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Resumen

Introduccion: Existe una relacién negativa entre las concentraciones plasmaticas
entre el C-HDL y el riesgo de desarrollar Enfermedad Aterosclerosa Coronaria
(EAC); ademas, la composicion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se ve
alterada por algunos componentes nutricionales y durante el estado postprandial,
probablemente afectando su funcionalidad frente al endotelio. Dado que el
sindrome isquémico coronario agudo (SICA) en las mujeres con frecuencia se
asocia con la disfuncion endotelial, es probable que las HDL son incapaces de
mejorar la vasodilatacion en estas pacientes. Por lo tanto, caracterizamos las HDL
primero en un modelo animal sano y en mujeres con SICA, en condiciones de
ayuno y en postprandio. También determinamos si el microencapsulado de
granada roja (MEGR) revierte las anomalias de las HDL, ya que estudios
anteriores han sugerido que el fruto mejora la funcionalidad de las HDL. Métodos:
Seis conejos Nueva Zelanda y once mujeres con antecedentes de SICA fueron
suplementados diariamente con 1g y 20 g de MEGR, respectivamente durante 30
dias. Se obtuvieron muestras de plasma en ayuno antes y después de la
administracion en los conejos Nueva Zelanda. Se obtuvieron muestras de plasma
en ayuno y en diferentes tiempos del postprandio (4 y 8 h), después de una carga
de lipidos para determinar el perfil de lipidos y la actividad de Paraoxonasa-1
(PON1). Las HDL fueron aisladas por ultracentrifugacién secuencial para
determinar su distribuciébn del tamafio y evaluar su efecto sobre la funcién
endotelial directamente en anillos de aorta de conejo; mientras que en el estudio
de mujeres con SICA se determind indirectamente usando anillos de aorta de rata.
Resultados: En ambos estudios, el MEGR mejoré el perfil lipidico e incremento la
actividad de PON1, como se reportd previamente, con el jugo fresco de granada
roja. Después de la suplementacion con MEGR, en las mujeres con SICA, el area
incremental bajo la curva de triglicéridos disminuyé a la mitad de los valores
iniciales. La distribucion de las HDL cambio de las particulas grandes a particulas
intermedias y pequefas durante el postprandio en condiciones basales, estos
cambios no se observaron después del consumo del MEGR. Consistentemente,

en ambos estudios, las HDL aisladas de muestras en ayuno dificultaron la



vasodilataciéon de los anillos de aorta, en el estudio con las mujeres con SICA, se
observo el mismo comportamiento durante los periodos del postprandio, y esta
disfuncion endotelial se revirti6 con el consumo del MEGR. Conclusiones: el
MEGR mostré los mismos efectos benéficos sobre el perfil lipidico y la actividad
de la PON1 que se ha reportado previamente en el jugo de granada fresco.
Ademas, la suplementacion con MEGR revirtié los efectos negativos de las HDL
sobre la funcién endotelial generada durante el postprandio en las mujeres con
SICA.



Abstract

Introduction: There is a negative relationship between high-density lipoprotein
cholesterol (C-HDL), and the coronary artery disease (CAD); besides, the
composition of high-density lipoproteins (HDL) becomes altered by some
nutrimental compounds and during the postprandial state, probably affecting their
functionality vis-a-vis the endothelium. Since acute coronary syndrome (ACS) in
women is frequently associated with endothelial dysfunction, it is likely that HDL
are unable to improve artery vasodilation in these patients. Therefore, we
characterized HDL first in a healthy animal model and from women with ACS in
fasting and postprandial conditions. We also determined whether
microencapsulated pomegranate (MiPo) reverts the HDL abnormalities, since
previous studies have suggested that this fruit improves HDL functionality.
Methods: Six New Zealand rabbits and eleven women with a history of ACS were
supplemented daily with 1 g and 20 g of MiPo respectively, for 30 days. Plasma
samples were obtained during fasting in pre and post-administration in New
Zealand rabbits. Plasma samples were obtained in fasting period and at different
times (4 and 8 h), after a lipid load test to determine the lipid profile and
paraoxonase-1 (PON1) activity. HDL were isolated by sequential ultracentrifugation
to determine their size distribution and to assess their effect on endothelial function
in rabbits aorta rings directly; meanwhile in the study with SICA women were
measured indirectly the endothelial function by using an in vitro model of rat aorta
rings. Results: In both studies, MiPo improved the lipid profile and increased PON1
activity, as previously reported, with fresh pomegranate juice. After
supplementation with MiPo, in women with ACS the incremental area under the
curve of triglycerides decreased to half of the initial values. The HDL distribution
shifted from large HDL to intermediate and small-size particles during the
postprandial period in the basal conditions, whereas such a shift was no longer
observed after MiPo supplementation. Consistently, in both studies HDL isolated
from fasting plasma samples hindered the vasodilation of aorta rings, in the study
of women with ACS we observed the same behavior during postprandial periods
and this endothelial dysfunction was reverted after MiPo consumption.



Conclusions: MiPo exhibited the same beneficial effects on the lipid profile and
PONL1 activity as the previously reported fresh pomegranate. In addition, MiPo
supplementation reverted the negative effects of HDL on endothelial function

generated during the postprandial period in women with ACS.



1. Antecedentes

La enfermedad arterial coronaria (EAC) contribuye con aproximadamente con un
tercio de la muertes en sujetos mayores de 35 afios (1). La tasa de muerte por
EAC es 3 veces mayor en hombres que en mujeres en el intervalo de edad de 25
a 34 afos, y decrece a 1.6 veces en el intervalo de edad de 75 a 84 afos (1, 2).
Ademas, alrededor de la mitad de la poblacion masculina y un tercio de las
mujeres en edades entre los 30 a los 60 afios padecen EAC (1).

La mayoria de los sindromes isquémicos coronarios agudos (SICA) estan
relacionados con la presencia de placa ateromatosa que ocluyen la luz del vaso.
La aterosclerosis es una de las principales afecciones cardiovasculares, es
progresiva y esta caracterizada por el desarrollo de una placa de ateroma
compuesta fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias en el
espacio subendotelial de arterias de ciertos territorios (3). El ateroma se establece
en las arterias que irrigan el corazén (coronarias), el cerebro (carétidas,
vertebrales y cerebrales) y las extremidades inferiores (iliacas y femorales) (4).
Otra de las principales enfermedades cardiovasculares es la hipertension arterial,
desorden heterogéneo que resulta de la interaccion de factores genéticos y
ambientales como el estrés, la dieta y la actividad fisica. Aunque no se tiene una
etiologia definida, se ha descrito que se caracteriza basicamente por la existencia
de una disfuncién endotelial y la ruptura del equilibrio entre los factores
vasoconstrictores y vasodilatadores. La disfuncion endotelial es una de las
primeras manifestaciones tanto de la hipertension como de la aterosclerosis, entre
otras enfermedades vasculares (5-7). Ademas, las lipoproteinas contribuyen de

manera activa al desarrollo del ateroma.

1.1 Caracteristicas generales de las lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares y su estructura se divide en 2
elementos: nucleo y superficie. En el nucleo se encuentran los lipidos no polares,

como los ésteres de colesterol, los triglicéridos y pequefias cantidades de
1



vitaminas liposolubles, lo que hace que el nucleo sea muy hidrofébico. La
superficie de las lipoproteinas se encuentra constituida por lipidos anfipaticos
como el colesterol libre y fosfolipidos (esfingomielina y fosfatidilcolina) que
exponen sus grupos polares hacia el medio acuoso, mientras que sus
extremidades hidrofobicas quedan orientadas hacia el nicleo. Esta monocapa se
encuentra estabilizada por un conjunto de proteinas denominadas
apolipoproteinas (8-10).

Las lipoproteinas son clasificadas con base a sus propiedades fisicoquimicas una
de las més utilizadas es de acuerdo a su densidad de flotacion dividiendose en 5
clases: Quilomicrones (Qm), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (10, 11). Cada una de estas clases difiere del
contenido de apolipoproteinas y en su composicion quimica (Figura 1). Otras
formas de clasificar a las lipoproteinas de acuerdo a sus propiedades
fisicoquimicas: 1) Por su movilidad electroforética: 3 clases que son a (HDL), B
(LDL) y las pre-B (VLDL). 2) Por su contenido de apolipoproteinas: Las
lipoproteinas que contienen Apo B100 (VLDL, IDL y LDL) y las lipoproteinas que
contienen Apo B48 (Qm); el tercer grupo que conforma la clasificacion son las
HDL que contienen Apo Al (12). Estas apoliporoteinas ademas de proporcionar
estabilidad a las particulas, tienen funciones como cofactores de enzimas,
reguladoras del contenido de colesterol intracelular y capacidad de solubilizar
lipidos en la sangre, ademas de un papel importante en la sintesis de nuevas
lipoproteinas (13).

Debido a su importancia en el transporte de triglicéridos y colesterol en el
organismo, se ha incrementado durante las ultimas el interés en el estudio de las
lipoproteinas y su relacion con el desarrollo de diversas enfermedades
metabdlicas, lo que ha llevado al desarrollo de tratamientos reguladores de la
concentracion de lipidos dirigidos principalmente a la regulacion de los niveles
plasmaticos del c-LDL. Sin embargo, la reduccion del riesgo relativo (incluso
disminuyendo los niveles de c-LDL por debajo de lo recomendado) es

aproximadamente del 25-35% (14, 15), lo que indica que los eventos coronarios se
2



siguen presentando, esto posiblemente a la presencia de otras complicaciones
como concentraciones bajas de c-HDL y/o valores altos de triglicéridos, que son
también factores de riesgo independientes para la enfermedad arterial coronaria
(EAC) principalmente (16, 17).

Quilomicrones Lipoproteinas Lipoproteinas Lipoproteinas Lipoproteinas
(Qm) de muy baja de densidad de baja de alta
densidad intermedia densidad densidad
ApoBis sy PoC! (VLDL) (IDL) (LDL) (HDL)

APoB100 e, _ ApoCI

@ » Free Apo B 100 /'ApoClII Apo$|oo

Apo A IV

ApoCll

Apo E
el 77+ avo
(@ : & (] Apo E
S N Triglycerides 2 o ¥ e
Cholesterol (? \ ApoCl ) ApoCl T Aooal
Esters ApoCl Phospholipids ApoCll ApocCli Apo ClI
Densidad (mg/dL)
<0.094 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.120 1.120-1.210
Tamafio y composiciéon quimica (nmy % (p/p)
Didmetro > 70 nm Didmetro 30-70 nm Diametro 20-30 nm  Didmetro 19-23 nm Diametro 7.5-12.5nm
90-95% Tg 45-65% Tg 35% Tg 4-8%Tg 2-7%Tg
3-6% FFL 15-20% FFL 30% FFL 18-24 % FFL 26-32% FFL
1-3% Colesterol 4-8% Colesterol 38% Colesterol 50% Colesterol 20-25% Colesterol
1-2% Proteina 6-10% Proteina 20% Proteina 18-22% Proteina 45-55% Proteina

Figura 1. Composicion y clasificacion de las lipoproteinas. El criterio de clasificacion estd basado en la
densidad de flotacién de las lipoproteinas; la proporcion en el contenido de lipidos, apolipoproteinas y el
didmetro de las particulas se presenta debajo de cada lipoproteina. Los quilomicrones (Qm) son los mas
grandes y ricos en triglicéridos, la remocién de triglicéridos por parte de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) resulta en la formacion de las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) la cuales son
consideradas como pro-aterogénicas, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) transportan la mayoria del
colesterol y las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son las mas pequefias y enriquecidas en proteinas. TG=

triglicéridos; FFL= fosfolipidos; Apo= apolipoproteina.

