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AllREVZATURAS 

AllCA-1: ATP-Bindlng cassette transporter A1 

AGNE: Ácidos grasos no esterlflcados 

•po: Apollpoproteinas 

•PG C's: Apollpopro~nas C::C, CU y c::cII 

BHT: But:tl hldroxitolueno 

CE: Colesrerol erteriflcado 

CETP: Proteína de t:ransterencia de ~ de colestet ol 

C-HDL: Colesterol de las lipoproteínas HDL 

CL: Colesterol libre 

C-LDL: Colesterol de las llpoproteínas LDL 

CT: Colest:erol total 

DM2: Diabetes mellitus tipo 2 

EAC: Enf'ermedad aterosclerosa coronarla 

FNT-cx: Factor de necrosis tumoral alf'a 

HDL: Upoproteínas de alta densidad 

J:DL: Lipoproteínas de denSidad Intermedia 

J:TG: Intolerancia a la glucosa 

LCAT: Lecltina colesterol acilo t:ransf'erasa 

LDL: Lipoproteínas de baja densidad 

LDLox: Lipoproteínas de baja densidad oxidadas 

LH: Upasa hepática 

Lp: Lipoprot:eína 

LPL: Upoproteína lipasa 

LRTG: Lipoproteínas ricas en t:rlgllcéridos (quilomicrones, LDL, IDL y VLDL) 

LSD: Least significant difference 

PL TP: Proteína de t:ransf'erencia de f'c>sfolípldos 



PON 1: Paraoxonasa 1 

SR-.ASl-'UI: Rec:eptol "barrei ldel o- clase A tipos I y ll 

SR-BJ:: Rec:ep~ "barTI!I lldet o- clase B tipo 

TG: Trtgfic:éridos 

TRC: Transporte reverso del colesterol 

VLDL: Upoproteínas de muy baja densidad 



ltl!SUMl!N 

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 diabMicas; casi 5 veces más que hace 

10 años. La DM2 es la forma más prevalente de diabetes, que en otro tiempo era considerada es­

trictamente una pa~ogía metabólica de los adultos, recientemente ha mostrado un Incremento en 

el número de niños y adolescentes que la padecen. Esta epidemia emergente pediátrica se asocia 

ampliamente con las crecientes tasas de obesidad, que se deben en gran parte a los cambios en los 

hábitos de alimentac:ión y, en los estilos de vida tendientes actualmente al sedentarismo y la Inacti­

vidad ñsica. La fisiopatología de la DM2 se caracteriza por resistencia a la Insulina, una hlpelinsuli­

nemla compensatoria y disfunción de las células-13 del páncreas, lo que origina alteraciones en el 

met:abollsmo de carbohldratos, lípldos y proteínas. Estas alteraciones producen hlperglucemla y a 

su vez determinan la presencia de dlslipldemlas, asociadas con un aumento en el nesgo a desarro­

llar EAC. 

Se conocen muy bien las alteraciones de las LDL en la DM2, pero son pocos los estudios realizados 

sobre las anormalidades en las subclases de las HDL en esta situación fisiopatológica, dichas altera­

ciones podrían afectar la función antlaterosclerosa de las HDL que dependen de su estructura y dis­

tribución. Un método para estudiar la estructura de las HDL es el PAGGE, que separa a las HDL en 

s subclases con base a su tamaño. 

Los objetivos del estudio fueron: a) determinar el perfil de distribución de las subclases de HOL me­

diante PAGGE, en adolescentes con obesidad, ITG y OM2, b) determinar la actividad de las proteí­

nas -LCAT, CETP y PL TP-, las cuales participan en la remodelación de las HDL y en consecuencia 

pueden estar involucradas de manera Indirecta en la distribución de sus tamaños 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 glucémlco. Se compararon además 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 lípldos y lipoproteínas de los 4 grupos de 
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pacientes fueron similares. Los valores medios de CT, TG y C-LDL fueron más elevados, que los de 

los mexicanos adolescentes sanos. En estos 4 grupos hubo además una elevada frecuenda de hl­

pertrigllc:eridemla y hlpoalfallpoprotelnemla, alteraciones relacionadas con el sindrome metabólico. 

Por otra parte, los pacientes con DM2 presentaron una mayor piopoiclón de partículas HOL peque­

ñas, subclases HDL 3b y 3c, 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 distribución de tamaik>s 

HDL en las etapas previas a la DM2 tuvieron una fuerte asociación con la actividad de la CETP, . 

mientras que en la DM2 la distribución parece depender fundamentalmente de la PLTP. Los 

cambios en la distribución de tamaños HDL no mostró Impacto en su capacidad antioxidante 

mediada por la énzlma PON l. La contribución de la distribución de tamaños de las HDL en la DM2, 

asociado con el desarrollo de la aterosclerosis deberá ser considerada en Investigaciones futuras • 

• 



l. ANTl!Cl!Dl!NTES 

1.1 Ml!TAllOLISMO DI! UPOPROTEfNAS 

1.1 ÚPIDOS 

Los líplclos (del griego lipos, grasa) son compuestos orgánicos de Origen blológleo que no se aso­

cian con el agua, presentan una tendencia mucho mayor a asoelarse entre si o con otros compues­

tos hidrófobos. Esta condición de apolaridad e hldrofoblcldacl es la caracteristica que los define, 

además su presencia en los organismos vivos constituye una propiedad Importante. 

1.2 IMPORTANCIA Y FUNCIÓN DE LOS ÚPIDOS 

Estructurales 

Estas biomoléculas junto con las proteínas, ácidos nudéicos y carbohldratos forman parte de la 

composición química fundamental de todos los seres vivos. Son un componente estructural esencial 

de todas las membranas celulares y subcelulares (mltocondrlal, nuclear, vacuolar, lisosomal, etc). 

En el humano, grandes masas de lípldos se depositan en células especializadas (adlpocltos) para 

dar lugar al tejido adiposo. El tejido adiposo desempeña funciones de aislante térmico, cojín visce­

ral y subcutáneo para protección de los órganos Internos. 

Energéticas 

Como fuente de energía, los lípidos proporcionan más del doble de energía con respecto a la que se 

obtiene de la oxidación de una cantidad equivalente de proteínas o carbohldratos. Se ha calculado 

que en promedio el 40% de las calorías que utiliza el organismo provienen de los lípldos. Obvia­

mente, el tejido adiposo tiene como una de sus funciones más Importantes la de actuar corno ma­

terial de reserva energética. 

De transporte 

Sirven también como un eficaz vehículo de sustancias llposolubles como vitaminas y hormonas. Son 

además Importantes en el transporte de materiales alimenticios como lipoproteínas (1). 

g 



1.3 CLAnFICACJ:ÓN DE LOS PIUNCJ:PALES ÚPIDOS ENCONTRADOS EN LAS Lp. 

Ác:klos Gra-

Los ácidos grasos son ácidos monocart>oxíliCOS, por lo que tienen la fórmula molecular general 

R-COOH. En donde R es un hldrcx:arburo de cadena lineal, de 15 a 23 átomos de carbono. Cuando 

todos los enlaces de la cadena R son sencillos la molécula es un ácido graso saturado. SI la cadena 

R presenta un doble enlace entre carbonos se denominan ácldos grasos monoinsaturados y pollln­

saturados si hay dos o más dobles enlaces. Estos dobles enlaces tienen casi siempre la configura­

ción cls. Los ácidos grasos raramente se encuentran libres ya que más bien se hallan en forma es­

teriflcada como componentes de otros lípidos o en algunas proteínas. 

o 
11 

CH3 - (CH2),../ C"OH 

Figura 1. Estructura qulmlai a-ral de un llctdo graso, n=14 • 22. 

Acilglic:erolípidos (ésteres de glicerol) 

Las dos clases principales de acilglleerolípldos son los triacllglleeroles y los fosfoglicéridos. El núcleo 

de estos compuestos es un poliol de tres carbonos, el glicerol (propanotrlol). 

Trlgllcérldos (trlacllgliceroles). 

En los trlglicérldos (TG) los tres grupos -OH del glicerol se han esterificado con ácidos grasos. Un 

triglicérido simple contiene 3 ácidos grasos idénticos y un trigllcérido mixto contiene ácidos grasos 

diferentes. La naturaleza apolar y el estado altamente reducido que poseen los hacen compuestos 

eficientes para el almacenamiento de energía. Estos compuestos prevalecen en el plasma y en la 

grasa de almacenamiento de los tejidos. 

o 
n 

H~-C-lt 

1 
H-C-O--C-

1 1 
H20--0---C-R 

1 
o 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Flguni 2. Estruc:blra qulmlai general ele los trlglla6rtdas. 
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Fosfogllcérldos. 

Los ácidos fosfatícllcos, que consisten de un glicerol estl!rlflc:ado por dos ácidos grasos y un ácido 

fosfórico, son los precursores de los fosfogllcérldos. Un fosfogllcértdo contiene un ácido fosfatídk:o 

y una base generalmente nitrogenada (collna, serina, etanolamlna) unidos mediante un enlace 

fosfodléster. Los fosfogllcérldos más abundantes son la fosfatldllcollna (también llamada ledtlna), la 

fosfatldllserina y la fosfatldlletanolamlna. 

r 
R-C-0-CH:r 

y 
R-C-0-CH:r 

1 
o cu. 
11 1 + 

CH2-0-P-O-CU2-CH~ N-- CHi 

1 1 
O· Cfl.J 

Figura 3. Estructura qufmlc. g-ral de una leelti,.. (fosf'ogllc6rlelo) 

Colesterol 

Los esteroides son derivados del clclopentanoperhldrofenantreno. El colesterol es el esterolde más 

abundante en los animales, se clasifica además como esterol debido a su grupo C(3)-0H y su 

cadena lateral alifática ramificada en C(17). Esta molécula es el precursor de las sales billares, las 

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

Figura 4. Estructura del colesterol libre (CI.). 

1.4 LIPOPROTEÍNAS 

TESIS cor¡ 
FALLA DE DiJGEN 

El plasma es un medio acuoso, los lípldos para ser llevados ele un lado a otro del organismo nece-

sltan ser transportados por proteínas (lipoproteínas) solubles en él. Las llpoproteínas (Lp) son com­

plejos macromoleculares, pseudomlcelares, constituidos por lípldos antipáticos (fosfolípldos y CL), 

lípidos no polares (trlglicérldos y ésteres de colesterol) y por proteínas llamadas apollpoproteínas 

11 



(apo) ver figura 5. Presentan generalmente una forma globular, en la cual, los lipidos antipáticos se 

organizan en una monocapa en la superFlde del compleja, presentando sus grupos polares hacia el 

medio acuoso. La estabilidad de está monocapa esta garantizada en términos fislcoquímicos, por 

las apo. Los lípidos no polares se sitúan en el interior de las lp, evitando así las interacciones con 

grupos polares que serian fislcoquímlcamente desfavorables (4). 

apo c·s ... ~----

Triglicéridos 

apo A-1 ... ~----

Éñeres de Colesterol 

Diámetro 7.2 - 12 nm 

apoE 

Colesterol 
Libre 

__. apoA-J:I 

Figura 5. Representación esquern6tic. de la organlzacl6n de los llpklos y apollpoprotefn- en una 

llpoprotielna de alta densidad. 

La ultracentrlfugadón preparativa, una técnica que se emplea para separar las distintas ciases de 

lipoproteinas, ha proporcionado un método operativo ampliamente utilizado para su clasificación. 

Las clases de lipoproteinas obtenidas del plasma humano mediante esta técnica se describen en el 

siguiente cuadro (5). 
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Cuadro 1. Propled..._ de las Upap ot81,... ~Hu ... -. 

Qullomlcr6n VLDL LDL HDL 

DensiclHde <().93 0.93-1.006 1.006-1.063 1.063-1.21 
Flotaci6n (g/mL) 

Movllldad Permanece en el Pre-beta Beta Alfa 
ela::b oforM:lc:a origen 

Dl6metro (nm) 75- 1 200 30-80 18-25 S-12 

CM. Protefna• 2 8 22 45 

CM. Trlgllo6riclos 86 55 6 4 

% Colesterol libre 2 7 8 4 

% Colesterol 3 12 42 14 
eñerlftaldo 

% Fosfolípldos 7 18 22 34 

Función Transporte de Transporte de llpldos Transporte de Transporte de 
COiesteroi y de origen hep¡!itico colesterol a tejidos c:oleSterol de tejidos 
trigllcérldos desde hacia los tejidos periféricos periféricos hacia el 
el Intestino perlférieos hígado. 

Origen Pared lntestlnal Hígado catabolismo ele las Hlgado e Intestino 
VLOL e IDL 

VLDL = (Very Low DensH:y Upoprotelns) Upoproteínas de muy baja densidad; LOL = (LOw C>enslty Upoprotelns) 

Upoprotefnas de baja denSldad; IDL = (Intermedlate DensH:y Upoprotelns) Llpaproteinas de densidad Intermedia, 

HDL = (Hlgh Denstty Upoprotelns) Upoproteínas de alta densidad. 

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

a: composición química, tamaño, densidad de flotación, movilidad electroforétk:a y función. 

1.5 APOUPOPROTEfNAS 

Las apo A-I, A-II, A-rv, C-I, C-II, C-III y E, contienen secuencias que forman hélices antipáticas 

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

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

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

ces antipáticas y un gran contenido de estructura hoja 13-plegada. Estas apo penetran en algunos 

puntos para sustituir a la monocapa de fosfolípldos e Interactúan directamente con los lípldos del 

núcleo del cuerpo lípldico (6). 
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Las apo tienen 3 funciones generales básicas en una Lp: son proteínas estructurales, cofactores de 

enzimas v son los llgandos de receptores específicos. En el cuadro 2 se enllsbm las prtndpales apo 

así como algunas de sus características. 

C-dro 2. C.~ y Pmpled..._ de._ Prtncl.-... Apollpapt-iw Hunaw (7). 

•po Node Pemo ColllCeilb.aón PrlnclPlll Sitio ... UpoptatJelW - Func:ldn .... Mol9cul•r (mg/ dL) Sfntmls .. ... -
(kD) Encuentnin 

Pr1nclpal proteína 
A-1 243 28 016 100-150 Hígado, lntestlno Quilomlcrones, HDL estructural de las 

HDI.., cofactor LCAT, 
ligando para Sitios de 
unión de las HDI.. 

A-11 77 17 414 30-50 Hígado HDL Proteína estructural 
de las HDL, Inhibición 
de la LH 

A-IV 376 46465 15 Intestino Qullomlcrones, HDL Activación de LCAT, 
estlmulaclón del 
efluJo de colesterol 

B-100 4 356 512 000 80-100 Hígado VLDL, IDL, LDL Proteína estructural, 
ligando para receptar 
apo B/E 

B-48 2 152 264 000 <5 Intestino Qullomlcrones Proteína estructural 

C-1 57 6 630 6 Hígado Todas las Actlvadón de LCAT, 
lipoproteínas lnhlblelón de la 

captación de las 
LRTG 

C-11 79 8 900 3-8 Hígado Todas las Activación de LPL 
llpoproteínas 

C-111 79 8 800 8-15 Hígado Todas las Inhibe LPL, modula la 
lipoproteínas captacidn de 

remanentes, 
lnhlblelón de la 
captación de las 
LRTG 

E 299 34145 2-6 Hígado Quilomlcrones, Ligando para el 
1 ni IDL HOL .---....nr ann B/E 

LCAT = (Leclthln cholesterol acyltransferase) Lecltlna colesterol acilo transferasa, LH = (Hepatlc Upase) Upasa hepilltlca, LPL 

= (Upoproteln Upase) Upoprotelna llpasa, LRTG = Upoproteínas ricas en trlgllcérklos (Qullomlcrones, LOL, IDL y VLOL). 

