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ABSTRACT

High density lipoproteins (HDL) are particles that, due to their physicochemical
properties, have antiatherogenic, antioxidant, antiapoptotic, anti-inflammatory and
antithrombotic properties, as well as playing a leading role in endothelial function and
cholesterol reverse transport. A mechanism that prevents the atheroma’s formation is the
cholesterol reverse transport, a process by which the excess of cholesterol from peripheral

cells returns to the liver for recycling and excretion.

However, in this process HDLs exchange triglyceride cholesterol esters of different
Apo-B-containing lipoproteins, which is why the modifications carried out in these metabolic
processes may alter their antiatherogenic properties, their ability to mediate the nitric oxide

synthesis and mainly its protective effect on vascular endothelium.

In this work, we designed an oral lipid test in the form of a sandwich to study
postprandial triglyceride clearance. We analyzed the effect of the hypertriglyceridemia
postprandial magnitude on the five HDL subclasses structure, classified by their flotation
density in conjunction with their hydrodynamic radius; particularly in the lipid content
modifications in patients at high cardiovascular risk by an 8-hour kinetic. At the same time,
we evaluated whether these modifications caused critical changes in the antioxidant and

endothelial functions.

The activity of the paraoxonase-1 aryl esterase enzyme was determined using a
phenylacetate assays as a substrate to measure the antioxidant function. The promotion of
endothelial function in relation to nitric oxide synthesis was studied through the
vasorelaxation response in vitro. Finally, the mRNA abundance was analyzed by RT-PCR
to determine the transcriptional implications level of the coding genes called NOS3
(endothelial nitric oxide synthase), SR-BI (SR-BI receptor) and Pdzk1.

The increase in postprandial triglyceridemic expressed as the incremental area
under the curve (iIAUC) doubled fasting concentrations in patients with metabolic syndrome.
We observed changes in HDL triglyceride concentration in the large subclasses (2b) and in

the cholesterol levels of subclasses (2a, 3a and 3b) towards the end of the kinetics.
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The HDL size distribution shifted towards large subclasses; however, small
subclasses (3a, 3b and 3c) showed a lower cholesterol content, estimated by the ratio of

total cholesterol to phospholipids.

The study of paraoxonase-1 did not show fluctuations, however, in evaluating the
vasorelaxation response in vitro we observed major changes in the dose-response curve to
acetylcholine, rings incubated with HDL from apparently healthy subjects; pre-contracted
with phenylephrine as vasoconstrictor. Triplicate analysis of mMRNA abundance showed no

statistical difference.

It is of utmost importance to underline the merits of this study; the configuration of
the food was sufficient to double triglycerides fasting concentrations and could be used as
a standardized method for Mexican adult’s patients. The effects generated by the magnitude
of the postprandial triglyceridemia condition a displacement of the HDL size towards large
particles and a significant depletion of cholesterol content of small subclasses. A causative
factor of acute endothelial dysfunction, in clinically healthy subjects. Changes in the HDL

structure was not associated with alterations in the antioxidant function of PON-1.

The triglyceride incremental area under the curve used to stratify the study subjects
could be applied as a new method of clinical hypertriglyceridemia selection, which proved
to be a technique with a greater capacity to constitute groups more in a more homogeneous
way than the algorithms currently used, such as the determination of the metabolic

syndrome.

However, additional studies are required to investigate the role of the structural
modifications found in other HDL antiatherogenic functions because of a sustained
postprandial lipemia. Finally, these results suggest that postprandial hypertriglyceridemia is
a feasible explanation of the associated risk factor for fasting hypertriglyceridemia and

hypoalphalipoproteinemia.
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RESUMEN

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son particulas que por sus propiedades
fisicoquimicas presentan caracteristicas antiaterogénicas, antioxidantes, anti apoptoticas,
antiinflamatoria y antitrombaticas, ademas de jugar un rol principal en la funcion endotelial
y en el transporte reverso del colesterol. Un mecanismo que evita la formacion de ateromas
es el transporte reverso de colesterol, proceso por el cual el excedente de colesterol de las

células periféricas regresa al higado para su reciclaje y excrecion.

Sin embargo, en este proceso las HDL intercambian ésteres de colesterol por
triglicéridos de las diferentes lipoproteinas que contienen Apo-B, motivo por el cual las
modificaciones que se llevan a cabo en estos procesos metabdlicos pudieran alterar sus
propiedades antiaterogénicas, su capacidad para mediar la sintesis de 6xido nitrico,

principalmente su efecto protector sobre el endotelio vascular.

En este trabajo disefiamos una prueba oral de lipidos en forma de un sandwich para
estudiar el aclaramiento postprandial de triglicéridos. Conjuntamente, analizamos el efecto
de la magnitud de la hipertrigliceridemia postprandial sobre la estructura de las cinco
subclases de las HDL, clasificadas con base en su densidad de flotacion en conjunto con
su radio hidrodinamico, particularmente en las modificaciones del contenido de lipidos en
pacientes con alto riesgo cardiovascular durante una cinética de 8 horas. Al mismo tiempo,
evaluamos si dichas modificaciones provocaron cambios importantes en las funciones

antioxidantes y endoteliales.

La actividad de la enzima paraoxonasa-1 arilesterasa se determind mediante
ensayos con fenilacetato como sustrato para medir la funciéon antioxidante. La promocion
de la funcién endotelial en relacién con la sintesis de 6xido nitrico se estudio a través de la
respuesta de la vaso relajacién in vitro. Posteriormente, se analizé la abundancia del ARNm
mediante qRT-PCR para determinar las implicaciones a nivel transcripcional de los genes
codificantes denominados NOS3 (6xido nitrico sintasa endotelial), SR-B/ (receptor SR-BI)
y Pdzk1 (dominio PDZ N-terminal el cual interactua con los residuos del extremo C-terminal
de SR-BI).
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El aumento de la trigliceridemia postprandial expresado como el area incremental
bajo la curva (ABCi) duplicé las concentraciones de ayuno en pacientes con sindrome
metabdlico. Observamos cambios en la concentracién de triglicéridos de las HDL en las
subclases grandes (2b) y en el colesterol de las subclases (2a, 3a y 3b) hacia el final de la
cinética. La distribucién del tamano de las HDL se desplazé hacia las subclases grandes,
sin embargo, las subclases pequefas (3a, 3b y 3c) mostraron un menor contenido de

colesterol, estimado por la relacion colesterol total-fosfolipidos.

El estudio de la paraoxonasa-1 (PON-1) no mostré cambios, sin embargo, al evaluar
la respuesta de la vaso relajacion in vitro observamos importantes cambios en la curva
dosis-respuesta a acetilcolina, de anillos incubados con HDL de sujetos; aparentemente
sanos; pre-contraidos con fenilefrina como vasoconstrictor. El andlisis por triplicado de la

abundancia del ARNm no mostré diferencias estadisticas.

Es de suma importancia subrayar las bondades de este estudio, la configuracion del
alimento fue suficiente para duplicar las concentraciones de triglicéridos en ayuno y puede
ser utilizado como un método estandarizado para poblacién mexicana adulta. Los efectos
generados por la magnitud de la trigliceridemia postprandial condiciona un desplazamiento
del tamario de las HDL hacia particulas grandes y una importante deplecion del contenido
de colesterol de las subclases pequenas, un factor causante de disfuncion endotelial aguda,

en sujetos clinicamente sanos.

Los cambios en la estructura de las HDL no se asociaron con alteraciones en la
funcion antioxidante de la PON-1(enzima vinculada a las HDL con capacidad de convertir

lipoperéxidos de LDL en compuestos biolégicamente inocuos).

El algoritmo del area baja la curva incremental de triglicéridos empleado para
estratificar a los sujetos de estudio puede ser aplicado como un nuevo método de seleccién
de hipertrigliceridemia clinica, el cual resulté ser una técnica con una mayor capacidad para
constituir grupos mas homogéneos que los algoritmos actualmente utilizados, como la
determinacion del sindrome metabdlico. Sin embargo, se requieren estudios adicionales
para investigar el papel de las modificaciones estructurales encontradas en otras funciones

antiaterogénicas de las HDL como resultado de una lipemia postprandial sostenida.
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Finalmente, estos resultados sugieren que la hipertrigliceridemia postprandial es
una explicacion factible del factor de riesgo asociado para la hipertrigliceridemia de ayuno

y la hipoalfalipoproteinemia.
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ANTECEDENTES

El gran desarrollo tecnoldgico e industrial en la segunda mitad del siglo XX aportd
importantes avances a la medicina, salud publica y la nutricion; sin embargo, la
globalizacién instauré drasticos cambios en el modo de vida, sobre todo en los habitos de
alimentacion lo que realzé el imponente incremento del sobrepeso-obesidad y la aparicidon

de las enfermedades cardiovasculares (ECV) [1].

La importancia de estas enfermedades radica principalmente en la falta de signos y
sintomas en sus primeros estadios que las hagan evidentes, lo que las distingue como
padecimientos con un alto potencial de morbimortalidad. Estas afecciones metabdlicas
forman parte de las enfermedades no transmisibles o cronicas-degenerativas que afectan
los vasos sanguineos y el corazon. Por lo general, se encuentran latentes desde edades
tempranas y son de evolucién prolongada; la forma mas comun y principal causa de
incapacidad y muerte en el planeta es la ateroesclerosis o enfermedad ateroesclerosa
coronaria (EAC) [2].

Enfermedad ateroesclerosa coronaria

La ateroesclerosis es resultado de un proceso inflamatorio de las arterias, asociado
a alteraciones en el metabolismo de las lipoproteinas. Se ha vinculado a concentraciones
disminuidas de colesterol de alta densidad (C-HDL, por sus siglas en inglés), asi como a
elevadas concentraciones de triacilgliceroles (triglicéridos) y colesterol de baja densidad (C-
LDL). Este dltimo altera la permeabilidad celular y afecta las paredes arteriales al promover
una respuesta inflamatoria que genera que monocitos circulantes se adhieran a las células
endoteliales que expresan selectinas y moléculas de adhesion, lo que aumenta la

diapédesis hacia el espacio subendotelial [3].

Esta migracién de monocitos da lugar a la conversion de éstos en macréfagos y
posteriormente en células espumosas que se infiltran en las paredes arteriales y generan
un engrosamiento morbido de la intima que induce una acumulacion de ésteres de

colesterol, residuos celulares, calcio y fibrina [4].
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Como resultado de este proceso continuo se crea un estrechamiento del lumen del
vaso y, por consiguiente, la circulacion sanguinea a érganos como cerebro o corazén se ve
limitada. La placa de ateroma puede romperse dando originen a un proceso trombético que
ocluye totalmente la circulacion y cuyos sintomas clinicos son accidentes
cerebrovasculares, infartos al miocardio y claudicacién de acuerdo con la topologia de la

placa ateroesclerotica [5].

Metabolismo de lipidos

El término lipido se emplea de forma genérica para designar diversas biomoléculas
de estructuras diferentes, insolubles en agua y solubles en solventes organicos. Los lipidos
por su naturaleza hidrofébica se transportan en plasma asociados a proteinas anfipaticas,
conocidas como apolipoproteinas (Apo), para crear una particula denominada lipoproteina.
Una lipoproteina tiene un centro no polar formado de triglicéridos y colesterol esterificado

(CE) y esta contenida por una capa superficial de fosfolipidos y colesterol no esterificado

[6].

Los lipidos poseen funciones estructurales, de sefalizaciéon y son fuentes de
energia, en particular los triglicéridos que aportan el mayor valor energético de todos los
nutrimentos [7]. Ademas, sirven como almacén de acidos grasos esenciales y no esenciales
que se utilizan como precursores en la sintesis de fosfolipidos estructurales y funcionales
en todas las células [8]. De igual manera, disminuyen la sefalizacion por el diacilglicerol
(DAG) debido a que el aumento continuo de sus concentraciones se asocia con alteraciones

nocivas en varios tipos celulares [9].

El higado es considerado el 6rgano primariamente implicado en la regulacién del
metabolismo de lipidos por su participacion en la sintesis, exportacion, captacién y
oxidacion [10]. Estos procesos son regulados de diferentes maneras lo que incluye
mecanismos alostéricos, transcripcionales y postraduccionales mediados por metabolitos y

hormonas [9] [11] (Figura 1).
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Figura 1. Sintesis, exportacion, captacion y oxidacion de lipidos en el higado. El higado
es el érgano mas importante en la homeostasis lipidica por la cantidad de vias metabdlicas en las

que participa: lipogénesis, 3-oxidacion, exportacion y captacion.

Los lipidos que provienen de la dieta son absorbidos a nivel intestinal y ensamblados
en el enterocito junto con otras apolipoproteinas en el reticulo endoplasmico y aparato de
Golgi, lo que da origen a los quilomicrones (QM). La proteina microsomal de transferencia
de triglicéridos (MTP) transfiere lipidos a la Apo B-48 para ensamblar un pre-quilomicrén

que de manera continua adquiere un mayor numero de lipidos antes de ser secretado [12].

Durante la etapa postprandial los QM son sintetizados para transportar los lipidos
de la dieta hacia la linfa y posteriormente al flujo sanguineo dénde adquieren Apo-E (ligando
para eliminacién del QM remanente) y Apo-Cll (activador de la enzima lipoproteina lipasa
(LPL)), a partir de lipoproteinas de alta densidad (HDL) [13]. Se ha observado que el tamafio
de los QM sintetizados se encuentra directamente asociado a la cantidad de lipidos y
configuracién de los acidos grasos de los triglicéridos, lo que refleja la composicion de
lipidos de la dieta [14].
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La lipoproteina lipasa (LPL) interviene en el proceso de lipdlisis de los QM que
pierden entre el 70 y 90 % de su contenido de triglicéridos a nivel endotelial de tejidos extra
hepaticos, particularmente, tejido adiposo y muscular donde los acidos grasos libres son
captados [15]. Este proceso da como resultado remanentes de QM que son endocitados
por el receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL), la proteina asociada al receptor
LDL (LRP-1) y por proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) [4].

La sintesis y secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) depende en
gran medida de la disponibilidad de triglicéridos y Apo B-100 [16]. Las VLDL son
sintetizadas en el higado y el ensamblaje de los lipidos enddgenos, en gran parte de
triglicéridos con diferentes apolipoproteinas, particularmente Apo B-100, se lleva a cabo en
el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Sin embargo, en casos de baja disponibilidad
de lipidos la Apo B-100 es degradada por diferentes vias [17]. Los triglicéridos hepaticos se
originan de acidos grasos libres derivados de la lipdlisis del tejido adiposo, captacién de

remanentes de VLDL y QM, y de la sintesis hepatica de novo [18].

Los ftriglicéridos de las VLDL son hidrolizados por la LPL, lo que da origen a
remanentes de VLDL, denominados lipoproteinas de densidad intermedia (IDL). Estas
particulas pueden ser catabolizadas inmediatamente por el higado o permanecer en
circulacion para dar origen a las LDL, que son mediadas por la lipasa hepatica (LH) que las
despoja de los triglicéridos y por la proteina de transferencia de colesterol (CETP) que

permite la captacién de CE a partir de las HDL [19].

Las LDL a su vez pueden ser captadas en mayor proporcién por el higado o por
tejidos extra hepaticos; sin embargo, en ambos casos son endocitados por el rLDL que
reconoce a la Apo B-100. Las HDL tienen su origen en higado e intestino en forma de Apo-
Al y juegan un papel importante en el transporte intravascular de lipidos, como se discutira
mas adelante [20]. Las enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de las

lipoproteinas se muestran en el anexo Il).
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Lipoproteinas aterogénicas

Las LDL son consideradas las lipoproteinas con mayor aterogenicidad debido a que
su configuracién comprende entre el 60 y 70 % del colesterol sérico total, lo que se asocia
directamente con hipercolesterolemia; ademas un incremento en el C-LDL constituye un
factor de riesgo para las ECV [21]. Los remanentes de QM y VLDL que se originan en el
proceso de lipdlisis y remodelacion mediada por las enzimas LPL y CETP, lo que da lugar
a particulas con densidad, tamafio y configuracion lipidica y proteica diferentes [22]. La
acumulacion de TRLs y sus remanentes es considerado un factor de riesgo cardiovascular
[4].

El tamafio de las particulas es trascendental ya que se ha reportado una relacion
directa entre el tamano de las lipoproteinas y su habilidad para atravesar la barrera
endotelial e ingresar a la intima arterial [23]. Como resultado del continuo enriquecimiento
con colesterol y deplecién de triglicéridos en plasma, los remanentes de QM y VLDL
reducen su tamafo de manera progresiva y pueden atravesar hacia la intima donde se
ensamblan a la matriz extracelular, como se ha demostrado en pacientes y modelos
animales [24]. La acumulacion de lipoproteinas ricas en colesterol dentro de la matriz

subendotelial de la pared arterial juega un papel clave en el proceso de la aterogénesis [22].

La activacion del endotelio hace que éste se vuelva mas permeable y se expresen
factores quimio tacticos y moléculas de adhesion, lo que genera que los monocitos se
puedan adherir con mayor facilidad y, por consiguiente, estas particulas atraviesen el
endotelio y se almacenan en la intima donde se oxidan, lo que las vuelven mas aterogénicas

[25,26]. Asi, la disfuncién endotelial es clave en el inicio de la aterogénesis [27].