1.2 Lipoproteinas de alta densidad y su importancia fisiolégica

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son un grupo heterogéneo de particulas
esféricas, presentan una movilidad electroforética principalmente en la fraccion a
del plasma y son las mas pequefias y densas de las lipoproteinas debido a su alto
contenido proteico (13, 18). La sintesis de las HDL depende de la sintesis de su

mayor componente proteico que es Apo Al. Las HDL se han separado y
3



caracterizado por su carga, densidad y tamafio a partir de diversas técnicas como
la ultracentrifugacién, resonancia magnética nuclear, electroforesis, cromatografia
liquida de alta resolucion y movilidad iénica (18-20).

Las funciones de las HDL son diversas e incluyen, la inhibicidon de la oxidacién de
las LDL, la mejora de la funcion endotelial, la estabilizacién de la sintesis de 6xido
nitrico (NO), la inhibicién de la adhesion de los monocitos hacia el endotelio y el
transporte del colesterol de tejidos extrahepaticos hacia el higado para ser
reciclado o eliminado, proceso que se le conoce como transporte reverso de
colesterol (TRC) y que es la principal funcién cardioprotectora que se les han
atribuido a las HDL (Figura 2). La biogénesis de las HDL comienza en el intestino
delgado y en el higado, donde los precursores de las HDL (pre-B1-HDL) son
liberados. A continuacion, la enzima lecitin: colesterol aciltransferasa (LCAT), la
cual es sintetizada en el higado, promueve la formacién de HDL maduras (a-HDL)
catalizando la formacion de un enlace ester entre un 4cido graso proveniente de la
lecitina (fosfatidilcolina) y una molécula de colesterol libre. Los ésteres de
colesterol son mas hidrofébicos que el colesterol libre, por lo que migran al nacleo
de las HDL favoreciendo la incorporacién y reacomodo de mas colesterol libre en
la superficie de las HDL (21, 22).

Por otra parte, la proteina transportadora de esteres de colesterol (CETP)
intercambia los ésteres de colesterol que se encuentran en el nucleo de las HDL
por triglicéridos provenientes de los Qm, VLDL y LDL (19, 20), enriqueciendo con
triglicéridos a las HDL (Figura 2).
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Figura 2. Biogénesis y catabolismo (transporte reverso de colesterol) de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL). CE= ésteres de colesterol; CETP= proteina transportadora de ésteres de colesterol; LCAT=
lecitin: colesterol aciltransferasa; FFA= acidos grasos libres; LPL= lipoproteina lipasa; PLTP= proteina
transportadora de fosfolipidos; ABCAl=Transportador Al dependiente de ATP; SR-B1= receptor Scavenger
clase B tipo 1; LDLr= receptor LDL.

Estudios epidemiolégicos han identificado que una baja concentracion de c-HDL
es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (23-25); inicialemente el Framingham Heart Study establecié que
una concentracion menor a 35 mg/dL es un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de un evento cardiovascular y que una concentracion de 60 mg/dL o
mas, es un factor protector (23). Actualmente se considera que una concentracion
<40 mg/dL para hombres y <50 mg/dL para mujeres representa un factor de
proteccion. Estos datos formaron la base que llevd a la idea de que las HDL
podrian tener funciones protectoras contra el desarrollo de EAC (21, 22).

Estudios prospectivos donde se evaluaron a diversos grupos étnicos y raciales
confirman que el c-HDL es un importante factor de riesgo independiente de
eventos cardiovasculares (26, 27), asi como también el American Heart

Association y el American College of Cardiology apoyan que la concentracién de
5



c-HDL es un predictor de riesgo importante que debe evaluarse en la practica
clinica. Sin embargo, estudios prospectivos han comparado las concentraciones
de Apo Al y de c-HDL como factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares,
teniendo como mejor factor predictivo la concentracion de Apo Al (28). Existe una
amplia variedad de factores patofisiol6gicos y ambientales que influyen en el
metabolismo lipidico; algunos de estos disminuyen la concentracion plasmatica de
HDL como son la obesidad, diabetes tipo 2, enfermedades inflamatorias y
tabaquismo. Por otra parte, existen factores que incrementan la concentracion de
c-HDL como los niveles de estrogenos, la regulacion de la hormona tiroidea, el
ejercicio y el consumo moderado de alcohol (27).

Por otra parte, las HDL se clasifican en 5 subclases propuestas por Rizzo et al. y
que son: HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b y HDL3c e indicaban que las HDL2b y 2a
ademas de ser las mas grandes, poseen mas propiedades ateroprotectoras (20,
29, 30), y que los niveles de concentracion de estas subclases son mejores
predictores de riesgo cardiovascular que el c-HDL total por si mismo (28, 31, 32).
Hoy en dia se estudia la participacion e importancia de estas subclases en la
etiologia de diversas enfermedades; aproximadamente el 75% del c-HDL se
encuentra asociado a las HDL3 que juega un papel importante en el TRC (13). En
algunos estudios se ha descrito que en personas con infarto agudo al miocardio se
encuentran asociados a niveles bajos de HDL3 en comparacion a los niveles de
HDL2 (13, 16, 17, 33). Sin embargo, se ha reportado que el eflujo de colesterol de
las HDL2 y HDL3 se ve disminuido en personas con sindrome coronario agudo
(34). Junto a este fendbmeno, se ha visto que hay un cambio en la conformacion
gque se relaciona con la pérdida de sus propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y una disminucién de promover el flujo de salida del colesterol.

La funcion de las HDL es dependiente de su estructura; en estados de estrés
oxidativo, infeccion e inflamacion disminuye su actividad y existe una alteracion de
sus enzimas y proteinas asociadas, asi como una disminucion de sus niveles
plasmaticos (35). Asi, el término de “HDL disfuncionales” se refiere a HDL que
presentan cambios en su conformacion y que han perdido sus propiedades

funcionales, incluso cuando los niveles de c-HDL son normales e incluso altos
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(24). Los efectos adversos de las HDL disfuncionales pueden explicar como a
pesar de tener concentraciones altas en plasma, estas lipoproteinas pueden

contribuir a la desestabilizacion y ruptura de la placa aterosclerética (32).

1.3 Hipertrigliceridemia postprandial

La relacion entre hipertrigliceridemia y el riesgo de enfermedades cardiovasculares
es aun controversial. Algunos estudios muestran que la concentracion de
triglicéridos es un factor independiente de riesgo para desarrollar alguna
enfermedad cardiovascular, aunque existen inconsistencias al respecto. Por tal
razon, la mayoria de las guias clinicas contindan enfocandose en la disminucién
de c-LDL como meta terapéutica (11, 35). Algunas evidencias recientes apoyan
los mecanismos proaterogénicos de los triglicéridos; en un estudio prospectivo con
26,509 mujeres jovenes sanas se demostro que los triglicéridos se asocian con el
riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares, incluso después de ajustar por
edad, presion arterial, consumo de tabaco y terapia hormonal de reemplazo (36).
En un metaanalisis de 68 estudios prospectivos (302,430 personas), la
hipertrigliceridemia, ajustado por género y edad, mostr6 una asociacion
significativa con la enfermedad cardiovascular y el evento vascular cerebral (32).
Sin embargo, esta asociacion se atenu6 después de ajustar por c-HDL; ademas, la
hipertrigliceridemia en ayuno esta asociada a disminucién de los niveles de c-HDL
y un incremento de los niveles de particulas LDL pequefas y densas que pueden
penetrar el endotelio vascular mas facilmente y formar parte de la placa
aterosclerosa (37).

En la mayoria de los estudios mencionados previamente, s6lo se analizaron los
niveles de triglicéridos en ayuno. Algunos estudios prospectivos sugirieron que la
evaluacion de riesgo de EAC utilizando los niveles de triglicéridos en ayuno podria
subestimar la magnitud del riesgo asociado porque esta variable no toma en
cuenta el potencial aterogénico de la lipemia postprandial (38). Varios estudios
sugieren que niveles elevados de triglicéridos postprandiales pueden incluso ser

un mejor predictor de eventos coronarios que los niveles en ayuno (39-42). Esto
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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
caracterizadas por contener méas del 90% de su masa seca como triglicéridos, una
molécula de Apo B48, y Apo Al (12). Los quilomicrones son exportados por el
aparato de Golgi a través de la membrana basolateral y transportados por la linfa,
en donde adquieren Apo Cll y Apo E y se separan de la Apo Al dando lugar a HDL
de origen intestinal, hasta alcanzar el torrente sanguineo. En la circulacion, los
quilomicrones son transformados en remanentes debido a la accion lipolitica de la
lipasa lipoproteica (LPL) activada por su cofactor proteico, la Apo CIl. 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 sélo 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-BI) y el “LDL-receptor- related protein-1” (LRP-1) (43) . Se ha
propuesto que las lipoproteinas que contienen Apo B48 y Apo B100 son
componentes de la placa aterosclerosa (44, 45).

Durante la lipemia postprandial existe cambios en el nUmero y composicion de las
lipoproteinas circulantes, asi como efectos inflamatorios. Estos incluyen un
incremento de la expresion de genes pro-inflamatorios en las células endoteliales
y activacion del sistema del complemento (39, 46). Con respecto a los cambios en
lipoproteinas, existe principalmente un incremento en el nimero de remanentes de
lipoproteinas, VLDL, acidos grasos libres y particulas de LDL pequefias y densas
(47). En estas condiciones, el endotelio sufrirhd una exposicién prolongada a dichas
lipoproteinas que pueden penetrar al espacio subendotelial, resultado en la
formacion de células espumosas y aterosclerosis. Por lo tanto, si la estructura de

las HDL se altera durante el postprandio, la funcion anti-aterosclerosa sera
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igualmente afectada. En efecto, es posible que la magnitud de la trigliceridemia
postprandial a partir de una cierta concentracion pueda afectar la estructura de las
HDL como lo han sugerido estudios recientes de nuestro laboratorio (48). De esta
manera, se generarian HDL disfuncionales a partir de ciertos niveles de
triglicéridos 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.

Por ese motivo, se postula que el incremento postprandial de triglicéridos puede
representar un factor de riesgo cardiovascular. Por ultimo, existe una variabilidad
intra-individual muy importante en la medicion de triglicéridos, especialmente en
niveles postprandiales. Ademas, no existe un método 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.

1.4 Antioxidantes naturales y su relacion con las HDL

El consumo de polifenoles proveniente de extractos de frutas y plantas,
incrementa los niveles antioxidantes en plasma los cuales protegen a la
vasculatura, mejoran los perfiles lipidicos, presién sanguinea y niveles de c-HDL.
Se ha establecido que la oxidacién de las LDL constituye una clave para el
desarrollo de eventos inflamatorios y de aterogénesis. Los mecanismos de
oxidacion de las LDL in vivo involucran modificaciones en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de cloro (ERC) (49,
50). Para tratar de revertir este efecto se han administrado, en dosis
fisiolégicamente relevantes, antioxidantes como vitamina C y E que han
demostrado proteger parcialmente de la oxidacién a las LDL in vivo (51). Las HDL
tienen importantes propiedades antioxidantes y antiinflamatorias debido a que
pueden adherirse e inhibir la propagacion de lipidos oxidados. Esta propiedad
puede ser atribuida a la paraoxonasa-l1 (PON1), al Factor de activacion

plaquetaria de acetilhidrolasa (PAF-AH), la glutation selenoperoxidasa y Apo-Al
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principalmente, que pueden remover lipidos oxidados de las LDL (52). Ademas, se
ha encontrado que pueden participar otras apolipoproteinas que estan en menor
proporcion pero que también presentan actividad antioxidante como la Apo All,
Apo AlV, ApoE y Apo J Apo L-1 y Apo F (53). Las subclases de las HDL3 han
mostrado tener una mayor actividad de PON1, PAF-AH y LCAT, asi como una
mayor composicion de Apo J, Apo L-1 y Apo F (54), ademas de presentar una
mayor capacidad de inhibir la expresion de moléculas de adhesién, aunque sigue
siendo poco claro si esto tenga que ser directamente atribuido a su compaosicion
proteica diferente a las subclases méas grandes (55-57). En consecuencia, se ha
propuesto que mejorando o restaurando la funcién antioxidante de las HDL
podrian disminuir efectos citotoxicos, apoptéticos o de liberacién de citocinas; sin
embargo, la elevaciéon de las concentraciones de HDL a través de las terapias
farmacoldgicas no han tenido impacto en la morbilidad y mortalidad en pacientes
con SICA (22).

