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1. GLOSARIO

Acupuntura: Método clinico-terapéutico no medicamentoso, que consiste en la
insercion de agujas metalicas esterilizadas de cuerpo solido en puntos especificos
sobre la superficie del cuerpo humano.

Apolipoproteina: Proteina estructural y funcional de las particulas lipoproteicas,
encargadas del transporte de lipidos a 6rganos diana y tejidos del organismo
carentes de componentes lipidicos, activan o inhiben enzimas involucradas en el
metabolismo lipidico.

Apolipoproteina AV: Apolipoproteina codificada por el gen APOAS5, encargada de
la regulacién de niveles plasmaticos de triacilglicéridos.

APOAYV: Gen encargado de la expresion de la apolipoproteina AV, ubicado en el
cromosoma 11g23.

Bezafibrato: Farmaco hipolipemiante, derivado del acido fibrico.

Colesterol: Molécula esteroidea, formada por cuatro anillos hidrocarbonados mas
una cadena alifatica de ocho atomos de carbono.

Colesterol HDL: Concentracion de colesterol contenido en las lipoproteinas de alta
densidad.

Colesterol LDL: Concentracion de colesterol contenido en las lipoproteinas de baja
densidad

Dislipidemias: Alteracion de la concentracién normal de los lipidos en la sangre.

Electroacupuntura: Método de estimulacién acupuntural en la cual se aplica una
corriente eléctrica a las agujas de acupuntura para estimular un acupunto, con fines

biolégicos y terapéuticos especificos.

Hipolipemiantes: Medicamentos que reducen los niveles de lipidos en la sangre.

LDH: Lipoproteinas de alta densidad, participan en el transporte reverso del
colesterol, es decir, de los tejidos diana hacia el higado para su excrecion o reciclaje.




LDL: Lipoproteinas de baja densidad, transportan el colesterol a tejidos diana, su
elevacion favorece la aparicion de ateroesclerosis y por lo tanto de problemas

cardiovasculares.

Moxibustién: Método terapéutico no invasivo que forma parte de la Medicina
Tradicional China (MTCH), por medio del cual se tratan y previenen las
enfermedades a través de la aplicacion de calor sobre puntos especificos de

acupuntura, canales, colaterales, areas o zonas de acupuntura.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, PCR, por sus siglas en inglés, se trata
de una técnica molecular, basada en la replicacion enzimética del DNA, empelada

en laboratorios, cuyo objetivo y funcion es obtener mediante amplificacion “in vitro’

grandes cantidades de DNA.

gPCR: Variante del PCR de punto final, donde la acumulacién de ADN amplificado
es detectado y cuantificado a medida que la reaccién avanza, esto se logra
incorporando una molécula fluorescente que se asocia al ADN amplificado, donde
el incremento de esta fluorescencia es la proporcional al incremento de la cantidad

de moléculas de ADN amplificadas en la reaccion.

RT-PCR: Técnica de amplificacion enzimatica in vitro, que permite amplificar un
fragmento especifico de DNA proveniente de RNA a través de la previa sintesis de

su cDNA situado entre dos regiones

Sindrome metabdlico: Conjunto de anormalidades bioquimicas, fisioloégicas y
antropomeétricas, que ocurren simultaneamente y pueden producir o estar ligadas a
la resistencia a la insulina y/o sobrepeso u obesidad central, que incrementan el
riesgo de desarrollar Diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular o ambas. Sus
componentes fundamentales son: obesidad abdominal, prediabetes o Diabetes

mellitus tipo 2, hipertension o presién arteriales fronteriza, dislipidemia




(hipertrigliceridemia y/o HDL bajo).

Triacilglicéridos: Moléculas de glicerol, esterificadas con tres acidos grasos, es la

principal forma de almacenamiento de energia en el organismo.




2. ABREVITURAS

ACAT: Esterol O-aciltransferasa.
AGL: Acidos grasos libres

APO A-V: Apolipoproteina A-V.
APO B-48: Apolipoproteina B-48.
APO C-IlI: Apolipoproteina C-II.

APO E: Apolipoproteina E.

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario.
CETP: Proteinas transportadoras de ésteres de colesterol.

C-HDL: Colesterol de lipoproteinas
de alta densidad.C-LDL: Colesterol
de lipoproteinas de baja densidad.
CT: Colesterol total.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

FL: Fosfolipidos.

FLTP: Proteinas transportadoras de fosfolipidos.

HF: Hipercolestolemia familiar.

HL: Lipasa hepatica.

IDL: Lipoproteina de densidad intermedia.
LAL: Lipasa &cida lisosomal.

LCAT: Lecitina colesterol aciltransferasa.
LDL: Lipoproteina de baja densidad.
LP(a): Lipoproteina a.

LPL: Lipoproteina lipasa.

MTP: Proteina Microsomal Transferidora de Triglicéridos




PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PCSK9: Proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9.

PPARa: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa.
QM: Quilomicrones.

QMR: Remanentes de quilomicrones.

RNA: Acido ribonucleico.

R-LDL: Receptor de LDL.

RT-PCR: Retrotranscripcion acoplada a la Reaccion en
cadena de laPolimerasa.

RT-gPCR: Retrotranscripcion acoplada a la Reaccién en

cadena de lapolimerasa cuantitativa.

ROR: Receptor huérfano tipo tirosina quinasa.

SNP: Polimorfismo de nucle6tido Unico.

SREBP: Proteinas de transcripcion reguladas por esteroles.
TAG: Triacilglicéridos.

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.

VLDLR: Remanentes de lipoproteinas de muy baja densidad.




3. RESUMEN

La dislipidemia se define como un conjunto de enfermedades asintométicas
resultantes de concentraciones anormales de lipoproteinas sanguineas (colesterol,
triacilglicéridos, colesterol de lipoproteinas de alta densidad y colesterol de
lipoproteinas de baja densidad), en la actualidad representan un problema de salud
publica a nivel mundial. En 2016 la OMS estimaba que el 29.5% de la poblacion
adulta padecealgun tipo de dislipidemia considerandose un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares las cuales reportan mas de 17
millones de muertesal afio. Los medicamentos hipolipemiantes tienen diversas
reacciones adversas, porlo que mudltiples investigaciones en el extranjero y en
México demuestran la eficaciadel uso de la electroacupuntura y moxibustién para el
tratamiento de estos padecimientos, dichas investigaciones estudiaron la
modulacién de genes asociadosa la reduccion de lipidos sanguineos posterior a la
aplicacion de la terapia con electroacupuntura y moxibustion, observandose un
aumento en la expresion de genes de la familia de las apolipoproteinas.
Actualmente no existe estudio alguno donde se investigue el efecto de este tipo de
terapias sobre la apolipoproteina APO-AV, estrechamente relacionada con la
concentracion de triacilglicéridos (TAG) y colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (C-HDL) circulantes, por ello es indispensable estudiar su relacion con los
niveles plasmaticos de triglicéridosposterior a la aplicacion de dicho tratamiento.
(Saavedra, 2010; OMS, 2016; Zhao, 2020)

El presente estudio demostré que la aplicacion de ambas terapias juntas no modula
la expresion de la apoliproteina AV (APOAV) de forma significativa en el grupo
electro acupuntura mas moxibustion (EAM), de igual forma los niveles de TAG
plasméticos no se ven alterados, sin embargo, las concentraciones de Colesterol
plasmatico y medias de cintura y cadera disminuyentras finalizar el tratamiento; si
bien la fusién de estas dos terapias no modulan el gende interés se piensa que su
intervencién radica en algun otro componente de las vias del metabolismo lipidico.
En contraste, el uso de Bezafibrato como farmacohipolipemiante aumenta hasta dos
veces mas la expresion de APOAV en comparacion con el grupo control, debido a

que es un gen diana de PPARaq; sin embargo, este aumento en su expresion no




modula la concentracion de TAG plasmaticos en los pacientes del grupo B, quienes
tampoco presentan cambios en concentraciones de colesterol plasmatico total ni

medidas antropométricas.

Dados anteriores resultados se pueden abrir mas lineas de investigacion que
ayuden adilucidar el mecanismo por el cual este tipo de terapias intervienen en el
organismo,con la finalidad de utilizarlas en el pleno conocimiento de la veracidad y
razonamiento logico, con base en de métodos cientificos, estandarizaciones y otras
herramientas que sirvan como respaldo sustentable. Lo anterior es de suma
importancia ya que en una poblacion como la mexicana donde enfermedades que
comprometen la vida del paciente como lo son la obesidad y diabetes van al alza, el

buscar alternativas de tratamiento y/o prevencién debe ser una prioridad.




4. MARCO TEORICO

1. DISLIPIDEMIA E HIPERTRIACILGLICERIDEMIA

1.1. Definicién

La Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, Para la prevencion,

tratamiento y control de las dislipidemias, define a las dislipidemias como la
alteracion de la concentracién normal de lipidos en sangre. Mientras que la Guia de
Practica Clinicadel IMSS, actualizada en el 2016, la define como el conjunto de
enfermedades asintomaticas resultantes de concentraciones anormales de
colesterol, triacilglicéridos (TAG), colesterol de alta densidad (C-HDL) y colesterol
de baja densidad (C-LDL) en sangre, los cuales fungen como factores de riesgo
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, como la aterosclerosis,
consideradadentro de las primeras causas de mortalidad en México (NOM-037-
SSA2, 2012; IMSS-233-09, 2016).
De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012. Para la
prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias, la hipertrigliceridemia se
define como niveles de TAG en plasma superiores a 150 mg/dL (NOM-037-SSA2-
2012, 2012).

1.2.Clasificacién y mecanismo.

Anteriormente las dislipidemias se clasificaban de acuerdo con el fenotipo de
Fredrickson, el cual se basaba en los patrones de elevacion de las concentraciones
de lipidos y lipoproteinas, actualmente, en la etiologia de la afeccién, se considera
la influenciade factores genéticos, exdgenos y alteraciones en el metabolismo
lipidico, dividiéndose asi en primarias o asociadas a factores genéticos y
secundarias. Las dislipidemias primarias se deben a mutaciones de genes unicos o
multiples los cuales propician defectos enzimaticos, en receptores o metabolitos
gue participan en la sintesis y eliminacion de las lipoproteinas, teniendo como
consecuencia la hiperproduccion o eliminacion defectuosa de TAG y C-LDL y/o la

produccion deficiente, insuficiente o eliminacion excesiva de C-HDL. Algunos




ejemplos de este tipo de dislipidemias son: hipercolesterolemia familiar,
hiperlipidemia familiar combinada, disbetalipoproteinemia e hipertrigliceridemia
familiar (Davidson, 2019).

Las dislipidemias secundarias son aquellas alteraciones lipidicas resultantes de
otras enfermedades como diabetes mellitus, hipotiroidismo, sindrome nefrético o
incluso del consumo de algunos farmacos. Este tipo de dislipidemia es la principal en
los adultos (Davidson, 2019; NOM-037-SSA-2012, 2012; IMSS-233- 09; 2016).

1.3.Signos y sintomas

La dislipidemia, per se, no suele causar sintomas, por ello se describe comouna
enfermedad asintomética, sin embargo, debido a alteracion de las diversas
lipoproteinas puede ocasionar enfermedad vascular sintomatica, enfermedad
coronaria, accidente cerebrovascular y enfermedad arterial periférica.
Concentraciones elevadas de TAG (>500 mmol/dL) alteran la funcion pancreética
desencadenando en una pancreatitis aguda, hepatoesplenomegalia, parestesias,
disnea y confusién, mientras que concentraciones elevadas de C-LDL pueden
causar arcos corneales, xantelasma y xantomas en el tendén de Aquiles, tendones

del codo, rodilla y sobre articulaciones metacarpofalangicas (Davidson, 2019).

1.1. Diagnostico

El uso del perfil lipidico para el cribado de la poblacion general como métodode
diagndstico, es controversial debido a que la concentracion de colesterol plasmatico
no supera el valor discriminante para riesgo cardiovascular (200mg/dl 05,2mmol/l).
Pese a esto, actualmente la dislipidemia se diagnostica midiendo la lipemia del
paciente, (Colesterol, TAG, C-LDL y C-HDL). ElI C-LDL ha reemplazadoal colesterol
total, como medicion primaria para evaluar el riesgo por lipoproteinas aterogénica
y permanece como la medicion mas usada como objetivo de tratamiento (Davidson,
2019; IMSS-233-09, 2016).




1.4.Tratamiento

Se basa en el uso de 5 farmacos distintos: estatinas, fibratos, secuestradoresde
acidos biliares, inhibidores de la absorcion de colesterol e inhibidores de la
proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9). Estudios realizados en
diferentes biomodelos tratados con acupuntura y moxibustion reportan efectos
positivos para esta patologia; demostrando cambios significativos en parametros
bioquimicos evaluados (lipoproteinas y expresion de ciertos genes) después del
tratamiento. Lo anteriorresulta importante debido a la prevalencia de dicha patologia
tanto en la poblacibn mexicana como mundial y a los riesgos que conlleva su
padecimiento, por lo que estetipo de medicina alternativa resulta util como una

terapia efectiva y econémica. (Becerril, 2021).

1.1. Prevencién y profilaxis

De acuerdo con las guias de la sociedad europea de cardiologia para el manejo de
las dislipidemias se recomienda modificar los valores de lipidos sanguineos para
disminuir el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular, estableciendo las
siguientes recomendaciones:

% Para pacientes que padecen sobrepeso u obesidad se recomienda la pérdida
de peso hasta el ideal.

¢ Mantener una circunferencia abdominal <90 cm en hombres y <80 en
mujeres.

% Modificacion en la alimentacion: aumentar el consumo de fibra, disminuir el
consumo de azUcares simples, sustituir los acidos grasos trans y grasas
saturadas por acidos grasos poli y mono insaturados, disminuir el consumo
de colesterol malo.

% Aumentar la actividad fisica aerdbica de moderada intensidad (caminar,
correr, nadar).

+ Reducir el consumo de alcohol y eliminar el consumo de tabaco (Rojas, 2019).

10
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1.5.Incidencia a nivel Mundial

Segun la OMS en 2016, a nivel mundial, 32 % de los varones mayores de 45afios y
el 27 % de mujeres mayores de 55, presentaban dislipidemia causando masde 17
millones de muertes prematuras por afio. La poblacion latinoamericana presenta
caracteristicas socioeconémicas, culturales y étnicas diferentes al resto del mundo,
el estilo de vida que lleva esta poblacion se basa en el consumo excesivode productos
procesados, ricos en carbohidratos y grasas, asi como la reduccion oinexistencia
de actividad fisica, desencadenando un aumento significativo de obesidad,

resistencia a la insulina, hipertension y dislipidemia (SIAC, 2017).

1.6.Incidencia en México

Las enfermedades crénicas no transmisibles representan un grave problemade
salud publica en México, la enfermedad coronaria es la principal causa de muerteen
nuestro pais, asociada a la dislipidemia. Segun la Encuesta Nacional de Salud
(ENSANut) del 2016 la prevalencia en la poblacion general de esta enfermedad fue
del 26.5 %, siendo mayor en las mujeres (28.8 %) ya que solo el 22.7 % de los
hombres resultaba afectado, siendo la hipoalfalipoproteinemia la mas prevalente,
seguida de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Para los reportes de
ENSANut 2018 la prevalencia fue de 19.5 %, siendo mas alta en mujeres (21.7 %)
respecto a los hombres (17.7 %). La mala alimentacién a causa del consumo
excesivo de bebidas con alto aporte energético y el abuso de alimentos procesados
con elevada densidad energética por su alto contenido en azlcar y grasa, aunada
a la reduccion en la actividad fisica, afecta negativamente la salud. Se han
detectado cifras elevadas de C-LDL y TAG en nifios mexicanos con obesidad,
quienes presentan mayor probabilidad de padecer dislipidemias en la edad adulta
(Alvirde, 2016; IMSS-233-09, 2016). De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-037-SSA2-2012. Para la prevencion, tratamiento y control de las
dislipidemias, la hipertrigliceridemia se define como niveles de TAG en plasma
superiores a 150 mg/dL (NOM-037-SSA2- 2012, 2012).

11
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2. LIPOPROTEINAS

2.1.Definicién

Moléculas esféricas de gran tamafio de nucleo hidréfobo cubierto por una
envoltura hidrofilica. Su nucleo esta compuesto por TAG y ésteres de colesterol,
mientras que la envoltura por fosfolipidos (FL), colesterol no esterificado (libre) y
proteinas, denominadas apolipoproteinas, véase Fig 1. Se encargan principalmente
del transporte de TAG, ésteres de colesterol y vitaminas liposolubles a través del
medio acuoso del plasma hacia los tejidos periféricos e higado (Kasper, 2005;
Murphy, 2020).

&=
Triacilglicérido Fosfolipido Colesterol Apoliproteina

libre
Created in BioRender.com bio

Fig. 1.- Estructura general de las lipoproteinas. Las lipoproteinas son estructuras esféricasde gran

Ester de
colesterol

tamafio, presentan un nucleo hidrofébico constituido de TAG y esteres de colesterol mientras que la envoltura
de caracter hidrofilico esta compuesta de fosfolipidos, colesterol libre yapoliproteinas. Modificado de Murphy,
2020.




