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1. RESUMEN.

Antecedentes: los acidos grasos son constituyentes estructurales de las ceramidas. El tipo de lipidos ingeridos
en la dieta podria estar relacionado estrechamente con el perfil de ceramidas presentes en plasma y tejido
muscular. Estos compuestos se han visto implicados en alteraciones de la funcién de la insulina para la
captacion celular de glucosa. Objetivo: determinar la asociacién entre el tipo de lipidos ingeridos en la dieta
y el perfil de ceramidas plasmaticas y en tejido muscular y su relacién con la sensibilidad a la insulina en adultos
eutroéficos y aparentemente sanos. Material y Métodos: se reclutaron sujetos eutréficos y metabdlicamente
sanos. Se cuantificd la ingesta dietaria mediante un diario de registro de alimentos de 3 dias. Posteriormente
se colectd una biopsia de tejido muscular del vasto lateral del cuddriceps derecho y se realizé un Clamp HE
con una infusién de glucosa al 20% y una hiperinsulinemia constante de 80 uUI/m? - min. Del andlisis de la
dieta se obtuvo el promedio correspondiente de la ingesta total de energia, los macronutrientes y las
diferentes familias lipidicas (g/dia). Se cuantificaron diversas ceramidas en plasma y tejido muscular por UPLC-
MS/MS. Resultados: Se reclutaron 34 sujetos. No se observé asociacion entre la ingesta de grasa saturada y
monoinsaturada y las ceramidas plasmaticas y de tejido muscular. Sin embargo, se obtuvieron correlaciones
inversas entre la ingesta de omega-3 y las ceramidas plasmaticas C14:0, C18:1y C18:0 (rs~0.38). Con la relacion
Q-6/Q-3 hubo una asociacién directa con las ceramidas recién mencionadas ademas de las ceramidas C16:0y
C20:0 (rs~0.4). Sélo la ceramida C18:0 de tejido muscular se asocid inversamente con la ingesta de grasa total
y las otras familias lipidicas. Por otra parte, las ceramidas C18:0 y C20:0 de plasma y las ceramidas C18:1 vy
C20:0 de musculo se asociaron inversamente con la sensibilidad a la insulina (rs >0.4). Después de ajustar por
la actividad fisica mantuvieron su efecto las ceramidas plasmadticas y la ceramida C20:0 de mdusculo.
Conclusiones: la ingesta de acidos grasos omega-3 se asocidé inversamente con las concentraciones
plasmdticas de algunas ceramidas y directamente con la relacién Q-6/Q-3. Las ceramidas plasmaticas C18:1
y C20:0 y la ceramida C20:0 de tejido muscular, estdn fuertemente relacionadas con una disminucién en la
sensibilidad a la insulina incluso en sujetos eutrdficos y metabdlicamente sanos. Adecuaciones en la ingesta
lipidica, orientada sobre todo hacia un mayor consumo de acidos grasos omega-3 y un consumo equilibrado
de acidos grasos omega-6 en la dieta, podria tener un efecto favorable sobre la sensibilidad a la insulina por
via de las ceramidas.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Esfingolipidos y ceramidas.

La variedad de lipidos presentes en las células eucariotas podria explicarse por su
participacién en numerosos procesos bioldgicos de gran importancia para los seres vivos.
Los lipidos son en primera instancia, reservorios de energia altamente eficientes
constituidos principalmente por triacilgliceroles (TAG). En segundo lugar, la propiedad
anfipatica de los lipidos, es fundamental para la formacién de las bicapas lipidicas presentes
en las membranas y otros organelos celulares; ademas de su funcidn fisica de barrera, los
lipidos favorecen las reacciones quimicas y la transmision de sefiales que son esenciales
para los procesos de la vida celular. Finalmente, los lipidos pueden actuar como primeros y
segundos mensajeros en los procesos de transduccién y reconocimiento de sefiales [1].

Los lipidos mas abundantes en las estructuras de las membranas celulares son los
glicerofosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol
y acido fosfatidico). Se estima que la fosfatidilcolina representa el 50% del total de éstos; la
particularidad estructural de este compuesto, que se caracteriza por su forma casi cilindrica,
facilita la interaccidon de su porcion polar y no polar en el microambiente celular [1]. Otros
componentes de importancia en las membranas celulares son los esfingolipidos, de ellos, la
esfingomielina es el componente mas abundante. La estructura base de estos compuestos
son las ceramidas que estan constituidas por un acido graso y una esfingosina (2-amino-1,3-
dihidroxi alcano) unidas mediante un enlace amida (Figura 1).

El término “ceramida” se utiliza comunmente para nombrar a las N-acilesfingosinas.

No obstante, este nombre genérico no permite distinguir el grupo acilo que forma parte de
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la estructura central de las ceramidas. Este grupo acilo es un acido graso, la mayoria de las
veces saturado o monoinsaturado, tipicamente de 14 a 26 carbonos de longitud. Por ello,
la nomenclatura correcta para identificar el grupo acilo que conforma la estructura central
de la ceramida, es Cer C16:0 para la N-palmitoil-esfingosina o Cer C18:0 para la ceramida
constituida por un acido graso saturado de 18 carbonos conocido trivialmente como acido

estearico [2].

Esfingosina H OH

|“\

NH H

Acido graso o

Figura 1. Estructura quimica de una ceramida. Se muestra el derivado de esfingosina unido

a un acido graso saturado de 16 carbonos mediante un enlace amida (en circulo gris).

Recientemente se ha demostrado que la acumulacidn de ceramidas en higado, musculo,
tejido adiposo y pancreas, contribuye al desarrollo de diversos trastornos metabdlicos
como la aterosclerosis, la resistencia a la insulina, la disfuncidn de la célula B pancreatica, el
higado graso no alcohdlico, e incluso, algunos tipos de cancer [2]. El estudio de las
ceramidas ha adquirido relevancia por su relacion con el desarrollo de enfermedades

crénico degenerativas de gran importancia en el contexto de la salud poblacional.
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2.2 Metabolismo de las ceramidas.

Las ceramidas ocupan un lugar central en la biosintesis y catabolismo de otros
esfingolipidos; pueden ser sintetizadas de novo, por la hidrdlisis de esfingomielinas y una
via de recuperacion a partir de lipidos mds complejos (Figura 2). La sintesis de novo de las
ceramidas inicia con la condensacién de una molécula de serina y una cadena de palmitoil-
CoA, que es catalizada por la enzima serina-palmitoiltansferasa (Ser-PT; EC 2.3.1.50) para
formar 3-ceto-esfinganina. Esta enzima es altamente selectiva para acidos grasos saturados
de 16 + 1 carbonos, por lo que la velocidad de esta reaccidn estd influenciada por la
disponibilidad de este sustrato. Esto explica por qué los lipidos saturados de cadena media
estan estrechamente relacionados con la biosintesis de las ceramidas y otros esfingolipidos.
El intermediario 3-ceto-esfinganina es reducido rapidamente a esfinganina por accién de la
3-ceto-esfinganinareductasa (Ceto-ER; EC 1.1.1.120) dependiente de NADPH. La
esfinganina se condensa con un segundo 4acido graso para formar una molécula de
dihidroceramida en una reaccidn catalizada por la enzima ceramida sintasa (CerS; 2.4.1.92).
Estudios recientes han demostrado que existen una gran variedad de isoformas de la CerS
gue presentan una afinidad selectiva por diferentes acidos grasos y que varian de acuerdo
con el tipo de tejido y muy probablemente con la funcién que desempeiian en éste. Los
acidos grasos mas abundantes en las ceramidas presentes en tejido muscular y adiposo son
los siguientes: lignocérico (C24:0), nervénico (C24:1), estearico (C18:0), palmitico (C16:0) y
palmitoléico (C16:1). Finalmente, la dihidroceramida es una molécula inactiva que por la
accion de la dihidroceramida desaturasa (DCD; EC 1.14.19.1) es oxidada a su forma activa 'y

final, la ceramida [3].
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La biosintesis de ceramidas a partir de la esfingomielina adquiere relevancia en el
contexto de la obesidad y la inflamacidn. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una
citocina proinflamatoria que incrementa su concentracion en presencia de mayor
adiposidad corporal y se sabe que activa a la esfingomielinasa (EMasa) que hidroliza el
enlace fosfodiéster de la esfingomielina. Se han descrito diversas isoformas de la EMasa que
pueden distinguirse por su pH éptimo de trabajo. La esfingomielinasa neutra (EMasa-N) y
acida (EMasa-A) se activan rapidamente por diversos estimulos de estrés y promueven un
aumento en los niveles de ceramidas de la membrana celular durante un periodo de
minutos e incluso de horas. Existe una variedad alcalina de la esfingomielinasa que se
encuentra en la mucosa intestinal y la bilis y que al parecer no participa en procesos de
transduccion de sefiales [4].

Ademas del TNF-a, otros compuestos como las especies reactivas de oxigeno (ERO),
la interleucina-1P vy los acidos grasos libres pueden inducir una generacién sostenida y
prolongada de ceramidas. Este fendmeno explica en parte, el incremento de las
concentraciones de ceramidas circulantes y otros tejidos del organismo observado en
presencia de obesidad, dislipidemias, higado graso no alcohdélico y diabetes mellitus tipo 2
(DM2) [3].

Finalmente, las ceramidas pueden ser recicladas a través de la enzima ceramida
sintasa (CS) a partir de la esfingosina generada por el catabolismo de esfingolipidos mas
complejos. Si bien las ceramidas pueden producirse eventualmente en todos los tejidos del

organismo, se considera que el higado es un sitio clave para su produccién. En la Figura 2 se
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muestra un resumen de la biosintesis de ceramidas a través de 3 vias metabdlicas

mencionadas anteriormente.

Sintesis de novo de ceramidas Ruta de la Esfingomielina Ruta de salvamento

Serina + Palmitoil CoA
le— Ser- PT
v

3-ceto-esfinganina

le—— Ceto-ER

A J . . - . . -
Dihidroesfingosina Esfingomielina Esfingolipidos Complejos
EMS
le— CerS EMasa
A2
Dihidroceramida I » Ceramida «----- bl T-ESfingOSina
DCD cs

Figura 2. Biosintesis de Ceramidas. Abreviaturas: Ser-PT= serina-palmitoiltansferasa; Ceto-ER=
3-ceto-esfinganinareductasa; CerS= ceramida sintasa; DCD= dihidroceramida desaturasa; EMS=

esfingomielina sintasa; EMasa= esfingomielinasa; CS= ceramida sintasa [3].
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2.3 Sensibilidad a la insulina.