1.5 Paraoxonasa-1 (PONL1) y su relacién con enfermedades cardiovasculares

La paraoxonasa-1 (PON1) (EC 3.1.8.1), es una esterasa dependiente de calcio
qgue hidroliza ésteres aroméaticos. Cuando la actividad enzimatica es determinada
utilizando paraoxdn como substrato, la activividad de la enzima se denomina
actividad de paraoxonasa, mientras que la actividad determinada utilizando
fenilacetato se denomina arilesterasa. La PON1 se sintetiza en el higado de los
mamiferos, circula por la sangre unida a las Apo Al y Apo J de las HDL, y su
expresion se inhibe por estimulos proaterogénicos (58).

Algunos estudios sugieren que un incremento en la actividad de PON1 esta
asociado con la reduccion de la placa aterosclerosa y que los bajos niveles de
actividad enzimatica son considerados como un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de eventos coronarios y otras enfermedades metabdlicas (59,
60). La expresion del gen PONL1 es inhibida por condiciones proaterogénicas y es
alterada por factores como la dieta, actividad fisica, farmacos y factores genéticos

(61). Se ha estudiado el posible papel de PON1 en la preservacion de la integridad
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y actividad antioxidante de las HDL y su papel relevante en procesos de
detoxificacion y de aterosclerosis, no solo participando con las HDL sino también
en otras lipoproteinas como los Qm generados en el postprandio que podrian
ayudar a la remocion de lipidos oxidados (62, 63). En estudios epidemiolégicos, se
ha determinado que los polimorfismos de PONL1, influyen sobre su actividad y
concentracion, ademas de contribuir en la variaciéon de los niveles de HDL (64,
65), por lo que la preservacion de las particulas de HDL puede tener un papel
benéfico para la actividad y expresion de PON1 (66, 67). Otra accion
cardioprotectora de PON1 es la capacidad de hidrolizar tiolactonas de
homocisteina, la cual se ve reflejado en el desarrollo de disfuncion endotelial y
dafio vascular (68).

A pesar de la fuerte relacién de las HDL con PONL, la concentracion de HDL y la
actividad de la enzima no siempre se correlacionan (65). Una variedad de diversos
factores no-genéticos parecen influir en la actividad y concentracion sérica de
PON1 por ejemplo, bajo condiciones de estrés oxidativo la actividad de PONL1
disminuye significativamente y esta disminucién puede ser compensada por el
consumo de antioxidantes dietarios como los polifenoles u otros componentes
bioactivos que probablemente mantienen la integridad de la enzima. El consumo
moderado de alcohol, vitamina C y vitamina E incrementan los niveles de PON1

en humanos y animales (69, 70).

1.6 Disfuncion endotelial y el efecto del consumo de antioxidantes

El endotelio es una monocapa de células que recubre la pared luminal de los
vasos sanguineos, conectada por uniones intercelulares que, entre otras cosas,
restringe el trafico de macromoléculas entre la sangre y la pared vascular (4).
Puede desempefar funciones antitrombdticas como la inhibicion de la adhesion
plaquetaria y la coagulacion, y regula el sistema fibrinolitico; controla el tono
muscular y proliferacion a través del monitoreo de la actividad de las células del
musculo liso. Por udltimo, modula el transito de macromoléculas como las

lipoproteinas y la adhesion de leucocitos a la pared arterial (71). Hay diversos
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factores que pueden modificar las funciones del endotelio y provocar lo que se le
conoce como disfuncion endotelial; ésta se puede definir como un desequilibrio en
la biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial que predispone a la
inflamacion, la vasoconstriccion y el incremento de la permeabilidad vascular, y
que puede facilitar el desarrollo aterosclerosis, agregacion plaquetaria y trombosis.
El endotelio es una monocapa de células que recubre la pared luminal de los
vasos sanguineos, conectada por uniones intercelulares que, entre otras cosas,
restringe el trafico de macromoléculas entre la sangre y la pared vascular. Puede
desempefiar funciones antitrombdticas como la inhibicion de la adhesion
plaquetaria y la coagulacion, y regula el sistema fibrinolitico; controla el tono
muscular y proliferaciéon a través del monitoreo de la actividad de las células del
musculo liso (72, 73). Por ultimo, modula el transito de macromoléculas como las
lipoproteinas y la adhesién de leucocitos a la pared arterial (74). Hay diversos
factores que pueden modificar las funciones del endotelio y provocar lo que se le
conoce como disfuncidén endotelial; ésta se puede definir como un desequilibrio en
la biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial que predispone a la
inflamacion, la vasoconstriccion y el incremento de la permeabilidad vascular, y
que puede facilitar el desarrollo aterosclerosis, agregacion plaguetaria y trombosis.
Uno de los factores que se han asociado también a la disfuncién endotelial son las
concentraciones plasmaticas elevadas de colesterol asociado a las lipoproteinas
de baja densidad (c-LDL), que son ademas un factor de riesgo de aterosclerosis y
cardiopatia isquémica. Se ha observado que los valores elevados de las LDL
alteran las funciones tanto de las células endoteliales como de las células del
musculo liso y monocitos. Las LDL alteran la funcion endotelial debido a que
producen una respuesta disminuida de la dilatacion dependiente de endotelio (75)
y un incremento de las moléculas de adhesion. En células endoteliales en cultivo,
concentraciones elevadas de c-LDL (> 160 mg/dl) provocan cambios en el
metabolismo del acido araquiddnico (7), alteran la produccién de 6xido nitrico (NO)
y radicales libres (76) e incrementan la expresion de moléculas de adhesion per

Se.
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La disfuncion endotelial es una de las primeras manifestaciones tanto de la
hipertension como de la aterosclerosis (77). Uno de los factores que se han
asociado también a la disfuncion endotelial son las concentraciones plasmaticas
elevadas de c-LDL, que son ademas un factor de riesgo prematuro de
aterosclerosis y cardiopatia isquémica; se ha observado que los valores elevados
de las LDL alteran las funciones tanto de las células endoteliales como de las
células del masculo liso y monocitos. Las LDL alteran la funcion endotelial debido
a que producen una respuesta disminuida de la dilatacion dependiente de
endotelio y un incremento de las moléculas de adhesion (78). Se ha propuesto que
las concentraciones aterogénicas de c-LDL (> 160 mg/dl) provocan cambios en el
metabolismo del 4cido araquiddnico y alteran la produccion de éxido nitrico (NO) y
radicales libres, incrementando la expresién de moléculas de adhesion per se (79).
Las HDL promueven la funcién del endotelio vascular mediante un mecanismo
anti-inflamatorio, regulando la expresion de las moléculas de adhesion celular
ICAM1, VCAM vy selectinas. Asimismo, las HDL favorecen la accion de la 6xido
nitrico sintasa (NOs) al aportar esfingosina 1-fosfato (S1P) y colesterol
indispensable para las balsas lipidicas (lipids-rafts), en donde se ensambla la NOs,
con lo que se incrementa la cantidad de NO (80).

Sin embargo, se ha reportado que las mujeres pueden llegar a presentar signos y
sintomas cardiovasculares diferentes a los hombres, principalmente relacionados
con la disfuncién endotelial-vasoespasmo, es decir, llegan a presentar un infarto
agudo al miocardio en ausencia estenosis aterosclerosa en cualquier arteria (81);
asimismo, se ha observado que mujeres con presencia de sintomatologia de
isquemia miocardica, tienen mas probabilidades de tener una enfermedad
coronaria no obstructiva, como se puso en evidencia con el estudio de Evaluacién
del Sindrome Isquémico en Mujeres (WISE, por sus siglas en inglés); en un
seguimiento durante una década demostr6 que las mujeres sin enfermedad
coronaria obstructiva, tenian un mayor riesgo de muerte o de infarto al miocardio
(82).

Por otra parte, se ha evidenciado que el consumo de alimentos, principalmente

ricos en antioxidantes como los polifenoles, pueden ayudar a mejorar la
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vasorrelajacion (83, 84). Este efecto posiblemente dependiente de las activacion
de la via Akt/eNOS, una disminuciébn en la expresion de la proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), disminucién del dafio oxidativo en las
arterias coronarias y en general una disminucion del estrés oxidativo sistémico
(85, 86).

1.7 Granada roja (Punica granatum L)

La granada es un fruto que pertenece a la familia de la punicaceas, sus partes
comestibles son consumidas en fresco o usadas para la preparacion de jugo
fresco, bebidas enlatadas, jaleas, mermeladas, elaboracion de pastas, también se
usa como colorante o saborizante en diferentes productos (87). La granada ha
tomado considerable importancia debido a su aporte nutricional y componentes
que proveen beneficios fisioldégicos y juegan un papel importante en la prevencion
de enfermedades o en disminuir la progresion de enfermedades cronicas (88-90).
En afios recientes, se ha incrementado el interés de consumidores, investigadores
y de la industria alimentaria, por el fruto y su aplicacién en la salud.

El fruto de la granada esta constituido por corteza, semillas y arilos. Otro producto
muy importante obtenido del fruto es el jugo que puede ser obtenido de los arilos o
del fruto total (91). La composicion quimica del fruto, dependera de la region de
crecimiento, el cultivo, clima, maduracion, practicas de cultivo y las condiciones del
almacenamiento. En consecuencia, se han reportado variaciones significativas en
los &cidos organicos, componentes polifendlicos, azucares, vitaminas
hidrosolubles y minerales que contiene el fruto de la granada. Diversos estudios
han resaltado su capacidad antioxidante, debido a su alto contenido en
polifenoles, tales como taninos hidrosolubles, flavonoides y acido elagico (Tabla 1)
(92, 93).

Alrededor del 50% del peso del fruto es corteza, la cual es una importante fuente
de componentes bioactivos como polifenoles, elagitaninos, flavonoides vy
proantocianinas, son abundantes los minerales como potasio, nitrégeno, calcio,

fésforo, magnesio y sodio, ademas de contener carbohidratos complejos. La parte
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comestible del fruto de granada (alrededor del 50%) consiste en 40% arilos y 10%
de semillas (94). Los arilos contienen 85% agua, 10% azUcares totales,
mayormente fructosa y glucosa, 1.5% pectina, acido ascorbico, acido citrico y
acido malico; componentes bioactivos como polifenoles y flavonoides (93). Las
semillas son ricas en lipidos principalmente, estos comprenden del 12% al 20%
del peso total de las semillas. El aceite proveniente de las semillas se caracteriza
por tener un alto contenido en acidos grasos poliinsaturados (n-3) como el acido
linoleico, a-linolénico, acido punicico, acido oléico, acido estearico y acido
palmitico. La presencia de una gran cantidad de componentes polifenélicos
flavonoides y taninos del fruto de granada asegura el alto valor nutricional (95, 96).

Tabla 1. Principales constituyentes del fruto de la granada roja

Componente de la ]
Constituyente

Granada
Antocianinas, glucosa, acido ascorbico, acido galico, acido elagico, acido
Jugo de granada cafeico, catequina, quercetina, aminoacidos y numerosos minerales,
principalmente hierro.
Aceite de semilla Acido punicico (60-80%), acido elagico, acidos grasos y esteroles.
Punicalaginas fendlicos, acido galico y otros acidos grasos, catequina,
Pericarpio (cascara) epigalocatequina galato (EGCG), quercetina, rutina y otros flavonoides,

flavonas, flavononas y antocianidinas.

) Taninos (punicalina y punicafolina), glucésidos de flavona, incluyendo
Hojas de la granada . o
luteolina y apigenina.

Acido gélico, acido ursdlico, tritepernoides, incluyendo maslinico y acido
Flor de la granada . ) ) B
asiatico y otros constituyentes no identificados.