1.6 PROTEÍNAS INVOLUCRADAS EN EL METAllOUSMO DE LAS UPOPROTÚNAS 

El metabolismo de las lipoproteínas es un proceso complejo v dinámico, en el cual están Involucra-

das diversas proteínas de transporte, enzimas v receptores, las más Importantes se enllstan en el 

cuadro 3. 
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eu.csro 3. Prtnclpmlles Prot.inas lnvolucredllS - el Metabolismo de ... Upop Dtalw (7). 

No de Funcl6n Prlnclpml Sitio ele 

•••• Slntie91• 
Enzl11111s y Prollllinm• de 
Transferenclm Plmsnúittc.• 
LCAT 416 Esterfficación del colesterol, Hígado, testículos, 

remodelaCi6n de las HOL SNC 
PON 1 354 Inhibe la oxldacJ6n de las LDL Hígado 

CETP 476 Transferencia e Intercambio de ésteres Hígado, bazo, 
de colesterol y trlgllcérldos entre HOL Intestino delgado, 
y LRTG, remodeladón de las HOL macróragos 

PLTP 493 Transferencia de fosfolfpidos entre Hígado y endotelio 
LRTG y HOL, remodelaclón las HDL 

Enzimas Unkhls •1 Endotelio 
Vascui.r 
LPL 475 Hidrólisis de trigllcéridos de las TGRL Músculo liso v tejido 

adiposo 
LH 499 Hidrólisis de trigllcérlclos v fosfolfpldos Hígado 

de las HDL 
Receptores y 
Transportadores Celulares 
ABCA-1 2 201 Mediación del etlujo de colesterol y Hígado, macrófagos, 

fosfolípidos Intestino 
SR-BI 509 Mediación de la captación v etlujo Hígado, testículos, 

selectivo de colesterol ovarios, macrófagos 
R-apo B/E ó receptor LDL 839 Receptor para Lp con apo B-100 v Hígado 

también LD con aoo E 

LCAT - (Lecltllln cholesterol acyttransferase) Leclttna colesterol acilo transferasa, PON 1 =paraoxonasa 1, CETP 

(cholesteryl ester transfer proteln) Proteína de Transferencia de Ésteres de Colesterol, PL TP = (phospllollpld transfer 

proteln) Proteína de Transferencia de Fosfollpklos, LRTG = Upoproteínas ricas en trlgllcértclos (Qullomk:rones, Lot.. IDL y 

VLDL), LPL = (Upoproteln llpase) Upoprotelna llpasa, LH = (Hepatlc llpase) Llpasa hepAttca, ABCA-1 = Por sus siglas en 

Ingles ATP-Bindlng cassette transporter Al, SR-BI = (Scavenger Receptor, class B, type I) Receptor •earrenderow Clase B 

Tipo I. 

Lecitina colesterol •ello transfenasa (LCAT) 

El gen humano de la LCAT se sitúa en el cromosoma 16. La expresión del ARNm se realiza esen­

cialmente dentro del hígado, sitio en el que la LCAT es secretada por los hepatocltos. La enzima 

madura de 63 kD contiene 416 aminoácidos y 4 sitios de glicosilación. Esta enzima cataliza la este­

riflcaclón del colesterol v es responsable de la mayor parte de colesterol esterificado (CE) encontra­

do dentro del plasma humano. Pertenece a la ciase de las enzimas hldrolítlcas de tipo sertna estera-

sas. Tradicionalmente, a la actividad LCAT se le atribuye un papel antlaterogénleo, ya que el CE 

aparentemente crea un gradiente necesario para el eflujo de CL desde los tejidos hacia el plasma. 

TESIS CON 
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La LCAT cataliza la transferencia de un grupo acilo de un ácido graso p¡efetentemente de la 

posición sn-2 de la lecltlna (fosfatldlk:ollna) al grupo 3-hldroxllo del oolesteiol, produciendo ésteres 

de colesterol y lisolec:ltlna (llsofosfatldlk:ollna). La esterlflcaclón del CL esta muy asoc:lado con la 

remodelaclón de las subpoblaclones de las HDL y con la fonnaClón de partículas HDLz. 

Pl"Otlei ... de tnlnder811dm de • ..._ de ClDlesterol (CETP) 

La CETP es una gllcoproteína hldrófobica, con un peso molecular aparente de 66 a 74 kD. En su 

forma madura esta compuesta de 476 aminoácidos, con cuatro sitios N-gllcosllados y numerosas 

reglones apelares (cerca de 44%). También cuenta con un dominio e-terminal apelar que se ha 

postulado como el sitio de Interacción con las llpoproteínas. El gen de la CETP se encuentra situa­

do sobre el brazo largo del cromosoma 16, en los seres humanos el suministro más abundante de 

ARNm de la CETP es el hígado, bazo y tejido adiposo y con niveles más bajos de expresión en el 

intestino delgado, glándula adrenal, riñón y corazón. El tejido que tiene mayor cantidad de ARNm 

de la CETP es el tejido adiposo. La CETP tiene la capacidad de transferir o Intercambiar ésteres de 

colesterol, trlgllcérldos y fosfolípldos entre las Lp de una manera equlmolar. 

Proteina de tninsferencia de fosfollpidos (PLTP) 

El gen de la PL TP se encuentra en el cromosoma 20 su ARNm codifica para una proteína de 493 

aminoácidos, de unos 78 kD. Presenta 6 posibles sitios de glicosllaclón. La PLTP es un factor plas­

mático que regula la composición y el tamaño de las HDL, y juega un papel Importante al afectar 

los niveles de C-HDL en plasma (una actividad PL TP alta se asocia con un aumento del C-HDL). La 

PL TP realiza la transferencia neta de fosfolípldos y CL desde las LRTG hacia las HDL. 

Panioxonasa 1(PON1) 

El gen PON 1 está localizado en el brazo largo del cromosoma 7 y contiene de 9 exones y 8 intro­

nes. La expresión del gen PON 1 da origen a una gllcoproteína de 354 aminoácidos y de masa apa­

rente entre 43 y 45 kD. La PON 1 es una enzima estearasa tipo A que cataliza la hidrólisis de áci­

dos carboxílicos y organofosfatos. El sustrato más utilizado para el estudio de la enzima es el para­

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

HDl.;3. 

Estudios In vitro han mostrado que la PON 1 Inhibe la oxldadón de las LDL, este efecto blológkx> se 

relaciona con la capacidad de la PON 1 de hldrolizar los lipoperóxldos asodados a las Lp y en parti­

cular las LDL. Por lo anterior, se ha propuesto que esta enzima partidpa en la pnNenCiÓfl de la 

formación y de la progresión de la placa ateromatosa por poseer una actividad de Hpoperóxldo­

hldrolasa. 

1.7 METAllOUSMO DE LOS QUILOMICRONES 

las grasas y aceites alimenticios son principalmente mezdas de TG mixtos. Después de su inges­

tión en la dieta, son hidrolizados principalmente en la luz intestinal por acción de las enzimas pan­

creáticas y la conbibuclón de las sales biliares. Estas disminuyen la tensión superfk:lal del agua, for­

mándose micelas pequeñas (proceso denominado emulsiflcaclón) y con ello favorecen la acción de 

las enzimas digestivas. De esta manera, se liberan CL y ácidos grasos libres, los cuales, son absor­

bidos hacia el Interior del enteroclto. Una vez dentro de éste, sé reesterlflcan para formar TG y CE. 

Los qullomlcrones 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 síntesis de novo) y de la apo B-4B sintetizada en los 

enterocitos. Además los quilomlcrones nacientes contienen también apo A-1, apo A-11 y apo A-IV. 

Los qullomlcrones pasan a los conductos quilíferos del Intestino y se dirigen por el conducto llnfa­

tlco torácico a la vena subclavia para llegar finalmente a la circulación general. Las HDL ceden las 

apo C-11, Clll y E, a los quilomlcrones, Importantes para su metabolismo (8). 

la hidrólisis de los TG presentes en los quilomlcrones, se lleva a cabo principalmente en los capila­

res del tejido adiposo y del músculo estriado. Esta hidrólisis es catalizada por la enzima LPL (cua­

dro 3), la cual, se encuentra unida a las células endoteliales de la pared vascular. La síntesis de la 

LPL es regulada por la insulina y requiere para su actividad la presencia de su cofactor apo C-11. La 

hidrólisis intravascular de TG libera ácidos grasos libres y glicerol, junto con apo A-1 y apo e s. Los 

ácidos grasos, penetran en el adlpoclto, en donde servirán para sintetizar TG. 
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El qullomicrón al perder TG disminuye de tamaño, transformándose finalmente en un remanente de 

quilomlcrón, pobre en TG y con alta proporción 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 fosfolípidos y CL se transfiere a las HDL por medio de la 

PLTP. La apo E permite al quilomicrón ser captado por los receptores apo BIE, que están presentes 

en el hígado, lugar donde los remanentes son lntemalizados para ser catabollzados (9). Tanto los 

TG como el colesterol son utilizados en la secreción de las VLDL por el hígado. 

Transporte de ácidos grasos 

Los ácidos grasos, liberados durante la lipólisis de las LRTG, se fijan Inmediatamente a la albúmina 

circulante y como resultado son retenidos en solución. La albúmina posee tres sitios de alta afinidad 

caracterizados por hendiduras apolares con cadenas laterales de aminoácidos catiónicos que pue­

den interaccionar con el Ión carboxllato (10). Estos ácidos grasos pueden tener tres destinos. 

l. Pueden ser captados por el músculo estriado (y otros tejidos) y ser utilizados para producir 

energía. 

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 lipólisis por la lipasa Intracelular 

del tejido adiposo (regulada por la insulina) y de nuevo se liberan ácidos grasos en la 

circulación. 

3. Pueden ser captados por el hígado donde sirven como fuente de energía o sé reesterifican en 

TG, que se utilizarán en la síntesis de VLDL. 

1.8 METABOLISMO DE LAS VLDL 

Las VLDL son sintetizadas en el hígado a partir de TG, pequeñas cantidades de fosfolípidos 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 circulación, las VLDL adquieren apo C-II de las HDL, son sometidas a hidrólisis por la LPL, 

mientras sucede ésto, los lípidos de la monocapa de superficie son transferidos por la PL TP a las 

HDL. Por un mecanismo similar al del remanente de qullomlcrón, 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 hepáticos apo B/E, para ser lntemallzadas y catabollzadas en el 

hepatodto. El resto de las IDL permanecen mas tiempo en circulación y al pasar por el hígado la LH 

hldrollza los TG para convertirlas en LDL. 

1.9 METAllOUSMO DE LAS LDL 

La hldróliSls de los TG de las VLDL, da origen a las LDL (11), que consisten de un núcleo lipídico 

compuesto casi exclusivamente por CE. El revestimiento superflclal de las LDL contiene CL y fosfo­

líplclos, y sólo una molécula apo B-100. Estas LP transportan el mayor porcentaje de colesterol en el 

organismo. Las LDL pueden ser eliminadas de la Circulación por el hígado o por los tejidos extra­

hepáticos. Aproximadamente, un 75º/o de las LDL sérleas son eliminadas por el hígado, mientras 

que el 25o/o restante es eliminado por tejidos extrahepátlcos. Su principal mecanismo de elimina­

ción es la endocitosls 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 

aminoácidos. 

Cuando los receptores de LDL fijan las LDL circulantes (o las VLDL remanentes), los complejos 

receptor-ligando se intemallzan y se fusionan con lisosomas. Después de la lntemalizaclón, los re­

ceptores se disocian de las LDL y son reciclados a la superficie de la célula para ser utilizados de 

nuevo ó son catabollzados en los lisosomas por proteasas. El CE de LDL se hldrollzan en CL y la apo 

B-100 se degra-da en aminoácidos. La cantidad de colesterol que entra en la célula tiene tres 

efectos importantes: 

• Disminuye la actividad de la 3-hidroxl-3-metllglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), enzima 

que limita la velocidad y controla la blosíntesls de novo del colesterol endógeno (12). 

• Aumenta la actividad de la colesterol acll transferasa Intracelular, que esterlf"ica el CL. 

Disminuye la tasa de síntesis de receptores para apo B-100. 

Este último evento evita la acumulación de colesterol en el Interior de las células (13). 
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1.2 UPOPROTEfNAS DE ALTA DENSIDAD 

2.1 CARACTEIÚST'ICAS Y CLASIFICACIÓN 

Las HDL abarcan una clase heterogénea de L.p que tienen en común una densidad de ftotaclón en­

tre 1.063-1.21 g/mL y un tamaño (diámetro de Stoke's) de 7.2 a 12 nm (14). Lo anterior es debido 

a que son las lipoproteínas con menor proporción de lípldos y mayor proporción proteica (55-60% 

de su masa seca), siendo la apo A-1 su apo más abundante (65% de su masa proteica total). La 

apo A-1, aparte de su función estructural es indlspensable para et eflujo de colesterol de las células 

periféricas (15). La apo A-11 es la segunda apo estructural más abundante de las HDL representa 

del 20°/o al 30% de su masa proteica total. Además, las HDL contienen pequeñas cantidades de 

apo C"s (apo C-I, apo C-11 y apo C-111), apo E y apo A-J.V, y cantidades mínimas asociadas a CETP, 

PLTP, LCAT y PON. 

Diferencias cuantitativas y cualitativas, en el contenido de lípidos y apo, enzimas y proteínas de 

transferencia de iípidos resulta en la presencia de varias subclases de HDL Estas subclases se 

caracterizan por diferencias en forma, densidad, tamaño, movilidad electroforétlca y composición 

de apo. Una subclasificación con base en la densidad de flotación, las distingue en HDL2 1.063-1.12 

g/mL y HDL3 1.12-1.21 g/mL Las HDL2 son ricas en lípldos hldrofóblcos mientras que las HDL3 es­

tán formadas por fosfolípldos y proteínas, principalmente. La electroforesis en gel de agarosa, se­

para las HDL en función de su carga y de su tamaño en partículas con migración a. y en una subpo­

blaclón pequeña con migración pre-13 (16). Estas ultimas, al realizar una electroforésis posterior en 

gradiente de poliacrilamida, se separan en tres partículas; pre-131, pre-132 y pre-133. Por otra parte, 

usando cromatografía de inmunoafinldad (basada en diferencias inmunoquímicas entre las partícu­

las de HDL) se obtienen 2 subpoblaciones: partículas HDL que contienen apo A-1 y apo A-11 (L.p A-1: 

A-11) y partículas con sólo apo A-1 (L.p A-1) (7). No existe una correspondencia exacta entre cada 

una de las diferentes subclacificaciones. 
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2..2 SUllCLASIFICACIÓN BASADA EN LOS TAMAÑOS 

Hasta la fecha, la diversidad estructural de las HDL es bien establecida especialmente en términos 

de la distribución de tamaños. Dicha distribución de tamaños se consigue mediante electroforesis 

nativa de poliacrtlamlda con un gradiente 4%-30o/o en concllclones no reductoras (PAGGE) v permi­

te una subclaciflcación más fina de las partículas HDL. 

cuadro 4. SUbcl- de Particulas HDL Definidas en Base al Tanuifto. 