2.2.Clasificacioén

Las lipoproteinas se pueden clasificar con base en sus diferentes propiedades
fisicoquimicas: densidad de flotacion, movilidad electroforética y contenido de
apolipoproteinas (Murphy, 2020). De acuerdo con su densidad, determinada por la
cantidad de lipidos y apolipoproteinas contenidas, se dividen en seis clases
principales: quilomicrones (QM), remanentes de QM (QMR), lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), remanentes de VLDL (VLDLR) y lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteina (a) [Lp(a)] ¥
lipoproteinas de alta densidad (HDL), véase Fig. 2. Siendo los quilomicrones y las
VLDL las de mayor tamaiio y menor densidad (Barquera, 2009; Kasper, 2005; Real,
2021).

Los QM son particulas de gran diametro (100-1200 nm), ricas en TAG (mas del 90%
de su contenido total) y su principal apolipoproteina es la Apo B-48, aunque también
poseen otras proteinas (Apo A-l, Apo A-ll, Apo C-Ill, Apo-E y otras menores). Se
producen en el intestino y transportan los lipidos absorbidos, principalmente TAG,

al resto de organo, especialmente al musculo esquelético y al tejido adiposo.

Las VLDL son lipoproteinas producidas en el higado con un diametro de 45-100 nm,
ricas en TAG (aproximadamente 90% de su contenido total) y su principal proteina
es la Apo B-100, aunque también presenta Apo C-I, C-ll y C-Ill. Se encargan de
transportar los TAG enddgenos al resto de los érganos. A partir de la lipdlisis de las
VLDL se producen lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y a partir de éstas se
producen las LDL. Las LDL son particulas ricas en colesterol con un diametro de
20-25 nm, su principal apolipoproteina es la APO B-100. Son captadas por las

células del cuerpo y las proveen del colesterol que requieran (Carvajal, 2014).

La HDL tiene un diametro entre 25y 10 nm y los fosfolipidos son su principal lipido.
Su principal proteina es la Apo A-1'y posee también Apo A-Il, Apo C-I, C-II, C-lll'y
Apo-E. Las Apo Cs son libremente transferibles entre varias lipoproteinas y se
considera que las HDL constituyen la particula reservorio no solo de Apo Cs sino

también de Apo A. Son producidas por el higado (30%) y el intestino (70%), se
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encargan de extraer el colesterol sobrante de las células y transportarlo al higado
(transporte reverso de colesterol) para su posterior eliminacion en forma de acidos

biliares y colesterol en las heces (Carvajal, 2014).

En los QM, VLDL y LDL predominan cuantitativamente los lipidos y Unicamente en
las HDL las proteinas constituyen un porcentaje que puede llegar al 50% 6 mas.
Cabe indicar que dentro de cada tipo de lipoproteina hay una gran heterogeneidad
con respecto al tamafio, composicion y porcentaje de proteinas y de lipidos
presentes. Entonces se puede hablar de subtipos y por ejemplo la HDL tiene cuatro
subtipos de particulas: HDL1, HDL2, HDL3 y prep-HDL que varian en diametro,
cantidad de apolipoproteinas y de lipidos (Carvajal, 2014).
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Figura 2.- Densidad y distribucién segun tamafio de las lipoproteinas. Las lipoproteinas de
clasifican de cuerdo densidad la cual esta determinada por la cantidad de lipidos y proteinas que
contengan (Kasper, 2005).
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3. METABOLISMO LIPIDICO

3.1.Definicién

El metabolismo lipidico, también llamado metabolismo lipoproteico, es de suma
importancia pues los lipidos son esenciales para la vida. Tanto el colesterol como
los fosfolipidos (FL) son constituyentes esenciales de todas las membranas
celulares, necesarios para mantener la funcion y supervivencia celular. el colesterol
per se, es precursor en la sintesis de las hormonas esteroideas. Por otra parte, los
acidos grasos contenidos en los TAG son material energético para el organismo,
ademas son el constituyente principal del tejido adiposo, fungen como reserva
energeética, la cual permite mantener la actividad de nuestro organismo en periodos
de ayuno (Real, 2021).

Dicho proceso metabdlico se lleva a cabo en el higado a través de dos vias
interconectada: la via exégena, encargada de degradar los lipidos provenientes de
la dieta, y la via enddgena, sintesis y secrecion de las VLDL vy la trasformacion en
plasma en VLDLR, IDL y LDL. (Laufs, 2020).

3.2.Via exdgena

Esta via hace referencia al transporte de lipidos provenientes de la dieta y parte
de los excretados por via biliar, que se absorben en intestino delgado y viajan al

higado y a células periféricas, en especial al tejido adiposo.

Los TAG ingeridos se hidrolizan por accion de la lipasa pancreatica y colipasa dentro
de la luz intestinal y se emulsionan con &cidos biliares formando micelas que son
captadas por las células intestinales a través del transportador especifico
FAT/CD36. El colesterol es captado por la proteina Niemann-PickC1l-like 1
(NPC1L1), se esterifica en los eritrocitos, union de un acido graso, mediante la
accion de la enzima esterol O-aciltransferasa (ACAT); junto a los TAG sintetizados

en la célula intestinal, se unen a ApoB48 mediante la proteina microsomal

15

——
| —



transferidora de TAG (MTP) formando los pre-QM, que posteriormente adquirira
mas lipidos antes de ser secretado, (el QM es sintetizado durante los periodos
posprandiales para transportar los lipidos provenientes de la dieta. El tamario de la
particula secretada depende de la cantidad de grasa absorbida y la composicion de
acidos grasos de los TAG de los QM, lo anterior refleja la composicidn de la grasa
de la dieta que consuminos); posteriormente, las proteinas del grupo coatomere Il
(COPII), como SAR1ay SAR1b, son esenciales para el transporte de QM al aparato
de Golgi (Carvajal, 2014; Real, 2021).

Los QM formados en las células intestinales son secretados hacia la linfa para llegar
a torrente sanguineo, a través del ducto toracico, véase Fig 3, donde adquieren Apo-
E y Apo C-Il a partir de HDL maduro; Apo-E sirve como ligando para la eliminacién
posterior de remanentes de QM y Apo C-ll es un activador de la
enzima lipoprotein lipasa (LPL). La mayoria de los TAG presentes en los QM son
hidrolizados por accion de la LPL (cerca del 70 a 90%), liberando acidos grasos
libres (AGL) que seran captados por diversos tejidos periféricos,fundamentalmente
por el tejido graso y el muscular estriado; gracias al reconocimiento de ApoC-Il, en
estos tejidos se oxidaran y produciran energia o se almacenaran tras ser
esterificados de nuevo, formando TAG, contribuyendo asi a mantener los depdsitos
grasos (Murphy, 2020; Real,2021; Laufs,2020).
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Grasas ingeridas en la dieta

" Intestino delgado

¢ 1. En el intestino delgado se produce la
emulsion de las grasas de la dieta por las

e  * [ sales biliares, mediante la formacion de
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2. Las lipasas pancreaticas degradan
los triglicéridos y otros lipidos

Mucosa intestinal
3. Los acidos grasos y otros
productos de ruptura son
absorbidos por la mucosa
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triglicéridos y otros lipidos

4. Los triglicéridos junto con

otros lipidos son incorporados

junto con colesterol y apolipoproteinas Lipoproteina
en quilomicrones que seran liberados

al sistema linfatico

Fig.3.- Digestion y absorcion de los triacilglicéridos de la dieta. Feduchi. Bioquimicaconceptos esenciales,
2015.

Conforme el QM pierde progresivamente TAG, su tamafio disminuye formandose
pliegues en la superficie, a estos QM se les adiciona colesterol y FL de las HDL, por
accion de la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) y la proteina
trasferidora de fosfolipidos (FLTP) y por intercambio de apoproteinas con las HDL,
enriqueciendo a los QM en ApoE., a esas particulas de QM ricas en ésteres de
colesterol y ApoE pero pobres en TAG, se les denomina remanentes de QM (QMR),
las cuales son retiradas rapidamente de torrente sanguineo tras unirse, en el

higado, a receptores, proceso donde interviene la ApoE10 (Real, 2021).

En el higado existen diversos receptores hepéaticos y moléculas capaces de captar
QM, entre estos se encuentran los proteoglicanos que captan QM en el espacio
Disse, los receptores de VLDL, de las LDL (R-LDL), LRP1, LPR5, syndecanl1l. La
captacion es mediada por la Apo-E y la lipasa hepatica (HL), estas podrian actuar

como ligando que facilitan la union de los QMR a los receptores mencionados
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anteriormente y también hidrolizarian TAG y fosfolipidos del remanente, véase Fig
4. En pacientes con un metabolismo normal, después de 4 — 6 h los QM
desaparecen de torrente sanguineo, tras 10h de ayuno desaparecen totalmente
(Murphy, 2020; Real,2021; Laufs,2020).

Lipidos provenientes

de la dieta
e Receptor
D Py

- 8- de LDL

Tejido

Heces adiposg Ebere
Created in BioRender.com bio

Fig.4.- Metabolismo exdgeno de lipoproteinas. Tras la emulsificacion y esterificacion de lipidos provenientes
de la dieta se forman QM que son secretados a la linfa intestinal para entrar a torrente sanguineo, a través del
ducto toracico, donde los TAG presentes en los QM son hidrolizados por accion de la LPL liberando &cidos
grasos libres (AGL), que seran captados principalmente por tejido adiposo. Conforme los QM pierden TAG se
forman particulas ricas en ApoE, FL y ésteres de colesterol, lamados remanentes de quilomicrones (QMR) los

cuales son captados por receptores del higado. Modificado de Murphy, 2020 y Real, 2021.

3.2.1. Lipoproteina lipasa (LPL)

Originalmente denominada ‘factor de limpieza activado por heparina”, se
trata de una enzima encargada de liberar AGL y glicerol de los QM y VLDL a torrente
sanguineo y posteriormente a tejidos periféricos. Dado su papel central en el
metabolismo de los TAG, los defectos en la funcion de la LPL dan como resultado
una quilomicronemia familiar y depdsito de lipidos ectopicos en humanos, mientras
que en ratones causa muerte neonatal debido a la congestion de QM en los
capilares de los pulmones (Wu, 2021).
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Presente en capilares de diversos tejidos (cardiaco, islotes, macrofagos, glandulas
mamarias) predominando en tejido adiposo (adipocitos) y musculo esquelético, es
transportada a la luz del endotelio capilar por la proteina GPIHBP1. La LPL luminal
o endotelial es conocida como reserva de LPL funcional, debido a que representa
la porcion de LPL tisular que participa activamente en la hidrolisis de TG
plasmaticos. Es cataliticamente activa como un dimero compuesto por dos
subunidades glicosiladas de 55 kDa conectadas cabeza a cola por interacciones no
covalentes, en este proceso y en su posterior inactivacion se requiere la accion de
multiples mecanismos, que operan principalmente a nivel transcripcional y
postraduccional donde intervienen enzimas, proteinas, apolipoproteinas y
hormonas; cualquier alteracién en esta regulacion producird una disminucion de la
LPL activa provocando la falta de catabolismo de los QM, permaneciendo elevados
en plasma, véase Fig 5 (Real, 2021; Wu, 20201).

ApoAS

Insulina, Catecolaminas,
Glucagén y Corticoides

Hormonas

onoémero de Lipoproteina 5 . S Lipoproteina Lipasa
Lipasa (INACTIVA) Dimero de(';\'g“’\;zge'" Lipasa (INACTIVA)

Created in BioRender.com bid

Figura 5.- Regulacién de LPL. ANGPTLA4, 3, 8: proteina relacionada con la angiopoyetina tipo 4, 3 y 8; ApoA5:
apolipoproteina A5; ApoCll: apolipoproteina ClII; ApoClll: apolipoproteina Clll;GPIHBP1: proteina de union a
lipoproteinas de alta densidad anclada a glucosilfosfatidilinositol tipol; LMF1: factor de maduracién de LPL
(ensamblaje en endotelio); LPL: lipoproteina lipasa (Modificado de Real, 2021).
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El factor de maduracion de la lipasa 1 (LMF1) es una proteina chaperona que
garantiza que la LPL alcance su funcionalidad y se secrete correctamente de las
células adiposas o los miocitos. La proteina 1 de union a lipoproteinas de alta
densidad anclada con glicosilfosfatidilinositol (GPIHBP1) es necesaria para la
transcitosis de la LPL a través del endotelio de los capilares en los tejidos adiposo
y muscular, asi como para unir la lipoproteina lipasa al endotelio, estabilizandolo.

Recientemente se indicé que la porcién C-terminal de LPL, media la unién con
heparina, es suficiente para unirse a GPIHBP1 por lo que no se requiere la
formacion de los homodimeros de LPL de longitud completa para las interacciones
con GPIHBPL1. La Apo C-Il activa la lipoproteina lipasa, mientras que la Apo AV es
un cofactor estabilizador. La lipdlisis se reduce por la Apo C-lll y por las proteinas
similares a la angiopoyetina 3 y 4 (ANGPTL3 y ANGPTL4), que actlan cerca del
endotelio. Volanesorsen y AKCEA-APOCIII-LRx reducen los TAG al actuar sobre
Apo C-lll, mientras que evinacumab e IONIS-ANGPTL3-LRXx los reducen al actuar
sobre ANGPTL3. Receptores activados por proliferadores de peroxisomas,
particularmente tipos alfa y delta, forman una red reguladora que influye en varias

de las moléculas diana anteriores, véase Fig 6 (Wu, 2021; Laufs, 2021).

bl - apo C-lli
0 0 1
01.6'0 ) + apo C-lI
Q. 0 D e =
GPIHBP1+ e A‘»’ - -ANGPTL3
S S -ANGPTL4

S~




3.3.Via endbégena

Esta via, a comparacion de la anterior, inicia en el higado donde se sintetizan, a
nivel del reticulo endoplasmico y Golgi, y secretan particulas de VLDL y su posterior
trasformacion en plasma en VLDLR, IDL y LDL, véase Fig 7 (Carvajal, 2014; Real,
2021)

Las particulas VLDL se asemejan a los QM por ser ricas en TAG, contiene Apo B-
100, proteina formada por 4.356 aminodcidos, sintetizada en el reticulo
endoplasmatico del higado y degradada por diversos lipidos. Los TAG presentes en
las particulas VLDL derivan de la esterificacion hepética de los acidos grasos de
cadena larga provenientes de la lipdlisis a nivel de tejido adiposo, captacion hepatica
de remanentes de VLDL y de QM Yy sintesis hepatica de novo (lipogénesis).
Cualquier condicion que aumente el flujo de &cidos grasos libres aumentara la
produccién de VLDL, tal y como ocurre en estados de obesidad visceral, de

resistencia a la insulina y en la diabetes mellitus (Carvajal, 2014; Real, 2021).

La maduracién de la particula VLDL requiere de numerosos factores proteicos que
median la unién de lipidos con Apo B-100, en dicho proceso destaca especialmente
la accion de MTP para transferir los lipidos a la particula naciente de VLDL, en
circulacion esta particula adquiere Apo-E y Apo C-Il a partir de HDL maduro
mediante un mecanismo similar a la formacién de QM. Tras su sintesis y liberacién
en plasma, las VLDL son hidrolizadas por la LPL, fundamentalmente en el endotelio
vascular del tejido muscular y adiposo, por un mecanismo similar a la hidrélisis de
QM. La hidrdlisis de las VLDL libera TAG, que en forma de acidos grasos iran a
tejidos periféricos, especialmente al tejido adiposoy al muscular. Las VLDL que van
perdiendo TAG establecen un intercambio con las HDL, enriqueciéndose de
colesterol y ApoE, denominandose VLDL residual o VLDLR, conocido como IDL,
dichas particulas contienen cantidades elevadas de colesterol y TAG (Carvajal,
2014; Real, 2021).
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La IDL tiene dos destinos metabdlicos:

A. Del 40-60 % son captadas rapidamente por el higado mediante endocitosis
mediada por el receptor de LDL a través de la unién a poE y al resto de
receptores que captan lipoproteinas ricas en TAG. EIl receptor de LDL
pertenece a una familia de receptores llamada familia LDLR que comprende
a un grupo de receptores endociticos ubicados en la superficie celular. Todos
los receptores de esta familia comparten un dominio o motivo estructural en
comun, entre sus miembros se encuentra: LDLR, LRP1, LRP2, LRPS6,
ApoER2 y VLDLR.

B. Las IDL restante permanecen en circulacion y son modificadas por LPL junto
con la lipasa hepética (HL) (encargada de quitar los TAG) y la Proteina
Transferidora de ésteres de colesterol (CETP) (permite captar colesterol
esterificado (CE) a partir de HDL) formando LDL, particula muy rica en
colesterol (constituye entre el 60 y el 70% del colesterol plasmético en la
mayoria de los individuos con un metabolismo lipidico normal) y ApoB-100

como Unica apoliproteina.

