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ABREVIATURAS R
ABCA-1: ATP-Binding cassette transporter Al
AGNE: Acidos grasos no esterificados
apo: Apolipoproteinas
apo C’s: Apolipoproteinas CI, CII y CIII
BHT: Butil hidroxitolueno
CE: Colesterol esterificado
CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
C-HDL: Colesterol de las lipoproteinas HDL
CL: Colesterol libre
C-LDL: Colesterol de las lipoproteinas LDL
CT: Colesterol total
DM2: Diabetes mellitus tipo 2
EAC: Enfermedad aterosclerosa coronaria
FNT-o: Factor de necrosis tumoral alfa
HDL: Lipoproteinas de alta densidad
IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia
ITG: Intolerancia a la glucosa
LCAT: Lecitina colesterol acilo transferasa
LDLl: Lipoproteinas de baja densidad
LDLox: Lipoproteinas de baja densidad oxidadas
LH: Lipasa hepatica
Lp: Lipoproteina
LPL: Lipoproteina lipasa
LRTG: Lipoproteinas ricas en triglicéridos (qQuilomicrones, LDL, IDL y VLDL)
LSD: Least significant difference

PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos



PON 1: Paraoxonasa 1
SR-AI/JAII: Receptor “barmendero” clase A tipos I y IT
SR-BI: Receptor “barrendero” clase B tipo

TG: Triglicéridos

TRC: Transporte reverso del colesterol

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad



La diabetes mellitus es un importante problema de salud a nivel mundial, se ha estimado que en el

mundo existen aproximadamente 176 millones de personas diabéticas; casi 5 veces mds que hace
10 afios. La DM2 es la forma mas prevalente de diabetes, que en otro tiempo era considerada es-
trictamente una patologia metabdlica de los adultos, recientemente ha mostrado un incremento en
el niumero de nifios y adolescentes que la padecen. Esta epidemia emergente pediitrica se asocia
ampiliamente con las crecientes tasas de obesidad, que se deben en gran parte a los cambios en los
habitos de alimentacién y, en los estilos de vida tendientes actuaimente al sedentarismo y la inacti-
vidad fisica. ta fisiopatologia de la DM2 se caracteriza por resistencia a la insulina, una hiperinsuli-
nemia compensatoria y disfuncién de las células-B del pancreas, lo que origina alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Estas alteraciones producen hiperglucemia y a
su vez determinan la presencia de dislipildemias, asociadas con un aumento en el riesgo a desarro-
llar EAC.

Se conocen muy bien ias alteraciones de las LDL en la DM2, pero son pocos los estudios realizados
sobre las anormalidades en las subclases de las HDL en esta situacién fisiopatoldgica, dichas altera-
ciones podrian afectar la funcion antiaterosclerosa de las HDL que dependen de su estructura y dis-
tribucion. Un método para estudiar la estructura de las HDL es el PAGGE, que separa a las HDL en

S subcl con b a su tamario.

Los objetivos del estudio fueron: a) determinar el perfil de distribucién de las subclases de HDL me-
diante PAGGE, en adolescentes con obesidad, ITG y DM2, b) determinar la actividad de las protei-
nas —LCAT, CETP y PLTP-, las cuales participan en la remodelacién de las HDL y en consecuencia
pueden estar involucradas de manera indirecta en la distribuciéon de sus tamaiios y funcionalidad.

Los adolescentes con DM2 fueron divididos en aquellos con y sin control glucémico, con el objeto
de investigar diferencias de acuerdo a el control glucémico. Se compararon ademas con un grupo
de adolescentes obesos y otro de intolerantes a la glucosa, con el fin de evaluar las etapas previas
al desarrollo de la DM2. Las concentraciones medias de lipidos y lipoproteinas de los 4 grupos de
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pacientes fueron similares. Los valores medios de CT, TG y C-LDL fueron més elevados, que los de
los mexicanos adolescentes sanos. En estos 4 grupos hubo ademds una elevada frecuencia de hi-
pertrigliceridemia y hipoalfalipoproteinemia, alteraciones relacionadas con el sindrome metabdlico.
Por otra parte, los pacientes con DM2 presentaron una mayor proporcién de particulds HDL peque-
flas, subclases HDL 3b y 3¢, con respecto a las de los sujetos en etapas previas a la enfermedad
(obesidad e ITG) en donde predominaron las subclases HDL 2a y 2b. La distribucién de tamafios
HDL en las etapas previas a la DM2 tuvieron una fuerte asociacién con Ia actividad de la CETP, .
mientras que en la DM2 la distribucidon parece depender fundamentaimente de la PLTP. Los
cambios en la distribucdn de tamafios HDL no mostré impacto en su capacidad antioxidante
mediada por la énzima PON 1. La contribucién de la distribucién de tamafios de las HDL en la DM2,
asoclado con el desarrollo de la aterosclerosis deberd ser considerada en investigaciones futuras.



1. ANTECEDENTES
—— ——— ——— — ——— — — — ——— ————— ————

1.1 METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS

1.1 LiPIDOS

Los lipidos (del griego lipos, grasa) son compuestos orgdnicos de origen biolégico que no se aso-
cian con el agua, presentan una tendencia mucho mayor a asociarse entre si 0 con otros compues-
tos hidréfobos. Esta condicién de apolaridad e hidrofobicidad es la caracteristica que los define,
ademds su presencia en los organismos vivos constituye una propiedad importante.

1.2 IMPORTANCIA Y FUNCION DE LOS LIPIDOS

Estructurales

Estas biomoléculas junto con las proteinas, acidos nucléicos y carbohidratos forman parte de la
composicion quimica fundamental de todos los seres vivos. Son un componente estructural esencial
de todas las membranas celulares y subcelulares (mitocondrial, nuclear, vacuolar, lisosomal, etc).
En el humano, grandes masas de lipidos se depositan en células especializadas (adipocitos) para
dar lugar al tejido adiposo. El tejido adiposo desempeiia funciones de aislante térmico, cojin visce-
ral y subcutaneo para proteccién de los érganos internos.

Energéticas

Como fuente de energia, los lipidos proporcionan mas del doble de energia con respecto a la que se
obtiene de la oxidacién de una cantidad equivalente de proteinas o carbohidratos. Se ha calculado
que en promedio el 40% de las calorias que utiliza el organismo provienen de los lipidos. Obvia-
mente, el tejido adiposo tiene como una de sus funciones mas importantes la de actuar como ma-
terial de reserva energética.

De transporte

Sirven también como un eficaz vehiculo de sustancias liposolubles como vitaminas y hormonas. Son
ademas importantes en el transporte de materiales alimenticios como lipoproteinas (1).



1.3 CLASIFICACION DE LOS PRINCIPALES LIPIDOS ENCONTRADOS EN LAS Lp.
Acidos Grasos
Los &cidos grasos son acidos monocarboxilicos, por lo que tienen la férmula molecular general
R-COOH. En donde R es un hidrocarburo de cadena lineal, de 15 a 23 4tomos de carbono. Cuando
todos los enlaces de la cadena R son sencillos la molécula es un cido graso saturado. Si la cadena
R presenta un dobie enlace entre carbonos se denominan acidos grasos monoinsaturados y poliin-
saturados si hay dos 0 mds dobles enlaces. Estos dobles enlaces tienen casi siempre la configura-
cidn cis. Los acidos grasos raramente se encuentran libres ya que mas bien se hallan en forma es-
terificada como componentes de otros lipidos o en algunas proteinas.
i
43 — (cHw” c\w
Figura 1. Estructura quimica general de un fcido graso, n=14 a 22.
Acilglicerolipidos (ésteres de glicerol)
Las dos clases principales de acilglicerolipidos son los triacilgliceroles y los fosfoglicéridos. El nucleo
de estos compuestos es un poliol de tres carbonos, el glicerol (propanotriol).
Triglicéridos (triacilgliceroles).
En tos triglicéridos (TG) los tres grupos —OH del glicerol se han esterificado con acidos grasos. Un
triglicérido simple contiene 3 acidos grasos idénticos y un triglicérido mixto contiene acidos grasos
diferentes. La naturaleza apolar y el estado altamente reducido que poseen los hacen compuestos
eficientes para el almacenamiento de energia. Estos compuestos prevalecen en el plasma y en la

grasa de almacenamiento de los tejidos.

nar—e <R TESIS CON
n—c—o—c = FALLA DE ORIGEN

o
uzc——-o—cl:—n

o
Figura 2. Estructura quimica general de los triglicéridos.
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Fosfoglicéridos.

Los acidos fosfatidicos, que consisten de un glicerol esterificado por dos &cidos grasos y un &cido
fosférico, son los precursores de los fosfoglicéridos. Un fosfoglicérido contiene un &cido fosfatidico
y una base generalmente nitrogenada (colina, serina, etanolamina) unidos mediante un enlace
fosfodiéster. Los fosfoglicéridos mds abundantes son la fosfatidilcolina (también llamada lecitina), la
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina.

R—C—O—CH2

R—C—O—CH: o cH
Il

CH:1—O—P— O—CH1— CHr— N— CHs

0o- CH>
Figura 3. Estructura quimica general de una lecitina (fosfoglicérido)
Colesterol
Los esteroides son derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno. El colesterol es el esteroide mas
abundante en los animales, se clasifica ademds como esterol debido a su grupo C(3)-OH y su
cadena lateral alifatica ramificada en C(17). Esta molécula es el precursor de las sales biliares, las

hormonas esteroides y un componente de las membranas celulares (2,3).

Figura 4. Estructura del colesterol libre (CL).

1.4 LIPOPROTEINAS

El plasma es un medio acuoso, los lipidos para ser llevados de un lado a otro del organismo nece-
sitan ser transportados por proteinas (lipoproteinas) solubles en él. Las lipoproteinas (Lp) son com-
plejos macromoleculares, pseudomicelares, constituidos por lipidos anfipaticos (fosfolipidos y CL),
lipidos no polares (triglicéridos y ésteres de colesterol) y por proteinas llamadas apolipoproteinas
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(apo) ver figura 5. Presentan generalmente una forma globular, en 1a cual, los lipidos anfipaticos se
organizan en una monocapa en la superficie del complejo, presentando sus grupos polares hacia el
medio acuoso. La estabilidad de estd monocapa esta garantizada en térmminos fisicoquimicos, por
las apo. Los lipidos no polares se sitian en el interior de las Lp, evitando asi las interacciones con

grupos polares que serian fisicoquimicamente desfavorables (4).

apo C’s 4__.'

Fosfolipidos

Colesterol
Libre

—3» apo A-II

Triglicéridos

apo A-I <—

' Esteres de Colesterol
Didmetro 7.2 - 12 nm

Figura 5. Representacién esquemitica de la organizacién de los lipidos y apolipoproteinas en una
lipoproteina de alta densidad.

La ultracentrifugacion preparativa, una técnica que se emplea para separar las distintas clases de
lipoproteinas, ha proporcionado un método operativo ampliamente utilizado para su clasificacion.
Las clases de lipoproteinas obtenidas del plasma humano mediante esta técnica se describen en el

siguiente cuadro (S).
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Cuadro 1. Propi des de las Lipoproteinas Plasmiéticas Humanas.

Quilomicrén VLDL LDL HODL

Densidad de <0.93 0.93-1.006 1.006-1.063 1.063-1.21

Flotacién (g/mL)

Movilidad Permanece en el Pre-beta Beta Alfa

origen

Dismetro (nm) 75- 1 200 30-80 18-25 5-12

% Proteinas 2 8 22 45

% Triglicéridos 86 58 6 49

% Colesterol libre 2 7 8 4

% Colesterol 3 12 42 14

esterificado

% Fosfolipidos 7 18 22 34

Funcién Transporte de Transporte de lipidos Transporte de Transporte de
colesterot y de origen hepdtico colesterol a tejidos colesterol de tejidos
triglicéridos desde hacia los tejidos periféricos periféricos hacia el
el intestino periféricos higado.

Origen Pared intestinal Higado Catabolismo de las Higado e Intestino

VLDL e IDL

VLDL. = (Very Low Density Lipoproteins) Lipoproteinas de muy baja densidad; LDL = (Low Density Lipoproteins)

Lipoproteinas de baja

; IDL = (Inter
HDL = (High Density Lipoproteins) Lipoprc

de aita

Density Lipoproteins) tipoproteinas de densidad intermedia,

Como puede observarse en el cuadro 1 las diferentes clases de Lp presentan diferencias en cuanto

a: composicidn quimica, tamaiio, densidad de flotacidn, movilidad electroforética y funcién.

1.5 APOLIPOPROTEENAS

Las apo A-I, A-1I, A-IV, C-1, C-II, C-III y E, contienen secuencias que forman hélices anfipaticas

que pueden asociarse con los grupos polares de los fosfolipidos de la monocapa en la superficie de

las Lp. Tienen un peso molecular relativamente bajo y se pueden intercambiar entre las diferentes

clases de lipoproteinas. En contraste las apo B poseen un peso molecular mucho mayor, pocas héli-

ces anfipaticas y un gran contenido de estructura hoja p-plegada. Estas apo penetran en algunos

puntos para sustituir a la monocapa de fosfolipidos e interactuan directamente con los lipidos del

nucleo del cuerpo lipidico (6).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Las apo tienen 3 funciones generales bdsicas en una Lp: son proteinas estructurales, cofactores de

enzimas y son los ligandos de receptores especificos. En el cuadro 2 se enlistan las principales apo

asi como algunas de sus caracteristicas.

Cuadro 2. Caracteristicas y Propiedades de Ilas Principales Apolipoproteinas Humanas (7).

Funcién

apo No de Peso Concentracién Principal Sitio de Lipoproteinas en
a.a. Molecular (mg/ dL ) Sintesis que se
(kD) Encuentran
Principal proteina
A-I 243 28 016 100-150 Higado, intestino  Quilomicrones, HDL estructural de las
HDL, cofactor LCAT,
ligando para sitios de
. unién de las HDL
A-IX 77 17 414 30-50 Higado HDL Proteina estructural
de las HDL, inhibicién
de la LH
A-IV 376 46 465 15 Intestino Quilomicrones, HDL Activacién de LCAT,
estimulacién del
eflujo de colesterol
8-1200 4 356 512 000 80-100 Higado VLDL, IDL, LDL Proteina estructural,
ligando para receptor
apo B/E
B-48 2 152 264 000 <5 Intestino Quilomicrones Proteina estructurat
C-I 57 6 630 6 Higado Todas las Activacién de LCAT,
lipoproteinas inhibicién de la
captacién de tas
LRTG
C-1X 79 8 900 3-8 Higado Todas las Activacién de LPL
lipoproteinas
C-I1X 79 8 800 8-18 Higado Todas las Inhibe LPL, modula la
lipoproteinas captacién de
remanentes,
inhibicién de la
captaciéon de las
LRTG
E 299 34 145 2-6 Higado Quilomicrones, Ligando para el
LDL, IDL, HDL receptor apo B/E |
LCAT = (Lecithin cholesterol acyltransferase) Lecitina cx ol aclio trar , LH = (Hepatic lipase) Lipasa hepdtica, LPL

= (Lipoprotein lipase) Uipoproteina lipasa, LRTG = Lipoproteinas ricas en triglicéridos (Quilomicrones, LDL, IDL y VLDL).

1.6 PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

El metabolismo de las lipoproteinas es un proceso complejo y dindmico, en el cual estédn involucra-

das diversas proteinas de transporte, enzimas y receptores, 1as mas importantes se enlistan en el

cuadro 3.
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Cuadro 3. Principales Protsinas Involucradas an ef Metabolismo de las Lipoprotsinas (7).

