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La vida no es ningiin pasillo recto y fdcil que recorremos libres y sin obstdculos, sino un
laberinto de pasadizos, en el que tenemos que buscar nuestro camino, perdidos y confusos,
detenidos, de vez en cuando, por un callejon sin salida.

Pero, si tenemos fe, siempre se abre una puerta ante nosotros; quizd no sea la que

imaginamos, pero si serd, finalmente, la que demuestre ser buena para nosotros.

A. J. CRININ
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ABREVIATURAS

ABCA -1: ATP-Binding cassette transporter Al
apo: Apolipoproteinas

apo C’s: Apolipoproteinas CI, CII y CIII

ARE: Enzima aril esterasa

BHT: Butil hidroxitolueno

CE: Colesterol esterificado

CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
C-HDL: Colesterol de las lipoproteinas HDL
CL: Colesterol libre

C-LDL: Colesterol de las lipoproteinas LDL
CT: Colesterol total

DCA: Dieta suplementada con aguacate

D. E: Desviacién estandar

DH: Dieta habitual

EAC: Enfermedad aterosclerosa coronaria
HDL: Lipoproteinas de alta densidad

IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia
ITG: Intolerancia a la glucosa

LCAT: Lecitina colesterol acilo transferasa
LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LDLox: Lipoproteinas de baja densidad oxidadas



LH: Lipasa hepética

Lp: lipoproteina

LPL: lipoproteina lipasa

LRTG: Lipoproteinas ricas en triglicéridos (Qm, LDL, IDL y VLDL)
PAGGE: Electroforesis en gradiente de gel de poliacrilamida
PLTP: Proteina de transferencia de fosfolipidos

PON 1 : Paraoxonasa 1

ROS: Especies oxidantes reactivas

SR-B1: Receptor scavenger clase B tipo 1

TG: Triglicéridos

TRC: Transporte reverso del colesterol

UCF: Ultracentrifugacion diferencial

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
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I. RESUMEN

Existen evidencias de que en México se ha incrementado la incidencia de cardiopatia
coronaria. En las tultimas décadas, la mortalidad por esta enfermedad ha aumentado
progresivamente, hasta alcanzar el primer lugar en varias zonas del pais. En mas del 90%
de los casos de cardiopatia isquémica es secundaria la aterosclerosis coronaria. Las
lipoproteinas juegan un papel protagénico en esta enfermedad. En este contexto, es bien
conocida la correlacion negativa entre las concentraciones de C-HDL y la incidencia de
desarrollar enfermedad arterial coronaria (EAC). El papel protector que presentan las HDL
se ha atribuido al papel que juegan en el transporte reverso del colesterol (TRC).
Recientemente, se ha sugerido que no es tan importante la concentracién plasmatica de
colesterol-HDL como factor cardioprotector, sino el tipo de particulas HDL que estin
presentes en el plasma. El tipo de particulas HDL presentes en plasma es el resultado del
equilibrio dindmico que existe entre la sintesis, su catabolismo y las proteinas que
participan en la remodelacion de HDL.

La incorporaci6n del aguacate en la dieta cotidiana podria contribuir de manera benéfica en
el perfil lipidico y, en particular, modificando el metabolismo de las HDL hacia una
distribucion mas favorable.

Por todo lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto potencial de las dietas
con aguacate sobre el metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad.

Se utilizaron ratas Wistar macho a las cuales se les administraron dietas diferentes; el grupo
control recibié la dieta habitual (DH) y el segundo grupo una dieta isocalérica rica en

aguacate (DCA). Se determinaron el perfil lipidico, la actividad de las enzimas y proteinas
9



de transporte que participan en el metabolismo de las HDL, asi como el tamafio y la
composicion quimica de las mismas. Nuestros resultados muestran que el aguacate induce
una disminucion significativa del 27.6 % de los triglicéridos y un aumento del 17.1 % en la
concentracion de C-HDL. Ademas, la DCA induce una disminucioén del 7.4 % en el tamafio
de las HDL asociada a una discreta reduccién del 6.3 % en la proporcion de apo A-I de
estas particulas. La composicion quimica de las HDL se ve también modificada por la
DCA, ya que aumenta significativamente el contenido de fosfolipidos en un 9%, la proteina
disminuye un 13%, mientras que otros componentes como los triglicéridos, ésteres de
colesterol y colesterol libre, se mantienen sin cambios. La actividad de la lecitina:colesterol
acilo transferasa y el contenido de proteina transportadora de fosfolipidos no se ven
modificadas por la DCA. Para profundizar si los cambios estructurales de las HDL
inducidos por la dieta con aguacate pudiera tener algin significado fisiolégico, .
determinamos la actividad de la paraoxonasa que estd asociada fisicamente con las HDL y
que se relaciona con la inhibicion de la oxidacién de las LDL. Nuestros resultados
demuestran que la actividad de esa enzima aumenta en un 33.63 %, sugiriendo que el
aguacate puede contribuir a disminuir el estrés oxidativo a través de la elevacion de la
paraoxonasa en plasma.

En resumen, el aguacate contribuy6é a mejorar el perfil lipidico en nuestro modelo animal y
modificé la estructura de las HDL. Tales modificaciones estructurales se relacionan con un
aumento- del potencial antilipoperéxidos del plasma por incrementos en la actividad de la
paraoxonasa que puede resultar en un menor riesgo de desarrollar aterosclerosis. El estudio

de la cinética de la sintesis y catabolismo asi como la funcién de las HDL modificada por la

10



ingesta de aguacate proporcionard mas informacién acerca del potencial efecto

antiaterogénico de este fruto.
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Il . ANTECEDENTES

IL. 1 LIPOPROTEINAS

Los lipidos son biomoléculas organicas relativamente insolubles en plasma. Para poder ser
transportados desde su lugar de sintesis hasta su destino final, en algunos de los sistemas
biolégicos se unen a proteinas solubles formando complejos llamados lipoproteinas. Las
lipoproteinas son complejos macromoleculares y seudomicelares, constituidas
principalmente por un nicleo de lipidos hidrofobicos (apolar), como triglicéridos (TG) y
ésteres de colesterol rodeados de una mezcla de lipidos anfipaticos, principalmente
fosfolipidos y colesterol libre.

Dicho complejo macromolecular se estabiliza en términos fisicoquimicos por estructuras

llamadas apolipoproteinas (apo), que se unen por interacciones hidrofobicas a los lipidos

mas externos y por atracciones electrostiticas a las cabezas polares de los fosfolipidos].

(Fig. 1)
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Didmetro 7.2-12 nm

Figura 1. Representacién esquemitica de la organizacion de los lipidos en una lipoproteina de
alta densidad.

I1.1.1 ESTRUCTURA DE LAS LIPOPROTEINAS

A.LiPIDOS
Los lipidos son sustancias de origen biolgico, insolubles en el agua pero solubles en

disolventes organicos. Esta condicion de apolaridad es la caracteristica que los define. La
clasificacion de los lipidos estd dada principalmente por su estructura, pero solo algunos de

ellos se encuentran asociados con las lipoproteinas. Entre ellos tenemos :
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ACIDOS GRASOS: Dentro de los lipidos, los 4cidos grasos son los mas sencillos en
términos de estructura. Son 4cidos organicos que poseen una cadena hidrocarbonada (R) y
un grupo carboxilico terminal (R-COOH) con un nimero par de dtomos de carbono cuyas
cadenas alifaticas pueden tener una o mas instauraciones. Los 4cidos grasos difieren entre
si, en primer lugar por la longitud de su cadena y también por el mimero y la posicion de
sus instauraciones. Cuando todos los enlaces de la cadena R son sencillos la molécula es un
acido graso saturado. Si la cadena R presenta un doble enlace entre carbonos se denominan
dcidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados si hay dos o mds enlaces dobles. La
combinacion de un grupo ionizable y una cadena alifatica le confiere a los dcidos grasos un
caracter anfipatico (Fig.2).

Existen varios tipos de lipidos que son derivados o que contienen acidos grasos, tales como

los triglicéridos, fosfolipidos y los cerebrésidos.

0
CH;—(CHz}n—H—OH

Figura 2. Estructura quimica de un écido graso, n = 14 a 22.

TRIGLICERIDOS (triacilgliceroles): Constituyen la familia més abundante de lipidos y
los principales componentes de los lipidos de reserva de las células vegetales y animales.
Estan compuestos de tres acidos grasos unidos con un enlace éster a un glicerol. La
naturaleza apolar y el estado altamente reducido que poseen los hacen compuestos

eficientes para almacenar energia (Fig. 3).
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CH,—0—(—Ry

Il
CH—0—C(—R,
I
CH,—0—C—R3

Figura 3. Estructura quimica general de los triglicéridos.

FOSFOGLICERIDOS: Estan formados por dos acidos grasos unidos a dos grupos
hidroxilo del glicerol por un enlace éster y un tercer grupo hidroxilo del glicerol forma un
enlace fosfodiéster con un grupo fosfato. Su clasificacion depende del grupo sustituyente en
el fosfato. Los fosfoglicéridos mas abundantes son la fosfatidilcolina (también llamada

lecitina), la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina (Fig. 4).

0
R—E——O—-—-CHZ
N
R—E—O—CHZ
1 0 CH;
CHZ—O—IIJ—O—CHZ—CHZ—AIL—CM
& &,

Figura 4. Estructura quimica general de una lecitina (fosfoglicérido).
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ESTEROLES: Son considerados como lipidos y forman parte de las lipoproteinas. Los
esteroles son de origen eucariftico a menudo se encuentran asociados a las grasas, se
componen de un nucleo ciclico semejante al del fenantreno el cual se une un anillo de ciclo
pentano (ciclopentanoperhidrofenentreno). Dentro de este grupo podemos encontrar al
colesterol, ampliamente distribuido en todas las células del organismo como componente
estructural de membranas, es precursor de las sales biliares, de algunas hormonas como las
sexuales y adrenales, y algunas vitaminas.

También es abundante en las lipoproteinas del plasma sanguineo, en las que alrededor de
un 70% se encuentra esterificado con 4cidos grasos de cadena larga formando ésteres de

colesterol’™™ (Fig. 5).

OH
Colesterol Ester de colesterol

Figura 5. Estructura quimica del colesterol libre y el colesterol esterificado. AG= 4cido graso

B. APOLIPOPROTEINAS

Otro componente de las lipoproteinas son las apolipoproteinas. Las unidades proteicas
aisladas de las lipoproteinas y que aun no se incorporan a ellas, se denominan apoproteinas,
cuando forman complejos no covalentes con las lipoproteinas se les denomina

16



apolipoproteinas (apo). Estos polipéptidos son de peso molecular muy variable y son
componentes estructurales del cuerpo lipidico, son ligandos de receptores y son cofactores

de enzimas del metabolismo de los lipidos. Las diferentes apolipoproteinas con sus

diferentes caracteristicas® se resumen en la Tabla 1.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS APOLIPOPROTEINAS

Apolipo- | Masa Punto Sitio de | Concentracién Funcién
proteina | molecular | isoeléc- | sintesis | plasmitica
trico (mg/dL)

A-l 29,016 5.9-5.4 | Intestino 100-150 Principal proteina componente de

las HDL, activador de LCAT,

g estimula el eflujo del colesterol,

higado ligando de las HDL para union
de SR-Bl y ABCAL.

A-Il 14,414 5.0 Intestino 30-50 Segundo componente en
abundancia de las HDL,

¢ inhibidor de LH y de la LCAT.
higado
A-IV 44,465 5.5 Intestino 15 Activador de LCAT, modulador
de LPL y estimulador de eflujo
de colesterol.
B-100 512,723 - Higado 80-100 Ligando para receptor de LDL.

