UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

CARACTERIZACION DE LAS SUBCLASES DE LIPOPROTEINAS
DE ALTA DENSIDAD DURANTE TRIGLICERIDEMIA
POSTPRANDIAL.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA
RODRIGUEZ MARTINEZ NANCY

Q MEXICO, D.F. Octubre 2014
@ s—




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: ENRIQUE MORENO SAENZ

VOCAL: OscAR ARMANDO PEREZ MENDEZ

SECRETARIO: GUILLERMO CELESTINO CARDOSO SALDARNA
ler. SUPLENTE: VANESSA REBECA MAYA AMPUDIA

2° SUPLENTE: Luz MARIA DEL Rocio VALDES GOMEZ

EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE METABOLISMO

DE LIPIDOS DEL DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR EN EL INSTITUTO

NACIONAL DE CARDIOLOGIA IGNACIO CHAVEZ, BAJO LA DIRECCION DEL DR.
OscAR ARMANDO PEREZ MENDEZ.

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Oscar A. Pérez Méndez

SUPERVISOR TECNICO:

Dr. Elizabeth Carredn Torres

SUSTENTANTE (S):

Nancy Rodriguez Martinez



Contenido

RESUMEN. ..o et ettt oo ettt e e e e et e e ettt e e e e et e e aeeea e aaees 1
MARCO TEORICO .....ooiueeeecee ettt ettt ete ettt teete et e e eteeteateeneaaeeneareereenes 2
1. LIPOPIOTEINGAS ooeiiiiiiiiiiiie ettt e e e et e e e e e e e eeaeeeeeaaan 2
1.1  Clasificacion de 1as lipOproteiNas .........ccceeiiiiiiiiiiiiiee e 5

2. Lipoproteinas de alta densidad (HDL) ........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 6
2.1 Las HDL y el riesgo cardiovasCUlar........cccccoiieeiiiiciiiiiicie e 7

2.2 Actividad antioxidante de 1as HDL. .........cccueeviiiiiiiiiiiiiieecce e 9

2.3 Transporte reverso de colesterol (TRC) ...cooiiiiiiiieiiiiiiee e 10

3. Los triacilgliceroles postprandiales como biomarcadores de riesgo

CANAIOVASCUIAN . ..ttt 14
LU 1 =107 X [ R 18
T T O =15 S T TUSRPP 19
OB UIETIVOS . et e et e et e et r e e e et a e et aaaes 19
MATERIAL Y METODOS ... .o ouiiiecteite ettt ettt ete et eaeateareeseesaeaneaneaneas 20

PODIACION A @STUIO ... 20

Criterios de INCIUSTON. ....eiiiieie e 20
Criterios de eXCIUSION .....eiiiiiiiiiee e 21

Alimento con alto CONtENIAO GraS0....ccoceiiiiiiiiiiiii e 21

TOMA B MUESIIAS ...ttt e e e e e et e e e e e e 22

ANAIISIS e 1aDOTALOTIO. . .eeiiiiieiii e 22

Distribucién de tamafios y caracterizacion de las subclases de HDL.................... 23

Analisis densitometrico de 1as HDL ........oooiiiiiiiiiiiiie e 24

ANALISIS ©STAUISTICO ...ttt e e e e 24
RESULTADOS ...ttt e e et e e ettt e e e e tt e e e e et e e e etb e e e eata s 26

Disefio del alimento de alto contenido CalOriCO........ccvveeiiiiiie i 26

Caracteristicas antropométricas y clinicas de los participantes............ccccvvveeenn.. 28

Cinética de triacilgliceroles y colesSterol. .......cccoouiiiiiiiiiiiiii e 29

Caracterizacion de las subclases de HDL en estado postprandial.............cccccee..... 30

Area bajo 1a CUIVa iNCIEMENTAL.........cc.eeeieeeeeieeee et eae e eneas 35

F XA (hV o F=To Mo [l o F= 1= To ) (o] g - oy - SRR 39

DISCUSION DE RESULTADOS........coueuieuieteeteetetee ettt ettt ettt et neaae e 41




CONCLUSIONES ... ..o a7

BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt et e et et et eate e e e e e eteareareaneas 48
N 1= o PP RRRPPPPRRPT 52
N 1= o PP RRRPPPPRPPT 54
Y 11230 F PP RRRPPPPRPPT 55
AANEXO e e e et e e e et n e e e e e eennne 57



indice de figuras

Figura 1 Estructura general de 1as lipOproteinNas. ..cccecceeeveeereeeerrerecrreeeeeeeressecessneeseesssnenns 3
Figura 2 Muestra las enzimas y receptores asociados al transporte Reverso de
(o301 1SS (=T o | EO SRR SPI 13
Figura 3 Consecuencias metabdlicas de la hipertrigliceridemia.“%........ccccevevvvrerenee. 17
Figura 4 Cinética de concentraciones plasmatiCas. .....cccoeevvrssuervvrssuersvessuerssuessanssnens 30
Figura 5 Cinética de Colesterol total (Ct) por subpoblaciones de HDL....................... 32
Figura 6 Cinética de Triacilgiceroles (Tg) por subpoblaciones de HDL...................... 33
Figura 9 Relacién entre el ABCl y la concentracion plasmatica de Tg por
PANTICIPANTE. weuereeeeerreererieerrenreererrerseessssenreeeeessssesssssssssssssssssssssssnsssssssssesssssnssssssssssssssssnnsnsanes 36
Figura 10 Distribucién de las subpoblaciones de HDL por triacilgliceroles de sujetos
ABCI MENOr Y ABCI MAYOr . cciiiiiiiiiriiiiiiinisinisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 37

Figura 11 Cinética de la actividad de PONL.......ccccccerreeerrierrnseensiienssnissssnesssssnsssssnsssnnes 40


file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118217
file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118218
file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118219
file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118219
file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118220
file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118220
file:///C:/Users/nancy/Documents/Tesis_correcciones.docx%23_Toc398118221

indice de Tablas

Tabla 1 Caracteristicas de las apolipoproteinas.® ... eveeeeceeeeereeeseeressssesessesenns 4
Tabla 2 Clasificacion fisicoguimica de las lipoproteinas. .....ccccceeeeerecerreeerereeresseecssnnnnnes 5
Tabla 3 Composicién quimica de 1as lipoOpProteiNaS. ...eeeeeeeereeecrreeeeereerrrsecsrsenereeeessesesssanns 6
Tabla 4 Caracteristicas de 1aS HDL. ..ccvcceerrecrveriiccnierniciressscineesssssnnsssssssenssssessnssssssssnnes 7
Tabla 5 Enzimas, proteinas de transporte y de membrana que intervienen en el

TRCEE I, ettt s st s et s st e s s s st s e s s s s s b s st s st s s s et s st s s satsassesssesasassasasas 12
Tabla 6 Contenido energético por porcion del alimento. .cccccccceeeeeeeeereececcrneeereeeenseeeennns 27
Tabla 7 Caracteristicas antropomeétricas de [0S partiCipantes. ...ccccceeeeeecvneeereererreeernnns 28

Tabla 8 Perfil bioguimico de 10S PartiCipantes ......ccceeeeeerreeerrrneeeeeeressecessnenreeeesseseessanns 29



Abreviaturas

ABCA-1
tipo 1

ABCI
Apo
CE
CETP
C-HDL
CL
C-LDL
Ct

CE
Col
EAC
ECV
HDL
IDL
LCAT
LDL
LH

Lp
LPL
PAGE
PLTP

PON1

Transportador de membrana dependiente de ATP clase A,

Area bajo la curva incremental
Apolipoproteina

Colesterol esterificado

Proteina de transferencia de ésteres de colesterol

Colesterol de lipoproteinas de alta densidad
Colesterol libre

Colesterol de lipoproteinas de baja densidad
Colesterol total

Colesterol esterificado/ Esteres de Colesterol
Colesterol plasmatico

Enfermedad ateroesclerosa coronaria
Enfermedad Cardiovascular

Lipoproteinas de alta densidad
Lipoproteinas de densidad intermedia
Lecitina colesterol acilo-transferasa
Lipoproteinas de baja densidad

Lipasa hepética

Lipoproteinas

Lipasa lipoproteinica

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Proteina de transporte de fosfolipidos

Paraoxonasa



PPS

RMN
SR-BI
Tg
TRC

VLDL

Fosfolipidos

Quilomicrones

Resonancia magnética nuclear
Receptor scavenger clase B tipo |
Triacilgliceroles

Transporte reverso de colesterol

Lipoproteinas de muy baja densidad



RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares han tomado gran importancia en los ultimos
afos, ya que en México se han convertido en una de las principales causas de
muerte. Asi mismo las determinaciones que puedan representar un factor de
riesgo de padecer alguna de estas enfermedades se ha convertido en prioridad de
muchas investigaciones. EXxiste una gran controversia acerca de que los
triacilgliceroles pueden considerarse un factor de riesgo independiente de
desarrollar enfermedades cardiovasculares, ya que su metabolismo esta
relacionado con la composicion lipidica de las HDL, a las cuales se les adjudica un

efecto anti ateroesclerdtico y antioxidante.

El presente estudio caracterizd, por tamafio y contenido de lipidos, a las subclases
de HDL de sujetos sanos después de ingerir un alimento con alto contenido en
triacilgliceroles. Los resultados en la composicion lipidica de las subclases de HDL
no presentaron cambios estadisticamente significativos en estado postprandial.
Sin embargo los datos obtenidos de los 10 sujetos de estudio nos permitieron
separar en dos subgrupos, de acuerdo al incremento de Tg plasmaticos que
presentaron en estado postprandial, a lo cual nombramos area bajo la curva
incremental y que puede estar relacionada con el riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares.