No de Funcién Principal Sitio de
a.8. Sintesis
Enzimas y Proteinas de
Transferencia Plasmiticas
LCAT 416 Esterificacién del colesterot, Higado, testiculos,
remodelacién de las HDL SNC
PON 1 3549 Inhibe |3 oxidacién de las LDL Higado
CETP 476 Transferencia e intercambio de ésteres Higado, bazo,
de colesterol y triglicéridos entre HDL intestino deigado,
y LRTG, remodeiacién de las HDL agos
PLTP 493 Transferencia de fosfolipidos entre Higado y endotelio
LRTG y HOL, remodeiacién las HDL
Enzimas Unidas al Endotelio
Vascular
LPL 475 Hidrdlisis de triglicéridos de las TGRL Musculo liso y tejido
adiposo
LH 499 Hidrélisis de triglicéridos y fosfolipidos Higado
de las HDL
Receptores y
Transportadores Celulares
ABCA-1 2201 Mediacién del eflujo de colesterol y Higado, macréfagos,
fosfolipidos intestino
SR-BI 509 Mediacion de la captacién y eflujo Higado, testiculos,
selectivo de colesterol ovarios, macréfagos
R-apo B/E 6 receptor LDL 839 Receptor para Lp con apo B-100 y Higado

también Lp con apo E

LCAT = (Lecithin chc ol acyttr ) Lecitina colesterol acilo transferasa, PON 1 =paraoxonasa 1, CETP =
(cholesteryl ester transfer protein) Protefna de Transferencia de Esteres de Colesterol, PLTP = (phospholipid transfer
protein) Proteina de Transferencia de Fosfolipidos, LRTG = Lipoproteinas ricas en triglicéridos (Quilomicrones, LDL, IDL y
VLDL), LPL = (Lipoprotein lipase) Lipoproteina lipasa, LH = (Hepatic lipase) Lipasa hepadtica, ABCA-1 = Por sus siglas en
ingles ATP-Binding Cassette transporter Al, SR-BI = (Scavenger Receptor, class B, type I) Receptor “Barrendero™ Clase 8
Tipo I.

Lecitina colesterol acilo transferasa (LCAT)

El gen humano de la LCAT se sitia en el cromosoma 16. La expresiéon del ARNm se realiza esen-
cialmente dentro del higado, sitio en el que la LCAT es secretada por los hepatocitos. La enzima
madura de 63 kD contiene 416 aminodcidos y 4 sitios de glicosilacion. Esta enzima cataliza la este-
rificacion del colesterol y es responsable de la mayor parte de colesterol esterificado (CE) encontra-
do dentro del plasma humano. Pertenece a la clase de las enzimas hidroliticas de tipo serina estera-
sas. Tradicionalmente, a la actividad LCAT se le atribuye un papel antiaterogénico, ya que el CE
aparentemente crea un gradiente necesario para el eflujo de CL desde los tejidos hacia el plasma.

TESIS CON 15
FALLA DE ORIGEN




13 LCAT cataliza la transferencia de un grupo acilo de un &cido graso preferentemente de la
posicién sn-2 de la lecitina (fosfatidilcolina) al grupo 3-hidroxilo del colesterol, produciendo ésteres
de colesterol y lisolecitina (lisofosfatidiicolina). La esterificacion del CL esta muy asoclado con la
remodelacién de las subpoblaciones de las HDL y con la formacién de particulas HDL .

Proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP)

La CETP es una glicoproteina hidréfobica, con un peso molecuiar aparente de 66 a 74 kD. En su
forma madura esta compuesta de 476 aminodcidos, con cuatro sitios N-glicosilados y numerosas
regiones apolares (cerca de 44%). También cuenta con un dominio C-terminal apotar que se ha
postulado como el sitio de interaccién con las lipoproteinas. El gen de la CETP se encuentra situa-
do sobre el braio largo del cromosoma 16, en los seres humanos el suministro mas abundante de
ARNM de la CETP es el higado, bazo y tefido adiposo y con niveles mas bajos de expresion en el
intestino delgado, giandula adrenal, rifién y corazdn. El tejido que tiene mayor cantidad de ARNm
de fa CETP es el tejido adiposo. La CETP tiene la capacidad de transferir o intercambiar ésteres de
colesterol, triglicéridos y fosfolipidos entre las Lp de una manera equimolar.

Proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP)

El gen de la PLTP se encuentra en el cromosoma 20 su ARNm codifica para una proteina de 493
aminoacidos, de unos 78 kD. Presenta 6 posibles sitios de glicosilacion. La PLTP es un factor plas-
matico que regula la composicion y el tamafio de las HDL, y juega un papel importante al afectar
fos niveles de C-HDL en plasma (una actividad PLTP alta se asocia con un aumento del C-HDL). La
PLTP realiza la transferencia neta de fosfolipidos y CL desde las LRTG hacia las HDL,

Paraoxonasa 1 (PON 1)

El gen PON 1 esta localizado en el brazo largo del cromosoma 7 y contiene de 9 exones y 8 intro-
nes. La expresién del gen PON 1 da origen a una glicoproteina de 354 aminoacidos y de masa apa-
rente entre 43 y 45 kD. La PON 1 es una enzima estearasa tipo A que cataliza la hidrdlisis de 3aci-
dos carboxilicos y organofosfatos. El sustrato mas utilizado para el estudio de la enzima es el para-

oxén (O,0-dietil-O-p-nitrofenil fosfato), el cual le da el nombre a la enzima de paraoxonasa. La
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enzima es sintetizada en el higado, se encuentra asociada a las HDL, particularmente a la fraccién

HDL3.

Estudios /n vitro han mostrado que la PON 1 inhibe la oxidacién de las LDL, este efecto bioldgico se
relaciona con la capacidad de la PON 1 de hidrolizar los lipoperdxidos asociados a las Lp y en partd-
cular las LDL. Por lo anterior, se ha propuesto que esta enzima participa en la prevencién de la
formacion y de la progresién de la placa ateromatosa por poseer una actividad de lipoperéxido-
hidrolasa.

1.7 METABOLISMO DE LOS QUILOMICRONES

tas grasas y aceites alimenticios son principalmente mezclas de TG mixtos. Después de su inges-
tién en la dieta, son hidrolizados principaimente en la luz intestinal por accién de las enzimas pan-
creaticas y la contribucion de las sales biliares. Estas disminuyen la tensién superficial del agua, for-
mandose micelas pequefias (proceso denominado emulsificacion) y con ello favorecen la accion de
las enzimas digestivas. De esta manera, se liberan CL y Acidos grasos libres, los cuales, son absor-
bidos hacia el interior del enterocito. Una vez dentro de éste, sé reesterifican para formar TGy CE.
Los quilomicrones se ensamblan en las células de la mucosa intestinal, a partir de los TG, el coles-
terol (proveniente de la dieta, de la bilis y de sintesis de novo) y de la apo B-48 sintetizada en los
enterocitos. Ademas los quilomicrones nacientes contienen también apo A-I, apo A-II y apo A-IV.
Los quilomicrones pasan a los conductos quiliferos del intestino y se dirigen por el conducto linfa-
tico tordcico a la vena subclavia para lliegar finalmente a la circulacién general. Las HDL ceden las
apo C-II, CIII y E, a los quilomicrones, importantes para su metabolismo (8).

La hidrdlisis de los TG presentes en los quilomicrones, se lleva a cabo principaimente en los capila-
res del tejido adiposo y del miscuio estriado. Esta hidrdlisis es catalizada por 1a enzima LPL (cua-
dro 3), la cual, se encuentra unida a las células endoteliales de la pared vascular. La sintesis de la
LPL es regulada por la insulina y requiere para su actividad la presencia de su cofactor apo C-II. ta
hidrdlisis intravascular de TG libera acidos grasos libres y glicerol, junto con apo A-1y apo Cs. Los

acidos grasos, penetran en el adipocito, en donde servirdn para sintetizar TG.
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€1 quilomicrén al perder TG disminuye de tamaiio, transformandose finaimente en un remanente de

quilomicrén, pobre en TG y con alta proporciéon de CE y apo E que recibieron de las HDL. A su vez,

les ceden a las HDL los TG intercambiados por CE, transferencia mediada por la CETP (cuadro 3).

La monocapa de la superficie formada por fosfolipidos y CL se transfiere a las HDL por medio de la

PLTP. La apo E permite al quilomicron ser captado por l0s receptores apo B/E, que estdn presentes

en el higado, lugar donde los remanentes son intermnalizados para ser catabolizados (9). Tanto los

TG como et colesterol son utilizados en la secrecién de las VLDL por el higado.

Transporte de &cidos grasos

Los acidos grasos, liberados durante la lipdlisis de las LRTG, se fijan inmediatamente a la albomina

circulante y como resultado son retenidos en solucién. La albimina posee tres sitios de alta afinidad

caracterizados por hendiduras apolares con cadenas laterales de aminoacidos catiénicos que pue-
den interaccionar con el ién carboxilato (10). Estos acidos grasos pueden tener tres destinos.

1. Pueden ser captados por el muisculo estriado (y otros tejidos) y ser utilizados para producir
energia.

2. Pueden ser captados por el tejido adiposo donde se reesterifican en TG para su almacenamien-
to. Cuando se necesita combustible, estos TG son sometidos a lipdlisis por Ia lipasa intracelular
del tejido adiposo (regulada por la insulina) y de nuevo se liberan acidos grasos en la
circulacion.

3. Pueden ser captados por el higado donde sirven como fuente de energia o sé reesterifican en
TG, que se utilizaran en la sintesis de VLDL.

1.8 METABOLISMO DE LAS VLDL

Las VLDL son sintetizadas en el higado a partir de TG, pequeiias cantidades de fosfolipidos y coles-

terol, y las apo A, B-100 y C. Cada VLDL naciente contiene una sola copia de apo B-100. Al entrar

en la circulacién, las VLDL adquieren apo C-II de las HDL, son sometidas a hidrdlisis por la LPL,
mientras sucede ésto, los lipidos de la monocapa de superficie son transferidos por la PLTP a las

HDL. Por un mecanismo similar al del remanente de quilomicrén, las VLDL se transforman en rema-

nentes de VLDL o IDL, enriquecidas en colesterol y apo E obtenidos por intercambio con las HDL.
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Algunas IDL se unen a receptores hepdticos apo B/E, para ser internalizadas y catabolizadas en el
hepatocito. El resto de tas IDL permanecen mas tiempo en circulacion y al pasar por el higado la LH
hidroliza los TG para convertirias en LDL.

1.9 METABOLISMO DE LAS LDL

La hidrélisis de los TG de las VLDL, da origen a las LDL (11), que consisten de un nucleo lipidico
compuesto casi exclusivamente por CE. El revestimiento superficial de las LDL contiene CL y fosfo-
lipidos, y sélo una molécula apo B-100. Estas LP transportan el mayor porcentaje de colesterol en el
organismo. Las LDL pueden ser eliminadas de la circulacién por el higado o por los tejidos extra-
hepdaticos. Aproximadamente, un 75% de las LDL séricas son eliminadas por el higado, mientras
que el 25% restante es eliminado por tejidos extrahepaticos. Su principal mecanismo de elimina-
cién es la endocitosis a través del receptor apo B/E, para el cual apo B-100 es el ligando. El recep-
tor LDL es una molécula con un peso molecular de 120 kD que contiene aproximadamente 820
aminodacidos.

Cuando los receptores de LDL fijan las LDL circulantes (o las VLDL remanentes), los complejos
receptor-ligando se internalizan y se fusionan con lisosomas. Después de la internalizacién, los re-
ceptores se disocian de las LDL y son reciclados a la superficie de la célula para ser utilizados de
nuevo 6 son catabolizados en los lisosomas por proteasas. El CE de LDL se hidrolizan en CL y la apo
B-100 se degra-da en aminodacidos. La cantidad de colesterol que entra en la célula tiene tres
efectos importantes:

e Disminuye la actividad de la 3-hidroxi-3-metiiglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), enzima
que limita la velocidad y controla la biosintesis de novo del colesterol enddgeno (12).

e Aumenta la actividad de la colesterol acil transferasa intracelular, que esterifica et CL.

e Disminuye la tasa de sintesis de receptores para apo B-100.

Este Gitimo evento evita la acumulacién de colesterol en el interior de las células (13).
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1.2 LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

2.1 CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION

Las HDL abarcan una clase heterogénea de Lp que tienen en comun una densidad de flotacién en-
tre 1.063-1.21 g/mL y un tamaiio (didmetro de Stoke’s) de 7.2 3 12 nm (14). Lo anterior es debido
a que son las lipoproteinas con menor proporcion de lipidos y mayor proporcion proteica (55-60%
de su masa seca), siendo la apo A-1 su apo mas abundante (65% de su masa proteica total). La
apo A-1, aparte de su funcidn estructural es indispensable para el eflujo de colesterol de las células
periféricas (15). La apo A-II es la segunda apo estructural mas abundante de las HDL representa
del 20% al 30% de su masa proteica total. Ademads, jas HDL contienen pequeiias cantidades de
apo C’s (apo C-1, apo C-II1 y apo C-1II), apo E y apo A-1V, y cantidades minimas asociadas a CETP,
PLTP, LCAT y PON.

Diferencias cuantitativas y cualitativas, en el contenido de lipidos y apo, enzimas y proteinas de
transferencia de lipidos resulta en la presencia de varias subclases de HDL. Estas subclases se
caracterizan por diferencias en forma, densidad, tamafio, movilidad electroforética y composicién
de apo. Una subclasificacién con base en la densidad de flotacién, las distingue en HDL 1.063-1.12
g/mL y HDL3 1.12-1.21 g/mL. Las HDL> son ricas en lipidos hidrofébicos mientras que las HDL3 es-
tan formadas por fosfolipidos y proteinas, principalmente. La electroforesis en gel de agarosa, se-
para las HDL en funcion de su carga y de su tamafio en particulas con migracién a y en una subpo-
blacidn pequeria con migracién pre-g (16). Estas ultimas, al realizar una electroforésis posterior en
gradiente de poliacrilamida, se separan en tres particulas; pre-g1, pre-p2 y pre-3. Por otra parte,
usando cromatografia de inmunoafinidad (basada en diferencias inmunoquimicas entre las particu-
las de HDL) se obtienen 2 subpoblaciones: particulas HDL que contienen apo A-I y apo A-II (Lp A-I:
A-II) y particulas con sélo apo A-1 (Lp A-I) (7). No existe una correspondencia exacta entre cada

una de las diferentes subcdlacificaciones.
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2.2 SUBCLASIFICACION BASADA EN LOS TAMANOS

Hasta la fecha, la diversidad estructural de las HDL es bien establecida especialmente en términos
de la distribucion de tamaiios. Dicha distribucion de tamaiios se consigue mediante electroforesis
nativa de poliacrilamida con un gradiente 4%-30% en condiciones no reductoras (PAGGE) y permi-

te una subclacificacién mas fina de las particulas HDL.

Cuadro 4. Subcl de Particulas HDL Definidas en Base al Tamafio.
Subciases Rango de Tamafio (nm)
HDL 2b 9.71-12.9
HDL 2a 8.77-9.71
HOL 3a 8.17-8.77
HDL 3b 7.76-8.17
HDL. 3c 7.21-7.76

El uso de la técnica anterior en combinacién con la densitometria se ha empleado en la separacién,

caracterizacién y estimacion de cada una de las diferentes subclases anteriores (172).

2.3 IMPORTANCIA DE LAS HDL

Los resultados obtenidos en diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que hay una corre-

lacién negativa entre la concentracién de colesterol-HDL (C-HDL) y el riesgo a desarrollar EAC (18-

20). Los mecanismos exactos por los cuales las HDL son ateroprotectoras se desconoce aun. Varias

hipétesis se han postulado para intentar explicarios, siendo las mas importantes las siguientes:

- La participacion de las HDL en el transporte reverso del colesterol (TRC), que se define como el
regreso del colesterol proveniente de las células periféricas hacia el higado para su excrecién o
reciclaje (21).

. Las propieda&es antioxidantes de las HDL asociadas a la PON 1 (22,23) y la actividad antioxi-

dante intrinseca de apo A-I (24).
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Regulacién negativa por parte de las HDL para la expresién de las moléculas de adhesién celu-
lar VCAM-1 e ICAM-1, en la superficie del endotelio vascular, con efecto antiinflamatorio (285).

e Inhibicién de la agregaciéon plaquetaria con propiedades antitrombdticas (26).

- Prevenciéon a la inhibicién de la éxido nitrico sintetaza por las LDL oxidadas, ayudando aparen-
temente a mantener las funciones normales de los vasos sanguineos (27).

. Posible promocién del eflujo de colesterol, debida a una regulacién positiva en la expresién del
ABCA-1.

De las hipdtesis anteriores, el mecanismo del TRC ha sido el que ha ganado una mayor aceptacion.

En él se describe el metabolismo de las HDL.