El 70 % de las particulas LDL son captadas en higado a través de la unién al
receptor de las LDL (R-LDL), donde ApoB juega un papel fundamental; el 30 %
restante es captado por las células periféricas a través del R-LDL, similar al descrito
en el higado, en ambos casos la LDL es endocitada por el LDLR que reconoce a la
proteina Apo B-100. El exceso de LDL no captada por su receptor especifico, junto a otras
particulas lipidicas, especialmente VLDLR e IDL, que permanecen en plasma, con tamafio
inferior a 70 nm, pueden atravesar la pared endotelial y ser retenidas por los proteoglicanos
del espacio subendotelial y ser captada por los macrofagos (receptor scavenger o
basurero), iniciando asi el proceso ateroscleroso (Carvajal, 2014: Real, 2021)

Tras la endocitosis de las vesiculas formadas por el LDL +R-LDL, los endosomas
disocian las LDL y R-LDL, y el receptor puede ser reciclado de nuevo a la superficie
celular o ser dirigido a los lisosomas para su degradacion; en este proceso intervine

la proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo9 (PCSK9), codificada por el
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gen PCSK9. Las LDL se dirigen al lisosoma para su destruccion a través de la
actividad de la lipasa acida lisosomal (LAL), codificada por LIPA (Real, 2021).
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Figura 7.- Metabolismo enddgeno de las lipoproteinas. Esta via comienza en el higado donde se sintetizan y
secretan, a plasma, particulas de VLDL que son hidrolizadas por la LPL, liberando AGLque irdn
principalmente a tejido adiposo y muscular, las particulas de VLDL que van perdiendo TAG establecen un
intercambio con las HDL, enriqueciéndose de colesterol y ApoE. Estas particulas resultantes se les denomina
VLDL residual o VLDLR, las VLDLR seguiran hidrolizdndose, pasando a lipoproteina de densidad intermedia
(IDL) las cuales seran madificadas por LPL, la lipasa hepatica (HL) formando LDL, el 70 % de estas seran
captada por higado a través de su union al receptor de LDL (R-LDL), el 30 % restante es captado por las
células periféricas a través del R-LDL. Abreviaturas: B100: apoB100; B48: apoB48; ClI: apoCll; CllI: apoClll;
E: apoE; RS-BI: receptor de HDL. Modificado de Murphy, 2020 y Real,2021.

3.3.1. Receptor LDL

Descubierto en 1982 por Goldstein y Brown, en los mecanismos de
endocitosis o internalizacion de las LDL a través de zonas de la membrana cubiertas
de clatrina y que contienen los R-LDL; en este mecanismo interviene la proteina
adaptadora del receptor LDL (ARH), codificada por el gen LDLRAP1. Se trata de
una glicoproteina transmembranal de superficie presente en todas las células,
concentrado en lugares especiales de la membrana denominados “depresiones
recubiertas” (Muphy,2020; Real,2021).

Este receptor (hepéatico y periférico) es saturable, por lo que, cuando se satura por

exceso de LDL en plasma, deja de captar o capta con menor intensidad las LDL
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circulantes. En este mecanismo interviene la reduccion en la produccion de R-LDL,
gue se produce cuando la célula aumenta su contenido en colesterol; dicho proceso
es regulado por una familia de factores de transcripcion unidos a la membrana
designados como proteinas de transcripcion reguladas por esteroles (SREBP); las
isoformas predominantes son SREBP-1c y SREBP-2. La funcion anémala o
ausencia hereditaria de receptoresLDL provocan hipercolestolemia familiar o HF
(Real, 2021).

3.3.2. Lipoproteina (a)

Lipoproteina similar a la LDL en cuanto a su composicion lipidico-proteica,
contiene una proteina adicional denominada apolipoproteina (a) o apo(a). La apo(a)
es sintetizada en el higado y adherida a la apoB100 mediante un enlace disulfuro.
Se desconoce el mecanismo por el cual apo(a) sale de torrente sanguineo, lo que
si sabe es que puede atravesar la barrera endotelial contribuyendo a la

arteriosclerosis (Real,2021).

4. APOLIPROTEINAS

Las apolipoproteinas o proteinas APO son el componente proteico de las
lipoproteinas, juegan un papel importante en el mantenimiento de la integridad
estructural de los lipidos. Son proteinas anfipaticas cuya estructura predominante
es helicoidal, la cual presenta poca afinidad a particulas lipoproteicas, esta
estructura aumenta al incorporarse a las lipoproteinas. La parte hidréfila flota sobre
la superficie de los fosfolipidos (FL) de la lipoproteina por lo que interacciona con el
medio acuoso, sirviendo como ligandos para receptores celulares, mientras que la
parte hidréfoba se orienta hacia el nacleo no polar de la lipoproteina (Basavaraju,
2022; Real, 2021).

Hay seis clases principales de proteinas APO: A, B, C, D, E, H, F G. El genoma

humano codifica mas de 21 genes APO, de los cuales APOA (APOAL, APOAZ2,
APOA4 y APOAS), APOC (APOC1, APOC2 y APOC3), APOB y APOE (APOEZ2,
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APOE3 y APOE4) contribuyen a la codificacion de proteinas que regulan el
metabolismo, el transporte y la digestion de los triacilglicéridos (TAG) y el colesterol

a nivel celular (Basavaraju, 2022).

Existen dos clases generales de apolipoproteinas: no intercambiables e
intercambiables. La apolipoproteina B o apoB es la Unica apolipoproteina no
intercambiable ya que permanece en las lipoproteinas ricas en TAG (QM, VLDL y
LDL), debido a que se une fuertemente a los lipidos gracias a la estructura
secundaria de su hoja B; las apolipoproteinas restantes se consideran
intercambiables, al mantenerse en equilibrio dinamico ya sea estando unidas o no
a lipidos o presentando una baja concentracion de estos, esto debido a su principal

estructura secundaria como hélice anfipatica (Wolska, 2021).

4.1.Apoliproteina AV

La apolipoproteina AV, APOA5 o APOAYV, se expresa principalmente en higado,
véase Fig. 8, después de ser secretada a torrente sanguineo, circula en
concentraciones extremadamente bajas en plasma (~150 a 400 ng/mL); estudios
realizados en 2008 por Guardiola y colaboradores, demostraron que APOAV
también se expresa en intestino delgado, principalmente en duodeno y colon
(Guardiola, 2008).

Conjunto de datos de consenso Especificidad de tejido de ARN: Tejido enriquecido (higado) Expresion Alfabético
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Fig 8.- Expresion de RNA de APOAV en los diferentes 6rganos humanos. El conjunto de datos de consenso
consta de niveles de expresion normalizados (nTPM) para 55 tipos de tejidos, creados mediante la
combinacion de los conjuntos de datos de transcriptomica HPA y GTEX utilizando la canalizacion de
normalizacién interna. (The Human Atlas Protein, 2022).
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APOAV esta fuertemente asociada al metabolismo de los triacilglicéridos pues se
ha detectado en VLDL, HDL y quilomicrones; estudios realizados en humanos y
ratones transgénicos, establecen una estrecha relacion entre APOAV vy la
concentracion de TAG y c-HDL circulantes, la sobrexpresion de APOAYV disminuye

o aumenta dependiendo de la especie de estudio (Forte, 2016; Saavedra, 2010).

Juega un papel importante en los procesos de resistencia a insulina y metabolismo
de lipidos; participa en el metabolismo de los TAG, aumentando su hidrdlisis,
estimulando la actividad de la LPL o por interaccion con proteoglicanos que anclan
a la LPL en la superficie celular aumentando la lipolisis de las VLDL, disminuyendo

la concentracion de TAG en ellas, véase Fig. 9 (Saavedra, 2010).

Unidn a una nueva
lipoproteina

— Apoliporoteina A-V /

B/
Células endotesales

Fig 9.- Mecanismo de accion de APOAYV. ApoAV disminuye la concentracion de triacilglicéridos estimulando la
actividad de LPL o por accion de proteoglicanos (Merckel y Heeren,2006).

Estudios sugieren que APOAV presenta una disminucion en su expresion en
ratones tratados con insulina y que la expresion de APOAV contribuye a la
hipertrigliceridemia. La disminucion en la expresion de APOAYV esta relacionada con
la hipertrigliceridemia relacionada con la resistencia a la insulina y la regulacion de
la sintesis y/o la secrecion de lipoproteinas requeridas durante el proceso de
regeneracion hepatica. En un estudio realizado en 2020, se demostrd que la via de

digestion y absorcion de grasas esta relacionada significativamente con genes
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regulados a la baja en células HepG2 inducidas por la sobreexpresion de APOAV,
por lo que la sobreexpresion de APOAYV inhibe la digestion de grasas y la absorcion
provocando inflamacién, y luego reduce el riesgo de desarrollo de resistencia a la
insulina. La insulina disminuye la sintesis del ARNm de APOAS5, mientras que la
glucosa estimula su expresién (Zhao, 2020).

5. GEN APOAV / APOA5

Identificado en 2001 por Pennacchio y colaboradores mediante andlisis
gendmicos comparativos de raton y humano. Localizado aproximadamente a 30 Kb
de distancia del grupo de genes bien caracterizados APOA1l/C3/A4 en el
cromosoma 11g23.3, véase Fig 10. Presenta 4 exones que codifican 366 aa con
71% de identidad a apoa5 de raton y 27% de identidad al gen APOA4 humano. Su
expresion se ve modulada por diversos factores; se sobreexpresa en respuesta a
factores de transcripcion que afectan al metabolismo de TAG como el Receptor
activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR), receptor nuclear, receptor
huérfano tipo tirosina quinasa (ROR) y los ligandos del receptor X del higado
(T0901317) pueden regular la expresion a través de SREBP-1C (Sotos, 2010).

™

o™
o

—

Fig. 10.- Ubicacién del gen APOAV. Fuente propia.

Se conocen tres alelos comunes: alelo APOA5*1, APOA5*2 y APOA5*3. El
haplotipo APOA5*2, que consta de 3 SNP (polimorfismos de nucleétido Unico) no
codificantes, esta presente en aproximadamente el 16 % de los caucasicos y se

asocia con un aumento de las concentraciones de triglicéridos en plasma. El
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haplotipo APOA5*3 se define por la rara sustitucion Serina por Triptéfano en la
posicion 19. Juntos, los haplotipos APOA5*2 y APOA5*3 se encuentran en 25 a
50% de los afroamericanos, hispanos y caucasicos. La presencia de estos
polimorfismos se ha asociado a una disminucion de la expresion del gen APOAS5, lo
que condicionaria un aumento en los niveles de triglicéridos y a una mayor
predisposicion a padecer diabetes mellitus tipo 2; ambos factores de riesgo
reconocidos de enfermedad coronaria. Mutaciones en este gen se han asociado con

hipertrigliceridemia e hiperlipoproteinemia tipo 5 (Saavedra, 2010).

La proteina consta de 366 aminoacidos (ada) y madura tras perder 23 a3,
correspondientes al péptido sefial, véase Fig 11. Estructuralmente destaca su
componente alfa hélice de predominio hidrofébico donde el extremo C-terminal

juega un papel importante en la union de la proteina a los lipidos (Sotos, 2010).

Fig. 11.- Prediccion de la estructura proteica de APOAV. AlphaFold, 2021.

6. HIPOLIPEMIANTES

Disminuyen las concentraciones inusualmente altas de lipidos en sangre
(colesterol, TAG y FL), se utilizan en combinacién con cambios de estilo de vida,
como dieta adecuada, pérdida de peso y ejercicio, y tratamiento de cualquier

trastorno subyacente. Las clases de farmacos hipolipemiantes son:
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% Secuestrantes biliares

% Derivados del acido fibrico

% Inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa
< Acido nicotinico

¢ Inhibidores de la absorcién de colesterol (Gersch, 2017).

6.1.Derivados del acido fibrico o fibratos

Poseen efectos hipolipemiantes reduciendo los niveles de C-LDL, (15 — 20 %),
c- VLDL y TAG (30 - 50 %), aumentan los niveles de C-HDL (5 - 20 %).
Considerados farmacos de primera eleccion Unicamente en el tratamiento de
hipertriacilgliceridemia, en el control de dislipidemias mixtas y en pacientes con
diabetes tipo 2 con dislipidemia elevada de TAG-C-HDL bajo. Estudios clinicos han
demostrado que el uso de fibratos reduce el riesgo de enfermedad aterosclerética
coronaria (EAC) en pacientes con hipercolesterolemia y también, en sujetos
postinfarto de miocardio con niveles bajos de C-LDL, C-HDL y niveles ligeramente
altos de TAG (Goldenberg, 2008; Hermes, 2005). Se pueden utilizar solo o en
combinacion con niacina; la dosis recomendada de fibratos (Bezafibrato) es de 200-
400 mg/ dia y de niacina es de 0.5 a 2 g/dia, hasta lograr que los TAG tengan un
valor inferior a 150 mg/dl y la HDL este arriba de 40 mg/dl (IMSS-233-09, 2016).

6.2.Farmacocinética

Poseen una alta biodisponibilidad oral, que oscila entre el 60% para el fenofibrato
no micronizado (el 100% en la forma micronizada) y el 100% para el gemfibrozilo y
el bezafibrato, presentan una union a las proteinas plasmaticas superior al 95%. Se
metabolizan en mayor o menor proporcion por glucuroconjugacion hepatica y se

eliminan, ya sea en forma inalterada o como glucurénido, por via renal.

Las principales diferencias entre los 3 fibratos mas usados radican en la vida media

del farmaco en el organismo: mientras que la del bezafibrato y el gemfibrozilo oscila
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entre 1 y 3 h, la del fenofibrato suele ser entre 19 y 27 h, y en las enzimas
metabdlicas afectadas por fenofibrato y gemfibrozilo. Aunque ambos farmacos son
glucuroconjugados, lo son por isoformas de glucuronidasas diferentes, con la
peculiaridad de que las isoformas que glucuroconjugan el gemfibrozilo, UGT1Al y
UGT1AS, son también las que mayoritariamente glucuroconjugan las estatinas.
Ademas, el gemfibrozilo es un potente inhibidor de los citocromos CYP2C9 y
CYP2C8, que también participan activamente en la eliminacion metabdlica de las
estatinas*®. Estas caracteristicas hacen que el gemfibrozilo sea el fibrato con mayor
potencial de interacciones farmacocinéticas de trascendencia clinica, con otros
farmacos, especialmente las estatinas (Hermes, 2005; Laguna,2006; Vazquez,
2000).

6.3.Farmacodinamia

Los fibratos actian como ligandos sintéticos para los receptores activados por
proliferadores peroxisomales subtipo a (PPARa), véase Fig 12 y 13, se encuentran
principalmente en higado, musculo esquelético, masculo cardiaco y células de la
pared arterial, estos receptores desempeian un papel clave en el desarrollo de la

aterosclerosis.

Los PPAR’s (receptores activados por proliferadores peroxisomales) se unen como
heterodimeros al receptor nuclear del &cido 9-cis retinoico (RXR) formando un
complejo activador PPAR-RXR el cual se une al DNA y reconoce secuencias
especificas de nucleétidos conocidas como PPRE (elemento de respuesta a PPAR),
constituida por dos semi-dominios repetidos y separados por un solo nucleétido.
Cuando el ligando (acido graso, acido cisretinoico) se une al complejo activador
PPAR-RXR, se reclutan proteinas activadoras y se inicia la transcripcion del gen
diana. El heterodimero formado puede inhibir la transcripcion de genes tras unirse
directamente a regiones promotoras y ser activados por sus ligados, represores
proteicos o se pueden unir a ligandos especificos independiente de RXR, formando

el complejo ligando-PPAR uniéndose al promotor del gene que codifica para factor
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de necrosis tumoral-kB (NF-kB), inhibiendo su transcripcion. La activacion de
PPARa da como resultado un aumento de la lipdlisis y la eliminacion plasmatica de
lipoproteinas ricas en TAG aterogénicos a través de la activacion de LPL y ApoAV,

reduciendo la produccién del inhibidor de la LPL- ApoClIl.

Estos mecanismos. que estimulan la lipdlisis de TAG, C-VLDL y QM, promueven la
B-oxidacion de los acidos grasos en higado, reduciendo la disponibilidad de acidos
grasos libres para la sintesis de TAG; de igual forma, la sintesis de 4cidos grasos
de novo se inhibe a través de reducciones en la actividad de Acetil-CoA carboxilasa
y acido graso sintasa. Los niveles de C-HDL se elevan al estimular la produccion de
Apo Al y al aumentar la lipolisis de los TAG, que también aumenta el aporte de
componentes superficiales de las HDL. También tienen acciones antioxidantes,
disminuyendo la oxidacion de LDL, acciones antitrombdticas y antiinflamatorias,
esta Ultima también resultante de la activacién de PPAR-a, que inhibe la expresién
de interleucinas (IL- 1 e IL-6), de ciclooxigenasa-2 ( COX-2), proteina C reactiva
(PCR), moléculas de adhesion, factor tisular, fibrin6geno e inhibidor del activador
del plasmindgeno (PAI- 1) y en algunos ensayos clinicos, los fibratos disminuyeron

la resistencia a la insulina en pacientes diabéticos (Goldenberg, 2008).

T Transporte o
inverso del
colesterol
Created in BioRender.com bio

Fig. 12.- Mecanismo de accion de los fibratos. Abreviaturas: HDL, lipoproteina de altadensidad; LDL,
lipoproteina de baja densidad; PPAEa, receptor a activado por el proliferador de peroxisomas; PPRE, elementos
de respuesta al proliferador de peroxisomas; RXR, receptor X de retinoides; 1 indica aumento; | indica
disminucién. Goldenberg, 2008.

(
| 31

'



Expresion de PPAR

Citoplasma Higado, corazon, musculo
A 2 ati i i
e esquelético, tejido adiposo,
—_—
Receptores nucleares ‘ g rifion, glandula suprarrenal
LXR ‘ PPARa y mucosa intestinal

RAR
RXR

s Higado, tejido adiposo,

u_«t" ——> | musculo esquelético,
corazon, cerebro,

PPARB/S rifiones, infestino

L. 5

Transcripcion de genes Nucleo _’

N g 5
m :\(j__., Tejido adiposo, regula la
PPARY expresion de citocinas
proinfiamatorias, como el

. ‘ ‘ E] TNF-a

Ligando PPARinactivo PPAR activo RXR
Fig. 13.- Mecanismo de accién y expresion de PPAR. Montilla, 2020.