Subcla­

HDL2b 

HDL2a 

HDL3a 

HDL3b 

HDL3c 

Rango de Tamafto (nm) 

9.71-12.9 

8.77-9.71 

8.17-8.77 

7.76-8.17 

7.21-7.76 

El uso de la técnica anterior en combinación con la densltometría se ha empleado en la separación, 

caracterización y estimación de cada una de las diferentes subclases anteriores (17). 

2.3 IMPORTANCIA DE LAS HDL 

Los resultados obtenidos en diversos estudios epidemiológicos han demostrado que hay una COrTe­

laclón negativa entre la concentración 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 aún. Varias 

hipótesis se han postulado para Intentar explicarlos, siendo las más importantes las siguientes: 

La participación 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 hígado para su excreción o 

reclclaje (21). 

Las propiedades antioxidantes de las HDL asociadas a la PON 1 (2~23) v la actividad antioxi­

dante intrínseca de apo A-I (24). 
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Reguladón negativa por parte de las HDL para la expresión de las moléculas de adhesión celu­

lar VCAM-1 e ICAM-1, en la superficie del endotelio vascular, con efecto antllnflamatorlo (25). 

Inhibición de la agregación plaquetaria con propiedades antltrombótlcas (26). 

• Prevención a la Inhibición de la óxido nítrico slntetaza por las LDL oxidadas, ayudando aparen­

temente a mantener las funciones normales de los vasos sanguíneos (27). 

• Posible promoción del eflujo de colesterol, debida a una regulación positiva en la expresión del 

ABCA-1. 

De las hipótesis anteriores, el mecanismo del TRC ha sido el que ha ganado una mayor ac:eptadón. 

En él se describe el metabolismo de las HDL. 

2.4 METABOUSMO DE LAS HDL {TRC) 

El hígado secreta unas partículas de forma discoidal llamadas "HDL nacientes", que presentan mo­

vllldad electroforétlca pre-131 (28,29). Estas partículas están compuestas esencialmente de fosfo­

lípidos y apo A-1, tienen una masa molar aparente alrededor de 60 kD y flotan a la denSldad de las 

HDL3. Son los aceptares primarios que captan el excedente de colesterol libre proveniente de las 

células periféricas (tejidos extrahepátlcos). 

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 inespecíficos, como de procesos activos y específ"ICOS. Entre los 

mecanismos postulados de eflujo de colesterol celular se encuentra el mediado por la proteína 

ABCA-1 (30) y la difusión pasiva de CL a través de la fase acuosa entre la membrana plasmática y 

las partículas aceptoras. El colesterol captado por las partículas pre-131, es esteriflcado Inmediata­

mente por la LCAT (Figura 6). Esta esterificaclón hace que el colesterol pierda su carácter antipático 

transformándose en una molécula hlclrofóblca. En consecuencia, el CE abandona la superficie de la 

lipoproteína y migra hacia el interior hk:lrofóblco de la partícula, aumentando el tamai'lo de la misma 

y transformándose en una partícula esférica. La forma esférica más pequeña de HDL se denomina 

HDL3. Sin embargo, la HDL3 continúa captando más CL, que a su vez se esteriflca a través de la 

acción de la LCAT, este proceso da lugar a un aumento del tamaño y disminución de la densidad, y 
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produce en consecuencia HDL2 ricas en CE (31). A su vez las HDL2-CE se convierten en HDL2 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 lo conducen al hígado donde se metabollza. El Inter­

cambio de lípldos hiclrofóblcos está facilitado por la CETP. Los fosfolípldos de las HDL son transferi­

dos hacia las VLDL por la proteína PLTP. Los TG de las HDL2-Tg provenientes de las LRTG, son hl­

drolizados por la LH. Estil hlclróllsls, en ascx:iación con la actividad PLTP, disminuye el tamaño de 

las HDL2 transformándolas en HOL3 y en partículas pre-¡31, regenerando los aceptares primarios 

que pueden reiniciar el ciclo de captación del colesterol. 

Otra vía de eliminación de colesterol plasmático es el receptor SR-BI, que se encuentra principal­

mente en el hígado (32). Se unen a él con gran afinidad las HDL y LDL, y por un mecanismo mal 

conocido lntemallza únicamente el colesterol dejando el resto de la Lp Intacta. De estil manera se 

regeneran las partículas aceptaras de colesterol que pueden comenzar nuevamente el ciclo del 

TRC. Por este mecanismo se elimina una buena proporción del colesterol circulante. 
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Figu,.. 6. Esquema del meblbollsmo de las HDL (f-.e posgbsortlv•). 

Los aceptores primarios (partículas pre-~1 o HDL3 en menor proporción) captan el CL excedente de las células 

periféricas por 1) simple contacto con la membrana celular, o 2) por medio del ABCA-1. La incorporación de 

colesterol en los aceptares primarios y la esterificación del mismo por la LCAT, dan origen a aumentos 

progresivos del tamaño de la Lp, generando sucesivamente HDL3 y HDL2. El CE puede seguir dos rutas A) por 

acción de la CETP es intercambiado por TG provenientes principalmente de VLDL e IDL y, posteriormente, ser 

transportado al hígado para su excreción o recidaje, gracias a su captación mediada por el R-apo B/E, o •> es 

eliminado directamente de la Lp por un mecanismo mediado por el SR-BI, generando partículas HDL de menor 

tamaño capaces de reiniciar el ciclo. La LH hldroliza los TG de las HDL captados por la ruta A Esta hldnólisls en 

asociación con la actividad PL TP, regenera los aceptares primarios de colesterol. 

TESIS CON 
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I.3 ATl!ROSCLEROSIS 

La aterosclerosis es un proceso crónico, degenerativo e Inflamatorio 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 testón del endotelio arterial (hipótesis de la "respuesta a la lesión"), estas comienzan en la 

inrancia y la adolescencia con la formación de las estrías grasas. La estría grasa consiste en una 

acumulación de lípldos (principalmente colesterol) dentro de macrófagos que los transforma en "cé­

lulas espumosas" en la íntima de la arteria. El colesterol no puede ser degradado por el organismo, 

por lo que es necesario su transporte hacia al hígado para su eliminación ó reciclaje. La acumula­

ción continua de lípldos dentro de la íntima, aunado a la proliferación de músculo 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, ulceración, trombosis o calctflcaclón), al­

gunas de las cuales producen oclusión, Isquemia y enfermedad clínica como son el lnrarto de mio­

cardio, la enfermedad cerebro vascular y la angina de pecho. A continuación se mencionan los prin­

cipales factores de riesgo para desarrollar aterosclerosis: 

No modificables; edad, genero masculino y predisposición genética. 

Modificables; tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo y dieta tnaclecuada. 

Controlables; obesidad, hipertensión arterial, diabetes mellitus, intolerancia a la glucosa {ITG), sín­

drome metabólico y dislipldemla (34). 

3.1 ENDOTEUO VASCULAR 

Tres constituyentes básicos forman las paredes de los vasos sanguíneos: endotelio, músculo liso y 

tejido conectivo. Estos están dispuestos en las capas concéntncas: íntima, media y adventicia. La 

capa íntima está constituida por células endoteliales, que forman una membrana de espesor mono­

celular {endotelio vascular, que recubre todos los vasos sanguíneos), y tejido conectivo subendo­

telial. Originalmente considerado como una barrera pasiva, actualmente se considera al endotelio 

como un órgano multifuncional y secretor de varias sustancias. Alteraelones en su estructura y fun­

ción provocadas por citoclnas y proteasas locales (35), Infecciones, variaciones del ctzallamlento 

25 



(36), radicales libres, diabetes y lípldos oxidados (37), pueden ocasionar cambios localizados, agu­

dos y crónicos. Estas manifestaciones se denominan colectivamente disfunción endotellal • En el 

cuadro 5 se mencionan las principales funciones del endotelio vascular y las mantfestaclol ies de dis­

función enclotellal. 

(38). 

Funciones del Endotello Vascular Manl,_taclones ele Dlsfunci6n Endotiellal 
Contenedor de la sangre Incremento en la adhesión leucocltarla 

Barrera con permeabilidad selectiva Penneabllidad aumentada a las lipoprotelnas 

plasmáticas 

Organo secretor Síntesis de citodnas e Incremento en la producción de 

factores de crecimiento 

Regulador del tono vascular Alteración en el balance de las sustancias vasoactlvas 

Regulador del crecimiento vascular Disminución de la actividad flbrinolítica 

Regulador de la actividad homeostática y trombótica Aumento de actividad procoagulante 

Regulador de la respuesta Inflamatoria e Inmune 

3.2 LDL OXIDADA Y ATEROSCLEROSIS 

El endotelio dlsfuncional presenta una permeabilidad alterada permitiendo una mayor entrada y 

acumulación de LDL en la matriz subendotellal (íntima). En este sitio las cadenas alifáticas de los 

fosfolíplclos de las LDL son susceptibles a la peroxldación lipídica mediada por especies oxidantes 

reactivas (ROS), provenientes de macrófagos, células musculares lisas o del endotelio vascular 

(39-40). Los llpoperóxldos formados son compuestos ligeramente oxidantes, pero generan com­

puestos fuertemente oxidantes que alteran la estructura de las LDL llamadas LDL oxidadas (LDLox). 

Los cambios químicos en la apo B- 100 permiten el reconocimiento de la misma por los macrófagos 

y dan origen epltopos que son desconocidos por el sistema Inmune generándose anticuerpos (antl­

LDLox). 
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3.3 FORMACIÓN DE CÉLULAS ESPUMOSAS 

Las LDL oxidadas (LDL ox) en el espacio subendotellal Intervienen en la formación de la placa ate­

romatosa por sus actividades qulmlotáctk:a y qulmloestática que fomentan la Invasión monocltarla 

de la íntima y por favorecer la formación de células espumosas (41). 

Una vez reclutados en la íntima, los macrófagos derivados de monocitos captan las LDL ox, vía re­

ceptores lnespecíflcos con Independencia de la cantidad de colesterol que se acumule en las célu­

las. Esto conduce a la formación de numerosas gotitas de lípldos (colesterol prlnclpalmente) que 

dan a la célula un aspecto espumoso, de donde proviene el nombre de célula espumosa. La mayo­

ría de las células espumosas derivan de los macrófagos, pero algunas provienen de las células del 

músculo liso. La acumulación de células espumosas en la íntima resulta en la formación de estrías 

grasas. 
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MEDIA 

Flgur• 7. Form.c:l6n de célul•• -pumos.s. 
Las LDL que entran al espacio subendotelial son susceptibles a la oxidación (peroxidación lip/dlca} por radicales 

libres provenientes de células endoteliales, macrófagos y células de músculo liso. Los cambios ocasionados en 

la estructura de las LDL provoca que sean fagocitadas por los macrofágos vía receptores para LDL-ox (tales 

como; C0-36 y SR-Al/AII}. Las HDL evitan la formación de las células espumosas por medio de la eUminación 

del exceso de colesterol en los macrótagos gracias al TRC. Adicionalmente, inhiben la oxidación de las LDL por 

medio de la PON l. La formación de las células espumosas y la proliferación del músculo liso contribuyen a la 

formación de la placa ateromatosa. 

~ TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN \ 
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J:. 4 DJ:ABETES TIPO 2 

4.1 DJ:ABETES MELUTUS 

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabólicas debidas a diversas causas que se 

caracteriza por hlperglucemla. El sujeto que la padece tiene alteraciones del metabolismo de carbo­

hldratos, lípidos y proteínas, junto con una deficiencia en la secreción de Insulina y/o grados varia­

bles de resistencia a esta hormona (42). Tanto la diabetes tipo 1 como la tipo 2 son factores pode­

rosos e Independientes de riesgo de enfermedad cardlovascular. El Infarto del miOcardlo 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 CLASIFJ:CACJ:ÓN Y DIAGNÓSTJ:CO 

La diabetes mellitus se subdivide en 4 grupos diferentes: la tipo 1 y la tipo 2 son las formas más 

frecuentes en el mundo occidental, otros tipos específicos Incluyen entidades secundarlas o 

asociadas con ciertas alteraciones o síndromes y por último la diabetes gestaclonal se define como 

intolerancia a la glucosa de severidad variable con Inicio o detección durante el embarazo. 

Cuadro 6. Clasificación Etiológica de la Diabetes (43). 

• Diabetes tipo 1 (destrucción de células 13, que conduce a una deficiencia absoluta de Insulina) 

• Diabetes tipo 2 ( c:on variaciones desde la resistencia a la insulina predominante con relativa deflciencla 

de Insulina, al defecto en la secreción predominante con resistencia a la Insulina) 

• Otros tipos específicos. 

• Diabetes mellitus gestac:ional. 

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...,..., el dl-an6stico de d .. ..__ 1119111tus (43). 

1. Slntomas de dlabeteS y una elevación casual de glucosa plasmátlea « 200 mg/dL. 

casual se reriere en cualquier tiempo y día, pero sin relación con el tiempo del último alimento. 

Los síntomas clásicoS son: poliuria, polifagia, polidipsJa y perdida de peso inexplicable por- otras causas. 

6 
2. Glucosa en ayuno « 126 mg/dL. 

Ayuno es definido como la falta de ingestión de calarlas por lo menos en las 8 horas anteriores. 

6 
3. Glucosa 2 horas poscarga > 200 rng/dL durante una prueba de tolerancia a la glucosa. 

La prueba debe ser realizada con los criterios de la OMS, utllizanclo 75 g de glucosa para la carga oral 

disuelta en agua. 

4.3 DIABETES TIPO 2 

Es el tipo más frecuente de diabetes, en ella se presentan tanto resistencia a la Insulina como un 

defecto en la secreción de la misma (aunque los niveles básales de Insulina sean normales o altos), 

aún sigue sin dilucidarse cual de las dos es el defecto primario en la patogénesls de este síndrome. 