B-48 240,800 6.8 Intestino - Proteina  estructural de los
quilomicrones. Contiene el 48%
de las aminodcidos de la apo

B-100.

C-1 6,630 7.5 Higado 4-6 Activador de LCAT, inhibe la
captacion hepatica de
triacilgliceroles.

C-ll 8,900 4.9 Higado 3-5 Activador LPL, inhibe la
captacion hepatica de
lipoproteinas ricas en
triacilgliceroles.

C-Illp, 2 8,800 4.5-5.0 | Higado 12-14 Inhibidor de la LPL.
Essa 34,145 5.7-6.0 | Higado 3-5 Ligando de receptor de LDL y de

residuos de  quilomicrones,
movilizacion de  colesterol
celular en macréfagos y eflujo de
colesterol.

Tabla 1. Caracteristicas de las apolipoproteinas que forman parte de las lipoproteinas. Lipoproteinas de alta
densidad (HDL: High Density Lipoproteins),LCAT:Lecitina colesterol acilo transferasa, SR-Bl:Receptor
Scavenger clase Bl(Scavenger Receptor Class B1),ABCA1: Transportador independiente de ATP (ATP-
binding cassette transporter), LPL:Lipoproteina lipasa, Lh:Lipasa hepdtica. Lipoproteinas de baja densidad
(LDL: Low Density Lipoproteins).

18



I1.1.2 CLASIFICACION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo a su densidad de flotacién en cinco categorias:
Quilomicrones (Qm), Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL: Very Low Density
Lipoproteins), Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL; Intermedie Density
Lipoproteins), Lipoproteinas de baja densidad (LDL: Low Density Lipoproteins),
Lipoproteinas de alta densidad (HDL: High Density Lipoproteins). Las caracteristicas de

estas particulas se resumen en la Tabla 2 y se describen a continuacion:

QUILOMICRONES (Qm)

Estos se sintetizan en el intestino y su principal funcién es transportar los triglicéridos y
colesterol exdgenos provenientes de la dieta a los diversos tejidos. Son las fracciones de
mayor tamafio y de menor densidad (8 = <0.93 g/ml). Contienen apo B-48, apo A-I, A-Il y
apo A-IV. Por interaccién con moléculas HDL recogen también moléculas de Apo C-II. Al
perder gran cantidad de triglicéridos por accién de la lipoproteina lipasa (LPL), vuelven a
interactuar con las HDL, esta vez para ceder Apo A-I, Apo A-Il, Apo C’s y parte de su
contenido de lipidos para transformarse en un remanente de quilomicrén. El remanente
contiene principalmente colesterol, Apo B-48 y Apo E. Los receptores de apo B/E en el
higado reconocen el remanente de quilomicrén para iniciar la endocitosis y su posterior

degradacion hepatica dando lugar a lipoproteinas de muy baja densidad.
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LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD (VLDL)

Son sintetizadas en el higado a partir de remanentes de quilomicrén, contienen
principalmente triglicéridos, Apo B-100 y Apo E, su densidad de flotacion es de 0.93 -
1.006 g/ ml Su catabolismo mediado por la Apo C-II como colector de la lipoproteina

lipasa da lugar a IDL.

LIPOPROTEINAS DE DENSIDAD INTERMEDIA (IDL)

Las VLDL se transforman en particulas IDL, que contienen cantidades casi iguales de
colesterol y triacilgliceroles respecto a las primeras. Las apo B100 y apo E son sus
principales apolipoproteinas y su densidad de flotacion es de 1.006 — 1.019 g/ ml. La apo E
es necesaria para la captacion hepatica de las IDL y su degradacion posterior a LDL con

intervencion de la lipasa hepética.

LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL)

A medida que las particulas IDL donan sus lipidos y se enriquecen en ésteres de colesterol,
adquieren el tamafio de las LDL. Las moléculas de apo B-100 empacadas en las VLDL
originales, son reconocidas por sus receptores hepaticos especificos y capturan la particula
entera para su degradacién intracitoplasmética. Su densidad de flotacién es de 1.019 —

1.063 g/ml.

LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL)
La principal funciéon de las lipoproteinas de alta densidad es captar colesterol libre

circulante derivado del catabolismo de otras lipoproteinas o de la superficie de las células
20



periféricas. Estdn formadas béasicamente por proteinas, fosfolipidos y colesterol
esterificado. Las principales apolipoproteinas son: apo A-I y Apo A-Il. Las HDL pueden
proceder de la sintesis hepatica, donde se producen en forma de particulas pre-p1 las cuales
estin compuestas esencialmente por fosfolipidos y apo A-l, con una masa molecular de
60kD. Desempefian un papel muy importante en la captacion de colesterol en las células
periféricas, funcionando como primeros aceptores de colesterol durante el transporte

reverso del colesterol (TRC).

TABLA 2. PROPIEDADES DE LAS LIPOPROTEINAS

Quilomicrén VLDL LDL HDL
Densidad de
flotacién (g/ml) <0.93 0.93 - 1.006 1.019 - 1.063 1.063 - 1.21
Didmetro 75-1200 30 -80 18-25 5-12
% Proteinas 2 8 22 45
% Triglicéridos 86 55
% Colesterol 2 7 8 4
libre
% Colesterol 3 12 42 14
esterificado
% Fosfolipidos 7 18 22 34
Funcién Transporte de | Transporte de | Transporte de|Transporte  de
colesterol y |lipidos de origen | colesterol a | colesterol de
triglicéridos desde | hepatico hacia los | tejidos tejidos
el intestino. tejidos periféricos. periféricos hacia
periféricos. el higado.
Origen Pared intestinal Higado Catabolismo de Higado e
las VLDL e IDL intestino

VLDL = (Very Low Density Lipoproteins) lipoproteinas de muy baja densidad; LDL = (Low Density
Lipoproteins) Lipoproteinas de baja densidad; IDL = (Intermediate Density Lipoproteins) Lipoproteinas de
densidad intermedia; HDL = (High Density Lipoproteins) Lipoproteinas de alta densidad.
Como puede observarse en la Tabla 2 las diferentes clases de lipoproteinas presentan
diferencias en cuanto a composicion, tamafio, densidad de flotacion, movilidad
electroforética y funcién.
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I1.1.3 METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

ENZIMAS Y PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE LAS
LIPOPROTEINAS.

La composicién de las lipoproteinas plasmaticas se ve modificada continuamente, como
resultado del intercambio dindmico y la transferencia de lipidos que hay entre ellas durante
su metabolismo intravascular. Una gran variedad de enzimas, proteinas y algunos
receptores membranales como el SR-B1 y el ABCAIl estin involucrados en este
metabolismo, ya que influyen en la concentracion de lipidos por su actividad de transporte
(proteinas de transferencia) o de hidrdlisis de los mismos (enzimas hidroliticas). En la tabla

3 se presentan algunas caracteristicas destacables de las enzimas y proteinas de transporte

que intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas “ 7.
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TABLA 3. ENZIMAS Y PROTEINAS DE TRANSPORTE INVOLUCRADAS EN EL
METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS.

NOMBRE FUNCION ORIGEN
Cataliza la transferencia de un acido graso de un | Hepético
LCAT fosfolipido al colesterol libre que se encuentra en
las. HDL y en las LDL. Contribuye a la
maduracion de las HDL.
LH Hidroliza los triglicéridos y los fosfolipidos de | Hepatico

HDL, IDL y LDL. Es cofactor de SR-B1 para
una captacion selectiva, asi como la generacion
de Apo Al libre de lipidos.

LPL Hidroliza los triglicéridos de VLDL y Qm Tejido adiposo

utilizando Apo C-11 como cofactor. Pared endotelial
Favorece la generacion de precursores de HDL. | Pulmén

CETP Intercambia ésteres de colesterol por triglicéridos | Tejido adiposo,
entre las HDL; y las lipoproteinas que contienen | hepético, intestino
apo B. delgado.

PLTP Transferencia de fosfolipidos entre LRTG y Higado y endotelio
HDL.

Remodelacion de las HDL.

RECEPTORES Y PROTEINAS MEMBRANALES

SR-BI Receptor para las HDL para intercambiar Hepatocitos ,
colesterol entre los hepatocitos y las células. macréfagos.

ABCALI Modulacién del eflujo de colesterol y|Higado
fosfolipidos. Macrofagos
Favorece la maduracién de HDL. Intestino

Tabla 3.Enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de las lipoproteinas LCAT=Lecitina colesterol
acilo-transferasa;PON 1= paraoxonasa 1;LH= Lipasa Hepitica; LPL= Lipasa lipoproteica; PLTP= Proteina
Transportadora de fosfolipidos; SR-B1: Receptor scavenger clase B (scavenger receptor class B1) ABCAL:
transportador dependiente de ATP(ATP-binding cassette transporter). Qm: quilomricrones; VLDL:
Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia; LDL: lipoproteinas de baja
densidad; HDL: lipoproteinas de alta densidad. LRTG: Lipoproteinas ricas en triglicéridos.

Lecitina colesterol acilo transferasa (LCAT).

Esta enzima cataliza la esterificacion del colesterol y es responsable de la mayor parte de
colesterol esterificado (CE) encontrado en el plasma humano. Pertenece a la clase de las

enzimas hidroliticas de tipo serina esterasas. Se le atribuye un papel antiaterogénico, ya que

23




el CE aparentemente crea un gradiente necesario para el flujo de colesterol libre (CL) desde
los tejidos hasta el higado.

La LCAT cataliza la transferencia de un grupo acilo de un 4cido graso preferentemente de
la posicion SN-2 de la lecitina al grupo 3-hidroxilo del colesterol, produciendo de esta
manera ésteres de colesterol y lisolecitina (lisofosfatidilcolina).

La esterificacion de colesterol libre esta muy asociado con la remodelacién de las

subpoblaciones de las HDL y con la formacién de las particulas HDL,.

Proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP).

La PLTP es un factor plasmatico que regula la composicién y el tamafio de las HDL y
juega un papel importante al afectar los niveles de colesterol-HDL (C- HDL) en plasma
(una actividad PLTP alta se asocia con un aumento del C-HDL). La PLTP realiza la
transferencia neta de fosfolipidos y CL desde las lipoproteinas ricas en triglicéridos

(LRTG) hacia las HDL.

METABOLISMO DE QUILOMICRONES.
Los lipidos alimenticios se componen principalmente de mezclas de triglicéridos mixtos.

Después de su ingestion en la dieta, los triglicéridos son hidrolizados principalmente en la
luz intestinal por accién de las enzimas pancreéticas y la contribucion de las sales biliares.
De esta manera, se libera colesterol (CL) y é4cidos grasos, los cuales se absorben hacia el
interior del enterocito. Una vez dentro de éste, son reesterificados para formar triglicéridos
(TG) y colesterol esterificado (CE). Los quilomicrones se ensamblan a las células de la

mucosa intestinal a partir de los TG, el colesterol (proveniente de la dieta, de la bilis y de
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sintesis de novo) y de la apo B-48. Los quilomicrones pasan a los conductos quiliferos del
intestino y se dirigen por el conducto linfatica toracico a la vena subclavia, para llegar
finalmente a la circulacién generals.

La hidrélisis de los TG presentes en los quilomicrones, se lleva a cabo principalmente en
los capilares del tejido adiposo y del misculo estriado. Esta hidrélisis es catalizada por la
LPL, la cual se encuentra unida a las células endoteliales de la pared vascular.