2.4 METABOLISMO DE LAS HDL (TRC)

El higado secreta unas particulas de forma discoidal llamadas “HDL nacientes”, que presentan mo-
vilidad electroforética pre-p1 (28,29). Estas particulas estdn compuestas esenciaimente de fosfo-
lipidos y apo A-I, tienen una masa molar aparente alrededor de 60 kD y flotan a la densidad de las
HDL3. Son los aceptores primarios que captan el excedente de colesterol libre proveniente de las
células periféricas (tejidos extrahepdticos).

La primera etapa del TRC es el eflujo del colesterol de las células. Este eflujo de colesterol es el re-
sultado tanto de procesos pasivos e inespecificos, como de procesos activos y especificos. Entre los
mecanismos postulados de eflujo de colesterol celular se encuentra el mediado por la proteina
ABCA-1 (30) y la difusion pasiva de CL a través de la fase acuosa entre la membrana plasmdtica y
las particulas aceptoras. El colesterol captado por las particulas pre-B1, es esterificado inmediata-
mente por la LCAT (Figura 6). Esta esterificacidén hace que el colesterol pierda su caracter anfipdtico
transformandose en una molécula hidrofdbica. En consecuencia, el CE abandona la superficie de (a
fipoproteina y migra hacia el interior hidrofébico de la particula, aumentando el tamaiio de la misma
y transformandose en una particula esférica. La forma esférica mas pequeiia de HDL se denomina
HDL3. Sin embargo, 1a HDL; continia captando mas CL, que a su vez se esterifica a través de la

accién de la LCAT, este proceso da lugar a un aumento del tamaiio y disminucion de la densidad, y
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produce en consecuencia HDL2 ricas en CE (31). A su vez las HDL>-CE se convierten en HDL> ricas
en TG intercambiando CE por TG provenientes de Lp que contienen apo B, principalmente VLDL e
IDL, que a cambio reciben CE de las HDL y o conducen al higado donde se metaboliza. €l inter-
cambio de lipidos hidrofébicos esta facilitado por la CETP. Los fosfolipidos de las HDL son transferi-
dos hacia las VLDL por la proteina PLTP. Los TG de las HDL>-Tg provenientes de las LRTG, son hi-
drolizados por la LH. Esta hidrdlisis, en asociacién con la actividad PLTP, disminuye el tamaiio de
las HDL; transformdndolas en HDLz y en particulas pre-pl, regenerando los aceptores primarios
que pueden reiniciar el ciclo de captacién del colesterol.

Otra via de eliminacién de colesterol plasmatico es el receptor SR-BI, que se encuentra principal-
mente en el higado (32). Se unen a él con gran afinidad las HDL y LDL, y por un mecanismo mal
conocido internaliza unicamente el colesterol dejando el resto de la Lp intacta. De esta manera se
regeneran las particulas aceptoras de colesterol que pueden comenzar nuevamente el ciclo del

TRC. Por este mecanismo se elimina una buena proporcién det colesterol circulante.




AHEA T

Figura 6. Esq del bolismo de izs HDL (fase postabsortiva).

Los aceptores primarios (particulas pre-81 o HDL3 en menor proporcidn) captan el Cl. excedente de las células
periféricas por 1) simple contacto con la membrana celular, o 2) por medio del ABCA-1. La incorporacion de
colesterol en los aceptores primarios y la esterificacion del mismo por la LCAT, dan origen a aumentos
progresivos det tamafiio de la Lp, generando sucesivamente HDL3 y HDL,. El CE puede seguir dos rutas A) por
accion de la CETP es intercambiado por TG provenientes principalmente de VLDL e IDL y, posteriormente, ser
transportado al higado para su excrecion o reciclaje, gracias a su captacion mediada por el R-apo B/E, o B) es
eliminado directamente de la Lp por un mecanismo mediado por el SR-BI, generando particulas HDL de menor
tamafio capaces de reiniciar el ciclo. La LH hidroliza fos TG de las HDL captados por la ruta A. Esta hidrotisis en
asociacién con la actividad PLTP, regenera los aceptores primarios de colesterol.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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1.3 ATEROSCLEROSIS

ta aterosclerosis es un proceso crénico, degenerativo e inflamatornio de la pared vascular de las ar-
terias grandes (33). Las primeras lesiones de la aterosclerosis se inician como respuesta a una for-
ma de lesién del endotelio arterial (hipétesis de la “respuesta a la lesién”), estas comienzan en la
infancia y la adolescencia con la formacion de las estrias grasas. La estria grasa consiste en una
acumulacién de lipidos (principalmente colesterol) dentro de macréfagos que los transforma en “cé-
lulas espumosas” en la intima de la arteria. El colesterol no puede ser degradado por el organismo,
por lo que es necesario su transporte hacia al higado para su eliminacién 6 reciclaje. La acumula-
cién continua de lipidos dentro de la intima, aunado a la proliferacién de muasculo liso y del tejido
conectivo forma placas elevadas (ateromas). En la etapa media de la vida, las placas ateromatosas
pueden sufrir diversas alteraciones (ruptura, hemorragia, ulceracién, trombosis o calcificacion), al-
gunas de las cuales producen ocluskin, isquemia y enfermedad clinica como son el infarto de mio-
cardio, la enfermedad cerebro vascular y la angina de pecho. A continuacién se mencionan los prin-
cipales factores de riesgo para desarrollar aterosclerosis:

No modificables; edad, genero masculino y predisposicion genética.

Modificables; tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo y dieta inadecuada.

Controlables; obesidad, hipertensién arterial, diabetes mellitus, intolerancia a la glucosa (ITG), sin-
drome metabdlico y dislipidemia (34).

3.1 ENDOTELIO VASCULAR

Tres constituyentes basicos forman las paredes de los vasos sanguineos: endotelio, musculo liso y
tejido conectivo. Estos estan dispuestos en las capas concéntricas: intima, media y adventicia. La
capa intima estd constituida por células endoteliales, que forman una membrana de espesor mono-
celular (endotelio vascular, que recubre todos l0s vasos sanguineos), y tejido conectivo subendo-
telial. Originalmente considerado como una barrera pasiva, actualmente se considera al endotefio
como un 6rgano multifuncional y secretor de varias sustancias. Alteraciones en su estructura y fun-
cién provocadas por citocinas y proteasas locales (35), infecciones, variaciones del cizallamiento



(36), radicales libres, diabetes y lipidos oxidados (37), pueden ocasionar cambios localizados, agu-
dos y ardnicos. Estas manifestaciones se denominan colectivamente disfuncién endotelial . En el
cuadro 5 se mencionan las principales funciones dei endotelio vascular y las manifestaciones de dis-

funcién endotelial.

Cuadro 5. Pri les funci det dotetio y manifestack de disfuncién o tial

(38).

Funciones del Endotelio Vascular Manifestaci de Disfuncién End tial

Contenedor de la sangre Incremento en la adhesion leucocitaria

Barrera con permeabilidad selectiva Permeabilidad aumentada a las lipoproteinas
plasmdticas

Organo secretor Sintesis de citocinas e incremento en la produccién de
factores de crecimiento

Reguiador del tono vascular Alteracion en el balance de las sustancias vasoactivas

Regulador de! crecimiento vascular Disminucién de la actividad fibrinolitica

Regulador de la actividad homeostéatica y trombdtica Aumento de actividad procoagulante

Regulador de |la respuesta inflamatoria e inmune

3.2 LOL OXIDADA Y ATEROSCLEROSIS

El endotelio disfuncional presenta una permeabilidad alterada permitiendo una mayor entrada y
acumuiacién de LDL en la matriz subendotelial (intima). En este sitio las cadenas alifdticas de los
fosfolipidos de las LDL son susceptibles a ia peroxidacién lipidica mediada por especies oxidantes
reactivas (ROS), provenientes de macrdfagos, células musculares lisas o del endotelio vascular
(39-40). Los lipoperdxidos formados son compuestos ligeramente oxidantes, pero generan com-
puestos fuertemente oxidantes que alteran la estructura de las LDL llamadas LDL oxidadas (LDLox).
Los cambios quimicos en la apo B- 100 permiten el reconocimiento de Ia misma por los macréfagos
y dan origen epitopos que son desconocidos por el sistema inmune generandose anticuerpos (anti-

LDLOX).



3.3 FORMACION DE CELULAS ESPUMOSAS

Las LDL oxidadas (L.LDL ox) en el espacio subendotelial intervienen en 1a formacién de la placa ate-
romatosa por sus actividades quimiotdctica y quimioestatica que fomentan la invasién monocitaria
de la intima y por favorecer la formacién de células espumosas (41).

Una vez reclutados en la intima, los macréfagos derivados de monocitos captan las LDL ox, via re-
ceptores inespecificos con independencia de la cantidad de colesterol que se acumule en las célu-
las. Esto conduce a la formacidn de numerosas gotitas de lipidos (colesterol principalmente) que
dan a la célula un aspecto espumoso, de donde proviene el nombre de célula espumosa. La mayo-
ria de las células espumosas derivan de los macréfagos, pero algunas provienen de 1as células del

musculo liso. La acumulaciéon de células espumosas en la intima resulta en la formacién de estrias

grasas.
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LUZ DEL VASO

MEDIA

Figura 7. For ién de célul 0
Las LDL que entran al espacio subendotelial son susceptibles a la oxidacion (peroxidacion lipidica) por radicales

libres provenientes de células endoteliales, macréfagos y células de misculo liso. Los cambios ocasionados en
la estructura de las LDL provoca que sean fagocitadas por los macrofagos via receptores para LDL-ox (tales
como; CD-36 y SR-AI/AII). Las HDL evitan la formacién de las células espumosas por medio de la ellminaciéon
del exceso de colesterol en los macréfagos gracias al TRC. Adicionalmente, inhiben la oxidacién de las LDL por
medio de la PON 1. La formacion de las células espumosas vy la proliferacién del misculo liso contribuyen a la

formacién de la placa ateromatosa.
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I. 4 DIABETES TIPO 2

4.1 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas debidas a diversas causas que se
caracteriza por hiperglucemia. El sujeto que la padece tiene alteraciones det metabolismo de carbo-
hidratos, lipidos y proteinas, junto con una deficiencia en la secrecién de insulina y/o grados varia-
bles de resistencia a esta hormona (42). Tanto la dlabetesﬁpo 1 como la tipo 2 son factores pode-
rosos e independientes de riesgo de enfermedad cardiovascular. El infarto del miocardio y la enfer-
medad cerebro-vascular son la primera causa de muerte en los pacientes con diabetes y ambas en-

fermedades son consecuencia de la aterosclerosis.

4.2 CLASIFICACION Y DIAGNOSTICO

La diabetes mellitus se subdivide en 4 grupos diferentes: la tipo 1 y la tipo 2 son las formas mas
frecuentes en el mundo occidental, otros tipos especificos incluyen entidades secundarias o
asociadas con ciertas alteraciones o sindromes y por ultimo la diabetes gestacional se define como

intolerancia a la glucosa de severidad variable con inicio o deteccién durante el embarazo.

Cuadro 6. Clasificacién Etiolégica de 1a Diabetes (43).

= Diabetes tipo 1 (destruccién de células 8, que conduce a una deficiencia absoluta de insulina)

« Diabetes tipo 2 ( con variaciones desde la resistencia a la insulina predominante con relativa deficiencia
de insulina, al defecto en la secrecién predominante con resistencia a la insulina)

» Otros tipos especificos.

« Diabetes mellitus gestacional.

En el siguiente cuadro se mencionan las tres maneras posibles de diagnosticar diabetes y cada una

debe confirmarse.
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Cuadro 7. Criterios para el diagnéstico de diabates meliitus (43).

1. Sintomas de diabetes y una elevacién casual de glucosa plasmdtica = 200 mg/dL.
Casual se refiere en cualquier tiempo y dia, pero sin relacién con el tiempo del lltimo alimento.
Los sintomas clasicos son: poliuria, poiifagia, polidipsia y perdida de peso inexplicable por otras causas.
6
2. Glucosa en ayuno = 126 mg/dL.
Ayuno es definido como la falta de ingestién de calorias por io menos en las 8 horas anteriores.
]
3. Glucosa 2 horas poscarga > 200 mg/dL durante una prueba de tolerancia a la glucosa.
La prueba debe ser realizada con los criterios de la OMS, utilizando 75 g de glucosa para la carga oral
disuelta en agua.

4.3 DIABETES TIPO 2

Es el tipo mas frecuente de diabetes, en ella se presentan tanto resistencia a la insulina como un
defecto en la secrecidén de la misma (aunque los niveles bdsales de insulina sean normales o altos),
aun sigue sin dilucidarse cual de las dos es el defecto primario en la patogénesis de este sindrome.
Una hipétesis predominante sostiene que primero aparece la resistencia a la insulina, con la partici-
pacién de factores genéticos y ambientales. Varios de los estados de resistencia a la insulina, como
la obesidad y la hipertensién arterial esencial, presentan una hipersecrecién pancredtica (hiperinsu-
linemia) que compensa la resistencia a la insulina. Cuando {a incapacidad del pancreas para incre-
mentar su secrecion de insulina en respuesta a la demanda aumentada que le impone la disminu-
cién en Ia sensibilidad a la insulina alcanza un nivel critico, 1a disfuncién de la célula-B conduce pri-

mero a ITG y después a hiperglucemia en ayunas (44).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ATEROGENESIS

HIPERINSULINERMIA b f
UPooENESS RESISTENCIA A LA INSULINA
OSEHDAD HIPERTENSION ARTERIAL — J

GENES DE LA DIABETES

Figura 8. Diabetes mellitus tipo 2: la punta del iceberg. La representacion esquematica simplificada
ilustra la evolucion de la DM2. La DM2 representa la fase final de un proceso de larga duracién de anormalida-
des metabdlicas denominado sindrome metabdlico, caracterizado por resistencia a la insulina que en asocia-
cién con la hiperinsulinemia compensatoria generan: obesidad, dislipidemias, hipertension arterial y conse-
cuentemente una aterosclerosis prematura. La interaccionan de factores ambientales con factores genéticos
expiican el desarrollo de la resistencia a la insulina en un individuo. En la primera etapa de tolerancia normal a
la glucosa, el pancreas compensa la resistencia a la insulina sintetizando mas insulina, la cual, favorece la
obesidad. En esta etapa se desarrollan la hipertrigliceridemia y la hipoalfalipoproteinemia. La disfuncion de la
célula-B conduce primero a la ITG etapa II y después a la hiperglucemia en ayunas DM2 etapa I1I, que se
asocia con complicaciones micro y macrovasculares.

En otro tiempo considerada estrictamente una enfermedad de los adultos, la diabetes tipo 2 (DM2)
ha mostrado un incremento en su prevalencia en la edad pediatrica en que la padecen, en el
cuadro 9 se mencionan los principales factores de riesgo que predisponen para el desarrolio de la

DM2y la ITG.
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Cuadro 8. Factores que predisp al d rolic de ITG y diabetes tipo 2 en nifios,

adolescentas y adultos jévenes (45).

1. Edad ( adultos > adolescentes > nifios en la prepubertad)
. Obesidad
3. Historia farniliar de diabetes tipo 2

4. Historia de diabetes gestacional materna!

5. Etnicidad

6. Estilo de vida sedentario TESIS CON

7. Bajo peso al nacer

8. Género (mujeres > hombres ) FALLA DE ORIGEN

9. Acantosis nigricans

10. Sindrome de ovario poliquistico
11. Tabaquismo

12. El factor dietético (entre otros una ingesta excesiva de calorias)

La obesidad sobre todo la de tipo central 6 visceral se asocia con el desarrolio de la ITG vy la

diabetes tipo 2 a continuacion se describe esta relacion (45).

l—(besldad Visceral [ LDiabetes tipo 2 ]
FNT-a Aumento de AGNE e
m;?éelétko Au’rerm 2 IG Disfunda'n de las células-B
Menor captacion de glucosa amaacér? 'ae glucosa "%m,acmm Y

Mayor produccidn de glumsa
— /

glucosa plasmitica
Figura 9. Obesidad y su relacién con el desarrolio de 1a ITG y 1a DM2. La obesidad se acompafia de a
produccién del FNT-o y la sobreproduccién de AGNE. Los AGNE se asocian con la generacién de {a resis-
tencia a la insulina en higado. El FNT-a se asocia con la generacién de resistencia a la insulina en mdasculo
esquelético. La resistencia a la insulina provoca alteraciones, que producen un aumento en los niveles .
plasmdticos de AGNE y glucosa, ambos provocan la disfuncién de las oélulas-B, por medio de lipotoxicidad y

glucotoxidadad respectivamente. La disfuncién de las células-B lleva a 1a ITG y después a la hiperglucemia en
ayunas. FNT-a= factor de necrosis tumoral alfa, AGNE= Acidos grasos no esterificados.
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4.4 COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DIABETES TIPO 2
Complicaciones crénicas principales.
Macrovasculares:

e EAC acelerada.

e Aterosclerosis cerebrovascular acelerada.

e Vasculopatia periférica acelerada.