Asimismo, el incremento en las concentraciones de triglicéridos da lugar a la
presencia de moléculas de LDL pequefas y densas, provocado por la LH que hidroliza los
triglicéridos de las LDL. En este sentido, las HDL intercambian ésteres de colesterol por
triglicéridos de las diferentes lipoproteinas que contienen Apo-B, por lo que este proceso

pudiera alterar sus propiedades antiaterogénicas.
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Asimismo, las modificaciones que se llevan a cabo en estos procesos metabdlicos
podrian alterar sus funciones antioxidantes, antiinflamatorias y su capacidad de
estimulacién en la sintesis de 6xido nitrico e importantemente su efecto protector sobre el

endotelio vascular [28].

Triglicéridos y enfermedad ateroesclerosa coronaria

Durante mas de una década, los altos niveles de triglicéridos séricos en ayuno o en
postprandio han sido reconocidos como un factor de riesgo para la EAC [29,30]. La
concentraciéon de triglicéridos plasmaticos recomendada en ayuno es por debajo de 150
mg/dl [31]. Sin embargo, concentraciones elevadas de triglicéridos pueden asociarse a la
liberacion de citocinas proinflamatorias, reclutamiento de neutréfilos y la induccién del
estrés oxidativo, que puede dar lugar a una disfuncién endotelial [32-34]. Por este motivo,

la hipertrigliceridemia es considerada como un factor de riesgo importante y duradero [35].

Las hipertrigliceridemias pueden ser primarias como la dislipidemia familiar o
secundarias, derivadas de la resistencia a la insulina/sindrome metabdlico, o del consumo
de dietas altas en hidratos de carbono con un consumo energético diario mayor al 60 %,
por encima de la ingesta diaria recomendada (IDR). Se ha demostrado una mayor
prevalencia de la ateroesclerosis subclinica en pacientes con valores de triglicéridos entre
150 y 200 mg/dl, respecto a pacientes con concentraciones menores a 150 mg/dl [36]. No
obstante, esto podria explicarse en gran parte por una mayor prevalencia de hiperlipemia
postprandial que, también se ha demostrado tiene una relacién mas clara con la aparicién

de cardiopatia isquémica que la hipertrigliceridemia basal per se [37].

Rutinariamente, los triglicéridos plasmaticos se determinan bajo condiciones de
ayuno para facilitar el calculo del C-LDL. Sin embargo, el ayuno representa sélo una
pequena porcion del dia, por lo que subestima las concentraciones alcanzadas en el estado
postprandial. La lipemia y la hipertrigliceridemia postprandial pueden afectar las mediciones
tanto del C-HDL como del C-LDL [38]. Con base en estos antecedentes, estudios
prospectivos han encontrado que las concentraciones de ftriglicéridos postprandiales

pueden ser un mejor indicador de eventos cardiovasculares en la poblacion general [39].
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La evidencia cientifica actual apunta a que la ateroesclerosis puede ser un
fendmeno de origen postprandial y que el consumo diario de alimentos con una alta carga
de lipidos a lo largo de la vida puede ocasionar dafos metabdlicos que favorezcan la
progresion de la EAC [40]. El riesgo atribuido a las concentraciones elevadas de triglicéridos
puede ser explicado por su papel significativo como origen de remanentes y por su
asociacion clara a una disminucién de las concentraciones de C-HDL y a un aumento del
colesterol no HDL [22].

Hipertrigliceridemia postprandial

La hipertrigliceridemia se define como las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos por encima del percentil 95 para la edad y género de una poblacion de
referencia [41]. Es una entidad clinica compleja comunmente asociada con la resistencia a
la insulina y el sindrome metabdlico (SM) [42]. En ayuno los valores esperados de
triglicéridos se encuentran entre 60 y 150 mg/dl (de 0.70 a 1.69 mmol/l) [21], motivo por el
cual las concentraciones en postprandio rebasan estos valores. La hipertrigliceridemia
postprandial puede clasificarse como moderada con valores que van desde 400 hasta 990
mg/dl (<11.2 mmol/l) [43] y severa con valores que rondan los 1980 mg/dl (> 22.4 mmol/l)
[38]. Las concentraciones de friglicéridos superiores a 875 mg/dl (10 mmol/l) se han

asociado con el desarrollo de pancreatitis aguda [44].

La hipertrigliceridemia suele coexistir con una baja concentracion de C-HDL y
pequefias particulas de C-LDL que son mas aterogénicas. La caracteristica de la
hipertrigliceridemia se hace mas relevante como riesgo cardiovascular con la presencia de
otras caracteristicas del SM (obesidad abdominal, hipertensién arterial e hiperglucemia) y

es un patrén tipico de dislipidemia de pacientes con diabetes [45].

Asimismo, las concentraciones de triglicéridos por encima de 150 mg/dl se
consideran un riesgo de ECV y son un marcador asociado a una respuesta postprandial
ineficaz. Pacientes con ECV muestran un tiempo mayor en la permanencia de las
concentraciones elevadas de triglicéridos posterior a la ingesta de una carga alta de lipidos,
lo que se ha calificado como un factor de riesgo para infarto al miocardio y eventos

cardiovasculares [46].
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El aumento postprandial de triglicéridos se debe en gran parte al complejo proceso
metabdlico de los lipidos, donde se ha observado en sujetos sanos que, de manera
posterior a la ingesta de 30 a 60 g de lipidos, las concentraciones basales se alcanzan en

las siguientes 5 a 8 horas [46, 47].

Un estudio llevado a cabo en sujetos aparentemente sanos reportdé que las
concentraciones postprandiales de triglicéridos aumentan considerablemente y muestran
un pico maximo entre las 2 y las 5 horas. A partir de las 6 horas, los triglicéridos regresan
a valores basales después de una ingesta alta en lipidos [47]. Sin embargo, sujetos con alto
riesgo cardiovascular presentan un retardo en alcanzar el pico maximo y requieren hasta 8

horas para regresar a concentraciones basales. [48].

En este sentido, diversos estudios proponen que la capacidad de aclaramiento de
triglicéridos circulantes por las lipoproteinas que los transportan de manera eficiente,
después de la ingesta de alimentos con alto contenido de lipidos, es un reflejo de la eficacia
metabdlica de su regulacién de asimilacion y absorcion [49]. De igual manera, una lipemia
postprandial elevada es considerada un signo de anormalidad metabdlica, lo que se asocia
con mayor riesgo de futuros eventos cardiovasculares, enfermedad vascular periférica y
eventos cerebrovasculares. La presencia de estas patologias favorece el desarrollo del SM,

lo cual incrementa aun mas el riesgo cardiovascular [50].

La hipertrigliceridemia postprandial es una condicion clinica que ocurre con mucha
frecuencia. Su etiologia incluye la combinacién de predisposicion genética y factores de
comportamiento personal [51]. La incidencia sigue aumentando y contribuye
significativamente a la morbimortalidad global y la carga socioecondmica en todo el mundo
[52]. Existe una probabilidad muy alta de que su prevalencia aumente en los proximos afos

debido al aumento de casos de obesidad y diabetes en todo el mundo [42].
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Lipoproteinas de alta densidad y el Transporte Reverso del Colesterol

Desde hace mas de 35 afios se ha asegurado que el C-HDL es un buen predictor
de riesgo cardiovascular, donde se ha puesto de manifiesto la existencia de una relacién
inversa entre el C-HDL y la EAC. En este sentido, diversos estudios epidemioldgicos
clasicos demostraron que concentraciones séricas elevadas de C-HDL correlacionan
directamente con una menor incidencia de ECV [53, 54]. Actualmente, el C-HDL es
reconocido como un factor cardio-protector fundamental asociado a la ateroesclerosis. Sin
embargo, otros estudios clasicos han demostrado que el C-LDL conserva una asociaciéon
directa con la ECV y que altas concentraciones en adultos jovenes pronostica la aparicién
de EAC en el transcurso de sus vidas [565-57]. En este sentido, las HDL juegan un papel
relevante ya que poseen caracteristicas antiaterogénicas, antioxidantes, antiinflamatorias y

endoteliales esenciales.

Las HDL tienen un tamafio comprendido entre 7.2 y 12 nm, son particulas
discoidales y esféricas de alta densidad (1.063-1.21 g/ml), que poseen entre el 45y 55 %
de su masa seca de proteinas. Dicha fraccién proteica esta constituida por diversas
apolipoproteinas entre las que destaca la Apo-Al. Esta apolipoproteina es la de mayor
abundancia y estructuralmente fundamental para las HDL [58]. De igual forma, otras
apolipoproteinas son componentes estructurales de las HDL como la All, AlV, ClI, CII, Clli

y E; sus caracteristicas se puntualizan en el Anexo | [59].

Las HDL estan conformadas por lipidos hidrofdbicos (triglicéridos y ésteres de
colesterol) en su interior y lipidos anfipaticos (colesterol libre y fosfolipidos) asi como
apolipoproteinas en el exterior (figura 2). La Apo A-l, es de vital importancia para el proceso
de reciclaje y/o excrecién del colesterol de las células periféricas; asi como de la funcion de
activacion de la lecitina colesterol acil transferasa (LCAT), enzima clave en el metabolismo

intravascular de las HDL.
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de las HDL.

Un mecanismo que evita la formacion de ateromas es el metabolismo intravascular
de las HDL o transporte reverso de colesterol (TRC), proceso por el cual el excedente de
colesterol de las células periféricas regresa al higado para su reciclaje o excrecion a través
de las vias biliares [60]. La biosintesis de las HDL inicia con la sintesis y secrecion hepatica
al sistema vascular de la Apo Al que se asocia facilmente con fosfolipidos, lo que genera
una estructura discoidal denominada particula pre-B, la cual posee una alta afinidad por el
colesterol [61]. Estas particulas captan colesterol libre de las células periféricas a través de
la interaccion con un transportador de membrana dependiente de ATP, (ABCA-1) ubicado
en higado, macréfagos e intestino [62].
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Las particulas pre-B captan colesterol y evolucionan como pequefias particulas
esféricas ricas en apolipoproteinas y escaso contenido de lipidos, denominadas HDLs. Las
HDLs por accion de la enzima LCAT subsecuentemente se expanden a particulas de mayor
tamafo, mediante un proceso de esterificacion del colesterol libre. Esta enzima clave
cataliza la transferencia de un acido graso proveniente de la fosfatidilcolina (lecitina) al

colesterol libre presente en las HDL.

En este ultimo paso, las particulas de HDL reciben el nombre de HDL; lo que da
como resultado particulas que cuentan con la capacidad de interaccion con la proteina
CETP y con otro receptor de membrana de gran afinidad, el receptor “scavenger” clase B
tipo | (SR-BI). Las HDL, son particulas que presentan un mayor tamafo, pero menor

densidad que las HDL3, como se simplifica en la figura 3.

La captacion selectiva de ésteres de colesterol de las HDL en los hepatocitos ocurre
via el receptor SR-BI, remodelando las particulas a HDL3, que pueden reiniciar el eflujo de
colesterol. Conjuntamente, la proteina CETP participa en el intercambio de ésteres de
colesterol por triglicéridos de las diferentes lipoproteinas que contienen Apo B, lo que da

origen a particulas HDL., que ahora son enriquecidas con triglicéridos.

Paralelamente, las Apo C y E son transferidas a los quilomicrones y a las VLDL,
para mantener estable la estructura de las HDL. La hidrdlisis de triglicéridos y fosfolipidos
por la enzima LH da origen a una particula remanente que puede ser reformada en
particulas pre-3 y HDL3, mediante la accion de la proteina PLTP. Estas nuevas particulas

poseen la capacidad de reiniciar el ciclo de captacién de colesterol, una vez mas [63].

Por otra parte, ademas del papel clasico que juega el SR-BI, la unién de las HDL a
este receptor media la activacion directa del 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), paso
inicial de la sintesis de 6xido nitrico (NO); la ausencia de la expresion global de SR-BI en
modelos murinos exacerba la presencia de ateroesclerosis, sin embargo, su sobreexpresién

hepatica hace que esta se atenue [64].
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Asimismo, PDZK1 es una proteina que contiene el dominio PDZ N-terminal el cual
interactua con los residuos del extremo C-terminal de SR-BI esencial en la traduccién de
senal de este receptor [64]. Por consiguiente, la sefializacion de SR-BI activa la sintesis de
NO por las HDL, lo que mantiene la integridad de la capa intima del endotelio vascular; sin

embargo, se desconoce si modificaciones en las HDL pudieran afectar su expresion.

Metabolismo Intravascular de las HDL Células
ABC AI Periféricas
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Figura 3. Representacion grafica del transporte reverso de colesterol y subclases de
HDL. Lp-B: Lipoproteinas que contienen Apo B (VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad, LDL.
lipoproteinas de baja densidad); LCAT: Lecitina: colesterol acilo transferasa; LH: Lipasa hepatica;
CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol; PLTP: Proteina de transferencia de
fosfolipidos; SR-BIl: Receptor scavenger clase B tipo I; ABCA1: Transportador de membrana
dependiente de ATP clase A, tipo |. Las subclases de HDL se muestran en orden decreciente de

tamafios con base en su densidad de flotacion y radio hidrodindmico.
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Propiedades antiinflamatorias

Las HDL impiden los procesos inflamatorios vasculares, a través de la regulacion de
las moléculas VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina, por el factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), asi como por la inhibicion de la

expresion de interleucinas, entre ellas, la IL-8 [65].

A pesar de ello, en estados fisiopatologicos con procesos inflamatorios como en la
artritis reumatoide, sindrome coronario agudo y ateroesclerosis, las HDL modifican su
composicion, capacidad enzimatica y oxidativa, convirtiéndose en moléculas pro-
inflamatorias, lo que siguiere que las HDL pueden volverse, en ciertas condiciones, pro-
aterogénicas [66]. Por consiguiente, la estructura de las HDL es el resultado de un
intercambio dinamico de lipidos entre lipoproteinas y con los tejidos a través del TRC. Este
proceso da lugar a una gama heterogénea de particulas que pueden diferenciarse por su
didmetro, densidad, composicién lipidica y contenido de apolipoproteinas. En este proceso
intervienen una gran variedad de enzimas, proteinas plasmaticas y de membrana que se

describen en el Anexo |l.

Funcion antioxidante

El proceso oxidativo de las lipoproteinas provoca un curso inflamatorio, disfuncion
endotelial y apoptosis celular. En virtud de ello, las HDL juegan un papel esencial en la
prevencién de este proceso, a través de la enzima LCAT, y la Apo-Al, pero principalmente

por accion de la enzima paraoxonasa-1 (PON-1).

La PON-1, es una enzima vinculada a las HDL que tienen la capacidad de convertir
lipoperdxidos de LDL en compuestos bioldgicamente inocuos. Su interaccion esta asociada
con la estructura y composicion de las HDL, razén por la cual se ha propuesto que la
composicion es crucial para mantener a la PON-1 unida a su superficie; en efecto, el tamano
de las HDL es inversamente proporcional con la afinidad por esta enzima, es decir, mientras

mas pequefa la particula, mayor afinidad presenta [66].
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Se ha observado una funcion antioxidante deficiente en pacientes con diagnéstico
de SMy DMT2 que presentan dislipidemias con concentraciones bajas de C-HDL. Ademas,
en este mismo estudio se ha observado que en situaciones en la que la PON-1 se encuentra
inhibida, la funcién de las HDL puede verse afectada, ya que estas particulas se oxidan

facilmente, lo que origina una reduccion en su capacidad de captacion de colesterol [67].

De igual manera, este mismo estudio encontré que pacientes con EAC, poseen
concentraciones bajas de esta enzima. Sin embargo, también identificaron que las HDL
transportan otro tipo de compuestos que poseen funciones antioxidantes, como los
tocoferoles, que, aunque representan una fraccion muy pequefia del contenido de la

particula podrian actuar como coadyuvantes en dicha actividad [67].

Funcién endotelial

Las HDL promueven la sintesis de ON, disminuyen la expresion del factor tisular y
suprimen la expresion de moléculas de adhesion celular. De igual manera, participan en la
regulacion del tono vascular mediante la sintesis de la ciclooxigenasa-2 (COX2), que
incrementa la secrecidon de prostaciclinas en las células endoteliales [66]. Adicionalmente,
disminuyen la sintesis de ROS, factores clave en el desarrollo de la EAC, lo que se ha

asociado a una menor progresion de ateroesclerosis [51].

Ademas, se ha postulado que la proteccion de la funcion endotelial mediada por las
HDL esta asociada a su capacidad para inactivar los efectos perjudiciales de las LDL
oxidadas (LDL-ox), a nivel de la sintesis del NO. De facto, la gran cantidad de LDL-ox
aumentan la sintesis de la proteina caveolina-1, que inactiva la eNOS y, por consiguiente,
disminuye la sintesis de NO [68]. Por otra parte, las HDL participan activamente en la

proteccion del endotelio vascular, mediante la inactivacion del sistema del complemento.

Son diversas las evidencias que asocian a las HDL con la proteccion de la
homeostasis del endotelio vascular que favorece la disfuncion endotelial propia de la

enfermedad cardiovascular.
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En este sentido, la labor de preservar la funcién endotelial se veria comprometida
de existir cambios en la estructura de las HDL, de tal forma que modificaciones en la

composicién de estas lipoproteinas, indirectamente modificarian la funcién endotelial [69].

Por ende, la disfuncidon endotelial se define como una alteracion de la homeostasis
vascular. Este desequilibrio genera que, ante estimulos vasodilatadores, exista una
respuesta de vasoconstriccion contradictoria, o con escasa vasodilatacion. Ademas de una
activacion plaquetaria, predisposicion a adherencia leucocitaria, mitogénesis, trombosis,

inflamacién vascular y finalmente aterosclerosis [70].