6.4.Efectos secundarios

Las reacciones adversas mas comunes son: malestar epigastrico, flatulencias,
nauseas, diarrea, estrefliimiento, prurito, urticaria, eritema, debilidad muscular, dolor,
calambres, cefalea y mareos. Al inicio de la terapia con Bezafibrato,
ocasionalmente, disminuye los leves de hemoglobina, leucocitos y plaquetas.
Alrededor del 0.1 % de los pacientes que consumen fibratos presentan elevacion
aminotransferasas (AST y ALT) y creatina quinasa (CPK) y diminucion o aumento
de fosfatasa alcalina (FA), presentando problemas hepéticos. El uso de fibratos
puede aumentar la excrecion de bilis llegando a provocar colelitiasis o ictericia.
Otros efectos son alteraciones pancreaticas (pancreatitis) y musculoesqueléticas
(Goldenberg, 2008; Hermes, 2005).

7. MEDICINA TRADICIONAL CHINA (MTCH)

La Medicina Tradicional China (MTC) se fundamenta en el tacismo o daoismo;
ensefianza del camino; se trata de la tradicion filoséfica y religiosa mas practicada

en China que hace referencia a vivir armoénicamente con el tao “camino”. Emplea
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conceptos como el Qi, Yin/Yang y la teoria de los 5 elementos, considerando al
cuerpo humano como un microsistema que debe estar en armonia con el medio
ambiente y al proceso de enfermedad como el desequilibrio de las energias o a la
existencia de ciclos de control inadecuados en el organismo. La interaccion entre
Xue - sangre , Qi- energia y Jinye - liquidos corporales, establecen el
funcionamiento normal general corporal, los cuales influyen directamente en los
Zang fu (6érganos y visceras), asi como en la circulacion de los canales, por lo tanto
el dinamismo vital del cuerpo se basa en el concepto general que los seres humanos
estan controlados por la energia, creando asi un equilibrio entre Yin/Yang y cinco
elementos, cuando no hay cambio entre estas constantes el individuo tiene una gran

capacidad de autorregulacion para mantener una salud adecuada (Ospina R, 2016).

A continuacién, se describen 3 métodos medicinales usados como tratamientos

basados en esta filosofia.

7.1.Acupuntura

De acuerdo con la NOM-017-SSA3-2012 la acupuntura es un método clinico-
terapéutico no medicamentoso, Gtil en el manejo médico, que consiste en la
insercion de agujas metalicas, esterilizadas de cuerpo solido en puntos especificos,
sobre la superficie del cuerpo humano (NOM-017-SSA3-2012, 2012).

7.2.Electro-acupuntura

Forma parte de las terapéuticas reconocidos por la OMS, considerada un tipo de
medicina alternativa o complementaria, es un método de estimulacion acupuntural
en el cual se aplica una corriente eléctrica a las agujas de acupuntura (previamente
insertadas en el sujeto), para estimular un acupunto, con el fin de desencadenar

una respuesta bilogica y terapéutica especifica (Becerril, 2020).
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7.3.Moxibustién

Método terapéutico no invasivo, por medio del cual se tratan y previenen las
enfermedades a través de la aplicacion de calor sobre puntos especificos de
acupuntura, canales y colaterales, con el objetivo de desencadenar una respuesta
biolégica en el organismo. De acuerdo con la técnica esta se divide en dos:
moxibustion indirecta y directa, donde la diferencia radica en el uso o no de
vehiculos para emitir el estimulo de calor irradiado sobre la piel del paciente,
respectivamente. Dicho vehiculo puede ser una rodaja de ajo, jengibre, cebolla,
macerados de plantas, sal, galletas de aconito; incluso una aguja (Becerril, 2020).

8. MTCHY LAS DISLIPIDEMIAS

Las dislipidemias vistas desde la MTC se consideran como un estancamiento de
flema (factor patégeno interno por un desorden funcional en el pulmén, bazo y rifién)
y humedad (factor patdégeno externo o interno generado por alguna disfuncion de
algun 6rgano sano) que ocasiona alteraciones en la transformacién y transporte de
los liquidos corporales en el organismo parte de los cuales se transforma en flema

causante de enfermedad (Instituto de Medicina Tradicional de Beijing, 1984)

Los principales factores que influyen en la formacién de la flema son: alimentacién
inadecuada (cantidad y calidad), consumo excesivo de comidas grasas o fritas, asi
como de alimentos frios o crudos, desorden en los horarios de alimentacion, trabajo
excesivo, preocupaciones constantes, exposicion prolongada al clima hdamedo,
enfermedades crénicas, alcoholismo y tabaquismo, todo esto afecta la funcién de
Bazo para trasformar y transportar los liquidos y alimentos. Segun la MTCH la
funcion principal del bazo es ayudar al estbmago a transportar y trasformar la
esencia de los alimentos, extrayendo los nutrientes de estos y separando la parte
“clara” la cual sube a Pulmén para ser distribuida a la piel y la parte turbia que envia
a los intestinos para ser de nuevo separada. El bazo es el 6rgano central para la
produccion de Qi, ya que, extrae de la comida y bebida ingerida el Qi de los
alimentos (Gu Qi) que es la base para la formacion de sangre y energia (Maciocia,
2015).
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Otras causas son el estancamiento energético del higado por problemas
emocionales (colera, frustracion, resentimientos, brotes periédicos de coraje,
obstruccion de los sentimientos y acciones del individuo, intolerancia y odio),
invasion de la energia patdégena externa frio-humedad, lesion traumatica abierta o

cerrada, deficiencia de sangre y de energia (Ospina, 2016).

La principal causa de la formacion de flema en el organismo es la deficiencia de
Bazo, si este es incapaz de transformar y transportar los liquidos orgénicos, la
esencia de estos no puede ser distribuida normalmente por lo que se acumulan
constituyendo el Tan-yin (Flema - Humor). Tanto la flema (Tan) como el humor (Yin)
se consideran agentes patoldgicos originados por la disfuncion del metabolismo de
los liquidos organicos, ocasionando la acumulacion y estancamiento del agua,
debido a la falta de distribucion y transformacién de esta se convierte en Yin-humor,
su persistencia constituye la formacion de Flema — Tan (Lozano, 2015). Otra causa
de la formacién de flema es la deficiencia de Rifién, 6rgano encargado de controlar
el agua, su cierre y apertura, es el fundamento del yin y del yang en todo el cuerpo,
por lo que si existe disfuncién de sus funciones e inadecuada transformacion de la
energia puede constituir la flema, la cual puede afectar al corazén, invadir a pulmén
y estancar al Bazo provocando que el Tan-Yin se vuelva cronico y persistente
(Lozano, 2015).

Un estudio realizado en el 2012 por Ling LI y colaboradores, demostré que la
aplicacion de electroacupuntura (EA) en el punto acupuntural Fenglong (ST40), se
encuentra en la cara lateral del musculo extensor largo de los dedos del pie y el
musculo peroneo corto, reduce los niveles de colesterol sérico y triacilglicéridos en
tejidos hepéaticos de ratones macho C57BL/6J con hipercolesterolemia debido a la
modulacién de la expresién génica de transductores de sefial del 6xido nitrico (NO).
En la experimentacion se empleé PCR en tiempo real y Western Blot; los resultados
obtenidos demuestran que la aplicacion de EA en ST40 induce la expresion de oxido
nitrico sintasa (Nnos) y metalotioneina 1 (Mtl), genes implicados en la transduccion

de sefiales de NO. Otro de los genes que presenté modulacion en el estudio anterior
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fue el gen de la apolipoproteina A-Il, el cual codifica para la proteina con el mismo
nombre, esta proteina es la mas abundante en las HDL y su principal funcién es
regular las concentraciones de colesterol, por lo que su deficiencia puede ocasionar
alteraciones en su metabolismo y por lo tanto hipercolesterolemia (Ling Li, 2012).

El estudio “Influencia de la temperatura de la moxibustion sobre los lipidos
sanguineos, endotelina-1, y el oxido nitrico en pacientes con hiperlipidemia’,
realizado en 2013 por Xlanfeng Ye y Huifang Zhang, en el Departamento de
acupuntura-moxibustién del Tercer Hospital Afiliado al Henan Colegio de Medicina
Tradicional China, sometio a 21 de 42 pacientes diagnosticados con hiperlipidemia
primaria a un tratamiento con moxibustion a diferentes temperaturas durante 12
semanas, realizandose 7 mediciones de lipidos en sangre, endotelina 1 y éxido
nitrico. Los resultados obtenidos demostraron que la concentracion de colesterol
total y TAG fueron inferiores en el grupo de tratamiento en comparacién con el grupo
control (P <0.05), la cuantificacion de endotelina-1 y endotelina-1/NO en suero fue
notablemente mas baja en el grupo de tratamiento (P<0.001). La moxibustion reguld
el NO y la endotelina-1/NO en el grupo de tratamiento de mejor manera que en el
grupo control y aumento la expresion de la apolipoproteina A-l, la cual permite que
las HDL realicen un lavado rapido y eficiente del exceso de colesterol a través de

su transporte al higado para ser eliminado por la bilis. (Ye, 2013).

8.1. TRATAMIENTO

Desde el punto de vista de la MTC, el tratamiento aplicado va dirigido a cada
sindrome de forma individual presente en el paciente, por lo que se debe jerarquizar
de forma racional y coherente teniendo en cuenta la situacion actual del paciente,
lo anterior obliga al profesional de salud a determinar el objetivo del tratamiento, el
método terapéutico y puntos a estimular. Para las dislipidemias y Sindrome
metabolico se debe fortalecer el Yang y el Qi de Bazo, el Yang de Rifidn, movilizar
la energia del Higado, eliminar la humedad y transformar la flema (Ospina, 2016).

Actualmente el uso del MTC en distintas regiones del mundo como principal via de

tratamiento de diversas enfermedades no es recurrente debido que menudo utiliza
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categorias de diagnostico que no se corresponden con los conocimientos cientificos
actuales etiologia de la enfermedad como la deficiencia general, exceso de yin o
yang, flema, sin embargo, la OMS reconoce su utilidad en el tratamiento de algunas
enfermedades, promueve su regulacion e integracion en los sistemas nacionales de
salud y recomienda realizar estudios de investigacion al respecto (NOM-017-
SSA32012 , 2012).

9. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas en inglés,
considerada hoy en dia como una herramienta imprescindible en el area de
Genética Molecular e Ingenieria Genética, se trata de la amplificacion o replicacion
in vitro de miles de millones de copias de forma directa de un gen o fragmento de
DNA o indirecta de RNA (mediante cDNA) durante varios ciclos, presentes en
mezclas de diversas fuentes, sin necesidad de la purificacion previa de la muestra
integra inicial (Luke, 2000).

Los elementos principales de esta reaccion enzimatica son el templado o molde
(DNA o cDNA), enzima DNA polimerasa (sintetiza de forma natural el DNA de las
células, la mas empleada es la Tag DNA polimerasa proveniente de Thermus
aquaticus), oligonucledtidos o primers (secuencias de oligonucleétidos que
flanquean y delimitan la secuencia blanco y son complementarios a ésta, su tamafio
oscila entre 15-25 pares de bases (pb) cuyo % G-C no debe mayor al 55% de la
secuencia, se trata de dos secuencias diferentes de primers una denominada
forward o sentido y otra reverse o antisentido), desoxirribonucleétidos trifosfatados
o dNTP’s (bases nitrogenadas con las que la Taq polimerasa construye las nuevas
cadenas de ADN la concentracibn empleada oscila entre 0.2 a 1.0 pM), ion
magnesio Mg+ (cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion,
la concentracion de trabajo oscila entre 0.5y 2.5 uM), buffer (soluciébn amortiguadora
compuesta generalmente de Tris-HCI con un pH= 8 cuya concentracion final debe
ser 1X) y H20 (disolvente en la reaccion, debe ser destilada libre de nucleasas,

enzimas que degradan a los acidos nucleicos.). Todos estos elementos interactian
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en las tres etapas principales de la reaccion, que méas a delante se detallan. La
reaccion se lleva a cabo en equipos llamados termocicladores, los cuales
establecen un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y
tiempo permanecen constantes en cada ciclo. Al finalizar la reaccion, se corrobora
la amplificacion la secuencia blanco o amplicones en geles de agarosa (Luke, 2000;
Tamay de Dios, 2013).

Requiere de una sucesion de ciclos, generalmente de 20 a 40 ciclos de 1.5- 5 min
de duracion por ciclo, con una duracion aproximada de 2 h. Consta de tres etapas

principales, véase Fig 14:

1. Desnaturalizacién: Calentamiento que provoca la separacion de las dos
hebras de DNA, mediante una incubacion corta (30-120 s) a temperaturas
entre los 68 y 97 °C, dicha temperatura debe ser mayor a la Tm de la regién

gue se desea amplificar (region diana).

2. Templado o hibridacién: Etapa de enfriamiento rdpido que permite la
hibridacién de las hebras sencillas del DNA de interés con los cebadores,
esta temperatura va de los 37 a los 65 °C durante 10-120 s, dicha

temperatura debe de estar por debajo de la Tm de la regién diana.

3. Elongacién o replicacién: Se trata propiamente de la etapa de
amplificacion, cuya temperatura oscila entre los 72-75 °C con una duracion
de 1-3 min. En esta etapa la DNA polimerasa termoestable elonga los
cebadores, empleando como molde las hebras originales. La direccion de la
replicacion presenta un sentido '5° — 3" comenzando el 3'-OH de cada
cebador, los dNTP’s y Mg+ como sustratos hasta que inicie el siguiente ciclo

con la etapa de desnaturalizacion.

Ademas de las 3 etapas, mencionadas anteriormente, se afiade una etapa previa

y una etapa final al conjunto de todos los ciclos, la etapa previa se realiza a una
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temperatura elevada superior a la de todas las demas etapas sirve para inactivar
proteasas y nucleasas presentes en la muestra, asi como para asegurar la
desnaturalizacion completa del DNAde partida, especialmente si el DNA que se
desea amplificar es de gran tamafio 0 posee regiones muy compactas, por su
parte, la etapa final consiste en una prolongacion de la ultima elongacion, por lo
que al temperatura de trabajo es de 72 °C, permitiendo que se completen todos

los fragmentos (Luke, 2000).

100 Etapa previa 1er ciclo 2do ciclo 30° ciclo Etapa final
90

80

4 min
72°C
70

60

50

40

Temperatura (°C)

30
20
10

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 20 40 60 80 100 120 130 140 150 152 154 156 158 160

Tiempo (min)

Fig. 14.- Esquema temporal de una PCR. Las temperaturas y tiempos marcados son orientativos estos
varian dependiendo la muestra a utilizar. Luke, 2000.

9.1.PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR)

En 1992, Higuchi y colaboradores desarrollaron la PCR en tiempo real, también
llamada PCR cuantitativa (qPCR), al videograbar en tiempo real la incorporacién de
bromuro de etidio al DNA durante cada ciclo de la PCR realizada bajo luz UV. El
objetivo de la qPCR es detectar y cuantificar las secuencias especificas de acidos
nucleicos en cada ciclo mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reaccién
sin que haya la necesidad de correr un gel de agarosa para conocer si la reaccién
fue exitosa como en la PCR punto final. Actualmente, la PCR en tiempo real es el
método mas sensible para detectar y cuantificar los acidos nucleicos, aun teniendo
una cantidad muy pequefia de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad,

especificidad y eficiencia. Una de sus aplicaciones mas usadas es para cuantificar
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cambios muy pequefios en la expresion génica mediante la deteccion de los niveles
del ARNm procedente de células o tejidos. La cantidad de ARNm que puede
detectar la reaccion puede ser a partir de concentraciones bajas a diferencia de la
PCR punto final que necesita una mayor concentracion. Los elementos empleados
en la gPCR son los mismos utilizados en la PCR punto final, salvo el sistema
reportero de fluorescencia para detectar los productos amplificados, estos junto con
los demas elementos se venden en una solucién conocida como “Master Mix”. Los
primers deben ser disefiados especialmente para garantizar una alta especificidad
y deben generar amplicones de entre 100-150 pb, si su tamafio es mayor la

eficiencia de la reaccién disminuye (Herrera, 2021; Tamay de Dios, 2013).