MARCO TEORICO

I 1. Lipoproteinas

Las lipoproteinas (Lp) son complejos macromoleculares, formados por un nucleo
hidrofobo compuesto de lipidos no polares como los triacilgliceroles y ésteres de
colesterol, ademas de una superficie anfipatica de fosfolipidos, colesterol libre y
proteinas conocidas como apolipoproteinas (Apo), que estabilizan a la particula en
términos fisicoquimicos (Figura 1).

Las apolipoproteinas son proteinas especificas de peso molecular variable. Las
funciones principales son regular los lipidos en el plasma y el transporte de las Lp,
actuando como ligandos de receptores membranales y como cofactores de

enzimas del metabolismo intravascular de los lipidos. (Tabla 1)

Todas las lipoproteinas son sintetizadas por el higado, los intestinos y a partir de
cambios metabolicos de algunas precursoras. En la circulacion las lipoproteinas
son muy dinamicas, transportan los lipidos absorbidos de la dieta o sintetizados
por el organismo hasta los 6rganos o tejidos que los requieren para finalmente ser
catabolizadas por el higado, rifion o tejidos periféricos por la via endocitica

mediada por receptor.®”)



Apo Al Apo All
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Fosfolipidos

Triacilgliceroles
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Colesterol esterificado
Colesterol libre

Figura 1 Estructura general de las lipoproteinas. @
Se observa el contenido de triacilgliceroles y colesterol esterificado en el nucleo hidréfobo,
y la superficie de fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas.



Tabla 1 Caracteristicas de las apolipoproteinas.® ¥
Apo Masa molecular | Localizacion Funcion
(Da)
A-l 29,016 HDL, Qm Activador de LCAT, estimula el
flujo del colesterol.
A-ll 17,414 HDL Inhibidor de LH y de la LCAT.
A-IV 44,465 HDL, Qm Activador de LCAT, modulador de
LPL y estimula el flujo de
colesterol.
A-V 39,000 HDL, VLDL Estimula la captacion de lipidos
por el higado y la unién de
proteoglicanos a la LPL.
B-100 512,723 VLDL, LDL Ligando para receptor de LDL.
B-48 240,800 Qm Proteina estructural de los Qm.
C-l 6,630 HDL, VLDL, Activador de LCAT, inhibe la
Qm captacion hepatica de Tg.
C-li 8,900 HDL, VLDL, Activador de LPL, inhibicion de la
Qm captacion hepatica de Lp-apo
B100.
C-llg1, 8,800 HDL, VLDL, Inhibidor de la LPL.
Qm
E 34 34,145 VLDL, HDL Ligando de receptor de LDL y de
residuos de Qm, estimula el eflujo
de colesterol.

Apo: Apolipoproteina, Da: Daltons, Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LDL:
Lipoproteinas de baja densidad, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, LCAT: Lecitina colesterol

acilotransferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa Hepdtica, Tg: Triacilgliceroles, LP: Lipoproteina.



I 1.1Clasificacion de las lipoproteinas

Las lipoproteinas se han definido por sus caracteristicas fisicas y quimicas,
particularmente su densidad de flotacion, su desplazamiento electroforético en
geles de agarosa y su tamafio, estas caracteristicas se han utilizado para su

clasificacion (Tabla 2).

La clasificacion en quilomicrones (Qm), lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL: del inglés very low density lipoproteins), de densidad intermedia (IDL: del
inglés Intermediate density lipoproteins), de baja densidad (LDL: del inglés, low
density lipoproteins) y de alta densidad (HDL: del inglés high density), esta basada
en su contenido de lipidos y proteinas, que determinan las densidades de estas
clases de lipoproteinas (Tabla 3).

Tabla 2 Clasificacion fisicoquimica de las lipoproteinas.

Qm VLDL IDL LDL HDL

Densidad (g/ml). <0.94 0.94-1.006 | 1.006-1.019 | 1.006- 1.069 | 1.063-1.21

Movilidad Origen. Pre-beta. Pre-beta Beta. Alfa.
electroforética. Beta.
Tamafio (nm). >70 30- 70 20- 30 18- 30 5-12

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL:
Lipoproteinas de alta densidad.




Tabla 3 Composicion quimica de las lipoproteinas.

Lipoproteinas | & flotacién | Proteinas Pps Tg (%) Cl (%) CE (%)
(9/ml) (%) (%)
Qm <0.94 1-2 3—-6 | 90-95 1-3 2-4
VLDL 0.95 - 1.006 6 —-10 15-20 | 46 -65 4-8 5
IDL 1.006 - 1.09 20 30 35 35 35
LDL 1.019-1.063 18 - 22 18-24 | 4-8 6-8 45 - 50
HDL 1.063-1.210 |45-55 26-32 |2-7 3-5 15-20

Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LDL: Lipoproteinas de baja densidad,
HDL: Lipoproteinas de alta densidad, & flotacion: densidad de flotacion, Pps: Fosfolipidos, Tg:
triacilgliceroles, Cl: Colesterol libre, CE: Colesterol esterificado.

I2. Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las lipoproteinas de alta densidad son las mas pequefias y de mayor densidad de
flotacion en comparacion con las otras lipoproteinas. El higado y el intestino son
los encargados de sintetizar y ensamblar las HDL, o bien pueden provenir de
transformaciones metabdlicas de otras lipoproteinas.

Las HDL pueden ser clasificadas en subplobaciones de acuerdo a sus
caracteristicas fisicoquimicas. Por su contenido de apolipoproteinas pueden
clasificarse en LpA-lI (las que contienen sélo Apo A-l), LpA-l:LpA-ll (las que
contienen tanto Apo A-l como Apo A-Il). Por su movilidad electroforética en
combinacion con su tamafio se dividen en a-HDL y prep-HDL. Por resonancia

magnética nuclear se pueden clasificar en HDL pequefias, medianas y grandes.®



La clasificacibn que manejaremos en este trabajo estd determinada por su
densidad de flotacion donde pueden separarse en dos subplobaciones las HDL2 y
las HDL3® asi como por su tamario, que pueden dividirse en 5 subplobaciones,
las HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c. ©

Tabla 4 Caracteristicas de las HDL.

HDL 2b HDL 2a HDL 3a HDL 3b HDL 3c
O, 02
Diametro (nm) 13.59-10.58 | 10.58-9.94 9.94-8.98 8.98-8.45 8.45-7.94

Densidad (g/ml) 1.063 1.107 1.123 1.155 1.210
% Pt 35 40 45 55 65
Pps (mol/mol HDL) 130 140 120 45 25
Cl (mol/mol HDL) 70 40 25 15 10
CE (mol/mol HDL) 180 160 140 70 40
Tg (mol/mol HDL) 30 20 15 10 5

%Pt: Porcentaje de proteinas totales, Pps: fosfolipidos, Cl: Colesterol libre, CE: colesterol esterificado, Tg:

triacilgliceroles.

I2.1 Las HDL y el riesgo cardiovascular.

Es bien conocida la relacion negativa que existe entre la concentracion plasmatica
de C-HDL vy el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV)."® En un
estudio prospectivo se observd que existe una relacion inversa con el riesgo de
padecer enfermedad isquémica coronaria, mas fuerte con el colesterol de las
HDL2 que con las HDL3.™ Sin embargo, también hay estudios que demuestran

que no existe relacion alguna.®® *¥ Las controversias que existen alrededor de



este tema pueden deberse a que se ha considerado al C-HDL como un indicador
de la funcionalidad de las HDL; esta consideracion es correcta cuando se trata de
HDL con estructura normal. Sin embargo, la estructura de las HDL no es normal
en pacientes con sindrome metabdlico, diabetes mellitus y con enfermedad

; (14-16)

cardiovascula y por lo tanto el colesterol de HDL no es un reflejo ni de la

cantidad de particulas ni de la funcionalidad de las mismas.?

En diversos estudios se ha observado que existe una mejor correlacion entre el
riesgo de desarrollar EAC con el numero de particulas de HDL que con el C-
HDL.%" 18 Ademas, algunas investigaciones en sujetos con sindrome metabdlico y
diabetes melllitus tipo 2, sugieren que altos niveles de HDL pequefias es un factor
de riesgo para desarrollar EAC,"®%). Una posible explicacién a estas
observaciones es que las HDL pequefias se depuran mas rapidamente; en
consecuencia, cuando hay una prevalencia de este tipo de particulas, las HDL se
eliminan del plasma dando lugar a una hipoalfalipoproteinemia y el consecuente

riesgo cardiovascular®.

Por otro lado Lamarche® y Salonen®® proponen que el efecto cardioprotector de
los niveles elevados de HDL son atribuidos a la subpoblacion de HDL,. En ese
mismo sentido, Stampfer® y Sweetnam® encontraron a las HDL; como el
predictor mas fuerte de enfermedad isquémica. La discrepancia en el papel jugado

por las subclases de HDL obliga a mas investigacion en este ambito.

Ademas, se ha sugerido que las subclases de HDL poseen diferentes

caracteristicas antiaterogénicas, incluyendo sus propiedades antioxidantes,®*2%

asi como su capacidad de promover el eflujo de colesterol de tejidos periféricos "
29)



I2.2Actividad antioxidante de las HDL.

Las HDL evitan la oxidacion de las LDL, y a través de este mecanismo evitan la
inflamacion, disfuncién endotelial y muerte celular inducida por las LDL
oxidadas.®” La principal proteina asociada fisicamente a las HDL que tiene como
funcién prevenir la oxidacion de lipidos o la degradacion de hidroperoxidos es la
Paraoxonasa 1 (PON1).

La PON1 es una enzima dependiente de calcio con actividad de esterasa y
lactonasa, que fue descrita por A. Mazur en 1946. Y Est4 fisicamente asociada a
las HDL por su dominio hidrofébico N-terminal, dependiente de la tensidn

superficial de la lipoproteina.