Clasificacion de las HDL

La clasificacion de las HDL se lleva a cabo a través de diversas técnicas de
aislamiento y separacién, sin embargo, la mayoria de los métodos se fundamentan en la
determinacion de uno de los elementos estructurales de las lipoproteinas. Asimismo, se ha
postulado que las subclases de HDL poseen capacidades diferentes en sus funciones
antioxidantes, antiaterogénicas y de potencial para promover el eflujo de colesterol [71] [72]
[73].

Las HDL con base en su densidad de flotacién se puede separar en dos subclases
por su densidad de flotacion (r): HDL (1.063<r<1.12 g/ml) y HDL3 (1.12<r<1.21 g/ml). Las
HDL, poseen un mayor tamano y mayor contenido de colesterol esterificado y triglicéridos,

en comparacion con las HDL3, principalmente constituidas por fosfolipidos y proteinas [74].

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion, las HDL se clasificaron con base
en la densidad de flotacibn en conjunto con el radio hidrodinamico. El diametro
hidrodinamico incluye la medida del diametro de la particula y la carga eléctrica de la
superficie. La clasificacion de las HDL con base en su densidad de flotaciéon en conjunto

con su radio hidrodinamico se muestra en la tabla 1.
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Determinacién de lipidos de las subclases de HDL

Estudios recientes plantean que las subclases de las HDL poseen diferentes

actividades ateroprotectoras, por lo que su analisis, asi como la caracterizacion de su

composicién quimica pueden mejorar la capacidad de evaluar el riesgo de presentar EAC

[75]. En este sentido, en anos recientes se han disefiado métodos quimicos de laboratorio

que permiten caracterizar la composicion lipidica de las HDL al estimar el contenido de

colesterol, triglicéridos y fosfolipidos de cada una de las subclases [73, 76].

Diferencias de las propiedades fisicoquimicas de las HDL en sujetos normolipémicos sanos.

Caracteristicas HDL2p HDL:2, HDL3, HDL3y HDL3c
Diametro (nm) 124-10.6 | 106-9.9 | 99-90| 9.0-85 85-74
Densidad (g/ml) 1.099 1.107 1.123 1.155 1.186
Lipidos de superficie (mol-lipido/mol-HDL)
Colesterol libre 70 40 25 15 10
Fosfolipidos 130 140 120 45 25
Lipidos del nucleo (mol-lipido/mol-HDL)
Colesterol esterificado 180 160 140 70 40
Triglicéridos 30 20 15 10 5
Contenido (%

Proteina total 35 40 45 55 65
Lipidos totales 65 60 55 45 35

Tabla 1. Clasificaciéon de las HDL con base en su densidad de flotaciéon en conjunto

con su radio hidrodinamico. Tomado y modificado de Rye, 2009 y Kontush-Chapman, 2006.
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Controversias de las HDL

Existen numerosos estudios epidemioldgicos que sugieren que la concentraciéon de
C-HDL no es suficiente para explicar el efecto ateroprotector de las HDL. Con el objetivo de
reducir la tasa de incidencia y mortalidad de las ECV, se propuso incrementar las
concentraciones de C-HDL [48]. Una de estas estrategias para lograrlo fue el disefo de
inhibidores de la CETP, capaces de incrementar eficazmente las concentraciones de C-
HDL hasta en un 90 %. Sin embargo, dichos farmacos no sélo no cumplieron con su
objetivo, sino que incluso incrementaron el riesgo de morbimortalidad de los pacientes a los

que se les prescribid, en el caso particular del torcetrapib [77, 78].

Contradictoriamente a lo esperado, ésta fue la primera evidencia a gran escala “in
vivo” de que, por si mismo, las altas concentraciones plasmaticas de C-HDL asociadas a
un aumento del tamano de estas lipoproteinas no es sinbnimo de cardio-protecciéon y
disminucion del riesgo cardiovascular. Una posible explicacion a estas evidencias es que el
mismo farmaco genera particulas HDL2 o particulas grandes, ricas en colesterol, debido a
que su mecanismo de accién es inhibir a la CETP. El resultado de inhibir a la CETP es
bloquear una de las vias de salida del colesterol (el intercambio de colesterol por
triglicéridos de las HDL, con las lipoproteinas que contienen Apo-B), como se muestra en

la figura 3.

No obstante, a las altas concentraciones de C-HDL, las particulas de estas
lipoproteinas se encuentran modificadas en su composicion (enriquecidas con colesterol
esterificado) y, por consiguiente, su funcionalidad se ve comprometida. De la misma
manera, estas particulas se encuentran modificadas o “alteradas”, por lo que,
probablemente resulta en una regulacion de la salida del colesterol a la baja. De la misma
forma, un metaanalisis demostré6 que concentraciones séricas altas de C-HDL,
acompanadas de particulas de HDL grandes, se asociaron a un mayor riesgo

cardiovascular [42].
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Asimismo, individuos con bajas concentraciones de C-HDL (10 a 15 mg/dl, respecto
al valor de referencia > 40 mg/dl), como es el caso especifico, de los individuos que
presentan las mutaciones Apo-Al wiiano, APO-Al paris 0 la enfermedad del ojo de pescado (Fish
Eye Disease (EFD)), no presentan eventos cardiovasculares adversos, ni historial clinico o
antecedentes familiares de EAC [50, 79].

En el caso de la Apo-Al wmiane, S€ trata de una variante de la Apo-Al humana
caracterizada por la sustitucion en la secuencia de aminoacidos de un residuo de cisteina
por un residuo de arginina en la posicion 173. La Apo-Al wiano S€ asocia a longevidad a
pesar de las concentraciones bajas de C-HDL [46]. Si bien las particulas de las HDL no son

ricas en colesterol, éstas son muy eficientes en su proceso de captacién y eliminacion.

En resumen, estas observaciones apuntan a que no solo las concentraciones del C-
HDL son importantes, sino que las funciones antioxidantes, antiaterogénicas, de potencial
para promover el eflujo de colesterol y endoteliales dependen de la estructura de las HDL,
y ésta a su vez depende de la composicion lipidica y proteica de las mismas [80]. Por lo
tanto, cualquier circunstancia que induzca un cambio en la estructura y/o composicion de
las HDL, potencialmente afectaria las capacidades antiaterogénicas de estas lipoproteinas,

como potencialmente podria suceder durante la hipertrigliceridemia postprandial.

En este sentido, un estudio que data de hace mas de 30 afios analizé la estructura
de las HDL posterior a la ingesta de 130 g de grasa en dos pacientes hipertrigliceridémicos,
el cual concluyd que durante el postprandio las HDL2 se enriquecian con triglicéridos.
Asimismo, la hidrdlisis por la lipasa hepatica generd una disminuciéon de la masa de las
HDL2 y un aumento en las HDL3 [81]. Sin embargo, la estructura de las HDL durante el

postprandio no se ha investigado en un nimero mayor de pacientes desde ese entonces.
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Prueba de tolerancia oral de lipidos

Un instrumento para evaluar el aclaramiento de la lipemia postprandial es la prueba
oral de tolerancia a la grasa. El calculo de la carga de grasa es uno de los temas mas
criticos en la seleccién de esta prueba, sin embargo, existen muchas inconsistencias y
diferencias en las cargas de lipidos, tiempo de las cinéticas, mediciones bioquimicas y lo
mas importante los tipos de alimentos utilizados. Diversos grupos de investigacién han
realizado diversos estudios con numerosos aportes de lipidos con el objetivo principal de
conocer las variaciones en las concentraciones séricas de triglicéridos postprandiales,

como se muestra en la tabla 2.

Se ha observado que aportes menores a 15 g de lipidos son insuficiente para
desencadenar alteraciones metabdlicas significativas; mientras que cantidades superiores
a 80 g intensifican la respuesta de la depuracion postprandial de triglicéridos. Sin embargo,
solo varias referencias de las mencionadas en la tabla 2 cumplen con esta declaracion.
Algunos estudios decidieron utilizar férmulas de area de superficie corporal (Asc) para

determinar la carga de lipidos a utilizar.

La seleccion de la formula de Asc correcta no es una tarea facil y su determinacién
no es precisa, debido a la inter-individualidad y la variabilidad étnica, lo que podria conducir
a errores involuntarios [82]. A pesar de los diversos estudios, las cargas de grasa siguen

mostrando diferentes enfoques y no existe aln un consenso al respecto.

Las condiciones que se deben tomar antes de aplicar este tipo de ensayos clinicos
incluyen la composiciéon de los alimentos consumidos el dia anterior y el ejercicio realizado
los dias previos a este tipo de estudios, debido a que realizar 30 minutos de ejercicio el dia
anterior, acelera el aclaramiento de triglicéridos ingeridos el dia siguiente [83]. Sin embargo,

un total de 12 min de sesion de tiempo aerdbico no mostré ningun efecto importante [84].
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Ofra cuestion esencial en estos experimentos es la medicion sérica en ayuno y en
uno o varios tiempos del postprandio. La duracién de la mayoria de estas pruebas es de 6
a 8 horas, ya que es el tiempo requerido para que los triglicéridos vuelvan a valores basales
en sujetos sanos, pero no en sujetos con alto riesgo cardiovascular. Asimismo, se han
puesto a prueba métodos y cinéticas de tiempo diferentes y algunos informes sugieren
incluso versiones abreviadas; sin embargo, un informe concluyé que solo podrian utilizarse

en sujetos sanos, pero no en pacientes con hipertrigliceridemia [85, 86].

Por otra parte, es bien aceptado que la composicién de los alimentos y la distribucion
de los macro-nutrimentos, contenido en fibra y colesterol también pueden alterar esta
respuesta [48]. Asimismo, las concentraciones de lipidos, entre ellos las de las HDL pueden
modificarse significativamente en las mujeres, debido a las variaciones hormonales que
sufren durante el periodo menstrual, el embarazo, la menopausia y postmenopausia [87].
Otros factores como el empleo de farmacos hipolipemiantes, sobre todo los fibratos,

aceleran el aclaramiento de la lipemia postprandial, principalmente de triglicéridos [48].

De igual manera, es importante identificar factores patoldgicos, hormonales o
fisiopatolégicos como la presencia de DMT2 y obesidad, ademas de otras condiciones
cardio-metabdlicas como concentraciones elevadas de triglicéridos en ayuno [50]. También
se ha observado un retardo en el aclaramiento del pico de las concentraciones de
triglicéridos cuando existe un consumo de alimentos que presentan un alto contenido de

glucosa y lipidos, en comparacion con los que contienen unicamente lipidos.

En la tabla 2 se presentan los datos de autores, afio de publicacion, configuracion y
caracteristicas de los alimentos, carga de lipidos administrados: hidratos de carbono,

proteinas y lipidos (g); colesterol (mg), kilocalorias (kcal) y kilojoules (kJ).

La relacién de los alimentos es amplio y complejo. La variedad y estrategia de las
comidas, el contenido de macronutrientes, la configuracién organoléptica y las conductas
dietéticas externas, asi como el consumo de alcohol [87] podrian alterar la respuesta

metabdlica en el aclaramiento de los triglicéridos [88, 89].
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Abreviaturas de la tabla 2

Datos estimados segun informes. * Datos originalmente reportados en porcentaje (%). ND =
No hay datos disponibles; Kgbm = kilogramos de masa corporal;, Ffbm = masa corporal libre de grasa;
Kgbw = kilogramos de peso corporal; ¥ = gramos (g) / m2 y porcentaje (%) de energia en la comida.

§ = dos o mas comidas; Informe en Mets. Referencias bibliograficas Anexo lll.
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Tabla 2. Descripcidon de alimentos utilizados en pruebas orales de tolerancia de grasa.

Gramos (g) mg
Autor (afo) Composicion de los alimentos Kcal kJ
Carbohidratos | Proteinas Lipidos Col

Alcala-Diaz JF, et al. (2014) Aceite de oliva, leche descremada, pan blanco, yemas de huevo cocidas y tomates. 25 (%) 10 (%) 0.7/kgbw 5/kgbw ND ND

Dekker MJ, et al. (2007) Bebida emulsionada aromatizada y endulzada artificialmente. 0 0 1/kgbm ND ND ND
Mantequilla de crema agria y crema doble, azucar blanco 10 g, canela y limonada sin calorias 100

Larsen MA, et al. (2015) | 10 ND 1/kgbm ND ND ND
ml.

Shannon KA, et al. (2008) Helado, crema batida, nueces, chocolate y coco, mezclados. 1.65/Ffbm 0.25/ffbm 1.7/ffom ND 22.7/ffbm 95/ffom

Ogita K, et al. (2008) Material de ensayo emulsionado (crema OFTT, industria alimentaria Jomo, Takasaki, Japon). 116 (%) 17 (%) 17 g/m2 ND ND ND
Crema batida espesa (Pevely Dairy, MO) y helado de vainilla (H. agen-Dazs, Ice Cream Partners,

Weiss EP, et al. (2008) y 123 (%) 16 (%) 35 g/m2 ND 12.84/g 1 11.88/g
CA) 162 g, relacion masa: 1/4 crema / helado.

Saxena R, et al. (2005) Crema batida con azucar y fruta. 24.75/m2 5.3/m2 65.2 g/m2 240 729/m2 3050/m2

Jang Y, et al. (2004) Sandwich: pan blanco, lechuga, jamén y soya a base de aceite de mayonesa. 69 20 28 ND 610 2545

Noguchi K, et al. (2015) Galleta (Saraya Co., Osaka, Japan). 75 8 285 ND 590 2470

Tiihonen K, et al. (2015) Hamburguesa 219 g, papas fritas 114 g, y bebidas gaseosas 400 ml. 124 32 42 ND 1025 4290
Desayuno y almuerzo: dos croissants, mantequilla 10 g, queso rico en grasa 40 g & leche rica en

Alssema M, et al. (2008) 56 28 50 ND 800 3350
grasa 300 ml.
Hamburguesa quarter pounder de queso con mayonesa 5 g, papas fritas 71 McDonald's),

Almeda-Valdes P, et al. (2014). 9 d P a y 9. pap 9 »Y 75 40 51 ND 920 3845
leche 250 ml.

Hall WL, et al. (2016) Muffin, crema (Bird's Eye, Premier Foods, Reino Unido) y un batido de leche. 81 15 52 ND 830 3480

Cazeau RM, et al. (2016) Gran desayuno (Big Breakfast) de McDonald & Sprite lata de 12 onzas. 94 ND 52 555 940 3935
Arroz 10 g, barbacoa coreana 100 g, huevo 20 g, leche 200 ml, aceite 8 g, mayonesa 25 g y

Bae JH, et al. (2001) 50 30.7 53.4 ND 805 3360
vegetales 50 g.
Pan, mantequilla, queso, jamén, huevos duros, pimiento rojo fresco, leche baja en grasa (1%),

Matikainen N, et al. (2016) 63 40 56 ND 930 3890
zumo de naranja y té o café.

Cl te-Posti M, t al

(zg::;n erostig e @ Preparacién comercial (Supracal, SHS International, Liverpool, UK). ND ND 60 ND ND ND
Leche / café 200/100 ml, azicar 16 g, huevos revueltos 50 g, salchicha 15 g, aceite de soya 10 ml,

de Ugarte MT, et al. (2005) 67.5 375 64 300 1000 4185

pan 50 g, margarina 10 g, jamoén 30 g, queso 25 g & aguacate 100 g.
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Tiret L, et al. (2000) Bebida de leche 500 ml. 56.2 21.6 65.5 416.6 1495 6245
Crema de grasa 200 g y mezcla de proteina de origen de leche de vaca (35 g de Protifar Plus,
Dallongeville J, et al. (2002) 5.9 35.8 70.9 ND 805 3370
Nutricia, Rueil Malmaison, Francia)
Pan, mantequilla, queso, salchichas en rodajas, huevo cocido, pimentén fresco, leche entera, jugo
Matikainen N, et al. (2007) 50 35 72 490 1000 4185
de naranja y café.
Minicocci |, et al. (2016) Muffin con aceite de oliva, huevos, queso ricota, nueces, cacao, trigo y leche desnatada 100 g. 52 22 73 145 950 3975
Zemankova K, et al. (2015) Crema batida 225 ml. ND ND 75 ND 675 2830
Ceriello A, et al. (2002) Crema batida. 5 g/m2 6 g/m2 75 ND 700/m2 2930/m2
Petersen KF, et al. (2010) Comida liquida rica en grasa. 20.9 29 76.2 ND ND ND
Maraki M, et al. (2011) Batido de leche: crema batida, helado de vainilla y jarabe. 70 £1 14+0 79+1 ND 1045 £+ 12 4370 £ 50
Anderson RA, et al. (2001) Batido de leche homogenizado 24.75 5.3 80 240 1480 6195
Carstensen M, et al. (2003) Sopa sin calorias enriquecida con 250 ml de grasa, pan blanco y finas rodajas de puerro crudo. 50 20 80 ND 1005 4200
Sandwich: pan blanco 100 g, salami 75 g, queso graso 50 g y yogur rico en grasa 125 ml; Ademas:
Cortés B, et al. (2006) ] ) ) ) ] ) 66 45 80 120 1200 5020
pan con aceite de oliva (comida: aceite de oliva, 25 g) o (comida: de nuez, 40 g).
Karrasch T, et al. (2014) Solucidn lipidica oral (OLI). 0 0 84.2 ND 760 3170
* Parhofer KG, et al. (2000) Leche 100 ml, crema 150 ml, aceite de maiz 70 ml, huevo 90 g, aztcar 10 g y sabor de café 5 g. 19 22.8 126.1 ND 1305 5460
1) Croissants con mantequilla y mermelada, cereal con leche y un vaso de jugo de naranja. 2)
§ Jackson KG, et al. (2012) ) ) 125 & 79 19& 15 51 & 30 ND 960 & 570 4015 & 2385
Sandwich de queso, paquete de papas fritas y barra de chocolate.
1) Dos croissants de mantequilla 5 g. 2) Rebanadas de pan blanco (2), queso crema de grasa
§Dong H, et al. (2016) ) ] 64 & 80 14 & 15 51 & 31 ND 755 & 630 3160 & 2635
completa 42 g, papas fritas 25 g y galletas de mantequilla 22 g.
§ Fogarty CL, et al. (2015) Dos comidas altas en grasa, ricas en energia: 1) Desayuno, 2) almuerzo. 230 & 85 180 & 24 65 & 42 ND 965 & 870 4040 & 3640
Cajka T, et al. (2016) Bebida disefiada a la medida 45 (%) 9 (%) 46 (%) ND ND ND
a Correa CS, et al. (2015) Batido: leche, helado y crema agria. 30 (%) 10 (%) 60 (%) ND 1-kg-1-h-1 | 4.1-kg—-1-h-1
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JUSTIFICACION

Estudios epidemiolégicos han demostrado una correlacion negativa entre una baja
incidencia de enfermedad cardiovascular y concentraciones séricas elevadas de C-HDL,
aunque la concentracion de C-HDL no es evidencia suficiente para sustentar el efecto

cardio protector de las HDL [53].

