, and M.-T. Liong. (2010). Removal of cholesterol by
lactobacilli via incorporation and conversion to coprostanol. Journal of Dairy
Science, Vol. 93 No. 4, 1383-1392.

23.- Song Yu-Li, Kato Naoki, Liu Cheng-Xu, Matsumiya Yoshiko, Kato Haru,
Watanabe Kunitomo. (2000). Rapid identification of 11 human intestinal
Lactobacillus species by multiplex PCR assays using group- and species-specific
primers derived from the 16S-23S rRNA intergenic spacer region and its flanking
23S rRNA. FEMS Microbiology Letters, 187, 167-173.

24.-Koopal C., Geerlings M. I., Muller M., de Borst G.J., Algra A., Van der Graaf Y.,
et al.. (2015). The relation between apolipoprotein E (APOE) genotype and
peripheral artery disease in patients at high risk for cardiovascular disease.
Atherosclerosis, 246, 187-192.

25.- Greenow K. Pearce N. J., Ram;ji D. P.. (2005). The key role of apolipoprotein E
in atherosclerosis. Journal of Molecular Medicine, 83, 329-342.



26.- Torres-Perez E., Ledesma M., Garcia-Sobreviela M. P., Leon-Latre M.,
Arbones-Mainar J. M.. (2015). Apolipoprotein E4 association with metabolic
syndrome depends on body fatness. Atherosclerosis, 245, 35-42.

27.- Mata-Rocha, M., & Garcia-Lopez, E., & Herrera-Pérez, E. (2007).
Determinacion del genotipo de la apolipoproteina e (APOE) en poblacion mexicana
para su aplicacion en Alzheimer tardio. Bioquimia, 32 (SuA), 79.

28.-Ruiz, M., Arias, I., Rolén, G., Hernandez, E., Garavito, P., & Silvera-Redondo,
C. (2016). Andlisis del polimorfismo del gen APOE en la poblacién de Barranquilla,
Colombia. Biomédica, 36(1), 52-58.

Anexos

Composicion del Medio MRS

Contenido Cantidad

Peptona de proteosa No.3 10.0g

Extracto de res 10.0g
Extracto de levadura 50¢g
Dextrosa 20.0¢g
Polisorbato 80 10g
Citrato de amonio 209
Acetato de sodio 50¢g

Sulfato de magnesio 0.1g



Sulfato de manganeso 0.05¢

Fosfato dipotasico a. g

pH de 6.5+0.2

Agar MRS con vancomicina