Raiz y corteza Punicalina y la punicalagina y diversos alcaloides de piperidina.

Se ha reportado que la capacidad antioxidante del jugo de granada (JG) es tres
veces mas alta que las del vino tinto y el té verde, basado en la evaluacion de
busqueda de radicales libres y la capacidad de oxido-reduccion de éstos (97-99).

El JG también ha mostrado tener niveles significativamente mas altos de
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antioxidantes en comparacién con jugos de frutas cominmente consumidas como
el zumo de uva, arandano, toronja y naranja (100).

El fruto de granada puede ser considerado un alimento funcional por el valor
nutricional y bioquimico que tiene cada uno de sus componentes en diferentes
partes del fruto que muestran tener efectos fisioldgicos (101). Estos pueden actuar
como antioxidantes principalmente y mejoran el estado cardiovascular. Gouédard
et al. en el afio 2004, mostraron que los polifenoles ingeridos en la dieta
incrementa la expresion genética de PON1 por un mecanismo dependiente de un
receptor arilhidrocarbonado (69). Esto se ha demostrado también en el consumo
de resveratrol, que en la dieta se ha asociado con efectos benéficos en
enfermedades cardiovasculares, por las propiedades antioxidantes que posee,
como la modulacion de la expresidn genética de la PON1, incrementando la
actividad de ésta (69, 102).

El consumo de JG resulta en inhibicion en el desarrollo de placas ateroscleréticas
en las arterias carotidas (103, 104). Por otro lado, el consumo de granada induce
la relajacion de endotelio mediada por NO a través de un mecanismo que
involucra la activacion endotelial de Akt y la fosforilacion de eNOS en la Serl177
promoviendo la vasorrelajacion (105). Todos estos efectos que se han atribuido al
consumo de polifenoles provenientes de la granada roja que se ven reflejados en
la mejora de la isquemia miocardica inducida por estrés y que se ha detectado en
pacientes con enfermedad coronaria (106) asi como la reduccion de la placa
aterosclerotica observada en pacientes con estenosis de la arteria carétida (107).
Esta evidencia cientifica muestra a la granada y a sus componentes polifendlicos
como una opcién para mantener la funcionalidad de las HDL y/o el tratamiento
concomitante de las complicaciones de enfermedades cardiovasculares.

Sin embargo, la granada roja es un fruto de temporada y no es posible tener
acceso al fruto durante todo el afio; como la mayoria de los alimentos su
aplicacién y eficacia depende de la estabilidad y biodisponibilidad de sus
componentes y es dependiente de su vida de anaquel, por lo que se han
desarrollado diversas técnicas y materiales de encapsulacion de compuestos

bioactivos como polifenoles, flavonoides y vitaminas que mejoren la liberacion
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parcial durante su transito por el aparato digestivo (108, 109). En este proyecto se
propuso la utilizacion de una microencapsulado de granada roja (MEGR) a partir
del jugo y la semilla de los arilos con la finalidad de tener un producto estable y
con mayor vida de anaquel que pueda conservar los compuestos de la oxidacion y

sus propiedades funcionales como las que se han reportado con el jugo fresco.
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2. Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud publica en México
y en el mundo (1), teniendo mayor prevalencia la hipertension y la aterosclerosis,
dentro de los grupos de riesgo estan las mujeres después de la transicion a la
menopausia, en quienes se ha encontrado un incremento en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. La isquemia coronaria en este grupo de
pacientes incrementa el dafio oxidativo por especies reactivas de
oxigeno/nitrogeno causando disfuncion endotelial, proliferacion y contraccion
muscular junto con desestabilizacion de la placa aterosclerética (35). Otros
estudios relacionan la transicion de la menopausia con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y la disminucion de estrogeno que resulta en
cambios en el perfil lipidico en plasma, principalmente en el aumento de los
niveles de c-LDL y la disminucién del c-HDL (32, 37). Hoy en dia existe
controversia entre la relacion de los niveles de triglicéridos y la aparicion de
enfermedades cardiovasculares; esto se debe la alta variabilidad biologica
interindividual de la concentracion de los triglicéridos. Una de las hipétesis mas
aceptadas es la que sugiere que los triglicéridos reflejan un incremento y/o un
catabolismo inadecuado postprandial de las lipoproteinas ricas en triglicéridos y
lipoproteinas remanentes, que ya han sido probadas como un factor de riesgo
independiente para eventos coronarios recurrente y muerte cardiaca repentina (11,
35, 37, 48).

Por lo anterior, es fundamental estudiar los cambios en los procesos fisiol6gicos y
bioquimicos que hay en mujeres premenopausicas en relacion al perfil lipidico.
Asimismo, estudiar desde el punto de vista nutricional las enfermedades
cardiovasculares ya que la alimentacion y determinados alimentos en particular
pueden ayudar a disminuir o prevenir el riesgo de desarrollar estas enfermedades.
En este estudio se considera la utilizacion de un microencapsulado de granada
roja (MEGR), como una alternativa de tener al alcance y conservar todas las
propiedades antioxidantes y nutricionales del fruto de manera inocua para
contribuir a la reduccién del estrés oxidativo y la aterosclerosis como se ha

demostrado en estudios previos en modelos humanos y murinos (69, 101-104).
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3. Hipotesis

Las pacientes postmenopausicas con SICA generan HDL disfuncionales, en ayuno
0 en postprandio y este efecto es atenuado por la suplementaciéon con

microencapsulado de granada roja (Punica granatum L).

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Caracterizar la estructura y efecto sobre el endotelio de HDL que se generan en
ayuno y postprandio, aisladas de plasma de un modelo animal sano y en mujeres
postmenopausicas que hayan presentado SICA recientemente, y establecer el
efecto que tiene la suplementacion de microencapsulado de granada roja sobre

estas lipoproteinas.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar los cambios en el perfil bioquimico en conejos Nueva Zelanda
sanos y de las pacientes antes y después de ser suplementadas con
granada roja.

e Describir la composicién de las subclases de las HDL en conejos Nueva
Zelanda sanos, antes y después de ser administrado el MEGR

e Describir la composicion de las subclases de HDL durante la trigliceridemia
postprandial en mujeres postmenopausicas que hayan presentado SICA
recientemente, antes y después de ser suplementadas con granada roja.

e Establecer la actividad de PON1 en las pacientes durante la trigliceridemia
postprandial y en conejos Nueva Zelanda sanos antes y después del

tratamiento con granada roja
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Estudiar el efecto de las HDL generadas en conejos Nueva Zelanda sanos
sobre la contractilidad de anillos de aorta en camara de organo aislado,
antes y después de ser suplementados con MEGR.

Estudiar el efecto de las HDL postprandiales generadas en mujeres con
SICA sobre la contractilidad de anillos de aorta de rata en camara de

organo aislado antes y después de ser suplementadas con MEGR
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5. Materiales y métodos

5.1 Metodologia para el estudio en conejos sanos

Para probar si el MEGR conserva las propiedades del jugo fresco de granada
roja, se realizé un primer estudio en conejos Nueva Zelanda machos y sin

alteraciones metabodlicas.

5.1.1 Disefo del estudio

Se realizé un estudio experimental controlado, prospectivo, aleatorizado y a

conveniencia para el nimero de animales de estudio.

5.1.2 Animales de estudio

La muestra de estudio se conformé de 6 conejos Nueva Zelanda machos sanos de
6 meses de edad, con un peso de 2.5-3 kg. Se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura, ciclo luz-oscuridad (12 h) y recibieron alimento

comercial y agua ad libitum.

5.1.3 Administracion del MEGR en conejos sanos

Las granadas fueron recolectadas en el Valle del Mezquital, Hidalgo, México,
fueron seleccionadas, lavadas y peladas. Los arilos frescos de las granadas
fueron molidos y tamizados en un laboratorio para remover particulas mas
grandes a 0.55 mm. El liquido resultante fue secado a 50 + 0.5 °C. El material
seco fue pulverizado una vez mas para obtener un polvo mas fino. Posteriormente,
se realizd un extraccién con etanol: agua a una proporcion de 1:1 (v/p) y el
extracto fue colocado en un cuarto a temperatura ambiente durante 2 horas. El

extracto fue filtrado a través de un papel filtro de microfibra de vidrio. El extracto
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filtrado se evapord utilizando un rotaevaporador a 50°C para la eliminaciéon del
etanol.

Maltodextrina-dextrosa 16.5-19.5 (Amfher Foods, S.A. de C.V., Ciudad de México,
México) y goma arabiga (Sigma—Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fueron
utiizados como componentes encapsulantes; ambos se dispersaron
individualmente en agua hasta alcanzar un contenido sélido del 10%. La solucion
de los materiales encapsulantes se prepar6 mezclando la maltodextrina y goma
arabiga en una proporcion de 4:1 (v/v). La solucidon encapsulante se combiné con
el extracto de arilos y se homogeneizaron durante 10 minutos a 8,000 rpm a 60° C
en un agitador magnético. Posteriormente, el homogeneizado se secd por
pulverizacion en un minidesecador por atomizacion Blichi B-191 en un cuarto de
temperatura del aire de entrada de 110°C y un flujo de bomba de 600 mL/min. El
polvo del MEGR mostro tener una gran estabilidad y fue almacenado en oscuridad
en un cuarto a temperatura ambiente y libre de humedad para conservar sus
propiedades nutricionales hasta su uso. Una vez que las condiciones fueron
estandarizadas, el MEGR fue producido a escala industrial por Granding
International, S.A. de C.V., Jiutepec Morelos, México.

El MEGR se administré a los conejos en solucién por via oral usando una cénula,
a una dosis de 1 g/d disuelto en 3 mL de agua, durante 30 dias. Para llevar a cabo
el analisis del efecto de la suplementacion, se realizaron dos tomas de muestra
sanguinea mediante puncién en la arteria central de oreja (20 mL/ conejo). Una
toma basal al inicio de la suplementacién (dia 0) y una final al dia 30 de la
suplementacién. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 RPM por 15 min y se
obtuvo el suero y plasma EDTA. Se almacenaron en tubos Eppendorf de 500 pL a

-70° C hasta ser utilizadas en los andlisis correspondientes.

5.1.4 Concentracién plasmatica de lipidos en conejos sanos

Las concentraciones plasmaticas de colesterol total, asi como triglicéridos, se
determinaron por métodos enzimaticos colorimétricos comerciales (Randox®,

Reino Unido). Para la determinacion de los lipidos asociados especificamente a
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las HDL se realiz6 mediante precipitacion a partir de plasma de manera selectiva
las lipoproteinas que contienen Apo B (VLDL,LDL, IDL) con un reactivo comercial
gue contiene heparan sulfato de manganeso a razon de 100 pL de plasma por 250
ML de reactivo precipitante (110, 111). Se centrifugaron a 3,000 RPM durante 15
minutos. Para la determinacién de la concentracion en plasma de c-HDL, Tg-HDL
(Randox Laboratories LTD) y fosfolipidos de HDL (FFL-HDL) (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd, Osaka, Japon) por medio de los ensayos enzimaticos
colorimétricos, se utilizo la fase liquida obtenida, que contenia la fraccion HDL de
la muestra. La absorbancia fue leida a 600 nm en un espectrofotometro
(BECKMAN COULTER DU® Uv/Vis Spectrophotometer; Alemania).

