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1. Marco Tebrico

1.1 Obesidad en México.

Una alimentacion y nutricion correcta son algunos de los factores mas importantes
para un sano desarrollo en el ser humano. La base de una nutricion equilibrada
consiste en el consumo de calorias, asi como de los macro y micronutrientes,
como proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales, todos ellos sin

exceder los requerimientos y necesidades energéticas.

En México 1.5 millones de nifios padecen desnutricion cronica, siendo mas
prevalente en la region sur (19.2%) asi como en las zonas con poblacion indigena
Si bien en los dltimos 20 afios se ha observado una disminucién en la desnutricion
infantil, una nueva crisis nutrimental ha surgido y esto es gracias al aumento en el
consumo de alimentos hipercaléricos, ricos en grasas, sal y azucar; pobres en
vitaminas, minerales y fibra, asociado al descenso en la actividad fisica originado
por la urbanizacion y sedentarismo de la poblacion, desencadenando entonces
sobrepeso y obesidad siendo definidos por la OMS como una acumulacién
anormal y excesiva de grasa (OMS, Organizacion Mundial de la Salud, 2016).
México y Estados Unidos tienen el mayor indice de obesidad mundial, segun datos
de la ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud) uno de cada tres adolescentes de
entre 12 y 19 afios presenta sobrepeso u obesidad. (Levy S.T. et al., 2012) (OMS,
2016) (ENSANUT, 2012)

1.2 Sobre-nutriciéon en el metabolismo.

De acuerdo con informacion de la Organizacion Mundial de la Salud con el
aumento del indice de Masa Corporal (IMC= Peso/Talla?) se incrementa la
probabilidad de muerte asociada a enfermedades no transmisibles como diabetes

mellitus y enfermedades cardiovasculares (OMS, 2016)



Se ha reportado en estudios poblacionales que un consumo incrementado en
carbohidratos  esta asociado al desarrollo de diabetes mellitus, resistencia a
insulina e hipertrigliceridemia, y secundariamente modificaciones en las fracciones
de colesterol con disminucién de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus
siglas en inglés) asi como un incremento de las fracciones VLDL (Very Low

Density Lipoprotein, por sus siglas en inglés) (Jiménez Y. et al., 2010).

Estas alteraciones han sido tomadas por FID (Federacion Internacional de
Diabetes, 2006) como criterios para el diagnostico de sindrome metabdlico, en los
cuales es necesario demostrar primero obesidad abdominal y después la
presencia de dos alteraciones mas (hiperglucemia, dislipidemia o hipertension
arterial), para la FID este conjunto de factores aterogénicos, protromboticos,
proinflamatorios y metabdlicos estan impulsando las epidemias mundiales como

Diabetes Mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.

La mayoria de las personas con sindrome metabdlico tiene anormalidades en
presion arterial, lipidos y de glucosa, que apenas rebasan los puntos de corte que
separan lo clinicamente sano de lo no sano. El diagnostico oportuno de una
anormalidad en el metabolismo de glucosa (prediabetes) supera al de sindrome
metabdlico como factor de riesgo para enfermedad cardiovascular a futuro,
aproximadamente 25% de los sujetos con prediabetes progresara a DM2 en los
siguientes 5 afos. La prediabetes es definida como un estado de homeostasis
anormal de la glucosa por déficit o resistencia a la accién de la insulina e incluye a
los pacientes que presentan glucemia basal alterada, diagnosticada cuando los
niveles de glucosa en ayunas estan entre 100-125 mg/dL y a los que tiene
tolerancia anormal a la glucosa, quienes presentan puntos de corte entre 140-199
mg/dL, a las dos horas posteriores a la carga de glucosa estandarizada (DeFronzo
et al, 2007) (ADA, 2014).

El diagnéstico oportuno de prediabetes mediante la deteccion selectiva por
factores de riesgo tales como; obesidad, hipertension >130/85 mmHg, HDL < 40
mg/dL para los hombres y < 50 mg/dL en mujeres, triglicéridos >150 mg/dL (FID,
2006), diabetes gestacional, antecedentes familiares de diabetes que aumentan
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con la edad y estilos de vida tales como el sedentarismo, permiten implementar
acciones tales como modificar la dieta, disminuyendo la cantidad de grasas y

calorias, asi como aumentar la actividad fisica. (FID, 2016).

1.3 Absorcién de nutrientes.

En el desarrollo de alteraciones metabdlicas las rutas de sintesis asi como las vias
catabdlicas de lipidos y carbohidratos se ven intimamente asociadas, siendo la

dieta uno de los principales reguladores en este proceso.

La ingesta diaria de lipidos en un adulto es alrededor de 80 - 130 g de los cuales
el 95% estd formado por triglicéridos y el resto por fosfolipidos, acidos grasos y
colesterol. Los lipidos tomados de la dieta deben ser hidrolizados para su
absorcion, esta accion es realizada por enzimas como la lipasa lingual, la lipasa
gastrica, las sales biliares y lipasa pancreatica que aunadas a acciones mecanicas
como la masticacion y la peristasis favorecen la formacion de micelas mixtas,
compuestas por &cidos grasos libres (AGL), monoacilglicerol, colesterol y
fosfolipidos. (Bauer R, 2004) (Jhones J.H et al, 2012)

La absorcion del contenido de las micelas involucra a distintas proteinas
transportadoras, siendo Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1) quien permite el paso
de colesterol, CD36 que también se encuentra en corazon, musculo y tejido
adiposo transporta &acidos grasos para los cuales también se ha descrito a la
proteinas transportadora de acidos grasos (FATP4 por sus siglas en inglés), ya en
el citoplasma de los enterocitos la proteina transportadora de &cidos grasos
(FABP) se encarga de llevar los acidos grasos de cadena larga al reticulo
endoplasmico liso en donde son re-esterificados para formar triglicéridos (TG). El
colesterol es re-esterificado por Acil-CoA (ACAT) Los TG y el colesterol
esterificado seran llevados desde el reticulo endoplasmico hacia aparato de golgi
mediante Coat Protein Complex Il (COPII) para el ensamble de los quilomicrones
(QM). El transporte de los quilomicrones hacia la circulacion es via linfatica, los

enterocitos estan rodeados de pequefios vasos linfaticos llamados Lacteales que



poseen poros que a diferencia de los vasos sanguineos cercanos por diferencia de
tamafio permiten el paso de QM a circulacion para llegar a células endoteliales
las cuales hidrolizan los TG mediante la accion de la enzima lipoprotein-lipasa
(LPL) para obtener acidos grasos libres y glicerol. Los QM remanentes con
elevado contenido de colesterol seran llevados al higado (Williams J., 2008)
(Abumrad N. et al., 2012) (Igbal J. et al., 2009) (Randolph J.et al, 2014)

Por otro lado, la ingesta de carbohidratos esta formada principalmente por
polisacaridos 60%, sacarosa 30% y lactosa 10%. Para la digestion de los
polisacaridos es necesario que estos sean hidrolizados, obteniendo los
monosacaridos los cuales seran absorbidos y metabolizados. La hidrolisis
comienza con la masticacion y la accion de a-amilasa que es secretada por las
glandulas salivales, la hidrolisis continua en el duodeno por accion de la amilasa
pancreética y finaliza con la accion de disacaridasas que se encuentran en los
bordes membranales de los enterocitos en el intestino delgado, tales como
maltasa, lactasa, isomaltasa y sacarasa que llevan a la obtencion de
monosacaridos. La difusion de los monosacaridos desde el lumen intestinal hacia
los enterocitos requiere la accion del co-transportadores acoplados a sodio tipo 1
(SGLT1) para glucosa y galactosa; del transportador de glucosa tipo 5 (GLUT-5)
para fructosa, posteriormente los GLUT-2 movilizan la glucosa desde el enterocito

a la circulacion plasmatica (Keim L. et al, 2012)

1.4 Regulacion hepética.

Con el incremento de glucosa circulante, el pancreas secreta insulina, que
desempenfia el papel de inicio para rutas metabdlicas en tejidos periféricos. En
primera instancia en higado mediante su transportador GLUT-2 toma la glucosa y
la almacena en forma de glucégeno, asi como también lleva a cabo rutas de
obtencion energética como lo son la glucdlisis, ciclo de Krebs y fosforilacion
oxidativa, sus intermediarios energéticos remanentes entran a rutas lipogénicas
como la sintesis de triglicéridos los cuales serdn empaquetados en sus

lipoproteinas transportadoras VLDL (Very Low Density Lipoprotein, por sus siglas
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en inglés) que transportan triglicéridos hacia tejido muscular y adiposo,

principalmente. (Bechmann L.P. et al., 2012)

En estados de privacion energética como el ayuno los nutrientes son movilizados
desde sus reservas, AGL y glicerol provenientes de tejido adiposo mantienen la
homeostasis energética. Como reguladores de nutrientes pancreas no solo libera
insulina, sino que también libera glucagon, una hormona que en higado provoca la
biotransformacion de AGL en glucosa (gluconeogénesis), activa la via
glucogenolitica y promueve la oxidacion de acidos grasos. (Bechmann L.P. et al.,
2012) (Kabashima T. et al., 2002)

Como se mencion6 anteriormente insulina inhibe la gluconeogésis y promueve
una sintesis de novo lipidica, sin embargo, en estados de sindrome metabdlico,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) asi como resistencia a insulina; que se reconoce
como una menor eficiencia de su accidén biologica en tejidos como musculo,
higado y adiposo, insulina no es capaz de suprimir la produccidon de glucosa
hepética, pero mantiene la induccién de lipogénesis, contribuyendo a estados

hiperglucémicos e hiperlipémicos. (Bechmann L.P. et al., 2012)

1.5 Lipogénesis.

La lipogénesis hepatica es un proceso fundamental en higado que contribuye al
almacenado y secrecion de lipidos por los hepatocitos, en donde precursores no
lipidicos como alcohol y carbohidratos propician sustratos, principalmente de la
glucolisis para la sintesis de cadenas de acidos grasos. Si bien la lipogénesis es
un proceso que regula los niveles de glucosa en circulacion, una dieta constante
rica en carbohidratos sin un consumo energético proporcional genera una
alteracion en el metabolismo lipidico desencadenando efectos perjudiciales,
elevando los niveles de TG séricos, incrementando los lipidos intrahepaticos
(esteatosis) que conlleva a higado graso y esteatohepatitis no alcohdlica. (Attie AD
et al, 2009) (Herman M et al, 2012).



La sintesis de cadenas de acidos grasos durante lipogénesis de novo es a partir
de subunidades acetil-CoA provenientes de glucolisis que podran ser condesadas
con glicerol posteriormente. La enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) es quien
inicia la reaccion con la produccion de malonil-CoA a partir de acetil-CoA.,
posteriormente este malonil-CoA bajo la accién de del complejo multienzimético de
la acido graso sintasa tipo 1 (FAS) y un moléculas mas de acetil-CoA produciran
acil CoA. Asi mismo como producto de la glucolisis gliceraldehido sera fosforilado
por trioquinasa para producir gliceraldehido 3-fosfato (G3P). G3P en el proceso
ser& acilado para producir &cido lisofosfatidico al cual mediante una molécula mas
de acil CoA sera acilado por accion de la acilglicerol-fosfato acil transferasa
produciendo acido fosfatidico. Finalmente el acido fosfatidico por accidén de la
fosfatidato fosfatasa generara diacilglicerol (DG) que con la adicion de una
molécula de acil CoA mediante la enzima diacilglicerol acil transferasa (DGAT)

dara paso a la formacion de un triglicérido, el proceso se ilustra en la figura 1.
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Gluconeogénesis
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Figura 1. Lipogénesis hepatica. La glucosa absorbida por la célula se convierte en
piruvato mediante la glucolisis. El piruvato se convierte en acetil-CoA y entra al ciclo del
acido tricarboxilico (ATC). El exceso de acetil-CoA convertido en citrato puede salir de la
mitocondria para ser sustrato de enzimas lipogénicas. Las principales enzimas implicadas
incluyen la acetil-CoA Carboxilasa (ACC) y la Sintasa de acidos grasos (FAS). Las
principales enzimasimplicadas en la esterificacion y produccién de TG incluye a la Glicerol-
3-fosfato acil transferasa mitocondrial (NGPAT) y a la Diacil glicerol transferasa (DGAT).

Tomado y modificado de Menendez et al., 2007.



1.5.1 Regulacién de lipogénesis.

Insulina estimula la lipogénesis y suprime la gluconeogénesis en pacientes sanos,
sin embargo en estados de resistencia a insulina la gluconeogénesis no se ve
suprimida en tanto que la lipogénesis continua siendo estimulada por lo que
procesos de hiperinsulinemia conducen al aumento de lipogénesis, induciendo una
mayor resistencia a insulina por la supresion de gluconeogésis manteniendo

niveles hiperglucemicos estimulando asi la secrecion de insulina. (Ruib L. 2014)

Por otro lado insulina mediante la interaccion con su receptor y la activacion de
cinasas; fosfoinositol -3 quinasa (PI3K) y proteina quinasa B (PKB) participan por
una parte en la fosforilacion de la proteina forkhead box O1 (FoxO1) para evitar su
translocacién al nicleo y asi activar genes de gluconeogénesis asi como también
activan la proteina de unién al elemento regulador de esteroles 1¢c (SREBP1c) que

participa en la transcripcion de genes lipogénicos. (Sanders F. et al., 2016)

La activacion de SREBP1c aunado a la activaciéon de la proteina de union a
elementos de respuesta de carbohidratos (ChREBP) igualmente por sefializacion
insulinica y por niveles hiperglucemicos son parte importante en las vias de
activacion de lipogénesis. Insulina mediante la accion de PI3K/PKB promueve la
fosforilacidn naciente de SREBP1c en el aparato de Golgi, lo que lleva a una
acumulacion de la forma madura en nucleo generando la transcripcién de genes

de enzimas lipogénicas como FAS y ACC. (Sanders F. et al., 2016)

La activacion de genes para enzimas lipogénicas también es asociado a la
activacion de ChREBP mediante moléculas derivadas de la glucolisis, siendo la
desfosforilacién de la proteina quinasa A (PKA) que conduce a la disociacién de la
proteina y su translocacion a nacleo uno de los mecanismos asociados, mediante
esta via se codifican genes para proteinas como FAS, ACC. (Sanders F. et al.,
2016)



1.6 Metabolismo lipidico.

Las lipoproteinas son complejos de lipidos y proteinas especificas
(apolipoproteinas) que se encargan del transporte de lipidos en un medio acuoso
como lo es la sangre. En su estructura estan compuestas por un nucleo, donde
estan los lipidos mas hidréfobos y una corteza compuesta por los dominios
polares de los fosfolipidos y el colesterol no esterificado, asi como las fracciones
polares de las apolipoproteinas (Apo). Las lipoproteinas son comunmente en la
clinica clasificadas en funcién a su densidad que esta condicionada por su tamafio
y la relacion lipido-proteina. Las lipoproteinas menos densas son las més grandes
y con mayor contenido de lipidos, teniendo asi a los QM, a las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés), lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HDL), se han descrito subpoblaciones con diferentes tamafios y
densidades de VLDL, LDL y HDL (Errico T. et al, 2013).