Microvasculares.

e Retinopatia.

s Nefropatia.
Neuropatia: periférica y autondmica.
ta diabetes tipo 2 se asocia con factores de riesgo cardiovascular que incluyen hipertensién arterial,
obesidad y dislipidemias caracterizadas especialmente por elevacion de triglicéridos y disminucion
de los niveles de colesterol HDL. En las personas con diabetes las lipoproteinas HDL son el mejor
predictor de EAC. Varios estudios han demostrado que el riesgo de enfermedad cardiovascular en
personas con diabetes tipo 2 estd aumentado entre 2-4 veces en comparaciéon con la poblacion

general.

4.5 DIABETES TIPO 2 Y ATEROSCLEROSIS
La diabetes acelera la progresién natural de la aterosclerosis a través de los mecanismos potencia-

les que se mencionan en el cuadro 9:

Cuadro 9. Factores que contribuyen a la aterosclerosis en la diabetes (46).

Dislipidemias
Anomalias en los niveles y composicién de las lipoproteinas

Hipertensién

Resistencia a la insutina

Glicosilacién avanzada de las proteinas plasmadticas y oxidacién
Disfuncién endotelial
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Cuadro 10. A lias en la composicién de las lipoproteinas en la diabetes tipo 2 (46).

Lipoproteina Modificaciones
vLDL VLDL ricas en triglicéridos
VLOL ricas en CE
LDL Glicosilacién no enzimdtica de las LDL

LDL mas susceptibles de modificacién oxidativa
LDL pequefias y densas

HDL Gilcosilacion de las HDL
Disminucién de las HDL;

METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEENAS EN LA DIABETES TIPO 2

Se han descrito anormalidades en el metabolismo de las lipoproteinas en la DM2, que estdn estre-
chamente relacionadas con la resistencia a la insulina y con la disfuncion de las células-@8 del pan-
creas. En condiciones normales ia insulina tiene las siguientes acciones importantes:

1) Estimula la captacidén de glucosa por las células periféricas.

2) Disminuye los niveles de acidos grasos no esterificados (AGNE) en plasma mediante la supresion
de la lipdlisis en el tejido adiposo.

3) Supresion de la produccién de glucosa en el higado.

Los AGNE que estan presentes en el plasma, son principalimente el producto de la lipdlisis de los TG
del tejido adiposo. En las personas resistentes al efecto supresor de la insulina, la lipdlisis del tejido
adiposo aumenta los niveles de AGNE en plasma, lo cual incrementa el transporte de AGNE al higa-
do. Los niveles aumentados de glucosa circulante y AGNE (precursores de triglicéridos), actdan re-
ciprocamente en el higado para causar aumento en la sintesis de apo B100 y la secrecién de gran-
des VLDL ricas en TG (47-48). Lo anterior genera hipertrigliceridemia que es la anomalia més fre-
cuente en la DM2. De manera normal las VLDL se transforman a LDL por medio de la LPL, sin em-
bargo, en la diabetes tipo 2 {a actividad de la LPL esta disminuida por alteraciones en su produccién
celular, a'su' como, posiblemente su transporte y asociacién con las células endoteliales. En presencia
de concentraciones elevadas de VLDL en la circulacién, la CETP realiza un intercambio excesivo de
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TG (VLDL) por CE de las LDL y HDL. Las VLDL ricas en CE pueden ser captadas por macréfagos y
células de muisculo liso, generando células espumosas. La posterior interaccion de las LDL con la
LPL &6 la LH provoca la generacién de LDL pequeiias y densas que son mas aterogénicas. Las LDL
pueden sufrir glicosilacion inespecifica no enzimatica (reaccién de Mailllard) favoreciendo su capta-
cidén por los macrdéfagos y aumentando su susceptibilidad a la oxidacion.

Las HDL; ricas en CE que lo intercambian por TG con las VLDL, mediado por la CETP, generan HDL,
ricas en TG, las cuales son convertidas en HDL; por la LH, resultando en una disminucién de los
niveles de HDL, ateroprotectivas. Otro contribuyente de las HDL es la transferencia realizada por la
PLTP de fosfolipidos y CL, estos se transfieren a las HDL durante la lipdlisis de las VLDL
dependiente de la LPL, debido a lo anterior hay una lipdlisis ineficaz acompailada de una

disminucién de las HDL.
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Figura 10. Metabolismo de las lipoproteinas en la diabetes tipo 2.

# En el higado, los niveles elevados de glucosa y AGNE causan la elevada produccién de VLDL ricas en
TG (VLDL-TG),que explica la hipertrigliceridemia presente en la DM2.
Las LDL realizan un intercambio excesivo de CE por TG (procedentes de las VLDL-TG), generando
# LDL ricas en TG (LDL-TG) que por medio de {a LH dan origen a las LDL pequefias y densas.
Las HDL; captan el Cl. proveniente de los tejidos periféricos, su inmediata esterificacion por la LCAT
-* produce HDL ricas en CE que lo intercambian por TG (procedentes de las VLDL-TG) produciendo
HDL: ricas en TG (HDL:-TG). Las HDL,-TG son inmediatamente convertidas en HDL; ,mediante fa LH
y la PLTP. Todo o anterior provoca un aumento del C-HDL;, una disminucion del C-HDL; y una dis-

=> La linea doble indica un - - — _,’ La linea punteada indica un proceso disminuido
proceso aumentado
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¢ & JUSTIFICACION
. ——————_——]
La aterosclerosis es la principal causa de muerte en los pacientes con DM2 y guarda una relacién

negativa con la concentracion plasmitica de C-HDL.. Se conoce muy bien las alteraciones de las LDL
en la DM2, pero son pocos los estudios realizados sobre las subclases de las HDL. asi como de las
proteinas involucradas en su metabolismo en poblacion pedidtrica con diversos grados de
resistencia a la insulina como son los portadores de DM2, ITG y obesidad. Los mecanismos exactos
por los cuales las HDL son ateroprotectivas son desconocidos.

Estudios /7 vitro han demostrado que tales funciones antiaterosclerosas dependen no solamente de
la cantidad de particulas HDL sino de su estructura. En efecto, {as HDL abarcan una clase hete-
rogénea de lipoproteinas que tienen en comin una densidad de flotacién entre 1.063-1.21 g/mL y
un tamaiio de 7.2 a 12 nm. Debido a lo anterior, es importante relacionar ia estructura de las HDL
con su funcidn. La electroforesis en gel de poliacrilamida con un gradiente del 4% al 30% en condi-
ciones nativas (PAGGE) permite separar las HDL en S subclases, con base en su tamaiio. Por medio
de este método se pueden comparar los perfiles de distribucién de los tamafios en diferentes gru-
pos de pacientes, y las alteraciones en su estructura podrian participar en 1a disfuncion de las HDL.
Por otra parte, dentro de los factores plasmaticos que afectan los tamaiios de las HDL, estan las
proteinas —~CETP, LCAT, PLTP- que participan en la remodelacion de las HDL y, en consecuencia,
pueden estar involucradas de manera indirecta en la distribucién de sus tamaiios y su funciona-

lidad.
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III. HIPOTESIS
e
e En los adolescentes con DM2, ITG y obesidad se presentaran anormalidades en el metabolismo
de las HDL, por lo que la distribucién de las subclases de estas lipoproteinas, estaran alteradas en
mayor grado en los adolescentes con DM2 sin control glucémico comparados con los sujetos con
buen control giucémico y con los pacientes que se encuentran en estadios evolutivos previos a la
DM2, lo que correlacionara con la actividad de las proteinas que intervienen en su remodeiaciéon

(LCAT, CETP Y PLTP).

. IV. OBJETIVOS
— ]
OBJETIVOS PRINCIPALES
« Determinar la actividad LCAT, CETP y PLTP, en 4 grupos de sujetos en estudio.
e Estimar la proporcién relativa de cada una de las subclases de HDL (HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a,
HDL 3b y HDL 3c¢) en adolescentes con obesidad, ITG, y DM2 con y sin control glucémico.
e Evaluar la asociacién entre las subclases (HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b y HDL 3¢) vy la

actividad LCAT, CETP y PLTP.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
e Evaluar la asociacién de lipidos y lipoproteinas, y la actividad LCAT, CETP y PLTP.

= Realizar la determinacién de la actividad de ia PON 1 en los diferentes grupos de sujetos

incluidos en el estudio.



V. MATERIAL, METODOS Y PROCEDIMIENTO
]

1) Muestra poblacional
Todos los pacientes son derechohabientes del IMSS y acuden a consulta al servicio de endocrinolo-

gia pedidtrica del HG CMN “La Raza”. Se incluyeron 44 obesos, 15 con ITG, 25 con DM2 sin control
glucémico (glucosa plasmdtica en ayuno < 120 mg/dL), y 22 con DM2 con control glucémico
(glucosa plasmatica en ayuno > 120 mg/dL). Los pacientes con DM2 fueron diagnosticados con ba-
se a los criterios propuestos por el Comité de Expertos de Clasificacion y de Diagnostico de Diabe-
tes publicados en 1997. En todos elios se habia presentado la sintomatologfa clinica caracteristica y
se ha documentado hiperglucemia.

Los sujetos intolerantes a la glucosa fueron diagnosticados al presentar niveles de glucosa sérica
entre 140 y 199 mg/dL a las 2 horas posteriores a una prueba de tolerancia oral a la glucosa. En
estos individuos estuvo indicado la realizacién de esta prueba por presentar obesidad exégena, an-
tecedentes familiares de DM2 y/o presencia de acantosis nigricans al menos en cuello. El grupo de
sujetos con obesidad tuvieron las mismas caracteristicas que el grupo de ITG pero con niveles de
glucosa sérica < 140 mg/dL a las 2 horas de una carga oral de glucosa (1.5 g/Kg de peso, sin pasar
de 75 g).

2) Recolecciéon de muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron después de que los pacientes se encontraron en posicion se-
dente por 20 minutos, por extraccién venosa se colectaron en tubos de vidrio con Na,-EDTA (1.5
mg/mL) y tubos con gel separador, en fase postabsortiva (ayuno no menor de 12 horas). Los tubos
con EDTA fueron colocados inmediatamente en hielo, mientras que los tubos sin anticoagulante
fueron mantenidos a temperatura ambiente durante su transporte al INC “Ignacio Chavez” (tiempo
aproximado 1 hora).Bajo estas condiciones no se altera la actividad de las enzimas y proteinas de
transferencia, que se determinaron en este trabajo (Oscar A. Pérez Méndez comunicacién perso-
nal). Para separar el plasma del paquete celular, se centrifugd la muestra durante 15 min a 3500
rPm. La determinacién del perfil de lipidos, glucosa y las subclases de HDL se realizaron a partir de



muestras frescas de plasma. Posteriormente, se hicieron alicuotas del plasma y suero, y se refrige-
raron a -~70 °C.
Dos alicuotas de 200 pl se utilizaron para la determinacion de la actividad de CETP, PLTP, LCAT y
PON 1.
3) Anilisis de laboratorio
El colesterol total, TG, C-HDL (las concentraciones se expresan en mg/dL), se determinaron me-
diante métodos enzimaticos y colorimétricos (Boehringer-Mannheim, Alemania) en el Departamento
de Endocrinologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. El C-HDL fue determinado
en el sobrenadante después de precipitar las Lp que contienen apo B con una solucion precipitante
de sulfato de dextran/magnesio (CIBA-CORNING). El colesterol LDL es calculado mediante la ecua-
cién de Friedewald:

CLDL = Colesterol total- CHDL— (Triglicéridos plasmaticos/5)
Los coeficientes de variacion de estos métodos son menores del 4%. Ademas, se consideraron para
el estudio la talla, peso, y edad de cada sujeto
4) Determinacién de las subclases de HDL por PAGGE
La determinacion de ias subclases se determind de acuerdo al método descrito por Blanche PJ, et
al (49), con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio.
£l plasma obtenido (1.5 mL) se ajusta a una densidad =1.063 g/mL con solucién de KBr con densi-
dad =1.34 g/mL y se somete a una ultracentrifugacién a 110 000 rpm durante 2 h 16 min. En esta
parte primeramente se aislaron las Lp que contienen apo 8 (VLDL, IDL, LDL). El remanente de plas-
ma se ajustd a una densidad =1.210 g/mL con KBr sdlido y se sometié a ultracentrifugacion a 110
000 rpm por 2 h 35 min. En esta parte se separaron las HDL, sin contaminacién de Lp con apo B,
obteniéndose del 80% al 85% de la apo Al del total del plasma de las fracciones de HDL, segun se
verificd por electroforesis PAGE SDS anexo 2 8(50).
Después de llevar a cabo la separacion de las HDL por ultracentrifugacion, se realizd una didlisis
intensa con una solucién amortiguadora de TBE (Tris 0.09 M—Borato 0.08M-EDTA 3 mM, pH=8.35,
anexo 10), posteriormente se llevé a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida no desnatu-
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ralizante con un gradiente del 4% al 30%, usando como marcadores de radio de Stokes, proteinas
globulares (Tiroglobutina 17.0 nm, femritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.1
nm y albamina 7.1 nm, Pharmacia, Uppsala, Suecia; ver anexo 2 A). Previamente se cuantifico fa
cantidad de proteina (Método de Lowry, anexo 11) para establecer la cantidad de muestra equiva-
lente a 20 ug de proteina. A esta cantidad se le adiciond amortiguador de muestra (sacarosa-azul
de bromofenol en soluciéon amortiguadora de TBE,1 ul/10 ug de proteina) y se deposité en cada
pozo de un gel, al que se le habia aplicado una precorrida a 20 volts por 15 min para equilibrar el
gel con la solucién amortiguadora de TBE. Después el gel se corrié a 70 volts por 15 min para con-
centrar la muestra y, por ltimo, se corrié durante 20 h a 165 volts. Al final de ese tiempo se detu-
vo la electroforesis y para visualizar las bandas de proteina de HDL y marcadores se realizé una tin-
cién con azul Coomasie (Bio-Rad R-250) que se sometié a un analisis por densitometria (Molecular
Analyst Sorware Versién 1.1,1994 Bio-Rad), para determinar los radios de Stokes de fas HDL.

5) Determinacion de la actividad LCAT método radiactivo. Procedimiento de incubacién

empleando proteoliposomas como substrato: reaccién LCAT

La determinacion de las subclases se realizé de acuerdo al método descrito por Chen C y Albers 3]
(51), con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio.

A un tubo de ensaye se le adicioné buffer 235uL Tris-HCl, 125 yL de albumina sérica bovina libre
de acidos grasos al 2% (w/v, Sigma Chemical St, Louis MO) y 100 uL de la suspension de proteoli-

posomas con colesterol—[3H]. Se realizé una preincubacién a 37°C y se adicionaron 15 plL del plas-

ma problema con el fin de llevar a cabo la reacciéon de esterificacion de la LCAT. Se dejé incubar la
reaccion por 1 hora exactamente a 37°C, deteniéndola por adicién de 3.75 mt de CHCI;-MeOH 1:2
(v/v) con 4uL de estandares de colesterol libre (cholesterol; Sigma, St. Louis MO) y colesterol este-
rificado 1 mg/mL (Cholesteryl myristate; Sigma, St. Louis MO), respectivamente. Se realizé una
extraccién posterior agregando 1.25 mL de CHCIs a la fase organica y con 1.25 mL de H;0 a la fase
acuosa con el fin de realizar una extraccion mas cuantitativa de colesterol esterificado y no esterifi-
cado. La fase acuosa se desechd, mientras que el disolvente de la fase organica se evaporé con Nz

hasta concentrar el colesterol total (esterificado y no esterificado) en un volumen minimo.
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Se ilevé a cabo la separacion y cuantificacion del colesterol marcado mediante cromatografia en ca-
pa fina de gel de silice sobre poliéster cubiertas (Aldrich, Milwaukee WI) y empleando como eluyen-
te éter de petrdleo, éter etilico y acido acético en proporcién 90:10:5. La placa se reveld utilizando
yodo sublimado (I;) como cromoégeno, para la identificacion del colesterol esterificado y no esterifi-
cado de las muestras al compararias con los estandares (Rf de 0.15 y 0.8 respectivamente).