5.1.5 Aislamiento y analisis de la composicion proteica de las HDL en

conejos sanos

Las HDL fueron aisladas mediante ultracentrifugacion secuencial usando
soluciones de densidad, como previamente se ha descrito (112). Las HDL
recuperadas fueron dializadas usando 0.09 M Tris/0.08 M &cido bérico/3mM buffer
de EDTA, pH 8.4. Para la separacién de las fracciones aisladas por su radio
hidrodindAmico, se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes con un gradiente 3-30% y 25 ug de proteina de HDL (113). Los
geles fueron escaneados y tefidos con azul de Coomassie R-250 en un
densitometro calibrado GS-800 para detectar proteinas (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Los tamafos de las subclases de las HDL (diametro de
Stoke) fueron determinados por analisis densitométrico, considerando los
siguientes intervalos de tamarfos: HDL 3c, 7.94-8.45 nm; HDL 3b, 8.45-8.98 nm,;
HDL 3a, 8.98-9.94 nm; HDL 2a, 9.94-10.58 nm; HDL 2b, 10.58-13 nm. Para
delimitar las subclases de las HDL, se utilizaron proteinas globulares como
referencias de diametro: tiroglobulina 17 nm; ferritina 12.2 nm; catalasa 10.4 nm;
lactato deshidrogenasa 8.2 nm; albumina 7.1 nm; (kit de calibracion de alto peso

molecular, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). Cada subclase
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fue medida usando el programa VisionWorks version 8.20 y expresado como
porcentaje total de HDL del &rea del densitograma (113).

5.1.6 Determinacién de la actividad de la PON1 en suero de conejos sanos

Se determiné la actividad PON1 en el suero de los conejos utilizando fenilacetato
como sustrato. El suero se llevo a una dilucién 1:40 con amortiguador ARE (Tris
20 mM y CaCl, 0.9 mM, pH 8.0) y se preparo la solucion de trabajo que contenia
15 mL de buffer ARE 1X + 1.9 pL de fenilacetato. Se colocaron en una celda de
cuarzo 20 pL de muestra y 1mL de buffer ARE y la cinética de hidrdlisis del
sustrato se determind en un espectrofotometro (BECKMAN COULTER DU 730®
UV/Vis Spectrophotometer; Estados Unidos), durante 3 minutos. Como control se

utilizé suero humano.

5.1.7 Reactividad vascular en anillos de aorta de conejos sanos

El efecto de las HDL sobre la funcion endotelial de forma directa fue evaluada
usando anillos de los conejos suplementados, colocados en camara de érgano
aislado como previamente se ha descrito (114). Los anillos de aorta fueron
incubados con HDL aisladas a una concentracion 50 mg/dL de colesterol en
solucion de Krebs (NaCl 118.1 mM, KCI 4.7 mM, MgSO,4 1.2 mM, KH,PO, 1.20
mM, CaCl, 2.5 mM, NaHCO3; 25.0 mM, glucosa 11.1mM a un pH 7.4), con
burbujeo constante con 95% O,, a 37°C durante una hora. Después del periodo de
equilibrio de 2 horas, los anillos de aorta fueron pre-contraidos con fenilefrina
(3x10™ M). La relajacion mediada por endotelio (vasorrelajacién) fue evaluada con
una curva de dosis-respuesta de acetilcolina (5x10™° a  8x107’ M). Las
contracciones fueron medidas isométricamente con un transductor de
desplazamiento de fuerza FT-300 acoplado a un poligrafo (Model 7D, Grass
Medical Instruments, Quincy, MA, USA). Todos los experimentos se corrieron por
duplicado y la relajacion de los anillos de aorta fueron expresados como

porcentaje de pre-contraccion con fenilefrina (114).
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5.2 Metodologia para el estudio en mujeres con SICA

A continuacién se evalud la suplementacion con MEGR durante 30 dias en
mujeres con Sindrome Isquémico Coronario Agudo (SICA), tanto en ayuno como
durante el postprandio después de la ingesta de un alimento con alto contenido en
lipidos.

5.2.1 Diseio del estudio

Se trata de un estudio de intervencién de tipo antes-después de la intervencién. La
muestra quedd conformada por mujeres postmenopdausicas con infarto previo.
Este estudio fue desarrollado siguiendo los lineamientos de la Declaracion de
Helsinki y aprobacion del Comité de Etica del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” con el numero de registro 16-969. Todas las pacientes firmaron

el un consentimiento informado correspondiente antes del inicio del estudio

5.2.2 Poblacién de estudio

Este estudio se incluyeron 11 pacientes, mujeres, diagnosticadas con Sindrome
Isquémico Coronario Agudo (SICA) reclutadas en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”’. Las pacientes completaron una historia clinica, asi
como cuestionarios sobre los estilos de vida, medicacién a la cual estaban
sometidas y habitos dietarios que incluyeron un cuestionario de 24 horas de
alimentacion y frecuencia de alimentos. Se realizaron determinaciones

antropomeétricas llevadas a cabo por personal estandarizado.
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5.2.2.1 Criterios de inclusion

Mujeres postmenopausicas del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

gue hayan tenido un infarto en el altimo afio.

5.2.2.2 Criterios de exclusion

Mujeres fumadoras activas, o que presentaran afeccion hepética, tiroidea o renal,

determinadas por alteracion del perfil bioquimico o antecedentes clinicos.

5.2.2.3 Criterios de eliminacion

Mujeres con retiro voluntario, con un apego menor al 50% a la dieta proporcionada

y al tratamiento con el microencapsulado de granada roja.

5.2.3 Tamario de la muestra

El tamafio de la muestra es por conveniencia y se determind con base a las
pacientes que aceptaron participar consecutivamente en el estudio hasta obtener
datos que permitieran obtener diferencias estadisticamente significativas. El
estudio se llevé a cabo en el banco de sangre, asi como el laboratorio de
“Metabolismo de lipidos” del departamento de Biologia Molecular en el anexo de

investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.
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5.2.4 Implementacion de un alimento alto en lipidos

Las participantes realizaron dos visitas, en cada visita recibieron en una sola toma,
un alimento especificamente disefiado para, generar que las concentraciones
plasmaticas basales de triglicéridos dupliquen su valor durante el postprandio. Se
trata de una comida de 1000 calorias, baja en carbohidratos, alta en proteinas y

lipidos que fue consumido en un lapso de 15-20 minutos (Tabla 2).

Tabla 2. Informacion nutrimental del sdndwich utilizado para la intervencion en el estudio

HC Proteinas Lipidos AGS AGM AGP Colesterol  Sodio
@) (9) (9) (9) (9) (@) (mg) (mg)

Alimento Cantidad Kcal

Queso de
60g 223 0 6 22.2 12 11 3 60 0
puerco
Tocino 409 88 0 1.4 9.2 3 3.8 1 54 273.6
Huevo 1 pieza 90 0.3 5.5 7.2 3 3 2 240 86.4
Mantequilla
69 47 0 0 5.3 3 1 0.1 14.2 0.6
s/sal
Queso
136 g 426 4.05 34.65 29.7 21.5 5 1.2 116.1 ND
Oaxaca
Pan
integral de 2 piezas 134 25.2 4.8 2 0.4 0.8 0.8 0 248
caja
TOTAL 1008 29.55 52.35 75.6 42.9 24.6 8.1 435.7 ND

Kcal: kilocalorias; HC: carbohidratos; AGS: Acidos grasos saturados; AGM: Acidos grasos monoinsaturados;
AGP: Acidos grasos poliinsaturados.
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5.2 5 Suplementacién del MEGR en mujeres con SICA

Se le proporcioné a cada una de las mujeres participantes en el grupo de estudio
una cantidad de 600 g de microencapsulado de granada roja para 1 mes de
tratamiento diario (20 g/d); ademas, se les capacito para la toma adecuada vy llevar
un registro de la cantidad diaria consumida para disminuir en lo mayor posible el

sesgo del consumo durante el mes de tratamiento.

5.2.6 Obtencion de las muestras

Se obtuvieron las muestras de sangre venosa de las voluntarias en ayuno y
después de consumir el alimento (0, 4, y 8 h). Las muestras fueron recolectadas
en tubos con EDTA como anticoagulante para plasma y en tubos sin
anticoagulante para suero. Las muestras fueron centrifugadas a 3,000 rpm durante
15 minutos, se separaron el suero o plasma y se almacenaron a -70°C hasta el

momento de su andlisis.

5.2.7 Concentracién plasmatica de lipidos en mujeres con SICA
Las concentraciones plasmaticas de colesterol total y c-HDL, asi como
triglicéridos, se determinaron por métodos enziméticos colorimétricos comerciales
(Randox®, Reino Unido) como se describio anteriormente. Ademas, se incluyo la
concentracion plasmatica de colesterol de baja densidad (c-LDL) se determind

mediante la férmula de Friedewald:

c-LDL= Colesterol total — Triglicéridos / 5 - c-HDL
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5.2.8 Aislamiento y andlisis de la composicion proteica de HDL generadas

en mujeres con SICA

Las HDL basales y postprandiales generadas antes y después de la
suplementacion con MEGR fueron aisladas mediante ultracentrifugacion
secuencial como previamente se describié en la seccion del estudio con conejos

sanos (pagina 22).

5.2.9 Determinacién de la fraccion lipidica de las HDL generadas en

mujeres con SICA

El aislamiento de HDL por ultracentrifugacion secuencial se realizé utilizando los
mismo volumenes de plasma sanguineo y de reactivo precipitante de HDL
descritos en el apartado metodoldgico del estudio con conejos; se evalud de igual
manera la concentracion de c¢-HDL, Tg-HDL y FFL-HDL por ensayos

colorimétricos enzimaticos.

5.2.10 Determinacion de la actividad de la PON1 en mujeres con SICA

Se determiné la actividad PON1 utilizando fenilacetato como sustrato, como se
describié anteriormente. El andlisis se realiz6 en el suero sanguineo de las
mujeres con SICA diluido 1:10 con buffer ARE.

5.2.11 Reactividad vascular en anillos de aorta de rata incubados con HDL

de mujeres con SICA

El efecto de las HDL generadas por las pacientes sobre la funcion endotelial fue
evaluada usando anillos de aorta de rata Wistar en camara de organo aislado,
manteniendo las mismas condiciones de oxigenacion e incubacién descritas

anteriormente. Los anillos de aorta fueron incubados con HDL aisladas de las
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pacientes a una concentracion final de 50 mg/dL de colesterol en solucion de
Krebs.

5.3 Andlisis estadistico

Todos los analisis se realizaron utilizando el programa estadistico SPSS version
24.0 (SPSS Inc. IBM, Chicago, IL, USA). Los valores con una distribucion no
normal de pre y post-suplementacion fueron analizados como medianas con
rango intercuartilar utilizando la prueba de Wilcoxon; para comparaciones
multiples se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Se utilizé la Prueba T de
Student para comparar las medias de pre y post-tratamiento en la funcién
endotelial. Se consideraron valores estadisticamente significativos con una
p=<0.05.
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6. Resultados

6.1 Efecto de la administracion del MEGR en conejos sanos

6.1.1 Efecto del MEGR sobre el perfil lipidico y glucosa en conejos sanos

La Tabla 3 muestra el peso corporal, glucosa y perfil de lipidos de los conejos
antes y después del mes de suplementacion con el MEGR. Hubo un incremento
significativo del 42% en el peso corporal de los conejos. Asimismo hubo una
disminucion significativa del 21%, 24% y 27% de los niveles de colesterol total,
triglicéridos en plasma y Tg-HDL, respectivamente (Tabla 3). Ademas
determinamos los promedios de Tg-HDL/FFL-HDL y c-HDL/FFL-HDL, como
marcadores de la composicion lipidica de las HDL (115); se encontré un aumento
significativo del 16% de la concentracion de c-HDL en plasma y aproximadamente
del 8% de los niveles de FFL-HDL (Tabla 3). De igual manera, el cociente de Tg-
HDL/FFL-HDL disminuy6 significativamente en un 29% después de la

suplementacion con MEGR (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de la suplementacion con MEGR sobre el perfil de lipidos en plasmay

concentracion de glucosa de conejos Nueva Zelanda

MEGR (n=6)
Parametro Pre-suplementacion Post-suplementacion
Peso corporal (kg) 2.1(2-2.2) 3(2.9-3)%
Glucosa (mg/dL) 85.0 (76.8-99.4) 79.9 (73.5-83.2)
Colesterol total
(ma/dL) 52.3 (45.3-71.7) 41.4 (33.9-54.8)%
Triglicéridos (mg/dL) 65.9 (59.2-85.8) 50.5 (46.2-56.8)%
C-HDL (mg/dL) 32.6 (30.6-34.6) 37.6 (34-40.3)°
Tg-HDL (mg/dL) 41.1 (33-49.6) 30.2 (23.5-33.6)%
FFL-HDL (mg/dL) 60.4 (56.1-64) 64.8 (59.3-68)*
Promedios
C-HDL/FFL-HDL 0.54 (0.48-0.64) 0.58 (0.54-0.7)
Tg-HDL/FFL-HDL 0.66 (0.54-0.86) 0.48 (0.35-0.53)%

% p<0.05 pre vs post suplementacion

6.1.2 Efecto del MEGR sobre composicién proteica de las HDL de conejos

sanos

Los cambios en el perfil de lipidos asociados a las HDL sugerian un cambio en la
estructura tamafio de estas lipoproteinas después del mes de suplementacion con
MEGR (Tabla 4). A pesar de que no se encontraron cambios significativos, se
observaron tendencias a disminuir la proporcion proteica de las subclases mas

grandes (HDL2b) y un aumento en las subclases pequeiias (HDL3a y HDL3b).
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Tabla 4. Efecto de la suplementacion de MEGR sobre la distribucidn relativa de tamafios de las

HDL generadas por conejos Nueva Zelanda determinada por el porcentaje total de proteina.