Los QM provenientes de la sintesis intestinal tienen en su estructura de forma
mayoritaria en Apo B-48 y en circulacién adquieren Apo C-Il, Apo C-lll y Apo E. La
funcion de los QM es transportar triglicéridos a tejidos como adiposo, muscular y
cardiaco en donde Apo C-Il activa a la enzima LPL para la hidrolisis de TG. Los
QM remanentes producto de la hidrolisis de TG con mayor contenido de colesterol
son tomados por los hepatocitos mediante el receptor de las LDL (LDLR) que

reconoce a Apo-E. (Nakajima K., 2014).

El higado sintetiza continuamente TG desde dos vias; 1) Reesterificando los
acidos grasos libres de plasma con glicerol y 2) A partir de Acetil-CoA proveniente
principalmente de glucolisis. Los TG producidos seran secretados en forma de
VLDL nacientes, Apo B-100 es su principal apolipoproteina, sumada a Apo C-l,
Apo C-ll, Apo C-lll y Apo-E. En circulacion las VLDL nacientes mediante la
interaccion con las HDL reciben Apo C-ll para convertirlas en VLDL maduras
siendo sustrato LPL de los tejidos extra-hepaticos, que hidroliza los TG contenido

formando VLDL pequefias y densas que en su mayoria seran tomadas por el
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higado por interaccion con Apo-E, el resto de las VLDL remanentes contindan la
hidrolisis perdiendo contenido de TG y apolipoproteinas, principalmente Apo C,
formandose asi las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) que son las
lipoproteinas minoritarias en circulacién, en su estructura presentan Apo B-100 y
Apo E, como parte de su catabolismo un porcentaje sera tomado por el higado y
el resto dara paso a la formacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) con

la pérdida total de Apo E. (Mengxiao et al, 2014).

Las lipoproteinas de baja densidad son las responsables del transporte del
colesterol esterificado principalmente hacia hepatocitos pero también a los tejidos
periféricos. Apo B-100 es la responsable del reconocimiento mediante la
interaccidn por endocitosis con el receptor de LDL (LDLR) quien toma
aproximadamente 60-80% de estas lipoproteinas. La vesicula endocitada es
atacada por enzimas hidroliticas de los lisosomas, posteriormente el contenido
proteico serd degradado a aminoacidos mientras que el colesterol ser& utilizado
para la sintesis de membranas celulares, pero también sera regulador para la
enzima 3-hidroxi-3metil-glutaril-CoA-reductasa siendo esta enzima clave en la
sintesis de colesterol, por otra parte activa la enzima Acil-CoA-Aciltransferasa
(ACAT) que reesterifica el colesterol para su almacenamiento en forma de ésteres
de colesterol y finalmente inhibe la sintesis de mas receptores para LDL.
(Diffendenfer R. et al., 2014) (Jairam et al, 2012)

Por otra parte las lipoproteinas de alta densidad o HDL tienen como principal
contenido los ésteres de colesterol, su sintesis es hepatica e intestinal ademas
de que pueden provenir del catabolismo de quilomicrones y VLDL, su principal
apolipoproteina es denominada Apo-Al de sintesis hepatica. Las HDL son
secretadas de higado son descritas como discoidales compuestas por una bicapa
de fosfolipidos y colesterol libre que rodea a Apo-Al, Apo E, y Apo C. (Genest J
et al, 2013).
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Las HDL tienen distintas funciones, siendo la de mayor importancia el transporte
de colesterol de los tejidos hacia el higado, proceso conocido como transporte
reverso del colesterol, ademas de participar activamente en el metabolismo de las
VLDL en un intercambio lipidico donde HDL transfieren colesterol y las VLDL
triglicéridos mediante la accion de la enzima transferidora de ésteres de colesterol
(CETP). Otras funciones descritas para HDL son la inhibicion de la modificacion
oxidativa de las LDL mediante su contenido de enzimas antioxidativas como lecitin
colesterol aciltransferasa (LCAT), paraoxonasa tipo 1 (PON 1) y la
selenoperoxidasa glutation reductasa, ademas HDL han demostrado tener
capacidad antiinflamatoria por una parte modulando la transcripcion del factor
nuclear kb (NF- kb), estudios in vitro han demostrados que HDL inhibe la
expresion de moléculas de adhesion endotelial. HDL tiene la capacidad de
promover la generacion endotelial de 6xido nitrico mejorando la funcién endotelial,
finalmente estas lipopdteinas desarrollan funciones antitromboticas inhibiendo la
expresion del factor tisular, del factor X y favoreciendo la secrecion del inhibidor de

plasminégeno. (Genest J et al, 2013).

La funcion de las HDL depende por una parte de su contenido de ApoAl la cual
interacciona con transportadores tipo ATP—binding cassette A1 y Gl (ABCAl y
ABCG1) para facilitar la salida de fosfolipidos y colesterol intracelular y de su
contenido lipidico. Las HDL ademas interaccionan con el receptor scavenger
receptor B-I (SR-BI) en células periféricas. (Rosenson et al, 2013) (Errico T. et al,
2013).
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1.6.1 Subfracciones lipoproteicas.

Las lipoproteinas comprenden un espectro de particulas que difieren en tamafio,
densidad y composicion tanto lipidica como de apolipoproteinas las cuales juegan
roles distintos es el metabolismo lipidico. Estas subpoblaciones han sido
caracterizadas por distintas técnicas desde 1954 Gofman et al mediante
ultracentrifugacion, asi como en 1981 Blanche PJ. et al por electroforesis en gel y
continian siendo objeto de estudio mediante cristalografia de rayos X vy
resonancia magnética nuclear entre otras. En los Ultimos afos estas
subfracciones, en especial las descritas como cortas y densas han llamado el
interés de los investigadores al mostrar su importancia en los desordenes
metabdlicos he incluso han sido consideradas como factores emergentes de
acuerdo a las guias de la National Academy of Clinical Biochemestry (NACB) para
las Practicas en el Laboratorio Clinico. (Gofman W. et al, 1954) (Blanche PJ. et al,
1981) (Castany J et al, 2006) (Myers G et al, 2009).

En este sentido las VLDL presentan dos subfracciones mayoritarias VLDL; y
VLDL,, se reconocen a las VLDL1 como las subfracciones grandes, con un
contenido mayoritario en triglicéridos; mientras que las VLDL2 son reconocidas
con un menor tamafio, una maduracion hepética idonea y proporciones

correspondientes o “normales” en su contenido de TG y colesterol. Estudios como

los de Packard C. en 2000 han demostrado que el ensamble y secrecion hepatica
de estas subpoblaciones es regulado de forma independiente, observaciones in
vivo demostraron que la administracion de estrégenos estimula la produccién de
VLDL; pero no la de VLDL, , por otra parte infusiones de insulina en individuos
sanos mostraron una supresion de la produccién de VLDL; pero no la de VLDL,;,
los mecanismo por los cuales higado regula la produccion de estas subfracciones

aun no es conocido ampliamente. (Johansen R.F et al., 2016)
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En tanto que las LDL mediante técnicas como la ultracentrifugaciéon han separado
al menos tres categorias; a) LDL grandes o LDL, (densidad 1.019 — 1.034 g/ml) b)
LDL intermedias o LDL; (densidad 1.034 — 1.044 g/ml) y LDL cortas o LDLy,
(densidad 1.044 — 1.060 g/ml). Técnicas como la electroforesis en gel define
subfracciones basada en el tamafio de particula y carga y permite la identificacién
de las subfracciones LDLya , LDL g, LDL wva ¥ LDL g todas estas con un

diametro menor de 25nm. (Diffenderfer R. et al., 2014)

Si bien el contenido de las LDL es mayoritario para ésteres de colesterol, este
tiende a disminuir conforme incrementa la densidad. El contenido de triglicéridos
en los precursores de LDL es el mayor determinante en el tamafio de las LDL
como producto de su lipolisis, la presencia de VLDL largas ricas en triglicéridos
propician un incremento de las cortas y densas LDL y esto es explicado por el
intercambio lipidico en el que VLDL transfiere TG hacia las LDL y estas a su vez
transfieren ésteres de colesterol siendo CETP la enzima responsable de dicho
proceso, formando LDL ricas en TG que seran sustrato para lipoprotein lipasa
(LPL) y lipasa hepética (LH) para su hidrolisis. La presencia de las pequefas y
densas LDL son correlacionadas con el riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y esto en relacibn a una mayor filtracion al sub-endotelio,
disminucién en la produccion de Oxido nitrico asi como su susceptibilidad a la
oxidacion y el desarrollo de aterogénesis. (Rajman I. et al., 1999) (Williams P.T. et
al., 2003).

Finalmente se han demostrado diferencias en tamafio, forma, densidad y
composiciéon de las particulas HDL, describiendo subfracciones de HDL mediante
distintas técnicas. En 1954 Gofman et al mediante ultracentrifugacioén fueron los
primeros en describir la heterogeneidad de las particulas HDL, identificando dos
subclases; HDL, las menos densas (1.063-1.125 g/mL) y ricas en lipidos y por
otra parte las HDL; siendo las méas densas (1.125-1.21 g/mL) y ricas en proteinas.
En 1986 Nichols et al describieron mediante la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida de acuerdo a la movilidad segun tamafio de particula dos
subpoblaciones de HDL, ; HDL, (8.8-9.7 nm) y HDL,, (9.7-12.0 nm) mientras que
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de HDL3 se describieron; HDL3, (8.2-8.8 nm), HDL3, (7.8-8.2 nm) y HDL3 (7.2-7-8

nm).

En el proceso de maduraciéon, las HDL nacientes o discoidales mediante su
interaccion con el transportador de union ATP tipo A1 (ABCAl) adquieren mas
fosfolipidos y colesterol libre provenientes de las células periféricas. La enzima
LCAT esterifica el colesterol libre formando ésteres de colesterol que es llevado al
nacleo de la particula discoidal, dando paso la formacién de pequefias HDL
esféricas (HDL3). La interaccion de estas pequefias HDL con las células
periféricas y su enriquecimiento en colesterol da paso a la formacion de las
fracciones largas de HDL (HDLy;) que por la accibn de CETP realizan un
intercambio lipidico con las lipoproteinas ricas en Apo B. CETP vy el intercambio
lipidico contribuyen a la generacion de las pequefias HDL hacia las particulas HDL

largas. (Kingwell A. et al., 2014).

Si bien los niveles plasmaticos de HDL han sido inversamente relacionados con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares existen evidencias que sugieren que
la funcionalidad de HDL puede ser disminuida bajo ciertas condiciones fisioldgicas.
En pacientes con aterogénesis variaciones en los niveles de las subfracciones
HDL fueron observados sugiriendo que las HDL largas (HDL;) son inversamente
relacionadas mientras que las cortas HDL (HDL3) son positivamente asociadas

con enfermedades cardiovasculares. (Pirillo A. et al., 2013)

En condiciones de dislipidemia, en donde existe un incremento de TG asi como
una disminucién de los niveles plasmaticos de HDL se ha descrito la disminucion
de HDL, y un incremento de las subfracciones HDLj3, estos cambios en la
distribucion sugieren que un estudio en los niveles de subpoblaciones HDL son un
mayor predictor de enfermedades cardiovasculares que las concentraciones
totales de HDL. (Pirillo A. et al., 2013).
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1.7 Dislipidemias.

Un balance positivo en el aporte caldrico, un estilo de vida sedentario y la
predisposicion genética, generan desregulaciones en el tejido adiposo. Las
dislipidemias son un conjunto de patologias que se caracterizan por alteraciones
en las concentraciones de los lipidos sanguineos asi como en los componentes
de las lipoproteinas y su concentracion sanguinea. El 70% de las dislipidemias
detectadas son secundarias a otras patologias mientras que el restante es de

origen primario por desordenes genéticos. (Brites et al, 2013).

La obesidad esta asociada a la prevalencia de dislipidemia, caracterizada por el
incremento de acidos grasos libres, triglicéridos asi como la disminucién de HDL y
una anormal composicion de LDL. El exceso de acidos grasos en el tejido adiposo
incrementa la lipolisis que como consecuencia genera un mayor flujo de acidos
grasos libres hacia el higado aumentando la sintesis de VLDL e inhibiendo la
lipolisis de Quilomicrones, promoviendo la hipertrigliceridemia que promueve la
actividad de la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) en
circulacién la cual promueve el intercambio de triglicéridos en las VLDL por
colesterol de las LDL y HDL, aumentando asi el contenido de triglicéridos en LDL
que seran hidrolizadas por la lipasa hepatica generando las formacion de
particulas LDL cortas y densas con caracteristicas aterogénicas que aunado a la
disminucién de colesterol-HDL aumentan el riesgo de desarrollar enfermedad

cardiovascular. (Jung J. et al, 2014) (Bays et al, 2013)

La hipertrigliceridemia es comunmente expresada de forma secundaria ante
resistencia a insulina, Diabetes Mellitus tipo 2 no controlada, hipotiroidismo no
controlado, sindrome nefrotico, consumo cronico de alcohol (especialmente en
personas con higado graso) asi como la exposicidbn ante agentes terapéuticos
como antiretrovirales, beta blogueadores no selectivos, estrogenos orales,

glucocorticoides y otros. (Bays et al, 2013)
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Una desregulacién mas en el metabolismo de lipidos es el aumento de colesterol
total sérico o hipercolesterolemia, siendo un factor de riesgo alto con
concentraciones >200 mg/dL (ATPIIl, 2004) . Siendo clasificadas por su origen en,
hipercolesterolemia no familiar o poligénica, en donde los niveles elevados de
colesterol estan asociados a una dieta rica en lipidos saturados, colesterol y una
escasa actividad fisica, se asocia con hipertension arterial, obesidad y diabetes,
desarrollando un mayor riesgo de aterosclerosis. Otra clasificacion es la
hipercolesterolemia secundaria, la cual est4 asociada a otras enfermedades tales
como hipertiroidismo, sindrome nefrético, Sindrome de Cushing, anorexia
nerviosa, embarazo y al consumo de inmunosupresores Yy corticoesteroides.
Finalmente la hipercolesterolemia familiar, que es un trastorno genético que se
produce por mutaciones en el gen del receptor de LDL, aunque también se han
descrito mutaciones del gen de la Apo B, causando aumento en los niveles de
LDL, xantomas y enfermedad coronaria prematura. (Mata et al, 2013) (Errico T. et
al, 2016) (Colletti A. et al, 2016) (ATPIII, 2004).