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células beta pancreaticas ubicadas
en los islotes de Langerhans. Desempefia un papel fundamental en el metabolismo
energético ya que regula la captaciéon de glucosa por los tejidos insulino-dependientes
(tejido adiposo y tejido muscular), incrementa la sintesis de glucégeno hepdtico y en
musculo, suprime la sintesis hepatica de glucosa, aumenta la sintesis de proteinas y
captacién de aminoacidos y regula mecanismos de expresion genética. Si bien todas estas
funciones son de gran importancia en el organismo, la regulacidn de los niveles de glucemia
sanguinea resulta muy relevante en el contexto de las enfermedades relacionadas a las
alteraciones en el metabolismo de la glucosa como el sindrome metabdlico, las
dislipidemias, el HGNA y la DM2. La ruptura en el equilibrio de la relacién glucosa-insulina
es considerado uno de los principales factores etioldgicos para el desarrollo de estas
enfermedades y es la base de los métodos diagnéstico utilizados para evaluar alteraciones
tempranas en el metabolismo de este carbohidrato [5].

La sensibilidad a la insulina (SI) se define como la capacidad bioldgica de esta
hormona para realizar su funcién. Se considera que una persona tiene una sensibilidad
adecuada cuando los mecanismos de fosforilacién y traslocacion del transportador Glut 4
se realizan de manera eficiente en las células de los tejidos insulino-dependientes. El
incremento de la adiposidad corporal y de moléculas de caracter inflamatorio impactan
negativamente sobre estos mecanismos que se traducen en una elevacién moderada y
progresiva de las concentraciones de glucosa circulante. En el tejido hepatico se favorece la

disminucion de la sintesis de glucégeno y el incremento en la liberacidon de glucosa al
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torrente sanguineo. En respuesta a esta elevacion parcial en los niveles de glucosa, el
pancreas tiene una funcidn compensatoria: aumenta la secrecién de insulina para
reestablecer las concentraciones de glucosa sanguinea a niveles normales. La resistencia a
la insulina (RI), concepto antagdnico al de sensibilidad a la insulina, se caracteriza por un
incremento en las concentraciones de insulina circulante [5].

Existen numerosos métodos para evaluar el grado de sensibilidad a la insulina en
una persona; se puede medir directamente si se evalua la respuesta fisioldgica a la accién
de una infusién exdgena de insulina que promueve la captacién de glucosa en los tejidos
insulino dependientes o, de manera indirecta, a través de la relacién glucosa-insulina en
ayuno o después de haber recibido un estimulo por via oral o intravenosa. Los métodos
directos son mds precisos, pero también son mas invasivos y complejos de realizar, que
dificultan su aplicacién en la practica clinica. El método de referencia para determinar la
sensibilidad a la insulina es el pinzamiento (Clamp) hiperinsulinémico-euglicémico (Clamp
HE) descrito por Ralph DeFronzo en 1979 [6, 7]. El fundamento de este método consiste en
cuantificar el volumen requerido de una infusién de glucosa intravenosa al 20% (mg/kg -
min) para mantener niveles constantes de glucemia sanguinea a 90 mg/dl durante 30
minutos (euglicemia), en un estado de hiperinsulinemia constante (80 pUl/m? - min) [7].
Dada la complejidad del Clamp HE se han desarrollado otros métodos mas simples;
probablemente el mas difundido en estudios de investigacion y en el dmbito clinico sea el
indice HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment — Insulin Resisntance) propuesto por
Mathews en 1985. Este indice se calcula a partir del producto de las concentraciones

plasmaticas de glucosa e insulina en ayuno entre un valor constante de 405 cuando la
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glucosa se expresa en mg/dl o de 22.5 cuando se expresa en mmol/l [6]. Hasta la fecha se
han publicado diversos puntos de corte para el diagndstico de Rl mediante el indice HOMA
en diversas poblaciones, grupos de edad y sexo. Por citar un ejemplo, un trabajo realizado
por Aradillas et al en el 2012, reporté valores percentilados para el indice HOMA en una
muestra de 3701 nifios y adolescentes de cuatro estados del centro y norte del pais [8].
Dado que el rasgo mds caracteristico de la Rl es el hiperinsulinismo compensatorio,
las concentraciones elevadas de insulina en ayuno también son un buen indicador de este
trastorno metabdlico. No obstante, diversos autores han discutido sobre la necesidad de
contar con indices derivados de una curva de tolerancia a la glucosa oral (CTGO) o estimulos
suministrados por via intravenosa para evaluar la respuesta pancredtica y de los tejidos
insulino-dependientes en un escenario postprandial. En comparacion con los indices
basados en el ayuno, estos métodos requieren de multiples tomas de muestra sanguineas
si se desean evaluar las dos fases de secrecidn de insulina: fase rapida (0 a 10 minutos) y
segunda fase (a partir de los 10 minutos posteriores a la ingesta de un reto). Los indices
derivados de una CTGO se construyen a partir de las mediciones simultaneas de glucosa e
insulina en los diferentes tiempos en que se toma la muestra. El indice de sensibilidad a la
insulina compuesto (ISI compuesto), propuesto por Matsuda y DeFronzo en 1999,
correlaciono favorablemente con el Clamp HE (r=0.73) [9). En el cuadro 1 se muestran los
métodos directos e indirectos mas utilizados y difundidos con sus principales ventajas y

desventajas.
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Cuadro 1. Ventajas y desventajas de los métodos para evaluar sensibilidad a la insulina.

Adaptado y modificado de Azucena Martinez et al [5].

Métodos directos

Ventajas

Desventajas

Clamp HE

Clamp Hiperglucémico

Método de referencia para
determinar Sl periférica.

Método de referencia para
determinar funcionalidad de
la célula B
(secrecién de insulina).

pancreatica

Son métodos invasivos que
requieren  de
altamente capacitado y una
adecuada

personal

infraestructura
para realizarse. Son escasos
los puntos de corte con fines
diagndstico.

Métodos indirectos (ayuno)

Ventajas

Desventajas

Insulina ayuno
HOMA-IR
QUICKI

Sélo requieren de una

puncién venosa para

realizarse. Correlacionan
moderadamente  con el
Clamp HE. Existen puntos de
corte

disponibles para

distintas poblaciones por

grupos de edad y sexo.

La insulina en ayuno ha
reportado alta variabilidad
intra-sujeto.

Métodos indirectos (post-estimulo de glucosa)

Ventajas

Desventajas

ISI compuesto
Insulina de 120 minutos

Correlaciona mejor que los
indices basados en el ayuno
contra el Clamp HE. Es menos
invasivo que los métodos

directos.

En comparacién con los

métodos basados en el
ayuno se requiere de
multiples  muestreos vy

determinaciones.

Abreviaturas: HOMA: (por su nombre en inglés Homeostasis Model Assessment); QUICKI: (por su

nombre en inglés Quantitative Insulin Check Index= 1/ (log glucosa plasmatica en ayuno + log

insulina plasmatica en ayuno); ISI compuesto: indice de sensibilidad a la insulina compuesto= 10000

/ V (glucosa plasmatica en ayuno * insulina plasmatica en ayuno) * (promedio glucosa post carga *

promedio insulina post carga).
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2.4 Ceramidas y Sensibilidad a la insulina.

Diversos estudios han demostrado que la presencia de ceramidas en diferentes tejidos
bioldgicos tiene un efecto adverso sobre la sensibilidad a la insulina. En un estudio realizado
por Straczkowsky et al [10] en 27 sujetos adultos sin obesidad y con tolerancia normal a la
glucosa, se observd que el contenido total de ceramidas presentes en el musculo,
explicaban el 24% de la variabilidad de la sensibilidad a la insulina determinada por el Clamp
HE (P=0.001). Por otra parte, Adams y colaboradores reportaron que sujetos obesos con R
contenian el doble de ceramidas intramiocelulares en comparacién con un grupo control
(46.9 vs. 25.2 pmol/mg musculo, P<0.05; respectivamente) [11]. Finalmente, en otro trabajo
publicado por Amati [12] y colaboradores se comparé el perfil de ceramidas y esfingolipidos
en biopsias de musculo esquelético (vasto lateral) de adultos mayores (>60 afos de edad)
estratificados en tres diferentes grupos de estudio (atletas, sujetos de peso normal y sujetos
con obesidad). El estudio reveld que el grupo de sujetos con obesidad contenia una mayor
proporcién de ceramidas totales en musculo (P<0.01). Asimismo, las subespecies Cer C18:1,
Cer C24:0 y Cer C24:1 fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes con
obesidad. Los perfiles de ceramidas que se asociaron inversamente con la sensibilidad a la
insulina determinada por el Clamp HE, fueron los factores 1 (Cer C24:0, Cer C24:1, Cer C18:0,
Cer C20:0) y 2 (Cer C16:0 y Cer C16:1) con coeficientes de correlacidn significativos de r= -
0.46 y r=-0.47, respectivamente. El factor 4 (Dihidroceramida C16 y C14:0) se asoci6é con
mayor sensibilidad a la insulina (r=0.38, P<0.05) y el factor 3 (Cer C16:0) no reportd

significancia estadistica.
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Recientemente en un trabajo publicado por Kasumov et al en 24 adultos (14 con
tolerancia normal a la glucosa y 10 con DM2) que fueron sometidos a un programa de
ejercicio de 12 semanas, se reporté un decremento significativo en las ceramidas totales y
en la ceramida C14:0; este decremento en las concentraciones de ceramidas plasmaticas y
de la ceramida C14:0 se asocid inversamente con un incremento en la sensibilidad a la
insulina determinada por el Clamp HE (r=-0.51, P=0.02 y r=-0.56, P=0.009), respectivamente
[13].