No obstante, el analisis de la composicion lipidica de las subclases de HDL podria
ser utilizado como un marcador biolégico puntual para evaluar el riesgo cardiovascular, ya
que es seguramente mas representativa que las concentraciones de C-HDL per se. Sin
embargo, este analisis es aun controversial debido a que diversos factores metabdlicos

pueden alterar la distribucion de las subclases [69].

Por otro lado, la comprensién del mecanismo por el cual los triglicéridos
postprandiales ejercen sus efectos perjudiciales en la pared vascular no es del todo clara,
sin embargo, podria constituir un importante objetivo terapéutico [47, 50, 79]. De la misma
forma, una respuesta postprandial exacerbada ha sido reconocida como una caracteristica

de dislipidemia, a la que se le ha denominado fenotipo de lipoproteinas aterogénicas [76].

Por otra parte, una lipemia postprandial con concentraciones predominantemente
altas de triglicéridos es percibida como un signo de anormalidad metabdlica. Esta
anormalidad se asocia con el inicio de la obesidad, SM y DMT2. De igual manera, se
relaciona con un riesgo mayor de futuros eventos cardiovasculares, enfermedad vascular

periférica y eventos cerebrovasculares [50].

Por todo lo anterior, teorizamos que la magnitud de la hipertrigliceridemia
postprandial puede ser un factor que altera la composicién de las HDL. Estos cambios
pueden dar origen a importantes modificaciones en el metabolismo de estas particulas, asi
como afectar su funcionalidad a nivel del endotelio vascular. Por lo tanto, proponemos que
existe un vinculo indirecto entre la hipertrigliceridemia postprandial y la enfermedad
cardiovascular, mediado por una alteracion de la estructura-funcién de las HDL durante el

postprandio.
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¢(PREGUNTA DE INVESTIGACION?

¢Existe una asociacion causal entre la magnitud de la hipertrigliceridemia
postprandial, y las modificaciones en la composicion, funcionalidad y metabolismo de las
HDL?

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las altas concentraciones de triglicéridos postprandiales influyen en la distribucion
de las subclases de las HDL y su composicion lipidica, lo que puede afectar su capacidad

para promover el funcionamiento del endotelio vascular.

El objetivo general de este estudio fue caracterizar la estructura de las subclases de
HDL que se generan durante el periodo postprandial y su capacidad de producir vaso-

relajacion.

Los objetivos especificos de este trabajo fueron determinar en pacientes en

situaciones de alto riesgo cardiovascular:

I. La proporcion relativa de subclases de HDL expresada como porcentaje de la

proteina de las HDL totales.

Il. La concentracion de lipidos: colesterol, triglicéridos y fosfolipidos de las subclases

de HDL a lo largo del periodo postprandial.

lll. La contribucion de la magnitud del cambio de la trigliceridemia postprandial en

las modificaciones de las subclases de HDL.

IV. La influencia de las HDL aisladas durante el periodo postprandial sobre la

capacidad de vaso relajacion de anillos de aorta toracica de rata in vitro.

V. Si la actividad de las HDL sobre la funcidén endotelial esta asociada a cambios en
la expresion del RNAm de los genes eNOS, SRBI'y PDZK1.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se reclutaron 30 pacientes por medio de invitacion abierta en el banco de sangre
del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Para establecer el cumplimiento de
los criterios de inclusién en el estudio, los sujetos completaron un cuestionario sobre sus
antecedentes médicos, factores de estilo de vida, habitos de alimentacion y tratamiento.
Ademas, completaron recordatorios de 24 horas y de frecuencia de alimentos, con la
finalidad de identificar una relacion directa de la dieta con las concentraciones plasmaticas

obtenidas el dia del estudio.

Todos los pacientes fueron instruidos para evitar realizar cualquier tipo de ejercicio
el dia anterior al estudio. Las comisiones cientificas, y de ética del Instituto Nacional de
Cardiologia "Ignacio Chavez" aprobaron el protocolo para su realizacion. Todos los
participantes dieron su consentimiento informado por escrito antes de iniciar el estudio y

todos los estudios se realizaron en el Departamento de Biologia Molecular.

Criterios de inclusion

La edad para ambos grupos de estudio se establecié entre 30 y 65 afios. El grupo
control estuvo conformado por sujetos sanos sin enfermedad aparente, con un IMC menor
o igual a 25 kg/m?. el grupo denominado casos incluyé un indice de masa corporal (IMC)
mayor a 25 kg/m?, mas dos rasgos de SM; definidos por la guia del Adult Treatment Panel
[Il (ATPIIl), como circunferencia de cintura mayor a 102 cm, concentracion en ayuno de
triglicéridos mayores a 150 mg/dIl, c-HDL menor a 40 mg/dl y/o presion arterial mayor o igual
a 130/85 mmHg [90].

La decision de reclutar pacientes con diagnéstico de SM, en el grupo de casos, se
baso en la percepcion de que estos pacientes tienen altas probabilidades de generar altas
concentraciones séricas de triglicéridos durante la fase postprandial, en comparacion a

sujetos aparentemente sanos.
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Criterios de exclusion

Dentro de los criterios de exclusion, se incluyeron hipertension arterial no controlada,
diagndstico de DMT2 y/o cancer; trastornos tiroideos, renales, hepaticos, asi como
enfermedades cardiovasculares; terapia con estatinas en las ultimas 12 semanas;
determinacion de un pobre calibre de la vena determinado por un flebotomista; alergias
conocidas, intolerancia al alimento utilizado para promover la hipertrigliceridemia
postprandial; inicio de un programa de ejercicios en el ultimo afio, y el consumo de tabaco

y alcohol.

Criterios de eliminacion

Los criterios de eliminaciéon incluyeron a los pacientes que se diagnosticaron con
diabetes durante el estudio. Asimismo, se excluyeron del estudio los pacientes que no
aceptaron el alimento, las politicas y/o reglamentos previamente establecidos, y aquellos

que decidieron abandonar el estudio.

Intervencion

Cada paciente recibié un alimento para ser consumido en un tiempo limitante no
mayor a 20 min. El alimento fue disefiado de forma exclusiva para este estudio, con una
cantidad total de 75 g de lipidos y 1,000 kcal, aproximadamente. El alimento consistié en 2
rebanadas de pan integral de caja; 6 g de mantequilla, sin sal; 75 g de huevo, equivalente
a una pieza grande; 40 g de tocino; 136 g de queso de hebra (tipo Oaxaca) y 60 g de queso

de puerco. El contenido energético del alimento se muestra en la figura 4.

El estudio se llevd a cabo entre los dias martes a jueves de cada semana para evitar
patrones de alimentacién inusuales, como los que se presentan durante los fines de
semana. Todos los participantes fueron instruidos para evitar el consumo de alcohol y
ejercicio. La toma de muestras inici6 a las 8:00 de la mafiana, después del desayuno, solo
se le permitio el libre acceso a agua embotellada. Con el fin de reducir al minimo la actividad
fisica y cumplir las restricciones de alimentacion, todos los participantes estuvieron

presentes en las instalaciones del instituto hasta la culminacién del protocolo.
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Informacion nutrimental del contenido energético del alimento

De los cuales:
KCALORIAS H.CARBONO PROTEINA | LIPIDOS GRASA GRASA GRASA |COLESTEROL  SODIO

SATURADA  MONO POLI 7
1,008 29.55g 52.35g | 75.69 4299 2469 8.1g 435.7mg  §08.6mg

‘ ‘ ' ‘ ‘ 325% 10.7 % 40.5 %

Figura 4. Distribucion del alimento disefiado para este estudio. El icono muestra el

contenido energético del alimento. El porcentaje de la IDR (2.000 Kcal) en calorias se muestra en
los globos de color verde, amarillo y rojo. Los colores muestran el porcentaje del contenido bajo,

medio y alto, respectivamente.

Evaluacion antropométrica

El peso corporal, la talla, la cintura y la circunferencia de cadera fueron obtenidos
para determinar el IMC y la relacién cintura cadera (ICC). Asimismo, se tomaron las
mediciones de la presién arterial. Todos los datos obtenidos se obtuvieron a través de

procedimientos clinicos estandarizados [91].

Parametros metabdlicos

Para obtener los parametros metabdlicos, posterior a 12-h de ayuno, se instalé un
catéter intravenoso en la vena del antebrazo del paciente para la recoleccién de sangre,
cada 2-h, durante un periodo de seguimiento de 8-h. Todas las muestras de sangre
incluyeron una toma en ayuno y cuatro tomas de forma posterior a la administracion de la
prueba oral de lipidos. Las muestras de sangre recolectadas en tubos con EDTA o tubos
sin anticoagulante se centrifugaron durante 12 min, dentro de los primeros 20 min posterior
a cada toma. Tanto plasma como suero fueron separados en alicuotas de 1 ml, y se

almacenaron a una temperatura de -80° C hasta el momento de su analisis.
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El analisis del perfil lipidico incluyd la determinacion de colesterol y triglicéridos, el
cual, se determiné por ensayos colorimétricos/enzimaticos disponibles comercialmente
(Randox Laboratories, Reino Unido). La fosfatidilcolina de las HDL se determiné mediante

un método enzimatico/colorimétrico comercial (Wako Chemicals, Richmond, VA).

El método del acido fosfotungstico-Mg2* se utilizdé para precipitar las lipoproteinas
que contienen Apo-B. El sobrenadante contiene a las HDL totales; en ese sobrenadante se
cuantificaron el colesterol, los triglicéridos, y las concentraciones de fosfolipidos de las HDL
con las mezclas enzimaticas descritas anteriormente. El colesterol esterificado, contenido
en las HDL, se calculé mediante la siguiente ecuacion matematica, CE - HDL = (CT - HDL)
— (CL - HDL) * 1.68; ddénde, las abreviaciones “CE” es el colesterol esterificado; “CT” es el

colesterol total y “CL” es el colesterol libre.

El C-LDL se estimé indirectamente con la férmula de Friedewald (C-LDL = C Total -
(C-HDL + Triglicéridos/5) en mg/dl)), en muestras con concentraciones de triglicéridos
menores a 400 mg/dl [92]. Todas las concentraciones del perfil de lipidos se determinaron
dentro de las primeras 24-h de su recoleccién. La determinacion de proteinas totales se

realizo por el método quimico de Lowry (Anexo V).

Paraoxonasa 1 (PON-1, EC 3.1.1.2)

La actividad de la enzima paraoxonasa (PON-1) se determind mediante ensayos
con fenilacetato como sustrato (denominada actividad arilesterasa (ARE)). La tasa inicial
de la hidrdlisis se midié espectrofotométricamente a 270 nm. La mezcla constituida por 1
mmol/l de fenilacetato y 0.9 mmol/l de CaCl, en 20 mmol/l Tris-HCI, pH 8.0 y 10 pl de suero
diluido 1:40. El A270 para la reaccion fue de 1310 M' cm™'. La actividad de arilesterasa
expresa el numero de mol de fenilacetato hidrolizado por min y por ml de suero [93] (Anexo
V).
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Aislamiento y analisis de las subclases de HDL

Las particulas de las HDL se obtuvieron por ultra-centrifugacion secuencial (Anexo
VI). Con esta técnica se logré recuperar hasta el 85 % de la Apo Al total del plasma [75].
De manera posterior a la obtencion de las particulas de las HDL, las muestras obtenidas se
colocaron en una matriz de poliacrilamida con un gradiente de concentracion de 3 a 30 %,
en forma de gel de electroforesis, en condiciones nativas. Las subclases de las HDL se

separaron con base en su diametro hidrodinamico (Anexo VII).

Caracterizacion de las subclases de las HDL

Los radios hidrodinamicos de las subclases (HDL2b 10.58-12.36 nm, HDL2a 9.94-
10.58 nm, HDL3a 8.98-9.94 nm, HDL3b 8.45-8.98 nm, HDL3c 7.90-8.45 nm) [94] separadas
en el gel, se analizaron en un densitdmetro marca Bio-Rad, modelo GS-670 (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA). Se utilizé como referencia el kit de marcadores de alto
peso molecular de la marca Pharmacia, UK (tiroglobulina de 17 nm; ferritina de 12.2 nm;

catalasa de 10.4 nm, lactato deshidrogenasa de 8.2 nm y albumina de 7.1 nm [75].

Para calcular la relacién con la que contribuye cada subclase al total de las HDL, se
considero que el area total bajo la curva (ABC) del densitograma corresponde al total de las
HDL (100%) y que las subclases de las HDL pueden dividirse al emplear los didametros
hidrodinamicos previamente reportados [76]. Los densitogramas de las bandas
correspondientes para los diferentes lipidos que son componentes estructurales de las HDL
y que se obtuvieron a través de una primera tincion enzimatica, asi como para las proteinas
que se obtuvieron en una segunda tincion (Anexo VIII). Se analizaron con ayuda del

programa informatico Molecular Analyst Software, Version 1.1, 1994, marca Bio-Rad.

El producto de todas las reacciones enzimaticas precipitd en los geles de
poliacrilamida y se analizaron a través de la técnica de densitometria 6ptica. Para estimar
la concentracion del colesterol de cada una de las subclases de las HDL, se utilizaron las
distancias de migracion de las proteinas de referencia y la proporcion correspondiente de

las subclases de las HDL en funcion de su contenido de colesterol.
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El ABC del densitograma incorpor6 el 100 % del colesterol de las HDL, por lo que
se puede resumir con la siguiente formula: HDLn - C = (% HDLn determinado densitometria
6ptica x HDL-C) /100, donde la letra “n” sustituye a la subclase de las HDL y la abreviacién
“HDL-C” es la concentracion del colesterol de las HDL en plasma [76]. La concentracion de
los triglicéridos y fosfolipidos de las subclases de HDL se calculé de manera analoga al

colesterol.

Un modelo del proceso de la migracion electroforética de las particulas de las HDL,
tefidas con el reactivo de azul de Coomassie, asi como un densitograma y los intervalos
de diametro que definen a las subclases de las particulas de las HDL, se muestran en la

figura 5.

52



Representacion grafica de un gel de poliacrilamida y analisis de la DMO

A. PAGE en condiciones DO Subclase nm
nativas HDL
17 nm
2b > 12.36
12.2 nm
100% 2a 9.94-10.58
10.4 nm > 3a 8.98-9.94
3b 8.45-8.98
8.1 nm
3c 7.70-8.45
7.1 nm
B.
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=
®
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D
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o
[+}]
o
o
m I
| I .

HDL,, HDL,, HDL,, HDL; HDL,,

Figura 5. Migracion de una muestra de HDL en un gel de poliacrilamida nativo, tefiido
con azul de coomassie y su analisis densitométrico. A) El primer carril muestra el desplazamiento
del kit de marcadores de proteina de alto peso molecular, asi como el desplazamiento de una
muestra de las HDL en el segundo carril. El densitograma correspondiente que presenta la densidad
optica (DO) contra la distancia migrada se muestra a la derecha de la imagen del gel. El area bajo la
curva (ABC) se considera como el 100 % de las HDL. B) El analisis densitométrico y la integracién
parcial de cada uno de los intervalos permite estimar la proporcion relativa de cada una de las
subclases de las HDL. El ABC estima la evolucién de los triglicéridos en una prueba de sobrecarga

oral.
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Evaluacion de la funcion endotelial

Para determinar la importancia de los cambios estructurales de las subclases de las
HDL, de forma indirecta, se determiné el efecto de las HDL postprandiales (tiempo 2, 4,6y
8-horas) sobre la promocion de la funcién endotelial en relacién con la sintesis de 6xido
nitrico, a través de ensayos de funcion endotelial en anillos de aorta toracica de rata macho
de la cepa Wistar, de 250 a 300 g y de 10 semanas de edad. Todos los experimentos fueron
realizados bajo autorizacion del comité de investigacién y cuidados de animales de

laboratorio del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Brevemente, el dia del experimento se sacrificd el animal por dislocacion cervical;
rapidamente, se disecd la aorta toracica, y se removio el tejido conectivo circundante. Se
cortaron 5 anillos de la aorta completa en secciones de entre 1.5 a 2.5 mm de longitud, los
cuales, se colocaron en tubos Eppendorf con 300 pl de soluciéon Krebs (NaCl 118.1 mM,
NaHCO3; 25 mM, KCI 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl, 2.5, D-glucosa 11.1
mM, pH 7.4), y con HDLs de diferentes tiempos (50 mg/ml de colesterol) o QM de los sujetos
de estudio; con un burbujeo continuo de una mezcla de oxigeno-diéxido de carbono (O.-
CO2) (95 % - 5 %) a una temperatura continua de 37° C.