Una insuficiente esterificacion de los acidos grasos libres en triglicéridos por parte
del tejido adiposo genera una retencién de los acidos grasos en el mismo
desarrollando una hipertrofia adipocitaria que conlleva a la liberacién de
adipoquinas y citoquinas, induciendo a una resistencia local y sistémica a la
insulina. Por otra parte se liberan &cidos grasos libres a circulacién, los cuales
seran tomados por el tejido hepatico causando lipotoxicidad, estrés oxidativo,
estrés en el reticulo endoplasmico. (Sanyal , 2012) (Castro et al, 2015).

1.7.1 Dislipidemias y riesgo metabdlico

La desregulacion en el metabolismo de lipidos, asociada a la anatomia y
funcionabilidad del tejido adiposo es definida por Bays H. como adiposopatia y
estd asociada a diversas patologias. Con el incremento de acidos grasos libres,
produccion anormal de adipocinas y factores inflamatorios asi como en general
una disfuncion del tejido adiposo se generan desregulaciones en distintos

organos. (Bays H, 2011)
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Dentro de las principales anormalidades asociadas son las del metabolismo en
glucosa, en donde existe resistencia a Insulina en musculo esquelético e higado
asi como disminucion en la liberacion de insulina en pancreas. La dislipidemia es
un hallazgo frecuente en pacientes con diabetes presentando aumento de
triglicéridos y VLDL, asi como una disminucion en la concentracion de HDL y la
presencia de LDL cortas y densas. La hipertensién también en generada en las
adiposopatia por un incremento en la actividad de los mineralocorticoides y de las
catecolaminas. Estas patologias en su conjunto derivan como factores de riesgo
importante en la arterioesclerosis y el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares. (Bays et al, 2008)

La arteriosclerosis se produce por endurecimiento de las arterias, una enfermedad
comun de los vasos sanguineos que se caracteriza por franjas de grasa a lo largo
de las paredes arteriales, depositos de colesterol y calcio. En la
hipertrigliceridemia la formacion de lipoproteinas LDL cortas y densas facilmente
oxidables aumentan el riesgo de formacion de placa ateromatosa. Las LDL
oxidadas son captadas por macréfagos provocando la formacion de células
espumosas Yy necrosis del tejido generando trombosis que desencadenan dafos
cardiovasculares. (Pérez G., 2007)

1.7.2 Guias para el manejo de dislipidemias.

La dislipidemia se ha convertido en el principal factor de riesgo modificable para
enfermedad vascular con el desarrollo de ateroesclerosis. (Hendrani et al, 2016).

El manejo de dislipidemia consta de la modificacion del estilo de vida, y
farmacoterapia basada en la identificacion de los grupos considerados de alto,
medio 0 bajo riesgo de eventos vasculares. Organizaciones a nivel internacional
han desarrollado directrices para la deteccion, tratamiento y seguimiento de las
dislipidemias para mejorar la atencion al paciente y disminuir los costos

relacionados.
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Una de las principales Guias para el tratamiento de las dislipidemias es creada por
el Adult Treatment Panel Il (ATP-IIl) con su mas reciente modificacion el afo
2004, sus recomendaciones se basan principalmente en medir los niveles de
lipidos, calcular el riesgo cardiovascular a 10 afios segun la puntuacion de
Framingham asi como reducir los niveles de colesterol LDL (LDL-C) < 100 mg/dL,
considerando que entre mas alto el nivel basal de LDL-C el riesgo cardiovascular

€S mayor.

En pacientes con alto riesgo incluyendo pacientes con diabetes el objetivo es LDL-
C <100 mg/dL, pero cuando el riesgo es muy alto la meta es LDL-C <70 mg/dL
con opcion terapéutica. Finalmente, en pacientes que presenten moderado o alto
riesgo y que ademds presenten factores relacionados con el estilo de vida
(obesidad, inactividad fisica, TG elevados, HDL bajo o sindrome metabdlico) son
candidatos para un cambio de estilo de vida terapéutico, independientemente del
nivel de LDL. (Grundy S.M et al., 2004) (Hendrani A.D. et al., 2016).

En 2013 el Colegio Americano de Cardiologia y las Asociacibn Americana de
Corazén (ACC/AHA) (Jellinger S., 2012) publicaron nuevas directrices para el
manejo del colesterol elevado, destacando como principal diferencia con ATP Il
gue estas no fijan una meta especifica para iniciar o mantener el tratamiento de
LDL-C, recomienda el uso de estatinas como farmaco de eleccion en sus cuatro
grupos de riesgo, ademas de utilizar modificaciones en el estilo de vida de todos
los pacientes. Los cuatro grupos de riesgo considerados por esta guia son:

¢ Individuos con enfermedad cardiovascular aterosclerética clinica.

¢ Individuos con niveles de colesterol LDL = 190 mg/dI, tales como aquellos
con hipercolesterolemia familiar.

e Individuos con diabetes de entre 40 a 75 afios de edad con niveles de
colesterol LDL entre 70 y 189 mg/dl y sin evidencia de enfermedad

cardiovascular aterosclerdética.
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¢ Individuos sin evidencia de enfermedad cardiovascular o diabetes, pero que
tienen niveles de colesterol LDL entre 70 y 189 mg/dl y un riesgo a 10 afios

de enfermedad cardiovascular aterosclerética = 7.5%.

Ademas, recomiendan la terapia con estatinas de moderada o alta dosis segun el
riesgo. Existen ademés guias como la de Sociedad Europea de Cardiologia 2011,
la Sociedad Cardiovascular Canadiense 2009, la Sociedad Internacional de
Ateroesclerosis 2013 y la Asociacion Nacional de Lipidos 2014 entre otras, cada
una con ventajas y limitaciones dadas por una parte por sus poblaciones de

estudio generando una subestimacion del riesgo en otras.

1.8 Técnicas para la evaluacion de lipidos.

La cuantificacion analitica de los lipidos transportados en sangre mediante las
diferentes lipoproteinas constituye un perfil lipidico. Los resultados de éste junto
con otros factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares permiten el
desarrollo de un plan de tratamiento y seguimiento. Una variedad de factores
biolégicos pueden afectar los niveles de lipidos y lipoproteinas, como la edad ya
qgue el colesterol aumenta con ella, la ingesta de lipidos saturados y colesterol,
consumo de medicamentos como anticonceptivos orales, estrogenos y

antihipertensivos, entre otros.

Para la cuantificacion del colesterol contenido en HDL (HDL-C), y colesterol LDL
(LDL-C) tradicionalmente existen los métodos de precipitacion y
ultracentrifugacion, los cuales han desarrollado pruebas homogéneas (que no
requieren de un pre-tratamiento) basadas en dos reacciones, la primera forma
complejos estables con las lipoproteinas no deseadas, es decir, aquellas que
puedan interferir en la medicion y la segunda reaccion corresponde a una medida

enzimatica. (Gomez et al, 2011).

20



En el estudio de la distribucion de las subfracciones de las lipoporteinas y su
asociacion con padecimientos cardiovasculares se han desarrollado metodologias

para un analisis mas detallado.

La electroforesis en gel en uno de los métodos mas antiguos que permite separar
las lipoproteinas basandose en su tamafo y carga. Esta es una técnica cualitativa,
siendo la electroforesis de tubo en gel de poliacrilamida aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) como un sistema viable
para la deteccion de las subfracciones en donde el colesterol contenido y
separado puede ser enzimaticamente medido. Si bien existen métodos mas
detallados, la electroforesis sigue siendo el método de primera linea para detectar
desordenes en las particulas de las lipoproteinas. (Wolska A. et al., 2017)

La ultracentrifugacién por gradiente de densidad separa a las lipoproteinas de
acuerdo a su densidad que depende del radio lipido/proteina contenido, este
meétodo ha sido utilizado para la nomenclatura de las subpoblaciones asi como
también es el método de referencia en la cuantificacion de lipoporteinas. Sin
embargo, la mayoria de los laboratorios clinicos no disponen de esta metodologia
dado a su alto costo. (Wolska A. et al., 2017)

Como parte del desarrollo de las tecnologias la resonancia magnética nuclear
(NMR, por sus siglas en inglés) es una técnica cuali y cuantitativa que mide las
sefales en el espectro generadas por los grupos metilo-terminal de los lipidos.
Esta técnica no requiere la separacion de las lipoproteinas, mas que Unicamente
la separacion del plasma de las células rojas, esta técnica no requiere un proceso
pre-analitico. La posicion en el espectro de la resonancia magnética del grupo
metilo-terminal de los lipidos es afectado por el tamafio de particula de la
lipoproteina. (Wolska A. et al., 2017)
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2. Definicién del problema.

Las dislipidemias son junto a Diabetes Mellitus las alteraciones al metabolismo
que actualmente afectan a la mayoria de los pacientes en nuestro pais. Dichas
condiciones son asociadas al desarrollo de SM y obesidad. Segun datos de las
ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud, 2012) 6.4 millones de adultos mexicanos
son diagnosticados con diabetes. Las estimaciones de los costos de atencion por
cada uno de los pacientes van de 700 a 3 200 délares anuales. (Rodriguez et al,
2010) lo que implica en 5 a 14% del gasto de salud son para la atencion de esta
enfermedad y sus complicaciones. (Hernandez et al, 2013).

Estudios poblacionales han demostrado que las anormalidades de los lipidos son
los principales factores de riesgo para desarrollar padecimientos cardiacos, siendo
estos la principal causa de muerte en México, segun el Instituto Nacional de Salud
Publica (INSP, 2010). Datos del INSP 21% de los mexicanos presentan
dislipidemia y un 48.3% hipertension arterial, enfermedades que incrementado un
22% en los ultimos 13 afos (INSP, 2010).

Las dislipidemias se clasifican por sindromes que engloban diversas etiologias y
distintos riesgos cardiovasculares. Se debe establecer su etiologia y la
probabilidad de que causen un evento cardiovascular. El diagnéstico clinico de
estas se basa en los niveles séricos de las lipoproteinas y de sus lipidos o el
depésito de ellos. ElI aumento en el porcentaje de incidencia de
hipercolesterolemia en la poblacibn por el consumo de grasas saturadas,
sedentarismo y otros factores de riesgo como tabaquismo, diabetes e hipertension
arterial tiene como tratamiento farmacoterapeltico la modificacion de la
concentracion de LDL y HDL el cual define en gran parte el fenotipo lipidico

posibles modificaciones en el metabolismo de los pacientes.
Lo que nos lleva a generar la siguiente pregunta cientifica:

¢Existirdn cambios en el fenotipo de transporte lipidico de las lipoproteinas

HDL y LDL en pacientes con alto y bajo riesgo metabdlico?
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3. Justificacion.

Las enfermedades crénicas no transmisibles son el problema de salud primario en
México, siendo la enfermedad coronaria y diabetes las dos principales causas de
muerte en México, seguido de los eventos vasculares cerebrales trombo-
embdlicos. Estudios nacionales han mostrado que las anormalidades de lipidos
son los factores de riesgo mas comunes en México. La deteccion y tratamiento de
las alteraciones de los lipidos son clave para la prevencion y manejo de

enfermedades croénicas no transmisibles

Para la determinacion de las dislipidemias se evalian los niveles de colesterol
total, triglicéridos, HDL-C y LDL-C como técnicas de rutina; ya que de acuerdo a
las concentraciones ya conocidas de cada uno de estos en el organismo se enfoca
el tratamiento a seguir. Sin embargo, la cuantificacion que se desarrolla en el
Laboratorio Clinico actualmente no permite identificar las alteraciones
recientemente descritas como en HDL quienes se encargan del transporte
reverso del colesterol, pero que bajo ciertas condiciones se ha descrito que llegan
a ser disfuncionales, llegando a participar tal y como lo hacen las LDL en la
formacion de placas ateromatosas, por lo que para la identificacion de estas se
requiere de técnicas especializadas y de altos costos a las que no todos los
Laboratorios Clinicos tienen acceso como la electroforesis.

Es por ello que en el presente trabajo se propone realizar un estudio del lipidoma
sérico de pacientes con dislipidemia y normolipemia mediante la modificacion en
las técnicas rutinarias de precipitacion del Laboratorio Clinico que nos permitan
identificar los cambios en el metabolismo de lipidos y de esta forma dar una pauta

para un tratamiento acertado.
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4. Objetivos.

4.1 Objetivo general:

Determinar las modificaciones en las lipoproteinas de acuerdo al contenido del
lipidos y su distribucion en pacientes con alto y bajo riesgo metabdlico definido

por las concentraciones de glucosa y triglicéridos.

4.1.2 Objetivos especificos

- Establecer los grupos de alto y bajo riesgo metabdlico, de acuerdo a las

concentraciones de glucosa vy triglicéridos.

- Caracterizar la distribucién de las subfracciones de lipoproteinas en pacientes

de alto y bajo riesgo.

- Determinar el contenido de triglicéridos en LDL y HDL para los grupos de

estudio, mediante modificaciones a las técnicas de precipitacion.
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5. Hipotesis

5.1 Hipotesis Nula.

En pacientes de alto y bajo riesgo no se presentan cambios en su contenido

lipidico asociado a colesterol y triglicéridos de HDL y LDL.

5.2 Hipotesis Alternativa.

En pacientes de alto y bajo riesgo se presentan cambios en su contenido lipidico
asociado a colesterol y triglicéridos de HDL y LDL.
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7. Material y métodos

Conformacion de grupos

Del universo de estudio se realizd la cuantificacion de glucosa vy triglicéridos
establecer los grupos de estudio. Se utilizé un espectrofotometro automatizado
AutoKemll con reactivos de la marca Spinreact, segun las indicaciones de la casa
productora (Ver anexo 1y 2). Las muestras con una concentracion de triglicéridos
< 150 mg/dL y glucosa < 100 mg/dL fueron consideradas como el grupo control
(n=50). Para el grupo NL+HG las concentraciones de triglicéridos fueron las
mismas en tanto que las de glucosa fue >126 mg/dL (n=50). Las muestras para el
grupo DL+NG debian tener concentraciones de TG > 150 mg/dL pero glucosa <
100 mg/dL (n=50) y finalmente el grupo DL+HG que estuvo constituido por
muestras con TG > 150 mg/dL y glucosa > 126 mg/dL (n=50).