Se han sugerido algunos mecanismos para explicar el efecto de las ceramidas sobre
la actividad de la insulina en tejidos insulino dependientes. La acumulacién intracelular de
ceramidas en estos tejidos inhibe la accién de la proteina cinasa B (PKB), un intermediario
clave en la regulacién del metabolismo de la glucosa, a través de dos mecanismos (Figura
3). El primero de ellos esta relacionado con la desfosforilacion de PKB en la unidad serina
473 (Ser 473) via la proteina fosfatasa 2A (PP2A). La forma activa de la PKB requiere que
esta unidad se encuentre fosforilada para activar la traslocacion del transportador Glut 4
hacia la membrana celular y permitir la entrada de glucosa al interior de la célula. El segundo
mecanismo esta relacionado con la fosforilacion de PKB en la unidad treonina 34 (Tre 34)
por medio de una proteina cinasa C atipica (isoforma {) que interfiere con su capacidad para
unirse a los fosfoinositoides membranales [14]. Adicionalmente, un trabajo reciente
publicado por Hassan et al demostré que la acumulacién de ceramidas en tejido musculo
esquelético impacta la actividad de la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K) a través de una

proteina cinasa dependiente de ARN (PKR). La activaciéon de PKR fosforila el substrato
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receptor de insulina-1 (IRS-1) inhibiendo su capacidad para reclutar y activar a PI3K que a
su vez afecta la activacion de PKB (Figura 3) [15].

Considerando estas reacciones y mecanismos en su conjunto, podria resumirse que
la acumulacién intracelular de ceramidas promueve la inactivacidon de PKB, un intermediario
clave que promueve la traslocacion del transportador Glut 4 para permitir la entrada de
glucosa a las células de los tejidos insulino dependientes. Este fendmeno conlleva en el largo
plazo a una afectacién en los mecanismos de sefalizacidn de la insulina que promueve un
incremento de su secrecién y una disminucion en la captacién de glucosa, rasgo

caracteristico de una disminucion en la Sl.
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Figura 3. Mecanismos que afectan la seifalizacion de la insulina y el metabolismo de la
glucosa en los tejidos insulino dependientes debido al incremento intracelular de
ceramidas. Ilustracién adaptada y modificada de Aburasayn et al [14]. Abreviaturas: PKB= Proteina
cinasa B; Ser 473= Serina 473; Treonina 34= Tre 34; PKC (= proteina cinasa C {; PP2A= proteina
fosfatasa 2A; PKR= proteina cinasa dependiente de ARN; JNK= c-Jun amino terminal cinasa; Rl=
receptor de insulina; PI3K= fosfatidil inositol 3-cinasa; PIP3= fosfatidil inositol 3 trifosfato; PDK1=

fosfoinositoide dependiente de cinasa.
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2.5 Lipidos de la dieta.

Las moléculas de naturaleza lipidica mas abundantes en los alimentos consumidos por los
seres humanos estan presentes en forma de triacilgliceroles; constituidos por una molécula
de glicerol y 3 acidos grasos con longitud y grado de insaturacidn variables. Si bien en los
alimentos existen numerosos tipos de acidos grasos (AG), con la intencidn de simplificar la
informacién, podriamos considerar que los mds importantes por su abundancia (mayor al
0.1% con respecto al total de AG) son aproximadamente 20 [16]. En el contexto de la
nutricion y la salud, los acidos grasos se agrupan en familias que hacen referencia a su tipo
y grado de insaturacidn. En cuadro 2 se muestran estas familias lipidicas con los AG mas
abundantes y/o representativos que las conforman. Si bien existen acidos grasos de cadena
impar, algunos de ellos relativamente abundantes en determinados alimentos, estos no son
considerados en el balance nutricional por no tener actividad bioldgica [16].

En los ultimos afos se ha demostrado que el tipo de grasa consumida en la dieta es
mas determinante para el desarrollo de una enfermedad cardiovascular (ECV) que la
cantidad de grasa ingerida. Existe evidencia sélida que la grasa saturada (GS) y la grasa trans
(GT) incrementan el riesgo cardiovascular (RCV). Por el contrario, la grasa monoinsaturada
(GMI), presente de manera abundante en el aceite de oliva, y la grasa poliinsaturada (GPI),
particularmente la de la familia omega-3, tienen un efecto protector contra el RCV.
Asimismo, se ha sugerido que la relacion Omega-6/0mega-3 resulta un factor protector de
RCV cuando se encuentra entre las proporciones 5:1 a 10:1 [17, 18].

Dado que el consumo balanceado de los lipidos de la dieta es favorable para la salud

de los individuos, se han sugerido niveles de adecuacién con base en la ingesta total de
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energia (ITE). En el caso de los adultos, la distribucidon porcentual de macronutrimentos de
una dieta equilibrada y saludable de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
es la siguiente: hidratos de carbono= 55-60%, lipidos 15-30% y proteinas= 15-20% de la ITE.
En el caso de las familias lipidicas se han sugerido niveles de adecuacién de ingesta para GS
menores al 10%, GPl entre el 6% y 10% (5 a 8% de Omega-6y 1 a 2% de Omega-3), GT menor
al 1% y GMI de aproximadamente el 10% (este componente lipidico se utiliza para ajustar
la adecuacion de los requerimientos de grasa total); todos estos porcentajes de adecuacién

son de acuerdo a la ITE [17].
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Cuadro 2. Familias lipidicas de los alimentos y sus acidos grasos mas abundantes y/o

representativos [16].

Formula Quimica

Familia Lipidica Nombre Trivial
Condensada

Acido Caprilico C8:0

Acido Caprico C10:0

Acido Laurico C12:0

Acido Miristico C14:0

Grasa Saturada (GS) Acido Palmitico C16:0

Acido Estedrico C18:0

Acido Araquidico C20:0

Acido Behénico C22:0

Acido Lignocérico C24:0

Acido Miristoleico C14:1

Acido Palmitoleico c16:1
Grasa Monoinsaturada (GMI) Acido Oleico C18:1n-9
Acido Nervénico C24:1n-9
Acido Elaidico* C18:1n-9t

Grasa Trans (GT) )
Acido Linolelaidico* C18:2n-6t
Grasa Poliinsaturada (GPI) )
Acido Linolénico* C18:3n-3
Acido Eicosapentaenoico C20:5n-3
Omega-3 i
Acido Docosahexaenoico C22:6n-3
Acido Linoleico* C18:2n-6
Omega-6 i

Acido Araquiddnico C20:4n-6

Nomenclatura de formula quimica condensada= C (numero de carbonos): (numero de dobles
enlaces en la estructura) (tipo de familia de acuerdo a la ubicacion del primer doble enlace con

respecto al grupo metilo). *Acidos grasos esenciales.
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La ingesta de lipidos en la dieta mexicana podria tener ciertas particularidades debido al
tipo y contenido de grasa de los productos comercializados en el mercado y las practicas de
elaboracién de los alimentos. Por ello es factible considerar que el perfil de consumo lipidico
de la poblacién mexicana podria ser diferente al de otras poblaciones del mundo. En el libro
“Grasas, dieta y salud” del doctor Salvador Villalpando y colaboradores, se reporta el perfil
detallado de AG de 261 alimentos mexicanos [16]. Estos alimentos se seleccionaron de
acuerdo con la informacidn dietaria recabada en la Encuesta Nacional de Nutricion de 1999
que fueron consumidos por mas del 5% de la poblacidn, ademas de que contribuyeron con
mas del 80% de la ingesta de grasa recomendada. Esta informacién ha sido de gran utilidad
para actualizar sistemas y bases de datos utilizados para realizar andlisis de los patrones
dietarios en México.

Con base en el libro antes mencionado y datos recabados en la Encuesta Nacional
de Nutricion y Salud (ENSANUT) 2006, Ramirez Silva y colaboradores reportaron en el 2011
un perfil de ingesta lipidica en poblacién mexicana por grupos de edad: escolares (5 — 11
anos), adolescentes (12 — 18 afios), adultos (19 — 59 afos) y adultos mayores (>60 afios). En
el grupo de los adultos (n=16,366) se estimd que el 66.3% de la poblacidon tenia una ingesta
adecuada de grasa total (15 a 30% ITE), 23% inadecuada por exceso y 10.7% inadecuado
por deficiencia. En el caso de la GS, el 57% de la poblacién la consume de manera adecuada
y 42.8% inadecuada por exceso. De manera interesante, este estudio también reveld que el
58.3% de los mexicanos comen menos GPI de la recomendada (<6%) y sélo el 39.1% de
manera adecuada. Practicamente la totalidad de la poblacién tiene una ingesta adecuada

de GT (96.4% < 1% ITE) pero una proporcion altisima ingiere menos acidos grasos de la
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familia Omega-6 y Omega-3 de lo recomendado (94.7% y 99.9%) respectivamente. La media
nacional de ingesta en la relacién Omega-6/0mega-3 fue de 16:1 y el 84.6% de la poblacion

estudiada no consume un balance adecuado de esta relacion (5:1 a 10:1) [17].

2.6 Determinacion de la ingesta lipidica.

La cuantificacidon de la ingesta lipidica y otros nutrimentos puede realizarse por métodos
documentales basados en el registro puntual de los alimentos que se consumen de manera
cotidiana. Existen diversos métodos publicados en la literatura cientifica para evaluar esta
ingesta; los mas precisos para realizar analisis de la dieta en el corto plazo son el diario de
registro de alimentos (DRA) y el recordatorio de 24 horas (R24) [19]. En el caso del DRA se
le entrega al paciente un formato impreso en donde asienta de forma detallada los
alimentos que consume a lo largo del dia (preferentemente 2 dias entre semana vy 1 dia del
fin de semana). En algunos estudios se provee al paciente de una bascula que le permite
registrar con precisién el peso de los alimentos que consume; no obstante, en algunas
ocasiones el procedimiento del pesaje es dificil de realizar. En otros estudios el paciente
estd confinado a un centro de investigacion u hospital en donde recibe sus alimentos de
una forma estandarizada. Cuando se desea hacer el andlisis de la ingesta en condiciones
habituales o en vida libre, una alternativa para estimar de manera mas precisa el tamafio
de las porciones y el modo en que se prepararon los alimentos que se consumen, consiste
en tomar fotografias junto a escalas o modelos que ayudan a complementar la informacién

registrada de manera escrita en el formato impreso.
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El recordatorio de 24 horas (R24) se realiza en un formato tipo entrevista, en donde
un nutricionista recopila la informacién de manera personal o via telefénica del paciente,
haciendo énfasis en el tipo, tamafio de la porcidn, modo de preparacion y hora de ingesta
de todos los alimentos consumidos durante las Ultimas 24 horas.