Estas manchas fueron recortadas y raspadas, introduciendo su contenido en viales, adicionando 4
mbL de liquido de centelleo (CytoScint, ICN Costa Mesa, CA) para su lectura en el contador de radia-
cién beta (Liquid Scintillation Analyzer TRI- CARB 2200CA, Packard), el cual detecta las cuentas por
minuto (cpm) como medida de radioactividad, siendo proporcionales a la cantidad de colesterol
libre & colesterol esterificado presente en cada muestra problema. A partir de estos datos se calculd
el porcentaje de colesterol esterificado y la actividad de la enzima en nanomoles de colesterol
esterificado por mililitro de plasma en una hora de reaccién.

6) Determinacion de la actividad CETP método radiactivo

La actividad CETP se determiné de acuerdo al método descrito por Tollefson JH et al (52), con
modificaciones realizadas en nuestro laboratorio.

Transferencia CETP

En un tubo de plastico desechable de fondo cénico de 1.5 mL, se colocan 3 uL de donador (HDL3-
3H) equivalente a 10,000 dpm (aproximadamente 120 ng de proteina), se agregaron 100 uL de
aceptor (VLDL, LDL), equivalente a 240 ug proteina. La mezcla tuvo una proporciéon 1:2, donador-
aceptor. Se agregaron 10 plL del plasma problema, S00 ul de solucion amortiguadora Tris y se
mezclé suavermnente. Para el blanco se agregd lo mismo excepto el plasma y todas las determina-
ciones se realizaron por duplicado. Se incubd a 37 ©C por 16 h. Después de la incubacién se toma-
ron 100 pL de la mezcla, al restante se agrega 50 ul. de reactivo precipitante. Las Lp LDL y VLDL
fueron precipitadas con sulfato de dextrana y sulfato de magnesio, permaneciendo en el sobrena-
dante las HDL, posteriormente se centrifuga después de 5 min a 2500 rpm 10 min. Del sobrena-
dante se tomd una alicuota de 100 ul, ambas alicuotas se colocan en frasco de vidrio por separa-

do, se les agregaron 4 mL de liquido de centello, para su posterior lectura en el contador de cente-
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lleo. Los resultados se expresan como el porcentaje de radiactividad transferida a la fraccion preci-

pitada.

(cpm fraccion precipitada — cpm blanco) (100)
cpm total

Tasa de transferencia en Y% =

7) Deaterminaciéon de la actividad PLTP

Esta técnica permite definir la actividad de la PLTP, que es responsable de transferir los fosfolipidos
entre Lp. Determinacion de la actividad PLTP; transferencia de fosfatidilcolina-marcada con tritio de
liposomas unilaminares (Anexo 8) a las HDL (53).

Radiactividad Total; se mezclaron 10 ub de liposomas marcados, 690 plL de TBS y se midié la ra-
diactividad en 500 ul de la mezcla (después de precipitar los liposomas con heparanato de magne-
sio).

Muestras; Se mezclaron 10 plL de liposomas marcados, 30 uL de muestra (plasma) y 40 uL de aci-
do iodoacético, se agité e incubé 30 min a 37°C. Para parar la reaccion se agregaron 300 ulL de he-
paranato de manganeso (445 UI/ mL), 320 ul de TBS, se agitd en vortex durante 10 min, se cen-
trifugé 10 min a 13 000 rpm y se colocaron los tubos en hielo antes de medir la radiactividad en
500 L de la mezcla.

Blanco; Se mezciaron 10 L de liposomas marcados, 30 uL de muestra de plasma,40 uL de acido
iodoacético, se agita y se incuba por 30 minutos a 4 °C. Luego se detuvo la reaccion, se agrega
300 ulL de heparanato de manganeso (445 UI/ mL), 320 uL de TBS, se agito en vortex durante 10
minutos, se centrifugd 10 min a 13 000 rpm, se colocaron los tubos en hielo y se cuantificé la
radiactividad en 500 ut de la mezcla.

Para calcuiar la tasa de transferencia en % se empleo la relacion

(cpm muestra — cpm blarico) (100)
cpm total

Tasa de transferencia en Y% =
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Estimacién de Ia actividad ARE
La actividad aril-estearasa se determina utilizando fenilacetato como sustrato. La hidrdlisis del sus-

trato libera fenol fue determinado espectrofotometricamente a 270 nm. La mezcla de reaccioén in-
cluyé 1.00 mmol/L de fenilacetato y 0.9 mM CaCl; en 20 mM Tris-HCI, pH 8.0 a 25 °C. La cinética
de la reaccion fue medida en un intervalo de 3 minutos. El coeficiente de extincién molar a 270 nm

empleado para el fenol fue 1310 mol I'! cm™. La unidad de la actividad aril-estearasa es equivalen-

te a 1 umol de fenilacetato hidrolizado por minuto por mt de suero (54).



VI. RESULTADOS
C ' — _— ——— ————— —— ——— _ _—_ ______———— —__— ]

El estudio se realizé con 106 pacientes adolescentes de los cuales 44 son obesos, 15 ITG y 47 con
DM2. Con base en su nivel de glucosa en ayuno, el grupo de DM2 se separd en sujetos con controt
glucémico (glucosa de ayuno <120 mg/dL, n=22) y sujetos sin control glucémico (glucosa de ayu-

no >120 mg/dL, n=25).
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Figura 11. Distribucién de los grup de la poblacién estudiada. 1 Obesidad, 2 ITG, 3 DM2 con

control glucémico y 4 DM2 sin control glucémico.

Los promedios de las edades asi como las caracteristicas antropométricas de los grupos anteriores

se presenta en la tabla 1.

INTOLERANCIA DIABETES TIPO 2
GLUCOSA
OBESIDAD Ala CON CONTROL SIN CONTROL
N 44 15 22 25
SEXO F/M 27/17 6/9 11/11 16/9
EDAD 11.48+2.67 12.13+2.83 13.094+2.49 * 14.00+2.00 * +
(Anos)
PESO 71.11+18.93 69.47+24.83 69.45+17.68 63.96+13.38
(Kg)
ESTATURA 152.92+14.67 152.13+15.46 156.68+12.98 156.52+10.59
(cm)
ImMcC 29.86+4.57 28.91+5.73 28.05+5.85 27.39+7.53
(Kg/m?)
Tabila 1. Edades y car isti antropomdétricas de los pacientes incluidos en ef estudio.

Los valores expresan la media + D.E. * p<0.05 vs Obesidad, T p<0.05 vs ITG. IMC: indice de masa corporal
(peso/talla®). El andlisis estadistico se realizé utilizando ANOVA vy la prueba LSD (least significant difference).
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La mayoria de pacientes de los 4 grupos cursaban con obesidad (IMC > percentil 95 ajustado por la
edad y sexo del sujeto, ver anexo 12). La edad promedio de los pacientes con DM2 sin control fue
significativamente mayor (p<0.05) a la de los pacientes obesos y a la de los sujetos con ITG (Tabla
1). Asimismo los pacientes diabéticos con control glucémico son en promedio significativamente
mayores (p<0.05) que los pacientes obesos (Tabla 1). Debido a que existen diferencias estadisticas
significativas en la edad y a que el perfil de lipidos esta fuertemente ligado a esta variable, los ana-

lisis estadisticos consecutivos se realizaron ajustando los valores segun la edad.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas e indices aterogénicos de los pacientes incluidos en el
estudio.

INTOLERANCIA DIABETES TIPO 2
OBESIDAD A LA GLUCOSA CON roTn STHN CONTROL

N a4 15 22 25
CT (mg/dL) 155.8+35.5 157.2+34.4 151.6+34.5 183.0+35.8 *
C-HDL (mg/dL) 35.9+8.9 39.3+8.6 36.8+8.7 37.119.0
TG (mg/dL) 149.6x7.2 126.5+4.5 120.5+5.3 148.6+5.6
TG/C-HDL 5.2+3.7 4.1+3.6 4.3+£3.6 5.4+3.7
C-LDL (mg/dL) 91.9+28.1 94.7:1:.27.2 ’ 92.4427.3 117.0+28.3 *
CT/C-HDL 4.5+1.41 41::137 8 4.3%1.37 5.3+1.42 *
C-LDL/C-HDL 2.7x1.1 2.5+1.0 2.7+1.0 3.4+1.1 *
GLUCOSA (mg/dL) 94.4+50.9 92.8+49.3 97.6149.5 230.0+51.3 *

Los valores expresan la media + D.E. * p<0.05 vs Obesidad, ITG y DM2 con control glucémico. El andlisis es-
tadistico se realizo utilizando una prueba de ANCOVA ajustando por edad y la prueba LSD. Valores de referen-
cia poblacién normal CT <200 mg/dL, C-LDL <130 mg/dL, TG <130 mg/dL (55) y C-HDL >36 mg/dL (56).

Los pacientes con DM2 sin control glucémico presentaron un perfil de lipidos mas aterogénico con
respecto a los otros 3 grupos, caracterizado por colesterol total (CT) y C-LDL significativamente
mas elevados (Tabla 2). En los valores de TG y el C-HDL se observa que no hay diferencias entre

los grupos y, en consecuencia, la relacion TG/C-HDL no muestra diferencias. Las relaciones CT/C-
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HDL y C-LDL/C-HDL son indicativas de un mayor riesgo a desarrollar aterosclerosis, entre mas
grande sea este valor numeérico mayor es el riesgo. De acuerdo con lo anterior, los pacientes con
diabetes tipo 2 sin control glucémico son los que presentan el mayor riesgo lipidico de desarrollar
aterosclerosis con indices CT/C-HDL y C-LLDL/C-HDL significativamente mayores respecto a los otros

grupos (p<0.05).

Prevalencia de dislipidemias en pacientes obesos : Prevalencia de disipidemias en pacientes ITG

60 556 50
48.9
S0 ] 50 471
40 40 ] 29.4
= 30 = 30
123 8‘9 8.9 122 | l
3 0.0 0.0
o || o
cT c-LDL TG C-HOL cT C-LDL TG c-HoL
Prevalencia de dislipidemias en pacientes con Prevalencia de dislipidemias en pacientes con
DM2 sin control glucemico DM2Z con conkrol glucemico
60 520 52.0 60 54.5
50 400
40 N
28.0
= 30 =
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o

cT C-LDL Ta Cc-HDL cv Cc-LDL TG C-HD.
Figura 12. P ] ia de dislipid: ias de cada uno de los grupos de estudio, (CT > 200 mg/dL,

C-LDL > 130 mg/di, TG > 130 mg/dL y C-HDL < 36 mg/dL).

Por otra parte, los adolescentes con DM2 sin control glucémico presentaron una mayor prevalencia
de dislipidemias, seguidos por el grupo de pacientes obesos (Figura 12). En este sentido, la hiper-
trigliceridemia y la hipoalfalipoproteinemia fueron las principales dislipidemias de la DM2 sin control
glucémico. La frecuencia de pacientes con niveles de C-HDL bajos fue similar en pacientes diabéti-

cos con y sin control glucémico.
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Debido a que el grupo de diabéticos se dividid en controlados y no controlados con base en sus
niveles de glucosa plasmatica en ayuno, la glucosa plasmdtica en los pacientes con DM2 sin control
fue mayor que en los demas grupos, con una media de 230.0 mg/dL.

Con lo que respecta a las determinadones realizadas en las enzimas y proteinas de transferencia

involucradas en el metabolismo de las HDL, los resultados se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Enzi Y pr §i de tr T ia asociadas a las HDL, de los 4 grupos de adol
tes estudiados.
OBESIDAD INTOLERANCIA
A LA GLUCOSA DIABETES TIPO 2
CON CONTROL SIN CONTROL

N 44 15 22 25
CETP 34.8518.46 31.30+8.22 36.14+8.27 32.78x8.50
% transferencia
PLTP 26.04+11.40 44.58:11.42 % 17.42+11.90 + 27.77:x11.44 §
% transferencia
LCAT 11.43+6.86 12.5614.23 * 10.1945.04 9.70+5.39
% esterificacion
nmol de CE/h/L 87.70+6.80 96.16+4.22 * 77.98+5.02 74.30+5.39
CETP/LCAT 3.15x1.33 2.58+1.3 3.72+1.30 @ 3.77+1.34 ¢
HDL 2/HDL 3 0.287+0.16 0.353:0.15 § * 0.16710.16 + 0.200+0.17 +

PON 1
Actividad ARE

117.58+36.43
N=26

123.52158.94
N=12

125.19+65.35
N=18

106.61+56.56
N=16

Los valores expresan la media + D.E. * p<0.05 vs DM2 sin control, @» p<0.05 vs ITG, Tt p<0.05 vs Obesi-
dad, § p<0.05 vs DM2 con control, ¥ p<0.05 vs Obesidad, Diabetes tipo 2 controtada y sin control. El andli-
sis estadistico se realizd utilizando ANCOVA ajustando por la edad y 1a prueba LSD. El cociente HDL 2/HDL 3,
se obtuvo de la suma de las subclases HDL 2b + HDL 2a dividido entre la suma de las subclases HDL 3a +
HDL 3b + HDL 3c. Para ios parametros de esta tabla no se cuenta alun con valores de referencia.

La actividad de la CETP expresada como tasa de transferencia (%) fue semejante entre los grupos.
Los pacientes con ITG tuvieron una actividad significativamente mayor de PLTP comparados con los
otros 3 grupos. Por otro lado el grupo de DM2 sin control tuvo menor actividad LCAT, alcanzando

significado estadistico solo en la comparacion con el grupo de ITG (Tabla 3).
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La enzima PON 1 esta asociada fisicamente a las HDL y se relaciona con 1a inhibicidn a la oxidacion
de las LDL y se ha propuesto que solamente se encuentra en {a fraccion HDL3. Debido a lo anterior,
se realizé 1a determinacion de la actividad ARE, en algunas muestras de suero en los pacientes, ya
que es directamente proporcional a la masa de la enzima PON 1 presente en la muestra. Observa-
mos una tendencia hacia menor actividad ARE en los pacientes con DM2 sin control, sin embargo,
ia diferencia no alcanzé significado estadistico (Tabla 3).

Una vez que los cuatro grupos de pacientes fueron caracterizados en su perfil de lipidos, la activi-
dad de proteinas que intervienen en la remodelacion de las HDL, asi como la actividad PON 1, pro-
cedimos a determinar la proporcion relativa de cada una de la subclases HDL seg(n se describe en
la seccién de métodos. En la figura 13 se muestra un gel representativo de la determinacién de las
subcilases de HDL obtenidas mediante electroforesis nativa en gel de poliacrilamida con un gradien-
te 4%-30% en condiciones no reductoras. El perfil densitométrico de geles como el mostrado en la

figura 13 se muestra en la figura 14, en la que se sefiala la posicion que corresponde a cada una

de las diferentes subclases de HDL.
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Figura 13. Gel de poliacrilamida con un gradiente 4%-30%; el carril 1) es de marcadores de radio de
Stokes y los carriles 2-5 son de muestras de HDL aisladas por UCF secuencial diferencial; 2) ITG, 3) DMT2 sin
control glucémico, 4) DMT2 con control glucémico y 5) Obesidad. Las proteinas se tifien con azul de
coomasie, la intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de proteina. La proporcién relativa
de una subclase depende de la cantidad en que se encuentra asi como de la cantidad de proteina que posee.
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Figura 14 . Perfiles densitométricos representativos de la distribucién de tamaiios de las HDL
obtenido mediante PAGGE. A) Perfil de distribucion de tamaiios de HDL en pacientes obesos y con ITG. B)
Perfil de distribucion de tamaiios de HDL en pacientes con diabetes tipo 2. La posicién de las regiones
correspondientes a las subclases de HDL se muestra con las franjas 2b, 2a, 3a , 3b y 3c. El perfil de los
pacientes con ITG es muy semejante al de ios obesos sdlo se muestra el de estos ultimos.
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Figura 15. Distribuciones de las subcilases de HDL. 1 Obesidad, 2 ITG, 3 DM2 sin control y DM2 con

control glucémico. * p< 0.05 vs Diabetes tipo 2 controlada y sin control, + p< 0.05 vs obesidad e ITG, #

p< 0.05 vs ITG, las barras representan |la media + D.E.