Subclases de HDL

(% proteina)

Pre- suplementacion

MEGR (n=6)

Post- suplementacién

HDL 2b

HDL 2a

HDL 3a

HDL 3b

HDL 3c

40.23 (29.32-51.14)

16.91 (14.46-19.35)

28.44 (20.63-36.25)

10.26 (6.55-13.98)

4.13 (2.37-5.9)

35.80 (25.18-46.43)

16.13 (12.28-19.97)

30.83 (26.38-35.27)

12.25 (6.54-17.95)

4.977 (0.87-10.04)

6.1.3 Efecto del MEGR sobre la actividad de la PON1 en conejos sanos

Después de la suplementacion con MEGR se observo un incremento significativo

en la actividad de la PON1 del 13.5 % comparado con la pre-suplementacion

(Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la suplementacion con MEGR sobre la actividad de la PON1 en conejos sanos
Nueva Zelanda. La actividad de la PON1 fue determinada en condiciones basales (cajas blancas) y 30 dias
después de la suplementacion con el MEGR (cajas grises). La mediana es representada con una linea
horizontal y las cajas representan el rango intercuartilar. *Prueba de Wilcoxon con una p< 0.01 entre pre y
post-suplementacion.

6.1.4 Efecto del MEGR sobre la funcion endotelial en anillos de aorta de
conejos sanos

Para evaluar si los cambios en la composicion lipidica de las HDL y el incremento
de la actividad de la PON1 después del mes de suplementacién con MEGR tenia
un efecto sobre la funcionalidad de las HDL, se evalu6 la vasorrelajacion
dependiente de endotelio en anillos de aorta de los conejos en presencia de sus
HDL. Como se muestra en la Figura 4, la vasorrelajacion de los anillos incubados

con las HDL aisladas después de la suplementacion con MEGR fue mas
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significativa en comparacion con los anillos incubados con las HDL antes de la

suplementacion.
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Figura 4. Efecto del MEGR sobre la relajacion mediada por endotelio en anillos de aorta de conejos

Nueva Zelanda sanos. Las curvas representan el porcentaje de relajacion de los anillos de aorta pre-

contraidos con fenilefrina e incubados con HDL aisladas antes de la suplementacion (cuadrados negros) y 30

dias después de la suplementacion con MEGR (triangulos negros) en funcidn del logaritmo de concentracién

de acetilcolina. Cada punto representa la media y el error estandar (EE). Una curva de 6 experimentos

independientes usando anillos de aorta incubados en ausencia de HDL ha sido incluida en cada gréafica

(circulos negros). Prueba t de Student utilizada para comparar pre y post-suplementacion, *p< 0.05.
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6.2. Efecto de la suplementacion con MEGR en mujeres con SICA

6.2.1 Parametros fisiolégicos y nutricionales de las mujeres con SICA

Las caracteristicas clinicas y el balance de ingesta calérica de las pacientes con
SICA incluidas en el estudio, se muestran en la Tabla 5. La ingesta caldrica fue
controlada y fue similar al inicio y después de la suplementacién con el MEGR.
Ademas, se observd una disminucion significativa del 2.3% de circunferencia de
cintura (p<0.05) después de los 30 dias del consumo del MEGR. El uso de
estatinas, beta-bloqueadores e inhibidores de la enzima convertidor de

angiotensina se mantuvieron durante la suplementacion con el MEGR.

6.2.2 Efecto de la suplementacion con MEGR sobre el perfil lipidico y

glucosa en mujeres con SICA

Antes de la suplementacion con el MEGR, la concentracion de triglicéridos
postprandial incrementd significativamente alrededor del 80% y 61% alas 4y 8 h
después del consumo del alimento con alto contenido lipidico, respectivamente, en
comparacion con la condicion en ayuno (Tabla 6). De manera similar, después de
la suplementacion con el MEGR se encontré un incremento significativo de la
concentracion de triglicéridos del 97% a las 4 hy 12% a las 8 h (Tabla 6). Los
valores post-suplementacion de triglicéridos postprandiales fueron 16%, 8% y 42%
mas bajos significativamente a las 0, 4 y 8 h, respectivamente, en comparacion
con los tiempos correspondientes de la pre-suplementacion. Los niveles de
colesterol total también disminuyeron significativamente entre un 8% y 15%
después de la suplementacion con el MEGR en los tres tiempos registrados
(Tabla 6). La concentracion del c-LDL disminuye significativamente con la
suplementacién del MEGR; en condiciones basales disminuyd 27%, asi como 36%
alas 4 hy 35% a las 8 h en el postprandio, comparado con los tiempos
correspondientes de la pre-suplementacion. Los niveles de glucosa mostraron una

tendencia a disminuir en condiciones de ayuno después del consumo del MEGR,
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pero la diferencia no alcanzé diferencia significativa (Tabla 6). La mediana del
area bajo la curva incremental (ABCi) de triglicéridos disminuy0 significativamente
un 9% después del consumo del MEGR (Tabla 6).

Tabla 5. Caracteristicas de las pacientes con SICA

Pre-suplementacion Post-suplementacion

Parametros Basal Basal P
n=11 n=11
Edad (afios) 54 (40-63) 54 (40-63) 1.00
IMC (kg/m?) 26.3 (24.3-30.3) 26.0 (23.5-29.8) 0.105
Circunferencia de cintura 92 (84-100) 91 (83-99)° 0.009
(cm)
PA sistélica (mmHg) 125 (112-143) 120 (116-125) 0.130
PA diast6lica (mmHg) 72(62-82) 74 (61-80) 0.404
Estatinas 8/11
Betabloqueadores 6/11
IECA 3/11
Ingesta de nutrientes
Carbohidratos (%) 50.6 (48.4-52.3) 51.8 (48.9-52.2) 0.640
Lipidos (%) 19.5 (17.2-21.0) 20.3 (18.1-21.9) 0.705
Proteina (%) 27.3 (26.2-29.6) 28.1 (26.1-30.3) 0.810
Calorias (Kcal) 1789.7 (1651.1-1910.3) 1800.6 (1699.0-1953.7) 0.705

Los datos estan expresados en mediana (rango intercuartilar). Prueba de Wilcoxon p<0.05. IECA: Inhibidores

de la enzima convertidora de angiotensina. IMC: indice de masa corporal. PA: Presion arterial
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Tabla 6. Efectos de las suplementacién con MEGR en el perfil de lipidos en plasma y

concentraciones de glucosa en ayuno y a las 4 y 8 h después de haber ingerido un alimento alto en

lipidos.
Tiempo (n=11)
Parametro
Oh 4h 8h
Glucosa Pre  88.3(76.6-125.9) 83.2 (67.9-113.9) 88.9 (76.3-110.4)
(mg/dL) Post  79.7 (73.2-89.0) 88.0 (78.7-95.3) 89.2 (78.2-92.1)
Colesterol total ~ Pre 157.6 (146.5-219.8)  150.9 (139.9-245.8)  141.4 (130.2-254.4)
(mg/dL) Post 133.2 (87.1-140.7) 138.9 (127.2-149.0)°  128.4 (103.3-148.6)°
C-LDL Pre  85.8(69.1-161.1) 73.4 (56.1-160.4) 74.2 (52.1-180.0)
a b C
(mg/dL) post 627 (34.1-88.5) 46.9 (40.6-63.6) 48.2 (34.2-65.3)
Triglicéridos Pre 125.4(119.4-182.3) 226.6 (190.0-344.2)* 202.2 (156.6-322.9)*"
(mg/dL) Post 105.1 (83.5-120.7)* 207.5 (112.5-247.4)>° 117.2 (92.3-197.9)%*¢
ABCi Pre 419.0 (315.3-1011.7)
(h.mg/dL) Post 382.8 (107.3-563.0)"
a a
c-HDL Pre 39.4 (35.7-56.7) 38.0 (31.4-47) 36.6 (33.2-49.2)
a d c,d
(mg/dL) post 439 (40.2:62.6) 39.4 (35.8-53.3) 39.3 (36.8-49.3)
Tg-HDL Pre 17.0 (14.6-25.5) 20.1 (15.8-28.0) 25.3 (16.3-30.8)
cde
(mg/dL) post  19.8(19.4-31.4) 22.9 (20.3-30.8) 29.8 (23.9-36.7)
EEL-HDL pre 894 (75.4-115.4) 93.2 (75.4-103.1) 88.6 (72.1-122.0)
cd.e
(mg/dL) post 959 (80.8-113.0) 90.2 (80.0-103.3) 101.6 (91.2-129.3)
Cocientes
pre 0489 (0.399-0.559)  0.433(0.388-0.464)  0.424 (0.388-0.464)

C-HDL/FFL-HDL p g
0.460 (0.421-0.595)  0.429 (0.395-0.499)°  0.363 (0.337-0.447)"°

Post

Pre 0.217 (0.146-0.287) 0.232 (0.166-0.301) 0.259 (0.201-0.339)
Tg-HDL/FFL-HDL

Post 0.255 (0.194-0.288) 0.234 (0.201-0.396) 0.278 (0.208-0.375)

Los datos son presentados como mediana (rango intercuartilar). Prueba de Wilcoxon # p<0.05 vs. 0h pre-
suplementacion. ® p<0.05 vs. 4h pre-suplementacion. ¢ p<0.05 vs. 8h pre-suplementacion. ¢ p<0.05 vs. Oh

post-suplementacion. © p<0.05 vs. 4h post-suplementacion. f p=<0.05 vs. pre-suplementacion.
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6.2.3 Efecto del MEGR sobre el perfil lipidico de las HDL de mujeres con
SICA

Los niveles basales de c-HDL incrementaron significativamente un 11% después
de los 30 dias de suplementacion con el MEGR (Tabla 6). Durante el periodo
postprandial, se encontr6 una disminucién significativa en la concentracion del c-
HDL en plasma en ambas condiciones de pre y post-suplementacion; sin embargo
los niveles fueron mas elevados después de la suplementacion con el MEGR.
Concomitantemente, la concentracion plasméatica de Tg-HDL incrementd
significativamente a las 8 h del postprandio después de la suplementacion con el
MEGR, mientras que no encontraron modificaciones significativas antes de la
suplementacién (Tabla 6). Finalmente, después de la suplementaciéon con el
MEGR, las concentraciones de FFL-HDL incrementaron significativamente 6% a
las 8 h en comparacion a la concentracién basal después de consumir el alimento
hiperlipidico; asi como un incremento significativo del 15% cuando se comparo
con su tiempo correspondiente (8 h) antes y después de la suplementacion.