El primer informe acerca de la capacidad antioxidante de la PON1 fue en 1991
donde Mackness y colaboradores®? sugirieron que la enzima podria ser capaz de
impedir o limitar la oxidacion de las LDL, lo cual fue de gran importancia clinica
dada la relacién entre la oxidacion de las LDL y la aterosclerosis, ya que sélo las
LDL oxidadas se unen a receptores de los macréfagos y son tomadas, para formar

las células espumosas.

El papel ateroprotectector de PON1 esta relacionado con su capacidad de
transformar los lipoperéxidos de las LDL, generados en el espacio subendotelial
durante la formacién de la placa aterosclerética, en los lipohidréoxidos

correspondientes, que son biolégicamente inocuos. % 3%

Algunos estudios han demostrado que las HDL son el aceptor fisiologico
predominante de la PONL1, sin embargo la eficiencia de este aceptor depende del
tamafio y composicién del mismo®?. Estos resultados son consistentes con el
hecho de que las particulas HDL pequefias son las que transportan una mayor
cantidad de PON1 por lipoproteina en comparacion de las HDL grandes®* %9, por

lo tanto, la distribucion de tamafios de HDL en principio debe determinar la



cantidad de PON1 circulante; sin embargo se sabe poco al respecto, en particular
lo que ocurre con la cantidad de PON1 durante el posprandio.

I 2.3 Transporte reverso de colesterol (TRC)

El transporte reverso de colesterol es el proceso fisioldgico por el cual el colesterol
de los tejidos periféricos es trasportado mediante las HDL hacia el higado para su
excrecion, lo cual supone de 6 a 9 mg/kg de peso/dia.®® Este proceso es esencial
para la homeostasis del colesterol, ademas es un mecanismo clave para evitar la
acumulacion de este lipido en los macréfagos de la intima arterial (células

espumosas).

El TRC comienza con la secrecion de Apo A-l al sistema vascular. Enseguida la
Apo A-l se asocia con fosfolipidos para formar las HDL nacientes o HDL pre-3 con
estructura discoidal (Figura 2).

El siguiente paso es el transporte de colesterol y fosfolipidos de las células
periféricas a las HDL pre-B, a través del transportador de membrana ABC-A1 (del
inglés ATP-binding cassette Al), dependiente de ATP. La salida de colesterol
mediada por ABC-AL1 es critica para el macréfago, ya que depende especialmente

de este transportador, para deshacerse del exceso de colesterol.

Posteriormente el colesterol de estas particulas es esterificado por la enzima
plasmética LCAT (lecitin-colesterol acil transferasa) (Tabla 5). EI colesterol
esterificado pierde su propiedad antipatica y se introduce al nucleo de la HDL
produciendo una particula menos densa y de mayor tamafio conocida como HDL2.

El colesterol esterificado puede ser eliminado mediante 2 vias principalmente. Una
de ellas consiste en internalizar la HDL a las células hepaticas a través del

receptor SR-BI y eliminar el lipido de la lipoproteina, dando origen una particula

10



mas pequefia del tipo HDL3. La otra via consiste en intercambiar el colesterol
esterificado de las HDL2 con triacilgliceroles de lipoproteinas ricas en Apo B, como
las VLDL e IDL. Este mecanismo esta mediado por la proteina de transferencia de
ésteres de colesterol (CETP) (Tabla 5). Esta ultima se considera una ruta de
eliminacion proaterogénica, pues favorece la formacion de LDL ricas en
colesterol.®® Asimismo, existe un intercambio aparentemente pasivo de Apo C’s

y Apo E de las HDL con los quilomicrones y VLDL.

El ultimo paso del TRC es la hidrolisis de los triacilgliceroles de las HDL2,
mediante la lipasa hepatica (LH), que en asociacibn con la proteina de
transferencia de fosfolipidos (PLTP) remodelan los remanentes de HDL en

particulas pre-B y HDL3, ambas con la capacidad de iniciar el ciclo.®” (Figura 2)

11



Tabla 5 Enzimas, proteinas de transporte y de membrana que intervienen en el

TRC®8. 39)
Nombre Funcién Origen
LCAT Cataliza la transferencia de acido graso proveniente Hepaético.
de la lecitina o fosfatidilcolina, al colesterol libre
presente en las HDL y LDL. Contribuye a la
maduracion de HDL.
LH Hidroliza los Tg y Pps de HDL, IDL y LDL. Es cofactor Hepatico.
del SR-BI para una captacion selectiva, asi como la
generacion de Apo A-l libre de lipidos.
LPL Hidroliza los Tg de VLDL y Qm utilizando C-Il como Tejido adiposo y
cofactor. Favorece la generacion de precursores de muscular, pared
HDL. endotelial,
pulmén.
CETP Intercambia colesterol esterificado por Tg entre las Tejido adiposo,
HDL2 y lipoproteinas que contienen Apo B. hepatico intestino
delgado.
PLPT Transferencia de Pps entre lipoproteinas ricas en Tg y Higado y
HDL. Remodelacién de las HDL. endotelio.
SR-BI Receptor par alas HDL para intercambiar colesterol Hepatocitos,
entre los hepatocitos y las células. macroéfagos.
ABC-AI Modula el eflujo de colesterol y Pps. Favorece la Higado,
maduracién de HDL. macrofagos,
intestino.

LCAT,; Lecitina colesterol acilotransferasa, LH; lipasa hepatica, LPL, lipoproteina lipasa, CETP;
proteina de transporte de colesterol esterificado, PLPT; proteina de gtransporte de fosfolipidos,
SR-BI; receptor scavenger clase B tipo |, ABC-AIl; transportador de membrana dependiente de
ATP clase Atipo I, HDL; lipoproteina de alta densidad, LDL; lipoproteina de baja densidad, IDL;
lipoproteina de desnidad intermedia, VLDL; lipoproteinas de muy baja densidad, Qm; quilomicrén
Tg; triacilgliceroles, Pps; fosfolipidos.
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Figura 2 Muestra las enzimas y receptores asociados al transporte Reverso de
colesterol.

ABC-AL: Transportador de membrana dependiente de ATP clase A tipo 1, LCAT: Lecitina
colesterol acilo-transferasa, CETP: Proteina de transferencia de colesterol esterificado,
PLTP: Proteina de transferencia de lipidos, LH: Lipasa hepética, SR-BIl: Receptor
scavenger BIl, Apo-B/Er. Receptor para lipoproteinas que contienen Apo B/E. Tg:
Triacilgliceroles, CE: Colesterol esterificado. CL: colesterol libre. Lp-B: Lipoproteinas que
contienen Apo B (VLDL,IDL, Qm).?
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3. Los triacilgliceroles postprandiales como biomarcadores de riesgo

cardiovascular.

Durante décadas se han buscado nuevos biomarcadores de riesgo cardiovascular
en todo el mundo.“? Un factor clave eran los niveles séricos de triacilgliceroles en
ayuno.“? Sin embargo el papel de estos en la promocién de enfermedades
cardiovasculares ha sido debatido por mas de 60 afios desde que se relacionaron

por primera vez.“?

El primer trabajo que considera la aterogénesis puede ocurrir a través de un
periodo postprandial, fue escrito 1979 por Zilversmit.*® Sin embargo no fue hasta
unos afios mas tarde que se considerd la concentracion plasmatica de
triacilgliceroles en estado postprandial, como un mejor predictor de incidentes

cardiovasculares, que los triacilgliceroles en ayuno.®* )

La alteracion en el metabolismo de las lipoproteinas, se vera reflejada en su
estructura y funcién. En la hipertrigliceridemia, existe produccién de Qm que son
substrato de la CETP, provocando un enriquecimiento con triacilgliceroles de las
LDL y HDL (Figura 3). Estudios experimentales sugieren que las HDL con un alto
contenido de triacilgliceroles pueden ser disfuncionales,“® *”. Asimismo, las LDL
pequefias y densas (consecuencia de la hidrolisis de Tg por la LH), pueden ser

(8. 49)

mas susceptibles a modificaciones oxidante y el aumento de estas

particulas puede influir en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.®”

Varios estudios sugieren que niveles elevados de triacilgliceroles postprandiales
pueden incluso ser un mejor predictor de eventos coronarios que los niveles en

ayun 045, 51-53)

. Esto es particularmente significativo dado que en las sociedades
modernas, el estado postprandial en el humano es mas duradero que el estado de

ayuno.

Los lipidos de los alimentos después de ser absorbidos se ensamblan en

quilomicrones en el reticulo endoplasmico del enterocito; estas lipoproteinas estan
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caracterizadas por contener mas del 90% de su masa seca como triacilgliceroles,
una copia de Apo B48, y Apo A-I(54). Los quilomicrones son exportados por el
aparato de Golgi a través de la membrana basolateral y transportados por la linfa,
en donde adquieren Apo C-1l y Apo E, hasta alcanzar el torrente sanguineo. En la
circulacion, estas particulas son transformadas en remanentes de quilomicrones
debido a la accion lipolitica de la lipasa lipoproteica (activado por la presencia de
apolipoproteina C-Il). La mayoria de los acidos grasos producidos por este
proceso son oxidados o almacenados en el tejido adiposo, el musculo y el higado.
Los remanentes de quilomicrones son ricos en ésteres de colesterol y contienen
s6lo Apo B48 y Apo E. Los hepatocitos son las células que depuran los
remanentes de quilomicrones, principalmente por receptores de LDL (Apo E es el
ligando) y proteoglicanos en el espacio de Disse (lipasa lipoproteica, lipasa
hepética y Apo E son los ligandos). Otros receptores que parecen estar
involucrados en este proceso incluyen al “scavenger receptor class B type I’ (SR-
Bl) y el “LDL-receptor- related protein-1” (LRP-1)(55). Se ha propuesto que los
quilomicrones podrian participar en el desarrollo del ateroma como se menciona a

continuacion.