Otro método muy utilizado en estudios con poblaciones grandes y en los que se
desean identificar patrones dietarios es el cuestionario de frecuencia de alimentos (CFA).
De una lista de alimentos variados se le solicita al paciente que indique cudl de ellos
consume con mayor regularidad. Este método es el mas adecuado para estimar la ingesta
en el mediano y largo plazo (meses y afios, respectivamente). Los sesgos de memoria del
entrevistado y la no inclusién de alimentos que se consumen de manera particular en
ciertas regiones son las principales desventajas del CFA [19]. En el cuadro 3 se muestran las
principales caracteristicas y atributos de los métodos documentales mas utilizados para
realizar analisis de la dieta.

Una vez que se ha recopilado la informacion de la dieta, ésta puede ser procesada
mediante programas especializados en donde es posible calcular la ingesta de los diferentes
tipos de nutrimentos por dia. Una gran ventaja de estos programas computarizados es que
la informacién puede ser actualizada y complementarse con informacion de alimentos que
sélo se consumen en ciertas localidades o que tienen alguna particularidad en su

elaboracion.
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Cuadro 3. Comparacion de diversas caracteristicas de los principales instrumentos de

evaluacion dietaria. Tabla adaptada y modificada de Thompson F y Subar A [19].

Diario R24h CFA Historia Tamizaje
Ingesta Dietaria

Tipo de informacion que puede
recaudarse
Informacién detallada de los alimentos
consumidos. Q 0 0
Informacion general acerca del grupo
de alimentos consumidos.

Detalles especificos de la comida. 0

Alcance de la informacion recaudada

Dieta total. 0 0 0 0

Componentes especificos. 0

Periodo de tiempo evaluado

Corto plazo (dias). 0 0 0

Mediano y largo plazo (meses, afios). 0 0

Requerimientos cognitivos

Medicion o registro estimado de
alimentos y bebidas a medida que se 0
consumen.

Memoria de consumo reciente. 0

Capacidad de hacer juicios sobre la 0
dieta a largo plazo.

Adecuado para comparaciones
interculturales sin adaptacion del
instrumento

J (/ (/ (/
NO (V] (V]

Abreviaturas: R 24 h=recordatorio de 24 horas; CFA= cuestionario de frecuencia de alimentos.
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2.7 Biomarcadores de la ingesta lipidica.

La mayoria de los métodos documentales para evaluar la ingesta de lipidos han sido
validados contra diversos indicadores bioquimicos. Probablemente el indicador mas
utilizado para evaluar su ingesta es el perfil de dcidos grasos presente en la membrana
eritrocitaria y en los fosfolipidos del suero sanguineo. Numerosos estudios han demostrado
que la composicién de acidos grasos en los tejidos bioldgicos se modifica cuando la ingesta
de lipidos varia [20-22]. De esta manera, se sabe que el perfil lipidico en el plasma sanguineo
refleja preferentemente el consumo de grasa en el corto plazo [22] mientras que el perfil
de lipidos en las membranas de los eritrocitos se considera un mejor marcador de la ingesta
en el mediano plazo. Asimismo, el perfil eritrocitario se ha utilizado extensamente en
estudios de suplementacién, particularmente con los acidos eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA), para determinar el apego al tratamiento en intervenciones
terapéuticas con estos acidos grasos.

No obstante que los lipidos de la dieta se relacionan con los perfiles en suero y en
eritrocitos, los niveles de correlacién observados entre los métodos documentales y los
marcadores bioquimicos, son débiles o en el mejor de los casos, moderados, con
coeficientes (r) que se situan entre valores de 0.2 a 0.5. Dado que el metabolismo lipidico
es dindmico y complejo, resulta dificil encontrar mejores niveles de asociacion entre estos
métodos. El pool de acidos grasos en suero, ademas de estar relacionado con la ingesta
reciente de alimentos, es un reflejo del metabolismo hepdtico y la movilizacién del tejido

adiposo corporal (principal reservorio de AG). Aunado a ello, el organismo es capaz de
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sintetizar de novo, practicamente todos los AG que estdn presentes en el organismo; sélo
los acidos grasos trans y los acidos linoleico (AL) y linolénico (ALN) son esenciales.

Los acidos grasos saturados de cadena corta y media, estan presentes de manera
abundante en la dieta, pero también pueden ser biosintetizados a partir de acetil coenzima
A, intermediario del metabolismo de los hidratos de carbono: dietas altas en azUcares
simples se han asociado con niveles elevados de lipidos séricos. Por otra parte, los acidos
EPA y DHAy araquiddnico (ARA), son producto de la elongacidn y la desaturacion del ALN y
AL, respectivamente. Estos ultimos compiten por las mismas enzimas que los elongan
(ELOVL, por su nombre en inglés: elongation of very long chain fatty acids) y los desaturan
(FADS, por su nombre en inglés: fatty acid desaturase); es debido a esta competencia de
indole cuantitativa que se ha sugerido una relacién ideal de ingesta 10:1 de AL con respecto
al ALN. Los productos finales de estas reacciones de elongacién y desaturacién: EPA, DHAy
ARA, cumplen funciones tan relevantes en el organismo, que el estudio del metabolismo de
estos AG se ha profundizado de manera importante durante los ultimos anos. Un articulo
publicado recientemente por Yao Zhan y colaboradores, resena algunas variantes
polimdrficas de los genes que codifican para estas enzimas y que pueden afectar la
biosintesis de EPA, DHA y ARA [23].

La suplementacion de AG omega-3 en dosis farmacoldgicas (>2 g por dia) enriquece
de manera significativa las concentraciones de EPA y DHA en las membranas eritrocitarias
desde el primer mes de la suplementacién. Dado que el tiempo de vida media de los
eritrocitos es de 120 dias, la incorporacién de los acidos grasos en la membrana de esta

célula es comunmente utilizado como un marcador de apego al tratamiento en el mediano
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plazo [24 - 26] Se ha observado que desde el primer mes posterior a la suplementacidn hay
un incremento significativo en las concentraciones de estos AG en la membrana. Es
imprescindible tener en cuenta que la composicién de las membranas celulares estd
supeditada a la funcion que podria tener cada célula en el organismo.

Algunos autores han sugerido que el perfil de dcidos grasos en eritrocitos constituye
un buen reflejo de la composicidn lipidica en el musculo esquelético. No obstante,
recientemente se reportaron diferencias importantes en diversos acidos grasos de la familia
omega-3, omega-6 y omega-9 al comparar la membrana eritrocitaria y el tejido muscular
[27]. Por esta razén no es posible asumir que ambos perfiles son comparables en cuanto a
su composicion lipidica y a veces resulta necesario realizar el analisis directamente en el
tejido muscular si se desea estudiar algun efecto metabdlico a este nivel.

Como un resultado secundario y preliminar derivado de la presente investigacion,
en la cuadro 4 se muestra el perfil de familias lipidicas determinadas en musculo, eritrocitos
y suero de 28 sujetos metabdlicamente sanos; estos datos se calcularon a partir del perfil
de AG determinado por cromatografia de gases. De manera interesante, la composicion
lipidica de los tejidos es distinta en casi todas las familias estudiadas. Sélo la grasa saturada
y monoinsaturada, no fueron diferentes al comparar eritrocitos vs suero y musculo vs
eritrocitos, respectivamente. De manera particular es interesante la relacion Omega
6/0Omega 3 observada en los eritrocitos: es de casi la mitad con respecto a la relacidn

observada en musculo y de casi 2/3 de lo reportado en suero.

24 |Pdgina



Cuadro 4. Comparacion del perfil de familias lipidicas en musculo, eritrocitos y suero de

sujetos adultos metabédlicamente sanos (n=28).

Musculo Eritrocito Suero
Tipo de grasa Significancia
(%) (%) (%)
49.5 28.8 29.1
Saturada a,b
(37.1-54.9) (17.9-45.8) (27.3-29.9)
324 37.7 24.9
Monoinsaturada b, c
(25.0-42.0) (16.2 -50.3) (23.4-28.0)
18.6 30.7 44.8
Poliinsaturada a,b,c
(15.9-19.7) (27.4-36.7) (42.7 —48.2)
1.19 1.67 0.72
Trans a,b,c
(0.87 —1.35) (1.18 -2.04) (0.52-0.91)
Poliinsaturada 17.2 25.7 42.1
a,b,c
Q6 (14.6 —17.6) (23.0-31.2) (40.2 —44.8)
Poliinsaturada 1.35 4.31 2.56
a,b,c
Q3 (1.22-1.61) (4.11 -5.06) (2.37-2.89)
12.1 5.97 16.4
Relacion Q6/ Q3 a,b,c
(9.8-12.1) (5.59-6.17) (15.5-16.7)

Datos presentados como mediana (percentiles 25 -75); a = diferencia significativa entre musculo y

eritrocitos; b = diferencia significativa entre musculo y suero; c = diferencia significativa entre

eritrocitos y suero.
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2.8 Ceramidas vy lipidos de la dieta.