El quilomicron, al perder TG, disminuye de tamafio, transformandose finalmente en un
remanente de quilomicrén, pobre en TG y con alta proporcién de CE y apo E que
recibieron de las HDL. La monocapa de la superficie formada por fosfolipidos y CL se
transfiere a las HDL por medio de la PLTP. La apo E permite al quilomicrén ser captado
por los receptores apo B/E, que estin presentes en el higado, lugar donde los remanentes

son internalizados para ser catabolizados’.

METABOLISMO DE LAS VLDL.
Las VLDL son sintetizadas en el higado a partir de TG, pequefias cantidades de

fosfolipidos, colesterol, las apo B-100 y las apo-C’s. Cada VLDL naciente contiene una
sola copia de apo B-100, pero al entrar en la circulacién, las VLDL adquieren apo C-II de
las HDL y son sometidas a hidrélisis parcial por la LPL, mientras esto sucede, los lipidos
de la monocapa de superficie son transferidos por la PLTP a las HDL. Por medio de un
mecanismo similar al del remanente de quilomicr6n, las VLDL se transforman en
remanentes 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 hepaticos apo B/E, para ser internalizadas y
catabolizadas en el hepatocito. El resto de las IDL permanecen méas tiempo en circulacion,

al pasar por la circulacién hepitica, la LH hidroliza los TG para convertirlas en LDL.

METABOLISMO DE LAS LDL.
La hidrolisis de los TG de las VLDL da origen a las LDI_.m, que consisten de un nicleo

lipidico compuesto casi exclusivamente por CE. El revestimiento superficial de las LDL
contiene CL, fosfolipidos y sélo una molécula de apo B-100.

Estas lipoproteinas transportan el mayor porcentaje de colesterol en el organismo. Las LDL
pueden ser eliminadas de la circulacion por el higado o por los tejidos extrahepaticos.
Aproximadamente un 75% de las LDL séricas son eliminadas por el higado, mientras que
el 25% restante es eliminado por tejidos extrahepéticos. Su principal mecanismo de
eliminacién es la endocitosis a través del receptor apo B/E, para el cual apo B-100 es el
ligando.

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

» Disminuye la actividad de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA

reductasa), enzima que controla en gran medida la biosintesis de novo del colesterol
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endo geno] A

e Aumenta la actividad de la colesterol acilo transferasa intracelular, que esterifica el CL.
 Disminuye la tasa de sintesis de receptores para apo B-100.

Este tltimo evento evita la acumulacién de colesterol en el interior de las células'.

IL II LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL).

IL IL1 CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION.

Las HDL abarcan una clase heterogénea de Lp que tienen en comin una densidad de
flotacién entre 1.063-1.21 g/mL y un tamafio (didmetro de Stoke’s) de 7.2 a 12nm*. Lo
anterior es debido a que son las lipoproteinas con menor proporcién de lipidos y mayor
proporcion proteica (55-60% de su masa seca), siendo la apo A-I la mas abundante (65% de
su masa proteica total). La apo A-l, a parte de su funcion estructural es indispensable para
el eflujo de colesterol desde las células periféricasls. La apo A-II es la segunda apo
estructural en abundancia de las HDL, representa del 20% al 30% de la masa proteica total.
Ademis las HDL contienen pequefias cantidades de apo C’s (apo C-I, apo C-II y apo C-III),
apo E y apo A-IV, asi como cantidades minimas de proteinas asociadas a PLTP, LCAT y
PON.

Diferencias cuantitativas y cualitativas en el contenido de apolipoproteinas, enzimas y
proteinas de transferencia de lipidos dan lugar a varias subclases de HDL. Dichas subclases
se caracterizan por diferencias en forma, densidad, tamafio, movilidad electroforética y

composicion quimica. Una subclasificacion con base en la densidad de flotacion, las
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distingue en HDL; (& = 1.063-1.12 g/ml) y HDL; (& = 1.12-1.21 g/ml). Las HDL; son ricas
en lipidos no anfipaticos mientras que las HDL; estan formadas por fosfolipidos y
proteinas, principalmente. La electroforesis en gel de agarosa, separa las HDL en funcion
de su carga y de su tamafio en particulas con migraciéon a y en una subpoblacién pequeifia
con migracion pre-B“. Estas ultimas, al realizar una electroforesis en segunda dimension
en gradiente de poliacrilamida, se separan en tres grupos de particulas; pre-p1, pre-p2 y
pre-B3; en orden creciente de tamafio. Por otra parte, usando cromatografia de
inmunoafinidad (basada en diferencias inmunoquimicas entre las particulas de HDL) se
obtienen dos subpoblaciones: particulas HDL que contienen apo A-I y apo A-II (Lp A-I: A-
II) y particulas con solo apo A-I (Lp A-I) 7 No existe una correspondencia exacta entre

cada una de las diferentes subclasificaciones.

Il .I1.2 SUBCLASIFICACION BASADA EN LOS TAMANOS.

La diversidad estructural de las HDL es bien establecida especialmente en términos de la
distribucién de tamafios. Dicha distribucién de tamafios se consigue mediante electroforesis
nativa de poliacrilamida con un gradiente del 4-30% (PAGGE) en condiciones no

desnaturalizantes y permite una subclasificacién mas fina de las particulas HDL.
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Tabla 4. Subclases de particulas HDL definidas en base a su tamaiio.

Subclases Rango de tamaiio
HDL 2b 9.71-12.9
HDL 2a 8.77-9.71
HDL 3a 8.17-8.77
HDL 3b 7.76-8.17
HDL 3¢ 7.21-1.76

El uso de la técnica anterior es combinacion con la densitometria se ha empleado en la
separacion, caracterizacion y estimacidn de cada una de las diferentes subclases

. 15
anteriores .

IT.II.3 IMPORTANCIA DE LAS HDL.

Los resultados obtenidos en diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que hay una

correlacién negativa entre la concentracion de C-HDL vy el riesgo de desarrollar EAC e,

Los mecanismos exactos por los cuales las HDL son ateroprotectoras se desconocen ain,

aunque varias hipotesis se han postulado para explicarlo, siendo las mas importantes las

siguientes:

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

e R L
su excrecion o reciclaje .
e Las propiedades antioxidantes de las HDL asociadas a la PON12"?" y 1a actividad

antioxidante intrinseca de apo A-I*2.
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¢ Regulacion negativa por parte de las HDL para la expresi6n de las moléculas de
adhesion celular VCAM-1 e ICAM-1 en la superficie del endotelio vascular, lo que se

traduce en un efecto antiinflamatorio 2.

o Inhibicién de la agregacion plaquetaria con propiedades antitromboticas™,

¢ Proteccion de la actividad de la 6xido nitrico sintetasa frente a las LDL oxidadas,

ayudando aparentemente a mantener las funciones normales de los vasos sangujneoszs.

¢ Posible promocion del eflujo de colesterol, debida a una regulacion positiva en la
expresion del ABCA-1.
De las hipétesis anteriores, el mecanismo del TRC ha sido el que ha ganado una mayor

aceptacion .

II1.I1 .4 METABOLISMO DE LAS HDL (TRC).

El higado secreta unas particulas de forma discoidal llamadas “HDL nacientes”, que

presentan movilidad electroforética pre-Blm’n.

Estas particulas estin compuestas
esencialmente por fosfolipidos y apo A-I, tienen una masa molar aparente alrededor de
60kD y flotan a una densidad de las HDL;. Son los receptores primarios que captan el
excedente de colesterol libre proveniente de las células periféricas (tejidos extrahepéticos).

La primera etapa del TRC es el eflujo del colesterol de las células . Este eflujo de colesterol
es el resultado tanto de procesos pasivos e inespecificos, como de procesos activos y

especificos. Entre los mecanismos postulados de eflujo de colesterol celular se encuentra el

mediado por la proteina ABCA—IH, asi como la difusion pasiva de colesterol libre a través
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de la fase acuosa entre la membrana plasmética y las particulas aceptoras. El colesterol
captado por las particulas pre-Bl es esterificado inmediatamente por la LCAT. Esta
esterificacion hace que el colesterol pierda su cardcter anfipatico transformandose en una
molécula netamente hidrofobica. En consecuencia, el CE abandona la superficie de la
lipoproteina y migra hacia el interior hidrofébico de la particula, aumentando el tamafio de
la misma y transformdndose en una particula mas esférica. En su forma esférica mas
pequeiia, las HDL se denominan HDL;. Sin embargo, la HDL; continua captando mas CL,
que a su vez se esterifica a través de la accién de la LCAT, este proceso da lugar a un
aumento de tamafio y disminucion de la densidad, lo que produce en consecuencia HDL,
ricas en CE 2. A su vez las HDL,-CE se convierten en HDL,; ricas en TG intercambiando
CE por TG provenientes de Lp que contienen apo B, principalmente VLDL e IDL, que a
cambio reciben CE de las HDL y lo conducen al higado donde se metaboliza. Los
fosfolipidos de las HDL son transferidos hacia las VLDL por la PLTP. Los TG de las
HDL,-TG provenientes de las LRTG son hidrolizados por la LH. Esta hidrolisis, en
asociacion con la actividad de PLTP, disminuye el tamafio de las HDL, transforméandolas
en HDL; y en particulas pre-B1, regenerando los aceptores primarios que pueden reiniciar
el ciclo de captacion del colesterol.

Otra via de eliminacién de colesterol plasmatico es el receptor SR-B1, que se encuentra
principalmente en el higadom. Se unen a €l con gran afinidad las HDL y las LDL y, por un
mecanismo mal conocido, internaliza unicamente el colesterol dejando el resto de la Lp

intacta. De esta manera se regeneran las particulas aceptoras de colesterol que pueden
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comenzar nuevamente el ciclo del TRC, este mecanismo elimina una buena parte de

colesterol circulante (Figura 6).

Figura 6. Esquema del metabolismo de las HDL (fase postabsortiva).
Los aceptores primarios (particulas pre-B1 o HDL; en menor proporcion) captan el CL excedente de las

células periféricas por A) simple contacto con la membrana celular, o B) por medio del ABCA-1. La
incorporacién de colesterol en los aceptores primarios y la esterificacién del mismo por la LCAT, dan origen
a aumentos progresivos del tamafio de la Lp, generando sucesivamente HDL; y HDL,. El CE puede seguir
dos rutas 1) por accion de la CETP es intercambiado por TG provenientes principalmente de VLDL e IDL y,
posteriormente, ser transportado al higado para su excrecién o reciclaje, gracias a su captacién mediada por el
R- apo B/E, o 2) es eliminado directamente de la Lp por un mecanismo mediado por el SR-B1, generando
particulas HDL de menor tamafio capaces de reiniciar el ciclo. La LH hidroliza los TG de las HDL captados
por la ruta 1. Esta hidrélisis en asociacién con la actividad PLTP, regenera los captores primarios de
colesterol.
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II1.I1.5 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS HDL

La hipoalfalipoproteinemia se define como concentraciones plasmaticas de colesterol HDL
por debajo de la mixima porcentual ajustada a la edad y sexo del sujeto. La cantidad de
HDL es importante, pero la velocidad con que realizan sus funciones lo es aun mas. La
figura 7 presenta los diferentes mecanismos para explicar el papel antiaterogénico de las
HDL.

Las LDL oxidadas en el espacio subendotelial intervienen en la formacién de la placa
ateromatosa por sus cualidades proinflamatorias. Por tanto, el papel antiaterogénico de las
HDL se debe en parte a la capacidad antioxidante que poseen. Varios de sus elementos
participan en esta propiedad, entre ellos sus apolipoproteinas y particularmente la
paraoxonasa (PON 1), enzima asociada fisicamente a las HDL p]ammalicasn.