En primer lugar, la asociacion de los quilomicrones con la aterosclerosis puede ser
explicada por la presencia de un numero aumentado de remanentes de
quilomicrén y de VLDL en estado postprandial: el contenido de colesterol en
dichas particulas contribuiria a generar el ateroma. Por otra parte, el estudio de

Bansal et al. arriba mencionado®®

, reporté una asociacién entre los niveles de
triacilgliceroles postprandiales y el riesgo para eventos cardiovasculares en un
subgrupo de mujeres del universo de 26,509 incluidas“?. A diferencia de los
triacilgliceroles en ayuno, encontraron que sélo los niveles de triacilgliceroles
postprandiales mantuvieron una asociacion independiente con eventos
cardiovasculares en modelos ajustados por multiples factores de riesgo cardiaco.
Asimismo, el Copenhagen City Heart Study concluyé que los niveles de
triacilgliceroles postprandiales elevados se asocian con un riesgo elevado de
infarto agudo de miocardio, enfermedad isquémica del corazén y muerte en ambos

géneros™). Finalmente, Lindman et al.®® mostraron que la hipertrigliceridemia
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postprandial se asocia con riesgo para muerte cardiovascular en ambos géneros,
aunque la asociacidén se atenu6 cuando se ajustaron por otros factores de riesgo

cardiovascular®,

Durante la lipemia postprandial existen cambios en el nimero y composicion de
las lipoproteinas circulantes, asi como efectos inflamatorios. Estos incluyen
incremento de la expresion de genes pro-inflamatorios en las células endoteliales
y activacion del sistema del complemento. Con respecto a los cambios en
lipoproteinas, principalmente, existe un incremento en el nimero de remanentes
de lipoproteinas, VLDL, acidos grasos libres y particulas de LDL pequefas y
densas.

Si un individuo tiene una predisposicion para producir particulas remanentes (de
quilomicrones y de VLDL) o LDL pequefias y densas (por ejemplo, sindrome
metabdlico, hiperlipidemia familiar combinada), o tiene resistencia a la insulina, el
aclaramiento de estas lipoproteinas estara retrasado (56). En estas condiciones, el
endotelio sufrird una exposicion prolongada a dichas lipoproteinas que pueden
penetrar al espacio subendotelial, resultado en la formacién de células espumosas
y aterosclerosis. Por ese motivo, se postula que el incremento postprandial de
triacilgliceroles puede representar un factor de riesgo cardiovascular.

Otra explicacion a la relaciéon entre la hipertrigliceridemia postprandial y el riesgo
de EAC, es el efecto potencial que tienen los quilomicrones sobre la estructura y
funcion antiaterosclerosa de las HDL. En este contexto, se ha propuesto que las 5
subclases de HDL tienen funciones anti-aterogénicas diferentes (2). Por lo tanto, si
la estructura de las HDL se altera durante el postprandio, la funcién anti-
aterosclerosa sera igualmente afectada. En efecto, es posible que la magnitud de
la trigliceridemia postprandial a partir de una cierta concentracién pueda afectar la
estructura de las HDL como lo han sugerido estudios preliminares de nuestro
laboratorio. De esta manera se generarian HDL disfuncionales a partir de ciertos
niveles de triacilgliceroles postprandiales. No obstante, se conoce poco acerca de
la relacion entre la magnitud de la trigliceridemia postprandial, con la estructura y

funcién de las HDL.
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Por altimo, existe una variabilidad intra-individual muy importante en la medicion
de triacilgliceroles, especialmente en niveles postprandiales. Ademas, no existe un
meétodo estandar para determinar la trigliceridemia postprandial. Por ese motivo,
se ha considerado como una variable inestable y a pesar de su potencial utilidad,
la trigliceridemia postprandial no se utiliza actualmente en la evaluacion de riesgo

cardiovascular.
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Figura 3 Consecuencias metabdlicas de la hipertrigliceridemia.“”

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, HDL:
Lipoproteinas de alta densidad, TG: triacilgliceroles, CE: colesterol esterificado, FFA:
acidos grasos libres, CETP: Proteina de transporte de colesterol esterificado, HTGL:

Lipasa hepatica de triacilgliceroles, DGAT: Diacilglicerol acilo transferasa.
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JUSTIFICACION

Segun el INEGI hasta el 2010 la principal causa de muerte en México eran las
enfermedades del corazén, dentro de las principales se encuentra la
aterosclerosis, la hipercolesterolemia, la hipetrigliceridemia, la
hipoalfalipoproteinemia e hiperlipidemia mixta, siendo el padecimiento mas

frecuente en México la hpoalfalipoproteinemia.

Estudios realizados anteriormente se enfocaron a medir las concentraciones de C-
HDL y C-VLDL, para determinar si existe riesgo de eventos cardiovasculares, pues
ya es conocida la relacibn negativa entre estos. Sin embargo, estudios mas
recientes han sugerido determinar la composicién lipidica de las subclases de
HDL, pues se considera que proporciona mejor informacion de su funcionalidad y
por lo tanto de su relacion con las enfermedades cardiovasculares. Ademas, se ha
sugeridodesde hace tiempo que realizar la caracterizacion lipidica en estado
postprandial permite establecer: La relacidon entre la composicién lipidica de las
subclases de HDL y las enfermedades cardiovasculares; y 2) el papel que juega
en el proceso aterogénico el hecho de que la mayor parte del dia los humanos se

encuentran en estado postprandial.®

Por lo tanto en el presente trabajo realizamos una caracterizacion de la
composicion lipidica de las subclases de las HDL, en estado postprandial,
tomando Unicamente sujetos sanos. Las observaciones que se realicen permitiran
conocer si existe una variaciéon en la composicién lipidica y la funcionalidad
antioxidante de las HDL, causada Unicamente por el estado postprandial y no por
antecedentes familiares u otros factores que pudieran predisponer una variacion

intrinseca de las subclases de HDL.
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HIPOTESIS

El aumento en la concentracién de triacilgliceroles del plasma inherente a un
estado postprandial, estara relacionado con cambios en la composicion lipidica y
distribucion de tamafios de las HDL, afectando el potencial antioxidante de estas

lipoproteinas.

OBJETIVOS

Caracterizar las subclases de HDL de sujetos sanos después de ingerir un

alimento con alto contenido en triacilgliceroles.

Objetivos particulares

e Disefiar un alimento de alto contenido graso, que sea agradable a los
participantes y que permita observar un incremento en los lipidos
plasmaéticos.

e Determinar la concentracion de colesterol de las subclases de HDL durante
el estado postprandial después de la ingesta de una comida con alto
contenido de triacilgliceroles

e Determinar la concentracion de triacilgliceroles de las subclases de HDL
durante el estado postprandial después de la ingesta de una comida con
alto contenido de triacilgliceroles

e Determinar la concentracion de fosfolipidos de las subclases de HDL
durante el estado postprandial después de la ingesta de una comida con
alto contenido de triacilgliceroles

e Determinar la actividad de la paraoxonasa en sujetos sanos, después de
ingerir un alimento de alto contenido lipidico.

e Establecer si existe una relacion estadistica entre el aumento de
triacilgliceroles plasmaticos con la modificacion en la estructura de las

subclases de HDL.
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MATERIAL Y METODOS

I Poblacion de estudio

Se trata de un estudio piloto transversal, prolectivo de intervencion. Para este

trabajo se incluyeron 10 sujetos de sexo masculino que estuvieran dispuestos a

participar en el protocolo sin remuneracion alguna y permaneciendo alrededor de

6 horas en el laboratorio.

B Criterios de inclusién.

V V V V V V V V V VYV V

Firma de consentimiento informado, para participar en el estudio.

Género masculino.

Edad: 18 a 30 afios.

IMC< 30 kg/m?

Clinicamente sanos

Colesterol total < 250 mg/dL

Triacilgliceroles < 250 mg/dL

Glucosa en ayuno < 100 mg/dL

No fumadores

Que no realicen regularmente ejercicio aerobio intenso

Que no estén bajo tratamiento hipolipemiante con fibratos, niacina,
estatinas ni acidos grasos omega-3

Sin antecedentes personales de enfermedad cardiovascular, diabetes
mellitus, cirugias recientes, hipertensién arterial, distiroidismo, o

enfermedad renal o hepética.
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I Criterios de exclusién

» Intolerancia a la lactosa.
» Alergia a algun componente del alimento a proporcionar.
» Sujetos que decidan abandonar el estudio antes de término

» Sujetos que no puedan ingerir el alimento propuesto

Siguiendo el PROY-NOM-012 “Que establece los criterios para la ejecucién de
proyectos de investigacion para la salud en seres humanos”®” los individuos
fueron invitados a participar en el protocolo mediante una carta de consentimiento
informado, en la cual se especificaba el fundamento, los objetivos y el alcance del
protocolo. Asimismo se detallaba en tiempo y forma su participaciéon en el mismo
(anexo 1). Ademéas este protocolo cuenta con la aprobacion del comité de ética del

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

El nimero de sujetos incluidos fueron 10 por conveniencia.

IAIimento con alto contenido graso.