A partir de la metodologia anterior caracterizamos cada una de las subclases de HDL de los sujetos
incluidos en el estudio. En la figura 15 estdn representados los valores relativos promedio de cada

una de las subclases de HDL en los diferentes grupos de sujetos. Observamos que los pacientes
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diabéticos independientemente de tener o no control gliicemico mostraron una Mayor proporcion
de las subclases HDL 3b y HDL 3c en detrimento de las subclases HDL 2b y 2a. En otras palabras,
la condicién fisiopatSlogica de DM2 se asocié a un incremento de la proporcion relativa de particu-
las HDL pequefias en detrimento de las HDL grandes. Esta situacién se presentd simuitdneamente
con disminucion en la actividad de LCAT y PLTP en los pacientes con DM2 (tabla 3) respecto a lo
que se encuentra en la etapa previa de la enfermedad (ITG). Las observaciones anteriores sugieren
diferentes procesos de remodelacion de las HDL en funcién de la etapa de desarrolio de la DM2 en
la que se encuentran los pacientes. Para obtener mas indicios al respecto, realizamos un estudio de
correlacion simple entre las proporciones relativas de las subclases de HDL y las actividades de la
prateina y enzimas que intervienen en la remodelacién de las HDL. Los resultados de este andlisis

se presentan en la tabla 4 y la figura 16.

Tabla 4. Coeficientes de correlacién lineal entre las subclases de HDL y las protei a-
das en su metabolismo.

GRUPO HDL 2b HOL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c
Todos =-0.290 ** | r=-0.394 ** r=-0.062 r=0.337 ** | r=0.276 **
CcETP 1 r=-0.360 * r=-0.454 ** r=-0.131 r=-0.430 ** =0.339 *
2 r=-0.647 ** | r=.0.693 ** r=-0.027 r=0.713 ** r=0.534 *
3 r=0.201 r=-0.071 r=-0.190 r=-0.030 r=0.002
4 r=0.308 r=0.130 r=0.464 * r=-0.333 r=-0.383
Todos r=-0.027 r=-0.128 r=-0.226 r=0.194 r=0.023
1 r=-0.090 =-0.116 r=-0.599 ** r=0.281 r=0.135
pPLTP 2 r=0.384 r=0.243 =-0.207 r=-0.243 r=-0.488
3 r=-0.579 * | r=-0.664 ** r=-0.170 r=0.684 ** r=0.526 *
4 =-0.420 =-0.281 =-0.067 r=0.538 * r=0.064
Todos =-0.059 r=0.035 r=0.069 r=-0.003 r=-0.015
1 r=-0.174 r=0.011 r=0.178 r=0.085 r=-0.058
LCAT 2 r=0.239 r=0.151 r=-0.411 r=-0.066 r=0.128
3 r=-0.174 r=-0.162 r=0.008 r=0.128 =0.157
4 =-0.297 =-0.070 r=0.175 r=0.009 r=0.190
PON 1 Todos =-0.083 r=-0.135 r=-0.052 r=0.139 r=0.082
1 r=-0.236 r=-0.009 r=-0.007 r=0.206 r=0.045
actividad 2 r=-0.582 * r=-0.578 * r=0.329 r=0.603 * r=0.598 *
ARE 3 r=-0.049 r=-0.372 r=-0.273 r=0.150 r=0.358
4 r=0.307 r=0.012 r=-0.030 r=-0.044 r=-0.254
1 Obesidad, 2 ITG, 3 DM2 sin controt y 4 DM2 con control glucémico. * p < 0.0Sy ** p < 0.01
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Figura 16. Correlaciones de las subclases de HDL y Ia actividad de la CETP.
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Cuando se analizé el total de los individuos incluidos en el estudio, se observé que la CETP fue et
factor de remodelacién que correlacioné con los tamafios de HDL, sugiriendo que es factor determi-
nante de la distribucion de tamafios de HDL en las poblaciones estudiadas. Esta observacion se
confirma en los obesos y los ITG (Tabla 4 y figura 16). Sin embargo, tal correlacién entre la
actividad CETP y la distribuciéon de tamaios HDL no se presento en los sujetos con diabetes tipo 2,
independientemente del control glucémico (grupos 3 y 4, tabla 4 y figura 16). Adicionalmente, se
observé una asociacion importante entre la distribucién de tamafios HDL y la actividad PLTP en los

pacientes diabéticos con y sin control glucémico (Tabla 4).



VII. DISCUSION
c """ ]

La diabetes mellitus es un importante problema de salud a nivel mundial y la principal causa de
muerte en nuestro pais (57), siendo la diabetes tipo 2 su forma clinica mds prevalente. En este
sentido, se estima que la DM2 representa el 90% de todos los diabéticos del mundo occidental. En
otro tiempo la DM2 era considerada estrictamente una patologia metabdlica de los adultos, sin em-
bargo, en la ditima década su frecuencia ha mostrado un incremento muy importante entre los ni-
nos y adolescentes, especialmente Hispano/iatinoamericanos, Africano-americanos, Americanos na-
tivos e Islefios del pacifico. Esta epidemia emergente se ha asociado con las crecientes tasas de
obesidad, definida como un incremento excesivo de grasa corporal (58-59).

El IMC ofrece una buena estimacién indirecta de la grasa corporal y, en consecuencia, del nivel de
obesidad. Presenta un bajo costo, y ha sido validado por diversos estudios que demuestran un au-
mento en la mortalidad en sujetos con valores del indice por arriba de ciertos puntos de corte. Para
la poblacion mexicana, de acuerdo al Consenso Nacional de Obesidad, se debe considerar como
adulto obeso a todo sujeto con un IMC = 27 Kg/m? y con un IMC = 25 Kg/m? para menores de 1.64
m en hombres y 1.51 m en mujeres se define como obesidad (60). En poblacion pedidtrica, 1a obe-
sidad se define como el IMC > percentil 95 ajustado para edad y sexo. La mayoria de los 4 grupos
presentan un IMC > percentil 95 ajustado para edad y sexo, es decir en ellos predomina la
obesidad que estd muy asociada con la patogénesis de la diabetes tipo 2. En efecto, la DM2 es la
etapa final de un proceso fisiopatolégico de larga duracién denominado sindrome metabdlico. El
sindrome metabdlico comienza con una resistencia a 13 insulina, principalmente, por parte del tejido
muscular, adiposo y hepatico. Para compensar la resistencia a la insulina, el pancreas sintetiza mas
hormona que resulita en poco tiempo en hiperinsulinemia. El exceso de insulina, por ser una hormo-
na anabdlica, favorece una excesiva ganancia de peso y estd a su vez favorece la resistencia a la
insulina, creando asi un circulo vicioso entre obesidad y resistencia a la insulina. La historia de la
enfermedad continua con una etapa de ITG antes de que aparezca la hiperglucemia en ayun-as por

agotamiento de la reserva de insulina de las células de los islotes pancreaticos. Se distinguen en-



tonces 3 etapas fundamentales en la génesis de la DM2: resistencia a la insulina/obesidad, intole-
rancia a la glucosa y finalmente Ia DM2. Cada una de la etapas evolutivas de Ia enfermedad estan
comprendidas en el disefio de nuestro estudio.

Ademas, la DM2 es causa de dislipidemias y es un factor de riesgo de desarrollar EAC. Sin embar-
go, cuando aparece en edad adulta, otros causas de dislipidemias y otros factores de riesgo se
asocian, tales como tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo, hdbitos alimentarios poco flexibles,
estrés, hipertension arterial, enfermedades e infecciones concomitantes, polingesta de farmacos,
etc. En consecuencia, evaluar el efecto exclusivamente debido a la resistencia a la insulina/DM2
sobre el metabolismo de las HDL se convierte en una tarea casi imposible. En este sentido, el
adolescente con resistencia a la insulina/DM2 resulta ser un modelo de estudio mas apropiado
porque varias de las causas de dislipidemias antes citadas aun no estan presentes en ellos. Por esta
razén, nuestro estudio fue concebido con adolescentes como grupo modelo y no en adultos.

Dentro de los factores mas importantes que predisponen a los adolescentes a desarrollar DMT2
esta la edad (61): se ha reportado que el promedio de edad en los pacientes con diabetes tipo 2
es de 13.5 afios al momento del diagnostico, 10 que coincide con el pico del crecimiento y desarrollo
de la pubertad. Se ha documentado que durante la pubertad se presenta un periodo transitorio de
resistencia a la insulina, normalmente con un aumento de 2 a 3 veces del pico de respuesta a la in-
sulina a administraciones orales o intravenosas de glucosa y, para quienes padecen diabetes tipo 1,
un aumento importante en la dosis de insulina. En nuestro estudio el promedio de los pacientes con
diabetes tipo 2 es de 13.6 aiios lo cual concuerda con lo reportado en otros estudios (45).

Las caracteristicas bioquimicas del paciente diabético adulto son hiperglucemia, hipertrigliceridemia,
hipoalfalipoproteinemia e hiperinsulinemia. Debido a que los niveles de lipidos son dependientes de
la edad y a que, en nuestro estudio, hubo una ligera diferencia en la misma entre los grupos, se
ajustaron sus valores segun esta variable para eliminar su efecto. Aunque no todos los pacientes
con DM2 van a presentar dislipidemias (consideradas como las alteraciones cuantitativas del perfil
de lipidos y lipoproteinas); en el “*San Antonio Heart Study”, mas del 60% de los pacientés con DM2
presentaban dislipidemia, en comparacién con menos del 25% de los no diabéticos (62). Nuestros
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resultados muestran que los pacientes del grupo DM2 sin control glucémico poseen, en efecto, los
valores promedio mas altos de CT y C-LDL plasmaticos en comparacion con los otros tres grupos.
Cuando el CT se eleva generaimente es por elevacién del C-LDL que es considerado la forma mads
aterogénica del colesterol presente en el plasma, debido a que las LDL estan directamente relacio-
nadas con la formacion de la placa ateromatosa. Valores elevados de C-LDL coinciden con un au-
mento en la incidencia de EAC. En los sujetos con DM2, ain en la presencia de niveles normales de
C-LDL, la aterogenicidad de estas Lp es mayor por el predominio del fenotipo B de las subclases de
LDL. Este fenotipo se caracteriza por un tamafio menor (< 25.5 nm), mayor densidad y un mayor
potencial aterogénico por los siguientes mecanismos (63).

- Entran con mayor facilidad por la pared arterial

- Son mas toxicas para las células endoteliales

-  Son mas susceptibles a la oxidacion

- Aumentan fa produccién del inhibidor del activador de plasminogeno 1 en las células

endoteliales, generando un estado procoagulante que favorece la trombosis

- El receptor LDL presenta una afinidad menor por las LDL pequefias y densas, por lo que

permanecen mas tiempo en circulacion )

- Los receptores SR-AI/AII presentan una mayor afinidad por las LDL pequeiias y densas
Niveles elevados de glucosa en plasma, caracteristico de la diabetes tipo 2 sin control glucémico
promueven la glicosilacion inespecifica no enzimatica de las proteinas plasmaticas. La glicacion de
las LDL pequefias y densas aumenta su oxidabilidad, y disminuye la afinidad del receptor LDL por
ellas (64). Todo lo anterior nos indica que en la diabetes tipo 2 sin control glucémico las LDL pre-
sentan una aterogénicidad muy grande, el mayor riesgo de aterosclerosis concuerda con los mayo-
res valores numéricos de las relaciones de CT/C-HDL y C-LDL/C-HDL.

El fenotipo B de las LDL esta asociado a concentraciones plasmdticas elevadas de triglicéridos. En
efecto, en nuestros grupos de estudio hay una alta prevalencia de hipertrigliceridémia (punto de
corte 130mg/dL) que oscila entre 47% a 56% aproximadamente (figura 12). A excepcion del grupo

de DM2 con control glucémico que sélo presenta una prevalencia del 36 %. La relacion resistencia



a la insulina-hipertrigliceridemia se fundamenta en el incremento de AGNE originada por la no inhi-
bicién de la lipasa sensible a la insulina del tejido adiposo, situacién que surge cuando aumenta ia
concentracién plasmatica de insulina. El exceso de AGNE estimula en e! hepatocito la sintesis de
VLDL ricas en TG, que resulta en la hipertrigliceridemia frecuentemente observada en cualquiera de
la etapas de la resistencia a la insulina. A la luz de estos mecanismos, resulta facil explicar la ailta
frecuencia de hipertrigliceridemia en todos los grupos. La relacion resistencia a la insulina-
triglicéridos se verifica al comparar esta frecuencia en los grupos de diabéticos. Mientras que apro-
ximadamente la mitad de los sujetos del grupo de DM2 sin control glucémico presenta cifras de tri-
glicéridos por arriba de 130 mg/dL de triglicéridos plasmaticos, alrededor de la tercera parte de su-
jetos en el grupo de DM2 con control glucémico presentan cifras de triglicéridos mayores a 130
mg/dL. La razdén de esta diferencia radica en la disminuciéon de la resistencia a la insulina a través
de reduccién de peso, control dietético y de la intervencién farmacoldgica con metformina 6 la
combinacion de metformina-insulina.

En lo que concierne a la hipoalfalipoproteinemia, este es un hallazgo comun asociado a la resisten-
cia a la insulina. En efecto, en los cuatro grupos de sujetos estudiados observamos una alta fre-
cuencia de hipoailfalipoproteinemia (definida como C-HDL<36 mg/dL), que varia desde 29% en el
grupo ITG hasta 54% en el grupo de DM2 con control metabdlico. Existe una diferencia significativa
entre la frecuencia observada en el grupo de obesos y la observada en el grupo ITG. Es importante
mencionar que varios de los sujetos con intolerancia a la glucosa estaban dentro de un programa
nutricional y de ejercicio por al menos durante 2 meses, por lo que los valores medios bajos de TG
y mas altos de C-HDL podran ser explicados por esta causa. La frecuencia de.hipoalfalipopmelnemla
en los sujetos DM2 fue similar independientemente del control glucémico. La importancia de este
hecho radica en que comunmente la hipoalfalipoproteinemia se describe como un evento
secundario a la hipertrigliceridemia a través de un mecanismo que involucra a la CETP (6S). De
acuerdo con la literatura nuestros resultados muestran que la alta incidencia de hipoalfa-
fipoproteinemia se correlaciona con la hipertrigliceridemia y las concentraciones de los TG plasma-

ticos, y muy probablemente con la hiperinsulinemia. Con base en esta cbservacién, podemos pro-



poner que la asociacion de una triada resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia e hipoalfalipo-
proteinemia, estan presentes en edades tempranas en sujetos con obesidad y aiteraciones en el
metabolismo de los carbohidratos, como son los diabéticos y los intolerantes a la glucosa(66).

En otro orden de ideas, en principio el perfil de lipidas es el resultado del equilibrio que existe entre
tas diferentes enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de lipoproteinas, a saber, LCAT,
CETP y PLTP. Para establecer la posible influencia de estas enzimas y proteinas de transporte, en el
perfil de lipidos, determinamos su actividad en los 4 grupos de estudio. Partiendo de la suposicion
que alteraciones en las actividades LCAT, CETP y PLTP, generan perfiles lipidicos aterogénicos, las
diferencias mas notorias eran esperadas en el grupo de diabéticos sin control metabdlico (el grupo
con mas alteraciones lipidicas). En apoyo al planteamiento anterior, la actividad de 1a LCAT fue
menor en el grupo de referencia, pese a que la diferencia sdlo fue significativa cuando se compard
con la actividad del grupo de intolerantes a la glucosa. Se ha descrito que una actividad baja de
LCAT es causa de hipoalfalipoproteinemia (4), en concordancia con lo anterior, ios dos grupos con
fa actividad LCAT mas baja mostraron las mayores prevalencias de hipoalfalipoproteinemia, es decir
los sujetos diabéticos. En este estudio, salvo por los sujetos con DM2 con control glucémico, ia
LCAT no correlaciona con ningdn parametro del perfil lipidico y por io tanto la LCAT no es el origen
metabdlico de los nivele elevados de CT y C-LDL observados en la DM2 sin control (65).