Se ha demostrado que las HDL;, es decir las HDL de menor tamafio son los mejores
aceptores plasmiticos de la paraoxonasa que originalmente se encuentra unida a la
membrana del hepatocito. Se ha considerado que la captacion de PON se lleva a cabo
principalmente en las HDL pequefias y que estas sufren modificaciones a su paso por la via
del transporte reverso del colesterol hasta transformarse en HDL de tamafios mayores
(HDL,), siendo estas las que se encuentran en mayor proporcion en circulacion™>"".
Ademas, se ha asociado a la paraoxonasa con la incidencia de enfermedad aterosclerosa

coronaria >, Las bases moleculares que explican la relacion inversa entre la PON1 y la

aterosclerosis, se han ubicado en la capacidad que posee la enzima de eliminar los

lipoperdxidos.
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Figura 7. Resumen de los efectos antiaterogénicos de las HDL.

Las flechas punteadas y las cruces indican efectos inhibitorios. La flechas continuas que se originan
en las HDL son indicativas de propiedades que favorecen el proceso. Las HDL promueven el eflujo
de colesterol de los macrofagos y células espumosas (1) que se encuentran en el espacio
subendotelial durante las primeras etapas de la formacion del ateroma. Poseen ademds propiedades
antioxidante (2), inhiben la quimiotixis promovida por las LDL oxidadas (3), favorecen la
produccién de 6xido nitroso por las células endoteliales (4), regulan la sintesis de adhesinas en
endotelio vascular (5) y presentan propiedades antitrombéticas (6) y profibrinoliticas (7).



I1.I1.6 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PARAOXONASA (PON1).

El gen PONI esté localizado en el brazo largo del cromosoma 7, contiene 9 exones y 8

intrones que se extienden entre 25 y 26 kb. La expresion del gen PON1 da origen a una
glicoproteina de 354 aminoacidos y de masa aparente entre 43 y 45 kD N

La PON 1 es una enzima que pertenece a la familia de las esterasas aromiticas tipo A,
dependiente de calcio y posee especificidad muy amplia sobre diferentes compuestos no
naturales: arilésteres, lactonas y fosfatos mono, di y tri esterificados. Esta enzima se
sintetiza en el higado y queda anclada a la membrana gracias a la interaccién de su region
N-terminal con los fosfolipidos de la membrana del hepatocito. Sin embargo, no existen

reportes en los que se describa actividlad PON1 en compartimentos diferentes del plasma

sangujneol.

Para que PON1 abandone la membrana del hepatocito hacia su destino final, el plasma debe
contener un aceptor formado por compuestos anfipiticos (detergentes no i6nicos o
fosfolipidos), organizado en micelas o bicapas anfipiticas y que posea una tensién
superficial adecuada. In vivo, este aceptor son las HDL y como consecuencia de esta
asociacién, la paraoxonasa es transportada en el plasma por las HDL ademas de ser dirigida
por las mismas hacia los espacios subendoteliales en los que llevard a cabo su funcién
antilipoperé6xidos.

Uno de los sustratos més utilizados para el estudio de la enzima es el paraoxén (O,0-dietil-
O-p-nitrofenilfosfato), un potente inhibidor de las colinesterasas. Historicamente, fue el

primer compuesto con el que se puso de manifiesto la existencia de la enzima y de él deriva
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su nombre. Otro de los sustratos no naturales que se ha utilizado extensivamente para el
estudio de la PONI1 es el fenilacetato®®>®.

Al ser utilizados ampliamente estos dos sustratos, se ha adoptado el termino “actividad de
paraoxonasa” cuando se usa paraoxén como sustrato de la PON1; de la misma manera,
cuando se utiliza fenilacetato, se hace referencia a la “actividad arilesterasa” de la PONI.

Recientemente, se ha reportado que la PONI en las HDL puede bloquear la respuesta

inflamatoria contribuyendo asi a la prevencion de la oxidacion de las LDL.

II.IIT ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis coronaria es la primera causa de mortalidad y morbilidad ademas de ser
uno de los problemas mas importantes de salud publica en México. Por lo anterior es
importante comprender la fisiopatologia de la enfermedad para poder prevenirla.

La aterosclerosis es un proceso crénico, degenerativo e inflamatorio de la pared vascular de
las arterias grandesn. Las primeras lesiones de la aterosclerosis se inician como respuesta a
una forma de lesion del endotelio arterial que comienzan en la infancia y la adolescencia
con la formacion de las estrias grasas. La estria grasa consiste en una acumulaciéon de
lipidos (principalmente colesterol) dentro de macr6fagos que los transforma en “células
espumosas” en la intima de la arteria.

El endotelio disfuncional presenta una permeabilidad alterada permitiendo una mayor
entrada y acumulacién de LDL en la matriz subendotelial (intima). En este sitio las cadenas

alifiticas de los fosfolipidos de las LDL son susceptibles a la peroxidacion lipidica mediada
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por especies oxidantes reactivas (ROS), provenientes de macréfagos, células musculares
lisas o del endotelio vascular*™*'. Los lipoperéxidos formados son compuestos ligeramente

oxidantes, pero pueden dar lugar a compuestos fuertemente oxidantes que alteran la
estructura de las LDL llamadas LDL oxidadas (LDLox).

Las LDL oxidadas (LDLox) en el espacio subendotelial intervienen en la formacion de la
placa ateromatosa por sus actividades quimiotactica y quimioestitica que fomentan la
invasién monocitaria de la intima, la formacién de nuevas células espumosas*(Figura 8) y
asi sucesivamente.

En la intima, los macréfagos derivados de monocitos captan las LDLox, via receptores
inespecificos con independencia de su contenido de colesterol. Esto conduce a la formacion
de numerosas gotitas de lipidos (colesterol principalmente) que dan a la célula un aspecto
espumoso, de donde proviene el nombre de célula espumosa. La mayoria de las células
espumosas derivan de los macrofagos, pero algunas provienen de las células del misculo
liso. La acumulacién de células espumosas en la intima da resultado a la formacién de
estrias grasas.

El colesterol no puede ser degradado por las células sanguineas o musculares, por lo que es
necesario su transporte hacia el higado para su eliminacion o reciclaje. La acumulacion
continua de lipidos dentro de la intima, aunado a la proliferacion de musculo 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, ulceracion,
trombosis o calcificacion), algunas de las cuales producen oclusion, isquemia y enfermedad

clinica como son el infarto de miocardio, la enfermedad cerebro vascular y la angina de
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pecho. A continuacién se mencionan los principales factores de riesgo para desarrollar
aterosclerosis:

No modificables; edad, género (masculino) y predisposicion genética.

Modificables; tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo y dieta inadecuada.

Controlables; obesidad, hipertensién arterial, diabetes mellitus, intolerancia a la glucosa

(ITG), sindrome metabolico y dislipidemia®.

Figura 8. Generaci6n de células espumosas

Las LDL que entran al espacio subendotelial son blanco de la oxidacién por radicales libres,
generando LDL oxidadas que son reconocidas y fagocitadas por los macréfagos. El enzima
paraoxonasa (PON) inhibe la oxidacién de lipidos por los radicales libres.
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II.IV EL AGUACATE

El aguacate ( Persea gratissima, Persea americana) es el fruto del drbol del mismo nombre
originario de Mesoamérica, que abarca las regiones de México y Guatemala. La palabra
aguacate deriva de la lengua nahuatl “aoacatl” o “ahuacatl”.

Los arquedlogos han demostrado que desde hace unos 7 000 afios, los antiguos mexicanos
ya tenian en su dieta cotidiana este fruto, era muy apreciado por su fino aceite, mismo que
en la actualidad los quimicos de nuestro siglo han demostrado que es rico en 4acidos grasos
monoinsaturados. El aguacate ademds tiene un alto contenido de proteinas, hidratos de
carbono, vitaminas y minerales, asi como un bajo contenido de sodio y calcio.

Meéxico es el mayor productor de aguacate en el mundo, gracias al fomento de este cultivo
que se inicio en Michoacan desde 1932 con fines de explotacién extensiva. El cultivo del
aguacates se fue extendiendo por todas las regiones tropicales y semitropicales del pais en
forma de huertos familiares y comerciales, de tal manera que en la actualidad, Michoacan
es la regién que mayor cantidad de aguacate produce en el pais.

A partir de los afios 60°s el aguacate empieza a ser cultivado en los Estados Unidos, asi
como en otros paises que cuentan con regiones propicias para este cultivo, como Israel,

Sudafrica, Argentina y, en tltimos afios, Nueva Zelanda.
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I1.IV.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS

El aguacate es una dicotiledonea perteneciente al orden de las Ranales y a la familia de las
Lauréceas. Los estudios sistematicos han clasificado mas de 500 variedades de aguacate, de
las cuales se han seleccionado algunas para la creacion de variedades comerciales.

El habitat del arbol corresponde a las caracteristicas ecologicas de las especies
subtropicales cuyo crecimiento y desarrollo es variado. En su hébitat natural puede alcanzar
una altura de 10 a 12 metros. Su tallo lefiosos presenta también un vigoroso crecimiento
vegetativo, en drboles de 25 a 30 afios se han encontrado troncos con didmetros de 80 cm a
1 metro. La mayoria de las variedades comerciales en los paises productores, como México,
Estados Unidos, Nueva Zelanda y las Islas Canarias se han clasificado en un acuerdo
practicamente general con los cientificos, en tres razas basicas: la mexicana, la

guatemalteca y la antillana®.

II1.IV.2 VALOR NUTRITIVO

El aguacate puede considerarse alimento completo, por que su valor calérico estd
acompafiado de principios nutritivos esenciales en cantidades considerables. En la tabla 6
se presentan las vitaminas que contiene el aguacate por cada 100g de porcién comestible
que es mas del 50% del fruto o verdura, como algunos lo han clasificado, asi como una

relacién comparativa de su contenido con las recomendaciones nutrimentales promedio

diarias para un adulto®®.
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TABLA 6. VALOR VITAMINICO Y APORTE NUTRICIONAL DEL AGUACATE.

VITAMINAS CONTENIDO EN RDA % DE RDA
100g CUBIERTA POR
100g
Vitamina A 85.00 ug 900.0 pg 9.4
Vitamina D 10.00 pg 5.0 pg 200.0
Vitamina E 3.00 pg 9.0 mg 33.0
Vitamina K 8.00 pg 110.0 pg 7.3
Vitamina B1 0.11 mg 1.4 mg 7.8
Vitamina B2 0.20 mg 1.6 mg 12.5
Vitamina B6 0.45 mg 2.1 mg 21.4
Niacina 1.60 mg 16.0 mg 10.0
Acido Pantotenico 1.00 mg 5.5 mg 18.2
Biotina 10.00 pg 100.0 pg 10.0
Acido Félico 32.00 pg 200.0 pg 16.0
Vitamina C 14.00 pg 60.0 mg 233

mg= miligramos, pg = microgramos, RDA= recomendacién de ingesta diaria para un adulto.

De acuerdo con estas caracteristicas se desprende que cada 100g de aguacate contienen 12
de las 13 vitaminas mas importantes, puesto que la vitamina B12 estd ausente en los
vegetales. Contiene cantidades significativas de todas las vitaminas liposolubles,
poniéndose en situacion de privilegio con respecto al resto de los alimentos vegetales que,
en su mayoria poseen predominio de algunas y escasez de otras. Aporta vitaminas
liposolubles sin colesterol y con minima cantidad de écidos grasos saturados. Proporciona
vitaminas hidrosolubles en cantidades apreciables, destaciandose su contenido de &cido

ascorbico.
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El aguacate presenta una relacién favorable entre 4cidos grasos insaturados y vitamina E,

este andlisis califica al aguacate como una excelente fuente de vitaminas, ya que las

contiene en cantidad, calidad y armonia, siendo excelente para su aprovechamiento en el

. 45
organismo humano .