El alimento consistia en dos partes una liquida y la otra sélida, la primera se
basaba en una malteada, para la cual se pesaron 100 g del suplemento alimenticio
gue se agregaron a 250 mL de bebida lactea y para facilitar la integracion de los
componentes se afadi® agua. La segunda parte estaba formada por dos
rebanadas de pan con 40 g de margarina y azucar, la margarina se agrego liquida
al pan. La preparacion del alimento se realizaba el mismo dia que se realizaba el
estudio para ese sujeto de investigacién. El contenido total de proteinas,

carbohidratos y lipidos esta especificado en los resultados.
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I Toma de muestras

Se recolectaron muestras de sangre venosa con sistema vacutainer, en tubos sin
anticoagulante para la obtencion de suero, y en tubos con EDTA (1.8 mg/dL) para
la obtencion de plasma. Las tomas de muestra se realizaron en ayuno de 12 h'y
posteriormente a las 1.0, 2.0, 3.5, 5.0 y 6.0 horas después de ingerir el alimento
con alto contenido lipidico. Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm por 10 min a
4 °C. Fue separado el suero y el plasma, para ser analizado o bien, fue dividido en

alicuotas para ser congelado a -20 °C, para un uso posterior.

I Analisis de laboratorio.

Se determind la concentracién plasmatica de glucosa, colesterol y triacilgliceroles,
mediante técnicas enzimaticas colorimétricas (reactivo: Randox, Reino unido). Se
cuantificd el colesterol total, los triacilgliceroles, los fosfolipidos y el colesterol libre
de HDL, para lo cual se precipitd selectivamente a las lipoproteinas que contienen
Apo B con una solucion de é&cido fosfotingstico/cloruro de magnesio (reactivo
comercial: Randox, 100 pL/mL de plasma), se tomoé el sobrenadante para hacer la
determinacién de dichos lipidos mediante técnicas enzimaticas colorimétricas
(reactivo comercial: Randox, Reino unido, reactivo para fosfolipidos: Wako
Chemicals GmbH; Alemania). Para el caso del colesterol libre se omiti6 la
colesterol esterasa del reactivo de colesterol (ver anexo 2.) El colesterol
esterificado se calculé multiplicando la diferencia del colesterol total menos el libre

expresados en mg/dL por 1.68¢%

La actividad de la paraoxonasa fue determinada por el método de Mackness y
colaboradores.®® Brementente, 10 pL de la muestra previamente diluida (1/4) se
agregan a 1ml de soluciéon amortiguadora ARE (Tris 20 mM y CaCl, 0.9 mM, pH 8)
gue contiene fenilacetato (1.27ul/ 10 ml ARE) como substrato. Se midié la

velocidad de hidrdlisis de fenilacetato, mediante la formacién de fenol (A=270 nm),
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durante 3 min cada 30 s. La actividad se expresa como pmol de fenol

formado/minuto/mililitro de plasma (anexo 3).

I Distribucion de tamafios y caracterizacion de las subclases de HDL.

Se determiné la estructura y diametro de las subclases de HDL a través de una
electroforesis no desnaturalizante, con gel de poliacrilamida en un gradiente 3%-
30%. (Anexo 4). Para este procedimiento se utilizd plasma directamente,
basandonos en un estudio reciente de nuestro laboratorio.®® Se utilizaron
marcadores proteinicos de alto peso molecular que contienen las siguientes
proteinas globulares, tiroglobulina (17 nm), ferritina (12.2 nm) catalasa (10.4 nm)
lactato deshidrogenasa (8.2 nm) y albimina (7.1 nm), tomados de kits comerciales
(GE healthcare, Reino unido), los cuales se utilizan como referencia de diametro

para determinar la proporcion relativa de los tamafios de las subclases de HDL.

Las muestras y los marcadores se corrieron en el gel de poliacrilamida (3%-30%)
a 90 V por 30 min, y posteriormente 22 h a 180 V. Los geles fueron revelados con
reactivos para colesterol total, colesterol libre y triacilgliceroles usando una mezcla
enzimatica no comercial, desarrollada recientemente en nuestro laboratorio. ©%
(Anexo 5) Se dejaron 30 min en oscuridad a una temperatura de 30 °C, a
continuacion se retird el excedente de reactivo y se analiz6 por densitometria
Optica. Después los geles fueron destefiidos con una mezcla de metanol: &cido
acético: agua (5:2:13 en volumen). Finalmente los geles fueron tefidos
nuevamente con azul de Coomassie (R250 0.1% en metanol 25%, acido acético

10% y agua destilada) y analizados por segunda vez en el densitometro GS-670.
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IAnéIisis densitométrico de las HDL

El didmetro hidrodindmico de las HDL se obtiene usando como referencia los
marcadores proteinicos de alto peso molecular que se agregan a los geles de

electroforesis.

La proporcion relativa de cada una de las subclases de HDL se obtiene integrando
el area bajo la curva de los intervalos de tamafio analizados por densitometria
optica (Molecular Analyst Software Version 1.1 1994 BioRad). Los intervalos
considerados por subclase son: 12.36-10.58 nm para HDL 2b, 10.58-9.94 nm para
HDL 2a, 9.94-8.98 nm para HDL 3a, 8.98- 8.45 nm para HDL 3b y 8.45-7.9 nm
para HDL 3c®Y. La proporcién de las subclases esta expresada como el

porcentaje del &rea bajo la curva de HDL total.

IAnéIisis estadistico

El analisis de los resultados se realizé utilizando el paquete estadistico Statiscal
Package for the Social Sciencies (SPSS Inc. Versién 18 para Windows, Chicago
lllinois). Los valores de las variables clinicas se expresan como la media + error
estandar (EE).

La comparacion entre los diferentes tiempos se realizdé con una prueba estadistica
ANOVA vy un analisis post hoc tipo DMS (diferencia minima significativa),

considerando un valor de P <0.05 como significancia estadistica.

Para conocer el incremento en la concentracion de triacilgliceroles en plasma, se
determind el area bajo la curva incremental (ABCI) de cada sujeto, la cual se
calculé de la siguiente manera: primero se resto la concentracién en ayuno de
todos los puntos de la cinética, de tal manera que ya no influia la concentracion

inicial en la diferencia del incremento y posteriormente a través del método de los
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trapecios se calcul6 valor por participante permitié separarlos en dos subgrupos de
estudio, los que tenian una ABCI mayor a 423 h mg/dL de los que tenian una
ABCI menor de 423 h mg/dL.

Las comparaciones entre el grupo ABCI mayor con ABCI menor, se realizo

utilizando prueba t no pareada con un nivel de significancia <0.05.
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RESULTADOS

I Disefo del alimento de alto contenido caldrico.

El alimento proporcionado a los participantes fue disefiado en base a un estudio
previo.®El contenido energético fue de 1008 kcal, conteniendo 50 g de lipidos
totales; se estandarizé la cantidad de lipidos para que no fuera modificado el
alimento por paciente, ya que Wojczynski y colaboradores administraron 700 Kcal

por m? de superficie corporal.

La preparacion del alimento fue reproducible, pues se pesaron las cantidades
exactas, lo cual nos permitid estandarizar la cantidad de nutrientes (carbohidratos,
lipidos y proteinas) que consumieron todos los sujetos y ademas es una referencia

para cualquier modificacion del alimento en futuras investigaciones.

La Tabla 6 contiene las cantidades por porcion de cada componente asi como el

contenido caldrico de cada nutriente.
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Tabla 6 Contenido energético (Kcal) por porcién del alimento.

Bebida Suplemento Pan de Margarina: Total
lactea: 250 alimenticio: caja: 2 409
mL 100 g rebanadas
Proteinas (g) 5.5 16.16 4.0 0 25.7
Contenido 22.0 64.5 16.0 0 102.5
calorico de
proteinas (kcal)
Lipidos (g) 7.5 14.3 14 26.8 50
Contenido 67.5 128.0 12.6 241.2 449.3
calérico de
lipidos (kcal)
Carbohidratos 13.8 62.7 27.8 0 104.3
(9)
Contenido 55.5 250.8 111.2 0 417.5
calérico de
carbohidratos
(Kcal)
Colesterol (mg)/ 24 4 0 0 28/
% en el alimento 0.056%
Contenido 145 483 140 240 1008

caldrico total
(kcal)

Bebida lactea: Nutrileche, suplemento alimenticio: Ensure, pan de caja: Bimbo, Margarina: Iberia.

El contenido caldrico total y la masa por nutriente de cada componente, se calculé en base a la

informacion nutrimental indicada en las etiquetas de los productos. El contenido cal6rico por

nutriente fue calculado multiplicando la masa de cada nutriente por las kilocalorias que

proporcionan cada uno de ellos, segun la bibliografia.

(62)
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ICaracterl’sticas antropomeétricas y clinicas de los participantes

Se incluyeron 10 sujetos sanos que voluntariamente aceptaron participar en el
protocolo, la informacién general de sus habitos, como fumar, hacer ejercicio
aerobio o consumir algun medicamento; asi como la informacion de sus
antecedentes familiares y personales, tales como Diabetes mellitus, hipertension
arterial, distiroidismo o enfermedad renal, fueron obtenidos de un cuestionario
adjunto a la carta de consentimiento informado. Las -caracteristicas

antropométricas de los participantes se muestran en la tabla 7.

Se realizdé una toma de muestra sanguinea antes del consumo del alimento. Las
concentraciones medias basales de los lipidos y la glucosa se muestran en la
tabla 8. La media de C-HDL es menor a la recomendada (>40 mg/dL), puesto que

la mitad de los sujetos de estudio presentaron valores menores.