En lo que concierne a la PLTP, la actividad de esta proteina, al igual que la LCAT, esta relaciona
fundamentalmente con los niveles de C-HDL, pero en un reporte reciente, la PLTP también se aso-
cié positivamente con la cantidad de particulas VLDL y LDL en sujetos con diabetes tipo 1 des-
controlada, Colhoun et a/ (67). En vista de que el grupo ITG presenta actividades entre 1.6 y 2.5
veces mas elevadas que los otros grupos, y con base en los resultados de Colhoun et a/ (67),
esperariamos niveles mas altos de C-LDL y de TG (como medida indirecta de las VLDL), y mds
bajos de C-HDL en este grupo de ITG, pero no fue el caso. Solo encontramos en analisis univaria-
do, una fuerte correlacién negativa entre C-HDL y.PLTP, sugiriendo que efectivamente en este gru-
po los niveles de HDL estan determinados en buena medida por la actividad de Ia enzima. La falta



de un impacto directo sobre el perfil lipidico por parte de la PLTP en el grupo con ITG, podria ser
por el tratamiento que estaban recibiendo con dieta y ejercicio.

Esta ampliamente aceptado que la relacién indirecta entre la el C-HDL y la enfermedad aterosclero-
sa coronaria es de tipo causal, y tradicionaimente se ha explicado por el papel que juegan estas Lp
en el transporte reverso de colesterol (68). Sin embargo, en los ultimos afios, se ha generado mu-
cha informacion acerca de otras propiedades de las HDL potenciaimente antiaterogénicas. Dentro
de estas propiedades destacan su capacidad antiinflamatoria, antioxidativa, anticoagutante y profi-
brinolitica (69). Las HDL comprenden una clase heterogénea de particulas lipoproteicas que com-
parten una alta densidad (>1.063 g/mL) y un diametro relativamente pequeiio (diametro de
Stoke’s 7.2 a 12 nm). Diferencias cuantitativas y cualitativas, en el contenido de lipidos y apo, enzi-
mas y proteinas de transferencia de lipidos resulta en la presencia de varias subclases de HDL.
Estas subclases se caracterizan por diferencias en forma, densidad, tamaiio, movilidad electroforéti-
ca y composicion de apo (7). En este contexto, se ha sugerido que no es per se la concentraciéon
del C-HDL, sino la concentracion de varias subclases de HDL las determinantes del potencial anti-
aterogénico de estas Lp (20). Con base en esta propuesta vanguardista y del alto riesgo que la re-
sistencia a la insulina representa, decidimos caracterizar las subclases de HDL en nuestros sujetos.
La estructura heterogénea que caracteriza a las HDL se estudié en términos de la distribucién de
tamafios, mediante electroforesis nativa en getl de poliacritamida con un gradiente de 4% - 30% en
condiciones no reductoras. Como se ha mencionado previamente, las determinaciones de la
diversidad estructurai de ias HDL puede tener relevancia fisiopatolégica fuertemente relacionada
con el riesgo a desarrollar EAC mas que la sola determinacion de fa concentracién del C-HDL.. De
hecho, debido a que los valores promedio de fos 4 grupos son bajos, el C-HDL resulta ser un factor
de riesgo presente a temprana edad.

Las proporciones de las diferentes subclases de HDL si presentaron algunas diferencias. En efecto,
los sujetos obesos presentaron una proporcién mayor de HDL grandes (tipos 2a y 2b) en compara-
cion con los sujetos diabéticos, independientemente de 1a existencia o no del contro! glucémico. Es-

te resuitado contribuye a explicar el alto riesgo de desarrollar aterosclerosis en la DM2. En efecto,
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se ha reportado la disminucién de las subclases 2a y 2b de HDL en pacientes con EAC (17).
Asumiendo esta premisa como verdadera, los sujetos con diabetes DM2 tienen un mayor riesgo que
los que no han alcanzado ain esta etapa del sindrome metabdélico.

Como consecuencia de una baja proporcion de particulas grandes, los sujetos diabéticos presenta-
ron niveies mas ailtos de particulas HDL pequeiias(subclases 3b y 3c). Las alteraciones en la
distribucion reilativa de las subclases de HDL en los pacientes con DM2 ocurren independiente-
mente del control de los niveles de glucosa. Esta anormalidad también puede persistir a pesar de
la aparente normalizacién de las dislipidemias y se apoya en que las cohortes de diabéticos tienen
significativamente aumentado el riesgo de EAC comparado con las poblaciones no diabéticas con
niveles similares de lipidos en plasma. A pesar de las similitudes en el perfil de distribucion de las
subclases de HDL de los pacientes con DM2, con y sin control glucémico, es muy probable que la
funcionalidad de las subclases de HDL sea diferente por efecto de una glicosilacion inespecifica de
proteinas que suele ocurrir cuando se mantienen persistentemente altos los niveles plasmaticos de
glucosa. Se ha reportado que la glicosilacién de las HDL disminuye su capacidad para captar el co-
lesterol, es decir la primera etapa del TRC se encuentra disminuida (70-71). También la glicosila-
cion de las HDL disminuye sus propiedades antioxidantes como se mencionara mas adelante. Por lo
tanto, postulamos que pese a existir similitudes estructurales de las HDL determinadas por gradien-
te de poliacrilamida, en los sujetos DM2 con y sin control glucémico, es posible que las HDL no
sean necesariamente igualmente funcionales en ambas situaciones, quiza a causa de una glicosila-
cion inespecifica de las mismas.

Las diferencias en la distribucion de las subclases de HDL son el resultado de diversos factores
plasmaticos que afectan tos tamarios de las mismas. Dentro de esos factores estan las enzimas y
proteinas de transferencia — LCAT, CETP, PLTP-. Estas participan en la remodelacién de las HDL y
en consecuencia pueden estar involucradas de manera indirecta en la funcionalidad de esta
lipoproteinas. Estudios /i vitro e in vivo han mostrado que la PLTP es capaz de modular la
composicion, el tamafio y la concentracion de las HDL plasmaticas. Esto lo realiza mediante el

proceso llamado conversién (cambios de tamaiio de las particulas HDL mediante la fusién de
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particulas) y la capacidad para transferir fosfolipidos y CL, entre las LRTG a las HDL. Mediante el
proceso de conversién de las HDL la PLTP promueve principalmente la generacién de particulas
HDL grandes y particulas pre-81 aumentando la cantidad de aceptores primarios del colesterol. La
CETP otra proteina de Ia familia de proteinas de transferencia, realiza la conversion de las HDL pero
a diferencia de la PLTP solo favorece la formacién de particulas HDL pequefias (72). Otro factor
plasmatico importante que regula el tamafio de las HDL es la LCAT, estudios /7 vitro e /n vivo han
mostrado ambos que esta enzima promueve la generacion de particulas HDL grandes a partir de
particulas HDL pequeiias (73).

Los pacientes con ITG presentan la mayor concentracion de C-HDL, pero sin alcanzar la diferencia
estadistica significativa al compararia con los demas grupos, esta concentraciéon mayor de C-HDL
posiblemente se debe su mayor actividad PLTP y LCAT, que concuerdan con la presencia de los
mayores porcentajes de las subclases HDL 2b y 2a presentes en el grupo anterior. En cuanto a los
pacientes con DM2 sin control, estos se caracterizan por los mayores porcentajes de 1as subclases
HDL 3b y 3c. E! origen metabdlico de estas HDL pequerias puede ser debido a la menor actividad
LCAT.

Para finalizar, en lo que concierne a la paraoxonasa, ésta es una enzima que se asocia fisicamente
a las HDL y cuyo papel antiaterogénico esta ain en discusion. No obstante, se ha demostrado que
la enzima se liga preferentemente a las HDL con mayor tensiéon de superficie, esto es, a las HDL
pequefias. La razon de esta selectividad se fundamenta en hecho de que la PON 1 se sintetiza en
higado y permanece anclada a la membrana del hepatocito. Para poder ser liberada de ella, se
requiere de una particula que pueda competir por los sitios de interaccién hidrofébicos de la
proteina. Esta particulas pueden ser micelas de diversas naturalezas pero con ciertas proporciones
y con alta tension superficial, similares a las de las HDL pequeiias. Resulta légico postular por lo
tanto que las alteraciones en fa distribucién de tamaiios de las HDL en los sujetos puede afectar la
actividad plasmatica de la enzima. Por esta razén, decidimos determinar la actividad de la PON1 en
plasma, esperando ademas que la actividad ARE correlacionara con algunas de las subclases de

HDL. A partir de los resultados experimentales obtenidos solo se observa una tendencia en los
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pacientes con diabetes tipo 2 sin control a presentar una actividad mas baja, pero sin alcanzar
significado estadistico. Este hecho habia sido observado en otros estudios, y se ha atribuido a la
glicositacion inespecifica de la enzima por el descontrol glucémico (74). La explicacion anterior no
puede ser contestada por nuestros resultados, pero la diferencia en los tamanos HDL entre la DM2
y las etapas previas del sindrome metabdlico, asociada a una tendencia hacia menores actividades
ARE en los sujetos con descontrol metabdlico, abren ta posibilidad de una “disfuncién” HDL en esta
situacion fisiopatoldgica

En resumen las medias del C-HDL y de TG de la poblacion con DM2 estudiada son anormales y
presentan una alta prevalencia de dislipidemias. Las correlaciones entre las actividades LCAT, CETP
., PLTP, y el perfil de lipidos son minimas. La menor frecuencia de hipoalfalipoproteinemia en los
sujetos con DM2 con control glucémico e ITG, podria estar asociada con el tratamiento establecido.
Por otra parte, la DM2 se asocia con una mayor proporcion de particulas HDL pequefias, subclases
HDL 3b y 3c, con respecto a las etapas previas a la enfermedad (obesidad e ITG) en donde
predominan las subclases HDL 2a y 2b. La distribucién de tamafios HDL en las etapas previas a la
DM2 tienen una fuerte dependencia de la CETP, mientras que en la DM2 la distribucion se asocio
fundamentalmente con la actividad de la PLTP. En el caso de la enzima PON 1, los cambios en la
distribucién de tamariios HDL no tiene impacto en su actividad ARE. Pese a lo anterior, la determi-
nacion de subclases de Lp puede ser empleada para evaluar de manera éptima el riesgo a desarro-

llar EAC, que en este estudio se enfocé a las HDL, por su papel antiaterogénico.



VII1. CONCLUSION

— ————— —  —— —  —
En nuestro estudio se observo que la DM2 presenta una mayor proporciéon de particulas HDL pe-
querias, asociado fundamentalmente con la actividad PLTP, independientemente de la existencia o
no del control glucémico.

Sin embargo, en las etapas previas a la enfermedad, obesidad e ITG predomina una mayor
proporcién de particulas HDL grandes, posiblemente en conexién con las actividades PLTP Y LCAT.
Las actividades de las proteinas -t CAT, CETP y PLTP- correlacionaron con algunas de las subclases
de HDL en los 4 grupos estudiados, destacando las correlaciones de la CETP, que concuerdan con

fo reportado en otros estudios.



Anexo 1. Correlaciones con los datos de todos los grupos.
Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas, asociadas a las HDL

y el perfil de lipidos.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa

(ARE)

cT r =0.047 r =-0.048 r=0.145 r =0.003
p_=0.650 p =0.977 p =0.137 p =0.981

TG r =0.221 =-0.123 r =0.187 r =0.084
p =0.037 * | p =0.375 p =0.054 p =0.492

C-LDL r =-0.051 r =-0.130 r =0.1491 r =-0.066
p =0.615 p =0.350 p =0.146 p =0.588

C-HDL |r =-0.081 =-0.087 r =-0.101 r =0.025

p =0.428 p =0.533 p =0.298 p =0.838

Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas asociadas a las HDL,

y las S subclases de HDL.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa

(ARE)

HDL 2b | r =-0.290 r =-0.027 r =-0.059 r =-0.083
p =0.004 ** | p =0.847 p =0.546 p =0.497

HDL 2a |r =-0.394 r =-0.128 r =0.035 =-0.135
p =0.000 ** |p =0.355 p =0.723 p =0.268

HDL 3a |r =-0.062 r =-0.226 r =0.069 r =-0. 052
p =0.546 p =0.101 p =0.482 p =0.672

HDL 3b jr =0.337 r =0.194 r =-0.003 r=0. 139

=0,973 p =0.256
=-0.015 r =0.082

p=0.001 ** |p =0.160 )
HDL 3c |r =0.276 r r

P =0.006 ** | p =0.869 p =0.878 p =0.501

Correlaciones de las 5 subclases de HDL y el C-HDL

HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c
C-HDL |r =0.241 r =0.359 r =0.077 |r =-0.256 r =-0.299

p =0.012 * | p =0.000 ** | p =0.427 | p =0.007 ** |p =0.002 **

* p < 0.05, ** p< 0.01



Correlaciones datos de pacientes con obesidad.

Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas, asociadas a las HDL

y el perfil de lipidos.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa

(ARE)

cT r =0.041 r =0.200 r =0.208 r =-0.117
p =0.804 |p =0.413 |p =0.185 |[p =0.568

TG r =0.252 r =-0.279 |r =0.276 r =0.134
p =0.117 |p =0.247 |p =0.074 =0 514

C-LDL. |r =-0.051 |r =0.394 r =0.124 =-0.232
p =0.753 |p =0.095 |p =0.427 =0 259

C-HDL |r =-0.162 |r =-0.296 |[r =-0.047 =-0.049
p =0.317 [p =0.219 [p =0.766 {p =0.811

DE ORIGEN

Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas asociadas a las HDL,

y las 5 subclases de HDL.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa
(ARE)
HOL 2b r =-0.360 r =-0.090 =-0.174 r =-0.236
p =0.0294* p =0.713 p =0.271 p =0.2497
HDL 2a r =-0.454 r =-0.116 r =0.011 r =-0. 004
p =0. 004** | p =0.636 p =0.947 p =0.986
HDL 3a r=-0.131 =-0.599 =0.178 r =-0. 007
p =0.4926 p =0.007%* p =0.261 p =0.974
HDL 3b r =0.430 =0.281 r =0.085 r =0. 206
p =0.244
p =0.006%* p =0.592 p =0.313
HDL 3¢ r =0.339 r =0.135 =-0.058 r =0. 045
p =0.035% p =0.583 p =0.713 p =0.827
Correlaciones de las 5 subclases de HDL y el C-HDL
HODL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c
C-HDL |r =0.175 r =0. 328 r =-0.021 |r =-0.182 |r =-0. 212
p=0.256 |p =0.030=* |p=0.893 |p =0.237 |p =0.167
* p < 0.05, ** p< 0.01
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Correlaciones datos de pacientes con ITG.
Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas, asociadas a las HDL

vy el perfil de lipidos.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa
(ARE)
CcT r=0.178 r =-0.076 r =-0.095 r =-0.074

p =0.494 p =0.903 p =0.715 p =0.818
TG r =0, 494 r =0.627 r =0.130 r =0.506

p =0.044 * | p =0.258 p =0.618 p =0.093
C-iDL r =-0.010 r =-0.239 r =-0.060 r =-0.197

p =0.971 p =0.699 p =0.818 p =0.539
C-HDL r =-0.225 r =-0.291 r =-0.060 r =-0. 286

p =0.386 p =0.634 p =0.818 p =0.368

Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas asociadas a las HDL,

y las 5 subclases de HDL.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa
{ARE)
HDL 2b | r =-0.647 r =0.384 r =0.239 r =-0.582
p =0.005 ** | p =0.524 p =0.355 p =0.047 *
; HDL 2a |r =-0.693 r =0.243 r=0.151 r =-0.578
p =0. 002 ** | p =0.694 p =0.563 p =0.049 *
HDL 3a =-0.027 =-0.207 =-0.411 r =0.329
p =0.918 p =0.738 p =0.101 p =0.297
HDL 3b | r =0.713 r =-0.243 r =-0.066 r =0.603

p =0.001 ** |p =0.693 p =0.802 p =0.038 *
HDL 3c =0.534 r =-0.488 r=0.128 r =0.598

p =0.027 * p =0.405 p =0.623 p =0.040%*

Correlaciones de las 5 subclases de HDL y el C-HDL

HDL 2b HDL 2a (HDL 3a HDL 3b HDL 3¢
C-HDL  |r =0.336 [r =0.436 |r =0.172 |r =-0.454 r =-0.418

p =0.187 | p =0.080 | p =0.510 [ p =0.067 p =0.095
* p < 0.05, ** p< 0.01




Correlaciones datos de pacientes con diabetes tipo 2 sin control glucémico.
Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas, asociadas a las HDL

y el perfil de lipidos.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa
(ARE)
Ccr r =0.079 r =0.037 r =0.186 r =0.065

p.=0.727 p =0.895 p=0.373 p =0.818
TG r =0.083 r =0.103 r =0.242 r =0.145

p =0.715 p =0.716 p =0.243 p =0.607
C-LbL r =-0.018 r =0.199 r=0.231 r =0.024

p =0.935 p =0.478 p =0.266 p =0.931
C-HDL r=0.191 r =-0.610 r=-0.284 r =-0.054

p=0.395 |p =0.016* |p =0.168 |p =0.850

Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas asociadas a las HDL,

y las 5 subclases de HDL.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa

(ARE)