Después de una incubacion con un tiempo de 4-h, cada anillo de aorta se montd
entre 2 ganchos de acero inoxidable en una camara para 6rgano aislado con una capacidad
de 10 ml. Uno de los ganchos se coloco en el fondo de la camara y el otro, a un transductor

de tension para producir una tension de 1.5 g.

Después de un periodo de equilibrio de 1-h, se realizé una curva dosis-respuesta a
acetilcolina (108 a 10 M) en anillos pre-contraidos con 3 x 10° M de fenilefrina. La vaso
relajacion se expresé como el porcentaje de la pre-contraccion con fenilefrina. Se utilizé un
canal del transductor empelado para cada tiempo de la cinética, ademas de un canal para
el control biolégico, asi como otro canal para el control experimental. Debido a la escasa
cantidad de muestras de las HDL recuperadas de cada paciente, se decidié juntar muestras
de las segunda y tercera toma (tiempo 2 y 4-h), asi como muestras de la cuarta y quinta

toma (tiempo 6 y 8-h) para la realizacién de estos ensayos.
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Se tomaron las mismas cantidades de muestras de los sujetos del grupo control (n
=10), que posteriormente se agruparon por el area bajo la curva incremental de triglicéridos
como ABCi-Bajos, asi como de los pacientes del grupo SM (n = 10) que posteriormente se
agruparon por el area bajo la curva incremental de triglicéridos como AUCi-Altos. Las
contracciones se midieron isométricamente con un transductor de tensidon modelo FT-03,
acoplado a un poligrafo modelo 7D, de la marca Grass Medical Instruments, Quincy, MA,
USA [95].

Analisis de la abundancia del ARN mensajero

Para determinar las implicaciones a nivel transcripcional del gen codificante
denominado NOS3 (6xido nitrico sintasa endotelial), asi como del gen SR-BI/ (receptor SR-
Bl) y por el gen Pdzk1 en la disfuncion endotelial, se analizé la abundancia del mensajero
del &cido ribonucleico (ARNm). El ARN total se aislo por el método de Trizol; la cantidad y
pureza del ARN se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm; la pureza con la relacién de
absorbancias a 260/280 nm, posteriormente, se verificé la integridad en geles de agarosa
al 1.5 %.

La abundancia del ARNm se determiné a través de la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR). Brevemente, la muestra de aorta toracica
proveniente de ratas de la cepa Wistar de 40 mg de tejido en promedio incubada con las
particulas de las HDL de ayuno (tiempo 0-h) o del postprandio, se homogenizaron en Trizol,

y se precipitaron con cloroformo-etanol.

La sintesis del acido desoxirribonucleico de cadena sencilla (ADNc) se obtuvo con 25
Mg de ARN total por la reaccidon de transcripcidn reversa con la enzima retro transcriptasa
reversa del virus M-MVL RT (500 U) y oligo dT para aislar el ARNm. El ADNc se mezclé con
una solucién TagMan Universal PCR Master Mix, dNTPs, MgCl, y las sondas TagMan

marcadas en el extremo 5’ con el fluorocromo-FAM (Anexo 1X).

55



Se determinaron las temperaturas y los tiempos 6ptimos de los ciclos de
amplificacion en un termociclador para cada fragmento génico, en funcion de las
caracteristicas del fragmento y la temperatura de alineamiento (Tm) de los cebadores
(primers) empleados. Como gen de referencia de expresion enddgena se utilizd el ARN del

gen codificante denominado GAPDH con fluorocromo-FAM.

En todos los ensayos se verificd la ausencia de contaminacion mediante una
reaccion de control negativo a la que no se incorpord el ADNc. La deteccion de cada gen se
realizé por triplicado para cada muestra en un instrumento modelo ABI-PRISM 7700, marca
Applied Biosystems, equipado con placas oOpticas de 96 pocillos cubiertas de tapas
adhesivas operado bajo las especificaciones del fabricante. Para cuantificar la expresion de
los genes, se calculd el valor umbral del ciclo (CT, cycle threshold) para cada gen de la parte
logaritmica de la curva, mediante el método de cuantificacion relativa doble delta-CT
(2-AACT) [96].

Analisis estadistico

La distribuciéon normal de las variables se evalué mediante la prueba estadistica de
Kolmogorov-Smirnoff. La significancia de las diferencias entre los grupos se analizé
mediante la prueba estadistica t de Student para variables distribuidas normalmente. Las
comparaciones de las variables no distribuidas normalmente se llevaron a cabo con la

prueba estadistica de Mann-Whitney para grupos independientes.

La significancia estadistica se establecié con un valor de P <0.05. A menos que se
indique lo contrario, los valores se expresan como media + desviacion estandar (DE) para
las variables con distribucion normal. Las comparaciones de mas de dos grupos con
distribucion normal se evaluaron mediante la prueba estadistica de ANOVA con un analisis

post hoc tipo LDS.
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Area bajo la curva incremental

Se realizé un analisis estadistico secundario, para determinar el area bajo la curva
incremental (ABCi) (zona superior de linea de base) de triglicéridos, mediante el método
trapezoidal convencional, para comparar las respuestas postprandiales entre los grupos
(respuesta a la prueba oral de lipidos) [97]. EI ABCi fue elegido en vez del area bajo la curva
total, ya que refleja el aumento postprandial de las concentraciones de metabolitos por

encima del valor en ayuno distinto de cero [98].

De esta manera, se pudo categorizar de nueva cuenta, a los sujetos de estudio en
dos subgrupos, una vez que se determiné la media del area bajo la curva incremental de
triglicéridos de todos los sujetos. Los grupos quedaron conformados por dos grupos, un
grupo con valores por encima de la media (ABCi-Altos), y el otro, con valores por debajo de
ella (ABCi-Bajos).
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RESULTADOS

Perfil bioquimico

Las concentraciones séricas de C-LDL en ayuno, fueron ligeramente menores, sin
embargo, no alcanzaron diferencia significativa, en los pacientes con SM que las del grupo
control. Como era de esperar, la mayoria de los componentes bioquimicos en los SM
presentaron una mayor concentracion sérica; particularmente, en las concentraciones de
triglicéridos, las cuales alcanzaron valores de hasta 2.3 veces mayores que las de los
controles. La actividad de la PON-1 en ayuno, fue similar entre ambos grupos. Las
caracteristicas clinicas, perfil lipidico, glucosa y actividad de la PON-1, se muestran en la
tabla 3.

Fluctuaciones en los niveles plasmaticos después de la prueba oral de

lipidos

Las concentraciones de triglicéridos durante el postprandio doblaron sus valores de
concentracion de ayuno a las 4-h en el grupo control (de 87.66 + 37.90 mg/dl, a 195.66 +
130.99 mg/dl, respectivamente) mientras que el grupo SM mostré6 un aumento del 75 %
(208.42 + 80.75 mg/dl y 356.47 + 144.91 mg/dl, respectivamente) a la misma hora de
tiempo. Estos incrementos mostraron diferencias significativas en ambos grupos. La
magnitud de la trigliceridemia a lo largo del periodo postprandial se expresé como el area
incremental bajo la curva (ABCi, 555.60 + 249.88 y 155.12 + 98.19 mg/h/dl para los

controles y SM, respectivamente, (P = 0.0001), como se muestra en la figura 6.
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Cinéticas de concentraciones séricas de triglicéridos por grupo de analisis
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Figura 6. Concentracion sérica de triglicéridos determinada a intervalos de 2 horas
durante un periodo de 8 horas. Los valores se muestran como media + EE. *P < 0.05 entre grupos
en el mismo tiempo; P < 0.05 dentro del grupo control; y P < 0.05 dentro del grupo SM comparado
contra los valores basales. La figura A) muestra los valores agrupados por el IMC de los sujetos de
estudio y B) por el &rea bajo la curva incremental de triglicéridos.
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Caracteristicas generales de la poblaciéon de estudio agrupadas de acuerdo con el indice de masa corporal (IMC) y al Area

bajo la curva incremental de triglicéridos (ABCi)

N Grupo Grupo'

SM Control p ABCi-B ABCi-A p

15 15 15 15
Edad (afios) 54.13 £ 10.37 54.27 +8.03 0.8780 55.73 + 6.84 52.67 + 10.97 0.7507
IMC (kg/m2) 29.92 +4.58 2249 +1.94 0.0001 23.65 + 3.68 27.89 £ 6.49 0.0040
PAS (mmHg) 131.12 +19.78 113.93 +11.90 0.0036 124.73 + 18.43 120.40 + 18.52 0.0844
PAD (mmHg) 88.33 +17.38 78.20 £ 8.24 0.0368 86.20 £ 17.72 80.33 +£9.64 0.2694
Triglicéridos (mg/dl) 208.42 +80.74 87.66 + 37.90 0.0001 105.91 £ 71.10 190.17 + 83.13 0.0056
Colesterol total (mg/dl) 174.18 + 35.83 172.64 + 37.93 0.9103 163.64 + 37.98 183.18 + 32.81 0.1428
Colesterol-LDL (mg/dl) 100.32 + 32.68 117.24 + 24.00 0.1174 105.58 + 25.39 111.97 + 33.62 0.5620
Colesterol-HDL (mg/dl) 30.59 £ 9.01 35.62+7.75 0.1123 35.26 £ 7.09 30.94 +£9.72 0.1749
HDL-Triglicéridos (mg/dI) 23.54 +£13.95 19.88 + 14.46 0.5464 15.72 £ 7.81 27.70 £ 16.54 0.0170
HDL-Fosfolipidos (mg/dl) 89.98 + 35.20 99.84 + 31.58 0.4259 100.47 £ 21.49 89.35 +41.97 0.3689
Glucosa (mg/dl) 88.73 £ 15.50 87.63+7.76 0.8077 83.69 + 10.05 92.66 + 12.53 0.0391
Actividad PON-1 (umol/min/mil) 80.01 £ 30.78 84.48 + 36.30 0.7274 83.35 +42.51 80.82 + 20.91 0.8432

Tabla 3. Los valores se muestran como media * DE. IMC, PAS. Las concentraciones séricas de triglicéridos son

significativamente diferentes en el grupo sindrome metabdlico (SM). Grupo ': ABCi-Bajos: (n=15) con area incremental bajo la curva

de triglicéridos > la mediana de los 30 pacientes incluidos en el estudio (289.5 mg h/dl). Grupo ABCi-Altos: (n=15) con ABCi de triglicéridos < 289.5

mg h/dl. IMC= indice de masa corporal; PAS= Presion arterial sistélica; PAD= Presion arterial diastélica; ABCi-Bajos= Grupo de area bajo la curva

incremental de triglicéridos-bajos; ABCi-Altos= Grupo de area bajo la curva incremental de triglicéridos-altos.
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Actividad ARE (umol/min/ml)

El colesterol total, asi como la actividad de la PON-1 no mostraron cambios
significativos durante el periodo postprandial entre los grupos (Figura 7). Las
concentraciones plasmaticas de C-HDL (A) y fosfolipidos-HDL (B) en ayuno, no mostraron
diferencias significativas entre los grupos. Por el contrario, los datos de los cursos de
concentracién del C-HDL mostraron diferencias significativas a los 6 y 8-h, entre los grupos
(A).

Asimismo, se encontraron diferencias significativas a las 4, 6 y 8-h, en comparacion
con las concentraciones de ayuno en el grupo control; asi como los valores de ayuno en
comparacion con las 4 y 8-h, en el grupo SM (A). Las concentraciones plasmaticas de
fosfolipidos-HDL (B), también fueron significativamente mayores a las 8-h, en comparacion

con los valores de ayuno en el grupo SM (Figura 8).

Cinéticas de concentraciones séricas de arilesterasa por grupo de analisis
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Figura 7. Actividad Arilesterasa (ARE) de la PON-1. La figura A) muestra los valores
agrupados por el IMC de los sujetos de estudio y B) por el area bajo la curva incremental de

triglicéridos.
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Figura 8. Concentraciones totales de C-HDL, Triglicéridos-HDL y Fosfolipidos-

HDL que se determinaron a intervalos de 2-h durante un periodo de 8-horas. Las figuras

A, B y C muestra los valores agrupados por el IMC de los sujetos de estudio; y D, E y F por

el area bajo la curva incremental de triglicéridos (ABCi). Los valores se muestran como media

+ EE. Las concentraciones difirieron significativamente P < 0.05 (*) entre los grupos; (§)
dentro de los grupos control y "ABCi-B" (B-iAUC); y (T) en los grupos SM y "ABCi-A"(A-iIAUC)

(la media en mg/dl se muestra para ambos grupos). *Grupo ABCi-A: sujetos (n = 15) con

area incremental bajo la curva (ABCi) de triglicéridos > mediana de los 30 individuos incluidos
en el estudio (289.5 mg h/dl). Grupo ABCi-B: sujetos (n = 15) con ABCi < 289.5 mg h/dl.
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Analisis de las subclases de las HDL

Las concentraciones plasmaticas de proteinas y lipidos de cada subclase de las
HDL se obtuvieron en respuesta a una alta carga oral de lipidos, de acuerdo con la
metodologia. La proporcion relativa de las subclases de las HDL expresadas como
porcentaje de la proteina total de HDL, no mostré diferencias estadisticas entre ambos

grupos.

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en comparacion con las
concentraciones séricas de ayuno dentro de los controles, una disminucion en la subclase
HDL3b (2-h) y HDL3c (6 y 8-h). Mientras que el grupo SM mostré un aumento en las
subclases HDL2b (4, 6 y 8-h), HDL2a (4 y 6-h) y HDL3a (2, 6 y 8-h). Asimismo, se encontrd

una disminucion en la subclase HDL3c (2, 4, 6 y 8-h), como se muestra en la tabla 4.

Por otra parte, las concentraciones séricas de los lipidos de las subclases de HDL
mostraron una tendencia general de los friglicéridos a ser mas altas en el grupo SM, que
en el grupo control, sin embargo, las diferencias alcanzaron diferencia significativa

estadistica solo para las subclases de HDL2b (4, 6 y 8-h) y HDL2a en ayuno (Tabla 5).

Del mismo modo, en las comparaciones de las concentraciones séricas de ayuno,
dentro del mismo grupo, solo se observaron ligeras diferencias en los controles de las
subclases HDL2a (2, 4 y 8-h) asi como en las HDL3c, a las 6-h. De forma interesante, los
triglicéridos de las subclases grandes de HDL se mantuvieron significativamente mas altas
que las concentraciones de ayuno al final del estudio (8-h, posterior a la prueba oral de

lipidos) en el grupo SM.
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Equilibrio correspondiente a las cinco subclases de HDL indicadas como proteina

total por grupo de analisis

% Total de Proteina % Total de Proteina

Tiempo Control SM ABCi-B ABCI-A

oh

2b 24,65 + 3.81 2379+ 11.73 21.96 + 6.94 26.48 + 9.66
2a 11.57 +2.01 10.25 + 2.22 10.69 +2.30 11.13+2.13
3a 23.41+4.21 23.08 + 2.80 22.68 + 3.74 23.81+3.32
3b 17.83 +2.36 16.82 + 3.95 17.93 + 3.07 16.73 £ 3.40
3c 23.46 + 6.57 25.99 + 9.68 27.88 + 8.06 2158 +7.352
2h

2b 24,65+ 4.35 24.41 +11.42 2222 + 659 26.84+9.730
2a 11.53+2.00 10.45 +2.29 10.65 +1.99 11.34 +2.38
3a 2439 + 2.88 23.80 + 2.65b 23.95 + 2.76 24,25 +2.81
% 16.85 + 2.50 b 16.97 + 4.19 17.15 +2.83 16.68 + 3.97
o 2256+ 6.24 24,50 +9.05 b 26.38 + 7.00b 20.68 + 7.43
4h

2%b 25.71 + 3.55 24.82 +11.28b 22.69 +6.19 27.86 + 9.36
2a 11.60 £ 1.55 10.74 £ 246 10.65 + 1.75 11.69 +2.30b
% 24.01+2.47 23.78 + 2.59 23.19 + 2.26 24,61 + 2.59
3 17.25 + 2.55 17.34 + 4.04 17.43 £ 3.03 17.17 £3.70
3¢ 23.07 + 6.41 23.49+9.38b 26.58 + 7.59 19.99 +6.96
6h

2b

) 2546+ 431 25.46 £ 1052 ° 22214550 28718772
3a 11.60 + 1.84 11.00 +2.18 1093 £ 191 1167 + 2105
3b 16.69 + 3.36 16.60 + 4.38 17.50 + 3.24 15.81 £4.300
3¢ 21.40+597°b 2230+ 7.89°b 2508 + 6.70 b 18.62 + 557 ab
gh

2b 26.08 +5.25 26.47 +10.52 b 23.41 +6.97 29.15 +8.49 b
2a 11.46 +1.26 10.82 +1.92 10.83 + 1.29 11.46 +1.91
3a 25.01 + 3.27 25.55+3.00b 24.40 + 3.15 26.17 +2.87b
3b 16.96 + 2.73 16.13 £ 3.14 16.84 + 2.88 16.25 + 3.04
3¢ 20.90 +6.59 b 21.05+8.78b 2474+ 7310 17.22 + 6,08 b

Tabla 4. Proporcion relativa de las subclases de las HDL expresadas como porcentaje
de la proteina total de HDL. Los valores se expresan como porcentaje de proteina, los datos se
muestran como media + DE. Valores (n) = 30. Prueba t de Student no pareada, 2P < 0.05, vs grupo
control o grupo "ABCi-B". Prueba t de Student pareada, °P < 0.05 vs 0-h (basal) dentro del mismo
grupo y subclase. Grupo ABCi-A: sujetos (n=15) con area incremental bajo la curva (ABCi) de
triglicéridos > mediana de los 30 individuos incluidos en el estudio (289.5 mg h/dl). Grupo ABCi-B:
sujetos (n=15) con ABCi < 289.5 mg h/dl.
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Las concentraciones séricas de colesterol en las subclases de las HDL fueron
significativamente menores en el grupo SM, que en el grupo control; particularmente, a las
6 y 8-h. Ademas, se observaron diferencias significativas en las subclases HDL2a (6 y 8-
h), HDL3a (0 y 8-h) y HDL3b (6 y 8-h) entre ambos grupos. Asimismo, en la subclase HDL3b

a las 8-h, en los controles en comparacion con las concentraciones de ayuno.