Una hipótesis predominante sostiene que primero aparece la resistencia a la insulina, con la partlcl-

pación de factores genéticos y ambientales. Varios de los estados de resistencia a la insulina, como 

la obesidad y la hipertensión arterial esencial, presentan una hipersecreclón pancreática (hlperinsu­

linemia) que compensa la resistencia a la Insulina. Cuando la incapacidad del páncreas para incre-

mentar su secreción de Insulina en respuesta a la demanda aumentada que le Impone la disminu-

dón en la sensibilidad a la Insulina alcanza un nivel crítico, la disfunción de la célula-13 conduce pri­

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

TESIS C'JN 
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AlE~tESIS ... ~ 
RESISTEMCIAA LA lllSULlNA 

HIPERTENSlé>N ARTERIAL 

GENES DE LA DIABETES 

Figura 8. Diabetes mellitus tipo 2: la punta del Iceberg. la representación esquemática simplificada 

ilustra la evolución de la DM2. la DM2 representa la fase final de un proceso de larga duración de anormalida­

des metabólicas denominado síndrome metabólico, caracterizado por resistencia a la insulina que en asocia­

ción con la hiperinsulinemia compensatoria generan: obesidad, dlslipidemlas, hipertensión arterial y conse­

cuentemente una aterosclerosis prematura. La interaccionan de factores ambientales con factores genéticos 

explican el desarrollo de la resistencia a la insulina en un individuo. En la primera etapa de tolerancia normal a 

la glucosa, el páncreas compensa la resistencia a la insulina sintetizando más Insulina, la cual, favorece la 

obesidad. En esta etapa se desarrollan la hipertrlglicerldemia y la hipoalfalipoprotelnemia. La disfunción de la 

céluia-13 conduce primero a la ITG etapa II y después a la hiperglucemia en ayunas DM2 etapa III, 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 pediátrica en que la padecen, en el 

cuadro 9 se mencionan los principales factores de riesgo que predisponen para el desarrollo de la 

DM2y la ITG. 
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Cuadro a. Fac:m.- que pr9dlsponen •I .._rrollo de J:TG y di•...._ tipo 2 en nlftos, 

•~nt.s y actu.-~ (45). 

l. Edad ( adultOs > ad<>lescentes > nll'los en la prepubertad) 
2.0besldad 
3. Historia familiar de diabetes tipo 2 
4. Historia de diabetes gestaclonal maternal 
s. Etnleldad 
6. Estilo de vida sedentario 
7. Bajo peso al nacer 
8. Género (mujeres > hombres ) 
9. Acantosls nlgrlcans 

TESIS CON 
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10. Slndrome de ovario pollquístlco 
11. Tabaquismo 
12. El factor dietético (entre otros una ln<J@Sta excesiva de calarlas) 

La obesidad sobre todo la de tipo central ó visceral se asocia con el desarrollo de la ITG y la 

diabetes tipo 2 a continuación se describe esta relación (45). 

Músculo esq..aelétlco 
Aurrento ce TG 
Menor ca¡:itación de glucosa 

Diabetes tipo 2 

t 
Aumenlo de AGNE ITG 

~.i~ t 
Af..1"1'Er11D ce TG Disft.mdón de las mlulas-P 
Al.ITlento ce VLDL debida a llpolo>dcldad y 
Menor captación de ~osa Qlucotoxlcldad 
Mayor produ:dón de glucosa 

Aumento de la 
glucosa plasmAUca 

Figura 9. Obesidad y su rea.ct6n con el d-rrollo de I• l:TG y I• DM2. La obesidad se acompal'la ele la 

producción del FNT-a y la sobreproducción de AGNE. Los AGNE se asocian con la generación de la resis­

tencia a la Insulina en hígado. El FNT·a se asocia con la generación ele resistencia a la Insulina en músculo 

esquelético. La resistencia a la Insulina provoca alteraciones, que producen un aumento en los niveles 

plasmáticos de AGNE y glucosa, ambos provocan la disfundón de las células-13, por medio de lipotoxlddad y 

glucotoxldadad respectivamente. La disfunción de las ~lulas-13 lleva a la ITG y ctespué¡ a la hlperglucemla en 

ayunas. FNT-cr.= factor de necrosis tumoral alfa, AGNE- áCldos grasos no esteriflCados. 
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4.4 COMPUCACIONES CRÓNICAS DE LA DIABETeS TIPO 2 

Complicaciones crónicas principales. 

Macrovasculares: 

EAC acelerada. 

Aterosclerosis cerebrovascular acelerada. 

Vasculopatía periférica acelerada. 

Mlcrovasculares. 

Retinopatía. 

Nefropatía. 

Neuropatía: periférica y autonómica. 

La diabetes tipo 2 se asocia con factores de riesgo cardlovascular que Incluyen hipertensión arterial, 

obesidad y disllpidemlas caracterizadas especialmente por elevación de trigllcérldos y disminución 

de los niveles de colesterol HDL. En las personas con diabetes las llpoproteínas HDL son el mejor 

predlctor de EAC. Varios estudios han demostrado que el riesgo de enfermedad cardiovascular en 

personas con diabetes tipo 2 está aumentado entre 2-4 veces en comparación con la población 

general. 

4.5 DIABETES TIPO 2 Y ATEROSCLEROSIS 

La diabetes acelera la progresi6n 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 dialbetes (46). 

Oisllpidemias 
Anomalías en los niveles y composición de las Upoprotelnas 
Hipertensión 
Resistencia a la Insulina 
Glieosilaclón avanzada de las proteínas plasmáticas y oxidación 
Disfunción endotelial 
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Culldro 10. Anomall- en I• composlct6n de las llpoprotlefn.s en .. d .. betes tipo 2 (46). 

Llpoprotel~ 

VLDL 

LDL 

HDL 

Modltlc:.clones 
VLDL ricas en trtgllcérldos 
VLDL ricas en ce 
GlicoSllaclón no enzimática de las LDL 
LOL más susc:eptlbleS de modificación oxidatlva 
LDL pequei'las y densas 
Gllcosllacion de las HDL 
Disminución de las HDL2 

METABOLISMO DE LAS UPOPROTEfNAS EN LA DJ:AllETES TJ:PO 2 

Se han descrito anormalidades en el metabolismo de las llpoproteínas en la OM2, que están estre­

chamente relacionadas con la resistencia a la insulina y con la disfunción de las células-13 del pán-

creas. En condiciones normales la insulina tiene las siguientes acciones importantes: 

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

2) Disminuye los niveles de ácidos grasos no estertficados (AGNE) en plasma mediante la supresión 

de la lipólisis en el tejido adiposo. 

3) Supresión de la producción de glucosa en el hígado. 

Los AGNE que están presentes en el plasma, son principalmente el producto de la lipóliSls de los TG 

del tejido adiposo. En las personas resistentes al efecto supresor de la insulina, la lipóliSls del tejido 

adiposo aumenta los niveles de AGNE en plasma, lo cual incrementa el transporte de AGNE al híga­

do. Los niveles aumentados de glucosa circulante y AGNE (precursores de trtglicérldos), actúan re­

cíprocamente en el hígado para causar aumento en la síntesis de apo 8100 y la secreción de gran-

des VLDL ricas en TG (47-48). Lo anterior genera hipertrlgliceridemia que es la anomalía más fre­

cuente en la DM2. De manera normal las VLDL se transforman a LDL por medio ele la LPL, Sin em­

bargo, en la diabetes tipo 2 la actividad de la LPL está disminuida por alteraciones en su producción 

celular, así como, posiblemente su transporte y asociación con las células endoteliales. En presencia 

de concentraciones elevadas de VLDL en la circulación, la CETP realiza un intercambio excesivo de 



TG (VLOL) por CE de las LDL y HDL. Las VLDL ricas en CE pueden ser captadas por macrófagos y 

células de músculo liso, generando células espumosas. La posterior Interacción de las LDL con la 

LPL 6 la LH provoca la generación ele LDL pequei'ias y densas que son más aterogénlcas. Las LDL 

pueden sufrir glicosilaclón lnespecíflca no enzlmatiea (reacción de Malllard) favoreciendo su capta­

ción por los macrófagos y aumentando su susceptlbllldad a la oxidación. 

Las HDL2 ricas en CE que lo Intercambian por TG con las VLOL, mediado por la CETP, generan HDL2 

ricas en TG, las cuales son convertidas en HDL3 por la LH, resultando en una disminución de los 

niveles de HDL2 ateroprotectlvas. Otro contribuyente de las HDL es la transferencia realizada por la 

PLTP de fosfolípldos y CL, estos se transfieren a las HDL durante la llpóllsls de las VLDL 

dependiente de la LPL, debido a lo anterior hay una llpóllsls Ineficaz acompañada de una 

disminución de las HDL. 

35 



LDL~Y -· 

LDL-"I& 

DI.U.ID 

DCCL 

i ·-uu-1 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

n:•ooAIJSIOSD, INCm:l'ENJO DE 
lA~SIS 

Figura 10. Metabolismo de las llpoproteinas en la diabetes tipo 2. 

En el higado, los nlyeles elevados de glucosa y AGNE causan la elev- producción de VLDL ricas en 

TG (VLDL-TG),que explica la hipe~rigllcerldemla 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 la LH dan origen a las LDL pequeñas y densas. 

Las HOL3 captan el a._ proveniente de los tejidos periféricos, su Inmediata esterificaclón por la LC.l\T 

produce HDL2 ricas en CE que lo intercambian por TG (procedentes de las VLDL-TG) produciendo 

HDL2 ricas en TG (HDLz·TG). Las HDL,-TG son Inmediatamente con.....- en HOL3 ,mediante la LH 

y la PLTP. Tocio lo anterior provoca un aumento del C-HDL,. una disminución del C-HDL, y una dls­

minw;;i]n gtgbal del C-HQL Cbippatfaligoprptetnemfal 

~ La linea doble Indica un _ _ _ + La linea punteada Indica un proceso dlsmlnUldo 

proceso aumentado 
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11. .JUSTJ:FJ:CAQÓN 

La aterosclerosis es la principal causa de muerte en los pacientes con DM2 v guarda una relación 

negativa con la concentración plasmática 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 así como de las 

proteínas Involucradas en su metabolismo en población pediátrica con diversos grados de 

resistencia a la Insulina como son los portadores de DM2, ITG v obesidad. Los mecanismos exactos 

por los cuales las HDL son ateroprotectlvas son desconocidos. 

Estucllos In vltro han demostrado que tales funciones antlaterosclerosas dependen no solamente de 

la cantidad de partículas HDL sino de su estructura. En efecto, las HDL abarcan una clase hete­

rogénea de llpoproteínas que tienen en común una densidad de flotación entre 1.063-1.21 g/mL v 
un tamaño de 7.2 a 12 nm. Debido a lo anterior, es Importante relacionar la estructura de las HDL 

con su función. La electroforesis en gel de pollacrilamlda con un gradiente del 4o/o al 30% en condi­

ciones nativas (PAGGE) permite separar las HDL en 5 subclases, con base en su tamaño. Por medio 

de este método se pueden comparar los perfiles de distribución de los tamal'ios en diferentes gru­

pos de pacientes, v las alteraciones en su estructura podrían participar en la disfunción de las HDL. 

Por otra parte, dentro de los factores plasmáticos que afectan los tamaí'los de las HDL, están las 

proteínas -CETP, LCAT, PLTP- que participan en la remodelación de las HDL y, en consecuencia, 

pueden estar Involucradas de manera Indirecta en la distribución de sus tamaí'los v su funciona­

lidad. 
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111. HJPOTESJS 

• En los adolescentes con DM2, ITG y obesidad se presentaran anormalidades en el metabolismo 

de las HDL, por lo que la distribución de las subclases de estas llpoprotefnas, estarán alteradas en 

mayor grado en los adolescentes con DM2 sin control glucémleo comparados con los sujetos con 

buen control glucémlco y con los pacientes que se encuentran en estadios evolutivos previos a la 

DM2, lo que correlacionará con la actividad de las proteínas que Intervienen en su remodelaclón 

(LCAT, CETP Y PL TP). 

IV. 011.JETJVOS 

OBJETIVOS PRINCIPALES 

Determinar la actividad LCAT, CETP y PLTP, en 4 grupos de sujetos en estudio. 

• Estimar la proporción 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 glucémlco. 

Evaluar la asociación entre las subclases (HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b y HDL 3c) y la 

actividad LCAT, CETP y PLTP. 

OBJETIVOS SECUNDARIOS 

Evaluar la asociación de lípidos y lipoprote(nas, y la actividad LCAT, CETP y PLTP. 

Realizar la determinación de la actividad de la PON 1 en los diferentes grupos de sujetos 

induidos en el estudio. 
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V. MATERIAL, MboDOS Y PROCl!DIMIENTO 

1) Muestra pobhlclonal 

Todos los pacientes son derechohabientes del IMSS y acuden a consulta al servicio de endcxrlnolo­

gía pediátrica del HG CMN "La Raza". Se Incluyeron 44 obesos, 15 con ITG, 25 con OM2 Sin control 

glucémlco (glucosa plasmática en ayuno s 120 mg/dL), y 22 con DM2 con control gluc:émlco 

(glucosa plasmática en ayuno > 120 mg/dL). Los pacientes con DM2 fueron diagnosticados con ba­

se a los criterios propuestos por el Comité de Expertos de Claslflcaclón y de Diagnostico de Diabe­

tes publicados en 1997. En todos ellos se había presentado la slntomatologfa dínlea característica y 

se ha documentado hlperglucemla. 

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 realización de esta prueba por presentar obesidad exógena, an­

tecedentes familiares de OM2 y/o presencia de acantosls nlgrlcans al menos en cuello. El grupo de 

sujetos con obesidad tuvieron las mismas características 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) Recolección de muestras 

Las muestras de sangre se obtuvieron después de que los pacientes se encontraron en posición se­

dente por 20 minutos, por extracción venosa se colectaron en tubos de vidrio con Na2-EDTA (1.5 

mg/mL) y tubos con gel separador, en fase postabsortlva (ayuno no menor de 12 horas). Los tubos 

con EDTA fueron colocados inmediatamente en hielo, mientras que los tubos Sin antlc:oagulante 

fueron mantenidos a temperatura ambiente durante su transporte al INC "Ignacio Chavezn (tiempo 

aproximado 1 hora).Bajo estas condiciones no se altera la actividad de las enzimas y proteínas de 

transferencia, que se determinaron en este trabajo (Óscar A. Pérez Méndez comuniCaclón perso­

nal). Para separar el plasma del paquete celular, se centrifugó la muestra durante 15 mln a 3500 

rpm. La determinación del perfil de lípldos, glucosa y las subclases de HDL se realizaron a partir de 
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muestras frescas de plasma. Posteriormente, se hicieron alícuotas del plasma y suero, y se refrige­

raron a -70 ºC. 

Dos alicuotas de 200 µL se utilizaron para la determinación de la actividad de CETP, PLTP, LCAT y 

PON l. 

3) Análisis de laboratDrlo 

El colesterol total, TG, C-HDL (las concentraciones se expresan en mg/dL), se determinaron me­

diante mét<Xlos enzimáticos y calorimétricos (Boehringer-Mannhelm, Alemania) en el Departamento 

de Endocrinología del Instituto Nacional de Cardiología "Ignacio Chavez". El C-HDL fue determinado 

en el sobrenadante después de precipitar las Lp que contienen apo B con una solución precipitante 

de sulfato de dextran/magnesio (CIBA-CORNING). El colesterol LDL es calculado mediante la ecua­

ción de Friedewald: 

CLDL = Colesterol total- CHDL- (Triglicéridos plasmátlcos/5) 

Los coeficientes de variación de estos mét<Xlos son menores del 4º/o. Además, se consideraron para 

el estudio la talla, peso, y edad de cada sujeto 

4) Determinación de las subclases de HDL por PAGGE 

La determinación de las subclases se determinó de acuerdo al método descrito por Blanche PJ, et 

a/(49), con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. 