Hasta la fecha sdélo se ha publicado un trabajo relacionado explicitamente con el efecto de
la ingesta de lipidos sobre el perfil de ceramidas y otras familias lipidicas en seres humanos.
Kien et al suministré a 9 mujeres y 9 hombres entre 18 y 40 afios de edad con IMC entre 18
y 30 kg/m? una dieta alta en palmitato (DAP, C16:0= 16% Kcal del GET) y una dieta alta
oleato y baja en palmitato (DAO, C18:1=28.8% Kcal; C16:0=2.4% Kcal del GET) [28]. En el
caso particular de las ceramidas, se observé un incremento significativo en el tejido
muscular de los sujetos que recibieron la DAP. Este hallazgo fue similar al observado en un
modelo experimental con ratas alimentadas con una dieta elevada en grasa saturada, grasa
monoinsaturada y grasa poliinsaturada. De manera interesante se observd que los
diferentes tipos de lipidos suministrados en la dieta, modulan de manera distinta la
actividad de las enzimas que son clave en la biosintesis de esfingolipidos y de ceramidas.
Asimismo, se observd que una dieta alta en grasa saturada generd un incremento en el

contenido total de ceramidas musculares.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La evidencia del efecto que el tipo de lipidos ingeridos en la dieta podria tener sobre el perfil
de ceramidas en el ser humano es casi inexistente; no obstante que la informacién tedrica
disponible sobre las reacciones quimicas que participan en la biosintesis de las ceramidas,
sugiere que algunos acidos grasos desempefian un rol fundamental en ésta. La evidencia
aislada de una posible asociacion entre los diferentes lipidos de la dieta y las ceramidas, no
resultaria trascendente en si misma si no estuviera situada en el contexto de alguno de los
procesos salud-enfermedad.

Esta bien documentado el efecto adverso de las ceramidas sobre diversas
alteraciones metabdlicas. Algunos autores han demostrado que el incremento de estas
moléculas, particularmente en tejido muscular, disminuye la sensibilidad a la insulina. Sin
embargo, en la mayoria de estos trabajos no se han controlado algunos de los factores clave
relacionados con este trastorno metabdlico (adiposidad corporal, dislipidemias, inflamacién
y envejecimiento).

Consideramos que seria transcendente contribuir al proceso explicativo y poco
explorado que relaciona la ingesta lipidica y el perfil de ceramidas en seres humanos en el
contexto de sus habitos dietarios convencionales y libres. Asimismo, explorar la relacién
entre las ceramidas presentes en tejido circulante y muscular y la sensibilidad a la insulina
en un disefio experimental mds controlado en términos de la multiplicidad de variables

confusoras relacionadas con la sensibilidad a la insulina.
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4. JUSTIFICACION.

Se estima que la prevalencia de resistencia a la insulina en la poblacién mexicana
aparentemente sana puede ser hasta del 36% [29]. Diversos estudios han demostrado que
este trastorno metabdlico es un factor de riesgo para el desarrollo de Diabetes Mellitus Tipo
2 y Enfermedad Cardiovascular (OR=3.12, 95% 1C=1.36-7.14 y OR=2.52, 95% IC= 1.46-4.36,
respectivamente) [30]. Asimismo, esta documentado que una proporcidon importante de la
poblacién mexicana tiene una ingesta inadecuada de lipidos (42.8% ingesta excesiva de GS

y 58.3% ingesta inadecuada de GPI) [17].

Recientemente se ha observado que las ceramidas tienen un efecto adverso sobre la
sensibilidad a la insulina, particularmente en tejido muscular. No obstante, se desconoce el
efecto que podria tener la dieta sobre la sintesis de determinado perfil de ceramidas y la

magnitud de asociacién de éste con la sensibilidad a la insulina.

Si la dieta desempefia una funcién trascendente en el subtipo de ceramidas
presentes en el organismo, adecuaciones en la ingesta de lipidos podria tener un efecto
favorable sobre la sensibilidad a la insulina y la prevencidn de trastornos metabdlicos mas

graves.
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5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo General

Determinar la asociaciéon entre el tipo de lipidos ingeridos en la dieta y el perfil de ceramidas
plasmaticas y en tejido muscular y su relacion con la sensibilidad a la insulina en adultos

eutréficos aparentemente sanos.
5.2 Objetivos Especificos

- Realizar el montaje y la estandarizacién de un método para la determinacién de ceramidas
plasmaticas y musculares por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas (UPLC-MS/MS).

- Describir y cuantificar la ingesta de macronutrimentos (hidratos de carbono, azucares
simples, y proteinas) asi como el tipo de lipidos ingeridos en la dieta mediante un diario de
registro de alimentos de tres dias.

- Correlacionar las concentraciones de ceramidas plasmaticas y en tejido muscular versus
los macronutrimentos y tipo de lipidos ingeridos en la dieta.

- Determinar la relacion entre el subtipo de ceramidas plasmaticas y en tejido musculary la
sensibilidad a la insulina determinada por el Clamp HE.

- Correlacionar las concentraciones de ceramidas plasmaticas con otras variables

bioquimicas relacionadas con el metabolismo lipidico.
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6. HIPOTESIS

El tipo de lipidos ingeridos en la dieta correlacionard con el subtipo de ceramidas
plasmaticas y en tejido muscular, que a su vez mostraran una relacién inversa (r= -0.45) con
el grado de sensibilidad a la insulina determinada por el Clamp hiperinsulinémico-

euglicémico en adultos eutréficos aparentemente sanos.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1 Disefio de estudio.

Transversal analitico.

7.2 Poblacion de estudio.

Los participantes de este estudio fueron seleccionados y reclutados de una base datos de
estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo (n=200). Asimismo, se invité a

familiares directos de estos participantes que pudieran estar interesados en el estudio y

que cumplieran con los requisitos de inclusion.
7.2.1 Criterios de Inclusion: mujeres y hombres entre 21 y 50 aios de edad con un IMC

2
mayor a 18.5 y menor 25 kg/m aparentemente sanos, que residieran en la zona

metropolitana de la Ciudad de México.

7.2.2 Criterios de Exclusién: fueron excluidos aquellos sujetos que cursaran con intolerancia
a la glucosa en ayuno, sindrome metabdlico o diabetes, asi como el consumo de farmacos
hipolipemiantes (ej. estatinas o fibratos) o farmacos hipoglucemiantes (ej. sulfonilureas o
biguanidas). Asimismo, que hayan ingerido con al menos 1 mes anticipacién al desarrollo de

este estudio algun suplemento de acidos grasos.

7.2.3 Criterios de eliminacidn: aquellos sujetos que no asistieran a la segunda fase del
estudio o que no completaran de manera adecuada y correcta el diario de registro de

alimentos de 3 dias.
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7.3 Tamaino de muestra.

Se utilizé una férmula para correlaciones con un nivel de confianza del 95% y un poder
estadistico del 80%. Los valores para la estimacidn de la muestra se obtuvieron de acuerdo
al trabajo publicado por Amati [12] que reportd una correlacidn de 0.45 entre un factor que
agrupa diversas sub-especies de ceramidas y la sensibilidad a la insulina determinada por el

Clamp HE.

o

Zl—(% + Zl_/;
| 1+r
—In
2 1—r

n= +3

Sustituyendo:

1.96 +0.84

n= +3 =37.02
0.5In [1+ 0.45}

1-0.45

7.4 Protocolo de estudio.

El estudio se realizé en dos citas o fases consecutivas con un intervalo de separacién de dos
a tres semanas. En la primera cita se les explico a los pacientes el objetivo del estudio y se
solicito su participacion mediante una carta de consentimiento informado. Posteriormente
se realizé una valoracidn clinica integral del estado de salud y nutricion del paciente. Se
obtuvo una muestra por puncién venosa en ayuno para determinar los niveles plasmaticos
de glucosa, triglicéridos y HDL-colesterol. Los pacientes que fueron identificados con

intolerancia a la glucosa en ayuno (glucosa >100 mg/dl), diabetes (glucosa 2126 mg/dl),
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sindrome metabdlico (de acuerdo con los criterios del panel para adultos de la National
Cholesterol Education Program: obesidad abdominal >102 en hombres y >88 en mujeres;
glucosa> 100 mg/dl; triglicéridos >150 mg/dl; HDL-colesterol <50 mg/dl en mujeres y <40
mg/dl en hombres; y/o presién arterial 2130-85 mmHg) u otra enfermedad crénica fueron
excluidos de la segunda fase del estudio y se les brindd asesoria nutricional. Al final de la
primera cita se le entregd a cada participante un formato impreso de diario para el registro
de alimentos de 3 dias (2 dias entre semana y 1 dia del fin de semana) y se les explicd
detalladamente la manera correcta para registrar el tipo, la marca y la cantidad de
alimentos ingeridos durante este periodo.

Cita 2: los pacientes fueron citados a las 7:00 am en la Unidad de Investigacién
Médica en Nutricién (UIMN) del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI,
con 8 a 10 horas de ayuno. Se solicité la entrega del diario de registro de alimentos y se
determiné el peso y la composicidn corporal del paciente por bio-impedancia eléctrica con
un equipo Inbody 230 de Biospace Co., Corea. Posteriormente se procedid a la extraccion
de una biopsia de tejido muscular por puncidn percutanea del vasto lateral del cuadriceps
derecho guiada por ultrasonido. Para aminorar el dolor durante el desarrollo de este
procedimiento se aplicd anestesia local con lidocaina inyectable al 2% con una aguja de
insulina, posteriormente a la desinfeccidn tépica del drea a puncionar. Se obtuvo con una
aguja nueva, estéril y desechable una muestra de tejido por triplicado que fue congelada
inmediatamente y almacenada en un vial estéril a -70°C. Se colocd un apdsito hidrocoloide

en la zona de puncidn para mantener la herida aislada y facilitar su cicatrizacién.
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Finalmente se realiz6 un Clamp Hiperinsulinémico-Euglucémico de acuerdo al
método descrito por DeFronzo en 1979 [7]. Para administrar la infusion de glucosa e insulina
se colocd un catéter intravenoso ante cubital en uno de los brazos. En el brazo distal se
colocd otro catéter intravenoso en posicion retrégrada a la altura del dorso de la mano
contralateral y se mantuvo en un cojin de calentamiento eléctrico con el objetivo de
arterializar la sangre venosa. El catéter distal se utilizé para la toma de muestras sanguineas
(0.5 ml) para la determinacién de las concentraciones de glucosa plasmatica cada 5 minutos
durante 180 minutos, que es el tiempo estimado para la realizacién del Clamp HE. El
volumen total de sangre requerido para las determinaciones de glucosa en los tiempos
sefialados es de aproximadamente 20 ml. La infusion de insulina de accién rapida (Humulin
R, Laboratorios Lilly) se calculé de acuerdo con la superficie corporal de cada paciente (SC)
y se administré un bolo inicial (100 mU insulina/m?* SC*min) durante 10 minutos;
posteriormente la infusion de insulina se mantuvo a una tasa constante de 80 mU
insulina/m? SC*min (hiperinsulinemia). El flujo de la solucidon de glucosa al 20% se ajusté
paulatinamente con la finalidad de mantener niveles de glucosa de 90 + 5 mg/dl
(euglicemia). Entre los 150 y 180 minutos se espera alcanzar un periodo de estabilidad de
30 minutos (steady state) en donde ya no se observan variaciones en las concentraciones
de glucosa plasmatica a un flujo determinado de la solucién de glucosa. El valor M del Clamp
HE corresponde a este flujo expresado en mg de glucosa /Kg*min que la persona requiere
para mantener un valor de euglicemia constante (90 mg/dl) en un estado de
hiperinsulinemia (80 mU insulina). Una vez concluido el Clamp, el paciente se retird hasta

gue sus niveles postprandiales de glucosa permanecieron estables y en rango de
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normalidad. Se le entregd a cada paciente una tira con 3 comprimidos de Ketorolaco de 10
mg cada uno, con indicaciones de ingerir 1 comprimido cada 8 horas si se presentaba dolor

en la zona de puncién de la biopsia.
7.5 Determinacion de la ingesta lipidica.