Tabla 7 Caracteristicas antropométricas de los participantes.
Participantes (N=10)

Edad (afios) 22.60+ 1.07
Peso (kg) 70.00% 3.39
Talla (m) 1.76+ 0.03

IMC (kg/m?) 22.64+ 0.85

Media + EE. IMC: indice de masa corporal.
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Tabla 8 Perfil bioquimico de los participantes

Total (N=10)

Triacilgliceroles (mg/dL) 86.26+ 16.25

Colesterol (mg/dL) 146.77+ 10.26
Glucosa (mg/dL) 78.45+ 2.33
C-HDL (mg/dL) 38.38+ 4.08
Pps- HDL (mg/dL) 87.91+ 3.19
Tg-HDL (mg/dL) 15.01+ 1.79
C-LDL* (mg/dL) 91.14+ 9.27

Media + EE. C-HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad, Pps-HDL:

fosfolipidos de lipoproteinas de alta densidad, Tg-HDL: triacilgliceroles de
lipoproteinas de alta densidad, C-LDL: colesterol de lipoproteinas de baja

densidad. * Calculo mediante férmula de Friedwald.

I Cinética de triacilgliceroles y colesterol plasmaticos

Se comenz6 a medir el tiempo de la cinética al momento de terminar el alimento.

Las tomas de muestra sanguinea se realizaron 1.0, 2.0, 3.5, 5.0 y 6.0 horas

después. La concentracibn maxima de triacilgliceroles fue distinta por participante

entre las 2.0 3.5 y 5.0 horas posteriores al consumo del alimento, la concentracion

media méxima (165.4 mg/dL) fue a las 5 h, al finalizar la cinética no se alcanza la

concentracion basal. Las concentraciones de colesterol

respecto al tiempo.

no cambiaron con

29




210 180
1190 160 re
3 5
2’170 140 o
Q
— 120 =
o 150 o _
= 100 & =
c c T
0 130 05
T 80 O g
o o =
S 110 =
- 60 ¥
9 9o S
o 40 &
o) o]
o 707 20 ©
50 0
0 1 2 3 4 5 6

“&-Triacilgliceroles

Tiempo (h) -o-Colesterol

Figura 4 Cinética de concentraciones plasmaéticas.
Muestra las concentraciones de triacilgliceroles [ y colesterol ¢ con respecto al tiempo.
Media £ EE, p<0.05 * vs basal, ANOVA con prueba post hoc.

ICaracterizacién de las subclases de HDL en estado postprandial

Se determind la composicion lipidica de las subclases de HDL en respuesta al
alimento de alto contenido de triacilgliceroles. La figura 5 muestra la concentracion
media de Colesterol total Ct por subclases con respecto al tiempo, como se puede
observar no hay variaciones en la concentracion de este lipido en las subclases de

HDL, como tampoco hubo diferencia en la concentracion de Colesterol plasmatico.

La figura 6 muestra la cinética de triacilgliceroles por subclases, cuyas
concentraciones son oscilatorias, teniendo 2 picos de concentracion a las 2.0 y 5.0

horas de la cinética, con un aumento del 50% y 47% de la concentracion basal de
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las subclases grandes la 2b y 2a respectivamente, asi mismo las subclases HDL3
presentan un aumento en la concentracion de los triacilgliceroles de 39%, 29% vy
38%, en la 3a, 3b y 3c respectivamente. Ninguno de estos cambios es
estadisticamente significativo, puesto que hay variabilidad en los resultados. Al

término de la cinética no se alcanzan las concentraciones basales.

La caracterizacion de las subclases por fosfolipidos, se muestra en la figura 7, se
observa que no hay cambio en la concentracion a través del tiempo.
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Figura 5 Cinética de Colesterol total (Ct) en subpoblaciones de HDL.
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A, muestra la cinética de la concentracion media de triacilgliceroles de HDL 2b ® HDL 3a . B, muestra la cinética
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IArea bajo la curva incremental

Para conocer como era el incremento de la concentracion de triacilgliceroles en el
plasma de cada sujeto, se calculd el area bajo la curva incremental. Cada sujeto
presento valores diferentes, mientras unos mostraban valores de ABCI bajos otros
tenian valores muy altos, por lo tanto se tom6 como punto de corte la mediana
(423 h mg/dL) y se separd en dos subgrupos de 5 sujetos cada uno, el grupo de
ABCI mayor (> 423 h mg/dL) y ABCI menor (<423 h mg/dL). En la figura 8 se
muestra que la diferencia de ABCI se debe a que después de las 6 h algunos

sujetos no regresan a su concentracion basal de Tg.

En la figura 9 se observa que hay diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), en la composicion de Tg de las subclases de HDL (excepto la HDL3c),
entre el subgrupo ABCI mayor y ABCI menor. A las Oh las subclases HDL2b, 2a,
3a y 3b presentan diferencias significativas entre estos dos subrgupos (ABCI
mayor vs ABCI menor), mientras que una hora después Unicamente las HDL3a y
3b tienen diferencias, a las 2 horas postprandiales ninguna subclase presenta
diferencias, sin embargo a las 3 horas y media una vez mas las HDL 3ay 3b son
diferentes estadisticamente, a las 5 horas postprandiales Unicamente la HDL3b
presenta diferencias, y por ultimo a las 6 horas posteriores al consumo del
alimento las subclases de HDL2a, HDL2b y HDL3c son diferentes

estadisticamente entre los dos subgrupos, ABCI menor vs ABCI mayor.
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Figura 8 Relacion entre el ABCl y la concentracion plasmética de Tg por participante.

A: subgrupo ABCI mayor, muestra la concentracion de Tg basal y postprandial de cada
sujeto.

B: subgrupo ABCI menor, muestra la concentracion de Tg basal y postprandial de cada
sujeto.
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I Actividad de paraoxonasa

La actividad de la paraoxonasa se midi6 en el postprandio, siendo diferente el
comportamiento para cada individuo, en la figura 10A se muestra que la actividad
promedio aumenta un 18% inmediatamente después de la ingesta del alimento.
No se observan cambios estadisticamente significativos a lo largo del periodo
postprandial evaluado. Sin embargo, cuando dividimos por subgrupos, segun el
area bajo la curva incremental, se observa un comportamiento distinto al final de la
curva postprandial; mientras el grupo de mayor ABCI presenta una disminucion del
30%, los sujetos con una ABCI menor tuvieron un incremento de la misma
magnitud en la actividad PON y esta diferencia fue estadisticamente significativa a
pesar del limitado numero de sujetos en los subgrupos (figura 10B).
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subgrupo de ABCI. Media + EE, ANOVA con prueba post hoc, p<0.05
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio piloto se puso de manifiesto que la magnitud de
trigiceridemia postprandial determina ciertos cambios de la estructura y
concentracion plasmatica de lipidos de las subclases de HDL. Nuestro método de
andlisis es de reciente descripcion® y usa plasma sin tratamiento de
ultracentrifugacion previo. Este procedimiento representa una gran ventaja en el
tiempo de procesamiento de la muestra por una parte, y por otra parte en la

recuperacion completa y reproducible de las subclases de HDL.®?

Por otra parte, el alimento que se disefi0 tenia como objetivo principal, aumentar la
concentracion de triacilgliceroles plasmaticos en sujetos sanos. Los sujetos
normotrigliceridémicos tienden a hacer picos postprandiales muy discretos,“® %%
en nuestro grupo de sujetos de investigacion las concentraciones basales de Tg
plasmaticos no eran mayores a 200 mg/dL por lo que se opté administrar un
alimento que contuviera una alta proporcion de triacilgliceroles pero poco
colesterol para evitar posibles factores confusores en la intervencion, de tal
manera que la margarina fue la opcion para este fin. El siguiente punto a resolver
fue el tiempo que estarian los participantes sin consumir ningun alimento, por lo
que se ofreci6 un suplemento alimenticio que aportaria nutrientes a los
participantes y permitiria hacer reproducible el alimento. El pan de caja, el aztcar
y la leche sélo fueron complemento para mejorar la palatabilidad de alimento

prueba.

Los participantes del estudio fueron Unicamente varones, dado que las mujeres
presentan una relacion entre la concentracion de lipidos y de hormonas ©* % |o

cual no era conveniente para los resultados.

Las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los participantes fueron
homogéneas, con excepcion de la concentracion plasmatica de triacilgliceroles y
colesterol, en los que si hubo variabilidad entre los sujetos. El hecho de que las

areas bajo la curva incrementales nos permitieran segregar en dos subgrupos a

41




nuestros sujetos, sugiere que las variaciones en la concentracion de lipidos,
principalmente los triacilgliceroles, se deben Unicamente a variaciones intrinsecas

a cada individuo en cuanto al metabolismo de lipoproteinas.

La concentraciéon media de triacilgliceroles con respecto al tiempo forma una curva
con valores maximos entre las 3 y 5 horas posteriores al consumo del alimento
prueba. En este sentido, Borge y col., estudiaron un grupo de individuos dentro de
los cuales habian un subgrupo que presentaba concentraciones basales de
triacilgliceroles fuera y dentro de los valores de referencia y cuya concentracion
méxima se presentaba a las 4 h.“® En el presente estudio, Gnicamente se
evaluaron sujetos sanos, cuyas concentraciones de triacilgliceroles, y Colesterol
se encontraban dentro de los valores de referencia. El aumento en la
concentracion de triacilgliceroles en ese estudio fue estadisticamente significativo
(p<0.05) a las 2 3.5 y 5 h respecto a la concentracion basal; la concentracion a las
6 h fue estadisticamente diferente a la concentracion basal, lo que implica que el
nivel de triacilgliceroles postprandiales requiere de mas de 6 h para normalizarse,
en sujetos normotrigliceridémicos. La lipemia postprandial es una respuesta
fisiol6égica que ocurre desde las 2 hasta y puede llegar a las 12 horas posteriores
al consumo de un alimento®. Sin embargo, estudios de lipemia postprandial de
mas de 6 horas no son Utiles desde el punto de vista practico para la evaluacion
del riesgo cardiovascular. El presente estudio piloto pone de manifiesto que el
analisis de la lipemia postprandial en 6h puede aportar informacién importante
referente a la relacion entre la trigliceridemia postprandial y la composicion lipidica
de las subclases de HDL, a pesar de que no se alcance el retorno de la
concentracion de Tg a los niveles basales.