El plasma obtenido (1.5 mL) se ajusta a una densidad =1.063 g/mL con solución de KBr con densi­

dad =1.34 g/mL y se somete a una ultracentrifugación a 110 000 rpm durante 2 h 16 mln. En esta 

parte primeramente se aislaron las Lp que contienen apo B (VLDL, IDL, LDL). El remanente de plas­

ma se ajustó a una densidad =1.210 g/mL con KBr SÓiido y se sometió a ultracentrifugación a 110 

000 rpm por 2 h 35 mln. En esta parte se separaron las HDL, sin contaminación de Lp con apo B, 

obteniéndose del 80º/o al 85% de la apo Al del total del plasma de las fracciones de HDL, según se 

verificó por electroforesis PAGE SOS anexo 2 B(SO). 

Después de llevar a cabo la separación de las HDL por ultracentrifugaclón, se realizó una diálisis 

intensa con una solución amortiguadora de TBE (Tris 0.09 M-Borato 0.08M-EDTA 3 mM, pH=S.35, 

anexo 10), posteriormente se llevó a cabo una electroforesis en gel de pollacrilamida no desnatu-
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ralizante con un gradiente del 4o/o al 30%, usando como marcadores de radio de Stokes, proteínas 

globulares (Tiroglobulina 17.0 nm, ferritlna 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshlclrogenasa 8.1 

nm y albúmina 7.1 nm, Pharmacla, Uppsala, Suecia; ver anexo 2 A). Previamente se cuantificó la 

cantidad de proteína (Método de Lowry, anexo 11) para establecer la cantidad de muestra equiva­

lente a 20 µg de proteína. A esta cantidad se le adicionó amortiguador de muestra (sacarosa-azul 

de bromofenol en solución amortiguadora de TBE,1 µl/10 µg de proteína) y se depositó en cada 

pozo de un gel, al que se le había aplicado una precorrlda a 20 volts por 15 min para equilibrar el 

gel con la solución amortiguadora de TBE. Después el gel se corrió a 70 volts por 15 mln para con­

centrar la muestra y, por último, se corrió durante 20 ha 165 volts. Al final de ese tiempo se detu­

vo la electroforesis y para visualizar las bandas de proteína de HDL y marcadores se realizó una tln­

ción con azul Coomasie (Bio-Rad R-250) que se sometió a un análisis por densltometría (Molecular 

Analyst Sorware Versión 1.1,1994 Blo-Rad), para determinar los radios de Stokes de las HDL. 

S) Determinación de la actividad LCAT método radiactivo. Procedimiento de Incubación 

empleando proteoliposomas como substrato: reacción LCAT 

La determinación de las subclases se realizó de acuerdo al método descrito por Chen C y Albers JJ 

(51), con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. 

A un tubo de ensaye se le adicionó buffer 23:')µL Tris-Ha, 125 µL de albúmina sérica bovina libre 

de ácidos grasos al 2°/o (w/v, Sigma Chemical St, Louis MO) y 100 µL de la suspensión de proteoli­

posomas con colesterol-[3H]. Se realizó una prelncubaclón a 37ºC y se adicionaron 15 µL del plas­

ma problema con el fin de llevar a cabo la reacción de esteriflcación de la LCAT. Se dejÓ incubar la 

reacción por 1 hora exactamente a 37ºC, deteniéndola por adición de 3.75 mL de CHClrMeOH 1:2 

(v/v) con ~µL de estándares de colesterol libre (cholesterol; Sigma, St. Louls MO) y colesterol este­

rificado 1 mg/mL (Cholesteryt myristate; Sigma, St. Louis MO), respectivamente. Se realizó una 

extracción posterior agregando 1.25 mL de CHCl3 a la fase orgánica y con 1.25 mL de H 20 a la fase 

acuosa con el fin de realizar una extracClón más cuantitativa de colesterol esterlficaclo y no esterifi­

cado. La fase acuosa se desechó, mientras que el disolvente de la fase orgánica se evaporó con N, 

hasta concentrar el colesterol total (esteriflcado y no esterlficado) en un volumen mínimo. 
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Se llevó a cabo la separación y cuantificación del colesterol marcado mediante cromatografía en ca­

pa fina de gel de silice sobre poliéster cubiertas (Aldrlch, Milwaukee WI) y empleando como eluyen­

te éter de petróleo, éter eb1ico y ácido acético en proporcián 90:10:5. La placa se reveló utilizando 

yodo sublimado (12 ) como cromógeno, para la Identificación del colesterol esterlf"lcado y no esterifi­

cado de las muestras al comparar1as con los estándares (Rf de 0.15 y 0.8 respectivamente). 

Estas manchas fueron recortadas y raspadas, Introduciendo su contenido en viales, adicionando 4 

mL de liquido de centelleo (CytoScint, ICN Costa Mesa, CA) para su lectura en el contador de radia­

ción beta (Liquicl Scintillation Analyzer TRI- CARS 2200CA, Packard), el cuál detecta las cuentas por 

minuto (cpm) como medida de radioactividad, siendo proporcionales a la cantidad de colesterol 

libre ó colesterol esterificado presente en cada muestra problema. A partir de estos datos se calculó 

el porcentaje de colesterol esterificado y la actividad de la enzima en nanornoles de colesterol 

esterificado por mililitro de plasma en una hora de reacción. 

6) Determinación de la actividad CETP método radiactivo 

La actividad CETP se determinó de acuerdo al método descrito por Tollefson JH et al (52), con 

modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. 

Transferencia CETP 

En un tubo de plástico desechable de fondo cónico de 1.5 mL, se colocan 3 µL de donador (HDLr 

3-H) equivalente a 10,000 dpm (aproximadamente 120 µg de proteína), se agregaron 100 µL de 

aceptar (VLDL, LDL), equivalente a 240 µg proteína. La mezcla tuvo una proporción 1:2, donador­

aceptor. Se agregaron 10 µL del plasma problema, 500 µL de solucián amortiguadora Tris y se 

mezcló suavemente. Para el blanco se agregó lo mismo excepto el plasma y todas las determina­

ciones se realizaron por duplicado. Se incubó a 37 oc por 16 h. Después de la Incubación se toma­

ron 100 µL de la mezcla, al restante se agrega 50 µL de reactivo precipitante. Las Lp LDL y VLDL 

fueron precipitadas con sulfato de dextrana y sulfato de magnesio, permaneciendo en el sobrena­

dante las HDI..,, posteriormente se centrífuga después de 5 min a 2500 rpm 10 mln. Del sobrena­

dante se tomó una alícuota de 100 µL, ambas alícuotas 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 fracción precl-

pitada. 

Tasa de transferencia en%= (cpm fracción precipitada - cpm blanco) (100) 
cpm total 

7.) Detenninadón de la actividad PL TP 

Esta técnica permite definir la actividad de la PLTP, que es responsable de transferir los fosfolípldos 

entre Lp. DetermlnaCIÓn de la actividad PL TP; transferencia de fosfatldllcolina-marcada con tr1tlo de 

liposomas unilaminares (Anexo 8) a las HDL (53). 

Radiactividad Total; se mezclaron 10 µL de liposomas marcados, 690 µL de TBS y se midió la ra­

diactividad en 500 µL de la mezcla (después de precipitar los llposomas con heparanato de magne-

slo). 

Muestras; Se mezclaron 10 µL de liposomas marcados, 30 µL de muestra (plasma) y 40 µL de áci-

do lodoacético, se agitó e Incubó 30 min a 37°C. Para parar la reacción se agregaron 300 µL de he­

paranato de manganeso (445 UI/ mL), 320 µL de TBS, se agitó en vortex durante 10 mln, se cen-

trifugó 10 mln a 13 000 rpm y se colocaron los tubos en hielo antes de medir la radiactividad en 

500 µL de la mezcla. 

Blanco; Se mezclaron 10 µL de liposomas marcados, 30 µL de muestra de plasma,40 µL de ácido 

iodoacétlco, se agita y se incuba por 30 minutos a 4 ºC. Luego se detuvo la reacción, se agrega 

300 µL de heparanato de manganeso (445 UI/ mL), 320 µL de TBS, se agito en vortex durante 10 

minutos, se centrlfugÓ 10 min a 13 000 rpm, se colocaron los tubos en hielo y se cuantificó la 

radiactividad en 500 µL de la mezcla. 

Para calcular la tasa de transferencia en º/o se empleo la relación 

Tasa de transferencia en%= (cpm muestra - cpni blanco) (100) 
cpmtotal 
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Estimación de 1• •ctividad ARE 

La actividad aril-estearasa se determina utilizando fenllacetato como sustrato. La hidrólisis del sus­

trato libera fenol fue determinado espectrofotometrlcamente a 270 nm. La mezcla de reacción In­

cluyó 1.00 mmol/L de fenllacetato y 0.9 mM Ca02 en 20 mM Tris-Ha, pH a.o a 25 ºC. La cinética 

de la reacción fue medida en un intervalo de 3 minutos. El coeficiente de extinción molar a 270 nm 

empleado para el fenot fue 1310 mol r 1 cm·1 • La unidad de la actividad aril-estearasa es equivalen­

te a 1 µmol de fenllacetato hidrolizado por minuto por mL de suero (54). 
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VZ.RESULTADOS 

El estudio se realizó 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 separó en sujetos con control 

glucémlco (glucosa de ayuno S120 mg/dL, n=22) y sujetos sin control glucémlco (glucosa de ayu­

no >120 mg/dL, n=25). 
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Figura 11. Distribución de los grupos de I• pobi.clón estudl•d•. 1 Obesidad, 2 ITG, 3 DM2 con 

control glucémico y 4 DM2 sin control glucémlco. 

Los promedios de las edades así como las características antropométricas de los grupos anteñores 

se presenta en la tabla 1. 

INTOLERANCA DIABETES TIPO 2 
OBESXDAD ALA GLUCOSA 

CON CONTROL SIN CONTROL 

N 44 15 22 25 

SEXOF/M 27/17 6/9 11/11 16/9 

EDAD 11.48±2.67 12.13±2.83 13.09±2.49 * 14.00±2.00 * 1" 
(Años) 

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) 

IMC 29.86±4.57 28.91±5.73 28.05±5.85 27.39±7.53 
K m> 

T•bl• 1. Edad- y c. ... cteristicms •ntrapom6tricms de los peclentes lncluldoa en .. estudio. 

Los valores expresan la media ± O.E. * p<0.05 vs Obesidad, 1" p<0.05 vs ITG. IMC: índice de masa corporal 

(peso/talla'). El análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA y la prueba LSD (least significant difference). 
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La mayoría de pacientes de los 4 grupos cursaban con obesidad (IMC > percentll 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 glucémlco son en promedio significativamente 

mayores (p<0.05) que los pacientes obesos (Tabla 1). Debido a que existen diferencias estadíStlcas 

significativas en la edad y a que el perfil de lípldos está fuertemente ligado a esta variable, los aná-

lisis estadíSticos consecutivos se realizaron ajustando los valores según la edad. 

Tabla 2. Caracterfsticas bloqufmicas e Indices aterog'6nlcos de los pacientes incluid- en el 

estudio. 

INTOLERANCIA DIABETES TIPO 2 
OBESIDAD ALA GLUCOSA 

CON CONTROL SIN CONTROL 

N 44 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 37.1±9.0 

TG (mg/dL) 149.6±7.2 126.5±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±27.2 92.4±27.3 117.0±28.3 * 
CT/C-HDL 4.5±1.41 4.1±1;37 4.3±1.37 5.3±1.42 * 
C-LDL/C-HDL 2.7±1.1 2.5±1.0 2.7±1.0 3.4±1.1 * 
GLUCOSA (mg/dL) 94.4±50.9 92.8±49.3 97.6±49.5 230.0±51.3 * 

Los valores expresan la media ± D.E. * p<0.05 vs Obesidad, ITG y DM2 con control glucémico. El análiSis es­

tadístico se realizo utilizando una prueba de ANCOVA ajustando por edad y la prueba LSD. Valores de referen­

cia población 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 lípldos más aterogénlco con 

respecto a los otros 3 grupos, caracterizado por colesterol total (CT) y C-LDL significativamente 

más 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 relación 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 más 

grande sea este valor numérico mayor es el riesgo. De acuerdo con lo anterior, los pacientes ex>n 

diabetes tipo 2 sin control glucémico son los que presentan el mayor riesgo lipk:lico de desarrollar 

aterosclerosis con índices CT/C-HDL y C-LDL/C-HDL significativamente mayores respecto a los otros 

grupos (p<0.05). 

Prevalencia de disMpideinlas en pacientes obesos Prevalencia de dislipidemias en pacientes ITG 

~l 
556 

~l n 
48.9 47.1 

l n 29.4 
<Fo <Fo 

L 8.9 8.9 
o.o o.o 

CT C-LDL TG C-tcX. CT C-LDL T& C-HDL 

Prevalencia de dislipidemlas en pacientes con Prevalencia de dslipidemias en pacientes con 
DM2 sin control glucemico DM2 con control glucemico 

60 52.0 52.0 

~] 
54.5 

50 40.0 

l 40 
36.4 

<Fo 30 <Fo a 20 
10 4.5 4.5 

o 
CT c-LDL TG C-tcX. CT c-LDL TB C-HDL 

Figura 12. Prevalencia de disllpidemias de cada uno de los grupos de -dio, (CT > 200 mg/dL. 

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

Por otra parte, los adolescentes con DM2 sin control glucémico presentaron una mayor ~lencla 

de dlsllpldemlas, seguidos por el grupo de pacientes obesos (Figura 12). En este sentido, la hiper­

trigliceridemla y la hlpoalfallpoproteinemia fueron las principales dislipidemias de la DM2 sin control 

glucémico. La frecuencia de pacientes con niveles de C-HDL bajos fue similar en pacientes diabétl-

cos con y sin control glucémico. 
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Debido a que el grupo de diabéticos se dividió en controlados y no controlados con base en sus 

niveles de glucosa plasmática en ayuno, la glucosa plasmática en los pacientes con DM2 sin control 

fue mayor que en los demás grupos, con una media de 230.0 mg/dL. 

Con lo que respecta a las determinaciones realizadas en las enzimas y proteínas de transferencia 

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

Tabla 3. Enzimas y proteinas de trmn5'erencla asociadas a las HDL. de los 4 grupos de lldolecen­

~ estudiados. 

OBESIDAD INTOLERANCIA 
ALA GLUCOSA DIABETES TIPO 2 

CON CONTROL SIN CONTROL 

N 44 15 22 25 

CETP 34.85±8.46 31.30±8.22 36.14±8.27 32.78±8.50 
º/o transferencia 
PLTP 26.04±11.40 44.58±11.42 * 17.42±11.40 -t- 27.77±11.44 § 
o/o transferencia 

LCAT 11.43±6.86 12.56±4.23 * 10.19±5.04 9.70±5.39 
0/o esteriflcación 

nmol de CE/h/L 87.70±6.80 96.16±4.22 * 77.98±5.02 74.30±5.39 

CETP/LCAT 3.15±1.33 2.58±1.3 3.72±1.30 cp 3.77±1.34. 