Finalmente, las concentraciones plasmaticas de fosfolipidos de las subclases de las
HDL mostraron diferencias significativas entre ambos grupos, en las subclases HDL2a
(ayuno y 6-h), HDL3a (ayuno, 2 y 6-h) y HDL3c sélo a las 6-h. Ademas, las comparaciones
con las concentraciones de ayuno mostraron diferencias estadisticas en el grupo control de
las HDL2a y HDL3a (4-h), asi como en las HDL 3c (4, 6 y 8-h); mientras que sélo en la
subclase HDL2b a las 8-h, en el grupo SM.

Por otra parte, las modificaciones en las subclases de las HDL a lo largo del periodo
postprandial sugieren una dindmica del contenido de lipidos de las HDL que es diferente
entre ambos grupos. Como efecto de dicha dinamica, la estructura de las HDL se puede
encontrar alterada en los pacientes con SM. Con el fin de abordar esta posibilidad, se
calcularon las relaciones colesterol total-fosfolipidos, asi como triglicéridos-fosfolipidos,

como una aproximacion de la composicion de las HDL [99].

Como era de esperar, algunas subclases de las HDL se enriquecieron con
triglicéridos en mayor medida en los pacientes con SM, que los sujetos control. Dicho
enriquecimiento alcanzé su maximo al mismo tiempo que el pico de las concentraciones
séricas de triglicéridos (4-h). Asimismo, consiguié aumentar hasta dos veces la relacion
triglicéridos-fosfolipidos. Sorprendentemente, las diferencias significativas entre ambos
grupos se observaron en la relacion triglicéridos/fosfolipidos, pero no en la relacion

colesterol total/fosfolipidos.
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También, se observaron diferencias significativas en las subclases HDL2b (8-h),
HDL2a (ayuno, 6 y 8-h) y HDL3c (6-h) entre ambos grupos. Igualmente, se encontraron
diferencias en el grupo control, en comparacion con las concentraciones séricas de las
subclases HDL3b (4-h) y HDL3c (4, 6 y 8-h). Mientras que las subclases HDL2a (2, 6 y 8-
h), HDL3a (2-h), HDL3b y HDL3c (4-h) en el grupo SM. Asimismo, se encontré una
diferencia significativa en la proporcion de colesterol total/fosfolipidos, en comparacién con
las concentraciones de ayuno, en las subclases HDL3c (6 y 8-h), HDL2a (ayuno) y HDL3a

a las 2-h, en los controles, como se muestra en la tabla 5.
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Triglicéridos-HDL

Colesterol-HDL

Fosfolipidos-HDL

Relacion
Triglicéridos / Fosfolipidos

Relacién

Colesterol total / Fosfolipidos

Tiempo Control SM Control SM Control SM Control SM Control SM
oh
HDL2b 9.08 + 3.06 9.93+281 10.40 £5.03 9.35+4.37 30.22+11.31 2925+1323  0.35+018 0.46 +0.36 0.39+0.20 0.36+0.20
HDL2a 472 +187 376+171°  493+150 385+ 162 1868 + 657 13494603 040+ 014 030£009 0.29+0.14 0.33+0.18°8
HDL3a 7.67+3.25 6.13+ 196 8.82+226 681249 o5s0s1050 187086920 0304016 0.40 +0.27 037£0.15 040£0.15
HDL3b 4.16 % 1.87 329%113  463+142 5.17£3.17 1538331 1323+408 028013 0.27 0.3 0322015 043+0.35
HDL3c 351 % 2.00 3.24% 161 6.82:+4.10 6.07 % 2.93 3094+1008  3301+1447 012008 0.11 £ 0.05 0222013 022014
2h
HDL2b 9.89 +3.95 12.23+4.24 9.64+4.14 1154 +4.71 29.35 +10.00 337841035  0.38+0.25 0.38+0.15 035+0.16 0.36+0.15
HDL2a 44342098 449 +1.84 5.63 +2.48 450+234 13.68+5.01 11.41+568 0.36+0.28 048+028%  045:024 052 +0.48
HDL3a 7.61+381 6.35+1.77 8.12+2.40 8.14+350 2451 + 10.43 1653+844°  037+030 055+040%  040+022 0.64+041°%
HDL3b 407+171 355+1.73 5.05+2.13 559 + 3.09 13.20 + 3.94 11.19 + 3.96 0.35+0.24 0.33+0.15 0.41+0.20 056 +0.37
HDL3c 3.68 +1.54 2914145 7214471 7.13+4.17 29.51 + 8.69 31.78 + 8,58 0.14+0.09 0.10+0.06 0.23+0.12 0.26+0.17
4h
HDL2b 10.08 + 2.90 12584263 10524356 8.49 +3.83 3095+1280  2852+1265  0.37+014 0.56 % 0.36 0.39+0.19 0.37+0.29
HDL2a 479+199°8 5.50 + 2.44 4,68 +1.00 474 +309 1426+398% 1483540 0.35+0.14 0.49 +0.42 0.35+0.10 0.36+0.25
HDL3a 8.71 +3.33 858 +3.13 8.36+1.74 6.82+£2.34 2326+8.76 21.34+9.21 0.41+£0.18 0.51+0.34 0.42+0.20 0.37+£0.19
HDL3b 4.99 + 261 5.22 +2.43 4.87 +1.88 4,98 +2.90 13.09 +4.82 10.78 + 454 042+0258 054+026%  041+0.18 052+0.29
HDL3c 457 +2.63 4.60 + 259 6.14 +3.48 6.84 + 341 222947755 284641201 02240148 018+012%  028+013 0.29+0.19
6h
HDL2b 9.72 +2.10 1475+488° 1080 %464 8.39 +5.49 30.72 +13.01 3207+1546  0.39+0.21 0.61 % 0.40 0.41+0.21 0.31£0.27
HDL2a 491+235 5.77+243 5.25+2.44 3664173  1864+955 1067363 020+017 061035 8 031014 037+0.24
HDL3a 9.47 +4.86 8.81+381 9.46 +3.94 7114325 26.92 + 955 19954791 039+026 0.50 % 0.24 041+033 041+0.27
HDL3b 478 +1.89 461 +295 542 +218 3864195 16384543 16.63 + 9.63 0.31+0.13 0.37+0.34 043+0.14 0.29+0.20
HDL3c 486+252°8 3.99+245 6.43 +325 6.44 +3.07 2089+11278  3013+1135 028+0.18°5 016012  036+027° 026+0.18
gh
HDL2b 9.91 + 2.69 1438+485°  11.16+4.09 9.54+3.90 34.42+8.21 3595+1455% (51,01 048+030 034+0.18 0.34+0.27
HDL2a 480+1948 5.47 +2.05 5.89 +1.88 424+393" 17.13+8.36 1430 +£10.79 0324016 059+045 8 037+014 0.39 £ 0.24
HDL3a 8.89 + 450 8.79+3.19 082 +2.88 5.99 +2.16 * 27.67 £9.40 21.66 £9.87 0.36 + 0.23 0.50 + 0.37 0.42+0.28 0.36£0.28
HDL3b 492252 4.43+2.42 5.96+189 8 407+201"  1638+529 1459 +6.11 031+ 017 0344015 0.37+0.11 0.34+0.17
HDL3c 436312 4.46 +2.64 695+ 390 598 +281 2247412528 295041129 02540238 0.18 +0.14 0.36+0.258 0.22+0.14

Tabla 5. Contenido de lipidos, y proporciones triglicéridos - fosfolipidos y colesterol total - fosfolipido en las subclases de las HDL

en los periodos basal y postprandial. Los valores se expresan en mg/dl, y se muestran como media + EE. Prueba t de Student, 2P < 0.05 vs

grupo control. Prueba t de Student pareada, PP 0.05 vs 0-h (basal) dentro del mismo grupo y subclase.
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Analisis del area bajo la curva incremental de triglicéridos

Se realizé un sub-andlisis para determinar el ABCi de triglicéridos, al tomar en
cuenta la mediana de todos los participantes (n = 30) como punto de corte (289.5 mg h/dl).
Al utilizar este criterio, se integraron dos nuevos grupos, individuos cuyas areas bajo la
curva incremental de ftriglicéridos se encontraban por encima de la mediana (ABCi-A) y
aquellos con una ABCi por debajo de la mediana (ABCi-B). El ABCi de triglicéridos fue de
731.40 + 218.63 y, 218.63 + 125.83 mg h/dl, para el grupo Altos y para el grupo de Bajos,

respectivamente.

Los datos del curso temporal revelaron que algunos sujetos inicialmente clasificados
como controles, se caracterizaron por presentar picos de triglicéridos de alta magnitud (n =
5, ABCi, con una media de 593.66 + 270.76 mg h/dl). Como resultado de dicha magnitud,

estos cinco sujetos fueron incluidos en el grupo de ABCi-Altos.

Por el contrario, cinco pacientes, anteriormente descritos como SM, mostraron una
discreta magnitud de triglicéridos de 240.16 + 82.83 mg/dl de ABCi; por consiguiente, se
incluyeron en el grupo de ABCi-Bajos. Congruentemente, la presion arterial fue comparable
entre los grupos, mientras que la diferencia en las concentraciones séricas de glucosa
alcanzé significancia estadistica (Tabla 3). Notablemente, dicha diferencia no se observd
entre los grupos SM y controles. Ademas, se observaron algunas diferencias en las
concentraciones séricas de triglicéridos-HDL cuando se compararon ambos analisis (Figura
8).

Al agrupar a la poblaciéon de estudio sobre la base del ABCi de triglicéridos, las
diferencias en las subclases de HDL se hicieron mas evidentes. La distribucion de los
tamanos de las subclases de las HDL se desplazd hacia las subclases grandes en el grupo
ABCIi-A, y se hizo mas evidente a lo largo del periodo postprandial. Se observaron
diferencias significativas en los triglicéridos de las subclases HDL2a (8-h) y HDL3c (ayuno)

entre los grupos.
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Del mismo modo, el grupo ABCi-B mostré una disminucion gradual en las subclases
pequenas de las HDL, en particular en la subclase HDL3c, en comparacién con las
concentraciones de ayuno, pero los cambios son menos importantes que en el grupo ABCi-
Altos. Ademas, la proporcion relativa de la subclase HDL2b aumenté a lo largo del estado

postprandial en el grupo ABCi-A.

Asimismo, el C-HDL mostré diferencias en las subclases HDL3a (8-h), HDL3b
(ayuno, 2, 6 y 8-h) y HDL3c (ayuno, 2 y-8 h), entre los grupos (Tabla 6). A diferencia del
primer analisis, se observaron diferencias significativas entre ambos grupos que no fueron

observados al utilizar el criterio de seleccion del SM (Tabla 4).

Los triglicéridos-HDL tendieron a aumentar en la mayoria de las subclases de las
HDL al final del curso temporal en ambos grupos, pero este aumento fue mas importante
en el grupo ABCi-A. Correspondientemente, la relacion triglicéridos-fosfolipidos mostré

algunas diferencias en las subclases HDL2a (6 y 8-h), HDL3b y HDL3c en ayuno.

Del mismo modo, la relacion colesterol total-fosfolipidos mostrd diferencias
significativas en las subclases HDL3a (8-h), HDL3b (6 y 8-h) y HDL3c (2 y 8-h).
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Relacion Relacién

Triglicéridos-HDL Colesterol-HDL Fosfolipidos-HDL Triglicéridos / Fosfolipidos Colesterol total / Fosfolipidos
Tiempo ABCi-B ABCi-A ABCi-B ABCI-A ABCi-B ABCi-A ABCIi-B ABCi-A ABCi-B ABCi-A
Oh
HDL2b 9.48 +2.94 9.52+3.01 9.09+4.16 10.66 £5.14 28.02+12.24 3145+12.14 0.43+0.31 0.38+0.27 0.36+0.19 0.38+0.21
HDL2a 433+1998 415+1.71 456 + 157 423+181 17.43+7.73 1474 £551 0.27+0.11 0.30+0.10 0.30+0.16 0.32+0.16
HDL3a 6.39 + 2.4 7.42+3.03 8.60 +2.35 7.03+258 23.88+7.83 21.43+11.30 029+0.14 0.43+0.26 0.39+0.14 0.38+0.16
HDL3b 3.39+1.43 4.07 +1.69 593 + 1.46 458+314°  1564+357 12.98 +3.68 0.23+011 0324016 035+0.14 0.40+0.36
*
HDL3c 2.67+0.85 4.08+2.20 779+3.03 510+357 3349+1263 3047 £12.20 0.09 + 0,03 0144008~  025+010 0.19+0.16
2h
HDL2b 10.78 +3.59 1134 £4.85 10.06 +5.05 1113 +391 30.79 +10.69 3235+1010  0.37+0.13 0.39+0.26 0.35+0.17 0.37+0.14
HDL2a 429+175 463+2.15 554 +2.74 4,60 +2.07 1158 +5248 13.50 +5.54 0.43+0.25 0.42+031 0.59 +0.47 8 0.38+0.22
HDL3a 6.59 +2.02 7.37£375 8.94+3.16 7334258 21.76 +8.65 1927+1166 035021 0.57+045 051+0.38 052+0.33
HDL3b 3.62+143 4.01+1.99 6.11 + 2.05 4534295 12.76+347 1164 454 0.31+0.16 0.37+0.22 052+ 0.24 046 +0.35
HDL3c 3.00 +1.54 359 +1.50 8834374 4584280  30.58+7.09 3070+1008  0.10+0.06 0.14 +0.09 030+ 014 017+012
4h
HDL2b 10.86 +2.42 11.80 351 8.74+3.78 1027 £3.74 28.90 +13.27 3057 +12.24 0.44+0.18 050 +0.37 0.36 0.2 0.40+0.28
HDL2a 458+2.01 5.80 + 2.34 431127 5114293 1418 £3.28 1491584 0.33+0.14 051+041 0.31%0.10 0.39+0.24
HDL3a 8.29 +3.67 8.99+268 5 7.85+1.84 7.33+250 20578325 2404+937 047+0308 0.45+0.25 0.44+0.19 0.35+0.20
HDL3b 50442818 5.18 +2.20 538+ 1.72 4.47+292 1317 £5.25 10.70 £3.99 042+0.228 054+0.288 0.48+0.23 0.46 +0.26
HDL3c 44722388 470+281 7.07 +2.38 591 +4.21 2603+1053  2472+1062% 02040148 021+£013% 030014 026 +£0.18 8
6h
HDL2b 1196442285 1051 +488 9.86+5.18 9344528 28.19+13.44 34.60 +14.38 0.52+0.30 0.47+0.38 0.39+0.22 0.33+0.27
HDL2a 428+1928 6404240 4.64+246 4.27+2.04 16.45 +10.18 12.86 +5.29 0.30+0.15 061£036° 8 032+014 0.37+0.24
HDL3a 769 +3.49 1059+4655  894+392 7.63+358 22.88+9.27 24.00 +9.66 036+ 013 053 + 032 0.48+0.36 0.35+0.20
HDL3b 426+1878 5.14 +2.90 581+224 347+138° 1753924 1549+5.88 0.28+0.13 0.40+0.33 0.37+0.16 0264017
HDL3c 437 +2558 448 +251 7.28 + 301 5.59 + 3.08 265111555  2452+14.97 019+0.14 8 0.24+0198 0.31+0.17 0.31+0.28
8h
HDL2b 11.82 +4.86 12464208  1004+463 10.67 £3.44 33979975  3640+1334 0.38+0.23 0.40+0.26 0.33+0.20 0.36+0.25
HDL2a 426+1388 601+216 8 536+233 477 +385 18.04 +12.13 13.40 + 5.66 0.31+0.17 0504044 038+0.19 0.38+0.21
* *
HDL3a 8.51+3.958 9.18+3.828 9.23+3.16 6.58 + 2.67 22.14 +8.43 2719+1096°%  048+0418 0.38 £0.16 0.52+0.34 026+009 &
HDL3b 4554222 481+2.72 6.27+2058 397+147 1614598 ; 1483551 0.30£0.14 0.35+0.17 0.42£0.15 030+011"
§ §
HDL3c 4.04+297 4.78+2.76 790+ 254 asa+ogp”  D3LEI325T 266841159 0214023 0.22+0.16 0.36 +0.24 0204016

Tabla 6. Contenido de lipidos, y proporciones triglicéridos - fosfolipidos y colesterol total - fosfolipido en las subclases de las HDL
en los periodos basal y postprandial en pacientes agrupados por el ABCi de triglicéridos. Los valores se expresan en mg/dl, y se muestran
como media + EE. Prueba t de Student, 2P < 0.05 vs grupo "ABCi-B". Prueba t de Student, °P < 0.05 vs 0-h (basal) dentro del mismo grupo y

subclase.
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Estudios de la respuesta de la vaso relajacion in vitro

Se evalud la funcion endotelial de forma indirecta al utilizar un modelo de aortas
toracicas de rata de la cepa Wistar. Inicialmente se realizé una pre-contraccién de los anillos
de aortas con el uso de fenilefrina como vasoconstrictor, y posteriormente se realizdé una
curva dosis-respuesta a acetilcolina para evaluar la vaso relajacion, tal como se describe

en la seccion de materiales y métodos.