9.2.gPCR con reverso transcripcion (RT-qPCR)

Durante la reaccion, si usamos como sustrato DNA gendmico, hablamos de una
gPCR convencional, pero si se utiliza DNA complementario (cDNA) provenientedel
RNA mensajero (RNAmM) se dice que se realiza una gRT-PCR (Reverse
Transcription-PCR, por sus siglas en inglés). Esta conversion se logra mediante la
transcripcion reversa, catalizada por la enzima transcriptasa reversa, la cual pasa la
molécula de RNAm a cDNA. Este método fue copiado de los retro virus que usan la
transcriptasa reversa para convertir su genoma de RNA en DNA, duplicandose en
millones de particulas virales. EI cDNA se utiliza cuando analizamos la expresion
del ARNm de algun gen de interés (Luke,2000; Tamay de Dios, 2013).
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5. JUSTIFICACION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) mas del 30% de
la poblacion mundial adulta padece de algun tipo de dislipidemia, ocasionando 4.4
millones de muertes prematuras por afio (OMS, 2016). La hipertriacilgliceridemia en
México afecta al 21 % de las mujeres y 17.7% de los hombres, elevando el riesgo
para desarrollar alguna enfermedad cardiovascular y morir a causa de ella
(ENSANUT, 2018). En 2011 un estudio de tipo descriptivo, retrospectivo de corte
transversal realizado en poblacion mexicana demostré que la hipertriacilgliceridemia
persiste en la poblacion mexicana pese a recibir un tratamiento de tipo
farmacoldgico, ya que el 45.7 % de los hombres y 40.4% presentaban una
concentracion plasmatica de TAG superior a 150 mg/dL. La prevalencia de estas
patologias se encuentra altamente asociada a malos habitos alimenticios y al
sedentarismo. La dieta mexicana se basa mayoritariamente en el alto consumo de
carbohidratos y grasas desde edades tempranas, por ello surge la necesidad de
plantear alternativas terapéuticas que sean mas accesibles y eficaces en el
tratamiento de estas patologias, contribuyendoa su vez, en disminuir el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares que culminen en la muerte prematura del

paciente.
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6. OBJETIVOS
6.1.General

Evaluar el nivel de expresion del gen APOAV mediante qPCR en pacientes
diagnosticados con hipertrigliceridemia tratados con electroacupuntura/moxibustién
y pacientes tratados con fibratos

6.2.Particulares

6.2.1. Evaluar niveles de expresion de los genes APO-AV y Actina, en
pacientes diagnosticados con hipertrigliceridemia antes y después de
cada tratamiento, mediante la estandarizacion de qPCR con la finalidad

de determinar un tratamiento optimo.
6.2.2. Realizar un andlisis comparativo de la expresion génica de APOAV

antes y después del tratamiento en ambos grupos mediante pruebas

estadisticas.
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7. ANTECEDENTES

Un estudio realizado en el 2012 por Ling LI y colaboradores, demostré que la
aplicacion de electroacupuntura (EA) en el punto acupuntural Fenglong (ST40), se
encuentra en la cara lateral del musculo extensor largo de los dedos del pie y el
musculo peroneo corto, reduce los niveles de colesterol sérico y triacilglicéridos en
tejidos hepaticos de ratones macho C57BL/6J con hipercolesterolemia debido a la
modulacién de la expresion génica de transductores de sefial del 6xido nitrico (NO).
En la experimentacion se emple6 PCR en tiempo real y Western Blot; los resultados
obtenidos demuestran que la aplicacion de EA en ST40 induce la expresion de 6xido
nitrico sintasa (Nnos) y metalotioneina 1 (Mtl), genes implicados en la transduccién
de sefiales de NO. Otro de los genes que presenté modulacion en el estudio anterior
fue el gen de la apolipoproteina A-Il, el cual codifica para la proteina con el mismo
nombre, esta proteina es la mas abundante en las HDL y su principal funcién es
regular las concentraciones de colesterol, por lo que su deficiencia puede ocasionar
alteraciones en su metabolismo y por lo tanto hipercolesterolemia (Ling Li, 2012).
El estudio “Influencia de la temperatura de la moxibustion sobre los lipidos
sanguineos, endotelina-1, y el Oxido nitrico en pacientes con hiperlipidemia’,
realizado en 2013 por Xlanfeng Ye y Huifang Zhang, en el Departamento de
acupuntura-moxibustién del Tercer Hospital Afiliado al Henan Colegio de Medicina
Tradicional China, sometio a 21 de 42 pacientes diagnosticados con hiperlipidemia
primaria a un tratamiento con moxibustiéon a diferentes temperaturas durante 12
semanas, realizandose 7 mediciones de lipidos en sangre, endotelina 1 y 6xido
nitrico. Los resultados obtenidos demostraron que la concentracion de colesterol
total y TAG fueron inferiores en el grupo de tratamiento en comparacién con el grupo
control (P <0.05), la cuantificacion de endotelina-1 y endotelina-1/NO en suero fue
notablemente mas baja en el grupo de tratamiento (P<0.001). La moxibustion reguld
el NO y la endotelina-1/NO en el grupo de tratamiento de mejor manera que en el
grupo control y aumento la expresion de la apolipoproteina A-1, la cual permite que
las HDL realicen un lavado rapido y eficiente del exceso de colesterol a través de

su transporte al higado para ser eliminado por la bilis. (Ye, 2013).

43

——
| —



8. MATERIAL Y METODOS

8.1.Grupo de estudio

El estudio se realizé en pacientes que acudieron a consulta en la clinica de
Acupuntura de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia, ubicada en Av.
Guillermo Massieu Helguera 239, La Escalera, Alcaldia Gustavo A. Madero, C.P.
07320, Ciudad de México, en el periodo comprendido de octubre - diciembre de
2021, dichos pacientes fueron evaluados bajo los siguientes criterios (Tabla 1),

trabajando unicamente con aquellos que cumplian los criterios de inclusion.

Tabla 1

Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion para la poblacién de estudio.

Inclusion Exclusion Eliminacién
*Pacientes femeninos y *Pacientes que decidan
masculinos abandonar por voluntad
*Rango de edad: 30-50 afios propia el proyecto de

*Pacientes con  previo investigacion

diagnéstico de hipertrigliceridemia *Pacientes que  no

medianteperfil lipidico, (TAG >150 *Pacientes  con

. acudan amas de dos
enfermedades cardiovasculares

mg/dL) 0 queutilicen marcapaso. sesiones de
*Pacientes que acepten el tratamiento.

tratamiento  por  voluntad *Pacientes que durante el
propia y firmen la carta de tratamiento requieran de
consentimientoinformado. hospitalizacién o]

tratamiento

de otra indole.
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Solo 30 pacientes cumplieron con los criterios anteriormente mencionados, tras su
seleccidon, se conformaron dos grupos de forma aleatoria, denominados: Grupo
Electroacupuntura/Moxibustion (EAM) y Grupo Bezafibrato (B), las caracteristicas
del tratamiento aplicado a cada grupo se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Grupos de estudio y tratamiento aplicado.

Grupo Tratamiento
EAM Electroacupuntura mas Moxibustion indirecta
(n=15) 2 sesiones por semana (10 sesiones en total)

durante 5 semanas

(n=15) Bezafibrato 200 mg cada 24 horas durante 5

semanas

8.2.Datos antropométricos

Se registraron: edad, sexo y medidas antropométricas de cada paciente

perteneciente al estudio.

8.3. Toma de muestray perfil lipidico

Se tom6 muestra de sangre periférica antes y 5 semanas después deltratamiento
a los 15 pacientes pertenecientes a cada grupo de estudio, en laclinica de
Acupuntura de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia. Las muestras
recolectadas antes del inicio del tratamiento correspondiente se etiquetaron segun
el grupo de estudio como: EAM1 y B1, dicha muestra funcioné como Control. Las
muestras tomadas a las 5 semanas de tratamiento fueron etiquetadas como EAM2
y B2. En cada una de lasmuestras fueron evaluados los niveles de lipoproteinas
presentes en plasmamediante un perfil lipidico. A ambos estudios se les realizé un

analisis estadistico descriptivo con la finalidad de trabajar con medias poblacionales.
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9. ANALISIS MOLECULAR

9.1.Extraccién de RNA

Se realiz6 la extraccion de RNA siguiendo el método de Chomczynski y
Sacchi 1987 y 2006 (Martinez et. al, 2013) a partir del plasma de los pacientes, dicho
proceso se describe a continuacion y se plasma en la Figura 15.

Se colocaron 1.5 mililitros (mL) del paquete leucocitario y 1 mL TRIzol® en un tubo
Eppendorf, el tubo se mezclé en vortex por 5 minutos (min). El reactivo TRIzol®
contiene una mezcla monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina, esta mezcla
lisa las células y componentes celulares permitiendo extraer el material genético
como RNA y DNA, presenta, ademas, actividad inhibidora de ribonucleasas
(RNAsas), lo cual asegura la integridad del material genético. Pasados los 5 min la
muestra se centrifugé a 12,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 mina 4 °C,
disociando el complejo de nucleoproteinas. Tras la centrifugacién se decant6 el
sobrenadante del lisado, pellet o pastilla (DNA-RNA), este se transfirié a otro tubo
Eppendorf limpio al cual se le agregaron 200 microlitros (uL) de Cloroformo, se agitd
vigorosamente en vortex durante 15 segundos (s), se incubo a temperatura
ambiente (37 °C) durante 3 min y se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
Terminado el proceso de centrifugacion se forman tres fases en el tubo Eppendorf:
de abajo hacia arriba, se encuentra una fase de color rojo correspondienteal fenol
cloroformo, también llamada fase fendlica la cual contiene proteinas, la partecentral
corresponde a la fase tipo gel que cuyo contenido es DNA 'y por dltimo en laparte
superior se encuentra la fase acuosa que contiene al RNA.

La fase acuosa setransfirio cuidadosamente, evitando contaminar la muestra con
alguna de las fasesinferiores (mismas que pueden almacenarse para extraer DNA
o proteinas si fueranecesario) a un tubo Eppendorf limpio. Se agregaron 500 pL de
Isopropanol, se incubé a 37 °C durante 10 min, posteriormente se centrifugo a
12,000 rpm durante 10 min a 4 °C formado asi en el fondo del tubo un boton o pellet
de RNA. Se decanté el sobrenadante (Isopropanol), el boton de RNA se lavo con 1
mL de Etanol (EtOH) al75% y se centrifugd a 9,500 rpm durante 5 min a 4 °C,
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posteriormente se decanta elEtOH y se dej6 secar el boton de RNA de 15 a 20 min,
evitando secar completamente. Por ultimo, el pellet se re-suspendido en 20 pL
de agua/Dietilpirocarbonato al 0.05% (DEPC) libre de RNAsas y se incub6 por 10
minutos a55-60°C. El RNA obtenido se mantuvo a -20°C durante el tiempo de su

almacenamiento.
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Figura 15. Esquema general de trabajo para la extraccion de RNA de muestra periférica. Fuente propia.

Secar 15 -20 min
evitando secar
V completamente

9.2.Cuantificacién de RNA por espectrofotometria

Se utilizé un espectrofotometro para Microplacas Epoch™ de BioTek. Dentrodel
sistema del equipo el tipo de muestra elegida fue RNA con su respectiva longitudde
onda a 260 nanédmetros (nm), a dicha longitud de onda Unicamente se detecta el
contenido de acidos nucleicos. Previo al uso de las placas se desinfectaron con
EtOH al 70% y papel seda especial. En el primer pocillo de la placa se colocaron 2
puL de agua DEPC (Blanco) y en los pocillos restantes 2 uL de cada muestra sin

diluir, como se muestra en la Fig. 16.
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Figura 16. Esquema general de trabajo para la cuantificacién de RNA extraido en muestrade sangre venosa
de cada paciente. Fuente propia.

9.3.Integridad del RNA

9.3.1. Tratamiento de muestras

Todas las muestras obtenidas de RNA fueron tratadas con
desoxirribonucleasas [DNasa] (RQ1 RNAse free DNAse Promega) para poder
eliminar las trazas de DNA existentes, esto garantizaba la integridad del RNAy a su
vez daba la certeza de que la expresion génica resultante era fiable. Para realizar
el proceso se coloc6 1 microgramo (ug) del RNA en un tubo Eppendorf,
dependiendo de la concentracion de cada muestra el volumen variaba, pero siempre
se colocd la misma concentracion, al cual se le afiadio 1 pL del Buffer de Reaccion
10X y 1 pL de la enzima DNasa, ya incorporado se dejo incubar por 30 minutos a
una temperatura de 37°C. Posteriormente, para la inactivacion de la enzima, se le
anadié 1 pL de solucién de paro de EDTA y nuevamente se incubo la mezcla durante

10 minutos a una temperatura de 65°C, véase Fig 17.

48

——
| —



oy —

I | = 1 pL de Sol. de

1\ “’,1‘ E paro de EDTA
1 ﬂ‘, =

1 g de RNA 1pLdeBuffer 1 pLdeenzima
de reaccion 10X DNAsa

4
\@/_E;

// z 30 min

37°€

Tubo Eppendorf
limpio

Created in BioRender.com bio

Figura 17. Esquema general de trabajo del tratamiento del RNA extraido y cuantificado decada
muestra sanguinea. Fuente propia.

9.3.2. Electroforesis

Para comprobar la integridad del RNA se realiz6 una corrida electroforética
en gel de agarosa al 1.5%; para ello se pesaron 0.45 gramos (g) de agarosa que
fueron disueltos en 30 mL Tris-Borato-EDTA [Acido etilendiaminotetraacético] o TBE
1X, la mezcla se calent6 poco a poco para tener una mezcla homogénea, seguido
a esto se vertié en el molde, se colocé el peine para formar los pozos y se dejo
enfriar hasta gelificar. Posteriormente se retiré el gel del molde, evitando romperlo,
se llend la camara con TBE 1X hasta la marca indicada y se coloc6 nuevamente el
gel. Para cargar los pozos del gel, se mezclaron 4 puL del RNA con 2 uL del bufferde
carga, el tiempo de corrida fue de 30 min a una carga de 100 volts. Debido a la
carga molecular negativa del RNA durante la electroforesis el material genético
migra hacia el anodo. Al finalizar la corrida el gel se tii6 con Bromuro de Etidio
durante 15 min. El Bromuro de Etidio es un agente intercalante que se introduce en
las bases nitrogenadas y en presencia de luz ultravioleta (UV) emite fluorescencia
lo que permitio identificar el material genético. Tras la tincion del gel este se coloco

en una camara de luz UV para revelar las bandas, véase Fig 18.
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Figura 18.- Esquema general de trabajo de la corrida electroforética del RNA extraido ycuantificado
de cada muestra sanguinea. Fuente propia.

9.4.Sintesis de cDNA para la amplificacién en tiempo real

Posteriormente, se realiz0 la sintesis de DNA de cadena simple (cDNA) del RNA
total empleando Kit Superscript 1l reverse transcriptase de Invitrogen. Se colocaron
8 uL de RNA (400 ng/ yL) en un tubo Eppendorf nuevo, a los cuales seles afiadi6 1
ML de Mix de dNTP's a 10 uM y 1 uL del OligodT (0.5ug/ul), se homogeniz6 e incubd
durante 5 minutos a 65°C, posteriormente se incub6é 1 min a 4 °C. Se agregaron 4
puL de Buffer 5X, 4 pyL de Cloruro de Magnesio (MgCl2 3 upM), 2 upL de
diclorodifeniltricloroetano (DTT 0.1M), y 1 yL de RNasaOut o inhibidor deRNasa
(40U/ul), se homogeneizé e incubd durante 2 minutos a 42°C en el termociclador,
inmediatamente al terminar la incubacién se anadié 1 uL de la enzima Superscript I RT
(200U/ul) y se dejo en el termociclador en dos fases: la primera a42°C durante 50
minutos y la segunda a 72°C durante 15 minutos, posteriormente se conservo a -

20°C hasta su uso, véase Fig 19.
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Figura 19.- Esquema general de trabajo de la sintesis de cDNA. Fuente propia.

9.5.Estandarizacion de genes enddgenos y problema en gPCR
9.5.1. Condiciones de ensayo de PCR

La reaccion de amplificacion consistio en un primer paso o desnaturalizacion
inicial de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos consecutivos, 10 segundos a 95°C,
45 segundos a 52°C y 30 segundos a 72°C. Finalmente se realiz6 una Melting Curve
a 95°C por 15 segundos. La amplificacion, deteccién de la sefal y analisis de datos
se realizaron en el equipo Techne Sistema de qPCR en tiempo real Prime Pro-48,

véase Fig 20.

Etapas de la qPCR

95.7C 95*€
10 min 10s 15s
72T G
30s
S2%C
45s
30s
1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo
Desnaturalizacién Ciclos Melting Curve
inicial secuenciales

Figura 20.-. Esquema de condiciones de reaccion de amplificacion utilizadas para el pool demuestras. Fuente
propia.
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9.5.2. Reactivos de ensayo

Se emplearon cebadores maraca IDT para cada uno de los genes a evaluar;

las caracteristicas de cada par de cebadores empleados en la técnica se describen

en la Tabla 3.
Tabla 3
Secuencia de los cebadores empleados para la amplificacion de genes.
Gen Secuencia Tm °C  Tamafo de amplicon
Forward: 5- GGA AGC GTT CAT TCC CAA TG-3 54.48
Actina ) i 150 pb
Reverse: 5°- CGG GAG ATT GTG CGA GAT GT-3 57.3
GAPDH Forward: 5°- ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3 64.5
Reverse: 5'- TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3 65.4 150 pb
APOAV Forward: 5°- TCC GCC AGG ACA CCT ACC T-3 60.6 )
150
Reverse: 5- TCA GAACTT TGC CAC TGT CTG T-3° 56.6 P

Para la optimizacion de las condiciones de g-PCR se utilizo un sistema convencional
comercial con Tag Polimerasa, dinucleétidos trifosfatos (ANTP’s) y cloruro de
magnesio (MgCl2) marca Promega, las cantidades empleadas en la
experimentacion se describen en la Tabla 4.

Tabla 4.

Cantidades de reactivo utilizadas en la amplificacion de genes.