La informacién detallada sobre la hora y ocasidon de ingesta, el tipo, tamafio de la porcidn,
forma de preparacion y/o marca de los alimentos que cada paciente recopilé en el diario de
registro de alimentos de tres dias fue capturada y procesada en el software “The Food
Processor” ESHA Research Version 10.11.0 (actualizado con los datos publicados por
Villalpando et al [16]). Del andlisis de la dieta se obtuvo el promedio correspondiente de la
ingesta total de energia (kcal/dia), los macronutrientes (g/dia) y las familias lipidicas
(g/dias). El nivel de adecuacidn de la ingesta total de energia se realizé con respecto al gasto
energético total (GET) que se calculé con base en las ecuaciones actualizadas de la
FAO/OMS/ONU considerando la edad, el sexo, el peso y la actividad fisica de cada
participante [31]. El porcentaje de adecuacién de los macronutrientes se estimé de acuerdo
con las recomendaciones de la OMS con respecto a la ingesta total de energia (ITE): hidratos
de carbono 55%, lipidos 30%, proteinas 15% y azucares simples<10%. Para los niveles de
adecuacién de las familias lipidicas se utilizaron los criterios utilizados previamente por
Ramirez-Silva et al: grasa saturada y monoinsaturada <10%, grasa poliinsaturada entre el
6%y 10% (5 a 8% de Omega-6 y 1 a 2% de Omega-3) y grasa trans <1%; en todos los casos

con respecto a la ITE [17].
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Finalmente se calculd la proporcidén de sujetos de acuerdo con el porcentaje de
adecuacioén de los requerimientos ideales de energia, macronutrientes y tipo de lipidos:

<90% inadecuado por deficiencia, 90-110% adecuado, >110% inadecuado por exceso.
7.6 Determinaciones bioquimicas.

7.6.1 Purificacion y extraccion de ceramidas plasmaticas.

Se realizé una adaptacién y modificacidon del método descrito originalmente por Kasumov
et al [32], utilizado por nuestro grupo de investigacién en un trabajo previo publicado
recientemente [33]. Todos los disolventes utilizados en esta técnica fueron grado
cromatografico. Para el andlisis de ceramidas de baja concentracién (C14:0, C18:1y C18:0)
se utilizaron 200 ul de plasma y para las ceramidas de concentraciéon mas elevada (C16:0,
C20:0, C24:1y C24:0) se utilizaron 40 pl de muestra. En un tubo de plastico de 7 ml se agregd
la alicuota de plasma correspondiente y 1.4 ml de metanol. Las proteinas precipitadas
fueron separadas con una centrifuga a 3500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
decantd en un tubo nuevo y se agregaron 1.2 ml de cloroformo. La mezcla se agité en vortex
durante un minuto y posteriormente se afiadio 1 ml de agua; se agitd en vértex nuevamente
durante un minuto mas. La muestra se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos y se
observé la formacion de dos fases. La fase acuosa (capa superior) se descartd y la fase
orgdnica (parte inferior) se evaporé con nitrégeno de ultra alta pureza (NUAP) a 40 ° C. El
extracto seco se reconstituyé con 500 pl de diclorometano y se pasd a través de una
columna de extraccién de fase sélida Strata SI-1 Silica (55 pm, 70 A, 200 mg / 3 ml;
Phenomenex, California, EUA) previamente lavada con 500 pl de diclorometano. Las

ceramidas se eluyeron con 3 lavados de 500 pl de solucién de diclorometano / isopropanol
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(70%:30%, v/v). El solvente fue evaporado con NUAP a 40°C. El extracto seco fue
reconstituido con 200 pl de etanol y almacenado a -70 ° C. En la figura 4 se muestra un
diagrama que resume los procedimientos realizados para la extraccion y purificacién de las

ceramidas plasmaticas.

Centrifugar a 3500 Sobrenadante
0.2 ml de plasma Precipitacion - RPM /10 min N +
ld * | "1 de proteinas - - 1.2 ml de
1.4 ml de metano cloroformo
v
Fase acuosa (desecho) Centrifugar a ?SEIEI Aglt.al:lon en vortex
RPM /10 min 1min+1mldeH,0
€« < .
+agitacion en
Fase orgdnica (inferior) vortex

- 3 Lavados de 500 uL de
Evaporacion con N Extracto seco + N

NUAP a 40°C “1 0.5 ml diclorometano - dll:l.c»rometano (70%) con
isopropanol (30%)

Evaporacion con NUAP
a 40°C; reconstituir
extracto seco con 0.2
ml de etanol

Figura 4. Procedimiento de extraccidn y purificacion de ceramidas plasmaticas.

7.6.2 Purificacion y extraccion de ceramidas en tejido muscular.
Se tomd una alicuota de tejido muscular (aproximadamente 15 mg) y se colocdé en un tubo
de plastico nuevo. Mientras el tejido estuvo congelado se macerd con un punzén metalico

hasta fragmentarlo y se agregaron 1.4 ml de metanol. Se tapd el tubo con un tapén de vidrio
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esmerilado y se agité vigorosamente en Vortex durante 5 minutos; posteriormente se
agregaron 1.2 ml de cloroformo y se agité nuevamente en Vortex 5 minutos mas. Los tubos
se colocaron en un bafio ultrasénico y fueron sonicados durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Al finalizar el periodo de sonicacion se agregd 1 ml de agua y se agité por tercera
vez en Vortex durante 5 minutos. Los tubos fueron centrifugados a 3500 rpm durante 10
minutos y se descartd la fase superior (fase acuosa) observada en el tubo. La fase organica
fue evaporada con NUAP a 40 °Cy se repitid el mismo procedimiento de extraccion en fase
sélida descrito en el apartado anterior. El extracto seco fue reconstituido con 200 ul de
etanol y almacenado a -70 ° C. En la figura 5 se muestra el resumen de los procedimientos

realizados para la extraccién y purificacidon de las ceramidas en el tejido muscular.

~ 15 mg de tejido
macerado
+
1.4 ml de metanol

Fase acuosa

%.

Fase orgdnica

Evaporacion con

Agitacion
vigorosa 5 mins.

Centrifugar a 3500
RPM /10 min

C

Mezcla
+
1.2 ml de
cloroformo

Extracto seco +

NUAP a 40°C

0.5 ml diclorometano

Agitacion
vigorosa 5 mins.

Agitacion
vigorosa 5 mins.

Sonicacion 30 mins.

3 Lavados de 500 uL de
> diclorometano (70%) con

isopropanol (30%)

Evaporacion con NUAP
a 40°C; reconstituir
extracto seco con 0.2
ml de etanol

Figura 5. Procedimiento de extraccidn y purificacion de ceramidas plasmaticas.
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7.6.3 Analisis cromatografico de ceramidas.

El perfil de ceramidas plasmaticas y en tejido muscular se analizaron por cromatografia de
liguidos de ultra alta resolucion (UPLC) acoplada a espectrometria de masas (MS) en un
equipo Waters Xevo TQD Acquity UPLC H-Class (Waters; Milford, EE. UU.) Se utilizé una
columna cromatografica de 50 x 21 mm modelo Kinetex® 2.6 pm C8 100 A (Phenomenex;
California, EUA). La temperatura de la columna fue de 50 °Cy el flujo de la fase movil de 0,4
ml/min. La fase acuosa (A) se prepard con agua ultra pura y 4cido férmico al 0.2%; la fase
organica (B) fue una mezcla acetonitrilo/ isopropanol (60%:40%, v/v) al 0.2% de acido
formico. El método cromatografico se inicié con un gradiente de 40% de fase moévil Ay 60%
de fase movil B que se mantuvo constante durante 0,2 minutos. La proporcidn de Fase B se
incrementd gradualmente hasta llegar a 100% en un tiempo de 13.8 minutos y se mantuvo
constante durante 5 minutos para posteriormente regresar a las condiciones iniciales. El
tiempo total de ejecucién de la corrida fue de 18 minutos.

El acoplamiento entre el sistema cromatografico de liquidos y el espectro de masas
se realizé mediante interfase de ionizacién de electro spray (ESI, por su nombre en inglés:
Electro Spray lonization) a una temperatura de desolvatacién de 350°C con Nitrégeno de
ultra alta pureza a un flujo 650 I/hr. El voltaje del capilar fue 3.9 kV y el voltaje del cono de
40V.

La deteccidn de las ceramidas se realizd simultdneamente en el modo MRM (por su
nombre en inglés: Multiple Reaction Monitoring) a una energia de colision promedio, de 26
volts. En el cuadro 5 se muestran las transiciones de los iones “padre” y los iones “hijo” de

las ceramidas analizadas.
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Cuadro 5. lones de transicion de las ceramidas estudiadas.