HDL2/HDL3 0.287±0.16 0.353±0.15 § * 0.167±0.16 -t- 0.200±0.17 -t-

PON1 117.58±36.43 123.52±58.94 125.19±65.35 106.61±56.56 
Actividad ARE N=26 N=12 N=18 N=16 

Los valores expresan la media ± O.E. * p<0.05 VS DM2 sin control, cp p<0.05 VS ITG, -t- p<0.05 vs Obesi­

dad, § p<0.05 vs DM2 con control, * p<0.05 vs Obesidad, Diabetes tipa 2 controlada y sin control. El análi­

sis estadístico se realizó utilizando ANCOVA ajustando por la edad y la 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 HDI.. 3a + 

HDL 3b + HDL 3c. Para los parámetros de esta tabla no se cuenta aún 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 PL TP comparados con los 

otros 3 grupos. Por otro lado el grupo de DM2 sin control tuvo menor actividad LCAT, alcanzarido 

significado estadístico sólo en la comparación con el grupo de ITG (Tabla 3). 
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La enzima PON 1 está asociada físicamente a las HDL y se relaciona con la Inhibición a la oxidación 

de las LDL y se ha propuesto que solamente se encuentra en la fracción HOL3. Debido a lo anterior, 

se realizó la determinación 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, 

la diferencia no alcanzó significado estadístico {Tabla 3). 

una vez que los cuatro grupos de pacientes fueron caracterizados en su perfil de lípldos, la activi­

dad de proteínas que intervienen en la remodelaclón de las HDL, así como la actividad PON 1, pro-

cedimos a determinar la proporción relativa de cada una de la subclases HDL según se describe en 

la sección de métodos. En la figura 13 se muestra un gel representativo de la determinación de las 

subclases de HDL obtenidas mediante electroforesis nativa en gel de poliacrllamlda con un gradien­

te 4%>-30ºA> 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 señala la posición que corresponde a cada una 

de las diferentes subclases de HDL 

Marcadores de diámetro 
2 3 4 s 

Albúmina sérica bovina 7.1 nm----- -•••••~--~ 
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Figur• 13. Gel de poll•cril•mlcl• con un gnidlenhl 4'!1b-30'Mt; 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 glucémlco y 5) Obesidad. Las proteínas se tiñen con azul de 

coomasie, la Intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de proteína. La proporción relativa 

de una subclase depende de la cantidad en que se encuentra así como de la cantidad de proteína que posee. 

49 



0.7 

0.6 

-~ .e 0.5 

io.4 
jo.3 
e: 
~ 0.2 

ª 0.1 

@ 

o 0.1 0.2 0.3 ·0.4 0.5 

R.F. 

0.6 0.7 0.8 0.9 1 

0.7 

-10.6 

i 0.5 

~0.4 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

.. 
:10.3 
e: 
~ 0.2 
o 
ci 0.1 

® 

o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

R.F. 

0.6 0.7 0.8 0.9 

Figura 14 • Perfiles densltotnétrlcos representativos de I• distribución de bnn•ños de •- HDL 
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A partir de la metodología anterior caracterizamos cada una de las subclases de HDL de los sujetos 

incluidos en el estudio. En la figura 15 están 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 glúcemlco mostraron una mayor proporción 

de las subclases HDL 3b y HDL 3c en detrimento de las subclases HDL 2b y 2a. En otras palabras, 

la condición fislopatóloglca de DM2 se asoció a un Incremento de la proporción relativa de partícu­

las HDL pequeñas en detrimento de las HDL grandes. Esta situación se presentó simultáneamente 

con disminución 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 pnxesos de remodelaclón de las HDL en función de la etapa de desarrollo de la DM2 en 

la que se encuentran los pacientes. Para obtener más Indicios al respecto, realizamos un estudio de 

correlación simple entre las proporciones relativas de las subclases de HDL y las actividades de la 

proteína y enzimas que Intervienen en la remodeladón de las HDL. Los resultados de este análisis 

se presentan en la tabla 4 y la figura 16. 

Tabla 4. Coeficientes de correlación lineal entre las subclases de HDL y las protelnas Involucra­

das en su metabolismo. 

GRUPO HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c 

Todos r=-0.290 ** r=-0.394 ** r=-0.062 r=0.337 ** r=0.276 ** 
1 r=-0.360 * r=·0.454 ** r=-0.131 r=-0.430 ** r=0.339 * CETP 
2 r=-0.647 ** r=·0.027 r=-0.693 ** 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 r=-0.116 r=-0.599 ** r=0.281 r=0.135 

PLTP 2 r-0.384 r=0.243 r=-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 r=-0.420 r=-0.281 r=-0.067 r=0.538 * r=0.064 

Todos r=-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 r-0.157 
4 r--0.297 r=-0.070 r=0.175 r=0.009 r=0.190 

PON1 Todos r=-0.083 r=-0.135 r=-0.052 r=0.139 r=0.082 
1 r--0.236 r=-0.004 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 control y 4 DM2 con control glucémlco. * p < O.OS y ** p < 0.01 
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Cuando se analizó el total de los individuos incluidos en el estudio, se observó que la CETP fue el 

factor de remodelaclón que correlacionó con los tamaños de HDL, sugiriendo que es factor determi­

nante de la distribución de tamaños de HDL en las poblaciones estudiadas. Esta observación se 

confirma en los obesos y los ITG (Tabla 4 y figura 16). Sin embargo, tal correlación entre la 

actividad CETP y la distribución de tamaños HDL no se presentó en los sujetos con diabetes tipo 2, 

Independientemente del control glucémico (grupos 3 y 4, tabla 4 y figura 16). Adicionalmente, se 

observó una asociación Importante entre la distribución de tamaños HDL y la actividad PLTP en los 

pacientes diabéticos con y sin control glucémlco (Tabla 4). 
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VJ:I. DISCUSIÓN 

La diabetes mellitus es un Importante problema de salud a nivel mundial y la principal causa de 

muerte en nuestro país (57), siendo la diabetes tipo 2 su forma dínlca más 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 patología metabólica de los adultos, sin em­

bargo, en la última década su frecuencia ha mostrado un incremento muy Importante entre los ni­

ños y adolescentes, especialmente Hispano/latinoamericanos, Africano-americanos, Americanos na­

tivos e Isleños del pacífico. 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 estimación indirecta de la grasa corporal y, en consecuencia, del nivel de 

obesidad. i;>resenta un bajo costo, y ha sido validado por diversos estudios que demuestran un au­

mento en la mortalidad en sujetos con valores del índice por arriba de ciertos puntos de corte. Para 

la población mexicana, de acuerdo al Consenso Nacional de Obesidad, se debe considerar como 

adulto obeso a todo sujeto con un IMC;;;: 27 Kg/m2 y con un IMC;;;: 25 Kg/m2 para menores de 1.64 

m en hombres y 1.51 m en mujeres se define como obesidad (60). En población pediátrica, la obe­

sidad se define como el IMC > percentil 95 ajustado para edad y sexo. La mayoría de los 4 grupos 

presentan un IMC > percentil 95 ajustado para edad y sexo, es decir en ellos predomina la 

obesidad que está muy asociada con la patogénesis de la diabetes tipo 2. En efecto, la DM2 es la 

etapa final de un proceso fisiopatológico de larga duración denominado síndrome metabólico. El 

síndrome metabólico comienza con una resistencia a la insulina, principalmente, por parte del tejido 

muscular, adiposo y hepático. Para compensar la resistencia a la insulina, el páncreas sintetiza más 

hormona que resulta en poco tiempo en hlperlnsulinemia. El exceso de insulina, por ser una hormo­

na anabólica, favorece una excesiva ganancia de peso y está a su vez favorece la resistencia a la 

insulina, creando así un círculo vicioso entre obesidad y resistencia a la Insulina. La historia de la 

enfermedad continua con una etapa de ITG antes de que aparezca la hiperglucemla en ayunas por 

agotamiento de la reserva de Insulina de las células de los islotes pancreáticos. Se distinguen en-
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tonces 3 etapas fundamentales en la génesis de la DM2: resistencia a la insulina/obesidad, intole­

rancia a la glucosa y finalmente la DM2. Cada una de la etapas evolutivas de la enfermedad están 

comprendidas en el diseño de nuestro estudio. 

Además, 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 dlslipidemias y otros factores de riesgo se 

asocian, tales como tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo, hábitos alimentarlos poco flexibles, 

estrés, hipertensión arterial, enfermedades e infecciones concomitantes, políngesta de fármacos, 

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 más apropiado 

porque varias de las causas de dislipidemias antes citadas aun no están presentes en ellos. Por esta 

razón, nuestro estudio fue concebido con adolescentes como grupo modelo y no en adultos. 

Dentro de los factores más importantes que predisponen a los adolescentes a desarrollar DMT2 

está la edad (61): se ha reportado que el promedio de edad en los pacientes con diabetes tipo 2 

es de 13.5 años al momento del diagnostico, lo que coincide con el pico del crecimiento y desarrollo 

de la pubertad. Se ha documentado que durante la pubertad se presenta un período 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 años lo cuál concuerda con lo reportado en otros estudios (45). 

Las características bioquímicas del paciente diabético adulto son hiperglucemia, hipertrlgliceridemia, 

hipoalfailpoproteinemia e hiperinsulinemia. Debido a que los niveles de lípidos 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 según esta variable para eliminar su efecto. Aunque no todos los pacientes 

con DM2 van a presentar dlslipldemias (consideradas como las alteraciones cuantitativas del perfil 

de lípidos y lipoproteínas); en el "San Antonio Heart Stucly", más del 60% de los pacientes con DM2 

presentaban dislipidemia, en comparación con menos del 25% de los no diabéticos (62). Nuestros 
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resultados muestran que los pacientes del grupo DM2 sin control glucémlco poseen, en efecto, los 

valores promedio mas altos de CT y C-LDL plasmáticOS en comparación con los otros tres grupos. 

Cuando el CT se eleva generalmente es por elevación del C-LDL que es considerado la forma más 

aterogénlca del colesterol presente en el plasma, debido a que las LDL están directamente relacio­

nadas con la formación de la placa ateromatosa. Valores elevados de C-LDL coinciden con un au­

mento en la incidencia de EAC. En los sujetos con DM2, aún en la presencia de niveles normales de 

C-LDL, la aterogenicldad de estas Lp es mayor por el predominio del fenotipo B de las subclases de 

LDL. Este fenotipo se caracteriza por un tamaño menor ( < 25.5 nm), mayor densidad y un mayor 

potencial aterogénlco por los siguientes mecanismos (63). 

Entran con mayor facilidad por la pared arterial 

Son más toxicas para las células endoteliales 

Son más susceptibles a la oxidación 

Aumentan la producción del inhibldor del activador de plasmlnogeno 1 en las células 

endoteliales, generando un estado procoagulante que favorece la trombosis 

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

permanecen más tiempo en circulación 

Los receptores SR-AI/AII presentan una mayor afinidad por las LDL pequeñas y densas 

Niveles elevados de glucosa en plasma, caracteristlco de la diabetes tipo 2 sin control glucémico 

promueven la glicosilación inespecífica no enzimática de las proteínas plasmáticas. La glicación de 

las LDL pequeñas 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 aterogéniddad 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 está asociado a concentraciones plasmáticas elevadas de trlglicérldos. En 

efecto, en nuestros grupos de estudio hay una alta prevalencia de hlpertrlglicerldémla (punto de 

corte 130mg/dL) que oscila entre 47º/o a 56% aproximadamente (figura 12). A excepctón del grupo 

de DM2 con control glucémico que sólo presenta una prevalencia del 36 %. La relación resistencia 
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a la lnsullna-hipertrlgllceridemla se fundamenta en el Incremento de AGNE originada por la no Inhi­

bición de la lipasa sensible a la Insulina del tejido adiposo, situación que surge cuando aumenta la 

concentración plasmática de insulina. El exceso de AGNE estimula en el hepatocito la síntesis de 

VLDL ricas en TG, que resulta en la hipertriglicerldemla frecuentemente observada en cualquiera de 

la etapas de la resistencia a la insulina. A la luz de estos mecanismos, resulta fácil explicar la alta 

frecuencia de hipertrigliceridemia en todos los grupos. La relación resistencia a la lnsulina­

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 trl­

glicéridos por arriba de 130 mg/dL de triglicérlclos plasmáticos, alrededor de la tercera parte de su­

jetos en el grupo de DM2 con control glucémico presentan cifras de trigllcérldos mayores a 130 

mg/dL. La razón de esta diferencia radica en la disminución de la resistencia a la insulina a través 

de reducción de peso, control dietético y de la intervención farmacológica con metformlna ó la 

combinación de metformlna-insulina. 

En lo que concierne a la hipoalfalipoproteinemia, este es un hallazgo común asociado a la resisten­

cia a la insulina. En efecto, en los cuatro grupos de sujetos estudiados observamos una alta fre­

cuencia de hipoalfallpoproteinemla (definida como C-HDL<36 mg/dL), que varía desde 29o/o en el 

grupo ITG hasta 54% en el grupo de DM2 con control metabólico. Existe una diferencia signif"icativa 

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 más altos de C-HDL podrán ser explicados por esta causa. La frecuencia de hlpoalfallpoprtelnemla 

en los sujetos DM2 fue similar independientemente del control glucémico. La Importancia de este 

hecho radica en que comúnmente la hipoalfalipoproteinemia se describe como un evento 

secundario a la hipertrigliceridemia a través de un mecanismo que Involucra a la CETP (65). De 

acuerdo con la literatura nuestros resultados muestran que la alta Incidencia de hlpoalfa­

lipoprotelnemia se correlaciona con la hipertrigllceridemia y las concentraclones de los TG plasmá­

ticos, y muy probablemente con la hlperinsullnemla. Con base en esta observación, podemos pro-
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poner que la ascx:laclón de una triada resistencia a la insulina, hipertrlgliceridemia e hipoalfalipo­

protelnemia, están presentes en edades tempranas en sujetos con obesidad y alteraciones 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 lípidos es el resultado del equilibrio que existe entre 

las diferentes enzimas y proteínas involucradas en el metabolismo de lipoproteínas, a saber, LCAT, 

CETP y PLTP. Para establecer la posible Influencia de estas enzimas y proteínas de transporte, en el 

perfil de lípidos, determinamos su actividad en los 4 grupos de estudio. Partiendo de la suposición 

que alteraciones en las actividades LCAT, CETP y PLTP, generan perfiles lipídicos aterogénlcos, las 

diferencias más notorias eran esperadas en el grupo de diabéticos sin control metabólico (el grupo 

con más alteraciones lipídicas). En apoyo al planteamiento anterior, la actividad de la LCAT fue 

menor en el grupo de referencia, pese a que la diferencia sólo fue significativa cuando se comparó 

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, los dos grupos con 

la actividad LCAT más baja mostraron las mayores prevalencias de hipoalfalipoproteinemia, es decir 

los sujetos diabéticos. En este estudio, salvo por los sujetos con DM2 con control glucémlco, la 

LCAT no correlaciona con ningún parámetro del perfil lipídico y por lo tanto la LCAT no es el origen 

metabólico de los nivele elevados de CT y C-LDL observados en la DM2 sin control (65). 