Determinaciones plasmaticas

Una vez que los grupos de estudio fueron establecidos se procedi6 a la
cuantificacion de colesterol total y sus fracciones HDL y LDL, fueron analizadas en
un espectrofotometro automatizado AutoKemll con reactivos de la marca

Spinreact, segun las indicaciones de la casa productora. (Ver anexos 3-5)

La concentracion de AGL se determind de acuerdo con el método descrito por
Brunk y Swanson en 1981 (Ver anexo 6) para la determinacion se utilizé un
espectrofotometro modelo Lambda EZ150 PerkinElmer a una longitud de onda de
620 nm.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida

Los corrimientos electroforéticos fueron realizados bajo la técnica descrita por
Frings S. y Lowell en 1970 y posteriormente bajo un mediante un analisis

densitométrico se realizé un analisis detallado. (Ver anexo 7)
Técnica modificada para la cuantificacion de TG en HDL y LDL

Para la determinacion de los TG contenidos en HDL se utiliz6 es reactivo de
marca Spinreact para la determinacion de HDL-C, bajo las mismas condiciones
pero con la variacion de tomar del sobrenadante 25 pl de muestra y agregar un
1ml de reactivo Spinreact para TG, muestra se incubd 37° por 5 minutos y
posteriormente se realizé la lectura 505 nm en un espectrofotometro automatizado

AutoKemll. (Ver anexo 8).

Por otra parte para la determinacion de TG en LDL la muestra se tratd bajo las
indicaciones del reactivo Biosystems para LDL-C, posterior a la centrifugacién se
tomaron 25 pl del sobrenadante y se agregd 1 ml de reactivo Spinreact para TG,
se incub6 a 37° por 5 minutos y posteriormente se realiz6 la lectura 505 nm en un

espectrofotometro automatizado AutoKemll. (Ver anexo 9).
Andlisis estadistico

Los resultados cuantitativos son expresados como la media + error estandar de la
media (EEM). El andlisis estadistico fue realizado con ayuda de programa Prism 5
comparando al grupo control contra los grupos problema por medio del estadistico
ANOVA de una via y un pos hoc de Bonferroni, con un nivel de significancia menor

del 0.05 (p=<0.05) fue considerado significativamente diferente.
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8. Resultados

Se estudiaron un total de 200 muestras biolégicas de los pacientes que acudieron
al laboratorio clinico “Los Angeles”, las cuales cumplian con los criterios de estudio
establecidos y de quienes aceptaron participar en el andlisis. De acuerdo al disefio
de estudio se realiz6é la siguiente clasificacion en concordancia con el National
Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel Il (ATP-IIl) para
definir el riesgo metabdlico.

NL+NG NL+HG DL+NG DL+HG

Tg < 150 mg/dL Tg < 150 mg/dL Tg > 150 mg/dL Tg > 150 mg/dL

Glucosa <100 mg/dL = Glucosa > 126 mg/dL | Glucosa < 100 mg/dL | Glucosa > 126 mg/dL

Tabla 1. Criterios para la clasificacion de los grupos de estudio de acuerdo a la concentracion de
triglicéridos y glucosa que definen el riesgo metabdlico de acuerdo a ATP-III.

De acuerdo a los criterios anteriores que definen el riesgo metabdlico se realizé la

determinacion sérica de triglicéridos y glucosa de 200 muestras, formando grupos
con una n=50 para su andlisis.

350+
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el n,I HI

NL+NG NL+HG DL+NG DL+HG

Concentracion (mg/dL)

1 Trigliceridos [ Glucosa

Figura 2. Determinaciones séricas de triglicéridos y glucosa en las muestras analizadas,
clasificadas de acuerdo a los criterios previamente establecidos.
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En el grupo control caracterizado por pacientes normolipidicos y normoglucémicos
presentd una media de 104 mg/dL en la concentracion de triglicéridos, y de 83
mg/dL para glucosa. EI grupo NL+HG estd descrito por concentraciones
normolipidicas; con una media en triglicéridos de 117 mg/dL, e hiperglucémicas
con una media 165 mg/dL. La alteracion en la concentracion de triglicéridos o
dislipidemia es la caracteristica del tercer grupo formado, presentando una media
de 225 mg/dL y de 84 mg/dL respecto a glucosa. Finalmente, el cuarto grupo que
presenta alteraciones en triglicéridos y glucosa presenta una media de 324 mg/dL

y 174 mg/dL respectivamente.
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Figura 3. Concentracion plasmatica de Colesterol. Los datos presentados son la media de los
valores obtenidos + EEM (Error Estandar de la Media). Se realizaron comparaciones entre grupos
mediante una prueba ANOVA y una prueba de post hoc Bonferroni. (*) Indica diferencia
significativa respecto al grupo control con P < 0.05

Dentro de las guias generadas por el Programa Nacional de Educacion sobre
Colesterol (NCEP) y el Panel de Expertos sobre Deteccién, Evaluacion y
Tratamiento de la Hipercolesterolemia en Adultos (ATP), la concentracion de
Colesterol es uno de los principales criterios en la evaluacion del riesgo
metabdlico, teniendo un alto impacto en el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.
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En la evaluacion que se realiz6 de este analito el grupo control presenté una
media de 151 mg/dL que en su comparacion con NL+HG se observé una ligera
disminucién (5%) con una media de 144 mg/dL Mientras que para DL+NG y
DL+HG se presentdé un incremento estadisticamente significativo con
concentraciones de 196 mg/dL y 223 mg/dL (30 % y 47%) respectivamente.
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Figura 4. Comparacién de la concentraciéon plasmética de acidos grasos libres. Los datos

presentados son la media de los valores obtenidos + EEM (Error Estandar de la Media). Se
realizaron comparaciones entre grupos mediante una prueba ANOVA de una via y prueba de post
hoc Bonferroni (*) Indica diferencia significativa respecto al grupo control con P < 0.05

En cuestiones dindmicas del metabolismo lipidico la concentracién sérica de
acidos grasos libres es un valor importante ya que es el reflejo de imbalances en
el gasto y resguardo energético, En el grupo control se observé una media de 9.1
mg/dL, mientras que para NL+HG la media fue de 7.9 mg/dL disminuyendo 12%,
para DL+NG la media fue de 8.3mg/dL aumentando un 7.7% respecto al grupo
control y finalmente el grupo DL+HG aumentd significativamente un 18% respecto

a NL+NG con una media de 10.8 mg/dL.
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De acuerdo con el Panel de Expertos sobre Deteccidn, Evaluacion y Tratamiento
de la Hipercolesterolemia en Adultos (ATP) la concentracion de las lipoproteinas
HDL y LDL son parte fundamental en la definicion de riesgo metabdlico, centrando

el tratamiento farmacoldgico en la regulacion de estas.
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Figura 5. A Concentracién plasmatica de HDL-C, el grupo control (negro), grupo NL+HG (rojo), grupo
DL+NG (azul), grupo DL+HG (amarillo). B Concentraciéon plasmatica de LDL-C, el grupo control
(negro), grupo NL+HG (rojo), grupo DL+NG (azul), grupo DL+HG (amarillo). Los datos presentados
son la media de los valores obtenidos + EEM (Error Estandar de la Media). Se realizaron
comparaciones entre grupos mediante una prueba ANOVA. (*) Indica diferencia significativa respecto
al grupo control (1) con P < 0.05

En los resultados respecto a HDL, el grupo NL+NG presentd una media de 42
mg/dL, NL+HG con una media de 27 mg/dL present6 una diferencia significativa
respecto al grupo control disminuyendo 35%, mientras que DL+NG con una media
de 38 mg/dL disminuyé un 11% vy finalmente DL+HG que presentd una
disminucién del 16%, siendo significativa, con concentracion media de 35 mg/dL.
Por otra parte, en la evaluacién de LDL, el grupo control tuvo una concentracion
media de 102 mg/dL, mientras que con una media de 95 mg/dL NL+HG presenta
una disminucién de 7.8 %, y DL+NG y DL+HG con medias de 128 md/dL y 156
mg/dL., presentaron un aumento significativo respecto al control 24 % y 51%,

respectivamente,

32



VLDL

80+
60—

Bl NL+HG

Hl NL+NG

Beta

Pre-beta

o o o o o
o [::] ©o < N
(v'n) pepisuaq

am

NL+HG

NL+NG

{v'n) pepisueq

v
=
+
|
o]
U]
=
+
-
=
8 g
<« 0 <

4

+

4

0

g =)
................................ 2
H
............................... | o
. ©
<
= [=]
a 3 L
L L EEE B SRR o 3
m [i1]
|||||||||||||||||||||||||||||||| =1
<
Lo
[w]

]

4 Lo
8+ S
I e :
4 4
o IOP

et
§ §
T , °
o o o
] (1]

C
100

(v'n) pepisusq

3 DL+HG

El NL+NG

DL+HG
Figura 6. Comparacion de electroferogramas obtenidos mediante andlisis densitométrico de las lipoproteinas

NL+NG

plasmaticas en gel de poliacrilamida. (A) grupo control (negro) y grupo NL+HG (rojo), (B) grupo control (negro) y

grupo DL+NG (azul), (C) grupo control y grupo DL+HG (amarillo). (D - F) Andlisis de area total bajo la curva de

cada una de las regiones del corrimiento electroforético.



Las lipoproteinas comprenden un espectro de particulas que difieren en tamafio,
densidad y composicion tanto lipidica como de apolipoproteinas las cuales juegan
roles distintos es el metabolismo lipidico por ello fueron evaluadas mediante la
técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida que separa a las lipoproteinas de
acuerdo a la movilidad electroforética y al tamafio de particula. Esta técnica nos
permite observar la presencia de subfracciones grandes y pequefias para cada
una de las lipoproteinas dividiéndolas en tres zonas, la zona pre-beta hace

referencia a las VLDL, beta para LDL y alfa HDL.

En el electroferograma A se compara al grupo control NL+NG que presenta una
distribucién caracteristica en las regiones prebeta, beta y alfa el grupo NL+HG el
cual muestra una mayor distribucion en VLDL, en la regién beta se observa un
aumento en la subfraccion LDL-Il y en menor grado en IVB. En tanto que en la
distribucién de la region alfa se observa una menor distribucion en HDL-2a, 3a, 3b,

asi como un ligero incremento de las HDL-3c.

En la comparaciéon del corrimiento electroforético del grupo control con el grupo
DL+NG en el electroferograma B se puede observar una mayor distribucién en la
region de las VLDL, de la misma forma se observa para las LDL- I, II, lllA, IVA, IVB
y en menor grado para las IlIB. En las subfracciones HDL mostraron una mayor
distribucion 2b, 2a, 3a, 3b, y una ligera disminucién en 3c.

Finalmente, en el electroferograma C que compara al grupo DL+HG con el control
se muestra un ligero aumento en la distribucién de la zona prebeta, respecto a la
distribucion de las LDL se observa un marcado incremento de las LDL-I, I, IVA, y
IVB y en menor grado de IlIA y IlIB. En la distribucion de la region alfa se muestra

un incremento en 2b, 2a, 3a y de forma pronunciada en HDL3za, 30y 3c.
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Figura 7. Andlisis del area bajo la curva. (A) grupo control (negro) y grupo NL+HG (rojo), (B)
grupo control (negro) y grupo DL+NG (azul), (C) grupo control y grupo DL+HG (amarillo). Los
datos presentados son la media de los valores obtenidos + EEM (Error Estandar de la
Media). Se realizaron comparaciones entre grupos mediante ANOVA de una via, pos hoc
Bonferroni. A Indica diferencia significativa respecto al grupo control (NL+NG) con P <
0.05
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Para un andlisis detallado, a partir de los lipoproteinogramas obtenidos se realizé
el andlisis total del area bajo la curva (ABC) de cada region y se comparé con el

grupo control, como se observa en la figura 7.

En la figura A se compara el grupo NL+HG, donde en la zona pre-beta no se
observaron cambios significativos sin embargo, se observa una tendencia con
disminucién de las fracciones cortas VLDL, y un incremento de la fraccion larga
VLDL1, mientras que la zona beta presenta un incremento significativo del 47%
para la fraccion LDL; mientras que para LDL;z existe un descenso del 11.15 %,
finalmente para LDLya y LDLyg existe un ligero incremento 4% y 10%
respectivamente. En las subfracciones de la region alfa se observd una
disminucién del area; HDL,, - 9%, HDL3, 16% y HDL3, del 8% por otra parte en la

subfraccion HDL3. existié un incremento del 14%.

En la comparacion del grupo DL + NG en la figura B, la distribucion de la zona
VLDL mostré un incremento significativo del 35.2 % para la fraccién VLDL;, se
registré un incremento del area en todas las subfracciones de la region beta; LDL,
35%, LDL;, 58%, LDLya 17%, LDL;g 5%, LDLya 20% y LDLyg 28%, siendo
significativos para LDL,, LDL;, LDLya Y LDLyg. Para las subfracciones 2b, 2a, 3a
y 3b de la region alfa se observd un incremento del 15%, 16 %, 19%, 11%
respectivamente, siendo significativo para HDL3; no mostrando cambios para la

fraccion HDL3c.