HDL 2b r =0.201 r =-0.579 =-0.174 r =-0.049
p =0370 p =0.024 * p =0.406 p =0.863

HDL 2a =-0. 071 |r =-0.664 r =-0.162 =-0,372
) p =0.753 |p =0.007 **= |[p =0.439 p =0.172
HDL 3a r =-0.190 r =-0.170 r =0.008 r =-0.273
p =0.396 p =0.546 =0.968 p =0.325

HDL 3b r =-0.030 r =0.684 r =0.128 r =0.150

p =0.895 p =0.005 ** | p =0.541 p =0.593
HDL 3¢ r =0.002 r =0.526 r =0.157 r =0.358

p =0.994 p =0.049 * p =0.453 p =0.190

Correlaciones de las 5§ subclases de HDL y el C-HDL

HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3¢
C-HDL | r =0.347 r =0.381 r =0.269 r =-0.318 |r =-0.465

p=0.089 |p=0.060 |p=0.194 [p =0.122 |[p =0.019 *

* p < 0.05, ** p< 0.01



Correlaciones datos de pacientes con diabetes tipo 2 con control glucémico
Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas, asociadas a las HDL

y el perfil de lipidos.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa
(ARE)
cT r =-0,021 r=0.274 r =0.510 r =0.296

p =0.931 p =0.324 p =0.015 * | p =0.266
TG r =-0.070 r=-0.343 r =0.104 r =-0.090

p =0.774 p =0.210 p =0.645 p =0.741
C-LDL r =-0.071 r=0.238 r =0.534 r =0.234

p =0.773 p =0.392 p =0.011 * | p ==0.383
C-HDL | r=0.023 r=0.514 r =-0.009 r=0.174

p =0.926 p =0.050 p =0.969 p =0.519

Correlaciones entre las actividades de las proteinas de transferencia y enzimas asociadas a las HDL,

vy las 5 subclases de HDL.

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa
(ARE)
HDL 2b r =0.308 r =-0.920 R =-0.297 |r =0.307

p =0.199 p =0.119 p =0.180 p =0.247
HDL 2a r =0.130 r =-0.281 R =-0.070 |r =0.012

p =0. 597 p =0.310 p =0.756 p =0.964
HDL 3a r =0.464 r =-0.067 R =0.175 r =-0.030

p =0.045 * | p =0.812 p =0.436 p =0.911
HDL 3b r =-0.333 r =0.538 R =0.009 r =-0.044

p =0.163 p =0.039 * | p =0.967 p =0.873
HDL 3c =-0.383 r =0.064 R =0.190 r =-0.259

p =0.105 p =0.821 p =0.398 p =0.343
Correlaciones de las 5 subclases de HDL y el C-HDL

HDL 2b HDL 2a HDL 3a HODL 3b HDL 3¢
C-HDL r =0.187 r =0.332 r =0.016 r =-0.158 r =-0.253

P =0405 [p =0.131 p =0.943 p =0.483 p_=0.256
"p<005 ""p< 001
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Anexo 2 A. Gel de poliacrilamida en condiciones nativas

Subclases de HDL, para un gel con gradiente 4%-30%.

4% (5 mL) | 30% (5 mL)
TBE (mL) 0.5 0.5
Bis-acrilamida (mL) 0.4 3.0
Agua (mL) 4.1 0.75
Glicerol mL) | -=m==m-- 0.75

Una vez que ya se tiene esto, adicionar al momento de hacer el gel lo siguiente:

Persulfato de amonio
10 mg/100 pt

20 pL

20 pL

TEMED

4 pl

4

e El buffer de corrida es TBE
- Migrar a 20 V por 15 minutos, sin muestra

o Depositar 10 pg de proteina al gel con 1 pL de buffer de muestra
- Migrar a 70 V por 15 minutos

- Migrar a 165 V por 20 horas

e Teiiir el gel con azul de Coomasie

. Nota usar {os marcadores de radio de Stokes

Marcadores de radio de Stokes

Tiroglobulina
Ferritina

Catalasa

Lactato deshidrogenasa

Albdmina

17.0 nm
12.2 nm
10.4 nm
8.1 nm

7.1 nm

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Anexo 2 B. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS). Separacién de

apolipoproteinas.

Solucién A; 36.3 g Tris-HCl c.b.p. 100 mL, pH=8.9

Solucién B; 48.0 g Acrilamida mdas 1.28 g Bis-acrilamida c.b.p._loo mL

Solucién C; 10 g SDS c.b.p. 100 mL

Solucién E; 39.4 g Tris mds 2.0 g SDS c.b.p. 1 000 mL, pH=6.8
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Gel para lipoproteinas de aita densidad (gradiente 4%6-21%)

Una vez que ya se tiene esto, adicionar al momento de hacer el gel {0 siguiente:

4%
Solucién A (mL) |[1.0
Soluciéon A (pL) [320.-
Hz0 L) [2.68
Glicerol (mL)
SDS () {40 40 ———————

Solucién E (mL)

2.0

* persulfato de 25 25 40
amonio (ut)
TEMED L) S S 6

- *10 mg en 100 L de agua destilada

- Depositar 15 pg de proteina al gel con 10 pi de buffer de muestra

. Migrar a 60 mA hasta que entren las muestras en el gel concentrador

- Migrar a 90 V durante 2.5 horas (hasta que saiga el frente de migracién del gel)

e Teiiir el gel con azul de Coomasie

e Nota usar los marcadores de bajo peso molecular

Marcadores de bajo peso molecular

a-Lactoalbdmina
Inhib. Tripsina
Anhidrasa carbénica
Ovoalblimina
Albamina
Fosforilasa

14, 400
20, 100
30, 000
45, 000
66, 000
97, 000

72



Anexo 3. Aistamiento de Apo Al

Se obtuvieron HDL por ultra centrifugacion secuencial diferencial, posteriormente se liofilizaron y
se deslipidaron con una mezcla de solventes organicos (etanol:eter;2:1). La parte proteica se
disolvié en solucion Tris-HC! 30mM (Boehringer Mannheim) y solucién amortiguadora de Urea 6 M a
pH =8.0, esta mezcla se sometid a cromatografia de intercambio iGnico, para separar Apo Al
usando una columna Uno™-Q1 (Bio Rad Serie Q1-2291) acoplada a un sistema de cromatografia
Bio Rad Dou Flow. La elusién de proteinas se realizé con un gradiente lineal en la misma solucién
amortiguadora de NaCl 0.1 M. Se colectaron fracciones de 250ulL y se seleccionaron solo las
fracciones que contenian apo Al, esto se verificd con una electroforesis PAGE-SDS con un gradiente
de 4% a 21%, haciendo visibles las bandas con una tincién de azul de Coomasie, obteniéndose una
pureza del 98%. La concentracién de Apo Al fue estimada por el método de Lowry. Las fracciones
que contenian apo Al se dializaron con Bicarbonato de amonio SmM, posteriormente se liofilizaron
y se almacenan a —20°C.

Anexo 4. Preparacion del substrato: proteoliposoma con colesterol-[’ﬂ]; procedimiento
de didlisis de colato.

Los proteoliposomas son particulas discoidales que simulan HDL nacientes y de esta manera se
determiné /7 vitro el metabolismo HDL. En un tubo de ensaye se agregd 870 ulL de lecitina 10
mg/mi (Sigma, St. Louis MO), 205 ulL de colesterol libre 1 mg/mL (Cholesterol Sigma, St. Louis) y
20 uL de >H- Colesterol no esterificado 48 Ci/mmol en tolueno (Amersham Pharmacia Biotech). Se
evapord el disolvente organico con Ns.

En otro tubo se adiciond 1.7 mL de buffer Tris- HCl 10 mM pH 7.4 adicionando 1 mL de apo AI (1
mg/mi) ver anexo 2 y 340 uL de solucidn de colato 0.725 M disuelto en el mismo buffer Tris. El
contenido de ambos tubos se mezcld y se agito vigorosamente en uno solo y se llevd a cabo una
dialisis por 3 dias con buffer Tris con el fin de eliminar el colato excedente. Se llego asi a una
proporcién molar final 0.8:250:12.5 de apo Al: lecitina: H-colesterol libre en los proteotiposomas.
Se ajusté al volumen de 4.5 mL y se realizaron alicuotas de 100 ul de la solucién de proteoliposo-

mas y se congelaron a —20°C.
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Anexo 5. Preparacién de sustrato aceptor (VLDL, IDL, LDL)

Se extrae sangre total de sujetos sanos en tubos con EDTA-Na (1.5 mg/ml), para separar el
paquete celular del plasma se centrifuga a 3500 rpm por 10 min, se extrae el plasma y se agrega
aprotinina (10ul/ml) y PMSF (1 mi/ml) como conservadores. Posteriormente se ajusta el plasma a
densidad=1.060 g/ml) con KBr solido y esta fraccidn se separa por ultracentifugacion secuencial. El
sobrenadante obtenido se dializa en una solucién amortiguadora 0.14 M NaCl /10mm Tris /mM
EDTA/0.01% &acido de sodio a un pH 7.4. Finalmente, se realizan alicuotas de 1 ml y se guardan a -
20 °C. Para verificar la calidad del sustrato (VLDL, 1DL), se cuantifican proteinas y se realiza una
electroforesis en gel de poliacrilamida con un gradiente de 3% a 19% en presencia de SDS.

Anexo 6. Preparacién de *H colesterol esterificado HDL;

Con el remanente de la anterior centrifugacion se realiza un pool y se ajusta a una densidad = 1.11
g/ml con KBr sdlido y se centrifuga a 110,000 rpm durante 2 h 35 min. a 10° C (Beckman Optima
TLX), la densidad es ajustada por la adiccion de KBr solido (Laitz), el sobrenadante se desecha
(LDL + HDL;) y el remanente (HDL; + plasma), se dializa contra amortiguador Tris. Después de la
dialisis se recupera la muestra, se coloca en un tubo de vidrio y se le agrega 100 uil de Colesterol
tritiado en etanol (equivalente a S0 uCi [10,2a(n)->H] Colesterol, amersham pharmacia biotech),
gota a gota y con una suave agitacién. Se deja incubar por 18h a 37°C, se ajusta a una densidad
=1.25 g/ml con KBr sdlido y se realiza una ultracentrifugacién a 110,000 rpm durante 2 h 35 min
para obtener HDL; . El KBr se elimina por medio de una nueva didlisis contra una amortiguador Tris
por dos dias. Al término de la didlisis se recupera la muestra y se realizan alicuotas de 200 ulL y se
guardan a —20°C. Para controlar la calidad de nuestras HDL3, se realiza una cuantificacién una
elctroforesis SDS-PAGE, en get de poliacrilamida con un gradiente 4% a 21% y otra en gel de
poliacrilamida en condiciones nativas con un gradiente 4% a 30%

Anexo 7. Solucién de TBS. (buffer Tris, NaCl, EDTA)

Tris 10 mM, NaCl 150 mM, 1 mM EDTA y NaN; 0.200 g/L..

Pesar 1.221 g de Tris, 8.700 g de NaCl, 0.372 g de EDTA y 0.200 g de NaN3, disolver con agua

deionizada, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con agua deionizada.
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Anexo 8. Preparacién de liposomas

Mezclar 73.5 L fosfatidilcolina (10 umol), 20 ul fosfatidilcolina marcada (10 nmol-100mCi/mmof)

y 100 uL butil hidroxitolueno (1nmol/uL), poner los tubos en hielo,

Evaporar la mezcla con nitrégeno durante 10 minutos

Agregar 0.5 mL de TBS (ver anexo 7) y mezclar en vortex

Agregar 0.5 mL de TBS y mezclar en vortex y transvasar el contenido a un tubo cdénico

Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) y esperar 1 minuto, repetir el procedimiento anterior
Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) y trasvasar el contenido a un eppendorff de 1.5 mL
Centrifugar 10 minutos a 15 000 rpm

Separar el sobrenadante (~ 1 mL) conteniendo los liposomas marcados

Anexo 9.

El plasma tiene una densidad de 1.006g/mL. Para separar las HDL por ultracentrifugacion
secuencial se necesita un aumento de la densidad del plasma este aumento se logra gracias a la
siguiente formula.

Para pasar un plasma de una densidad d1 a una d2.

Vol. solucion (d2 — d1)
d sol. diluyente — d?2

Vol. solucion diluyente =

Para preparar la solucion de KBr densidad de 1.063g/mL, se pesan 94.26g de KBr + 0.1g de EDTA
y se afora a 1L con agua destilada.

Para preparar la solucion de KBr densidad de 1.21g/mL, se pesan 337.36g de KBr + 0.1g de EDTA

y se afora a 1L con agua destilada.
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Anexo 10. Preparacion del buffer TBE (Tris 0.09M, &cido bérico 0.08M, EDTA 3mM).
Se pesan 4.89g de acido bdrico, 10.90269g de tris-HCl, 1.12g de EDTA, disolver con agua destilada,

ajustar pH=8 y sé afora a un litro.

Anexo 11. Técnica de Lowry para la cuantificacién de proteinas.

Solucién A: NaCO3 10 H,0 2.399g
Tartrato de Na y K 0.02g9
NaOH 0.1M cbp 100mL
Solucién B: CuSOq4 0.59
H,O destilada cbp 100mL

Solucién C. Preparar en el de usarse. SOmL A + 1mL B.

Reactivo de Folin 1:4 H>O destilada.
Estandar 1ug de ASB/uL.
Para determinar la concentracidon de proteinas de fas muestras se hace una dilucidén 1:10.

Curva patrén.

TUBO 1 2 3 49 ) 6
Estandar 0l 10 pL 20 ui 40uL 80 plL 100 L -
H20 100 pL 90 uL 80 uL 60 uL 20 pL O pL
Cc A R
SDS 100 ub - 100 L 100 pL 100 pb
Sol. C.. = 1 mL 1mL 1mL 1mL
: 10 ' mlnutos a temperatura ambiente
Folin T 160 pL J 100 pL L 100 pL T 100 pb
30 minutos a temperatura ambiente

Leer a 750nm. =2 L
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Anexo 12.

IMC para nifios y adolescentes, de 6 a 19 aifios National Health

tion Survey I (NMANES I).

and Nutrition Examina-

Percentil Percentil Mujeres Percentil Percentil
85 95 50 85
Kg/m? Kg/m? Kg/m? Kg/m?
Edad afios

16.64 18.02 6 14.31 16.17
17.37 19.18 7 14.98 17.17
18.11 20.33 8 15.66 18.18
18.85 21.47 9 16.33 19.19
19.60 22.60 10 17.00 20.19
20.35 23.63 11 17.67 21.18
21.12 24.89 12 18.3S 22.17
21.93 25.93 13 18.95 23.08
22.77 26.93 14 19.32 23.88
23.63 27.76 15 19.69 24.29
24.45 28.53 16 20.09 24.74
25.28 29.32 17 20.36 25.23
25.92 30.02 18 20.57 25.56
26.36 30.66 i 20.80 25.85

Valores de referencia: Un IMC entre la percentila

arriba de la percentila 95 se define obesidad:.

85 y 95 se define como sobrepeso y, un IMC por

American Journal of Clinical Nutrition, 1991; 53: 839-46.

Anexo 13. Preparacion del azul de Coomasie y el decolorante de tincién.

Azul de Coomasie. (250mLt.)

Azul brillante de Coomasie —--- 0.25g
Metanol 25% --~-ceemmmmmmmme e 62.5mL
Acido acético 10% --—----—m—mnnn 25mL
Agua destilada 65% ----—---———— 162.5mL

Decolorante de tincién (1500mL)

Metanol 25% -—------—n=———-—-== 375mL
Acido acético 10% -----—--————- 150mL
Agua destilada 65% --——--—--—- 975m

TESIS CON
FALLA DE "RIGEN
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