En lo que concierne a la PL TP, la actividad de esta proteína, al igual que la LCAT, está relaciona 

fundamentalmente con los niveles de C-HDL, pero en un reporte reciente, la PLTP también se aso­

ció positivamente con la cantidad de partículas VLDL y LDL en sujetos con diabetes tipo 1 des­

controlada, COlhoun et al (67). En vista de que el grupo ITG presenta actividades entre 1.6 y 2.5 

veces más elevadas que los otros grupos, y con base en los resultados de COlhoun et al (67), 

esperaríamos niveles más altos de C-LDL y de TG (como medida Indirecta de las VLDL), y más 

bajos de C-HDL en este grupo de ITG, pero no fue el caso. Solo encontramos en análisis unlvarla­

do, una fuerte correlación negativa entre C-HDL y PL TP, sugiriendo que efectivamente en este gru­

po los niveles de HDL están determinados en buena medida por la actividad de la enzima. La falta 
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de un Impacto directo sobre el perfil lipídico por parte de la PL TP en el grupo con ITG, podría ser 

por el tratamiento que estaban recibiendo con dieta y ejercicio. 

Está ampliamente aceptado que la relación Indirecta entre la el C-HDL y la enfermedad aterosclero­

sa coronaria es de tipo causal, y tradicionalmente se ha explicado por el papel que juegan estas Lp 

en el transporte reverso de colesterol (68). Sin embargo, en los últimos aí'ios, se ha generado mu­

cha información acerca de otras propiedades de las HDL potencialmente antlaterogénlcas. Dentro 

de estas propiedades destacan su capaddacl antilnflamatoria, antioxkfativa, anticoagulante y profl­

brinolítica (69). Las HDL comprenden una clase heterogénea de partículas lipoproteicas que com­

parten una alta densidad (>1.063 g/mL) y un diámetro relativamente pequeño (diametro de 

Stoke's 7 .2 a 12 nm). Diferencias cuantitativas y cualitativas, en el contenido de lípiclos y apo, enzi­

mas y proteínas de transferencia de lípldos resulta en la presencia de varias subclases de HDL. 

Estas subclases se caracterizan por diferencias en forma, densidad, tamaño, movilidad electroforéti­

ca y composición de apo (7). En este contexto, se ha sugerido que no es per se la concentración 

del C-HDL, sino la concentración de varias subclases de HDL las determinantes del potencial anti­

aterogénlco 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 estudió en términos de la distribución de 

tamaños, mediante electroforesis nativa en gel de poliacrilamlda con un gradiente de 4ºA> - 30% en 

condiciones no reductoras. Como se ha mencionado previamente, las determinaciones de la 

diversidad estructural de las HDL puede tener relevancia fisiopatológica fuertemente relacionada 

con el riesgo a desarrollar EAC más que la sola determinación de la concentración del C-HDL. De 

hecho, debido a que los valores promedio de los 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 sí presentaron algunas diferencias. En efecto, 

los sujetos obesos presentaron una proporción mayor de HDL grandes (tipos 2a y 2b) en compara­

cián con los sujetos diabéticos, independientemente de la existencia o no del control glucémlco. Es­

te resultado contribuye a explicar el alto riesgo de desarrollar aterosclerosis en la DM2. En efecto, 

61 



se ha reportado la disminución de las sulx:lases 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 aún esta etapa del síndrome metabólico. 

Como consecuencia de una baja proporción de partículas grandes, los sujetos diabétiCOs presenta­

ron niveles más altos de partículas HDL pequeñas(subclases 3b y 3c). Las alteraciones en la 

distribución relatiVa 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 normalización de las disliplclemlas 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 lípldos en plasma. A pesar de las similitudes en el perfil de distribución 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 gllcosilación lnespecíflca de 

proteínas que suele ocurrir cuando se mantienen persistentemente altos los niveles plasmáticos de 

glucosa. Se ha reportado que la glicosilaclón 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 glicoslla­

clón de las HDL disminuye sus propiedades antioxidantes como se mencionará más adelante. Por lo 

tanto, postulamos que pese a existir similitudes estructurales de las HDL determinadas por gradien­

te de poliacrtlamlda, en los sujetos DM2 con y sin control glucémico, es posible que las HDL no 

sean necesariamente Igualmente funcionales en ambas situaciones, quizá a causa de una gllcosila­

ción lnespecíflca de las mismas. 

Las diferencias en la distribución de las subclases de HDL son el resultado de diversos factores 

plasmáticos que afectan los tamaños de las mismas. Dentro de esos factores están las enzimas y 

proteínas de transferencia - LCAT, CETP, PLTP-. Éstas participan en la remodelación de las HDL y 

en consecuencia pueden estar Involucradas de manera Indirecta en la funcionalidad de esta 

lipoproteínas. Estudios in vluo e In vi.o han mostrado que la PL TP es capaz de modular la 

composición, el tamaño y la concentración de las HDL plasmáticas. Esto lo realiza mediante el 

proceso llamado conversión (cambios de tamaño de las partículas HDL mediante la fusión de 
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partículas) y la capacidad para transferir fosfolíplclos y CL, entre las LRTG a las HDL. Mediante el 

proceso de conversión de las HDL la PLTP promueve principalmente la generación de partículas 

HDL grandes y partículas pre-131 aumentando la cantidad de ac:eptores primarios del colesterol. La 

CETP otra proteína de la familia de proteínas de transferencia, realiza la conversión de las HDL pero 

a diferencia de la PLTP solo favorece la formación de partículas HDL pequeñas (72). Otro factor 

plasmático importante que regula el tamaño de las HDL es la LCAT, estudios in vitro e In viK> han 

mostrado ambos que esta enzima promueve la generación de partículas HDL grandes a partir de 

partículas HDL pequeñas (73). 

Los pacientes con ITG presentan la mayor concentración de C-HDL, pero sin alcanzar la diferencia 

estadística significativa al compararla con los demás grupos, esta concentración 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 las subclases 

HDL 3b y 3c. El origen metabólico de estas HDL pequeñas puede ser debido a la menor actividad 

LCAT. 

Para finalizar, en lo que concierne a la paraoxonasa, ésta es una enzima que se asocia físicamente 

a las HDL y cuyo papel antiaterogénico está aún en discusión. No obstante, se ha demostrado que 

la enzima se liga preferentemente a las HDL con mayor tensión de superficie, esto es, a las HDL 

pequeñas. La razón de esta selectividad se fundamenta en hecho de que la PON 1 se sintetiza en 

hígado y permanece anclada a la membrana del hepatoclto. Para poder ser liberada de ella, se 

requiere de una partícula que pueda competir por los sitios de Interacción hldrofóblcos de la 

proteína. Esta partículas pueden ser micelas de diversas naturalezas pero con ciertas proporciones 

y con alta tensión superficial, similares a las de las HDL pequeñas. Resulta lógico postular por lo 

tanto que las alteraciones en la distribución de tamaños de las HDL en los sujetos puede afectar la 

actividad plasmática de la enzima. Por esta razón, decidimos determinar la actividad de la PONl en 

plasma, esperando además 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 tii:x> 2 sin control a presentar una actividad mas baja, pero sin alcanzar 

significado estadístico. Este hecho había sido observado en otros estudios, y se ha atribuido a la 

glicosilaclón inespecífica de la enzima ¡:x>r el descontrol glucémico (74). La explicación anterior no 

puede ser contestada ¡:x>r nuestros resultados, pero la diferencia en los tamaños HDL entre la DM2 

y las etapas previas del síndrome metabólico, asociada a una tendencia hacia menores actividades 

ARE en los sujetos con descontrol metabólico, abren la posibilidad de una "disfunción" HDL en esta 

situación fisiopatológica 

En resumen las medias del C-HDL v de TG de la población con DM2 estudiada son anormales y 

presentan una alta prevalencia de disllpldemias. Las correlaciones entre las actividades LCAT, CETP 

, PLTP, y el perfil de lípidos son mínimas. La menor frecuencia de hipoalfallpoprotelnemia en los 

sujetos con DM2 con control glucémico e ITG, podría estar asociada con el tratamiento establecido. 

Por otra parte, la DM2 se asocia con una mayor proporción de partículas HDL pequeñas, 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 distribución de tamaños HDL en las etapas previas a la 

DM2 tienen una fuerte dependencia de la CETP, mientras que en la DM2 la distribución se asocio 

fundamentalmente con la actividad de la PLTP. En el caso de la enzima PON 1, los cambios en la 

distribución de tamaños HDL no tiene impacto en su actividad ARE. Pese a lo anterior, la determi­

nación de subclases de Lp puede ser empleada para evaluar de manera óptima el riesgo a desarro­

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

En nuestro estudio se observo que la DM2 presenta una mayor proporción de partículas HDL pe­

queñas, asociado fundamentalmente con la actividad PL TP, Independientemente de la existencia o 

no del control glucémlco. 

Sin embargo, en las etapas previas a la enfermedad, obesidad e ITG predomina una mayor 

proporción de partículas HDL grandes, posiblemente en conexión con las actividades PL TP Y LCAT. 

Las actividades de las proteínas -LCAT, CETP y PLTP- correlacionaron con algunas de las subclases 

de HDL en los 4 grupos estudiados, destacando las correlaclones de la CETP, que concuerdan con 

lo reportado en otros estudios. 
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Anexo 1. Correlaciones con los datas de tocios los grupos. 

Correlaciones entre las actividades de las proteínas de transferencia v enzimas, asociadas a las HDL 

v el perfil de lípidos. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
CAREl 

cr r =0.047 r =-0.048 r =0.145 r =0.003 

O =0.650 O =0.977 D =0.137 O =0.981 
TG r =0.221 r =-0.123 r =0.187 r =0.084 

D =0.037 * D =0.375 D =0.054 D =0.492 
C-LDL r =-0.051 r =-0.130 r =0.141 r =-0.066 

O =0.615 D =0.350 D =0.146 O =0.588 
C-HDL r =-0.081 r =-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 proteínas de transferencia v enzimas asoeladas a las HDL, 

v las 5 subclases de HDL. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
íAREl 

HDL2b r =-0.290 r =-0.027 r --0.059 r =-0.083 

D =0.004 ** D =0.847 o=0.546 o =0.497 
HDL2a r =-0.394 r =-0.128 r =0.035 r =-0.135 

D =0.000 ** p =0.355 D =0.723 p =0.268 
HDL3a r =-0.062 r =-0.226 r =0.069 r =-0. 052 

D =0.546 o =0.101 o =0.482 D =0.672 
HDL3b r =0.337 r =0.194 r =-0.003 r =O. 139 

o =0.001 ** o =0.160 o =0.973 D =0.256 
HDL3c r =0.276 r =0.023 r =-0.015 r =0.082 

D =0.006 ** p =0.869 p =0.878 p =0.501 

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

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c 

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 
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Correlaciones datos de pacientes con obesidad. 

Correlaciones entre las actividades de las proteínas de transferencia v enzimas, asociadas a las HDL 

v el perfil de lípidos. 

CETP 

CT r =0.041 

TG 

C-LDL 

C-HDL 

PLTP LCAT 

r =0.200 r =0.208 

Paraoxonasa 
ARE 

r =-0.117 

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

y las 5 subclases de HDL. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
fARE' 

HDL2b r =-0.360 r =-0.090 r =-0.174 r =-0.236 

n =0.024* n =0.713 n =0.271 n =0.247 
HDL2a r =-0.454 r =-0.116 r =0.011 r =-0. 004 

n =O. 004** n =0.636 n =0.947 n =0.986 
HDL3a r =-0.131 r =-0.599 r =0.178 r =-0. 007 

n =0.426 n =0.007** o =0.261 D =0.974 
HDL3b r =0.430 r =0.281 r =0.085 r =O. 206 

p =0.244 
n -0.006** o -0.592 o -0.313 

HDL3c r =0.339 r =0.135 r =-0.058 r =O. 045 

o =0.035* o =0.583 o =0.713 o =0.827 

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

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c 

C-HDL r =0.175 r =O. 328 r =-0.021 r =-0.182 r =-O. 212 

n =0.256 n =O. 030 * o =0.893 o =0.237 D =0.167 

* p < 0.05, ** P< 0.01 
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Correlacion- datas de pacientes con ITG. 

Correlaciones entre las actividades de las proteínas de transferencia y enzimas, ascx:iadas a las HDL 

y el perfil de lípidos. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
<ARE) 

cr r =0.178 r =-0.076 r =-0.095 r =-0.074 

o =0.494 o =0.903 o =0.715 o =0.818 
TG r =O. 494 r =0.627 r =0.130 r =0.506 

o =0.044 * o =0.258 D =0.618 D =0.093 
C-LDL r =-0.010 r =-0.239 r =-0.060 r =-0.197 

o =0.971 o =0.699 n =0.818 D =0.539 
C-HDL r =-0.225 r =-0.291 r =-0.060 r =-O. 286 

D =0.386 o =0.634 n =0.818 o =0.368 

Correlaciones entre las actividades de las proteínas de transferencia y enzimas ascx:iadas a las HDL, 

y las 5 subclases de HDL. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
<ARE) 

HDL2b r =-0.647 r =0.384 r =0.239 r =-0.582 

o =0.005 ** p =0.524 p =0.355 D =0.047 * 
HDL2a r =-0.693 r =0.243 r =0.151 r =-0.578 

D =0. 002 ** p =0.694 p =0.563 o =0.049 * 
HDL3a r --0.027 r =-0.207 r --0.411 r -0.329 

p =0.918 p =0.738 p =0.101 p =0.297 
HDL3b r =0.713 r =-0.243 r =-0.066 r =0.603 

D =0.001 ** p =0.693 p =0.802 D =0.038 * 
HDL3c r =0.534 r =-0.488 r =0.128 r =0.598 

o =0.027 * p =0.405 p =0.623 o =0.040* 

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

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c 

C-HDL r =0.336 r =0.436 r =0.172 r =-0.454 r ~-0.418 

D =0.187 o =0.080 o =0.510 D =0.067 n =0.095 

* p < o.os, ** P< 0.01 
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Correlaciones datos de pacientes con diabetes tipo 2 sin control glucémlc:D. 