Finalmente en el andlisis del area bajo la curva del grupo DL + HG y su
comparacion con el grupo control se presentdé una diferencia significativa en la
fraccion VLDL; aumentando un 20%, para la regién LDL; en LDL, un incremento
significativo de 22%, LDL, aumento significativamente 37%, Ill A con 12.78 %, IlIB
de 7.1 %, en las fracciones cortas LDLya Yy LDLyg existid un incremento
significativo de 31% y 47% respectivamente en tanto que en la regién alfa se
observé un incremento significativo en las subfracciones HDL, de 35%, HDL,, de
36%, HDL3, con 15.07 % y finalmente para HDL3. con 47%.
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A partir del incremento observado en electroforesis de las subfracciones descritas
como cortas y densas de LDL y HDL caracterizadas por un contenido rico en
triglicéridos que estan asociadas con un mayor riesgo aterogénico, una facil
oxidacion (LDL), asi como la incapacidad de realizar el transporte reverso de
colesterol y su disminucién en sus funciones antioxidativas (HDL), se realizo la
modificacion en las técnicas convencionales de HDL-C y LDL-C para poder
identificar dichas subfracciones a través de su contenido en triglicéridos,

obteniendo los siguientes resultados.
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Figura 8. Modificacion a técnica convencional de HDL y LDL para la cuantificacion de

triglicéridos contenidos en estas lipoproteinas. A Concentracion de triglicéridos en lipoproteinas
HDL, el grupo control (negro), grupo NL+HG (rojo), grupo DL+NG (azul), grupo DL+HG
(amarillo). B Concentracion de triglicéridos en lipoproteinas LDL, el grupo control (negro), grupo
NL+HG (rojo), grupo DL+NG (azul), grupo DL+HG (amarillo). Los datos presentados son la
media de los valores obtenidos + EEM (Error Estandar de la Media). Se realizaron
comparaciones entre grupos mediante una prueba ANOVA de una via pos hoc Bonferroni. (*)
Indica diferencia significativa respecto al grupo control con P < 0.05

El contenido de triglicéridos presente en lipoproteinas HDL en el grupo NL+NG
arrojo una media de 6.1 mg/dL, por otra parte, NL+HG con una media de 9.2
mg/dL aumento significativamente un 50% respecto al grupo control, de la misma
forma DL+NG con una concentracibn media de 11.80 mg/dL aumentd
significativamente un 93% y finalmente DL+HG con media de 13.45 present6 un
aumento de 120%. En la evaluacién del contenido de triglicéridos en LDL, NL+NG
presentdé una media de 96.24 mg/dL de la cual NL+HG aument6 un 12.6% (109
mg/dL), mientras que DL+NG aumento significativamente (121%) con una
concentracion media de 214 mg/dL de igual forma con un incremento significativo
(224%) DL+HG present6 una media de 313 mg/dL.
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9. Discusion de resultados

El presente trabajo tuvo como obijetivo principal describir las modificaciones en el
contenido del lipidoma en pacientes con alto y bajo riesgo metabdlico por lo que se
abordo en relacion a caracterizar en primera instancia a los pacientes de acuerdo
a su riesgo metabdlico, posteriormente se identificaron las alteraciones en la
distribucion de sus lipoproteinas y finalmente mediante modificaciones a técnicas
estandarizadas se demostro la presencia de subfracciones HDL y LDL asociadas
a alteraciones metabdlicas, en relacion a esto se puede mencionar que, los
desordenes metabdlicos han sido caracterizados por distintas organizaciones
internacionales de acuerdo a la desregulacion de distintos parametros bioguimicos
como lo son lipidos y carbohidratos, los cuales estan intimamente asociados en el
desarrollo de patologias como obesidad, resistencia a insulina, dislipidemia y
diabetes mellitus. Los paneles de expertos contemplan alteraciones en la
homeostasis de glucosa y lipidos, asi como, a sus metabolitos quienes estan
involucrados en el balance y la distribucion energética en el organismo, tomando
en este sentido a la concentracion de triglicéridos (TG), acidos grasos libres
(AGL), colesterol total (CT), asi como a sus lipoproteinas transportadoras VLDL,
HDL y LDL. Los parametros descritos se han asociado ademas con el desarrollo
de alteraciones como diabetes mellitus (DM), resistencia a insulina y otros
factores, que en conjunto ayudan al diagnéstico y evaluacion del riesgo
metabdlico. (ATPIIl, OMS, ADA).

En nuestro estudio, los criterios de clasificacion para los grupos de trabajo fueron
las concentraciones de TG y glucosa tomando como referencia los valores
bioldgicos de decision médica reportados en las guias de ATPIII, en su definicién
de bajo y alto riesgo metabdlico.(ATPIIIl, 2001) Nuestros resultados mostraron que
los valores de TG de bajo riesgo metabdlico se relacionaron con la concentracion
sérica de CT posicionandose en los limites deseables (<199 mg/dL), mientras que
los de alto riesgo metabdlico mostraron un incremento significativo sin rebasar las

concentraciones del limite alto referenciado (> 240 mg/dL) (ATPIII, 2001).
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Aungue en alteraciones metabdlicas existe la presencia de hipercolesterolemia,
asi como la desregulacion de LDL y HDL, estudios como el de Klafke en 2015
demuestran que la presencia de concentraciones mayores a 150 mg/dL de TG son
un potencial indicador de lipoproteinas aterogénicas comparandolo con
hipercolesterolemia. En este mismo, sentido, Tchernof en 1996 demostroé que la
concentracion de TG es un mayor predictor de la presencia de LDL cortas y
densas al compararla con la presencia de hiperinsulinemia y obesidad visceral
central en pacientes. (Klafke J.Z., et al, 2015) (Glueck J.C. et al, 2009) (Tchernof
A. et al, 1996) (ATP IlI, 2001).

Si bien las rutas de sintesis de lipidos estan asociadas al consumo dietético de
estos, una exposicion frecuente a carbohidratos sin un gasto energético
equivalente, tiene efecto directo sobre vias lipidicas siendo insulina que favorece
la captacién de glucosa como metabolito energético en tejidos como musculo,
adiposo e higado un regulador en el metabolismo no solo de carbohidratos sino
también lipidico. (Kersten S. 2001)

En higado insulina inhibe la gluconeogénesis y fomenta la lipogénesis pero en el
desarrollo de patologias como diabetes mellitus y resistencia a insulina la
inhibicion de la gluconeogénesis se ve disminuida y se mantiene la novo sintesis
lipidica llevando a estados de hiperglucemia, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia. La hiperglucemia y la consecuente saturacion de las vias
glucoliticas generan intermediarios metabdlicos como Acetil-CoA y gliceraldehido
estimulando enzimas lipogénicas como ATP-citrato liasa, Acetil-CoA Carboxilasa
(ACC), sintasa de acidos grasos (FAS) que llevan a un incremento en la sintesis
de triglicéridos que aunado a la activacion por ingesta de proteinas como la
proteina de union al elemento regulador de esteroles 1c (SREBP1c) mediante la
interaccion de insulina y su receptor, asi como la proteina de union a elementos
de respuesta a carbohidratos (ChREBP) que mediante la interaccion con
intermediarios glucoliticos favorecen la transcripcidon de genes lipogénicos que
conllevan al incremento de triglicéridos hepaticos los cuales seran llevados a

tejidos como adiposo para su resguardo. En tejido adiposo por otra parte la
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saturacion de las vias glucoliticas y la disminuida inhibicion de lipolisis regulada
por insulina asi como el sobreflujo de TG hepaticos lleva al incremento la
liberacion de acidos grasos que unidos a albumina en plasma seran llevados a
higado para su oxidacion y como sustrato en la sintesis de TG, convirtiéendose asi
en un circulo metabdlico creciente. (Proenca A.R.G. et al, 2014) (Haugen F. et al,
2007) (Sanders W.B. et al., 2016)

Con base en esta asociacion del metabolismo de triglicéridos y glucosa los grupos
fueron clasificados, teniendo asi un panorama con las principales alteraciones
relacionadas en el metabolismo lipidico. Nuestros grupos de asociacion a un bajo
y alto riesgo metabdlico (en relacion a TG) se relacionaron con niveles de glucosa
plasmatica con alto y bajo riesgo metabdlico como se ha definido por organismos
como ADA.

Como se ha descrito por diversos estudios, un exceso en la ingesta alta de
carbohidratos aunado a la ingesta de acidos grasos saturados tienen un impacto
sobre la concentracion de colesterol (Tarino-Siri, et al.,2010); por lo que, como
parte de la evaluacion del riesgo metabdlico en pacientes tal y como lo dictan las
guias internacionales se realizé la cuantificacion de este metabolito, encontrando
que en los pacientes que soOlo presentaban hiperglicemia (NL+HG) Ila
concentracion de colesterol se encontr6 dentro de los limites bilégicos de
referencia descrito como deseables (hastal99 mg/dL, segun el criterio ATPIII).
Asociaciones como la ADA (American Diabetes Association, por sus siglas en
inglés) y otros estudios como los de Bierman et al., en 1973y Dixir et al., en 2014,
describen que en pacientes con diabetes mellitus la hipercolesterolemia es una
caracteristica asociada a la patologia. (Tarino-Siri, et al.,2010) (Bierman E. et al.,
1973) (Dixir K.A. et al., 2014)
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En relacion al desarrollo de niveles elevados de colesterol se han descrito distintos
mecanismos reguladores en estos pacientes, moléculas intermediarias en el
catabolismo de colesterol denominadas oxiesteroles derivadas del incremento
dietético son ligandos enddgenos del receptor X hepético (LXR), que una vez
activado promueve el flujo de colesterol en exceso hacia células periféricas, y
ademas, propicia también la excrecion hepatica mediante la sintesis de acidos
biliares y finalmente inhibe la absorcion intestinal de colesterol (Zhang et al.,2012).
Este mismo receptor puede ser activado por glucosa y sus intermediarios cuando
se activan rutas secundarias como la de las pentosas. Adicionalmente, a los
efectos ya mencionados también se ha observado disminucion en la
gluconeogénesis hepatica, mejora la sensibilidad a insulina en adipocitos al
promover la transcripcion del transportador de glucosa GLUT4 como lo han
demostrado trabajos como los de Laffitte et al en 2003 en modelos animales. Por
lo que es considerado un importante regulador en la homeostasis de glucosa y
lipidos. (Bierman E. et al, 1973) (Dixir K.A. et al, 2014) (ADA, 2016) (Mitro N. et al,
2007) (Laffitte B. et al, 2003) (Zhang Y. et al.,2012).

Nuestros resultados mostraron que los pacientes con hipertrigliceridemia (DL+NG)
presentan un incremento en la concentracion sérica de colesterol sin exceder los
limites referenciados como deseables, en este sentido estudios como Briones et
al., en 1986 y de Miettinen et al., en 2000 , demostraron que en pacientes con
triglicéridos mayores a 150 mg/dL, la absorcion intestinal de colesterol se ve
disminuida como mecanismo de regulacion mediado por hormonas vy
neurotransmisores primordialmente; sin embargo, al inhibir la absorcion de
colesterol es activado un factor de transcripcion denominado por sus siglas en
inglés SREPB (Proteina de unidon a elementos reguladores de esterol) el cual esta
implicado principalmente en la biosintesis de TG, pero ademas regula la
transcripcion de enzimas como la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-
CoA), farnesil difosfato sintetasa y escualeno sintetasa, todas estas implicadas en

la biosintesis de colesterol, ademas de regular positivamente al receptor de LDL
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(LDL-R) generando una mayor recaptura de colesterol en los tejidos periféricos.
(Briones R. et al, 1986) (Brown S. et al, 1997), (Simonen P. et al, 2007) (Miettinen
A.T.etal., 2000)

Los resultados de los pacientes con hiperglucemia e hipertrigliceridemia (DL+HG)
mostraron un incremento significativo encontrandose el colesterol por encima del
limite alto de los valores referenciados (200-239 mg/dL), presentandose como un
factor de riesgo aterogénico y metabdlico. Distintos son los procesos que pueden
explicar este resultado, como se menciond anteriormente la dieta es un factor
importante, un incremento en el consumo de acidos grasos saturados pueden
incrementar los niveles séricos, por otro lado la regulacién hepatica en la
biosintesis de dicho metabolito como se explicé anteriormente esta influenciada
por las concentraciones tanto de glucosa como de triglicéridos, ademas existe una
influencia de hormonas como insulina que mediante su interaccién con su receptor
hepatico incrementa la actividad de HMG-CoA, favoreciendo la sintesis de novo
tanto de triglicéridos como de colesterol. Finalmente, otra forma de elevar los
niveles séricos de colesterol es por la remanencia y el retorno de las lipoproteinas
transportadoras LDL y HDL, siendo esas las principales acarreadoras, ya que en
condiciones normales presentan un alto contenido de colesterol, el cual
corresponde al 46% y 20%, respectivamente, es estados de hipertrigliceridemia,
estas lipoproteinas se ven afectadas y ellas la concentracion total de colesterol.
(Gylling H. et al, 2010) (Philip E., 2012).

Asi mismo, las dislipidemias son caracterizadas frecuentemente por incremento en
las concentraciones de acidos grasos libres (AGL), estos cumplen distintas
funciones, principalmente como moléculas de obtencidon energética por beta
oxidacion. En circulacién unidos a albumina son transportados a 6rganos como
musculo e higado, donde pueden interferir en el metabolismo de glucosa y en la
ruta de sefalizacion insulinica, en otros tejidos alteran las cascadas de
sefalizacion con lo que alteran la transcripcion de genes; ademas son sustratos
gue al reesterificarse se asocian con la produccion de lipoproteinas hepaticas; en

concentraciones elevadas pueden producir grado de toxicidad celular e interferir

42



con algunas actividades celulares como en las células beta pancreaticas en las
actla sobre via no canonicas de produccion y liberacion de insulina. (Duncan E. et
al, 2007) (Soni K.G. et al, 2004).

Por lo que fueron evaluados los niveles de AGL, en nuestro estudio los resultados
del grupo (NL+HG) si bien, son menores respecto al grupo control, se encuentran
dentro de los valores normales (8-25 mg/dL). Pacientes diabéticos fueron
evaluados en 1992 por el grupo de investigacion del Dr. DeFronzo, los pacientes
diabéticos también mostraron resistencia a insulina periférica, asi como, un
incremento de la lipolisis adipocitaria y por ende una elevacion en los niveles
plasméticos de AGL. En asociacion a esta desregulacion, uno de los principales
afectados por la elevacion de AGL es musculo, que como lo describieron en 2014
Verma et al., bajo resistencia a insulina la recaptura y la oxidacion de glucosa es
disminuida, por lo que durante un incremento en la captura de acidos grasos,
estos son ocupados en procesos como B-oxidacion, para una ganancia energética
con lo que son aclarados los niveles plasmaticos de AGL. Secundariamente, los
AGL también pueden presentar un flujo natural hacia higado en donde son
tomados y pueden ser utilizados en distintos procesos; como moléculas
energéticas para B-oxidacion, ser sustrato para procesos como gluconeogésis
inducida por mecanismos de resistencia a insulina y finalmente re-esterificados
para producir triglicéridos. (DeFronzo et al, 1992) (Verma K.M. et al, 2014) (Arner
P. et al, 2005).