COMPOSICION QUIMICA POR 100g DE AGUACATE

PORCION COMESTIBLE (%) 53.00
ENERGIA (KCal) 144.00
LiPIDOS

Grasas totales (g) 13.5
Colesterol (mg) 0.00
Saturados totales (g) 2.44
Monoinsaturados (oleico) (g) 8.97
Polinsaturados (Linoléico) (g) 1.84
MINERALES

Calcio (mg) 24.00
Fésforo (mg) 42.00
Hierro (mg) 0.50
Magnesio (mg) 45.00
Sodio (mg) 4.00
Potasio (mg) 604.00
Zinc (mg) 0.42
VITAMINAS

Retinol (pg) 200.00
Acido ascérbico (mg) 14.00
Tiamina (mg) 0.09
Riboflavina (mg) 0.14
Piridoxina (mg) 0.28
Acido folico (ug) 62.00
Cobalamina (mg) 0.00
PROTEINA (g) 1.60
HIDRATOS DE CARBONO (g) 7.60
FIBRA (g) 2.50
HUMEDAD (%) 74.00
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El aguacate es un alimento rico en potasio y pobre en sodio, relacion favorable para el
control de la presién arterial y la disminucion de la susceptibilidad a ciertas enfermedades
cardiovasculares*

El contenido de cobre es significativo, integrandose al grupo de alimentos fuente de este
mineral; 100g de porcién comestible aportan aproximadamente 21% de los requerimientos
diarios promedio para adultos. Cabe recordar que el cobre es indispensable en el
metabolismo del hierro en la sintesis de hemoglobina, melanina y proteinas del tejido
conectivo. Su deficiencia también se asocia con trastornos cardiacos y neurolégicos.

El aguacate también es fuente de manganeso, micronutriente esencial para el normal
funcionamiento del encéfalo y el metabolismo de los carbohidratos. Aporta una apreciable
cantidad de magnesio, catién intracelular que participa en el metabolismo de glhicidos,
lipidos, prétidos y calcio, en el equilibrio 4cido-base y procesos de oxidoreduccién; la
deficiencia de magnesio esta asociada a varios trastornos , algunos de ellos muy frecuentes,
como los gastrointestinales.

Si bien posee escaso contenido de calcio, su absorcién es Optima por la presencia de
vitamina D y ausencia de acido oxalico, en cuanto al hierro se ve favorecida su absorcion
porque el aguacate contiene vitamina C.

Por ser un alimento que se consume crudo no sufre perdidas de minerales por dilucién o

coccién, como puede ocurrir con la papa, la calabaza ,u otras legumbres.
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II1.V. AGUACATE Y ATEROSCLEROSIS

La relacion entre los niveles séricos de colesterol y la frecuencia de cardiopatia isquémica
se encuentra bien establecida, asi como también la estrecha dependencia que tienen los
niveles de lipidos plasmaticos con el tipo y la cantidad de grasa que se consume en la dieta
habitual. A este respecto se conoce que en paises con un alto consumo de grasas
monoinsaturadas y baja ingesta de grasas saturadas, la poblacién tiene una prevalencia de
cardiopatia isquémica muy baja, en comparacién con paises cuyo consumo de dcidos grasos
saturados es mayor. El 4cido graso monoinsaturado que desde el punto de vista
epidemiolégico y experimental ha demostrado ejercer un efecto benéfico sobre el perfil
lipidico es el acido oleico, un 4cido graso monoinsaturado de 18 carbonos cuya fuente
natural més conocida es el aceite de oliva.

Una de las causas del brote de cardiopatia isquémica en nuestro pais es al parecer, un
cambio en nuestros habitos dietéticos que tienden a parecerse mas a la alimentacion de los
paises altamente desarrollados, es decir, un exceso en el consumo de grasas saturadas de
origen animal. Al analizar su contenido de acidos grasos del aguacate se encuentra que su
principal componente es el dcido oleico, inclusive en una mayor proporcién que el aceite de

oliva y casi no contiene 4acidos grasos saturados*’. En la tabla 7 se presentan los porcentajes

de cada écido graso que componen el aceite de la pulpa de aguacate“.



Tabla 7. CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS EN LA PULPA DEL AGUACATE

HASS
Nombre % 4cido graso
Acido Miristico 0.24
Acido Palmitico 17.68
Acido Palmitoleico 7.23
Acido Estedrico 1.10
Acido Oleico 61.62
Acido Linoléico 12.09

Existen pocos trabajos relacionados con el efecto del aguacate sobre las concentraciones de
colesterol y la aterosclerosis. El estudio mas antiguo que se conoce es el de Grant, quien
informo, en 1960, del descenso de las cifras de colesterol plasmatico en humanos asociado

a la ingestion de aguacate. Este reporte paso inadvertido y transcurrieron mas de 30 afios

para que aparecieran nuevos informes*.

Varios estudios se han realizado sobre el efecto que tiene el aguacate en el perfil lipidico de
pacientes con dislipidemias, uno de ellos"’ manejé dos dietas, una rica en acidos grasos
monoinsaturados (DRCA) principalmente de aguacate, con 30% de calorias totales como
grasa, de las cuales un 75% fue aportado por el aguacate, la otra fue una dieta baja en
grasas saturadas y en grasa total sin aguacate (DRSA). Después de 4 semanas se observo
una reduccién de colesterol total y colesterol LDL en ambas dietas. La DRCA produjo un
descenso en los triglicéridos y por el contrario la otra los aumento. Ademéas la DRCA
produjo un aumento considerable en los niveles de colesterol-HDL, probablemente debido

a la gran cantidad de 4cidos grasos monoinsaturados del aguacate. Estos resultados sugieren
45



que los acidos grasos monoinsaturados pueden ser incluidos en los planes dietéticos para el

manejo de pacientes con dislipidemiasﬂ.

En 1996, otra investigacion del mismo grupo”’”, aplico a pacientes con

hipercolesterolemia tres tipos de dietas, vegetariana (70% carbohidratos, 10% proteinas y
20% lipidos), enriquecida con aguacate (60% carbohidratos, 20% proteinas y 20% lipidos
de los cuales un 75% se suplieron con aguacate), e ingesta libre (los pacientes comian en su
casa y solo se dirigian al comedor del hospital por su dosis de aguacate).

Los resultados demostraron que la dieta con aguacate produce un decremento significativo
en la concentracion de colesterol-LDL, mientras que con la dieta vegetariana no hubo

ningin cambio en la concentracion de colesterol total y ni de colesterol-LDL. Ademas, las

tres dietas reducen los niveles de colesterol-HDL, particularmente la vegetariamso.

Posteriormente en el 2001, se hace una investigacion acerca del aceite de aguacate en la
prevencion de aterosclerosis experimental inducida con colcctcrol“, en la cual se

incluyeron 30 conejos Nueva Zelanda machos, en tres grupos. El primero, de control,
recibi6 unicamente alimento para conejos, el segundo se alimenté igualmente pero se le
adicioné colesterol en polvo al 0.5% en relacién con el peso, al tercero se le administré lo
mismo que al segundo, pero se agregé aceite de aguacate crudo en proporcion del 10% de
acuerdo con el peso del alimento, por seis meses. Los resultados obtenidos varian
dependiendo del tiempo al que se realizaron las determinaciones, pero se demostré que
existe una elevacion de colesterol-HDL, inducido por el aceite de aguacate una disminucién

de colesterol-LDL. Estos dos parametros son los que mds se relacionan con el grado de



aterosclerosis, por lo que se propuso que el aceite de aguacate es capaz de proteger al

conejo, en una forma muy importante, de la aterosclerosis inducida con colesterol.
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1. JUSTIFICACION

La aterosclerosis es la principal causa de mortalidad y morbilidad ademas de ser uno de los
problemas mas importantes de salud publica en México. Por lo anterior es importante
comprender la fisiopatologia de la enfermedad para poder prevenirla. En México la
poblacion tiene una predisposicion genética de presentar varias formas de dislipidemias, en
particular bajos niveles de C-HDL, asi como de desarrollar enfermedades cardiovasculares;
esto se ha atribuido a héabitos y estilos de vida como son: un consumo alto de calorias,

51,52

tabaquismo, consumo de alcohol y sedentarismo Se ha demostrado que la

concentracion plasméatica de C-HDL tiene una correlacion negativa con el riesgo de
desarrollar enfermedad aterosclerosa coronaria, lo que implica que su aumento en el plasma
tiene un papel benéfico en la prevencién de la enfermedad, aunque los mecanismos exactos
por los cuales las HDL son ateroprotectivas son desconocidos. Estudios in vitro han
demostrado que tales funciones antiaterosclerosas dependen no solamente de la cantidad de
particulas HDL sino de su estructura. Dados los antecedentes presentados, la incorporacién
del aguacate dentro de la dieta cotidiana podria contribuir de manera benéfica en el perfil
lipidico y, en particular, en la remodelacién de las HDL.

De los estudios con animales se deduce que el aguacate tiene una influencia en los niveles
plasmaticos de C-HDL. Sin embargo los mecanismos y sustancias responsables de los
cambios en las concentraciones plasmaticas de colesterol-HDL, asi como de las

subpoblaciones HDL afectadas, no se han descrito.

48



La incorporacion del aguacate en la dieta cotidiana como fuente principal de grasas, tiene la
finalidad de obtener beneficios en cuanto el perfil lipidico de nuestra poblacién y abatir la

prevalencia de cardiopatia aterosclerosa.
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IV. HIPOTESIS

o La inclusion de aguacate como fuente de grasas en la dieta, modificara
favorablemente el perfil lipidico, aumentando las concentraciones de C-HDL y
disminuyendo de manera significativa y simultineamente los niveles de C-LDL,

utilizando ratas como animal experimental.

e Los cambios en las concentraciones de C-HDL estaran asociadas a modificaciones

estructurales de las HDL.

e Las modificaciones estructurales de las HDL inducidas por la dieta rica en aguacate

se acompafiardn de modificaciones de las enzimas plasmiticas, incluyendo un

efecto sobre la cantidad de paraoxonasa en circulacion,
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V. OBJETIVOS

Establecer el efecto de una dieta suplementada con aguacate sobre el perfil de

lipidos en un modelo animal (rata)

Determinar cuales son los diferentes mecanismos fisiologicos que provocan el

aumento en la concentracién plasmatica de las HDL por la ingesta de aguacate.

Determinar si hay modificaciones en la estructura y metabolismo de las HDL por

efecto del aguacate.
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VI. METODOLOGIA

1) Grupos de estudio.

Se utilizaron 30 ratas Wistar macho, agrupadas en dos categorias; quince ratas entre 320 y
350 g recibieron una dieta isocalérica con sustituyendo un porcentaje de su consumo
calorico ( 70-75 % del consumo total de grasas) con aguacate fresco (DCA).

El grupo control consistié de un lote de 15 ratas con las mismas caracteristicas que el grupo

de estudio, alimentadas con su dieta habitual (DH)

2) Recoleccién de muestras.

Después de 6 semanas de suministrar las dietas, se dejan las ratas en ayuno por 12 horas,
aproximadamente, para obtener las muestras sanguineas. Bajo anestesia con pentobarbital
(45 mg / 100g de peso), las ratas se pesaron y se obtuvieron muestras sanguineas por
puncién de la aorta abdominal en tubos con heparina (concentracién final 20 Ul/ml de
sangre). Los animales se sacrificaron posteriormente por dislocacion cervical.