Se analizaron las respuestas contractiles de los anillos aérticos a concentraciones
acumulativas de fenilefrina (3 x 10 M). Las concentraciones moderadas de acetilcolina (2.5
x 10° a 2 x 107 M) mostraron diferencias significativas, en todos los tiempos (ayuno (0-h),
2/4-h y 6/8-h), en la respuesta contractil de los anillos, incubados con las HDL de sujetos

del grupo SM.

Sin embargo, los anillos incubados con las HDL de los sujetos control (ABCi-B), sélo
mostraron diferencias significativas en el tiempo 6/8-h como se muestra en la figura 9 letra
C. El promedio del porcentaje de la relajacion de los anillos de aortas de ambos grupos de
estudio, comparado contra el control positivo (anillos adrticos sin incubacion con HDLs) en

respuesta a dosis crecientes de acetilcolina, se muestra en la figura 9.

Las respuestas de relajacion dependientes del endotelio inducidas por acetilcolina
mostraron una disminucion de las respuestas de relajacién de los anillos adrticos en el
grupo SM en ayuno (2.5 x 10° a 6 x 107 M) contra (6 x 10-” M) de la muestra; en el tiempo
2/4-h (5 x 10®a 6 x 107 M) frente a (6 x 107 M) de la muestra; y a las 6/8-h (2 x 107 a 6 x

107 M), con una *P < 0.05, como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Efecto de las HDL sobre la vaso relajacion dependiente de endotelio en
respuesta a acetilcolina (Ach), en anillos aérticos aislados. Ensayos de vaso relajacion de aortas
incubadas con HDL del grupo control: A, B y C. Ensayos de vaso relajacién de aortas con HDL del
grupo SM: D, Ey F. (A y D) Efecto de las HDL en ayuno. (B y E) Efecto de las HDL aisladas de
plasma de los tiempos 2 y 4-h de postprandio. (C y F) Efecto de las HDL aisladas de plasma de los
tiempos 6 y 8-horas del postprandio. Valores (n) =10 de cada grupo. Los valores se presentan como

la media + EE. Prueba ¢t de Student, *P < 0.05 vs control positivo.
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Analisis de la abundancia del ARN mensajero

Para determinar si las HDL modulan la expresion genética del endotelio vascular se
llevé a cabo un ensayo indirecto en aortas toracicas de rata de la cepa Wistar, donde se
analiz6 la abundancia de ARNm de algunos genes codificantes implicados en este proceso.
De manera breve, aortas toracicas de rata (40 mg de tejido en promedio) fueron incubadas,
de manera separadas, con las HDL de los tiempos de ayuno (tiempo 0-h), y con tiempo del

postprandio (tiempo 8-h), tal como se describe en la seccién de materiales y métodos.

Después de realizar los ensayos de RT-PCR por triplicado, no se observaron
diferencias significativas en la expresion relativa del ARNm del gen codificante denominado
NQOSS3, asi como del complejo proteico formado por los genes SR-BI (Scarb1) yPdzk1 en la

disfuncion endotelial, como se muestra en la figura 10.
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Abundancia relativa de la expresion de los genes involucrados en la vaso relajacion

dependiente del endotelio
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Figura 10. Abundancia relativa de los genes codificantes denominados NOS3 y
SCARB1, normalizados con respecto al gen codificante denominado GADPH. Los datos se
expresan como cambios en la expresion relativa de los genes de interés contra el control. Los valores

representan la media + EE; (n = 6).
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DISCUSION

Este trabajo demostré que los cambios en la estructura de las HDL son directamente
proporcionales a la magnitud de la ftrigliceridemia postprandial. Las modificaciones
estructurales incluyeron, en las subclases de las HDL, concentraciones plasmaticas bajas
de colesterol y un aumento de triglicéridos en aquellos sujetos que presentaron
concentraciones elevadas durante la trigliceridemia postprandial, estimado por el area bajo

la curva incremental (ABCi) de triglicéridos de las 8-horas.

Con el fin de poner de manifiesto los cambios estructurales en las HDL durante el
periodo postprandial, se reclutaron pacientes cuya trigliceridemia postprandial es a menudo
elevada, y que ademas cumplian con 3 0 mas de los criterios para el sindrome metabdlico
[100]. En la actualidad, no existe un consenso sobre la estandarizacién de la cantidad o el
tipo de alimento con alto contenido de lipidos que produzca una respuesta especifica para

el estudio del metabolismo postprandial de lipidos.

Cotidianamente, existe una variedad inmensa entre los alimentos consumidos
durante el dia, donde ademas influyen factores demograficos, socioculturales y de
preferencias, asi como la disponibilidad de alimentos en un pais con una rica cultura
gastrondmica como la de México. Para este estudio se disefié un alimento tipo sandwich
con un contenido de 75 g de lipidos, con el objetivo de generar una sobrecarga de lipidos,
que de manera efectiva permitié6 aumentar hasta dos veces las concentraciones séricas de
triglicéridos en ayuno (el objetivo principal de la sobrecarga de lipidos), coherente con

estudios previos, sin embargo, disefiado para poblacion mexicana [34].

Asimismo, se tomaron las previsiones necesarias en el disefio del alimento para
evitar aumentos importantes en las concentraciones de colesterol; las fluctuaciones
postprandiales del colesterol suelen ser muy discretas y no implican un factor de confusion
[39]. Ademas, otra ventaja del alimento utilizado en nuestro estudio es la facil disponibilidad
de los ingredientes empleados, por lo que es altamente reproducible para futuros estudios

del metabolismo postprandial de lipidos.
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Por otra parte, se encontré un pico en las concentraciones séricas de triglicéridos
en pacientes con SM, el cual se extendié entre las 6 y las 8-h; no obstante, las
concentraciones no regresaron a sus valores basales. En cambio, el grupo de sujetos del
grupo control mostrd un pico en las concentraciones de triglicéridos que oscilé alrededor de
la marca de las 4-h, para regresar a valores de ayuno después de las 6-h; lo que es
considerado como un indicador de una respuesta normal en el aclaramiento y/o eliminacién

de lipidos sanguineos [40].

Por el contrario, un retraso, entre las 5 y las 8-h, en la depuracién postprandial de
triglicéridos se ha asociado a un metabolismo ineficaz de los lipidos, lo que es considerado
como un factor de riesgo para la aparicién de futuros eventos cardiovasculares [34, 39, 50,
79]. Las cinco subclases de las HDL, en particular las subclases grandes, presentaron una
tendencia general a aumentar el contenido de triglicéridos, en ambos grupos; pero la
magnitud de dicho aumento fue significativamente de mayor importancia en el grupo SM.
Concomitantemente, se observdo una disminucién del contenido de colesterol, y

nuevamente la modificacion fue mas evidente en los pacientes con SM que en los controles.

Estos resultados sugieren una interacciéon entre las HDL y los quilomicrones lo que
generd un cambio en el contenido de colesterol (deplecion) y de triglicéridos (aumento). En
la actualidad, las concentraciones plasmaticas de triglicéridos se miden de manera posterior
a un ayuno prolongado de entre 8 a 12-h, durante la noche, para permitir valores
bioquimicos estables. En cambio, la trigliceridemia postprandial se puede alcanzar después
de un consumo de entre 30 y 60 g de lipidos, para luego volver a las concentraciones

basales en las proximas 5 a 8-h.

Con base en este dogma, se puede asumir que la etapa metabdlica regular, en las
sociedades modernas, en la mayor parte del dia, se encuentra en la fase postprandial. De
acuerdo con esta teoria, la evidencia cientifica actual apunta a que la enfermedad
ateroesclerosa puede ser un fendmeno que tiene un origen postprandial [101] y como
consecuencia, los triglicéridos postprandiales son un predictor independiente para la ECV
[34, 39, 50, 79].
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Un mecanismo que podria explicar el mayor riesgo de enfermedad coronaria
ateroesclerosa asociado a altas concentraciones de triglicéridos postprandial es su efecto
sobre la estructura de las subclases de las HDL, como se observé en el presente estudio.
Las HDL se pueden clasificar por su tamafno, como en el presente estudio, y la funcionalidad
antiaterogénica de las subclases de las HDL es diferente y determinada no sélo por su
tamano, sino también por su composicion lipidica [65, 102-104]. Sin embargo, todavia no

esta claro qué subclase de las HDL juega el papel antiaterogénico mas importante [99, 105].

Nuestros resultados muestran algunas diferencias sutiles de triglicéridos y colesterol
de las subclases de las HDL; de acuerdo con observaciones previas en sujetos con
hipertrigliceridemia [81, 106], los pacientes con SM presentaron concentraciones séricas
mayores de triglicéridos de la subclase HDL2b que los controles después de 8-h posterior
a la ingesta del alimento. En cambio, el colesterol de la mayoria de las HDL se encontré

mas bajo en el primero, que en el segundo.

Al mismo tiempo, se encontré una cinética diferente de los triglicéridos de las
subclases de las HDL a lo largo de la etapa postprandial en los pacientes con SM, en
comparacion con los pacientes control. Estos efectos fueron mas evidentes en el grupo del
area bajo la curva incremental de triglicéridos altos, que en el grupo de ABCi-Bajos, lo que
sugiere que cuanto mayor es la magnitud de la trigliceridemia postprandial, mas importantes

son las modificaciones en la estructura de las HDL.

Elincremento de triglicéridos y la disminucién de los niveles plasmaticos disminuidos
de las subclases de las HDL en la fase postprandial tardia pueden ser el resultado de la
deplecion o aumento de los lipidos de las HDL, respectivamente; un cambio en el nUmero
parcial de las HDL circulantes, o ambos. En este contexto, se ha propuesto que las
concentraciones plasmaticas de los fosfolipidos de las subclases de las HDL reflejan el

numero de particulas de las HDL [99].
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En consecuencia, las relaciones ftriglicéridos-fosfolipidos y colesterol total-
fosfolipidos de las subclases de las HDL indican el contenido de lipidos de las particulas de
las lipoproteinas. Sobre la base de estos supuestos, los sujetos del grupo ABCi-Alto
presentaron un mayor numero de subclases grandes HDL2b, e intermedias HDL3a,
probablemente de origen intestinal [105], mientras que la subclase HDL2a disminuy6 a las

8-h, de la etapa postprandial.

Ademas, las subclases pequenas, HDL3b y HDL3c, y las de tamafio intermedio
HDL3a, depletaron su contenido de colesterol, y sélo la subclase HDL2a aumentd su
contenido de triglicéridos en comparacion con el grupo ABCi-Bajo. Asimismo, se observé

un aumento de triglicéridos en las subclases grandes en los sujetos con SM.

Por el contrario, el contenido de colesterol en las subclases de las HDL permanecié
constante a lo largo de todo el periodo postprandial entre los pacientes con SM y los
controles. Por esta razén, el criterio de seleccion del area bajo la curva incremental de
triglicéridos es un mejor predictor de las modificaciones estructurales de las HDL durante el
periodo postprandial y puede ser un indicador independiente de un aumento del riesgo

cardiovascular, sobre todo en sujetos clinicamente sanos.

Algunos estudios coinciden en la idea de que la estructura de las HDL esta
relacionada con su capacidad antioxidante [103], la cual puede verse afectada por
modificaciones en estas lipoproteinas [107]. Por consiguiente, se exploré la posibilidad que
los cambios en el contenido de lipidos en la estructura de las HDL, que ocurren durante el
periodo postprandial, se vincularan con la actividad de la PON-1, enzima que confiere la

mayoria de las propiedades antioxidantes a estas lipoproteinas.

La actividad de la PON-1 no disminuy6 a lo largo de la etapa postprandial como se
esperaba, pero tendié a aumentar al final del transcurso temporal del tiempo; sin embargo,
los cambios no fueron estadisticamente significativos. Ademas, queda por dilucidar si la
PON-1 se redistribuye a lo largo de las subclases de las HDL durante el periodo

postprandial, como se ha sugerido previamente [107].

78



Asimismo, se debe sefialar que otros componentes de las HDL, como la Apo-Al,
también contribuyen a las propiedades antioxidantes de estas lipoproteinas, mientras que
otras proteinas asociadas a las HDL, es decir, la mieloperoxidasa y el acetil hidrolasa del
factor activador de plaquetas, afectan esta propiedad [108]. Se requieren mas estudios para
determinar si la magnitud de la trigliceridemia postprandial modifica otras propiedades

antioxidantes de las subclases de las HDL.

Otra de las actividades antiaterogénicas de las HDL es la de promover el
funcionamiento endotelial [109]. Con la finalidad de explorar si los cambios estructurales de
las HDL durante el postprandio afectan su actividad respecto a la funcion endotelial, se

llevaron a cabo estudios de reactividad vascular.

Los resultados de estos estudios ponen en evidencia que las particulas de las HDL
alteradas en su composicién lipidica, obtenidas durante el postprandio afectan la vaso
relajacion mediada por endotelio; las particulas HDL postprandiales (6/8h) son
“disfuncionales” en el grupo del ABCi-B, conformado principalmente por sujetos
clinicamente sanos. No obstante, las HDL de los sujetos del grupo ABCi-A son
disfuncionales desde el ayuno, en congruencia con un contenido de lipidos de las HDL en

este grupo en cualquiera de los tiempos del estudio.

Ademas, los estudios sobre la disfuncién endotelial y la relajacién vascular en
modelos animales muestran una relajacion adrtica reducida, inducida por la acetilcolina en
ratones con normo-peso y ratones obesos con una dieta alta en grasa/colesterol, que
desencadenan un metabolismo alterado de las lipoproteinas caracterizado por altas
concentraciones de triglicéridos y colesterol total [110, 111]. Nuestros resultados sugieren
que dichas alteraciones estan mediadas por HDL disfuncionales generadas durante el

postprandio.

Este estudio demuestra entonces que modificaciones temporales en las particulas
de las HDL de pacientes aparentemente sanos inducidas por la magnitud de la
trigliceridemia postprandial, afecta la funcion endotelial ateroprotectora. Estos cambios no
ocurren a nivel transcripcional, ya que nuestros resultados arrojaron datos negativos al

respecto.
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Ciertamente, se requieren mas estudios para aclarar dichos cambios y explicar el
mecanismo por el cual las HDL generan una disfuncién endotelial aguda generada por la

magnitud de la trigliceridemia postprandial.
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CONCLUSIONES

Este estudio revela que la hipertrigliceridemia postprandial induce un
desplazamiento del tamafio de las HDL hacia particulas grandes y la importante deplecién
del contenido de colesterol de las subclases HDL3. Ademas, los cambios en la estructura

de las HDL no se asociaron con la alteracion de la actividad de la PON-1.

Innegablemente se requieren estudios adicionales para investigar el papel de tales
modificaciones estructurales en otras funciones antiaterogénicas de las HDL como
resultado de una lipemia postprandial sostenida. Estos resultados sugieren que la
hipertrigliceridemia postprandial es una explicacion factible del factor de riesgo asociado

para la hipertrigliceridemia de ayuno y la hipoalfalipoproteinemia.

Asimismo, estos resultados fundamentan la idea de que la aterosclerosis es una
enfermedad de tipo y origen postprandial, e invita a participar en la discusién sobre si los
perfiles bioquimicos de lipidos deben determinarse después de una carga oral de lipidos; o
bien, continuar con el estudio tradicional de realizarlos en ayuno, no obstante, sus

resultados no reflejen el estado habitual del metabolismo de lipidos a lo largo del dia.

Es importante subrayar que se requieren 75 gramos de lipidos para duplicar las
concentraciones basales de triglicéridos para poblacion adulta, y el alimento disefiado a la
medida para este estudio los aporta sin afectar de manera importante otros lipidos
postprandiales, lo que se considera como un indicador metdédico del metabolismo

postprandial de lipidos.