En nuestros pacientes con hipertrigliceridemia (DL+NG) obtuvimos de la misma
forma resultados referenciados dentro de los limites bioldgicos. Una redistribucion
de AGL en tejidos no adiposos estarian aclarando y compensando el incremento
de lipolisis del tejido adiposo por la elevaciéon del depdsito de triglicéridos como lo
describen Taube et al., en 2008 con una recaptura por parte de musculo, higado,
corazén y pancreas. Sin embargo, en este incremento de la recaptura de AGL se
generan condiciones de lipotoxicidad que llevan a una disfuncién celular, Verma et
al en 2014 muestran como en musculo el sobre flujo de AGL condiciona la

capacidad oxidativa con un incremento del depdsito intracelular de lipidos, ademas
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de la expresion de genes asociados con la sintesis de triglicéridos, fomentando asi
mayores niveles de estos tanto en circulacion como depositados en diferentes
tejidos. En pancreas, Itoh et al., en 2003 mostraron que una exposicion aguda a
AGL resulta en un incremento de la secrecion de insulina mientras que ante una
exposicién crénica pueden generar una supresion en la secrecion de esta. En
higado el incremento de AGL fomenta la hipertrigliceridemia con una
sobreproduccion de VLDL, ademas del desarrollo de higado graso no alcohdlico
bajo estas condiciones como lo describen Alkhouri et al., en 2009. (Verma K.M. et
al, 2014) (Alkhouri N. et al., 2009) (Itoh Y.. et al., 2003 )(Taube A. et al., 2008)

Todos estos procesos de desregulacion celular en condiciones de lipotoxicidad,
sumados al desbalance por incremento de &acidos grasos y adipocinas, en las
gue se destaca la disminucion de adiponectina y sus funciones relacionadas en la
oxidacion de &cidos grasos, disminucion de los niveles plasmaticos de triglicéridos
y la recaptura de glucosa por sensibilizacion de insulina (Palomer et al, 2005); asi
mismo, la leptina que en pacientes diabéticos se ve incrementada generando
estados de resistencia a dicha hormona, lo que conlleva a la pérdida gradual de la
capacidad para inhibir la produccién y secrecién de insulina, favoreciendo niveles
hiperinsulinémicos que llevan a la resistencia de esta otra hormona, generando en
conjunto un ambiente con un sobre flujo de AGL plasmaticos, que si bien en los
pacientes DL+HG no rebasa los limites de referencia el incremento significativo en
comparacion a los pacientes NL+NG nos indica un desajuste en el metabolismo de
AGL poco compensado. (Palomer et al, 2005) (Pérez A. et al, 2008).

En consecuencias y de acuerdo a las guias establecidas por el Panel de Expertos
sobre Deteccién, Evaluacion y Tratamiento de la Hipercolesterolemia en Adultos
(ATPIII, 2001) las concentraciones de las fracciones de colesterol; HDL y LDL son
fundamentales en la definicion de riesgo metabdlico. En dichas guias esta descrito
que en pacientes diabéticos existe una disminucion en los niveles plasmaticos de
HDL, que corresponden a valores < 40 mg/dL. Asociaciones como la ADA
mencionan que los niveles disminuidos de HDL son un factor de riesgo metabdlico

independientemente de los valores de triglicéridos y estudios como el de Nerurkar
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et al., en1983 demuestran que en pacientes diabéticos normolipémicos la
concentracion de HDL se ve disminuida, coincidiendo con nuestros resultados
para el grupo NL+DG quienes presentaron una concentracion menor a 40 mg/dL,
por lo que pueden ser clasificados como pacientes de alto riesgo segun la ATP Ill.
(Bitzur R et al, 2009) (Nerurkar SV et al, 1983).

Asi mismo, los estados hiperglucémicos independientes a la progresion de
dislipidemias, es decir pacientes hiperglicemicos y normolipémicos como los de
nuestro estudio, en lo que no se encuentran alteradas las vias de lipogénesis se
han descrito distintos mecanismos que llevan a la disminucion de HDL. En
modelos animales y cultivos celulares (Mooradian et al., 2009) demostraron que
existe una disminucién en la expresion de la principal apolipoproteina encargada
de la maduracién de las HDL, la Apo A-1; generando asi HDL inmaduras pobres
en contenido lipidico facilmente oxidables con mayor susceptibilidad a la
degradacion. Por otra parte, la glicacion no enzimatica de ApoA-1 en hiperglicemia
de igual manera genera lipoproteinas HDL facilmente oxidables y susceptibles a la
depuracion, siendo filtradas por glomérulo y degradadas de los tubulos renales
proximales. Finalmente, estudios en pacientes diabéticos han demostrado que
insulina puede estimular el aclaramiento de lipoproteinas cortas y densas siendo
este uno de los mecanismos que se puede asociar a la marcada disminucion de
HDL en los pacientes del grupo NL+DG (Duell P.B et al, 1991) (Ferratti G. et al,
2006) (Mooradian A.D et al., 2009)

En este sentido, estas modificaciones antes descritas no solo alteran las
concentraciones plasmaticas, sino que también afectan el cumplimiento de sus
funciones como lo describen Ferretti et al., 2006; Kontush et al., 2006, quienes
asocian la glicacién de las HDL a un ineficiente proceso en el transporte reverso
del colesterol, ademéas de también afectar a la funcion antioxidante por una
disminucién de enzimas implicadas como paraoxonasa-1 (PON1). Finalmente, la
exposicion de HDL a condiciones hiperglucémicas pueden contribuir a procesos
aterogénicos en pacientes diabéticos. (Omeed et al, 2011) (Roseson et al, 2013)
(Ferretti G.et al., 2006) (Kontush A. et al., 2006)
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El riesgo metabdlico en pacientes con diminucion de HDL estd asociado al
incremento sérico de triglicéridos como se observé en los pacientes del grupo
DL+NG con una concentracién debajo de los limites recomendados (>60 mg/dL)
por ATPIII. Estudios han demostrado que en la elevacion de triglicéridos y la
reduccion de la concentracion de HDL se vincula fuertemente con enzimas como
la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y lipasa hepatica (LH)
tienen un incremento en su actividad. Mediante la accion de CETP se da el
intercambio entre ésteres de colesterol desde las HDL vy triglicéridos por parte de
las VLDL, que en estados de hipertrigliceridemia se encuentran incrementadas
generando HDL ricas en triglicéridos, estas lipoproteinas son mas susceptibles a
la accion de LH la cual convierte las HDL en cortas y densas incrementando asi su
catabolismo. El incremento de TG y la disminucion de HDL estan asociadas
también en la reduccion de la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL) y de la lecitin
colesterol acil transferasa (LCAT) formando particulas HDL pequefias e
inmaduras, perdiendo asi su funcion anti-aterogénica. En modelos animales se ha
mostrado un incremento en el catabolismo renal de fracciones de Apo Al asociado
a hipertrigliceridemia con disminucion en HDL. (Rashid S. et al, 2003) (Tian Li et
al, 2011) (Avogaro P. et al, 1992) (Ginsberg H.N et al, 1996).

Asociaciones como la ADA y ATPIII identifican una serie de factores lipidicos que
asociadas a hiperglucemia y resistencia a insulina presentan pacientes con riesgo
metabdlico elevando el riesgo de enfermedades cardiovasculares, estas
alteraciones lipidicas estan caracterizadas por un incremento en triglicéridos y
disminucién de HDL. Taskinen, 2002; Mooradian, 2009; Goldberg, 2001; han
descrito estas alteraciones en pacientes y modelos animales denominandolas
“dislipidemia diabética” la cual se observd en los resultados de nuestro grupo
DL+HG, los cuales presentaron una disminucion de HDL con valores descritos
como de alto riesgo metabdlico (<40 mg/dL) segun la ATP Illl. (Mooradian A.D et
al., 2009) (Goldberg J.1., 2001) (Taskinen M.R, 2002)

La asociaciébn de los mecanismos descritos para los grupos anteriores y su

regulacion mediante la accion de insulina fomentan la disminucion de HDL.

46



Verges, menciona que en pacientes con hipertrigliceridemia y diabetes mellitus
existe un incremento de HDL pequefias, asi como una disminucion de HDL
grandes , este fendmeno es explicado por Golgberg J. quien menciona que ante
el incremento de TG y el aumento en la actividad de CETP se producen HDL ricas
en triglicéridos siendo entonces sustrato para LH aumentando asi su catabolismo.
Por otra parte Moorodian A.D. menciona que en estos pacientes otra forma de
disminuir los niveles de HDL esta en relacion a la accion de insulina la cual se
encarga de regular positivamente la produccién de Apo-Al esta actividad se ve
disminuida en la resistencia a dicha hormona en este sentido la actividad de
enzimas como LH y lipoprotein lipasa se ve modificada en resistencia a insulina,
incrementando entonces el catabolismo de HDL. (Verges B., 2015)( Goldberg J.I.,
2001)( Mooradian A.D., 2009).

Por otro lado, el incremento sobre las lipoproteinas de baja densidad (LDL) es
considerado como un factor independiente en el desarrollo de desregulaciones
metabdlicas, con impacto en padecimientos cardiovasculares. Sin embargo,
diversos autores reportan que concentraciones dentro de los limites referenciados
en pacientes con alteraciones metabdlicas, destacan variaciones cualitativas de
estas lipoproteinas con un incremento de las subfracciones cortas y densas, estos
datos son similares a los resultados que obtuvimos en este estudio. (Taskinen
M.R, 2002) (Verges B, 2009)

Para el grupo NL+HG se present6 una concentracion definida por la ATP Ill como
optima (<95 mg/dL) siendo ligeramente menor a nuestro grupo control (103 mg/dL)
y esto se puede asociar a las vias de sintesis y catabolismo de LDL. Por una
parte, un paso necesario en su produccién es la hidrdlisis de su precursor VLDL
por medio de la enzima lipoprotein lipasa (LPL), y si bien las vias lipogénicas para
triglicéridos no estan incrementadas, estudios en pacientes diabéticos (Goldberg,
2001) han descrito una baja actividad de LPL, explicando asi, una disminucion
gue puede ser compensada por mecanismos de su catabolismo en donde el
receptor hepético para LDL (LDL-R) se ve disminuido en pacientes diabéticos por

accion de insulina que favorece la expresion de la proproteina convertasa
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subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) Ila cual se encarga de la degradacion del
receptor, estudios en pacientes diabéticos muestran que PCSK9 esta
incrementada (Miao J. et al, 2015)( Goldberg J.1., 2001)

En cambio, para nuestros pacientes del grupo DL+NG la concentracion de LDL
que de igual manera no rebasa los limites altos (segun la ATP IIl), presenté un
incremento significativo respecto a nuestro grupo control. La relacion en primera
instancia para este grupo, esta en el incremento del precursor VLDL por
incremento de TG, y secundariamente a una disminucion en su catabolismo por la
presencia de LDL pequefias y densas, el incremento en la actividad de CETP,
dando como resultado LDL ricas en triglicéridos, las cuales al ser sustratos de la
LH genera LDL’s cortas y densas, facilmente oxidables, con menor afinidad a su
receptor propiciando una mayor permanencia plasmatica, y que ademas, pueden
ser depuradas principalmente por macr6fagos desarrollando la formacién de
células espumosas.(Subashini C., 2016).

Los mecanismos antes descritos que se correlacionan fuertemente con el dafio
endotelial, se complementan por una mayor afinidad de proteoglicanos de la capa
intima endotelial, lo que favorece su interaccion y acceso en la pared arterial. En el
desarrollo de procesos aterogénicos las LDL pequefias y densas han demostrado
promover una disfuncién endotelial induciendo a un incremento en la expresion de
moléculas de adhesion como la molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM1) y la
molécula de adhesién vascular (VCAM1), ademas de estimular la produccion de
citosinas e interleucinas pro-inflamatorias. (Zeljko R., 2017) (Vergés, B., 2015)
(Subashini C., 2016).

En estados de dislipidemia diabética como el que presenta el grupo DL+HG donde
los pacientes presentaron una concentracion de 156 mg/dL de LDL, estando en el
borde alto de los valores designados por la ATP 1l (130-159 mg/dL). Este tipo de
pacientes es fuertemente asociado con resistencia a insulina en primera instancia
fomentando una mayor sintesis de VLDL. Los niveles hiperglucémicos como lo
han demostrado Soran et al., fomentan la glicacién de la principal apolipoproteina

(Apo B-100) y se vuelven menos afines al reconocimiento con su receptor,
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incrementando con ello el tiempo de estancia en plasma, estas desregulaciones
aunadas a las descritas para los grupos anteriores incrementan el riesgo
aterogénico, ante los probables cambios cualitativos para LDL. (Nikolic D. et al
2013) (Verges B., 2009)(Soran H. et al., 2011),

Para el estudio especifico de las lipoproteinas, las cuales poseen sub-fracciones
de caracteristicas de peso, tamafio y composicion, fue utilizada una técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida tri-zonal de tamafio de poro diferencial, el
cual identifica las particulas pre-beta (VLDL), beta (LDL) y alfa (HDL). Esta técnica
previamente descrita por Bautovich et al., en 1973 fue usada para la identificacion
de las subfracciones que comprenden cada una de las zonas antes descritas.
(Bautovich G.J. et al., 1973) (Frings C.S. et al., 1971).

En la zona pre-beta, se ha descrito la presencia de dos subpoblaciones
mayoritarias con esta técnica, las cuales corresponden a VLDL; y VLDL,, como se
menciond anteriormente esta técnica permite separar a las particulas de acuerdo a
su tamafio, y en este sentido se reconocen a las VLDL; como las subfracciones
grandes e inmaduras, con un contenido mayoritario en triglicéridos; mientras que
las VLDL, son reconocidas con un menor tamafio, una maduracién hepatica
idonea y proporciones correspondientes o “normales” en su contenido de TG y
colesterol. En las rutas lipogénicas, se reconoce la importancia de VLDL; por el
incremento en su sintesis como respuesta a la elevacién de triglicéridos hepéticos,
no asi para las VLDL,, sin embargo, esta subfraccion es asociada a LDL de
caracteristicas y composicion normal. La sintesis de las subfracciones VLDL tiene
lugar en los hepatocitos siendo la lipidacion de su principal apolipoproteina (Apo-
B100) el primer paso, esto se lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico y la
proteina microsomal transferidora de triglicéridos (MTP) es la encargada de este
proceso, posteriormente estas VLDL nacientes son transportadas al aparato de
Golgi mediante vesiculas transportadoras de proteinas (PTV’S) para enriquecer el
contenido lipidico en el nucleo de la lipoproteina. Asi mismo, la sintesis de VLDL
tiene mecanismos regulatorios, por una parte insulina la cual tiene un efecto

negativo ya que puede inhibir la sintesis de MTP y aumentar la degradacion de
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Apo B estos mecanismos inhibitorios se ven disminuidos en estados de resistencia
insulinica favoreciendo la hipertrigliceridemia segun Gill et al., 2004, otro de los
mecanismos limitantes en la sintesis de VLDL es la disponibilidad de TG que son
provenientes de: a) flujo de AGL como producto de la lipdlisis en tejido adiposo, b)
novo sintesis hepatica y c) retorno de quilomicrones remanentes. (Johansen R.F.
et al, 2016) (Gill J.M et al, 2004) (Prillo A. et al, 2014)

En este sentido, en el analisis de los corrimientos electroforéticos fue posible
observar como en los grupos dislipidémicos (DL+NG y DL+HG) el incremento de
la fraccion VLDL, fue significativo en comparacion al grupo NL+NG coincidiendo
con lo reportado por Sparks et al., en 2012 quienes demuestran como en
pacientes con hipertrigliceridemia, existe una mayor distribucion hacia esta
subfraccion siendo esta su principal transportadora, la resistencia a insulina, el
sobre flujo de AGL hacia higado y el incremento en la novo sintesis hepatica son
los principales mecanismos de este incremento, por otra parte Johansen et al., en
2016 mencionan que la fraccion VLDL, no se ve igualmente alterada en estados
de hipertrigliceridemia ya que el sobre flujo de TG ocurre principalmente en las
VLDL largas, ademas de que el catabolismo de las VLDL, esta regulado por LPL y
LH mientras que las VLDL; solo por LPL.(Sparks J.D et al, 2012) (Johansen R.F.
et al, 2016).