Reactivo Cantidad (pL)
SYBR Green PCR Master Mix 6.25
Primer Forward 1.25
Primer Reverse 1.25
H20 grado biologia molecular 1.75
cDNA muestra 2
Volumen final por reaccién 12.5

Nota: Los volumenes presentes anteriormente se emplean para realizar una sola reaccion, en la
experimentacion se realizaron cocteles con el volumen correspondiente al nimero de reacciones
a realizar.
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9.5.3. Modificacién en las concentraciones de cDNA empleada para la
estandarizacion de la amplificacion de un fragmento del gen
endogeno Actinay GAPDH

Previamente en otro estudio se estandarizado la concentracion de cebadores
para el gen de Actina, donde la concentracion éptima fue equimolar a 3uM, sin
embargo, dicha estandarizacion fue realizada en un equipo de trabajo diferente, por
lo que dicha concentracion se evalué nuevamente en el equipo Techne Sistema de
gPCR en tiempo real Prime Pro-48, véase Fig 21, con el fin de corroborar que dicha
concentracionfuera la 6ptima. Por su parte se evaluaron tres diferentes diluciones
de muestra decDNA, las cantidades de reactivo utilizado para dicha amplificacion

se muestran enla Tabla 5.

gzalt?dzdes de reactivo utilizadas en la amplificacion de gene endégenos.
Reactivo Volumen (uL)
SYBR Green PCR Master Mix 6.25
Primer Forward (3 puM) 1.25
Primer Reverse (3 pM) 1.25
H20 grado biologia molecular 1.75
cDNA muestra 2
(d1:5, 1:10y 1:20)
Volumen final por reaccién 12.5

Nota: Los voliumenes presentes anteriormente se emplean para realizar una sola reaccion, en la
experimentacion se realizaron cocteles con el volumen correspondiente al nimero de reacciones a
realizar.
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Figura 21.- Esquema general de trabajo para la estandarizacion de la amplificacién de un fragmento
del gen Actina y GAPDH. Se preparo un coctelpara 5 reacciones, adecuando los voliumenes a utilizar
basandose en los marcados en la Tabla 5 y se evaluaron 3 diferentes concentraciones de cDNA (1:20,1:10: y
1:5). En el pozo de reaccién de la placa para gPCR se colocaron 10 pL de coctel de reaccion y 2 pL de cDNA
de la concentracion a evaluar. acto seguido se realizé la amplificacién. Fuente propia.

9.5.4. Modificacion en las concentraciones de cebadores y cDNA
empleados en la estandarizacion de APOAV

Se realizé un coctel de Primer forward para cada concentraciéon a evaluar, 0.5
UM, 3 UM y 9 uM respectivamente, cada concentracion se evalud por separadoen
una columna de la placa de reaccion con concentraciones distintas de Primer
Reverse (0.5 uM, 3 uM y 9uM). Por su parte en cada una de las filas presentes en
la placa de reaccion se evalud la cantidad de cDNA a emplear (dilucién 1:5,1:10 y
1:20). Las cantidades de reactivos para la preparacion de cocteles de Primer
forward de cada concentracién y concentraciones de Primer Reverse y muestra de
cDNA empleadas en para la amplificacién se describen en la Tabla 6 y Tabla 7
respectivamente. A continuacién, se presenta un diagrama ilustrativo de la

realizacion de la técnica, véase Fig 22.
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Figura 22.- Esquema general de trabajo para la estandarizacion de gen APOAV. Se trabajaron 3
concentraciones distintas tanto de primers como de cDNA. Para el caso de primers serealiz6 un coctel
tomando como referencia el Primer Forward de cada una de las concentraciones 0.5uM, 3 uM y 9uM

respectivamente, posteriormente se colocé 9.5 pL de coctel en cada uno de los pozos de reaccion contenidos
en la placa para qPCR, se agreg6 1.25 uL de primer reverse y 2 yL de cDNA de la concentracion marcada en
la Tabla 6, acto seguido se realiz6 la amplificacion. Fuente propia.

Tabla 6

Cantidades de reactivo utilizadas para la preparacion del coctel de Primer Forward
para la amplificacion del fragmento del gen APOAV.

Reactivo Cantidad (uL)
SYBR Green PCR Master Mix 6.25
Primer Forward 1.25
H20 grado biologia molecular 1.75
Volumen final por reaccion 9.25

Nota: Los volimenes presentes anteriormente se emplean para realizar una sola reaccion, en la
experimentacion se prepararon cocteles con el volumen correspondiente al nimero de reacciones a realizar
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Tabla 7

Concentraciones de Primer Reverse y cDNA utilizadas en la amplificacion degenes.

Concentracion de
Primer Reverse

Colu Muestra
mna (LM)
Fila A-D FILA A FILAB FILAC FILAD
1 0.5uM
2 3uM cDNA1:5 cDN ¢DN H.O
3 ouM A A
1 12
0 0

9.6.Curvas de disociacion de los genes amplificados

Tras la finalizacion de la PCR, las reacciones se sometieron a un incrementode
temperatura de 72 °C a 95 °C con la finalidad de construir una curva de disociacion
del fragmento del gen amplificado. Dicha curva se basa en un gradiente de temperatura
creciente tras la PCR para monitorear la cinética de disociacion de los fragmentos
amplificados, es decir, permitir la apertura de la doble cadena del producto
amplificado lo cual provoca que el SYBR Green intercalado se disocie de la cadena
y la sefial de fluorescencia dada disminuya. Lo anterior permite determinar la Tm de
las amplificaciones y comprobar su especificidad, es decir, verificar que el producto

final sea unico.

9.7.Reproducibilidad y especificidad de la técnica

Para comprobar la reproducibilidad de la técnica, se realizaron por triplicadolas
reacciones de amplificacion con cDNA obtenido de sangre periférica realizando 6
corridas en total. La especificidad de la técnica se comprobd analizando por

triplicado las muestras de cDNA obtenidas.
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9.8.Método de cuantificaciéon

En la PCR en tiempo real, los valores de fluorescencia son medidos cada ciclo,
estos representan la cantidad de producto de amplificacién en la reaccién, porlo
tanto, entre mayor templado presente una reaccién al comienzo de la PCR el
namero de ciclos necesarios para alcanzar un punto en que la fluorescencia es
medida por encima de la fluorescencia normal de reaccion (Ct) serd menor. El
presente estudié empleo la cuantificacion relativa, por o que en dicho método se
compara la Cr de la muestra antes (control) y después del tratamiento con
electroacupuntura mas moxibustién y Bezafibrato. Las cuantificaciones realizadas
se normalizaron con un control endégeno (gen que no se modula tras el tratamiento)
para considerar la variacion en la concentracion inicial, calidad de RNA y la

eficiencia de la reaccion de transcripcion inversa.

El método 2-AACT (Livak y cols, 2001) permite analizar cambios de expresion
relativa.dicho método es similar al de cuantificacion absoluta por curva estandar,
excepto que en este método se emplean formulas aritméticas para alcanzar el
mismo resultado, ademas de ser sencillo, de facil manejo y el andlisis es rapido. En
primerlugar, se determind el CT del producto amplificado del gen problema antes
del tratamiento (C+ APOV ANT) y del control endégeno GAPDH (Ct ACT ANT) del
pool de muestras en las 6 diferentes corridas. Con estos datos se calculé ACr, que
es igual a la diferencia del Ct del gen problema y el Ct del gen enddgeno, este fue
calculado para normalizar las diferencias en la extraccién del RNAYy en la eficiencia
de la reaccion de sintesis de cDNA. Posteriormente se calcul6 el AAC+, de cada
pool de muestras, este se obtuvo de la diferencia del ACt menos el promedio de

esta. Por ultimo, la expresion del gen APOA, normalizada con el control endégeno

Actina, se calcul6 por 2-AACT  Asi |a diferencia en la expresion de APOA-V se
expresd6 como n-veces relativa al control. Las ecuaciones consideradas para

calcular AAC+ para el método de cuantificacion relativa fueron:

Cr gen APOAV — Cr GAPDH = ACr
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ACr — XACr = AACT

Cantidad relativa = 2—0ACT

9.9.Seleccion del control enddégeno

El andlisis del control endogeno se determind para normalizar las diferenciasen
la extraccion del RNA vy la eficiencia de la reaccion de sintesis de cDNA. Los genes
utilizados frecuentemente son actina, 2-microglobulina, GAPDH y rRNA. Elgen
enddgeno seleccionado debe ser validado para determinar que su expresion nose ve
afectada por el tratamiento experimental. Para seleccionar el control endégeno, se
determind la cantidad relativa de los genes actina y GAPDH en el poolde cDNA
correspondiente al RNA extraido de sangre periférica de los pacientes atesy después
de cada tratamiento. La determinacion se realizd por amplificacion con PCR en
tiempo real, como se detallé anteriormente y la cantidad relativa del gen sedeterminé
empleando la siguiente formula:

ACT — ACT antes del tratamiento = AACT despues del tratamiento

Finalmente, se eligi6 como gen endégeno a aquel que no muestra relacion
estadisticamente significativa segun el analisis ANOVA entre el tratamiento a lo largo

del tiempo y la cantidadrelativa.

9.10. Eficiencia de la amplificacion

Para validar el método de cuantificacion relativa, la eficiencia en la amplificacion
del gen problema y gen enddgeno, previamente seleccionado, deben ser
aproximadamente iguales. Para determinar esta eficiencia se realizaron tres
diluciones decuples seriadas al cDNA puro, posteriormente estas diluciones se
amplificaron por triplicado bajo las condiciones descritas anteriormente para obtener
los valores de CT. Estos se graficaron contra el logaritmo de la concentracion total
del fragmento de PCR y se calculd la regresion lineal. El valor de la pendiente fue
utilizado para calcular la eficiencia (Rasmussen, 2001) con al siguiente formula:

1
E = 10(_pendiente) -1
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9.11. Analisis estadistico

Los datos obtenidos y los graficos se realizaron en el programa Sigma STAT 2.03
y Sigma Plot version 10.0. Se empled un analisis de ANOVA y Tukey para comparar
los cambios de expresion antes y después de los diferentes tratamientos
Electroacupuntura mas Moxibustion y Bezafibrato).
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10. RESULTADOS

En el presente trabajo se analiz6 la expresion de APO-AV en plasma de
pacientes diagnosticados con hipertrigliceridemia bajo dos tipos de tratamiento:
farmacoldgico administrando Bezafibrato de 200 mg cada 24 h y Medicina
China

Electroacupuntura 2 sesiones a la semana, ambos tratamientos se administraron

Tradicional fusionando dos técnicas orientales: Moxibustion —

durante 5 semanas continuas.

Dado que APOAV participa en el metabolismo de los TAG, se decidié analizar la
modulacion de este metabolito conforme al tratamiento administrado. Como se
observa en la Tabla 8 la concentraciéon de TAG en ambos grupos no presenta
diferencia significativa, basandose en el analisis ANOVA (p=0.157), antes de iniciar
el tratamiento por lo que teniendo la certeza de que el metabolito de interés era
homogéneo en ambas poblaciones seinicia el tratamiento correspondiente para

cada grupo de estudio.

Tabla 8
Andlisis descriptivo inicial de la poblacién de estudio.

Variable Grupo EAM Grupo B p
(n=15) (n=15)
Edad (afios) 51.19£8.71 47631108 0.313
Sexo (F/IM) 10/6 10/6 1
Triacilglicéridos (mg/dL) 440.25 + 282.68 311.44 £ 214.73 0.157
Colesterol (mg/dL) 202.75 £ 38.22 188.68 £ 33.51 0.277
c-HDL (mg/dL) 37.31£5.89 451+ 11.30 0.22
c-LDL (mg/dL) 90.65 £47.09 79.78 £ 31.61 0.449
c-VLDL (mg/dL) 88.07 £ 56.53 62.48 £ 42.92 0.160
Lipidos totales (mg/dL) 97421 +448.77 757.66 +£361.15 0.143
Fosfolipidos (mg/dL) 331.21 £152.57 25761 +122.78 0.143
Peso (Kg) 7580 +12.64 80.31+£10.52 0.301
Talla (cm) 1.60+0.95 1.61+054 0.701
IMC (kg/m?) 2062+426 3099402 0.374
Cintura (cm) 93.88 +9.76 94 50 +7.68 0.848
Cadera (cm) 101.56 +8.19 102.86 + 8.09 0.667
indice cintura/cadera 0.93 £0.070 0.95 £ 0.077 0.477
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Para evaluar los cambios en la expresién génica resultante del tratamiento se
amplificaron fragmentos de DNA del gen APOAV mediante RT-PCR antes y después
de 5 semanas de tratamiento. Para este analisis se partio de la obtencién de la capa
leucocitaria de muestra sanguinea de los pacientes, se extrajo, purificd y cuantificd
RNA. El RNA fue extraido utilizando el método de descrito por Chomczynski y
colaboradores (1978) empleando TRIzol®, se trat6 con DNAsas para su posterior
corrida en gel de agarosa al 1.5 % para verificar su integridad, sin embargo, tanto
las fotografias del gel como los datos de pureza y cuantificacion del RNA no fueron
proporcionados por las doctoras encargadas de dicha parte de la experimentacion.

Posteriormente se sintetiz6 el cDNA complementario a la secuencia de RNA
extraida empleando Kit Superscript || Reverse Transcriptase, de Invitrogen; la
eficiencia de la sintesis se verifico al observar los productos de amplificacion de un

fragmento del gen de Actina en varias muestras.

Una vez comprobada la correcta sintesis del cDNA de doble cadena se realiz6 la
RT-gPCR, empleando primers comerciales marca IDT. Para la estandarizacion dela
técnica se analizaron diferentes concentraciones de primers (0.5 uM, 3uM y 9um)y
cDNA (diluciones 1:5.1:10 y 1:20) como se muestra en la Fig.23, donde la
concentracion de cebadores optima es equimolar 9uM:9uM para el par de
cebadores de APOA y GAPDH y equimolar 3uM:3uM para Actina, mientras que para
el cDNA se pueden emplear diluciones 1:5y 1:10. La reproducibilidad de la técnica
secomprobd al realizar independientemente las reacciones de amplificacion por

triplicado con las concentraciones marcadas anteriormente.

Una vez estandarizada la técnica RT-gPCR, se empledé cDNA puro del pool de
muestras antes y después de 5 semanas de tratamiento, teniendo como control de
cada grupo la muestra inicial. De igual forma se utilizaron cebadores para
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y actina empleados como genes

endogenos.
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Para normalizar las diferencias en la extraccion del RNAY la eficiencia de la reaccién
de sintesis de cDNA, se amplifico en tiempo real el gen analizado en paralelo con
un gen enddgeno que se valido para determinar que su expresion no se viera

afectada por los tratamientos experimentales.

Para seleccionar el control enddégeno se analizaron los dos genes mas empleados:
actina y GAPDH, para los cuales se determiné la cantidad relativa correspondiente

de RNA extraido de la capa leucocitaria antes y tras 5 semanas de tratamiento. La
cantidad relativa de cada de estos genes se determiné aplicando el método del 2-AcT

en el cual se aplica la formula siguiente: 2-2cT donde ACT =

ACT antes del tratamieto ~ ACT despues del tratamieto-

Posteriormente, se seleccioné como gen enddégeno aquel que no mostraba una
relacion estadisticamente significativa entre los dos tratamientos. La Tabla 9 resume
los resultados de los CT obtenidos de la amplificacion de los genes probados para

ser utilizados como enddgenos y los célculos realizados para la determinacion de la

cantidad relativa aplicando el método del 2-2cT.

La tabla 9 muestra graficamente los resultados obtenidos, se observa que GADPH
no muestra diferencias significativas, segun el ANOVA con una p=0.225, en la
cantidad relativa de amplificado tras la condicion de tratamiento, a diferencia de
Actina que incrementa su cantidad relativa 3.7506 veces mas tras las 5 semanas de
tratamiento en el grupo EAM y disminuye hasta 0.0142 en el grupo B; por lo que

este gen se descartd6 como gen endodgeno
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Tabla 9

Resumen del andlisis de CTs para la seleccién del control endoégeno.

Cr x del control AC 2(—Cx)
T
GAPDH
EAM 18,1504 0190671641 0876197716
antes 17.7690 -0. 190671641 1.141294918
17.9597 1795973203 0 1
EAM 17.5831 1795973203 -0.376539954 1.208224550
después 17.8008 1795973203 -0.158850946 1.116397614
17.4481 -0.511617101 1.425647293
B 18 1304 0190671641 0676197716
antes 17.7690 -0.19067 1641 1141294918
17.9397 1795973203 0 1
1795973203
B 181621 17 95973203 0202417942 0.860092751
despuéds 18.3307 0.371039964 0.773224918
18.2913 0.331636707 0.794634476
ACTINA
EAM 231481 -0.142466667 110379072
antes 23,3349 23 2905667 0.044333333 0.96973783
233887 23.2005667 0.098133333 0.934241
EAM 21.2906 23.2005667 -1 990966667 3999907581
después 21.8356 -1.454966667 2 741502267
21.1173 -2 173266667 4510435277
B 731481 -0.142466667 1103780724
antes 233340 0.044333333 0.950727827
233887 0098133333 0.934241001
23 20056667
B 29.3122 23.28056667 6.021633333 0.01539245
23 20056667
después 292772 5086633333 0.015770439
297249 6434333333 0.011563057
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Fig. 23 Aplicacion del método 272¢T para la seleccion del control endégeno. Para validar el efecto del
tratamiento en la expresion de los genes candidatos a ser utilizados como enddgeno, se determiné la cantidad
relativa de los genes GAPDH y actina, correspondientes al RNA extraido de leucocitos de paciente antes y
después de 5 semanas de cada tratamiento correspondiente. La cantidad relativa se determiné usando la

ecuacion 272¢T donde ACT = ACT antes del tratamieto ~ ACT despues del tratamieto-

Para que el método de cuantificacion sea valido, las eficiencias de amplificacion
correspondientes a un ciclo de la fase exponencial del gen problema y el gen
enddgeno interno (previamente seleccionado), deben ser aproximadamenteiguales.
Para determinar esta eficiencia, se realizaron cinco diluciones decuples seriadas del
cDNA directo, el cual previamente fue cuantificado a 260 nm, posteriormente estas
diluciones se amplificaron por triplicado bajo las condiciones antes descritas para
obtener los valores de CT los cuales se graficaron contra el logaritmo de la
concentracion expresado en ng del cDNA utilizado para la amplificacion. El valor de

la pendiente de las gréaficas obtenidas se utilizé para calcular la eficiencia con la

1
siguiente formula: E = 10" pendiente) — 1, (Rasmussen, 2001).