Para separar el plasma heparinizado del paquete celular, se centrifugo la muestra durante 15
min. a 3 000 rpm a 4°C. Para la determinacién del perfil de lipidos y HDL se utilizaron
muestras frescas de plasma. El resto de las muestras se separé inmediatamente en alicuotas

que se conservaron a —70 °C para la determinacién de PLTP, LCAT y PON1.
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3) Anilisis de laboratorio.

El colesterol total, TG (las concentraciones se expresan en mg/dL) se determinaron
mediante métodos enzimaticos colorimétricos (Boehringer-Mannheim, Alemania). El C-
HDL fue determinado directamente por ultracentrifugacién secuencial con el reactivo de

colesterol total. El colesterol LDL es calculado mediante la ecuacion de Friedewald:

CLDL = Colesterol total - C-HDL — (triglicéridos plasmaticos/5)

Los coeficientes de variacion de estos métodos son menores al 4%.

4) Separacion y caracterizacion de las HDL.

La determinacién de las HDL se determiné de acuerdo a un método descrito por Blanche
Pl.etal 57, con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio.

Del plasma obtenido se tomaron 2 ml, se ajust6 a una densidad = 1.019 g/ml con solucién
KBr s6lido y se someti6 a una ultracentrifugacion de 110 000 rpm durante 2h 10 min. En
esta parte primeramente se aislaron las Lp VLDL e IDL. El resto del infranadante, se ajusté
a una densidad de 1.063 g/ml con KBr sélido y se sometié a ultracentrifugaciéon a 110 000
RPM por 2h 10 min. En esta parte se separaron las LDL, se determin6 el volumen del
infranadante y se separ6 una alicuota de 100 pl (alicuota #1), para determinar
posteriormente el C-HDL. El resto del infranadante se ajusté a una densidad = 1.25 g/ml
con KBr sélido y se someti6 a ultracentrifugacién a 110 000 rpm por 2h 35 min. En esta
parte se separaron las HDL. La fraccién obtenida de las HDL se lavo en un exceso de

solucién con densidad = 1.25 g/ml y bajo las mismas condiciones de ultracentrifugacion.
53



De esta manera se obtuvieron las HDL sin contaminacién de Lp que contienen apo B,
obteniéndose del 80% al 85% de la apo Al del total del plasma de las fracciones de HDL,
segiin se verificé por electroforesis PAGGE SDS (Anexo 1 B)‘“.

Después de llevar a cabo la separacion de las HDL por ultracentrifugacion, se realizé una
dialisis intensa con solucién amortiguadora Tris 0.09 M — acido borico 0.08 M — EDTANa,
3mM, pH = 8.35 (TBE, anexo 7). Posteriormente, se llevd a cabo una electroforesis en
gradiente 4-30% de gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, usando
como marcadores calibrados en didmetro molecular, proteinas globulares (Tiroglobulina
17.0 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.1 nm y albimina 7.1 nm; Amersham
Pharmacia Biotech, Buckimghamshire, UK; ver anexo 1 A). La cantidad de proteina total
se cuantificé por una modificacién del método de Lowry (Anexo 8). Las bandas de proteina
HDL se tifieron con azul de Coomasie (Bio-Rad R-250) y el didmetro promedio se
determin6 por analisis densitométrico (Molecular Analyst Software Version 1.1, 1994 Bio-

Rad), en relacién con los marcadores.

Determinacién de colesterol HDL
Este se determiné indirectamente midiendo colesterol total en la fraccién que se separd en
la ultracentrifugacion la alicuota #1 que corresponde a CT, donde:

CT,=C-HDL
El colesterol total de la alicuota se determind mediante métodos enziméticos y
colorimétricos (Boehringer-Mannheim, Alemania), tomando en cuenta las diluciones

hechas para la ultracentrifugacion.
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5) Determinacion de la actividad LCAT.

La determinacion de las subclases se realizo de acuerdo al método descrito por Chen C. y

Albers JJS‘ , con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio.

A un tubo de ensaye se le adiciono buffer 235 pL. Tris-HCl, 125 pL de albimina sérica
bovina libre de 4cidos grasos al 2% (w/v, Sigma Chemical St, Louis MO) y 100 pl de la
suspension de proteoliposomas con colesterol-’H] (Ver Anexo 2 y 3). Se realizé una
preincubacion a 37 °C y se adicionaron 15 pl del plasma problema con el fin de llevar a
cabo la reaccion de esterificacién de la LCAT. La reaccién se incub6é 1 hora a 37 °C,
deteniéndola por adicién de 3.74 ml de CHCL;-MeOH 1:2 (v/v) con 4 pl de estandares de
colesterol libre (cholesterol; Sigma, St. Louis MO) y colesterol esterificado 1mg/ml
(cholesteryl myristate; Sigma, St. Louis MO) respectivamente. Se realiz6 una segunda
extraccion con 1.25 ml de CHCl; y 1.25 ml de H;O. La fase acuosa se desecho, mientras
que el disolvente de la fase organica se evapord con N; hasta concentrar el colesterol total
(esterificado y no esterificado) en un volumen minimo. Se llevé a cabo la separacion y
cuantificacion del colesterol marcado mediante cromatografia en capa fina (Aldrich,
Milwaukee WI) y empleando como eluyente éter de petroleo, éter etilico y cido acético en
proporcién 90: 10: 5. La placa se revelé utilizando yodo sublimado (I,) como cromégeno,
para la identificacién del colesterol esterificado y no esterificado de las muestras al
compararlas con estandares (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 centelleo (Liquid Scintillation Analyzer TRI-CARB 2200CA, Packard).
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A partir de estos datos se calculo el porcentaje de colesterol esterificado y la actividad de la
enzima en nanomoles de colesterol esterificado por mililitro de plasma en una hora de

reaccion.

6) Determinacion de la actividad PLTP.

Esta técnica permite definir la actividad de la PLTP, que es responsable de transferir los
fosfolipidos entre Lp. Determinacién de la PLTP; transferencia de fosfatidilcolina-marcada
con tritio de liposomas unilaminares (Anexo 5) a las HDL™.

Reactividad total

Se mezclaron 10 pl de liposomas marcados, 690 pl de TBS y se midié la radiactividad en
500 pl de la mezcla (después de precipitar los liposomas con heparanato de manganeso).
Muestras

Se mezclaron 10 pl de liposomas marcados, 30 pl de muestra (plasma) y 40 pl de acido
jodoacético, se agité e incubé 30 min a 37 °C. Para parar la reaccion se agregaron 300 pl
de heparanato de manganeso (445 Ul/ml), 320 pl de TBS, se agit6 en vortex durante 10
min, se centrifugé 10 min a 13 000 rpm y se colocaron los tubos en hielo antes de medir la
radioactividad en 500 pl de la mezcla.

Blanco

Se mezclaron 10 pl de liposomas marcados, 30 pl de muestra (plasma), 40 pl de acido
iodoacético, se agita y se incuba por 30 min a 4 °C. Lugo se detuvo la reaccién agregando

300 pl de heparanato de manganeso (445 Ul/ml), 320 ul de TBS, se agit6 en vortex durante
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10 min, se centrifugo 10 min a 13 000 rpm, se colocaron los tubos en hielo y se cuantifico
la radioactividad en 500 pl de la mezcla.

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

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

Estimacién de la actividad ARE

La actividad aril estearasa se determina utilizando fenilacetato como sustrato. La hidrélisis
del sustrato libera fenol que fue determinado espectrofotométricamente a 270 nm. La
mezcla de reaccién incluy6é 1.00 mmol/L de fenilacetato y 0.9 mM CaCl; en 20 mM Tris-
HC), pH 8.0 a 25 °C. La cinética de la reaccion fue medida en un intervalo de 3 minutos. El
coeficiente de extincién molar a 270 nm empleado para el fenol fue de 1310 mol L™ ¢cm ~'.
La unidad de la actividad aril-estearasa es equivalente a 1 pmol de fenilacetato hidrolizado

por minuto por ml de suero>® (Anexo 10).
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VII. RESULTADOS

El estudio se realizé con 30 ratas Wistar macho agrupadas en dos categorias; el grupo
control de 15 ratas recibi6 una dieta habitual (DH) y el grupo de estudio, también integrado
por 15 animales, recibi6 la dieta suplementada con aguacate (DCA); Tabla 8.

A término de cinco semanas de suministrar la DCA se observé que la curva de crecimiento
de los animales experimentales era igual a la del grupo control como puede apreciarse en la
figura 9.

Tabla 8. Dietas utilizadas en el estudio.

Dieta Habitual (DH)
20¢g

Estas dietas se calcularon tomando como base la composicién tanto de los pellets como del aguacate, dichas
dietas fueron utilizadas durante 5 semanas, las cuales se fueron ajustando de acuerdo a las necesidades de
cada animal, tomando en cuenta su crecimiento.

58



500.00 -

400.00 -
C]
o
]
D
o
300.00 -
200 .00 T L] 3} L T 1
0 1 2 3 4 5 6
=== DCA Tiempo (semanas)
i H

Figura 9. Curva de crecimiento de las ratas sometidas al estudio.

Curvas de crecimiento de los grupos que recibieron la dieta suplementada con aguacate (DCA) y el
control (DH). Se indica el promedio + DE de cada grupo ( n = 15).

PERFIL LIPiDICO

El promedio del peso de las ratas a las 5 semanas de estudio, asi como los perfiles de
lipidos de los dos grupos se muestran en la tabla 9. Se puede apreciar que la DCA, en
comparacion con el grupo control, induce un descenso significativo (27.6%) de los

triglicéridos (p < 0.05), un aumento significativo en los niveles de C-HDL en un 17.1 %
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(p < 0.05) y una disminucién de los niveles de C-LDL (17.4 %), aunque esta tltima no

alcanz6 significado estadistico (p = 0.45). El colesterol total (CT) no se modifica.

Tabla 9. Peso de los animales y perfil de lipidos de los grupos utilizados en este
estudio.

249.0+8.0 24401 11.1

395.0+9.8 392.0+£13.6
69.0 +25.0 50.0+94*
73.0+7.0 71.0 £10.9 i
23.0+9.8 20.0+8.5
35.0 £8.6 41.0+6.7*

Los valores expresan la media + D.E. * p < 0.05, el andlisis estadistico se realizé utilizando t de Student.

CARACTERIZACION DE LAS HDL

Tamafio de las HDL.
El aumento en la concentracién de colesterol de las HDL sugiere modificaciones en el

metabolismo de estas lipoproteinas provocados por la inclusion de aguacate en las dieta. En
consecuencia, procedimos a caracterizar las HDL de nuestros grupos de estudio. En la
figura 10 se muestra un gel representativo de la determinacién del didmetro de las HDL
obtenidas mediante electroforesis nativa en gel de poliacrilamida con un gradiente 4% -
30% en condiciones no reductoras. El perfil densitométrico de geles como el mostrado en la
figura 10 se muestra en la figura 11. La dieta suplementada con aguacate (DCA) modifico

el didmetro de las particulas HDL (11.71 nm, figura 11); se observa una disminucién
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significativa del diametro del 7.4%, en comparacion con el didmetro de las particulas HDL
de la dieta habitual (12.65 nm; figura 11), con lo cual la DCA sugiere un posible impacto

en la funcion de las HDL, a través de la modificacion de su estructura.