La curva de concentracion de Colesterol no presenta variaciones significativas; por
una parte, el alimento disefiado contenia una proporcion pequefia de colesterol
(0.056%) del contenido cal6rico total del alimento prueba. Por otra parte, los
cambios postprandiales de colesterol son habitualmente muy discretos en
cualquier paciente®®. Asi, el colesterol no fue un factor de confusién en nuestro

estudio.
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Aunque trabajos anteriores ya han tratado el tema de la lipemia postprandial® * **

4553 en nuestro laboratorio decidimos trabajar con las subpoblaciones de las
lipoproteinas de alta densidad, ya que la relacion de cada subclase de HDL en la
promocién o proteccion de las enfermedades cardiovasculares no ha sido bien
identificada. Wojczynski y col. realizaron un estudio de lipemia postprandial, en el
que utilizaron RMN para identificar el numero de lipoproteinas (HDL, LDL, VLDL y
Qm) posteriores al consumo de un alimento prueba, encontrando como resultado
un menor numero de LDL y VLDL pequefias y medianas, un incremento de las
particulas VLDL grandes y Qm, sin embargo en las particulas de HDL los cambios
fueron minimos®. El objetivo de nuestro estudio fue caracterizar las subclases de
HDL, en cuanto a su contenido de lipidos, puesto que algunos estudios sugieren
que las HDL ricas en triacilgliceroles pierden sus propiedades antiaterogénicas®”.
En nuestro trabajo, las HDL grandes parecen tener valores variables a lo largo del
posprandio, sin embargo la variacién es muy pequefia y la desviacién de los datos
es grande. Las HDL 3a, 3b y 3c, igualmente mantienen valores variables sin ser
estadisticamente representativos. Estos resultados sugieren un rearreglo
dinaminico de las subclases de HDL a lo largo del posprandio. Estos cambios
transitorios de estructura durante el posprandio podrian afectar las funciones de
eflujo de colesterol, mejoramiento de la funcion endotelial y antiinflamatorias de las
HDL. Mas estudios especificamente disefiados son necesarios para demostrar

tales afectaciones potenciales.

Al caracterizar las subclases de HDL se determind la concentracion de Colesterol
total y fosfolipidos con respecto al tiempo; el Ct de las HDL 2b y HDL2a parece
tener un comportamiento oscilatorio con respecto al tiempo, sin embargo, las
aparentes diferencias no fueron estadisticamente significativas. Este estudio no
tiene potencia para este tipo de comparciones, hecho que explica probablemente
la falta de significado en los cambios posprnadiales de colesterol y fosfolipidos.
Ademas, es importante enfatizar que no esperabamos cambios importantes en el
contenido de colesterol de la lipoproteinas puesto que el alimento que ingirieron

los participantes contenia solamente 28 mg de colesterol.
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Esperabamos una disminucién en el colesterol de algunas subclases de HDL con
respecto al tiempo de posprandio debido al intercambio .de Ct por Tg de las VLDL
y los quilomicrones a través de la CETP “?; sin embargo, en nuestros resultados
no se observa una relacion entre la concentracion de estos dos lipidos en las
subclases de HDL. A pesar de que el Ct de la HDL2b disminuye a las 3.5 h, este
resultado no es significativo pero sugiere que deben realizarse més estudios con
un numero de participantes que permita alcanzar la significancia estadistica en

este parametro en especifico.

El area bajo la curva fue una estrategia matematica que nos permitié analizar
como era el incremento de la concentracion plasmatica de Tg con respecto al
tiempo. Cuando se observo que habia diferencias estadisticamente significativas
entre los individuos clasificados por area incremental, se decidié analizar un poco
mas a detalle. De los 10 sujetos de investigacion, 5 de ellos presentaban valores
de ABCI menores a 400 hmg/dL y los otros 5 sujetos valores mayores, por lo tanto
se dividié nuestro grupo de estudio en dos subgrupos. Primeramente se identifico
la razon por la que el ABCI era diferente; el ABCl es menor se debe a que la
concentracion plasmatica de Tg en ayuno y a las 6 horas posteriores al consumo
del alimento, son muy similares en los 5 sujetos, lo que sélo demuestra que al
finalizar la cinética de Tg los sujetos llegan a sus niveles basales. En cambio los
sujetos con ABCI mayor a 400 hmg/dL, presentan diferentes concentraciones de
Tg a las 6 horas con respecto a las concentraciones en ayuno, este resultado es
coherente dado que el aumento en el ABCI se debe a que al terminar la cinética
los sujetos no alcanzan sus niveles basales. Es conocido que los sujetos con
mayores valores basales de triacilgliceroles generan picos mayores de

(44, 66)

trigliceridemia postprandial Sin embargo, nuestro estudio demuestra que los

valores basales de Tg no estan en relacién con el comportamiento postprandial de

(5, 45, 66, 68) El

los mismos, en sujetos normotrigliceridémicos diferente

comportamiento postprandial en sujetos con concentraciones de triacilgliceroles <
150m g/dL, da soporte adicional a la idea de que determinar los valores de Tg en

(44)

estado postprandial pude contribuir a evaluar mejor el riesgo de EAC que
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apoyan la idea de determinar los Tg en posprandio®* 4% %3¢ en comparacién con

la simple determinacién en ayuno.

Cuando analizamos los subgrupos y la composicion de las subclases de HDL, se
encontraron diferencias importantes. Las HDL3 son las que presentaron
diferencias significativas en practicamente todos los tiempos (excepto 2.0h); estos
cambios estructurales sugieren alteraciones en la capacidad antiaterogénica de

g (21,69)

estas lipoproteina gue deben ser exploradas en estudios posteriores.

Es importante enfatizar que el subgrupo ABCI menor es el que presenta los
valores mas altos de Tg de las subclases de HDL. Como se menciond
previamente, algunos estudios sugieren que las HDL ricas en Tg son

disfuncionales®® 47,

Esta aparente paradoja puede tener respuesta en el
metabolismo de triacilgliceroles por parte de las HDL; a este respecto se conoce
poco; es posible que las HDL tengan un papel mucho mas improtante de lo que se
pensando en cuanto al manejo de los triacilgliceroles. Si las HDL promueven el
transporte reverso de triacilgliceroles o participan de otra manera mas activa en el
metabolismo intravascular de estos lipidos, es una nueva pregunta de
investigacion que surge de manera indirecta del presente estudio y amerita ser

analizada.

Cuando se disefidé este estudio se plane6 medir la actividad de alguna de las
enzimas involucradas con las HDL, de las cuales consideramos mas importante a
la PON1, debido a la poca informacién que existe alrededor de su funcion
cardioprotectora y su actividad en estado postprandial. A cada sujeto de estudio se
le realiz6 una toma de muestra de suero y plasma, la Unica determinacion que se
realiz6 en suero fue la actividad de paraoxonasa debido a que es un enzima
Calcio dependiente®® 7. La actividad media de PON1 no presentd variaciones
significativas con respecto al tiempo. Sin embargo, cuando agrupamos los sujetos
de acuerdo a su ABCI, observamos que existe diferencia estadisticamente
significativa entre estos grupos pero Unicamente a las 6 horas postprandiales. Se
considera que la actividad de la PON1 esta relacionada directamente con la

antiaterogénesis® y que por lo tanto entre mayor sea la actividad de PON1
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mayor es el efecto protector y antioxidante. De esta manera, los sujetos con mayor
ABCI tenderian a ser transitoriamente mas vulnerables al dafio oxidativo por
disminucién de la actividad PONL1 al final del periodo postprandial. Aunque los
resultados no pueden ser concluyentes por el nimero de sujetos en cada grupo,

esta observacion abre una nueva perspectiva de estudio para el futuro.

En resumen, la composicion lipidica de las subclases de HDL no presenta
cambios estadisticamente significativos en estado postprandial. Sin embargo, al
separar en dos subgrupos, de acuerdo al area bajo la curva incremental a
nuestros sujetos de estudio, de acuerdo al incremento de triacilgliceroles
plasmaticos que presentaron la cual si presenta cambios desde la primera hora
después de la ingesta, sugiriendo que el ABCI de los Tg plasméticos en un estado
postprandial puede ser un indicador de riesgo cardiovascular. Sin embargo, el
presente estudio cuenta con una limitante principal que es el nUmero de sujetos
participantes. A pesar de que el presente estudio piloto establecio diversas
perspectivas de investigacion que seran motivo de estudios en nuestro grupo de

investigacion.
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CONCLUSIONES

Los sujetos normotrigliceridémicos presentan variaciones muy discretas de los
lipidos y de la estructura de las HDL y actividad paraoxonasa durante el estado
postprandial de 6h. Sin embargo, en funcidn del area bajo la curva incremental de
triacilgliceroles se presentan diferencias estructurales de las HDL y de actividad
PON1 en estado postprandial.

Las observaciones de este estudio piloto son la base de investigaciones sobre la

estructura y funcion de las HDL a realizar en el futuro.
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Anexo 1

Instituto Nacional de cardiologia “Ignacio Chavez”

Hipertrigliceridemia posprandial y caracterizacion de subpoblaciones de HDL

Consentimiento informado para participar en proyecto de
investigacion.

Protocolo: TRIGLICERIDEMIA POSPRANDIAL Y CARACTERIZACION DE SUBPOBLACIONES DE HDL

Investigadores: Oscar Armando Pérez Méndez
Nancy Rodriguez Martinez

Sede: Instituto Nacional de cardiologia “Ignacio Chavez” ubicado en calle Juan Badiano 1 seccion 16; cp. 14080
Tlalpan, México D.F.

Nombre del paciente.