La Tabla 10 resume los datos obtenidos para el calculo de la eficiencia y la Fig 25
muestra la gréfica de los genes analizados. En dicha figura se observa que las
amplificaciones analizadas mostraron alta eficiencia en el rango de 0.01 a 100 ng

de cDNA con alta linealidad. En cada uno de los graficos se presentan las
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ecuaciones de la recta y los valores de la pendiente, con los que se calcularon las
eficiencias 4.95 para APOAV y 6.34 para GADPH, permitiendo validar los resultados

de la expresion relativa.

Tabla 10
Resumen de CTs obtenidos para el calculo de la eficiencia de reaccion.
[cDNA ng] log [cDNA ng] CT GADPH CT APO-AV
100 4.60 19.1401 7.28518106
100 4.60 19.1642 7.28518101
100 4.60 19.5907 7.28518210
10 2.30 21.8183 10.65261503
10 2.30 21.6429 10.65261608
10 2.30 21.8342 10.65261458
1 0 24.7586 13.92537227
1 0 25.6195 13.92537358
1 0 26.6195 13.92537315
0.1 -2.30 28.8108 16.69598516
0.1 -2.30 28.2399 16.69598525
0.1 -2.30 28.847 16.69598568
0.01 -4.60 30.7495 19.18049684
0.01 -4.60 31.6752 19.18049758
0.01 -4.60 32.1155 19.18052084

Fig.24.- Gel APOAV. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% del amplicén de APOAYV obtenido tras
realizar gPCR-RT: carril 1: marcador de peso molecular (MP), carril 2: Blanco (B), carril 3: Amplicén de APOAV
de 150 pb (APOAV).
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Fig.25.- Determinacion de la eficiencia de amplificacion para APOAV y GAPDH. Los valores de CT obtenidos
de en la amplificacion por gPCR de cada gen analizado se graficé contrael logaritmo de la concentracion de
cDNA utilizado para la amplificacién. La ecuacion y pendiente de la recta se obtiene para calcular la eficiencia

1

2 0 4 6

de acuerdo con la formula: E = 10" pendiente) — 1. La figura muestra las gréficas obtenidas para el control
endégeno GAPDH y el gen APOAV, encada una de ellas se aprecia la ecuacion de la recta, el valor de R2 yla

eficiencia (E).
El SYBR Green se intercala en cualquiera de las cadenas del &cido nucleico aun sin
gue la secuencia especifica de interés se encuentre presente, por lo tanto, se
decidi6 realizar un andlisis de la curva de disociacion para identificar los productos
generados durante la PCR en presencia de SYBR Green. Este tipo de analisis
permite caracterizar los productos de PCR de los dimeros de primers segun su

conducta de disociacion.

Durante la PCR, la fluorescencia inicial es baja e incrementa conforme los ciclos
pasan, en cambio, en una curva de disociaciéon al principio de la reaccién la
temperatura es baja por lo que la fluorescencia es alta, dado el incremento de
temperatura la fluorescencia caera subitamente hasta alcanzar el punto de
disociacion caracteristico (Tm) para cada fragmento de DNA. La porcion en el
cambio de fluorescencia en funcién de la temperatura es graficada y en esta se
observara un producto homogéneo y puro de PCR con una curva de disociacion
sencilla, bien definida, con un solo pico estrecho, mientras que los dimeros de
primers, que se disocian a temperaturas bajas, mostraran picos anchos en curvas

sencillas.
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La Fig 26 muestra la curva de disociacion para APOAV y GADPH con su respectivo
blanco (mezcla que contiene todos los elementos de reaccion de la PCR a
excepcion del cDNA, el cual es sustituido por agua grado biologia molecular). En esta
se aprecia un solo producto o pico cuya temperatura de disociacioén es 76.3 °C y
73.6 °C respectivamente; por su parte, el blanco no muestra amplificacién

inespecifica, confirmando que las reacciones presentaron productos puros y unicos.

APOAV GAPDH

Fig.26.- Curva de disociacion para APOAV y GAPDH. La valoracion de la especificidad de los cebadores,
primers o iniciadores en la PCR para GADPH y APOAYV se muestra en las curvas dedisociacion que se
obtienen para graficar la derivada negativa de la fluorescencia contra la temperatura para los genes en la
gPCR con SYBR Green.

Una vez estandarizado y validado el procedimiento de gPCR-RT, se evaluaron los
cambios en la expresion del gen APOAV gue codifica para la proteinacon el mismo
nombre. La Tabla 11 resume los valores de la expresién relativa y el error estandar
calculado con las réplicas antes y tras 5 semanas para cada tratamiento

(Electroacupuntura+Moxibustion y Bezafibrato), asi como su valor de ‘p”

Tabla 11
Expresion relativa de APOA-V.

EAM antes EAM después B antes B después
Promedio 1 1.0183 1 2
Error 0.10109 0.0735 0.09755 0.0791
Valor de 0.916 <0.001
“p” Segl:[n
ANOVA
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La Fig 27, muestra el nivel de expresion relativa antes (control) y tras 5 semanas de
tratamiento con Electroacupuntura+Moxibustion (EAM) y Bezafibrato (B). La
expresion relativa en el grupo B increment6 2 veces en relacion con el control, sin
embrago el grupo EAM no presenté incremento en la expresion tras el tiempo de
tratamiento.

EAM antes EAM después B antes B después

Fig.27.- Expresion relativa de APOAV. La grafica muestra la expresion relativa de APOAVantes y tras cinco
semanas para cada tratamiento aplicado. EAM: Electroacupuntura + Moxibustion, B: Bezafibrato.

Finalizado el analisis molecular, se realizé el analisis estadistico de cada variable
medida antes y concluido el tratamiento, los resultados obtenidos se plasman en las
Tablas 12 y 13.

Tabla 12
Analisis descriptivo inicial y final del grupo EAM.
# par Variable i 0 ox
1 TAG | 398.53 236.191 60.984
TAG F 296.63 169.080 43.656
2 COLTI 203.53 39.433 10.182
COLT F 181.40 40.481 10.452
3 c-HDL | 37.73 5.849 1.510
c-HDL F 36.80 7.785 2.010
4 c-LDL | 86.09 44.952 11.607
c-LDL F 85.34 41.519 10.720
5 c-VLDL | 79.73 47.241 12.197
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c-VLDL F 59.33 33.816 8.731

6 LIPTI 912.19 387.097 99.948
LIPTF 724.36 275.943 71.248
7 FL I 310.12 131.605 33.980
FLF 246.27 93.814 24.223
8 Peso | 76.35 12.884 3.327
Peso F 75.87 13.046 3.368
9 Talla | 1.60 0.097 0.025
Talla F 1.61 0.097 0.025
10 IMC | 29.69 4.407 1.138
IMC F 29.30 4.374 1.129
11 Cintura | 93.93 10.101 2.608
Cintura F 90.07 10.938 2.824
12 Cadera | 101.93 8.345 2155
Cadera F 99.13 7.060 1.823
13 ICCI 0.92 0.071 0.018
ICCF 0.91 0.084 0.022

Abreviaturas: F, final; |, inicial; TAG, triacilglicéridos; COLT, colesterol total; c-HDL, lipoproteina de alta
densidad; c-LDL, lipoproteina de baja densidad; c-VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LIPT, lipidos
totales; FL, fosfolipidos; ICC, Indice cintura/cadera.

Tabla 13

Andlisis descriptivo inicial y final del grupo B.

# par Variable b 0 ox
1 TAG | 309.53 222.134 57.355
TAG F 230.80 123.634 31.922
2 COLTI 187.20 34.139 8.815
COLTF 176.00 39.713 10.254
3 c-HDL | 45.40 11.587 2.992
c-HDL F 42.20 12.143 3.135
4 c-LDL | 78.16 32.038 8.272
c-LDLF 88.31 36.455 9.413
5 c-VLDL | 62.11 44.405 11.465
c-VLDL F 46.16 24.727 6.384
6 LIPTI 752.51 373.221 96.365
LIPTF 616.34 209.499 54.092
7 FL I 259.76 130.751 34.945
FLF 214.98 70.578 18.863
8 Tallal 1.62 0.057 0.015
Talla F 1.63 0.088 0.023
9 IMC | 31.75 3.812 0.984
IMC F 31.07 4.051 1.046
10 Cintura | 94.27 7.630 1.970
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Cintura F 92.27 8.388 2.166

11 Cadera l 102.93 7.905 2.041
Cadera F 100.20 5.710 1.474

12 ICC I 0.94 0.076 0.020
ICCF 0.93 0.053 0.014

Abreviaturas: F, final; I, inicial; TAG, triacilglicéridos; COLT, colesterol total; c-HDL, lipoproteina de alta
densidad; c-LDL, lipoproteina de baja densidad; c-VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LIPT, lipidos
totales; FL, fosfolipidos; ICC, Indice cintura/cadera.

Posteriormente se analiz6 si dichas variables presentaban un comportamiento
parameétrico o no paramétrico; esto se evaluo utilizando la Pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Prueba de Shapiro-Wilk para muestras <30, respectivamente. Como se
observa en la Tabla 14 y 15, unicamente 4 de las 13 variables analizadas se
comportaron como variables no paramétricas en ambos grupos (EAM y B), siendo
estas los siguientes metabolitos: TAG, c-VLDL, LPy FL.

Tabla 14
Pruebas de normalidad grupo EAM.

Kolmogorov-Smirnov? Prueba de Shapiro-Wilk
Variable Tiempo

Est. gl Sig. Est. gl Sig.

TAG Inicial 0.248 15 0.014 0.790 15 0.003
Final 0.273 15 0.004 0.744 15 0.001

CT Inicial 0.143 15 0.200° 0.932 15 0.293
Final 0.187 15 0.168 0.877 15 0.042

c-HDL Inicial 0.149 15 0.200" 0.939 15 0.373
Final 0.125 15 0.200° 0.975 15 0.926

c-LDL Inicial 0.109 15 0.200" 0.964 15 0.766
Final 0.164 15 0.200° 0.942 15 0.414

c-VLDL Inicial 0.248 15 0.014 0.790 15 0.003
Final 0.273 15 0.004 0.744 15 0.001

LT Inicial 0.275 15 0.003 0.830 15 0.009
Final 0.259 15 0.008 0.825 15 0.008

FL Inicial 0.275 15 0.003 0.830 15 0.009
Final 0.259 15 0.008 0.825 15 0.008

Peso Inicial 0.192 15 0.143 0.904 15 0.108
Final 0.179 15 0.200" 0.923 15 0.217

Talla Inicial 0.145 15 0.200" 0.906 15 0.117
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Final 0.141 15 0.200" 0.934 15 0.310

IMC Inicial 0.119 15 0.200" 0.927 15 0.243
Final 0.123 15 0.200 0.941 15 0.392
Cintura Inicial 0.119 15 0.200" 0.972 15 0.882
Final 0.163 15 0.200" 0.953 15 0.576
Cadera Inicial 0.130 15 0.200 0.974 15 0.915
Final 0.142 15 0.200" 0.921 15 0.200
ICC Inicial 0.170 15 0.200" 0.955 15 0.602
Final 0.119 15 0.200" 0.976 15 0.936

Abreviaturas: F, final; |, inicial; TAG, triacilglicéridos; COLT, colesterol total; c-HDL, lipoproteina de alta densidad;
c-LDL, lipoproteina de baja densidad; c-VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LIPT, lipidos totales; FL,
fosfolipidos; ICC, indice cintura/cadera; Est., estadistico; Sig. Significancia.

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Tabla 15

Pruebas de normalidad grupo B.

Kolmogorov-Smirnov? Prueba de Shapiro-Wilk

Variable  Tiempo

Est. gl Sig. Est. gl Sig.

TAG Inicial 0.351 15 0.000 0.597 15 0.000
Final 0.241 15 0.019 0.865 15 0.028

CT Inicial 0.154 15 0.200" 0.937 15 0.343
Final 0.142 15 0.200" 0.979 15 0.960

c-HDL Inicial 0.146 15 0.200° 0.973 15 0.894
Final 0.207 15 0.083 0.884 15 0.054

c-LDL Inicial 0.090 15 0.200" 0.974 15 0.916
Final 0.121 15 0.200° 0.951 15 0.538

c-VLDL Inicial 0.353 15 0.000 0.603 15 0.000
Final 0.241 15 0.019 0.865 15 0.028

LT Inicial 0.343 15 0.000 0.596 15 0.000
Final 0.249 15 0.013 0.843 15 0.014

FL Inicial 0.343 15 0.000 0.596 15 0.000
Final 0.248 15 0.013 0.843 15 0.014

Peso Inicial 0.165 15 0.200" 0.927 15 0.249
Final 0.138 15 0.200" 0.945 15 0.455

Talla Inicial 0.242 15 0.018 0.931 15 0.281
Final 0.225 15 0.039 0.846 15 0.015

IMC Inicial 0.183 15 0.188 0.947 15 0.485
Final 0.132 15 0.200" 0.982 15 0.981

Cintura Inicial 0.117 15 0.200" 0.968 15 0.831

71

——
| —



Final 0.128 15 0.200" 0.917 15 0.172

Cadera Inicial 0.130 15 0.200" 0.919 15 0.186
Final 0.102 15 0.200" 0.979 15 0.961
ICC Inicial 0.166 15 0.200" 0.925 15 0.232
Final 0.168 15 0.200" 0.940 15 0.387

Abreviaturas: F, final; |, inicial; TAG, triacilglicéridos; COLT, colesterol total; c-HDL, lipoproteina de alta densidad;
c-LDL, lipoproteina de baja densidad; c-VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LIPT, lipidos totales; FL,
fosfolipidos; ICC, indice cintura/cadera; Est., estadistico; Sig. Significancia.

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefor

Dado que los resultados obtenidos en el analisis de comportamiento de variables
arrojaron que 4 metabolitos (TAG, c-VLDL, LP y FL) tienen un comportamiento no
paramétrico se decidié realizar un contraste de hipétesis utilizando la Prueba de
rangos con signo de Wilcoxon; las 13 variables restantes se evaluaron con la Prueba
t de Student; esto se realiz6 con los datos obtenidos en ambosgrupos de tratamiento,
los resultados obtenidos y los contrastes de hipétesis de la Prueba de rangos con
signo de Wilcoxon se muestran en las Tablas 16,17 y Figuras 28 — 35,

respectivamente.

Las pruebas anteriores permitieron determinar si existe diferencia significativa en
las variables antes y tras concluir el tratamiento al cual fue sometidocada grupo, se
observé que el metabolito colesterol total y dos medidas antropométricas (cintura y
cadera) presentaban una diferencia Unicamente en el grupo tratado con

Electroacupuntura + Moxibustién.
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Tabla 16

Prueba T para muestras relacionadas, grupo EAM.

Diferencia IC 95 % de la
entre variable - o ox diferencia t gl p

(VI-VF) Inferior  Superior
TAG 101.907 236453  61.052  -29.037 232.850 1669 14  0.182
coLT 22133 38202  9.864 0.978 43.289 2244 14  0.042
c-HDL 0.933 5.574 1.439 -2.153 4.020 0649 14 0527
c-LDL 0.752 38540  9.951 -20.591 22.095 0076 14 0941
c-VLDL 20.408  47.275  12.206 5.772 46.588 1672 14 0.182
LIPT 187.833  393.188 101521  -29.907 405.573 1850 14 0.100
FL 63.850  133.674 34515  -10.167 137.886 1850 14  0.100
Peso 0.487 1.215 0.314 -0.186 1.160 1551 14 0.143
Talla -0.005  0.034 0.009 -0.024 0.013 615 14 0548
IMC 0.392 1.685 0.435 -0.541 1.325 901 14 0.383
Cintura 3876  4.915 1.269 1.145 6580 3047 14  0.009
Cadera 2.800  4.678 1.208 0.209 5391 2318 14  0.036
IcC 0.012 0033  0.009 -0.006 0.030 1409 14 0.181

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; VF, valor final; VI, valor inicial; TAG, triacilglicéridos; COLT,colesterol
total; c-HDL, lipoproteina de alta densidad; c-LDL, lipoproteina de baja densidad; c-VLDL,lipoproteina de muy

baja densidad; LIP T, lipidos totales; FL, fosfolipidos; ICC, indice cintura/cadera.
Tabla 17

Prueba T para muestras relacionadas del grupo B.