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

y el perfil de lípidos. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 

'"""'"' CT r =0.079 r =0.037 r =0.186 r =0.065 

n =0.727 o =0.895 o =0.373 o =0.818 
TG r =0.083 r =0.103 r =0.242 r =0.145 

o =0.715 o =0.716 o=0.243 o =0.607 
C-LDL r =-0.018 r =0.199 r =0.231 r =0.024 

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

p =0.395 o =0.016* p =0.168 p =0.850 

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

y las 5 subclases de HDL. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 

'ARE' HDL2b r =0.201 r =-0.579 r =-0.174 r =-0.049 

p =0370 o =0.024 * p =0.406 p =0.863 
HDL2a r --0. 071 r =-0.664 r =-0.162 r =-0.372 

p =O. 753 o =0.007 ** p =0.439 p =0.172 
HDL3a r --0.190 r --0.170 r =0.008 r =-0.273 

o =0.396 o =0.546 o =0.968 o =0.325 
HDL3b r =-0.030 r =0.684 r =0.128 r =0.150 

p =0.895 o =0.005 ** p =0.541 p =0.593 
HDL3c r -0.002 r =0.526 r =0.157 r =0.358 

p =0.994 o =0.044 * p =0.453 p =0.190 

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

HDL2b HDL 2a HDL3a HDL3b HDL3c 

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 < O.OS, ** P< 0.01 
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Correlaciones datos de pacientes con d._betes tipo 2 con control glua6mico 

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

y el perfil de lípidos. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
'ARE' cr r =-0.021 r =0.274 r =0.510 r -0.296 

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

o =0.774 n =0.210 o =0.645 o =0.741 
C-LOL 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 proteínas de transferencia y enzimas asociadas a las HDL, 

y las 5 subclases de HDL. 

CETP PLTP LCAT Paraoxonasa 
'Al:!F\ 

HDL2b r =0.308 r =-0.420 R =-0.297 r =0.307 

n =0.199 n =0.119 o =0.180 n =0.247 
HDL2a r =0.130 r =-0.281 R =-0.070 r =0.012 

n =O. 597 n =0.310 o =0.756 n =0.964 
HDL3a r =0.464 r =-0.067 R =0.175 r =-0.030 

p =0.045 * p =0.812 p =0.436 p =0.911 
HDL3b r =-0.333 r =0.538 R =0.009 r =-0.044 

p =0.163 p =0.039 * p =0.967 p =0.873 
HDL3c r =-0.383 r =0.064 R -0.190 r =-0.254 

p =0.105 p =0.821 p =0.398 p =0.343 

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

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c 

C-HDL r =0.187 r =0.332 r =0.016 r =-0.158 r ~-0.253 

ñ =0.405 n =0.131 n =0.943 o =0.483 n =0.256 
* p < o.os, ** p<: 0.01 
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Anexo 2 A. Gel de pol._crflamida en condiciones nativas 

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

4% (5 mL) 30% (5 mL) 
TBE (mL) 0.5 0.5 
Bls-acrilamida (mL) 0.4 3.0 
Aoua fmL) 4.1 0.75 
Glicerol <mU -------- 0.75 

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

Persulfato 
10 m 

TEMED 

El buffer de corrida es TBE 

Migrar a 20 V por 15 minutos, sin muestra 

20 µL 20 µL 

4 L 4 L 

Depositar 10 µg de proteína al gel con 1 µL de buffer de muestra 

Migrar a 70 V por 15 minutos 

Migrar a 165 V por 20 horas 

Teñir el gel con azul de Coomasie 

Nota usar los marcadores de radio de 5tokes 

Marcadores de radio de St:okes 

Tlroglobulina 

Ferritina 

Cata lasa 

Lactato deshidrogenasa 

Albúmina 

17.0 nm 

12.2 nm 

10.4 nm 

8.1 nm 

7.1 nm 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Anexo 2 e. Gel de poliacrllamida en condiciones desnaturalizantes (SOS). Separación de 

apollpoproteínas. 

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

Solución B; 48.0 g Acrilamlda más 1.28 g Bls-acrllamida c.b.p. 100 mL 

Solución C; 10 g SOS c.b.p. 100 mL 

Solución E; 39.4 g Tris más 2.0 g SOS c.b.p. 1 000 mL, pH=6.8 
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Gel para li¡:x>proteínas de alta densidad (gradiente 4o/o-2lo/o) 

4o/o St ;_____ ---

Solución A (mL) 1.0 

Solución A (µL) 320 

H20 (mL) 2.68 :- 0.23-c:; 1;5_-; 
1-

Glicerol (mL) 1.0 

sos (µL) 40 40 

Solución E (mL) 2.0 

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

* Persulfato 
amonio 
TEMED 

*10 mg en 100 µL de agua destilada 

de 
L 

25 25 

5 5 

De¡:x>sitar 15 µg de proteína al gel con 10 µL de buffer de muestra 

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

40 

6 

Migrar a 90 V durante 2.5 horas (hasta que salga el frente de migración del gel) 

Teñir el gel con azul de Coomasie 

Nota usar los marcadores de bajo peso molecular 

Marcadores de bajo peso molecular 

a-Lactoalbúmlna 14, 400 

Inhib. Tripsina 

Anhldrasa carbónica 

Ovoalbúmina 

Albúmina 

Fosforilasa 

20, 100 

30, 000 

45, 000 

66,000 

97,000 
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Anexo 3. Aislamiento de Apo Al 

Se obtuvieron HDL ix>r ultra centrifugación secuencial diferencial, posteriormente se liofilizaron y 

se deslipidaron con una mezcla de solventes orgánicos (etanol:eter;2:1). La parte proteica se 

disolvió en solución Tris-Ha 30mM (Boehrlnger Mannhelm) y solución amortiguadora de Urea 6 M a 

pH =8.0, esta mezcla se sometió a cromatografía de intercambio iónico, para separar Apo Al 

usando una columna UnoTM-Ql (Bio Rad Serie Ql-2291) acoplada a un sistema de cromatografía 

Bio Racl Dou Flow. La eluslón de proteínas se realizó con un gradiente lineal en la misma solución 

amortiguadora de NaCI 0.1 M. Se colectaron fraccie>nes de 250µL y se seleccionaron solo las 

fraccie>nes que contenían ªIX> Al, esto se verificó con una electroforesis PAGE-SDS con un gradiente 

de 4°/o a 21 º/o, haciendo visibles las bandas con una tinción de azul de Coomasle, obteniéndose una 

pureza del 98°/o. La concentración de Aix> Al fue estimada ix>r el método de Lowry. Las fracciones 

que contenían apo Al se dializaron con Bicarbonato de amonio 5mM, posteriormente se liofilizaron 

y se almacenan a -20ºC. 

Anexo 4. Preparación del substrato: proteoliposoma con colesterol-[3 H]; procedimiento 

de diálisis de colato. 

Los proteoliix>somas son partículas discoidales que simulan HDL nacientes y de esta manera se 

determinó in vitro el metabolismo HDL En un tubo de ensaye se agregó 870 µL de lecltlna 10 

mg/ml (Sigma, St. Louls MO), 205 µL de colesterol libre 1 mg/mL (Cholesterol Sigma, St. Louis) y 

20 µL de 3 H- Colesterol no esterificado 48 Ci/mmol en tolueno (Amersham Pharmacia Biotech). Se 

evaporó el disolvente orgánico con N2 • 

En otro tubo se adicionó 1.7 mL de buffer Tris- Ha 10 mM pH 7.4 adicionando 1 mL de apo Al (1 

mg/ml) ver anexo 2 y 340 µL de solución de colato 0.725 M disuelto en el mismo buffer Tris. El 

contenido de ambos tubos se mezcló y se agito vigorosamente en uno solo y se llevó a cabo una 

diálisis ix>r 3 días con buffer Tris con el fin de eliminar el colato excedente. Se llego así a una 

proporción molar final 0.8:250:12.5 de apo Al: lecitina: 3H·colesterol libre en los proteoliposomas. 

Se ajustó al volumen de 4.5 mL y se realizaron alícuotas de 100 µL de la solución de proteoliposo­

mas y se congelaron a -20ºC. 
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Anexo S. Preparación de sustrato M:eP1Dr (VLDL, IDL, LDL) 

Se extrae sangre total de sujetos sanos en tubos con EDTA-Na2 , (1.5 mg/ml), para separar el 

paquete celular del plasma se centrífuga a 3500 rpm por 10 mln, se extrae el plasma y se agrega 

aprotinina (lOul/ml) y PMSF (1 mi/mi) como conservadores. Posteriormente se ajusta el plasma a 

densidad=l.060 g/ml) con KBr solido y esta fracción se separa por ultracentlfugaclón secuencial. El 

sobrenadante obtenido se dializa en una solución amortiguadora 0.14 M Naa /lOmm Tris /mM 

EDTA/O.Olo/o ácido de sodio a un pH 7.4. Finalmente, se realizan alícuotas de 1 mi y se guardan a -

20 ºC. Para verificar la calidad del sustrato (VLDL, IDL), se cuantifican proteínas y se realiza una 

electroforesis en gel de pollacrllamida con un gradiente de 3º/o a 19"/o en presencia de SOS. 

Anexo 6. Preparación de 3 H colesterol esterlficado HDL3 

Con el remanente de la anterior centrifugación se realiza un pool y se ajusta a una densidad= 1.11 

g/ml con KBr sólido y se centrifuga a 110,000 rpm durante 2 h 35 mln. a 10º C (Beckman Optima 

TLX), la densidad es ajustada por la adicción de KBr solido (Laltz), el sobrenadante se desecha 

(LDL + HDL2) y el remanente (HDL3 + plasma), se dializa contra amortiguador Tris. Después de la 

diálisis se recupera la muestra, se coloca en un tubo de vidrio y se le agrega 100 ul de Colesterol 

trltlado en etanol (equivalente a SO uCi [1a,2a(n)-3 H] Colesterol, amersham pharmacla blotech), 

gota a gota y con una suave agitación. Se deja incubar por 18h a 37ºC, se ajusta a una densidad 

=1.25 g/ml con KBr sólido y se realiza una ultracentrlfugación a 110,000 rpm durante 2 h 35 mln 

para obtener HDL3 • El KBr se elimina por medio de una nueva diálisis contra una amortiguador Tris 

por dos días. Al término de la diálisis se recupera la muestra y se realizan alícuotas de 200 uL y se 

guardan a -20°c. Para controlar la calidad de nuestras HDL3 , se realiza una cuantificación una 

elctroforesis SDS-PAGE, en gel de pollacrilamlda con un gradiente 4% a 21°/o y otra en gel de 

poliacrilamida en condiciones nativas con un gradiente 4°/o a 30o/o 

Anexo 7. Solución de TBS. (buffer Tris, NaCI, EDTA) 

Tris 10 mM, NaCI 150 mM, 1 mM EDTA y NaN3 0.200 g/L. 

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

delonizada, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con agua delonlzacta. 
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Anexo 8. Preparación de llposomas 

Mezclar 73.5 µL fosfatidilcolina (10 µmol), 20 µL fosfatidllcolina marcada (10 nmol-lOOmO/mmol) 

y 100 µL butil hidroxitolueno (lnmol/µL), poner los tubos en hielo. 

Evaporar la mezcla con nitrógeno 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 cónico 

Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) y esperar 1 minuto, repetir el procedimiento anterior 

Sonlcar 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 e~ 1 mL) conteniendo los liposomas marcados 

Anexo9. 

El plasma tiene una densidad de 1.006g/mL. Para separar las HDL por ultracentrifugaclón 

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. solución (d2 - dl) 
Vol. solución diluyente= --------'------~ 

d sol. diluyente - d2 

Para preparar la solución de KBr densidad de 1.063g/mL, se pesan 94.26g de KBr + O.lg de EDTA 

y se afora a lL con agua destilada. 

Para preparar la solución de KBr densidad de 1.21g/mL, se pesan 337.36g de KBr + O.lg de EDTA 

y se afora a lL con agua destilada. 
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Anexo 10. Preparación del buffer TBE (Tris 0.09M, 6ddo bórico O.OSM, EDTA 3mM). 

Se pesan 4.89g de ácido bórico, 10.9026g de tris-HCI, 1.12g de EDTA, disolver con agua destilada, 

ajustar pH=B y sé afora a un litro. 

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

Solución A: 

Solución B: 

NaC03 10 H20 

Tartrato de Na y K 

NaOH O.lM 

2.39g 

0.029 

cbp lOOmL 

O.Sg 

cbp lOOmL 

Solución C. Preparar en el de usarse. SOmL A + lmL B. 

Reactivo de Folin 1:4 H 20 destilada. 

Estándar lµg de ASB/uL. 

Para determinar la concentración de proteínas de las muestras se hace una dilución 1:10. 

Curva patrón. 

TUBO 1 2 3 4 5 

Estándar O µL 10 µL 20 µL 40µL 80 µL 

100 µL 90 µL 80 µL 60 µL 20 µL 

M e L A R 

sos · · 100 µL ,. '·· · 100 µL 100 µL 100 µL 

Sol.C 1 mL 1 mL 

temperatura ambiente 

Folin 100 µL 100 µL 100 µL 

·· , Mezclar .. ,'" e ·:·Incubar 30 minutos a temperatura ambiente 

Leer a 750nm. ·· 

6 

100 µL 

O µL 

100 µL 

1 ml 

100 µL 
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Anexo12. 

IMC para niños y IMlolesclentes, de 6 a 19 afias Natlonal H-lth and Nutrltlon EJulmlna­

tion Survey 1 (NHANES 1). 

Hombres Percentll Pen:entil Percentil Mujeres Percentll Percentll Percentll 
so 8S 9S so 8S 9S 
lt'n/m2 Ka/m' Kolm' Kolm' lt'nlm" Kalm' 

Edad años Edad años 
6 14.54 16.64 18.02 6 14.31 16.17 17.49 
7 1S.07 17.37 19.18 7 14.98 17.17 18.93 
8 lS.62 18.11 20.33 8 lS.66 18.18 20.36 
9 16.17 18.8S 21.47 9 16.33 19.19 21.78 
10 16.72 19.60 22.60 10 17.00 20.19 23.20 
11 17.28 20.3S 23.63 11 17.67 21.18 24.S9 
12 17.87 21.12 24.89 12 18.3S 22.17 2S.9S 
13 18.S3 21.93 2S.93 13 18.9S 23.08 27.07 
14 19.22 22.77 26.93 14 19.32 23.88 27.97 
lS 19.92 23.63 27.76 lS 19.69 24.29 28.Sl 
16 20.63 24.4S 28.S3 16 20.09 24.74 29.10 
17 21.12 2S.28 29.32 17 20.36 2S.23 29.72 
18 21.4S 2S.92 30.02 18 20.57 2S.S6 30.22 
19 21.86 26.36 30.66 19 20.80 2S.8S 30.72 

Valores de referencia: Un IMC entre la percentlla 85 y 95 se define como sobrepeso y, un IMC por 

arriba de la percentila 95 se define obesidad:. 

American Joumal of Oinical Nutrition, 1991; 53: 839-46. 

Anexo 13. Preparación del azul de Coomasle y el decolorante de tinclón. 

Azul de Coomasie. (250mL) 

Azul brillante de Coomasie ----- 0.25g 

Metanol 25º/o ---------------------- 62.5mL 

Ácido acético 10º/o -------------- 25mL 

Agua destilada 65º/o -------------- 162.5mL 

Decolorante de tinción (1500mL) 

Metanol 25º/o --------------- 375mL 

Ácido acético 100/o ---------- 150mL 

Agua destilada 65% -------- 975m 

TESIS CON 
FALLA DE 0RJGEN 
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