Marcadores de diametro

Tiroglobulina 17.0 nm

~Ferritina 12.2 nm

Catalasa 10.4 nm

Lactato deshidrogenasa 8.1 nm

Albuimina sérica bovina 7.1 nm

Figura 10 . Gel de poliacrilamida con un gradiente 4%-30%; el carril 3) es de marcadores
de radio de Stokes y el carril 1 y 2 es de muestra de HDL aisladas por UCF diferencial; 1 DH; y 2
DCA. Las proteinas se tifien con azul de Coomasie, la intensidad de color es directamente

proporcional a la cantidad de proteina.
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Figura 11. Perfiles densitométricos representativos de la distribucién de tamaiios de las HDL
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promedio del tamaiio de las HDL de ratas con DH.
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Composicién en apolipoproteinas

La composicion de apolipoproteinas en las HDL se determiné por medio de una
electroforesis SDS PAGGE (ver anexo 1 B)™. Los resultados demuestran que la DCA
induce a una reduccion significativa del 6.3% en la proporcién de apo A-I de las HDL
(Figura lZ),nﬂenu'asquehsdemésapoﬁpoproleﬁmsmsuﬁ'ennhglmﬁndiﬁcacién
‘omificati

100 -
X
20 '
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Apolipoproteinas
@mDH
oDCcA

Figura 12. Composicién de apolipoproteinas en las HDL del plasma de las ratas en
estudio

En esta gréifica se encuentran reportados los contenidos porcentuales promedio de las
apolipoproteinas de cada grupo tanto de DH y DCA, asi como su correspondiente D. E. *
p< 0.05, el anélisis estadistico se realiz6 utilizando t de Student.
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COMPOSICION DE HDL.

La composicién quimica de las HDL se ve afectada por la ingesta de aguacate en las ratas
con DCA; se observa un aumento significativo en los fosfolipidos (Ph, p< 0.05) y,
simultineamente, una disminucién en la cantidad de proteina (P, p< 0.05), como puede
verse en la figura 13.

a ¥8 Hg
$e

S
23 %8

* Prueba T, p<0.05

Figura 13. Composiciéon de HDL.
Composicion porcentual promedio de las HDL en el plasma de las ratas en los grupos de estudio,
con su correspondiente D.E. * p< 0.05, el andlisis estadistico utilizado fue t de Student.



ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las modificaciones estructurales de las HDL inducidas por la DCA, pueden tener su origen
en variaciones de las actividades de las diferentes enzimas y proteinas de transporte que
participan en la remodelacion intravascular de las HDL. Por esta razon, determinamos dos

de ellas, la actividad LCAT y PLTP (Tabla 10).

Tabla 10. Enzimas y proteinas de transferencia asociadas a las HDL de los dos grupos
de estudio.

DH

N 15 15
PLTP

Transferencia (%) 8.7+44 9.4+53
LCAT

Esterificacion (%) 34107 38x16

(nmol de CE h'I'") 23.5+79 2634152

PON1

Actividad ARE 43.0+5.6 57.4 £8.9*%
mol min"'ml suero™

Los valores expresan la media + D.E . * Prueba t de Student p < 0.05.

La actividad de la PLTP expresada como tasa de transferencia (%) fue semejante entre los

dos grupos y la actividad de la LCAT tampoco se modifica con la ingesta de aguacate.
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Actividad de la paraoxonasa.

Por otra parte, como se describié previamente, la PON 1 es una enzima que se transporta en
plasma asociada fisicamente con las HDL. Dicha asociacion es dependiente de la tension de
~ superficie de las HDL y, por lo tanto, depende de la estructura de las mismas. Debido a que
la estructura HDL se modifica por la DCA, determinamos la actividades PON1. Los
resultados muestran que, efectivamente, la actividlad ARE promedio aumenta en un 33.5%

en el grupo que recibi6 la DCA (Tabla 10).



VIII. DISCUSION

La aterosclerosis coronaria es la segunda causa de mortalidad y morbilidad en México. Por
lo anterior, es importante comprender la fisiopatologia de la enfermedad para poder
prevenirla y/o tratarla. Las lipoproteinas juegan un papel protagénico central en esta
enfermedad, ya que, entre otras cosas se ha demostrado que la concentracion plasmatica de
colesterol-HDL tiene una correlaciéon negativa con el riesgo de desarrollar enfermedad
aterosclerosa coronaria l, lo que implica que su aumento en el plasma tiene un papel
benéfico en la prevencion de la enfermedad. Estudios epidemiolégicos, han puesto de
manifiesto que en Meéxico, la dislipidemia mas frecuente es la hipoalfalipoproteinemia
(niveles bajos de C-HDL) 3! Las causas primarias de esta dislipidemia aun no se conocen
en su totalidad, por lo que se vuelve objetivo de estudio para desarrollar terapias
preventivas para combatir este factor de riesgo. Se conocen varios factores metabdlicos que
pueden alterar los valores de colesterol HDL. Entre ellos se encuentran las enzimas y
proteinas que se ven involucradas en el TRC.

Décadas de trabajo de investigacion han demostrado que, indiscutiblemente la dieta ejerce
una marcada influencia en los niveles séricos de lipidos y lipoproteinas. Por consiguiente,
la dieta es importante tanto en la prevencién como en el tratamiento de las dislipidemias y
la cardiopatia coronaria.

Durante mucho tiempo, no se prest6 suficiente atencion a los 4cidos grasos
monoinsaturados. Sin embargo, recientemente se ha obtenido un gran acopio de indicios

que demuestran que los 4cidos grasos monoinsaturados podrian ofrecer ciertas ventajas con
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respecto a los 4cidos grasos poliinsaturados como reemplazo de los édcidos grasos saturados
en las dietas.

El presente trabajo pone de manifiesto, por primera vez, que el aguacate dentro de la dieta
provoca cambios en las HDL que probablemente favorecen su papel antiaterogénico. En
nuestro estudio, comparamos los efectos de una dieta isocalérica en donde la fuente
principal de lipidos o grasas fue el aguacate fresco (DCA), contra una dieta habitual (DH).
El estudio tuvo como base trabajos realizados previamente sobre el mismo problema 69, en

el cual los resultados fueron muy semejantes a los obtenidos en este estudio.

El disefio del estudio prevé que el suplemento de aguacate en la dieta no incremente la
cantidad de calorias en comparacién con la dieta habitual. Durante el tiempo que dur6 el
tratamiento (5 semanas) pudo observarse que la curva de crecimiento de los animales en
estudio es igual a la de los animales control, confirmando que ambos grupos recibieron la
misma cantidad de calorias y que el aprovechamiento de los nutrientes fue comparable.

En lo que concierne al efecto del aguacate sobre el perfil de lipidos, el grupo DCA presentd
niveles menores de TG y un aumento en la concentraciéon de C-HDL en comparacién con el
grupo control. Los triglicéridos representan un factor de riesgo independiente para el

desarrollo de aterosclerosis *. En este sentido, nuestros resultados sugieren que la inclusién

de aguacate en la dieta puede contribuir a disminuir el riesgo de aterosclerosis a través de la
reduccion de los niveles de triglicéridos. La veracidad de esta propuesta debe ser analizada
en estudios epidemiologicos prospectivos.

Por otra parte, la elevacién del C-HDL plasmitico sugiere otro efecto cardioprotector del

aguacate. La relacién inversa entre niveles de C-HDL vy riesgo de enfermedad aterosclerosa
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coronaria es bien conocida 1, sin embargo, las HDL son una clase de lipoproteinas

integrada por una amplia gama de particulas que difieren en estructura y composicion i

La importancia de reconocer la heterogeneidad de las HDL radica en que no todas las
subclases HDL tiene en el mismo efecto cardioprotector ls; por ejemplo, las HDL pequefias
son los mejores aceptores de colesterol excedente de las células periféricas ! Por esta
razon, nos interesamos en caracterizar las HDL que se generan por la suplementacion de
aguacate en la dieta. Nuestros resultados demuestran que existe una reduccion significativa
del tamafio de las particulas HDL en grupo DCA, sugiriendo que la inclusion de aguacate
en la dieta contribuye a incrementar el nimero de aceptores primarios de colesterol.
Ademss, se ha demostrado que la capacidad de las HDL para captar colesterol depende
directamente de su contenido de fosfolipidos 8 En este sentido, la DCA induce un
aumento muy importante en la proporciéon de fosfolipidos de las HDL a expensas de la
proporcién de proteinas, apoyando la idea de que el aguacate aumenta la capacidad de las
HDL para promover el eflujo de colesterol. Estudio de eflujo de colesterol de células en
cultivo contribuiran a confirmar el papel benéfico del aguacate en esta funcién de las HDL.

Estudios in vivo indican que las HDL pueden inhibir muchos de los efectos de la oxidacién
de las LDL. Parthasarathy y Cols 8 han sugerido que las HDL pueden jugar un papel
protector en la aterogénesis al prevenir la generacion de LDL modificadas por la oxidacion.
Ademas, estudios recientes han demostrado que las HDL pequefias son las particulas con
mayor potencial antioxidante®®. Esta actividad antioxidante est4 determinada en gran parte
por la paraoxonasa que se encuentra fisicamente asociada a las HDL de una tension de

superficie especiﬁca:'s y es capaz de reducir la generacion de lipidos oxidados™.
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Resultados de nuestro laboratorio demuestran que las HDL pequefias son los primeros
aceptores de la reserva hepitica de pmoxonasa“, confirmando el papel antioxidante de las
HDL pequefias. Por lo anterior, el decremento significativo del didmetro de las HDL
inducido por el aguacate, sugiere una mejora en su capacidad antioxidante, directamente
relacionada con el aumento observado en la cantidad de paraoxonasa transportada por estas
lipoproteinas.

En resumen, el aguacate en la dieta induce un aumento de C-HDL y cambios estructurales
de las particulas HDL que mejoran el potencial antiaterosclerético del perfil hallado para
estas lipoproteinas. La identificacion de los factores metabolicos que sustentan tales
modificaciones estructurales de las HDL, permite identificar blancos potenciales para una
intervencion farmacolégica preventiva de la aterosclerosis. Por esta razon, determinamos
dos de los factores principales que participan en la remodelacion intravascular de las HDL,
la LCAT y la PLTP. Al determinar dichas actividades observamos que la actividad de
ambos factores de remodelacion fue semejante entre los dos grupos. Estos resultados
sugieren que la modificaciones estructurales de las HDL inducidas por el aguacate pueden
tener su origen en aumentos de la expresion del receptor hepético SR-BI y/o la proteina de
membrana ABCAI1, ambos involucrados en el metabolismo y remodelacion de las HDL. En
efecto, se ha demostrado que la interaccién de las HDL con el receptor SR-B1, conduce a la
formacién de HDL pequefias 6! Ademss, decrementos de la expresion de el receptor
hepitico SR-B1 en rata inducidos por fibratos, se asocian con el aumento de tamafio de las
particulas HDL 2. Por lo anterior, el SR-BI es una proteina candidato para explicar los

cambios estructurales de las HDL inducidos por el aguacate. La cuantificacion del RNAm
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del SR-B1 bajo la influencia del aguacate o sus extractos, contribuirdn a establecer la
veracidad de esta hipotesis.