Como parte de su metabolismo las VLDL en plasma intercambian lipidos y
proteinas, las VLDL nacientes constituidas principalmente por Apo B-100 y Apo E
llegan a plasma y como parte de su maduracion tiene una constante interaccion
con las HDL que les cede Apo C (especificamente Apo C-IlI) siendo esta el
principal sustrato para la interaccion con LPL que hidroliza los triglicéridos
contenidos formando VLDL remanentes que pueden unirse a receptores
especificos en hepatocitos mediante el reconocimiento de Apo E y ser endocitadas
o bien, pueden continuar su catabolismo por accién de LH perdiendo TG y dando
paso a la formacion de las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) que
posteriormente daran paso mediante su catabolismo a la formacién de LDL, este

proceso se resume en la figura 9 .
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Fig 9 . Metabolismo de VLDL. El proceso comienza con la sintesis hepatica, estas particulas
contienen Apo-B100 y Apo E, el ensamble de estas implica la lipidaciéon de Apo-B100, este paso
es realizado por la proteina transferidora de triglicéridos. En plasma como parte del metabolismo
de las VLDL estas son enriquecidas con ésteres de colesterol y apolipoproteinas provenientes del
catabolismo de las HDL. En circulacion el contacto con la lipoprotein lipasa y Apo Cll resulta en la
deslipidacion de VLDL y la formacién de VLDL remanentes que son ricas en Apo-B100 y Apo E
cuyo destino es ser tomadas por su receptor hepatico para la degradacion o continuar su
deslipidacion principalmente por lipasa hepatica formando las particulas ricas en Apo-B100 como
IDL y posteriormente LDL. (Modificado de Wang et al., 2013)

Como lo mencionan Adiels et al., en 2008 el higado tiene la capacidad de secretar
pequefias particulas de IDL y LDL, sin embargo, la mayor aportacion de estas
proviene del catabolismo de las VLDL, destacando que la regulacion sobre la
produccion y el aclaramiento de estas es determinante en la distribucion de las
subfracciones de LDL. Packard et al., en 2000 estudio el comportamiento de las
subfracciones VLDL para la formacién de LDL encontrando que un incremento de
las VLDL; es un factor importante en el incremento de las fracciones cortas de LDL
(LDL;; — LDLy) por la interaccion de CETP y el tiempo de aclaramiento. (Adiels M.
et al., 2008) (Packard C.J. et al., 2000).
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En los resultados de los corrimientos electroforéticos observamos como los grupos
DL+NG y DL+HG que presentaron un incremento significativo en la fraccion VLDL;
en comparacion a NL+NG existiendo una tendencia con incremento de las
fracciones cortas de LDL, siendo significativa para el grupo DL+NG la fraccion
LDLa Yy para DL+HG las fracciones LDLyay LDL,yg, €stos resultados concuerdan
con los reportados por Gardner et al., en 1996 que describen un incremento de las
fracciones cortas (LDL;; — LDL;y) en conjunto con una elevacion de TG y una
disminucién de HDL. (Gardner D et al., 1996).

Si bien el contenido lipidico de LDL est& caracterizado por la presencia de ésteres
de colesterol esto es caracteristico de las fracciones largas (LDL, — LDL,). En 2013
Nikolic et al., muestran como en pacientes con alteraciones en glucosa e
hipertrigliceridemia las fracciones cortas son enriquecidas de triglicéridos esto
como respuesta a un incrementen en la actividad de CETP, este cambio de
contenido las convierte en moléculas aterogénicas por distintos mecanismos, esto
se resume en la figura 10 ; una disminucion en el reconocimiento con su receptor
(LDL-R) y por lo tanto un aclaramiento plasmatico disminuido prolongando su
permanencia en plasma, una mayor facilidad para llegar a la matriz sub-endotelial
y adherirse siendo activadoras de macrofagos y finalmente siendo mayormente
susceptibles a modificaciones como la oxidacioén y glicacién incrementando asi su

reconocimiento por macréfagos. (Nikolic D. et al., 2013) (Cobble M. et al, 2014)
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Fig 10. Metabolismo de LDL. En el catabolismo de las VLDL mediante la accién de la enzima
lipoprotein lipasa se da paso a la formacién de IDL y posteriormente a las LDL, las cuales de
acuerdo al tamafo se han reconocido distintas subfracciones siendo las LDL,, ricas en colesterol.
En estados de hiperglucemia e hipertrigliceridemia el incremento de las VLDL y el incremento en la

actividad de CETP favorece la interacciéon con las LDL, con un intercambio lipidico que lleva a la
formacion de fracciones cortas LDL ricas en triglicéridos.

Como se mencion6 anteriormente las HDL forman parte importante del
metabolismo de las VLDL por su intercambio lipidico y de apolipoproteinas, en
este sentido se reconocen a las fracciones largas y maduras de HDL (HDLja y
HDL,g) en este intercambio mediante CETP, este mecanismo se sintetiza en la
figura 11. La zona alfa presenta 5 subpoblaciones; HDL,, HDL 25, HDL3,, HD3p Y
HDL3. y si bien una de las principales funciones de HDL es descrita como
ateroprotectiva estudios epidemioldégicos han demostrado que bajo ciertas
alteraciones metabdlicas las subfracciones HDL no son igualmente
ateroprotectoras (Tian L. et al, 2011) (Katz L.S et al, 2010).
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Fig 11. Metabolismo de HDL. Apo A-l es secretada desde higado e intestino y su asociacion
con fosfolipidos y colesterol libre da paso a la formacién de las HDL discoidales que mediante
su interaccién con el transportador de unién ATP tipo A1 (ABCA1) adquieren mas fosfolipidos
y colesterol libre provenientes de las células periféricas. La enzima LCAT esterifica el colesterol
libre formando ésteres de colesterol que es llevado al nlcleo de la particula discoidal, dando
paso la formacién de pequefias HDL esféricas (HDL3). La interaccién de estas pequefias HDL
con las células periféricas y su enriquecimiento en colesterol da paso a la formacion de las
fracciones largas de HDL (HDL,) que por la accion de CETP realizan un intercambio lipidico
con las lipoproteinas ricas en Apo B. CETP y el intercambio lipidico contribuyen a la generacion
de las pequefias HDL hacia las particulas HDL largas. Tomado y modificado de (Kingwell A. et
al., 2014)
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Nuestros resultados en la distribucién de las subfracciones para la zona alfa en el
grupo NL+HG no mostraron diferencia significativa respecto al grupo NL+NG
coincidiendo con lo reportado en 2011 por Tanaka et al., que sin encontrar
cambios significativos con grupos normo-glicémicos de las fracciones HDL;
mostraron una tendencia hacia la disminucion. Por otra parte los grupos
dislipidemicos; DL+NG y DL+HG mostraron un incremento significativo hacia las
fracciones cortas (HDL3). El intercambio lipidico con VLDL asi como las
modificaciones de glicacion y oxidacién son los mecanismos principales asociados
a este fenotipo que conlleva a disminuir sus funciones, donde las actividades
antiinflamatorias, antioxidativas, antitromboticas asi como el transporte reverso de
colesterol se ven afectadas, proceso descrito en la figura 11. Diversos estudios
sugieren que los niveles de las subpoblaciones HDL con un mejor predictor de
enfermedades coronarias que la concentracién total de HDL, Zeljkovic A en 2009
menciona que los niveles de HDL3, HDLgz, y HDL3. estan asociados con el

incremento de riesgo isquémico. (Krauss M.R, 2004) (Zeljkovic A. et al, 2009)

Asztalos et al en 2004 mencionan que en pacientes con alteraciones
cardiovasculares existe una disminucién de las fracciones grandes (HDL;) y una
mayor distribucién hacia las de menor tamafio (HDL3) asociando estados de
hipertrigliceridemia y resistencia a insulina que generan HDL ricas en triglicéridos,
gque seran tomadas por LH quien formarda HDL pequefias y densas pobres en

Apo-Al la cudl sera tomada por rifion. (Asztalos F.B. et al, 2004).

Asi mismo Tabara et al., en 2017 han demostrado una relacion inversa en el
desarrollo de estados de resistencia a insulina con las HDL de tipo largas y no asi
para las HDL cortas, y esto es explicado por la fuerte asociacion de triglicéridos
con las HDL, que pueden ser convertidas en HDL3; mediante el intercambio de

triglicéridos y colesterol con las VLDL. (Tabara Y. et al., 2017).
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4 Inflamacion
oxidativo -6
A-1 PONl SAA
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A-1
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HDL A-I @)
Funcional () :
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| Capacidad de flujo de colesterol
| Actividad antioxidativa

| Actividad anti-inflamatoria

| Actividad vasodilatadora

| Actividad anti-trombética

Fig . Metabolismo disfuncional y actividades biolégicas deficientes de HDL en
enfermedades metabdlicas. Una inflamacién crénica caracteristica de enfermedades
metabolicas como diabetes y sindrome metabdlico son asociadas con un incremento en plasma
de las interleucina de tipo 6 y como resultado el higado produce amiloide sérica A (SAA) la cual
sustituye a Apo Al y una paraoxonasa (PON). Estrés oxidativo, hiperglicemia y un incremento en
la actividad de CETP son moduladores importantes de la funcion de HDL. Estrés oxidativo
modifica aminoacidos especificos de Apo Al, hiperglicemia resulta en la glicacion de Apo Al y
CETP intercambia colesterol y triglicéridos entre HDL y lipoproteinas ricas en triglicéridos y Apo B
como las VLDL, generando HDL ricas en triglicéridos. Este enriquecimiento en TG incude a
cambios conformacionales en Apo Al que la hace menos accesible a la interaccién con otras
lipoproteinas como las LDL y limitando su capacidad de eliminar lipidos oxidados de estas.
Secundariamente la hidrélisis de HDL por lipasa hepética (HL) produce pequefias y densas HDL
ricas en TG y SAA que ademas llevan Apo Al de incorrecta conformacién, estas pequefias HDL
poseen actividades biolégicas deficientes comparadas con HDL de composicion normal. Tomado
y modificado de (Kontush A. et al., 2006).
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Si bien la presencia de las subfracciones pequefias y densas son parte de los
procesos de maduracion hacia lipoproteinas grandes y funcionales, como se
describié anteriormente estas particulas pueden cambiar su fenotipo siendo
enriquecidas de triglicéridos en estados de hiperglicemia y dislipidemia. Dado que
en las técnicas de rutina en el laboratorio clinico se limitan a la cuantificacion total
de colesterol tanto HLD como LDL, sin tomar en cuenta las modificaciones antes
mencionadas realizamos modificaciones a las técnicas estandarizadas para LDL-
C y HDL-C para medir la concentracion de triglicéridos e identificar la presencia de
estas particulas pequefias y densas.

En nuestros resultados fue posible observar como en los grupos de estudio;
NL+DG. DL+NG y DL+HG particularmente el contenido de triglicéridos en HDL se
vio incrementado respecto a los pacientes normolipidicos normoglucémicos,
siendo que en una relacion porcentual el contenido fue mayor a lo referenciado
(8%) de esta forma evidenciando la presencia de las HDL pequeias y densas
ricas en triglicéridos. De forma similar el contenido de triglicéridos se vi6
incrementado siendo mayor a lo referenciado para LDL (11 %) en los grupos
DL+NG y DL+HG lo que nos confirma el incremento de las fracciones cortas y
densas corroborando lo observado anteriormente en los corrimientos

electroforéticos.

Si bien existen técnicas estandarizadas tales como la ultracentrifugacion y la
resonancia magnética nuclear para la cuantificacion de las subfracciones de
lipoproteinas, los altos costos y su elaborado proceso ha llevado a la basqueda de
técnicas mucho mas accesibles para laboratorios de rutina. Hirano et al., en 2003
mediante la combinacion de agentes precipitantes lograron la identificacion de
LDL cortas y densas, corroborando su técnica con electroforesis en gel de

poliacrilamida. (Hirano T. et al., 2003)

Los resultados que obtenidos mediante la técnica modificada comparados con los
de los corrimientos electroforéticos nos confirman la presencia de particulas LDL

y HDL pequefias y densas enriquecidas de triglicéridos que como se describid
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anteriormente tienen una relaciébn positiva en el desarrollo de enfermedades

metabdlicas y cardiovasculares perdiendo sus actividades biolégicas principales.