Ceramida lon “padre” lon “hijo”
Cer C14:0 511 264
Cer C16:0 539 264
Cer C18:1 564.5 264
Cer C18:0 566.5 264
Cer C20:0 594.5 264
Cer C24:1 648 264
Cer C24:0 650.5 264

7.6.4 Otras determinaciones bioquimicas.
Las concentraciones de glucosa, triacilgliceroles, colesterol total y colesterol HDL se
realizaron con estuches comerciales en equipo Spin 120 (Spinreact, Girona Espafia). Se

obtuvieron coeficientes de variacion menores al 7.5% para las determinaciones realizadas.
7.7 Determinacién de la actividad fisica.

En el diario impreso para el registro de alimentos que se le entregd a cada paciente, se
anexo un apartado para el reporte de la actividad fisica. Se les solicité a los participantes
gue registraran las horas de actividad fisica o ejercicio programado realizado durante esa
semana. La clasificacion de los niveles de actividad fisica se hizo de acuerdo con los criterios
de la OMS [31]. La categoria de “sedentarismo” corresponde con la no-realizacidn de

ejercicio o actividad de manera programada. En la categoria de “liviana” se consideran 3
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horas semanales, en la “moderada” 6 horas por semana y en la categoria “intensa” de4 a5

horas por dia.
7.8 Andlisis estadistico.

El tipo de distribucidn de los datos se determind mediante el estadistico Shapiro-Wilk. Los
datos con distribucidn normal se reportaron como media * desviacidn estandar. Los datos
con distribucion libre se expresaron como mediana (percentil 25 — 75). Los resultados de la
ingesta lipidica se reportaron con estadistica descriptiva (proporciones y medidas de
tendencia central con sus respectivas medidas de dispersion). La asociacién entre los
macronutrientes y el tipo de lipidos ingeridos en la dieta y las concentraciones de ceramidas
plasmaticas y en tejido muscular ser realizé mediante un andlisis de correlacion de Pearson
o Spearman, segun la distribucion de los datos. Para determinar la relacién entre las
concentraciones de diversas ceramidas y la sensibilidad a la insulina se realizé un analisis de
regresion lineal multiple ajustando por covariables. Se corroboré que las variables
sometidas al analisis de regresién lineal cumplieran con el supuesto de normalidad.
Finalmente se realizd andlisis de correlaciéon entre las concentraciones de ceramidas
plasmaticas y otras variables bioquimicos. Se considerd un valor de P menor a 0.05 para
determinar significancia estadistica.

7.9 Aspectos éticos.

Los procedimientos detallados en la presente investigacion se apegaron a las normas éticas,
al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud [34] y a
la Declaracion de Helsinki para la investigacion en seres humanos (revision de Fortaleza,

Brasil 2013) [35]. El protocolo de estudio fue aprobado por la Comision Nacional de
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Investigacion Cientifica del IMSS con numero de registro R-2015-785-043. De acuerdo al
reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon para la Salud, este
trabajo es considerado como una investigacién con riesgo mayor al minimo por requerir de
la obtenciéon de una biopsia de musculo (vasto lateral) y la realizacién de un Clamp
hiperinsulinémico-euglicémico que requiere la colocacion de dos catéteres (uno en cada
brazo). El volumen de sangre requerido para el Clamp HE es de aproximadamente 60 ml. En
el caso de la biopsia, los resultados publicados hasta el momento no son concluyentes en
relacidn a si lo eritrocitos pudieran ser utilizados como un bio-marcador alterno. Por esta
razén resulta necesario analizar el perfil de ceramidas directamente en el tejido muscular si
se desean obtener resultados concluyentes y Utiles para la poblacién.

Para la realizacion del estudio se explicé detalladamente el objetivo de éste, y se
solicité por parte del responsable de la Investigacion, la autorizacidon por medio de una carta
de consentimiento informado. Los datos recabados se trataron con absoluta
confidencialidad. Para este efecto las muestras fueron identificadas con un cddigo
consecutivo que no hizo ninguna alusién al nombre o identidad del participante; los
expedientes y bases datos fueron resguardadas por el responsable del Proyecto. Los
resultados de los analisis individuales generados durante el desarrollo del proyecto seran
informados y entregados a cada uno de los pacientes. Se les explicd con claridad los
hallazgos y los aspectos relevantes relacionados a la dieta y a su estado nutricio. Se brindd

asesoria nutricional a los pacientes que lo requirieron.
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8. RESULTADOS.

Se reclutaron 34 sujetos, de los 37 requeridos de acuerdo con el tamafio de muestra
calculado preliminarmente (92%). De estos 34 sujetos, 21 fueron mujeres (60%) y 14
hombres (40%). Sélo fue posible extraer biopsia de tejido muscular en 21 sujetos. En el
cuadro 6 se muestran las principales caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los
participantes. Con una mediana de edad de 28 afios, los datos muestran que los sujetos de
estudio fueron clinicamente sanos, con pardmetros antropométricos y bioquimicos dentro
de valores normales y compatibles con un adecuado estado de salud metabdlica. El valor
M derivado del Clamp HE reporté una media de 9.3 mg/kg - min. Todos los participantes
tuvieron una sensibilidad a la insulina adecuada de acuerdo con el punto de corte sugerido
por Tam et al (> 6.5 mg/ kg -min) [36].

Cuadro 6. Caracteristicas antropométricas y bioquimicas de la poblacién de estudio.

Edad (afios) 28 25-32
Peso (kg) 64.3 +9.3
IMC (kg/m?) 23.9 +1.9
Circunferencia cintura (cm) 80.4 +6.4
% grasa corporal 28.7 +6.6
Presién diastdlica (mmHg) 70 60 - 80
Presidn sistdlica (mmHg) 100 97.5-110
Valor M Clamp HE (mg/ kg - min) 9.3 +2.2
Glucosa (mg/dl) 85.8 +6.3
Triacilgliceroles (mg/dl) 107 +51.9
VLDL (mg/dl) 22.1 9.6
HDL-C (mg/dl) 43.6 +10.4
Colesterol (mg/dl) 158.8 +29.3

Datos presentados como media + desviacidon estandar o mediana (percentil 25 — 75).
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En la figura 6 se muestra la distribucién de sujetos estratificados por nivel de actividad fisica
de acuerdo con los criterios de la OMS. La mayor proporcion de sujetos reportd no realizar
actividad fisica (sedentarismo). Un porcentaje importante reportd realizar actividad
moderada (6 horas a la semana), seguido de aquellos sujetos con actividad fisica liviana.

Solamente un sujeto de estudio reporto realizar actividad fisica intensa.

3%

34% 46%

[0 Sedentario O Liviana B Moderada Bl Intensa

Figura 6. Proporcidon de sujetos estratificados por nivel de actividad fisica.

En el cuadro 7 se muestran los resultados de la ingesta de macronutrimentos y tipo
de lipidos de la poblacién estudiada. Estos valores corresponden al promedio de ingesta de
3 dias procesados y calculados a partir de la informacién asentada por los participantes en

el diario de registro de alimentos. Debido a que en la mayoria de las categorias analizadas
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los datos reportaron una distribucién libre, se muestran estos valores como mediana
(percentil 25 — percentil 75).

Cuadro 7. Ingesta de macronutrientes y tipo de lipidos de la dieta de la poblacién

estudiada.

Ingesta total de energia (kcal/dia) 2427.5 1955.8 - 2894.3
Hidratos de carbono (g/dia) 254.5 206.4 - 352.7
Azucares simples (g/dia) 135.1 100.7 - 208.2
Proteinas (g/dia) 105.7 77.1-127.8
Lipidos (g/dia) 76.6 66.8 - 105.2
Grasa saturada (g/dia) 24.1 21.1-32.4
Grasa monoinsaturada (g/dia) 25 18.4-33.8
Grasa poliinsaturada (g/dia) 12.3 10.1-18.4
Grasa trans (g/dia) 0.7 0.44-1.14
Omega-3 (g/dia) 1.33 0.88-2.16
Omega-6 (g/dia) 13.1 8.9-22.3
Relacion Q6 / Q3 11.04 7.7-14.5

Datos presentados como mediana (percentil 25 — 75).

Los resultados de la ingesta de los diferentes nutrimentos expresados en g/dia no
muestran la variedad en el perfil dietario (en tipo y en cantidad) de los sujetos participantes
en el estudio. Para poder realizar esta valoracion, en las figuras 7 y 8 se presenta la
proporcién de sujetos de acuerdo con el nivel de adecuacion de ingesta total de energia
(ITE), los diferentes macronutrimentos y el tipo de lipidos ingerido en la dieta. La
estratificacion de la adecuacion se realizé de acuerdo con los criterios de la OMS como se

detallé previamente en la metodologia de este trabajo.
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Figura 7. Proporcidon de sujetos estratificados por nivel de adecuaciéon de ingesta de
energia y macro nutrimentos. Abreviaturas: ITE= ingesta total de energia; HC= hidratos de

carbono; Az Simples= azlcares simples; Prot= proteina; Lip=lipidos.

De acuerdo con la figura 7, el 60% de los sujetos reportaron una ingesta inadecuada
por exceso de energia y solo el 14.3% una ingesta adecuada. Resulta interesante que, en el
caso de los hidratos de carbono, el 45.7% de los participantes ingiri6 una cantidad menor
de lo recomendado (55%). No obstante, resulta indispensable considerar en este balance,
gue una proporcién mayoritaria de sujetos ingirid mas energia de lo sugerido. También es
notable la proporcidon de personas (94.3%) que ingieren mds azUcares simples de lo
recomendado para una dieta adecuada y balanceada. Asimismo, se muestra el perfil de

ingesta de proteinas y lipidos totales. De éstos ultimos, el 40% de los sujetos los ingirid de
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manera adecuada, 37.1% en mayor cantidad a lo recomendado y 22.9% en menor
proporcién a lo sugerido.