Esta siendo invitado a participar en un estudio de investigacion. Es necesario que lea, comprenda los siguientes
apartados y pregunte si tiene alguna duda; de tal manera que pueda tomar una decision acerca de su
colaboracion.

La trigliceridemia posprandial, es un término utilizado para caracterizar los niveles de triglicéridos en el
organismo después de consumir un alimento, principalmente alto en grasa.

En ultimas fechas se ha sugerido que, |a cantidad de grasa y el tiempo que se encuentra en sangre después de
consumir un alimento, esta relacionado con el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, por lo tanto es
necesario realizar estudios en humanos sanos que nos permitan encontrar dicha relacion.

A usted se le esta invitado a participar en un estudio de investigacion que tiene por objetivos buscar las
variaciones en la composicion de HDL (particulas involucradas en el transporte y metabolismo de las grasas, que
usted adquiere después de comer) y los niveles de triglicéridos, posteriores al consumo de alimentos ricos en
grasa.

Su contribucion permitira, que en un futuro y por el conocimiento generado otros pacientes puedan
beneficiarse; ademas se le proporcionaran los correspondientes estudios de gabinete (perfil de lipidos y
ecocardiograma). Cabe mencionar que por su participacion en este estudio usted no recibira remuneracion
alguna.

En caso de que decida colaborar con este protocolo se le realizaran una serie de preguntas relacionadas con sus
habitos alimenticios, sus actividades fisicas y algunos antecedentes médicos de usted y su familia. Se necesitara
de su presencia en el instituto un solo dia durante & horas, en las cuales se le realizara un ecocardiograma para
conocer el estado de su corazon; posteriormente se le realizara una toma de muestra sanguinea y se le dara a
consumir una malteada y un pan con mantequilla. El paso siguiente sera tomarle muestras de sangre a las 1.0,
2.0, 3.5, 5.0 y 6.0 horas posteriores al consumo de dicho alimento. Las tomas de muestra pueden causarle
molestia, moretdn y dolor, sin llegar a presentar ningun riesgo para su salud.
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Instituto Nacional de cardiologia “Ignacie Chavez"

Hipertrigliceridemia posprandial y caracterizacion de subpoblaciones de HDL

Aclaraciones

# Sy decision de participar en este protocolo es meramente voluntaria, siéntase con la libertad de
rechazar el ofrecimiento,

* Si ya ha decidido participar en el estudio, puede también retirarse en el momento que lo desee,
informando de su salida, que sera respetada.

+ No necesitara hacer algun gasto durante el estudio, ni cambiar su alimentacion o habitos.

* Lainformacion obtenida durante este estudio sera mantenida con estricta confidencialidad.

Si considera que ha quedado todo entendido, que no hay dudas ni preguntas, puede si usted quiere, firmar esta
carta de consentimiento informado que forma parte de este estudio.

Carta de conocimiento informado

Yo, he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido contestadas satisfactoriamente. He sido informado y entiendo
gue los datos obtenidos en el estudio pueden ser difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en
este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento,

Firma del participante Fecha

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propositos de la investigacion; le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacidn. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad

correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida |a sesidn de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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Anexo 2

Determinacion de colesterol libre de HDL en microplaca.

Fundamento:

Muestra: Suero o plasma fresco.

Soluciones
e Reactivo A.
4-aminofenol..............oooii 0.088 g
Fenol......coooiii 0.04 g
Colato....ooviiiiii 0.126 g
TrtON. o 100 pl
Buffer PBS 100mM (pH=7.4).................... c.b.p 10 mL
e Reactivo de color (uso al momento).
ReactivoO Ao 1 mi
Solucién isotonica............cccevviiiiiiiianenn. c.b.p. 10 mL
Colesterol peroxidasa (0.25 pU/mL)........... 15 ul
Colesterol oxidasa (0.05 pU/mL)................ 30 uL
Procedimiento
e Realizar una curva patron
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Anexo 3

Determinacion de la actividad de Paraoxonasa

Fundamento

Reaccion de hidrolisis del fenilacetato. Imagen tomada de Draganov y La Du.™

Reaccion de hidrolisis del fenilacetato. Imagen tomada de Draganov y La Du.™

Fenilacetato Fenol Acetato

= @
J\
H,0 +
N
\0 OH HO® O

Reaccion de hidrolisis del fenilacetato. Imagen tomada de Draganov y La Du.™

Muestra: Suero fresco o congelado.

Soluciones
e Buffer ARE
THS 20 MM, 0.315g
CaCl0.9mM... ..o, 0.010¢g
HoO c.b.p. 100ml

e Sustrato ARE
Buffer ARE. ... 10 ml
Fenilacetato.............ooooi 1.27ul

Procedimiento
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Preparar 30 min antes el sustrato ARE, colocar en oscuridad y en frio.

Diluir la muestra 1/4 con buffer ARE y mantener en frio.

Colocar en una celda de cuarzo 10 pl de la muestra diluida y 1ml de
sustrato ARE, mezclar.

Colocar en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 270 nm. Ajustar
como blanco.

Esperar 1 min.

Correr la cinética. Medir la absorbencia cada 30 s durante 3 min.

Calcular la actividad de paraoxonasa con la siguiente formula:
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IAnexo 4

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas
Fundamento:

Tanto las HDL como los marcadores de alto peso molecular, se desplazan a
través del gel por sus propiedades de tamafio, siendo las particulas mas pequefias
las que se desplazan mas (acrilamida al 30%) y las particulas pequefias se

guedan en la menor concentracion de acrilamida.
Muestra: Plasma fresco o congelado.
Soluciones

e Solucion buffer de muestra.
Sacarosa 50%
Azul de bromofenol al 0.05%.........ccooiiiiiiiiiii c.b.p. 20 mL

e Solucion A
Tris 0.09 M,
Acido bérico 0.08M,
EDTA 3mM (TBE 1X) pH 8.35

e Solucion B

ACHIAMIA. ... 48 g
Bisaclilamida...........ccooiiii 1.28g
HoO o c.b.p. 100mL

e Solucién C

Persulfato de amonio 10%

57



e Solucion de acrilamida 3% (5 mL)

SOlUCION AL 500 pL
SOIUCION B 300 pL
HoO destilada. ..o e 4.2 mL
GlICEIOL. .. 0

T M. .. 4 uL
SOIUCION C..e 20 uL

e Solucion de acrilamida 30 % (5 mL)

SOlUCION AL 500 pL

SOIUCION B .o 3mL

HoO destilada. ..o e 750 pL

GlICEIOL. ... 750 uL

TOMEA. .. 4 uL

SOIUCION C.e 20 uL
Procedimiento.

e Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se colocan por separado en los
compartimentos de la cAmara generadora de gradiente y se mezclan lenta 'y
progresivamente con agitacion constante mientras se va vertiendo entre las
placas para formar el gel en presencia de los catalizadores (Temed y
persulfato de amonio, solucién C).

e Una vez polimerizado el gel, éste se precorre 15 min a 60 V para
estabilizarlo.

e Depositar 7uL de plasma con 3 uL de amortiguador de muestra dejando un
carril entre cada muestra.

e Depositar un marcador de alto peso molecular en uno de los carriles del gel.
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La separacion electroforética se realizé primero durante 30 min a 90 V para
permitir la entrada de las muestras al gel. Al término de este periodo, la
separacion se continué durante 22 h a 180 V. Al final del tiempo de

migracion, el gel se desmolda y se tifie segun el método seleccionado.
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IAnexo 5

Tincion para la determinacion de la distribucion de lipidos de las subclases

de HDL en fase semisolida (sobre el gel de poliacrilamida)

e Preparacion de reactivo para Colesterol Total y Colesterol libre.

Reactivo

Concentracion

Colesterol total

Colesterol libre

Solucién Salina Isoténica (0.9%) 7456 L 7474 uL
Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4 1000 pL 1000 pL
Solucion Stock (Colato de Sodio | 500 pL 500 pL
3mM/Tritén de sodio 0.1% )

Carboximetilcelulosa 120 mg 120mg
Peroxidasa (0.25 pU/mL) 12 yL 12 yL
Colesterol Esterasa (0.075 pU/mL) 10 pL

Colesterol Oxidasa (0.05 pU/mL) 13 pL 13 pL

Mezclar hasta homogenizar sin dejar grumos (Afadir aprox. 15 min. Antes

de aplicar la mezcla en el gel)

Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mM

400 pL

400 pL

Fenazin metasulfato (FMS) 0.04 mM

600 pL

600 pL

o Preparacion del reactivo para Triacilgliceroles y Fosfolipidos

Reactivo Concentracion
Triacilgliceroles | Fosfolipidos

Solucién Salina Isotdnica (0.9%) 5500 pL 5500 pL

Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4 1000 pL 1000 pL
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Carboximetilcelulosa

120 mg

120 mg

Lipasa (37.5 pu/mL)

Glicerol Cinasa (0.1pU/mL)

Glicerol -3-fosfato oxidasa
pu/mL)

0.4

Peroxidasa (0.13 pU/mL)

ATP (0.25 pmol/L)

Reactivo
Comercial
2500 pL

Fosfolipasa D ( 0.12 pU/Ml)

Colina Oxidasa (62 pu/mL)

Peroxidasa (1.1 pU/mL)

Reactivo

Comercial

Aminopiridina (0.24 mmol/mL)

2500 pL

N-etil-N-DAQOS (0.77 mmol/mL)

Mezclar hasta homogenizar sin dejar grumos (Afiadir aprox. 15 min.

Antes de aplicar la mezcla en el gel)

Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mM

400 pL

400 pL

Fenazin metasulfato (FMS) 0.04 mM

600 pL

600 pL

e Colocar reactivo sobre gel, Incubar durante 30- 40 min a 36 °C
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