Asi bajos niveles de HDL que son asociados a un incremento en el riesgo del
desarrollo de patologias cardiovasculares, altas concentraciones de HDL no son
signo de ateroproteccion y esto esta en relacion a la presencia de un conjunto de
subfracciones que bajo alteraciones metabdlicas como DM, resistencia a insulina y
dislipidemia se ven modificadas en su composicion, asi finalmente disminuyendo

sus funciones anti-aterogénicas, anti-tromboticas y anti-inflamatorias.
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10. Conclusiones.

e Mediante el analisis sérico de lipidos y carbohidratos, se establecieron 3
grupos comprometidos metabdlicamente, un grupo de bajo riesgo NL+HG,
de riesgo intermedio DL+NG y uno de alto riesgo DL+HG.

e EIl riesgo metabdlico en condiciones de dislipidemia genera fenotipos
aterogeénicos y condicionantes al desarrollo de lipotoxicidad, caracterizado
por el incremento de las subfracciones LDL IVag y la disminucién de las
subfracciones de HDL 2, con incremento de 3,.c.

e La fraccion HDL en todos los grupos de riesgo metabdlico mostro
incremento en el transporte de triglicéridos acrecentando el riesgo
metabdlico de los pacientes. Mientras que el incremento de triglicéridos en
LDL solo se presentd en los grupos con dislipidemia lo cual implica un
mayor riesgo aterogénico y pro-inflamatorio.

e La técnica propuesta para la cuantificacion de triglicéridos en las fracciones
lipoproteicas LDL y HDL, mostré una relacion consistente con las
subfracciones del electroferograma, ademas de que puede ser realizada
bajo las mismas condiciones que la cuantificacién del colesterol, sin implicar
costo extra de inversién y equipamiento; sin embargo, debe realizarse la

validacion del método para establecer su valor diagnéstico.
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12. Anexos
ANEXO 1

Determinacion de la concentracion de triglicéridos.
Fundamento

La determinacion sérica de triglicéridos corresponde a una reaccion enzimatica la
cual es evaluada por espectrofotometria. Los triglicéridos de la muestra
interaccionan con una lipasa, obteniendo glicerol y acidos grasos libres. El glicerol
reacciona con ATP del reactivo generando glicerol-3-fosfato y ADP.
Posteriormente el glicerol-3-fosfato se oxida obteniendo dihidroxiacetona-P vy
peréxido de hidrégeno quienes reaccionan con una peroxidasa. El resultado es
un compuesto colorimétrico de quinonaimina que es medido a una longitud de
onda de 505 nm.

L LPL .
Triglicéridos + H20 ——— Glicerol + Acidos grasos libres
licerolguinasa
Glicerol + ATP W}‘GSP +ADP

GAP + 02 — DAP + H202
HZ202 + 4AF + pClorofenol % Qinona + H2O

Método (Glicerolfosfato deshidrogenasa- Peroxidasa)
Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

1. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
Patron (S) 10 pL
Muestra 10 pL
Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 10 uL

2. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o
durante 5 min. a 37°C.

3. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al
blanco. El color es estable como minimo 30min.
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CALCULOS.

La concentracion de triglicéridos en la muestra se calcula a partir de la
siguiente formula.

A muestra x C patrén = C muestra
A patrén

71



Anexo 2

Determinacion de la concentracion de glucosa sérica

Fundamento

La glucosa presente en la muestra reacciona con la enzima glucosa oxidasa,
dando como resultado acido glucénico y peroxido de hidrégeno el cual es
detectado por un aceptor cromogénico en presencia de una peroxidasa. La
intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa, el cual

es medido por espectrofotometria a una longitud de onda de 505 nm.

Glucosa + ¥ 02 +H20Q —uesaondasa - 1 c6nico + H202

Peroxidasa

2 H202 + 4 Aminoantipirina + Fenol » Quinonaimina + 4 H20

Método (Glucosa Oxidasa/Peroxidasa)

1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

2. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
Patron (S) 10 pL
Muestra 10 uL
Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 10 pL

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o

durante 5 min. a 37°C.

4. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 500 nm frente al

blanco. El color es estable durante al menos 2 hrs.
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Calculos.

La concentracion de glucosa en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula.

A muestra x C patrén = C muestra
A patrén
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Anexo 3

Determinacion de Colesterol LDL reactivo precipitante

Fundamento

Las lipoproteinas no LDL presentes en la muestra, precipitan en presencia de
polivinil. El colesterol se cuantifica espectrofotométricamente mediante las
reacciones acopladas descritas a continuacion

col esterasa

Colesterol esterificado + H20 — Colesterol + Acido graso
col. oxidasa

Colesteral + 1/2 0F + H202 —— Colestenona + H202

peroxidasa
2 HOZ +4-Aminoantipindina+fenol ————— Quinonaimina + 4 H2O

1.- Pipetear en un tubo
Muestra 0.4ml
Reactivo 0.2 ml
2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.
4.- Recoger con cuidado el sobrenadante
Colorimetria
5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
Agua destilada 20 pL
Patrén colesterol (S) 20 pL
Sobrenadante muestra 20 pL
Reactivo de colesterol(A) 1.0 mL 1.0 mL 10 pL
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7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o
durante 5 min. a 37°C.
8.- Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El

color es estable como minimo 30min.

Céalculos

La concentracion de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la
siguiente formula.

A muestra x C patrén = C Sobrenadante
A patrén
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Anexo 4

Determinacion del Colesterol HDL reactivo precipitante

Fundamento

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y las de baja densidad (LDL)

presentes en la muestra se hacen precipitar con fosfotungstato en presencia de

iones de magnesio. Después de la centrifugacion el sobrenadante que contiene

las HDL es cuantificado por método espectrofotométrico al hacerlo reaccionar con

el reactivo de colesterol que contiene enzimas, como colesterol esterasa que

hidrata el colesterol dando como resultados colesterol y acidos grasos libres,

posteriormente colesterol oxidasa favorece una semioxidacién e hidratacion que

da como resultado una colestona y peréxido de hidrogeno y finalmente una

peroxidasa arroja un compuesto coloreado de quinonaimina detectado a 505 nm.

Método
Precipitacion

1.- Pipetear en un tubo

Muestra 0.2 ML
Reactivo (COL HDL) 0.5 ml
0.6

2.- Agitar bien y dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

3.- Centrifugar durante 20 min. a 4,000 r.p.m.

4.- Recoger con cuidado el sobrenadante

Colorimetria

5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo

BLANCO PATRON MUESTRA
Agua destilada 100 pL
Patrén colesterol hdl (S) 100 pL
Sobrenadante muestra 100 pL
Reactivo de colesterol(A) | 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
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7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 30 min. a temperatura ambiente o
durante 10 min. a 37°C.
8.- Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El

color es estable como minimo 30min.

Calculos

La concentracién de colesterol HDL en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula.

A muestra x C patrén x Factor de dilucion de muestra = C Muestra
A patron
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Determinacion de Colesterol total

Fundamento

Anexo 5

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la

siguiente reaccion:

Esteres colesterol + HEG

&Hon » 4-Colestenona + le

POD

Colesteraol + Gz

2 H;’Jz +Fanol + 4-Aminofenazona

Método

1. Ajustar el espectrofotbmetro a 505nm

2. Pipetear en cada cubeta

CHE

Colesterol + Acidos grasos

» Quinonimina + 4H‘__'D

BLANCO PATRON MUESTRA
Reactivo de colesterol (ml) 1.0 1.0 1.0
Patron (ul) 10
Muestra (ul) 10

3. Mezclar e incubar 5 min a 37°C 0 10 min a 15-25°C

4. Leer la absorbancia (A) del patrén u la muestra, frente al blanco de reactivo.

El color es estable como minimo 60 minutos.

Célculos

A muestra x C. del patrén = mg/dL de colesterol en la muestra

A patrén
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Anexo 6

Determinacion de Acidos grasos libres
Reactivos

- Cloroformo

- Reactivo de cobre: Consiste en Cu(N03)2¢3H20, 40,0 g/litro; trietanolamina
99%, 120,0 ml/litro (135,0 g/litro). Se disuelve el nitrato cuprico en 500 ml
de agua destilada, agregue la trietanolamina, y diluir a 1 litro con agua
destilada.

- Reactivo cuprizona. Este consiste de acido oxalico-bis
(cyclohexylidenehydrazide), 0.40 g/litro de isopropanol. Disolver el
cuprizone en 10 ml de cloroformo y se diluye con isopropanol para 1 litro.
esta solucion es estable durante al menos tres meses a temperatura
ambiente.

- Reactivo amoniaco. 100 ml de una solucion al 58% de NH4OH

(concentrado) se diluye hasta 1 litro con agua destilada agua.

Procedimiento

1. Afiadir 50 pL de suero en un tubo de ensayo

2. A un tubo semejante, se afiaden 50 ul de estandar de acido oleico.

3. Para otro tubo de ensayo afadir 100 ul de agua, este sera el blanco de reactivo.
4. Para todos los tubos de afiadir 150 ul de reactivo de cobrey 1 ml de
cloroformo.

5. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min.

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

7. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no extraer
la fase acuosa de color azul.

8. De cada tubo, pipetear 500 pl de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo
tubo, la evaporaciéon debe mantenerse a un minimo.

9. A cada tubo, afadir 450 pul de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.

10. A cada tubo, afiadir 50 ude solucion de amoniaco, tapar y agite suavemente.
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11. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10

mm después de agitar con la solucion de amoniaco.

Si aparece un precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente para redispersarlo
y leer la absorbancia.

Calculos

El acido graso libre (FFA) contenido se calcula:

Concentracion en mg/dl = (Abs muestra / Abs estandar) x 8.6 mg/dl
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Anexo 7

Separacion de lipoproteinas plasmaticas por electroforesis en gel de
poliacrilamida.
Frings. C. S. Foster, L. B. y Cohen, P. S. Clin, Chem, 17.111.1971

Fundamento

Separacion de las lipoproteinas dependiente de la movilidad electroforética y
del tamafio de las particulas. La resolucion electroforética de las muestras pre
tefiidas con sudan Negro, se efectia en un sistema discontinuo de pH en tres
geles de concentracion.

Reactivos:

1. Tris-N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED)

Disolver 36.6 g de tris y 0.23 mL de TEMED en aproximadamente 100 mL de
agua destilada. Afadir 48 mL de HCI 1N vy diluira 200 mL con agua
destilada. La solucion adquiere un pH de 8.9. Conservar en una botella

ambar a 4 °C, esta solucion es estable durante 3 meses.

2. Tris-TEMED
Disolver 5.98 g de tris y 0.46 mL de TEMED en agua. Afadir 48 mLde HClI 1 N y
diluir a 100 mL con agua. Conservar en una botella ambar, esta solucién es

estable durante 3 meses.

3. Acrilamida Bisacrilamida
Disolver 15 g de acrilamida y 0.4 g de bisacrilamida en agua y completar a 100
mL. Conservar en una botella ambar a 4 °C, ésta solucion es estable

durante 3 meses.

4. Sacarosa

Disolver 200 g de sacarosa en agua Y diluir a 500 mL
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5. Persulfato de Amonio
Disolver 0.14g de persulfato aménico en agua y completar a 100 mL.

Estable durante una semana a 4 °C en frasco ambar

6. Solucidn colorante
Anadir 250 mg de Negro Sudan a 30 mL de etanol absoluto. Mezclar bien.
Diluir a 100 mL con agua. Conservar en un frasco ambar. Estable 1 mes a

temperatura ambiente.

7. Gel inferior
Mezclar las soluciones 1, 3 y 7 a raz6on 1:1:2 (VIV). Preparar

aproximadamente 1.2 mL por cada gel a separar.

8. Gel medio
Mezclar las soluciones 2, 4, 7 y 6 a razén 1:2:1:4 (V/V), respectivamente.

Conservar en frasco ambar. Estable durante un mes a 4 °C.

9. Gel superior

Afadir 8 volimenes de gel medio a dos volimenes de colorante, mezclar

suavemente por inversion. Preparar este gel inmediatamente antes de su empleo.

10. Solucion tampon

Disolver 6 g de tris y 28.8 de glicina en aproximadamente 850 mL de
agua. Si hace falta, ajustar el pH a 8.3 con tris o con glicina. Diluir con agua hasta
1 litro.

Material:
Equipo electroforético apto para usar tubos 7 X 75 mm

Densitometro
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Procedimiento:

1. Adadir 1 mL de gel inferior recientemente preparado a cada tubo. Afadir
cuidadosamente suficiente agua a la parte alta del tubo para evitar la formacion de
un menisco cuando polimerice el gel. Completada la polimerizacién, invertir los
tubos y secar sobre papel absorbente.

2. Anadir 0.1 mL de gel medio a cada tubo y recubrir cuidadosamente con agua,
dejar polimerizar.

3.Completada la polimerizacion, invertir los tubos y secar sobre un papel
absorbente.

4. Depositar 70 pyL de suero o plasma y 0.1 mL de gel superior en cada tubo.

5. Mezclar cada tubo por inversion y depositar una capa de tampoén.

6. Disponer los tubos en la cAmara electroforética.

7. Anadir alrededor de 200 mL a los compartimientos superior e inferior de
la cAmara respectivamente.

8. Dejar efectuar la migracién electroforética durante 35 minutos 5mA por tubo de

gel.
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Anexo 8
Determinacion de triglicéridos en HDL

Fundamento
Si bien las lipoproteinas HDL son caracterizadas por un contenido de colesterol,
un porcentaje en su contenido es atribuible a triglicéridos, y el incremento en este

tipo de contenidos vuelve disfuncionales a este tipo de lipoproteinas.

Procedimiento

1.- Pipetear en un tubo
Muestra 200 pL

Reactivo (COL HDL) 25 ul

2.- Agitar bien y dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
3.- Centrifugar durante 20 min. a 4,000 r.p.m.

4.- Recoger con cuidado el sobrenadante

Colorimetria

5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo

BLANCO PATRON MUESTRA
Agua destilada 100 pL
Patrén colesterol HDL (S) 100 pL
Sobrenadante muestra 25 L
Reactivo de triglicéridos(A) | 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 5 min. a 37°C

8.- Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco.

Célculos

A muestra x C patrén = C de Triglicéridos en sobrenadante
A patron
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Anexo 9

Determinacion de triglicéridos en LDL

Fundamento

En el contenido porcentual de las LDL el contenido de triglicéridos es minoritario,

sin embargo en alteraciones metabdlicas se ha descrito el enriquecimiento en

triglicéridos en estas lipoproteinas, convirtiéndolas en particulas aterogénicas y

disfuncionales. Las lipoproteinas no LDL presentes en la muestra, precipitan en

presencia de polivinil. Los triglicéridos se cuantifican espectrofotométricamente

Procedimiento.

Pipetear en un tubo

Muestra

Reactivo

0.4ml
0.2ml

1.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

2.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.

3.- Recoger con cuidado el sobrenadante

4.- Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
Agua destilada 20 pL
Patrén colesterol (S) 20 pL
Sobrenadante muestra 25 pL
Reactivo de triglicéridos(A) 1.0 mL 1.0 mL 1mL
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7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o
durante 5 min. a 37°C.
8.- Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco.

Céalculos

La concentracion de triglicéridos en el sobrenadante se calcula a partir de la
siguiente formula.

A muestra x C patrén = C de Triglicéridos en Sobrenadante
A patrén
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