Ademas determinamos los promedios de Tg-HDL/FFL-HDL y c-HDL/FFL-HDL,
como marcadores de la composicion lipidica de las HDL (115) (Tabla 6). Después
de la suplementacién, encontramos una disminucion significativa del 6% y 21% en
el promedio de c-HDL/FFL-HDL a las 4 y 8 h, respectivamente, comparado con los
valores en ayuno. En contraste, el promedio del cociente Tg-HDL/FFL-HDL
permanecid sin cambios estadisticamente significativos en cualquier tiempo de

estudio antes y después de la suplementacién (Tabla 6).

6.2.4 Efecto del MEGR en la distribuciéon de los tamafios de las HDL en

mujeres con SICA

Se determind la estructura de las HDL durante la suplementacién con el MEGR
(Tabla 7); comparando la condicion de ayuno (0 h), las subclases HDL2b
aumentaron ligeramente pero significativamente después del consumo del MEGR

en comparacion con la pre-suplementacion. Por otra parte, después del consumo
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del MEGR hubo un incremento significativo de casi el 79% en las subclases
HDL3c a las 8 h del postprandio comparado con la pre-suplementacion.
Igualmente, en la pre-suplementacion la proporcién relativa de las HDL2b
incrementd 25% con una disminucion concomitante de las subclases HDL3a y
HDL3b a las 8 h después del consumo del alimento hiperlipidico (p<0.05 para
todas las comparaciones) (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de la suplementacion de MEGR sobre el porcentaje total de proteina en HDL

Subclases de HDL Tiempo (n=11)

(%) oh 4h 8h

Pre 30.8 (15.9-35.0) 31.5 (16.9-40.3)° 38.6 (18.8-42.3)°
HDL2b

Post 31.5 (17.3-40.3) 32.8 (19.3-40.7)" 31.7 (18.2-42.1)

Pre 14.3 (10.9-16.4) 15.0 (10.9-16.6) 16.0 (12.5-18.7)
HDL2a

Post 15.0 (12.3-17.9) 14.6 (12.4-16.6) 14.7 (10.6-16.9)

Pre 31.0 (27.8-35.9) 29.2 (27.3-33.5) 28.3 (25.9-32.8)°
HDL3a

Post 27.7 (26.5-34.1)? 29.5 (24.7-34.1) 29.2 (26.0-33.3)

Pre 16.9 (12.5-21.8) 14.1 (10.2-21.5) 10.4 (7.8-21.2)
HDL3b

Post 14.7 (10.0-21.8) 15.7 (8.2-25.6) 15.3 (8.8-23.2)

Pre 6.2 (4.6-12.3) 6.4 (3.4-19.3) 4.4 (1.3-15.1)
HDL3c

Post 5.1 (2.6-10.8) 5.5 (2.3-16.8) 7.9 (1.2-21.3)°

Los datos son expresados como mediana (rango intercuartilar). Prueba de Wilcoxon ® p<0.05 vs. Oh pre-

suplementacion, b p<0.05 vs. 4h pre-suplementacion,  p<0.05 vs. 8h pre-suplementacion.
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6.2.5 Efecto del MEGR en la actividad de la PONlen plasma de mujeres
con SICA

La actividad de la PON1 fue determinada utilizando fenilacetato como substrato,
como se describié en la metodologia; la suplementacion con MEGR indujo un
incremento del 20% al 29% la actividad de la PON1 al tiempo basal, 4 y 8 h,
comparado con los tres tiempos antes de la suplementacion (p<0.01 para todos)
(Figura b).
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Figura 5. Efecto del microencapsulado de granada roja (MEGR) sobre la actividad de la paraoxonasa-1
(PON1) en suero de mujeres con SICA. La actividad de la PON1 fue determinada en condiciones basales
(cajas blancas) y 30 dias después de la suplementacién con el MEGR (cajas grises). Las mediciones fueron
tomadas a las 0, 4 y 8 h después del consumo del alimento hiperlipidico. La mediana es representada con una
linea horizontal y las cajas representan el rango intercuartilar. *Prueba de Wilcoxon con una p=< 0.01, entre pre

y post-suplementacién.
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6.2.6 Efecto del MEGR en la funcidén endotelial en anillos de aorta de rata

incubados con HDL de mujeres con SICA

Para explorar si los cambios estructurales leves pero significativos de las HDL
tuvieron impacto en la funcionalidad de estas lipoproteinas, determinamos la
vasorrelajacion dependiente de endotelio en anillos de aorta de rata en presencia
de HDL. Como se muestra en la Figura 6, la vasorrelajacion de los anillos
incubados con las HDL aisladas después de la suplementacion con MEGR fue
mas significativa en comparacion con los anillos incubados con las HDL antes de
la suplementacion. La vasodilatacion tuvo una tendencia a ser menor antes de la
suplementacién que después de la suplementacion (0 h), pero las diferencias no
alcanzaron a ser significativas en alguna concentracion de acetilcolina (Figura 6).
En contraste, la vasorrelajacion a las 4 h en presencia de las HDL aisladas
después de la suplementacion fue significativamente alta en comparacion con las
HDL aisladas antes de la suplementacion, particularmente en el rango de
concentraciones de 10-7 a 10-4 de acetilcolina (p<0.05) (Figura 6). A las 8 h del
periodo postprandial, los efectos de las HDL después de las suplementacion con
el MEGR fueron mas marcados que los observados a las 4 h, el porcentaje de la
vasorrelajacion fue mucho mayor comparando antes de la suplementacion, en

cualquier concentracion de acetilcolina (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del MEGR sobre la relajacion mediada por endotelio en anillos de aorta de rata
incubados con HDL de pacientes con SICA. Las curvas representan el porcentaje de relajacion de los
anillos de aorta, pre-contraidos con fenilefrina e incubados con HDL aisladas antes de la suplementacion
(circulos negros) y 30 dias después de la suplementgcion con MEGR (cuadrados negros) en funcién del
logaritmo de concentracion de acetilcolina. En 6a se muestra la condicién basal o 0 h, en 6b y 6c, las
condiciones 4 y 8 h después del alimento hiperlipidico, respectivamente. Cada punto representa la media y el
error estandar (EE). Una curva de 11 experimentos independientes usando anillos de aorta incubados en
ausencia de HDL ha sido incluida en cada grafica (triangulos negros) como referencia. Prueba t de Student
utilizada para comparar pre y post-suplementacion, *p< 0.05 y **p< 0.01.
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7. Discusién

En el presente estudio se probo la funcionalidad de un nuevo microencapsulado
de jugo de granada roja (MEGR) en un modelo de conejo no dislipidémico. Un vez
que comprobamos que el MEGR conserva las caracteristicas cardioprotectoras del
jugo fresco de granada, determinamos el efecto del microencapsulado, en mujeres
con Sindrome Isquémico Coronario Agudo (SICA). En patrticular, determinamos la
funcionalidad de la HDL generadas durante la trigliceridemia postprandial.

Con respecto a la primera parte de esta tesis, después de un mes de
suplementacion con el MEGR se observo una disminucion significativa de los
niveles de colesterol total y triglicéridos cambios en el perfil lipidico de las HDL,
junto con un incremento de la actividad de la PON1 y de la vasorrelajacion en
endotelio en los conejos sanos. A pesar de ser aun controversial (116, 117),
algunos estudios han mostrado que el consumo de granada roja induce un
incremento en los niveles de c-HDL y una disminucién en los triglicéridos y c-LDL,
asi como lo que se observo en este estudio. Un posible mecanismo que lleva a
estos efectos benéficos, se ha propuesto que algunos componentes de la granada
pueden activar PPAR-a y PPAR-y (118-120) y enzimas hepaticas que participan
en la oxidacion de los &acidos grasos. Interesantemente, después de la
suplementacibn con MEGR en los conejos, observamos una disminucién
significativa de esfingomielina, un fosfolipido estructural de las lipoproteinas que
disminuye la (121, 122). Esta disminucion significativa de esfingomielina se dio en
la fraccion no-HDL conformada por particulas que contienen Apo B (VLDL, IDL,
LDL); diversos estudios han demostrado una relacién entre la concentracion de
esfingomielina y la progresion de la enfermedad ateroesclerosa (123). En las LDL
se ha descrito que el elevado contenido de esfingomielina esta relacionado con el
desarrollo de la placa ateroesclerosa (124, 125). El mismo sentido, la inhibicion de
la biosintesis de esfingomielina en ratones knockout Apo E (Apo E-/-) se asoci6
con una disminucién de la lesién ateroesclerosa (123).

En conjunto, los resultados obtenidos con conejos indican claramente que el

MEGR conserva las propiedades cardioprotectoras del jugo fresco (88, 120).
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Ademas, el microencapsulado presenta diversas ventajas sobre el jugo fresco; a
diferencia del jugo fresco, el microencapsulado concentra las moléculas
funcionales y permite un uso mas amplio de la granada como un alimento
funcional, ya que es fruto de temporada y por lo tanto no puede ser consumida
durante todo el afio. Ademas, segun estudios preliminares el MEGR tiene una
vigencia de mas de un afo (datos no publicados), lo que permite su distribucion
incluso en regiones donde no se cultiva el fruto.

Se ha reportado que una suplementacion con antioxidantes llevan a un
remodelamiento lipidico y modificaciones proteicas de las HDL, ademéas de
incrementar la actividad de PON1 mejorando la funcionalidad de estas
lipoproteinas in vivo (126). En este contexto, para determinar si las ligeras
variaciones en estructura de las HDL en los conejos tenian un efecto sobre la
funcionalidad de estas lipoproteinas, evaluamos la actividad de la PON1 antes y
después del consumo del MEGR. Observamos un incremento significativo de la
actividad PONL1 en los conejos después del mes de suplementacion. La PONL1 es
una enzima transportada por las HDL en el plasma y que le confiere a estas
lipoproteinas la mayoria de su actividad antioxidante (127, 128). La actividad de
PON1 también en las mujeres con SICA fue incrementada después del consumo
de MEGR y se mantuvo durante el postprandio. El incremento de la actividad de
PON1 después de la suplementacion con el MEGR fue debido probablemente a
un incremento de la sintesis de esta proteina, como previamente propusimos (88,
119).

Posteriormente evaluamos la funcién endotelial en presencia de HDL aisladas de
plasma antes y después de la suplementacion con MEGR, usando aortas de
conejos sanos en camara de 6rgano aislado. Este modelo para el estudio de la
funcién endotelial se basa en el hecho de que el endotelio genera y libera oxido
nitrico en respuesta a la estimulacion del vaso con acetilcolina. Usando este
modelo, observamos que las HDL aisladas de plasma inhiben significativamente la
vasorrelajacion mediada con endotelio con respecto a los experimentos control
realizados en ausencia de HDL. Este efecto negativo de las HDL se revirtio

después de la suplementacion con MEGR; las HDL aisladas después la
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suplementacién reestablecieron la vasorrelajacion a los niveles de anillos de aorta
de control. Es comiunmente aceptado que las HDL favorecen la funcion endotelial
(3, 129, 130); por lo anterior, esperabamos en nuestro modelo de anillos de aorta
un aumento de la vasorrelajacion en presencia de las HDL aisladas.
Paraddjicamente observamos lo contrario, las HDL de los conejos antes de la
suplementacion inhibieron parcialmente la vasorrelajacion. Estudios previos
habian reportado dicha inhibicion y que se atribuia a los fosfolipidos de las
lipoproteinas, incluyendo a la esfingomielina (131, 132).

Por tal motivo decidimos determinar también el contenido de esfingomielina de las
HDL, pero no observamos cambios de la misma después de la suplementacién en
las HDL. Independientemente de la esfingomielina, la suplementacion con MEGR
revirtid el efecto inhibidor de la vasorrelajacion de las HDL. Este efecto no se
puede explicar por los fosfolipidos totales de la HDL ya que no disminuyeron, sino
al contrario, incrementaron después de la suplementacion. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que la concentracion de fosfolipidos pueden incrementar por dos
factores, el aumento del contenido por cada particula HDL, o porque aumenté el
namero de particulas. La segunda explicacién es congruente con el hecho de que
algunos componentes de la granada pueden activar PPAR-a (118-120); en efecto,
el gen de la Apo Al contiene un elemento de respuesta para PPAR-a, y su
estimulacién resulta en una sobreexpresion de la proteina (133).