Por ultimo, el area baja la curva incremental de triglicéridos (ABCi) empleado para
reagrupar a nuestros pacientes de estudio puede ser aplicado como un nuevo método de
seleccién de hipertrigliceridemia clinica, el cual resulté ser una técnica con una mayor
capacidad para generar grupos mas homogéneos que los algoritmos actualmente
utilizados, como la estratificacion de pacientes de acuerdo con el diagnéstico del sindrome

metabdlico.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este proyecto contribuyen en el estudio de los mecanismos a
través de los cuales la hipertrigliceridemia postprandial genera cambios importantes en el
contenido de lipidos en la estructura de las HDL; sin embargo, para tener una mayor
comprension de como esta modificacion postprandial afecta las funciones tradicionales de

las HDL, se sugiere lo siguiente:

El efecto de las HDL sobre la vaso relajacion dependiente de endotelio en respuesta
a acetilcolina (Ach), en anillos adrticos de rata aislados solo muestra una pequefia parte del
rompecabezas, por lo que es trascendental buscar el mecanismo por el cual se genera la
disfuncion mediada por el endotelio. Una alternativa es incrementar el tamafo de la
muestra, asi como determinar la abundancia relativa de la expresion de los genes

involucrados en la vaso relajacion dependiente del endotelio.
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ANEXO |

ANEXOS

Caracteristicas de las apolipoproteinas que conforman las HDL

Sitio de
Apo P.M. Localizacion i . Funcién
sintesis
- Intestino -
Componente fundamental de las HDL, activador de
Al 29,016 HDL, Qm - Higado LCAT, estimula la salida del colesterol. Ligando de
9 sitios de unién a HDL (SR-BI y ABCA1, entre otros).
- Intestino | principal proteina componente de las HDL, inhibidor
A-ll 14,414 HDL ) N .
- Higado de LH, ligando de sitios de union a HDL.
Activador de LCAT, modulador de la LPL y estimula
A-IV 44,465 HDL, Qm Intestino
la salida de colesterol.
Activador de LCAT, inhibe la captacion hepatica de
C-l 6,630 |HDL, VLDL, Qm Higado
triacilgliceroles.
Activador LPL, inhibicién de la captacién hepatica de
C-ll 8,900 |HDL, VLDL, Qm Higado
triacilgliceroles.
Inhibidor de la LPL, inhibicién de la captacién
c-l 8,800 |HDL, VLDL, Qm Higado ) o
hepética de triacilgliceroles.
Ligando de receptores Apo-E, movilizacion de
E 34,145 VLDL, HDL Higado colesterol presente en el citoplasma de macrdéfagos,

estimula la salida de colesterol.

P.M.: Peso molecular, Lp: Lipoproteina, Qm: Quilomicrones, VLDL: Lipoproteinas de muy

baja densidad, LCAT: Lecitina colesterol acil transferasa, LPL: Lipoproteina lipasa, LH: Lipasa

hepatica.
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ANEXO II

Enzimas y proteinas involucradas en el metabolismo de las
lipoproteinas
Nombre Origen Funcion
Cataliza la transferencia de un acido graso derivado de la lecitina o
LCAT Hepatico fosfatidilcolina al colesterol libre presente en HDL y LDL. De igual manera
favorece la maduracion de HDL en la formacion de ésteres de colesterol.
Hidroliza triacilgliceroles y fosfolipidos de HDL, IDL y LDL, ademas de ser
LH Hepatico cofactor de SRBI para procesos de captacion selectiva, asi como

generacion de Apo A-l libre de lipidos.

a) Tejido adiposo y
muscular

Hidroliza triacilgliceroles de VLDL y Qm a través de C-Il como activador;

LPL b) Pared endotelial asimismo, favorece la generacién de precursores de HDL.
c) Pulmon
a) Tejido adiposo
b) Hepatico
. Intercambia ésteres de colesterol por triacilgliceroles entre las HDL2 y
CETP ¢) Intestino delgado lipoproteinas que contienen Apo B.
Receptores y proteinas de membrana
a) Hepatocito L . .
SR-BI Receptor para HDL, con accion de intercambio de colesterol entre las
b) Tejido células y HDL.
esteroidogénico
a) Higado
ABCA-1 Transportador de la salida de colesterol y fosfolipidos. Ademas, favorece
b) Macroéfagos la maduracion de HDL.
¢) Intestino
A Receptor para lipoproteinas que contienen Apo B y E. De la misma
po-B/IEr | . . . . R
Higado manera, incrementa la salida de colesterol a través de la via biliar.

LCAT: Lecitina: colesterol acil transferasa; LH: Lipasa hepatica; LPL: Lipasa lipoproteica;

CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol. PLTP: Proteina de transferencia de

fosfolipidos, SR-BIl: Receptor scavenger clase B tipo |, ABCA-1: Transportador de membrana

dependiente de ATP clase A, tipo 1; Apo-B/E r: Receptor para lipoproteinas que contienen Apo B y

E.
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ANEXO IV

Determinacién de proteinas por el método de Lowry

(Lowry OH, 1951) *
FUNDAMENTO

En medio alcalino los aminoacidos de las proteinas se unen a los iones de cobre (Cu?*),
formando un complejo azul, que absorbe a 750 nm. La sensibilidad de esta coloracién incrementa
al adicionar el reactivo de Folin Ciocalteu. El uso de SDS como detergente permite exponer las
zonas hidréfobas de las proteinas.

Soluciones
Solucién de Na2COs: al 20 % en H20
Solucion de Tartrato de sodio y potasio: 1g+0.59g CuSOq4
Solucion de NaOH 0.8 M: 16 g en 500 mL H20
Solucién de SDS al 10 % en H20
Solucién patron de albdmina: 1 mg/ml

Solucién A (preparar al momento)

1 volumen de Tartrato de Na y K 1 volumen de Na2COs3
2 volumenes de NaOH 2 volumenes de SDS
2 volumenes de H20

TECNICA

CURVA PATRON
Tubo 1 2 3 4 5 6 muestra
Muestra (ul) 0 0 0 0 0 0 20
Estandar (pl) 0 10 20 40 80 100 0
H20 (ul) 100 90 80 60 20 0 80

Agregar 1 ml de solucién Ay mezclar las soluciones, incubar a temperatura ambiente durante
10 minutos. Posteriormente, agregar 500 ul de reactivo de Folin previamente diluido en una
proporcién 1/6. Incubar esta mezcla de reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. La

reaccion se analiza espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm.

DETERMINACION DE LOS RESULTADOS

Trazar una grafica de concentracidon contra absorbancia con los datos de la curva patron.
Interpolar la absorbancia de las muestras en la grafica para determinar la concentraciéon

correspondiente.
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ANEXO V

Determinacién de la actividad paraoxonasa con fenilacetato

Material

- Suero de muestra

- Suero control

- Fenilacetato

- Buffer ARE 1x: (pH 8.0)

. Tris 20mM -0.315 g
. CaCl20.9mM-0.010g
. H20 - 100 ml

Procedimiento:

1.- Preparar buffer ARE 1x:

1 ml de buffer ARE 10x + 9 ml de ddH20.

2.- Agregar 1.27 pl de fenilacetato a los 10 ml de buffer ARE 1x. Esperar 30 minutos en frio.

3.- Preparar dilucion con el suero y ARE 1x en una proporcion de:
. Muestra 1:8

. Control proporcion 1:4

Ejemplo:
50 ul de suero de muestra + 350 ul de buffer ARE 1x.
50 ul de suero control + 150 ul de buffer ARE 1x.

4.- Encender espectrofotometro a una longitud de onda de 270 nm en intervalos de 180
segundos y oprimir blanco.

5.- Agregar 10 ul de plasma de muestra o control.

6.- Afdadir 1 ml de buffer ARE 1x.

7.- Después de 1 minuto hacer la medicién.

8.- Repetir la medicion por duplicado con cada muestra.
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ANEXO VI

Ultra centrifugacién secuencial para obtencién y purificaciéon de HDL

FUNDAMENTO
El método clasico para la separacion de las subfracciones de lipoproteinas es la densidad.

Se utiliza la ultra centrifugacion para su separacion de otros componentes del plasma, las

HDL2 (densidad entre 1,063 y 1,125 g/ml) y las HDL3 (densidad entre 1,125 y 1,210 g/ml). Una
clasificacion mas fina de las HDL en funcién de su tamano, las dividen en 5 subclases, HDL2b,
HDL2a, HDL3a, HDL 3b y HDL 3c.

3)

4)

6)

TECNICA

Se ajusta la densidad de 1 ml de plasma (d= 1.005) a una densidad de 1.063 g/ml con
bromuro de potasio soélido (KBr).

Se ultracentrifuga durante 2 horas y 35 minutos a una velocidad de 100,000 r.p.m. En este
paso se separan por flotacion las lipoproteinas que contienen Apo B (VLDL, LDL, IDL).

Se retira el sobrenadante (lipoproteinas que contienen Apo B) y se recupera el sedimento
(pellet) del tubo.

Se cuantifica el volumen recuperado y se ajusta la densidad del plasma a 1.21 g/ml con KBr
sélido en un tubo de policarbonato limpio. Se centrifuga a 100,000 r.p.m. por 3 horas y 5
minutos. En estas condiciones se recupera por flotacién entre el 80 y 85 % de la
apolipoproteina Apo A-l del total del plasma.

Por ultimo, se ajusta la densidad del sobrenadante con solucién de KBr a 1.25 g/ml y se
vuelve a centrifugar por 3 horas y 5 minutos a 100,000 r.p.m. para disminuir la cantidad de
albumina residual presente en la muestra.

De forma posterior al aislamiento, las HDL recuperadas se colocan en membranas de didlisis
+Spectrum Labs® para ser dializadas en solucion amortiguadora TBE (Tris 0.09 M, acido
bdrico 0.08 M, EDTA 3 mM, pH= 8.4), con el fin de retirar de la muestra el KBr restante.
Con la muestra purificada, se realiza la cuantificacion de proteinas totales mediante el

método de Lowry.
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ANEXO VII

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas

Soluciones

Soluciéon amortiguadora de muestra:

Sacarosa 50 % + Azul de bromo-fenol al 0.05 % - c.b.p. 20 ml
Solucidén A: Tris 0.09 M, acido bdrico 0.08M, EDTA 3 mM (TBE 1X) pH 8.35
Solucién B: 48 g acrilamida + 1.28 g bis acrilamida c.b.p. 100 ml

Solucioén C: Per sulfato de amonio 10 %

3% 30%
volumen total 5mL 5ml
Solucion A 500 pL 500 pL
Solucion B 300 L 3ml
H20 destilada 4.2mL 750 pL
Glicerol - 750 pL
TEMED 4 L 4 uL
Solucién C 20 pL 20 pL

Las soluciones de acrilamida al 3% y 30% se colocan por separado en los compartimentos
de la camara generadora de gradiente y se mezclan lenta y progresivamente con agitacion constante
mientras se vierte entre las placas para formar el gel en presencia de los catalizadores (TEMED y

per sulfato de amonio, solucién C).

Una vez polimerizado el gel, se “pre - corre” 15 minutos a 60 V para estabilizarlo.

A continuacion, se cargan las muestras de la siguiente manera:
1) Depositar 25 ug de proteina HDL con 3 ul de amortiguador de muestra en cada carril.
2) Depositar un marcador de alto peso molecular en uno de los carriles del gel.

La separacion electroforética se realiza primero durante 30 minutos a 90 V para permitir
la entrada de las muestras al gel. Al término de este periodo, la separacion se continua durante
22 horas a 180 V. Al final del tiempo de migracion, el gel se desmolda y se tifie segun el método

seleccionado (proteina o lipidos).
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ANEXO Vil

Tincion para la determinacion de la distribucion de lipidos de las

subclases de HDL en fase semisoélida (sobre gel PAGE)

Todos los geles junto con la mezcla de reaccién se incuban durante 45 minutos a 37° C
protegido de la luz, se limpian (enjuagan) en PBS con gran cuidado transcurrido el tiempo y se
escanean. Después de la decoloracion de la tincion de lipidos con una mezcla de acido
acético/metanol, los geles se tifien para proteina con una solucién de colorante azul de coomassie
R250 al 0.1 % en metanol 25 %, acido acético 10 % y agua. El producto de todas las reacciones

precipita en los geles y se analiza por densitometria dptica.

+ Reactivo para colesterol total y colesterol esterificado

Reactivo Concentracion
Colesterol total Colesterol libre
Solucion Salina Isoténica (0.9%) 7456 pl 7474 pl
Buffer PBS 10X (100mM) pH=7.4 1000 pl 1000 pl
Solucién Stock
(Calato de sodio 3 mM y tritdn de sodio al 0.1%) 500 pl 500 pl
Carboximetilcelulosa*® 120 mg 120 mg
Peroxidasa (0.25 pU/ml) 12 ul 12
Colesterol esterasa (0.075 pU/ml) 10 ul .
Colesterol oxidasa (0.05 pyU/ml) 13 ul 13 ul

*Mezclar hasta homogenizar sin dejar grumos (afadir aprox. 15 minutos antes de aplicar
la mezcla en el gel).

**Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mM 400 L 400 L
**Fenazin meta sulfato (FMS) 0.04 mM 600 pL 600 pL

**Agregar hasta el momento del uso del reactivo, homogeneizando vigorosamente.
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+ Reactivo para triacilgliceroles y fosfolipidos

Reactivo Concentracion
Triglicéridos Fosfolipidos

Solucién salina isoténica (0.9%) 5500 pl 5500 pl
Buffer PBS 10X (100 mM) pH=7.4 1000 pl 1000 pl
Carboximetilcelulosa*® 120 mg 120 mg
Lipasa (37.5 pU/ml)
Glicerol cinasa (0.1pU/ml) Reactl\{ol _
Glicerol -3-fosfato oxidasa (0.4 pU/ml) ngoegﬂ?

Peroxidasa (0.13 pU/ml)

ATP (0.25 pmol/L)

Fosfolipasa D (0.12 pU/MI)

Colina Oxidasa (62 pU/ml) _ Reactivo
Peroxidasa (1.1 pU/ml) Comercial

Amino piridina (0.24 mmol/ml) 2500 pl
N-etil-N-DAOS (0.77 mmol/ml)

* Mezclar hasta homogenizar sin dejar (afiadir aprox. 15 minutos antes de aplicar la
mezcla en el gel).

**Azul de Tetrazolium (MTT) 0.04 mM 400 pl 400 pl
**Fenazin meta sulfato (FMS) 0.04 mM 600 pl 600 pl

**Agregar hasta el momento del uso del reactivo, homogeneizando vigorosamente.

4+ Colocar reactivo sobre el gel homogéneamente. Incubar 45 minutos a 37° C protegido de la
luz.

Determinacion de lipidos en las subclases

Colesterol total

La tincidén del colesterol total en gel se obtiene de acuerdo con métodos de nuestro
laboratorio. Se utiliza una mezcla enzimatica compuesta de colesterol esterasa, colesterol oxidasa y
peroxidasa en solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4. Conjuntamente, se agrega colato
de sodio 3 mM y Triton 100X al 0.1 % para exponer al colesterol embebido en la estructura de las

lipoproteinas.
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Para garantizar un contacto homogéneo del reactivo con la superficie del gel y evitar la
difusion de los reactivos y productos de reaccién, se emplea como agente viscosante,
carboximetilcelulosa al 1.4 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). El H202, producto final de la secuencia
de reacciones enzimaticas, es estequiométricamente proporcional al colesterol total en la muestra.
Para poner en evidencia el colesterol se utiliza peroxidasa, azul de tetrazolium (MTT), y fenazin meta

sulfato (FMS) como donadores de electrones.

Colesterol libre y colesterol esterificado

Se utiliza el mismo procedimiento de la determinaciéon de colesterol total, con la excepcion
de la enzima colesterol esterasa para garantizar la cuantificacion especifica del colesterol libre. El

colesterol esterificado se calcula por la diferencia entre el colesterol total y el colesterol libre.

Triacilgliceroles (triglicéridos)

Se emplea una mezcla enzimatica compuesta de lipasa, glicerol cinasa, glicerol-3-fosfato
oxidasa y peroxidasa en soluciéon amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4, ATP 1 mM, colato de
sodio 3 mM y Triton 100X al 0.1%; ademas se agrega el agente viscosante. Para poner en evidencia
el H202, se utiliza MTT y FMS.

Fosfolipidos

Para realizar la deteccidn selectiva de fosfatidilcolina sobre el gel se emplea una mezcla
enzimatica compuesta de fosfolipasa D y colina oxidasa en soluciéon amortiguadora de fosfatos 10
mM, pH 7.4, colato de sodio 3 mM y Triton 100X al 0.1 %. Se agrega conjuntamente el agente
viscosante. El H202, producto final de la secuencia de reacciones enzimaticas se pone en evidencia

con peroxidasa, MTT y FMS.
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ANEXO IX

Ensayos de abundancia de ARNm

Para determinar la abundandancia de los mensajeros del ARN, se utilizé la técnica de RT-
PCR. La extraccion de ARN total se llevé a cabo a partir de tejido de aorta toracica de rata Wistar

incubadas durante 4 horas con HDL de diferentes tiempos tanto en ayuno como postprandio.

A) Extraccion y visualizacion de ARN total

e Trizol (Invitrogen)

e Cloroformo (SIGMA)

e Etanol (SIGMA)

¢ Dietilpirocarbonato (DEPC) (SIGMA)

¢ Gel de agarosa al 1.5 % (0.3 gr/20 ml de agua bidestilada con DEPC 0.1 %)

e Solucién de Tris-boratos (10X) (Acido bérico 900 mM, EDTA 25 mM, Tris-HCI 900 mM, agua
bidestilada c.b.p 1000 ml y ajustar el pH a 8.3)

e Solucion de carga de ARN 10X (MOPS 10X, 95 % formamida, SDS 025%, azul de bromo
fenol 0.025%, bromuro de etidio 0.025 %)

e Bromuro de etidio (10 mg/ ml de agua bidestilada) (SIGMA)

B) Retro transcripcion y PCR en tiempo real

e Retro transcriptasa reversa del virus M-MVL RT (Invitrogen)

e Oligo dT (Invitrogen)

e Solucién TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem)

e Desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs) (200 uM, dATP, dCTP, dGTP y dTTP) (Invitrogen)

e Cloruro de magnesio (Cl2Mg) (SIGMA)

e Sondas TagMan marcadas en el extremo 5’ con el fluoro cromo-FAM (Nos3 Rn 02132634 _s1;
Scarb1 Rn01481225_m1; Pdzk1 Rn00668935 m1, Applied Biosystem)

e Sonda del gen de referencia Gapdh Rn 99999916 _s1 marcada con fluoro cromo-FAM (Applied
Biosystem)
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