Por su parte, la proteina de membrana ABCA1 promueve el movimiento de fosfolipidos
hacia las HDL, enriqueciéndolas en los mismos, como observamos en este trabajo. Las

deficiencias de origen genético en heterozigotos de ABCAI resultan en niveles de C-HDL

disminuidos‘s, debido a que el eflujo de colesterol desde las células hacia las HDL es
defectuoso®. Ademés, la sobreexpresion de ABCAI en animales transgénicos, resulta en

incrementos muy importantes del C-HDL plasméticoﬁ. Por lo tanto, la cuantificacion de la

del ABCA1 suplementando la dieta con aguacate es uno de los candidatos casi obligados

para ser incluidos en estudios posteriores.
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IX. CONCLUSION

El aguacate como fuente principal de grasas dietéticas induce modificaciones sobre el perfil
lipidico; reduce los niveles de triglicéridos y de C-LDL. Estos cambios contribuyen sin
duda a disminuir el riesgo de aterosclerosis. Por otro lado se eleva la concentracion de C-
HDL, dicho aumento modifica su metabolismo hacia una situacién de mejor pronéstico.
Nuestros resultados también demuestran que la inclusién de aguacate en la dieta induce la
generacion de particulas HDL mas pequefias, lo que podria mejorar su actividad
antiaterogénica y se asocia con un aumento de la actividad de la PON medida con
fenilacetato como sustrato.

Las modificaciones en la concentracién de C-HDL y estructura de las mismas inducidas por
el aguacate dietario no estin relacionadas con la LCAT ni la PLTP, factores de

remodelacién de HDL que son clave en su metabolismo.
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X. PERSPECTIVAS

Por 1ltimo, el presente trabajo de investigacion nos permite sugerir aspectos de interés para
estudios futuros:

1) El anélisis del efecto de la dieta suplementada con aguacate sobre la sintesis y
catabolismo de las HDL, con el objeto de generar mas informacion acerca del efecto
potencial antiaterogénico de este fruto.

2) Efecto del aguacate alimentario sobre las funciones de las HDL a nivel de eflujo de
colesterol, capacidad antiinflamatoria y de eliminacién de lipoper6xidos.

3) La cuantificacion de la expresion del SR-B_I y del ABCAl en animales
experimentales con dieta suplementada con aguacate permitird obtener evidencias

acerca de los mecanismos fisiolégicos de la elevacion del C-HDL.
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ANEXOS

—e
ANEXO 1 A. Gel de poliacrilamida en condiciones nativas.
Tamafios de HDL, para un gel con gradiente 4%-30%.
4% (5 ml) 30% (5ml)

TBE (ml) 0.5 0.5

Bis-acrilamida (ml) 0.4 3.0

Agua (ml) 4.1 0.75

Glicerol (ml) ———— 0.75

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

Persulfato de amonio 20ul 20pl
10 mg/100 pl
TEMED 4l apl
El buffer de corrida es TBE

Migrar a 20V por 15 minutos , sin muestra

Depositar 20 pg de proteina al gel con 5 pl de buffer de muestra

Migrar a 70 V por 15 minutos
Migrar a 165 V por 20 horas
Teiiir el gel con azul de Coomasie

Usar los marcadores de radio de Stokes

Marcadores de radio de Stokes

Tiroglobulina 17.0 nm
Ferritina 12.2 nm
Catalasa 10.4 nm
Lactato deshidrogenasa 8.1 nm
Albiimina 7.1 nm

81



ANEXO 1 B. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS).
Separaci6n de apolipoproteinas.

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

Solucion B; 48.0 g acrilamida + 1.28 g bis-acrilamida ¢.b.p. 100 ml
Solucién C; 10 g SDS c.b.p. 100 ml

Solucién E; 39.4 g Tris + 2.0 g SDS c.b.p. 1 000 ml, pH = 6.8

4% 21% St
Solucion A (ml) 1.0 1.0 e
Solucion B (uh) 320 1770 300
Agua (ml) 2.68 0.23 1.5
Glicerol (ml) —-ees 1.0 -
SDS (ul) 40 40 ——
Solucion E (ml) - - 2.0

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

Persulfato de amonio 25 ul 25 pl 40
10 mg/100 pl
TEMED 5ul 5ul 6 pul

o El buffer de corrida es

¢ Depositar 30 pg de proteina al gel con 10 pl de buffer de muestra

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

e Migrar a 90 V durante 2.5 horas (hasta que salga el frente de migracion del gel)
e Teiiir el gel con azul de Coomasie

e Usar los marcadores de bajo peso molecular
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Marcadores de bajo peso molecular

a- Lactoalbiimina 14, 400
Inhib. Tripsina 20, 100
Anhidrasa carbonica 30, 000
Ovoalbiimina 45, 000
Albtimina 66, 000
Fosfolrilasa 97, 000

ANEXO 2. Aislamiento de Apo Al

Se obtuvieron HDL por ultracentrifugacion secuencial diferencial, posteriormente se
liofilizaron y se deslipidaron con una mezcla de solventes organicos (etanol: éter; 2:1). La
parte proteica se disolvié en solucién Tris-HCI 30 mM (Boehringer-Mannheim) y solucion
amortiguadora de Urea 6 M a pH = 8.0, esta mezcla se sometié a cromatografia de
intercambio i6nico, para separar Apo Al usando una columna Uno™-QI (Bio Rad® Serie
Q1-2291) acoplada a un sistema de cromatografia Bio Rad® Dou Flow. La elusién de
proteinas se realizé con un gradiente lineal en la misma solucién amortiguadora de NaCl
0.1 M. Se colectaron fracciones de 250 pl y se seleccionaron solo las fracciones que
contenian apo Al, esto se verifico con una electroforesis PAGGE-SDS con un gradiente de
4% a 21%, haciendo visibles las bandas con una tincién de azul de Coomasie, obteniéndose
una pureza del 98%. La concentracién de Apo Al fue estimada por el método de Lowry.
Las fracciones que contenian apo Al se dializaron con bicarbonato de amonio 5 mM,
posteriormente se liofilizaron y se almacenaron a —20 °C.
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ANEXO 3. Preparacion del substrato: proteoliposoma con colwteml—[’ﬂ];
procedimiento de diilisis de colato.

Los proteoliposomas son particulas discoidales que simulan HDL nacientes y de esta

manera se determiné in vitro el metabolismo de las HDL. En un tubo de ensaye se agregd

870 pl de lecitina 10 mg/ml (Sigma, St Louis MO), 205 pl de colesterol libre 1 mg/ml

(Colesterol Sigma, St Louis) y 20 ul de *H-Colesterol no esterificado 48 Ci/mmol en

tolueno (Amersham Pharnmacia Biotech). Se evaporo el disolvente orgénico con N,.

En otro tubo se adicion6 1.7 ml de buffer Tris-HCI 10 mM pH 7.4, se adicioné 1 ml de apo

Al (1 mg/ml) y 340 pl de solucién de colato 0.725 M disuelto en el mismo buffer Tris HCL

El contenido de ambos tubos se mezclo y se agité vigorosamente en uno solo y se llevo a

cabo una dialisis por tres dias con buffer Tris con el fin de eliminar el colato excedente. Se

llego asi a una proporcién molar final de 0.8:250:12.5 de apo Al:

lecitina: *H-colesterol libre en los proteoliposomas. Se ajustd al volumen de 4.5 ml y se

realizaron alicuotas de 100 pl de la soluci6n de proteoliposomas y se congelaron a —20 °C.

ANEXO 4. Solucién de TBS. (buffer Tris, NaCl, EDTA)

Tris 10mM, NaCl 150 mM, 1 mM EDTA y NaNj3 0.200 g/L.

Pesar 1.221g de Tris, 8.700 g de NaCl, 0.372 g de EDTA y 0.200 g de NaNj, disolver con
agua deionizada, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con agua deionizada.

ANEXO 5. Preparacion de liposomas.

Mezclar 73.5 pl de fosfatidilcolina (10 pmol), 20 pLlde fosfatidilcolina marcada (10 nmol-
100 mCi/mmol) y 100 pl de butil hidroxitolueno (1 nmol/pl), poner los tubos en hielo.
Evaporar la mezcla con N, durante 10 minutos,

Agregar 0.5 ml de TBS (ver anexo 4) y mezclar en vortex.

Agregar 0.5 ml de TBS y mezclar en vortex, trasvasar el contenido a un tubo cénico.
Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) y esperar 1 minuto, repetir el procedimiento
anterior.
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Sonicar la mezcla (35 pulsos, 5 minutos) y trasvasar el contenido a un tubo eppendorff de
1.5 ml.

Centrifugar 10 minutos a 15 000 rpm.

Separar el sobrenadante (~ 1ml) conteniendo los liposomas marcados.

Se hacen alicuotas de 100 pl y se congelan a —20 °C.

ANEXO 6.

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

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

Vol. Solucion diluyente = Vol. Solucion (d2-d1)
d sol. diluyente-d2

Para preparar la solucion de KBr densidad de 1.063 g/ml, se pesan 94.26 g de KBr+ 0.1 g
de EDTA y se aforaa 1 L con agua destilada.
Para preparar la solucién de KBr densidad de 1.21 g/mL, se pesan 337.36 g de KBr + 0.1 g
de EDTA y se aforaa 1 L con agua destilada.

ANEXO 7. Preparacion de buffer TBE (Tris 0.09 M, icido bérico 0.08 M, EDTA
3mM).

Se pesan 4.89 g de 4cido borico, 10.9026 g de Tris-HCL, 1.12 g de EDTA, disolver con

agua destilada ajustando a un pH =8 y se aforaa 1 L.
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ANEXO 8. Técnica de Lowry para la cuantificacion de proteinas.

Solucién A: NaCO; 10 H;O 239¢
Tartrato de Nay K 0.02¢g
NaOH 0.1 M cbp 100 ml

Solucién B: CuSO0,4 05¢g
Agua destilada cbp 100 ml

Solucién C: Preparar en el momento de usarse. 50 ml A+ 1 ml B.
Reactivo de Folin 1:4 H,O destilada.
Estandar 1 pg de ASB/pl.

Curva patrén.
Tubo 1 2 3 4 5 6
Estandar 0pl 10 pl 20 ul 40 pul 80 pl 100 pl
H0 100 pl 90 ul 80 ul 60 pl 20 uL 0 pull
M E z C L A R
SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Sol.C 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad
Folin 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Mezclar e incubar 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad
Leer a 750 nm.

ANEXO 9. Preparacion de azul de Coomasie y el decolorante de tinci6n.

Azul de Coomasie. (250mL)

Azul brillante de Coomasie 025g

Metanol 25% 62.5 ml
Acido acético 10% 25.0 ml
Agua destilada 65% 162.5 ml
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Decolorante de tincién (1 500 ml)

Metanol 25% 375.0 ml
Acido acético 10% 150.0 ml
Agua destilada 65% 975.0 ml

ANEXO 10. Determinacion de la actividad de la paraoxonasa

Se necesita muestra de suero para poder llevar a acabo la determinacion

Buffer ARE
Buffer  Tris-HCl 20 mM 031512 ¢
CaCl2 0.9mM 0.010g c.b.p 100 ml
pH=8

Al momento de realizar la determinacion agregar 1.27pl de fenilacetato / 10 ml de buffer

PREPARACION DEL SUSTRATO (Prepararse al momento de realizar la

determinacion)

Sustrato de arilesterara
Agregar 1.27 pl de fenilacetato en 10 ml de buffer ARE

DETERMINACION DE ACTIVIDAD

Actividad arilesterasa

Diluir a la %2 la muestras en buffer ARE.

Diluir 10ul de la muestra en 1 ml de sustrato ARE
Mezclar y esperar 1 minuto

Seguir la cinética c/30 seg. por 3 minutos a 270 nM
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CALCULOS DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
Actividad aﬁlesferasa (umol fenilacetato hidrolasa /min /ml suero)
¢ fenilacetato=1310 M'em’
Actividad = (A DO /g) X 10° X 100 X dilucién
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