Por otra parte, observamos una disminucion significativa en el promedio de Tg-
HDL/FFL-HDL, sugiriendo que hubo una disminucion del contenido de triglicéridos
en las particulas HDL después del consumo del MEGR. No se puede descartar
gue la disminucion de triglicéridos después de la suplementacién se relacione con
la reversion de la disfuncion endotelial mediada por las HDL. Adicionalmente,
existe la posibilidad de que las HDL incluyan en su estructura algunas moléculas
hidrofébicas de la granada y las vectoricen hacia el endotelio como se discute mas
adelante.

Una vez que comprobamos que el microencapsulado conservaba las propiedades
cardioprotectoras de la granada, procedimos a determinar el efecto del mismo

sobre la funcionalidad de las HDL en mujeres con SICA. Elegimos realizar este
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estudio en mujeres porque durante la transicibon de la menopausia hay un
incremento del desarrollo de enfermedades cardiovasculares, debido al
incremento de dafio oxidativo por especies reactivas o radicales libres que causan
disfuncion endotelial y desestabilizacion de la placa aterosclerética.

En las mujeres con SICA después consumo del MEGR mostraron en una
disminucién de los niveles plasméaticos de colesterol total, triglicéridos, IMC,
circunferencia de cintura y presion sistolica, asi como un incremento de la
actividad de la PON1; estos efectos son congruentes con estudios previos
realizados con jugo fresco de granada (88, 90, 128, 134)

Se ha propuesto que la enfermedad coronaria es un fendmeno postprandial (135).
De acuerdo a esta idea, la trigliceridemia postprandial es un factor de riesgo
independiente de los eventos cardiovasculares (136). Al observar que en los
conejos sanos disminuyeron los niveles plasmaticos de triglicéridos y presentarse
el mismo fendmeno en las mujeres después del consumo del MEGR, exploramos
si el MEGR proporciona efectos benéficos durante el periodo de postprandio. Para
tal efecto, determinamos el area incremental bajo la curva de triglicéridos (ABCi)
en las mujeres con SICA; este pardmetro es un mejor marcador para las
modificaciones postprandiales del metabolismo de lipidos que el area total bajo la
curva (ATBC) (48, 137). Nuestros datos muestran claramente una disminucién en
el ABCi de las pacientes con SICA después de la suplementacion con MEGR.
Considerando que los componentes del MEGR activan PPAR-a (118) y PPAR-y
(119), la mejora observada en el ABCi después de la suplementacion con MEGR
puede estar relacionada con a sobreexpresion de la actividad de LPL y de su
cofactor, la Apo CIl. Se requieren estudios especificos para dilucidar los
mecanismos implicados en la mejora de la trigliceridemia postprandial inducidos
por la granada roja.

Para evaluar la funcion endotelial en las mujeres con SICA, particularmente nos
enfocamos en las HDL durante el periodo de postprandio (121). A pesar del
namero limitado de pacientes, la disfuncion endotelial fue evidente cuando los
anillos de aorta fueron incubadas con las HDL generadas durante el periodo del

postprandio. Estudios previos sugieren que la funcionalidad de las HDL es
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dependiente del tamafio y composiciéon de las particulas (48, 80, 115, 138). En
este contexto, las HDL también se remodelan durante el periodo del postprandio y
dicho remodelamiento es diferente en sujetos con alto riesgo de enfermedad
cardiovascular que en sujetos sanos (48). Por lo tanto, exploramos si el MEGR
podria inducir cambios en la remodelacion de HDL postprandiales y si este cambio
podria ser asociado con particulas mas funcionales. Nuestros resultados
claramente muestran que en condiciones basales, hubo algunos cambios leves
pero significativos en la proporcion relativa de las subclases de las HDL después
del alimento con alto contenido de lipidos. Dichas modificaciones ya no se
observaron después de la suplementacion con el MEGR. En el mismo sentido,
cuando los anillos de aorta fueron co-incubados con HDL aisladas antes de la
intervencion, demostramos que habia una disfuncion endotelial similar a la
observada con el grupo de conejos. A nuestro conocimiento, este es el primer
reporte que muestra que la disfuncionalidad de las HDL postprandiales en el
endotelio de pacientes con SICA. Ademas, la suplementacion con MEGR revirtio
paulatinamente a lo largo del postprandio los efectos nocivos de las HDL de las
pacientes con SICA.

La disfuncién endotelial mediada por las HDL antes de la suplementacion sugiere
fuertemente que la estructura de estas lipoproteinas se modifico durante el periodo
del postprandio; la distribucion del tamafio de las HDL de hecho cambio de las
subclases grandes (HDL2b) hacia las medianas y pequefias subclases (HDL3a y
HDL3b) después de las 8 h del consumo del alimento con alto contenido de
lipidos. En contraste con lo observado en los conejos, la composicion lipidica de
las subclases de HDL, estimada por los cocientes HDL-Tg/Pho y HDL-C/Pho,
permanecio sin cambios.

Estudios previos en sujetos normales, han demostrado que la proporcion relativa
de las subclases HDL3 disminuye con un enriguecimiento concomitante de
triglicéridos y colesterol en su composicién. Por lo tanto, es probable una re-
estructuraciéon de las HDL durante el postprandio en las mujeres con SICA no es
homogéneo y contribuye a sus efectos nocivos en la funcion endotelial. Esta

posibilidad es congruente con la estructura de las HDL en el periodo postprandial
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después del tratamiento con el MEGR; no se encontraron cambios en la
distribucion de tamafios de las HDL, pero las HDL3 mostraron una tendencia a
incrementar, como previamente se habia observado en sujetos sanos (48). Por lo
tanto, el MEGR favorece modificaciones postprandiales de las HDL en las mujeres
con SICA, que posiblemente se relacionen con la inhibicion de los efectos nocivos
de estas lipoproteinas sobre la funcién endotelial.

En congruencia con las observaciones en el modelo de conejo, en las pacientes
con SICA se observo una tendencia a incrementar la concentracion de FFL-HDL
después del consumo del MEGR. Dicho incremento fue estadisticamente
significativo a las 8 horas del postprandio después de la suplementacién con el
MEGR. Considerando que las HDL son sintetizadas tanto en el higado como en el
intestino delgado (139), nosotros proponemos que el MEGR incrementa la sintesis
intestinal de las HDL, probablemente por la activacion de la via de los PPAR (118-
120) o por la activacion de ABCA-1 (140). Ademas, se ha demostrado que
algunos antioxidantes provenientes de la dieta y componentes hidrofébicos como
la zeaxantina y luteina, requieren a las HDL para su absorcion intestinal (141). Por
lo tanto, algunos componentes bioactivos hidrofébicos de la granada, como el
acido punicico, pudieran ser absorbidos via intestinal e integrados a la estructura
de las HDL. Ademas, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que
las HDL pueden internalizarse en las células endoteliales y liberar tanto en la
membrana celular como en el citoplasma de las mismas (142). De esta manera,
existe la posibilidad de que si las HDL intestinales contienen los componentes
activos de la granada podrian, vectorizarlos a los compartimentos intracelulares
durante la internalizacién y disgregacion de la particula dentro de las células. Los
componentes particulares de la granada que pudieran ser internalizadas en las
células periféricas por las HDL intestinales es un tema que deberia ser explorado
en futuros estudios.

Como limitaciones de este estudio, reconocemos que no se analizé el balance de
los &cidos grasos saturados/acidos grasos insaturados y otros lipidos como
esfingomielina (80, 143), los cuales pudieran determinar la funcionalidad de las

HDL. Asimismo, la inclusion de un grupo de mujeres sanas como referencia podria
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haber aportado informacién adicional a la funcionalidad postprandial de las HDL, y
de los efectos del MEGR en ausencia de un padecimiento subyacente. Por lo tanto
futuros estudios, deberian de explorar los efectos benéficos de la granada pueden
ser extrapolados a hombres y si otros lipidos contenidos en las HDL son

modificados por el consumo de esta fruta.
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8. Conclusién

Después de un mes de tratamiento con MEGR, hubo una mejora en los niveles
plasmaticos de triglicéridos y colesterol total en el modelo animal y en las mujeres
con SICA. Asimismo, el MEGR se asocio con una disminucion de los triglicéridos
durante el postprandio de manera significativa mientras que el c- HDL tuvo una
tendencia a incrementarse en la condicibn en ambos estudios. Se presentaron
cambios discretos después del consumo del MERG en la composiciéon de las HDL
en ambos estudios, acentudndose mas durante la trigliceridemia postprandial en
mujeres con SICA, lo que posiblemente se reflejo en un incremento de la actividad
de la PON1 y en la mejora de la funcién endotelial mediado por las HDL.

Por ultimo, describimos por primera vez que las HDL de pacientes con SICA
inducen disfuncion endotelial en el modelo de anillo de aorta en cAmara de érgano
aislado; esta condicion nociva de las HDL se revierte por el consumo de MEGR.
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10. Anexos

AR A (77 TN CO

3 ) ..
23 Carta de Consentimiento Informado
MEX|ICO
CARDIOTOGIA Tlalpan, Distrito Federal a de del afio
IGNACIO-CHAVEZ
Por medio de la presente yo, autorizo mi participacion

en el proyecto de investigacion titulado “Estudio de la magnitud de la trigliceridemia postprandial en
mujeres postmenopadsicas con Sindrome isquémico coronario agudo (SICA): efecto de la suplementacién
con granada roja (Punica granatum L)”. El objetivo de este estudio es analizar el efecto que tienen los
valores sanguineos de triglicéridos, colesterol y otros componentes de las lipoproteinas antes y después de
la ingesta de alimento, y determinar si la granada roja aporta beneficios en la salud cardiovascular. Se me
ha explicado y he comprendido que mi participacion consistirda en asistir en ayuno al Banco de Sangre del
Instituto Nacional de Cardiologia en donde se me colocara un cateter para tomar muestras de sangre. Se
me tomaran 10 mL de sangre y posteriormente recibiré un desayuno que consta de un sandwich y de agua
de limén, y permitiré que me extraigan 10 mL de sangre cada 2 horas durante un lapso de 8 h. He sido
informado que debo permanecer durante el tiempo del estudio en las instalaciones del Instituto Nacional de
Cardiologia. Me han informado y entiendo que la realizacion del estudio que me permitira conocer mis
niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre, y mis medidas antropométricas (peso-talla, indice
de masa corporal). Asimismo, se me hara una valoracién clinico-nutrimental, con lo cual se determinara el
riesgo cardiovascular que presento y se me haran las recomendaciones dietéticas y nutricionales
pertinentes. Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y
molestias derivados de mi participacién en el estudio, que son los siguientes: por la toma de sangre, dolor
durante la puncion y posible formacion de hematoma en el sitio de la misma. Ademas, los posibles efectos
secundarios y riesgos por el volumen de sangre que se me tomara son considerados como minimos. Con
lo anterior se generara informacion para determinar el efecto de la trigliceridemia postprandial sobre la
estructura y la actividad endotelial de las HDL. Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi
muestra biolégica del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente. El investigador
principal Dr. Oscar A. Pérez Méndez, cédula profesional: 1509827, teléfono: 55732911 ext 1460, ha
confirmado que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y
gue los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma absolutamente confidencial. Para
cumplir la anterior, el investigador utilizara para la creacion de la base de datos (que tendran mi
informacion clinica, asi como las respuestas del cuestionario acerca de mis datos que se me aplicara),
numero de folio (NO empleara mi nombre) para identificarme y de esa forma conservar mi anonimato.

Nombre y firma del paciente

Dr. Oscar Pérez Méndez

Testigo 1. Nombre y firma Testigo 2. Nombre y firma

Domicilio: Domicilio:
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