Diferencia IC 95 % de la
entre variable - o oX diferencia t gl P

(VI —=VF) Inferior  Superior
TAG 78733 199181 51428  -31.570 189.036 1531 14 0.140
coLT 11.200 34051  8.792 -7.657 30.057 1274 14 0.223
c-HDL 3200  11.384  2.939 -3.104 9.504 1.089 14 0.295
c-LDL 10147  36.038  9.305 -30.104 9.811 -1.090 14 0.294
c-VLDL 15.947 39563  10.215 -5.963 37.856 1561 14 0.140
LIPT 136.168  329.318 85029  -46.202 318.538 1601 14 0.191
FL 44774 116.000 31.002 -22.202 111.751 1.444 13 0.245
Talla -0.007 0044 0011 -0.032 0.017 643 14 0.530
IMC 0.681 3240  0.837 -1.113 2.475 814 14 0.429
Cintura 2.000 4721 1.219 -614 4.614 1641 14 0.123
Cadera 2.733 7.235 1.868 -1.274 6.740 1463 14 0.166
Icc 0.009 0.051 0.013 -0.020 0.037 0659 14 0.521
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Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; VF, valor final; VI, valor inicial; TAG, triacilglicéridos; COLT,colesterol
total; c-HDL, lipoproteina de alta densidad; c-LDL, lipoproteina de baja densidad; c-VLDL,lipoproteina de muy
baja densidad; LIP T, lipidos totales; FL, fosfolipidos; ICC, Indice cintura/cadera.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesi=s nula Prusba Sig. Decisidn
Frueba de
rangos con
1 La mediana de las diferencias entraigno de 1872 Ei':'rﬂz;'if =
tq v tgelefinal ez igual a 0. Wiilzaxon para ' nul:ia
muestras '

relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacién es 05,
Fig. 28.- Hipdtesis para TAG grupo EAM. Contraste de hip6tesis para el metabolito TAGantes y después del
tratamiento con Electro-acupuntura + Moxibustion, se observa que no hay
significancia entre los datos obtenidos.

Resumen e contrastes de hipdtesis

Hipatasi= nula Prusba Sig. Decisidn
Frueba de
rangos Gaon
q La mediana de las diferencias entraigno de 182 Eiﬂrﬁ:g: 3
wldl y widlelefinal esigual a 0. Wilcoxon para ' nuFia
muestras ’
relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacién es 05,
Fig. 29- Hipétesis para c-VLDL grupo EAM. Contraste de hipétesis para el metabolito c-
VLDL antes y después del tratamiento con Electro-acupuntura + Moxibustion, se observa que nohay
significancia entre los datos obtenidos.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesiz nula Frusbs Sig. Decisidn
Frueba de
La mediana d= laz diferencias entr gnr?l;:usdgl:un Conzene |a
1 liptotales v liptatalelefinal es igual E'II J00 hipatesis
0 ilcoxon para nula
: muestras :
relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn ez 05,
Fig. 30.- Hipdtesis para Lipidos totales grupo EAM. Contraste de hipotesis para el metabolito TAG antes y
después del tratamiento con Electro-acupuntura + Moxibustién, se observa que no hay significancia entre los
datos obtenidos
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Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesi= nula Prusba Sig. Decisian
Frueba de
La mediana de las diferencias entr _anr?l:-lzugdz-:-n Conserve |a
1 fosfolipides v fosfolipelefinal es igugk, J00 hipotesiz
a0 ilcoxan para nula
: muestrazs :

relacionadas

Se muestran significaciones asintaticas. El nivel de significacion ez 05,
Fig. 31.- Hipétesis para Fosfolipidos grupo EAM. Contraste de hipétesis para el metabolitoFosfolipidos antes y
después del tratamiento con Electro-acupuntura + Moxibustion, se observa que no hay significancia entre los
datos obtenidos.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Prusba Sig. Decisidn

Frueba de
rangos con

tgbinicial w tgbfinal esigual a 0.

1 La mediana de las diferencias entraigne de

Wilzoxon para

Conzerve |a
J40 hipotesis
nula.

muestras
relacionadas

Se muestran significaciones azsintdticas. El nivel de significacion ez 05,
Fig. 32.- Hipotesis para TAG grupo B. Contraste de hipétesis para el metabolito TAG antesy después del
tratamiento con Bezafibrato, se observa que no hay significancia entre los datos obtenidos.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesi= nula FPrueba Sig. Decisian

Frueba de
rangas con
q La mediana de |as diferancias entraigno de
wldlbinicial w wldIbfinal es igual a Wilcoxon para
muestras
relacionadas

Conserve la
J40 hipdtesis
nula.

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es 05,
Fig. 33.- Hipdtesis para c-VLDL grupo B. Contraste de hipotesis para el metabolito c-VLDLantes y después del
tratamiento con Bezafibrato, se observa que no hay significancia entre los datos obtenidos.
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Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Frueba Sig. Decision
Frueba de
La mediana de las diferencias entr -anr?ﬁ?jznn Consenre |a
1 liptotalbinicial v liptotbfinal ez igu E.ll J91  hipotesis
a0 ilzo=on para nula
: muestras :
relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es 05,
Fig. 34.- Hipdtesis para Lipidos Totales grupo B. Contraste de hip6tesis para el metabolitoLipidos Totales
antes y después del tratamiento con Bezafibrato, se observa que no hay significancia entre los datos
obtenidos.

Resumen de contrastes de hipitesis

Hipdtesi= nula Frueba Sig. Decisian
Frueba dea
La mediana de las diferencias entr _anr?c-l:-EdE-:-n Consenre |3
1 fosfalipbinicial v fosfalbfinal ez igu E'II 295 hipatesis
an. ilcoxon para nula.
muestras
relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion ez 05,
Fig. 35.- Hip6tesis para Fosfolipidos grupo B. Contraste de hip6tesis para el metabolito Fosfolipidos antes y
después del tratamiento con Bezafibrato, se observa que no hay significancia entre los datos obtenidos.
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11. DISCUSION

Dada la importancia de los lipidos para la supervivencia humana; ya que forman
parte de la estructura celular, son precursores hormonales y representan la reserva
energética del organismo (Real, 2021), resulta relevante estudiar y monitorear su
metabolismo, pues anormalidades en el mismo desencadenan enfermedades que

comprometen la salud del individuo llevandolo a la muerte.

APOAV estéa estrechamente relacionada con las concentraciones de TAG y C-HDL
circulantes, ya que participa en procesos de resistencia a la insulina y metabolismo
de TAG, este ultimo resulta del aumento en la hidrolisis de los TAG mediante el
estimulo de LPL o mediante la interaccion con proteoglicanos, los cuales anclan
LPL a la superficie celular; a su vez, inhibe la produccion de VLDL- TG en higado,
reduciendo la produccién de lipoproteinas y facilita la eliminacién delipoproteinas
ricas en TAG. Estudios previos sugieren que la disminucion en la expresion de
APOAV esté relacionada con la hipertrigliceridemia relacionada con laresistencia a
la insulina y la regulacién de la sintesis y/o secrecion de lipoproteinasrequeridas
durante el proceso de regeneracion hepatica (Forte, 2016; Saavedra, 2010; Zhao,
2020).

En 2012 Ling LI y colaboradores demostraron que el uso de electroacupuntura
reduce los niveles de colesterol sérico y TAG en tejidos hepaticosde ratones macho
C57BL/6J con hipercolesterolemia debido a la modulacion de la expresion génica
de transductores de sefial del 6xido nitrico (NO). Para 2013 Xlanfeng Ye y Huifang
Zhang reportan que la moxibustion a diferentes temperaturas reducen la
concentracion de colesterol total y TAG en pacientes diagnosticados con
hiperlipidemia, a su vez la moxibustién regulé al NO y endotelina-1/NO y aumenté

la expresion de la apolipoproteina A-l (Ling Li, 2012; Ye, 2013).

Dado que los estudios mencionados anteriormente emplearon dos de las terapias

mas usadas e importantes de la Medicina Tradicional China (MTCH) y quelos
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resultados obtenidos son bastante similares, en este estudio se investigo si la fusién
de ambas terapias modula la expresion de APOAV, por ende, la concentracionde
TAG plasmaticos en pacientes previamente diagnosticados con hipertrigliceridemia,
de igual forma se investigo si dicha modulacién en dado caso de haberla es mayor

0 menor en contraste con el uso de Bezafibrato como terapia medicamentosa.

Pese a que la literatura reporta que APOAV circula en torrente sanguineo en
concentraciones sumamente bajas (~150 a 400 ng/mL) en comparacion a las
presentes en tejido hepético (Guardiola, 2008), se decidié emplear muestra

sanguinea para evaluar su expresion ya que dos tomas de muestra periférica
resultan menos invasivas para los pacientes en comparacion con la biopsia de
higado. Para realizar este estudio se dividio la poblacién de estudio en dos grupos
de trabajo, el primero de ellos fue tratado con Electro-acupuntura + Moxibustién

(grupo EAM) mientras que el segundo fue tratado con Bezafibrato (grupo B).

Tras dicha distribucién se evalué la concentracion de TAG plasméticos antes del
tratamiento verificando que esta fuera superior a 150 mg/dL en ambos grupos,
aprobado este criterio, se procedio a separar el paquete leucocitario de la muestra
periférica para la posterior extraccion, purificacion y cuantificacion de RNA.Después
de la cuantificacion se sintetizo el cDNA correspondiente, este se empledpara la
realizacion de PCR en tiempo real con la cual se evalud el patron de expresion del

gen APOAYV, dicho procedimiento se repitio tras 5 semanas de tratamiento.

Transcurrido dicho tiempo se observo que APOAV aumenta hasta casi 2 veces mas
su expresion en el grupo B con relacion al control, sin embargo, el grupoEAM no
presenta incremento en la expresién del gen. Por otra parte, se observa una
diminucion en la concentracién de colesterol total, media de cintura y cadera,

unicamente en los pacientes que integran el grupo EAM.
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Se sabe que los fibratos son agonistas de receptores PPARa (receptor activado por
proliferadores peroxisémicos alfa), los PPARa son factores de transcripcion nuclear
activado por acidos grasos que regula la expresion de genes implicados en el
metabolismo lipidico, por lo que la activacion farmacologica del receptor-a activado
por el proliferador de peroxisomas reduce notablemente los niveles plasmaticos de
lipoproteinas ricas en triglicéridos. PPARa se heterodimeriza con el receptor nuclear del
9-cis-retinoico X o0 RXR, formando un complejo activador PPAR-RXR, el cual se une
a elementos especificos de la secuenciade ADN, denominados PPRE (elementos
de respuesta a PPAR), que consisten en una repeticion directa del motivo central
del hexanucleétido 5-AGGTCA-3" separados por 1 o 2 nucleétidos. PPARa media
el efecto hipotriacilgliceridémico de los fibratos al regular la transcripcién de genes
clave asociados con diferentes vias metabdlicas intra y extracelulares. Los fibratos
aumentan el transporte y la captacion de acidos grasos celulares, la conversion a
derivados de acil-CoA y el catabolismo por 3-oxidacion, resultando en una menor
disponibilidad de sustrato para la sintesis de triglicéridos y la produccion de
lipoproteinas de muy baja densidad en el higado. Ademés, el PPARa activado
promueve la lipdlisis y la eliminacion de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, lo que
reduce los niveles plasmaticos de triglicéridos. Estos efectos extracelulares se han
atribuido a un aumento de la actividad de la LPL mediante lainduccién de su
expresion en el higado y la reduccion de la expresion hepatica (y, posteriormente,
de los niveles séricos) de la apolipoproteina Clll (ApoClll), un inhibidor establecido

de la actividad de la LPL y del catabolismo de particulas remanentes (Prieur, 2003).

En 2003 Xavier Prieur y colaboradores publicarén un analisis completo de la
regulacion de la expresiéon del gen apoAV humano, dondese demuestra que apoAV
es un gen objetivo de PPARa, determinando asi un mecanismo por el cual los
agonistas de PPARa reducen los niveles de triglicéridos en plasma. Dada la
informacion anterior y los resultados plasmados en la Fig. 27 comprueban que
efectivamente el uso de fibratos modula positivamente la expresion de APOAYV, por
ende, se esperaba que la concentracion de TAG tras la terapia disminuyera; sin

embargo, en los resultados obtenidos no se observa modulacion alguna en la
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concentracion de lipidos, no hay significancia antes y después del tratamiento en la
concentracion de lipidos plasmaticos. Lo  anterior desata un  aspecto
contradictorio ya que el bezafibrato es uno de los hipolipemiantes perteneciente al
grupo de fibratos mas usados dentro del tratamiento de la dislipidemia dada su alta
biodisponibilidad oral (100 %) asi como su vida media (1-3 horas) (Laguna, 2006;
Sotos, 2010; Vazquez, 2000). Se tiene pleno conocimiento de la interrupcion del
proyecto de investigacion de las Dras a cargo por motivos de pandemiay personales
por lo que se sospecha de la interrupcién del tratamiento durante este periodo por
lo que los resultados obtenidos no se consideran totalmentefiables, uno de las
alternativas para solucionar esta incertidumbre seria repetir el ensayo y monitorear
gue el tratamiento tanto farmacolo6gico como alternativo sea seguido al pie de la letra
sin suspension alguna a menos que el médico lo indique oque la salud del paciente
se vea comprometida.

En cuanto a las terapias pertenecientes a la MTCH, se observa que no hay
incidencia alguna sobre la expresion de APOAV, Fig. 29, sin embargo, la Tabla 16
muestra la existencia de diferencia significativa en los niveles de colesterol total
(p=0.042), media cintura (p=0.009) y medida cadera (p=0.036) tras finalizar el
tratamiento con este tipo de terapias. Segun Barrueta y colaboradores en una
revision literaria publicada en el presente afio el uso de electroacupuntura puede
actuar favorablemente sobre los lipidos sanguineos, disminuyendo sus
concentraciones al modular pardmetro relacionados con las vias metabdlicas de
sintesis y degradaciéon de los lipidos. Como se menciona anteriormente otras
publicaciones que emplean ratas como biomodelos reportan que el uso de EA y
Moxibustion regulan a la baja la concentracion de colesterol total, c-LDL y TAG en
plasma, asi como la cantidad de macréfagos proinflamatorios en casos de
hiperlipidemia; sin embargo, el mecanismo por el cual se produce esta modulacién
aun no se esclarece. Pese que no se observd modulacion de APOAV, se podria
indagar su efecto sobre las LDL y sus receptores, debido a su rol en el transporte del
colesterol en el plasma sanguineo; yendo en esta direccion se podria estudiar la
regulacion en la expresion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzime A (HMG-CoA)

reductasa deduciendo que la EAM + Moxibustion intervienen en la biosintesis del

80

——
| —



colesterol, o la expresién de proteinas de unién a elementos reguladores de
esteroles (SREPB) puesto que al ser factores transcripcionales que favorecen la
expresion de genes de varias de las enzimas implicadas en la sintesis de colesterol

y &cidos grasos podria estar modulado por este tipo de terapias.

La antropometria es una técnica utilizada en la valoracion de la composicion
corporal. Su objetivo es evaluar una serie de parametros que ayudar a establecer el
estado nutricional de un individuo o poblacion, entre ellas se encuentra el peso, talla,
longitud de extremidades, perimetros o circunferencias corporales entre otras, a
partir de ellas se calculan indices que permiten estimar la masa libre de grasa y la
grasa corporal, actualmente los méas usados son el indice de Masa Corporal o IMC
por sus siglas y la relacién circunferencia de cadera/circunferencia de cintura
(Carvajal, 2014), en el presente estudio se midieron ambas. Se sabe que la
distribucion del tejido graso varia dependiendo del género, éste se deposita
mayormente en las zonas centrales (abdomen y espalda) en los hombres mientras

que, en el caso de las mujeres en zonas periféricas, caderay muslos (Carvajal, 2014).

Al haber una disminucién en la concentracion de colesterol total, las zonas conmayor
depdsito de grasa se ven afectadas, disminuyendo su medida, por ello estasdos

circunferencias disminuyen al finalizar el tratamiento.

Pese a que el gen y metabolito de interés no presentaron la modulacion esperada
con el uso de terapias pertenecientes a la MTCH, se confirmaron datos publicados
anteriormente, (diminucion de colesterol total), proponiendo asi nuevas lineas de
investigacion sobre su mecanismo de accién, ademas de poder considerarse como

un método terapéutico “eficaz” para disminuir el hipercolesterolemia.

81

——
| —



12. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el uso técnicas
moleculares como la RT-gPCR permite evaluar de forma confiable la expresion de
genes como APOAYV de igual forma al lograr detectarlo en una muestra donde la
literatura reporta concentraciones sumamente bajas del gen se establece que el
procedimiento realizado en el estudio garantiza una sensibilidad y repetitividad
confiable. En cuanto a las terapias aplicadas en los grupos de estudios se establece
que el uso de fibratos modula positivamente la expresion del gen APOADS5; sin
embargo, dicha modulacién no influye en la concentracién de TAG plasmaticos, en
contraste con el uso de terapias alternativas como Unico tratamiento se determina
que la fusion de terapias alternativas no posee impacto alguno en la expresion de
APOAS ni en la concentracion de TAG, no obstante, disminuye la concentracion de
colesterol total y medidas de cintura y cadera, por lo que su mecanismo de accion
podria estar implicado en la regulacion de las LDL o alguna otra enzima del

metabolismo lipidico,como la LCAT.
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13. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

El trabajo anterior permite recomendar la aplicacion de RT-gPCR paraevaluar

la expresion génica de APOAV en plasma humano.

A partir de los resultados obtenidos se sugieren los siguientes puntos:

1. Medir niveles de expresion de otras enzimas que intervengan en el
metabolismo del colesterol como la LCAT o lipoproteinas de alta densidad,
ya que este metabolito resulté modificado benéficamente tras la terapia con
EAM.

2. Indagar sobre polimorfismos de APOAYV presentes en la poblacién deestudio
debido a que la literatura reporta que los polimorfismos S19Wy -1131T>C
estan asociados a una disminucion de la expresion del gen APOAS5, esto nos
ayudaria a profundizar mas en el analisis de resultados.

3. Evaluar conjuntamente la expresion de APOAV y LPL, pues se sabe que uno
de los mecanismos de acciéon de APOAV es modular positivamente la
expresion de esta enzima.

4. Estandarizar la técnica de las terapias alternativas, pues al no contar con este
proceso no hay garantia de que la terapia sea homogénea en la poblacion
de estudio.
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