El analisis detallado de la ingesta lipidica observado en nuestro estudio (figura 8) es
concordante con la informacién publicada por Ramirez-Silva [17], el Unico reporte previo
sobre ingesta lipidica en México con representatividad nacional. Nuestro anadlisis determiné
que el 45.7% y el 42.9% de nuestros sujetos, tuvieron una ingesta inadecuada por exceso
de grasa saturada y grasa monoinsaturada, respectivamente. Por el contrario, una
proporciéon muy importante de ellos tuvieron una ingesta deficiente de grasa poliinsaturada
(71.4%) y 4cidos grasos omega-3 (82.9%). De manera notable, la ingesta de grasas trans es
adecuada en casi toda nuestra poblacion (94.3%). Finalmente, la relacion omega-6/omega-
3 fue inadecuada por exceso en mas de la mitad de la poblacién (51.4%), no obstante que
la mediana de esta relacion se situd en valores normales (11.04; cuadro 7). Sélo el 37.1% de
nuestros sujetos tuvieron un balance adecuado en la ingesta de estas familias lipidicas.
Debe considerarse que una relacion mas alta en este balance sugiere una ingesta mayor de
grasas omega-6 y/o una ingesta menor de omega-3. Sin embargo, el perfil alimentario
observado en nuestra poblacion sugeriria sobre todo una ingesta disminuida de acidos
grasos omega-3. El porcentaje de sujetos con ingesta deficiente de omega-3 es de casi el
doble con respecto a la ingesta de omega-6 (82.9% vs 42.9). Un aspecto muy relevante si
consideramos el efecto protector para multiples enfermedades que diversos trabajos han

atribuido a estos acidos grasos.
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Figura 8. Proporcidon de sujetos estratificados por nivel de adecuaciéon de ingesta de

familias lipidicas.

En la figura 9 se muestra el promedio de las concentraciones plasmaticas (A) y en
tejido muscular (B) de las ceramidas estudiadas. En el trabajo previo publicado por nuestro
grupo de investigacion [32] nos habiamos percatado de la presencia de ceramidas de baja
y de alta concentracién. Para hacer mas demostrativa la descripcién de nuestros resultados
consideramos conveniente segmentarlas de esta manera. En el caso de las ceramidas en
tejido muscular se presentan los promedios de la submuestra en la que fue posible realizar
la biopsia de tejido (21 sujetos). Dado que contdbamos con el peso del tejido muscular
obtenido, nos fue posible reportar los resultados en ng/miligramo de tejido muscular. Las
subespecies plasmaticas de baja concentracién fueron las ceramidas C14:0, C18:1 y C18:0
con niveles promedio menores a 50 ng/ml. De concentraciones intermedias las ceramidas

C16:0 y C20:0 y de alta concentracion (>1000 ng/ml) las ceramidas C24:1 y C24:0. En el
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tejido muscular las ceramidas baja concentracién fueron las ceramidas C14:0, C18:1, C16:0
y C20:0 con valores que oscilaron entre los 0.5 y 9 ng/mg de tejido. Las ceramidas C18:0,

C24:1 y C24:0 con valores superiores a 15 ng/mg de tejido.
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Figura 9. Concentraciones de ceramidas plasmaticas (A) y en tejido muscular (B) de bajay

alta concentracidn. Datos presentados como promedio * desviacion estandar.
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En el cuadro 8 se muestran los resultados del andlisis bivariado entre los niveles de
ceramidas plasmaticas y los macronutrimentos analizados. Se observaron asociaciones
significativas o con tendencia estadistica entre los hidratos de carbono y las ceramidas
C16:0, C18:0 y C20:0. En el caso de los azucares simples hubo significancia con las Ultimas
dos ceramidas. Asimismo, se obtuvieron correlaciones inversas entre la ingesta de omega-
3 y las ceramidas C14:0, C18:1 y C18:0. Con la relacion omega-6/omega-3 hubo una
asociacion directa entre las ceramidas recién mencionadas, ademas de las ceramidas C16:0
y C20:0. Se observd una correlacién inversa entre la ingesta de proteinas y la ceramida
C18:1.

Cuadro 8. Correlacién entre macronutrientes y tipo de lipidos ingeridos en la dieta versus

concentraciones de ceramidas plasmaticas (ng/ml).

Cer C14:0 Cer C16:0 Cer C18:1 Cer C18:0 Cer C20:0 Cer C24:1 Cer C24:0

HC(g/dia)  0.015 03197 -0.232 0315  0.355*  0.263 0.213
AzS(g/dia) -0.093  0.252 0.147  0.382*  0.439*  0.300 0.220
Prot (g/dia) 0.302  -0.062 -0.465" -0.047 -0.135  0.053 0.209

Lip (g/dia)  -0.164  0.054  -0.291  0.069 0.168 0.042  -0.012

GS(g/dia)  -0.093  0.109  -0.271  0.098 0.279 0.060 0.005
GMI (g/dia) -0.113  0.098  -0.197  0.112 0.224  0.102 0.014
GPI (g/dia) -0.087  -0.036 -0.353  -0.001  -0.039  -0.131  -0.019

GT (g/dia)  0.055 0.102 0.0 0.247 0.196 0.241 0.101

Q6 (g/dia)  -0.035  0.065 0.015 0.113 0.118 0.059 0.067

03 (g/dia) -0.37°  -0.244  -0.456 -0.312° -0.281  -0.246  -0.107

Rel. 06/Q3  0.377° 0.348° 0.4417 0.432* 0.380* 0.222 0.144

Analisis de correlacién de Spearman (rs). ” Tendencia estadistica: < 0.1 P > 0.05; * significancia estadistica:
p<0.05. Abreviaturas: HC= hidratos de carbono; Az S: azlcares simples; Prot= proteina; Lip= lipidos; GS=grasa
saturada; GMI=grasa monoinsaturada; GPI= grasa poliinsaturada; GT= grasa trans; Q6 =omega-6; 23=0mega-

3.
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En el cuadro 9 se muestra un resumen del analisis de regresidon lineal multiple
realizado entre las ceramidas plasmaticas que reportaron una correlacion significativa y
simultanea con la ingesta de AG omega-3 o la relacién omega-6/omega-3 y la ingesta de
hidratos de carbono o azucares simples. Las variables que no mostraron una distribucién
normal (ceramida C18:0, azucares simples y relacion omega-6/omega-3) fueron
transformadas a escala logaritmica. Las tres variables transformadas se distribuyeron
normalmente.

Se realizaron tres analisis por separado para las ceramidas C16:0, C18:0 y C20:0
(variable dependiente) y cuatro modelos explicativos con la siguiente combinacién de
variables independientes: Modelo 1: ingesta de hidratos de carbono y AG omega-3; Modelo
2:ingesta de azucares simples y AG omega-3; Modelo 3: ingesta de carbohidratos y relacion
omega-6/omega-3 y Modelo 4: ingesta de azucares simples y relacién omega-6/omega-3.

De manera interesante, los coeficientes de determinacion mas elevados se
observaron en los modelos 4 y 3, de modo consistente con las tres ceramidas analizadas. La
relacion omega-6/omega-3 mantuvo un efecto significativo sobre los niveles de ceramidas
plasmaticas después de ajustar por la ingesta de hidratos de carbono o azucares simples. En
el caso de la ingesta de AG omega-3, ni los coeficientes de determinacion ni los coeficientes
beta observados (Beta 2), fueron estadisticamente significativos después de ajustar por la
ingesta hidratos de carbono o azlcares simples. No obstante, estos ultimos (modelo 2),
mostraron un efecto significativo sobre las ceramidas analizadas.

Probablemente, la elevada proporcién de sujetos con ingesta insuficiente de AG

omega-3 (82.9%) haya contribuido a que el efecto mostrado en el analisis bivariado (cuadro
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8), no conservara un efecto significativo sobre las concentraciones de ceramidas plasmaticas
después de los ajustes que se muestran en el modelo 1.

Cuadro 9. Modelos de regresion lineal multiple para distintas ceramidas e ingesta de
acidos grasos omega-3 o relacidon Q-6/Q-3 ajustando por ingesta de hidratos de carbono o

azucares simpes.

Variable dependiente= ceramida C16:0

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
(HCy Q3) (Log ASy Q3) (HCy Log (log AS/
06/Q3) Log 06/Q3)
R? 0.084 0.109 0.186 0.214
Sig. 0.281 0.188 0.055 0.031
Betal 0.094 47.1% 0.084 42.2*
Beta 2 -2.52 -2.7 49.45* 51.3*%
Variable dependiente= logaritmo ceramida C18:0
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
(HCy Q3) (Log ASy Q3) (HCy Log (log AS/
Q6/Q3) Log 06/Q3)
R? 0.084 0.205 0.224 0.345
Sig. 0.294 0.040 0.029 0.003
Betal 0.001 0.413* 0 0.393*
Beta 2 -0.023 -0.025 0.386* 0.394*
Variable dependiente= ceramida C20:0
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
(HCy Q3) (Log AS y Q3) (HCy Log (log AS/
06/Q3) Log 06/Q3)
R? 0.117 0.23 0.241 0.358
Sig. 0.155 0.016 0.016 0.001
Betal 0.27 125.4* 0.187 102.9*
Beta 2 -6.4 -6.88 100.4* 121.4*

Abreviaturas: HC=hidratos de carbono, Q3= omega-3, AS= azlcares simples, Q6/Q3= relacion omega-
6/omega-3, log= logaritmo base 10. En todos los modelos Beta 1= hidratos de carbono o azlcares simples. En
todos los modelos Beta 2= omega-3 o relacién omega-6/omega-3. * P<0.05, * Tendencia estadistica: < 0.1 P >
0.05.
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En el cuadro 9 se muestran los resultados entre los macronutrimentos analizados y
las concentraciones de las ceramidas en tejido muscular. La ceramida C18:0 mostrd
correlaciones inversas con la ingesta de lipidos totales y las grasas saturada, monoinsaturada
y poliinsaturada. Asimismo, se observaron correlaciones inversas entre la ingesta de
proteinas y las ceramidas C18:1, C20:0 y C24:1. Los hidratos de carbono, correlacionaron
también inversamente con la ceramida C14:0 y la C18:0. Finalmente, la ceramida C24:1
correlacioné inversamente con la grasa monoinsaturada.

Cuadro 10. Correlacion entre macronutrientes y tipo de lipidos ingeridos en la dieta versus

concentraciones de ceramidas en tejido muscular (ng/ mg de tejido).

Cer C14:0 Cer C16:0 Cer C18:1 Cer C18:0 Cer C20:0 Cer C24:1 Cer C24:0

HC(g/dia) -0.379° -0.105 -0.276 -0.369° -0.071  -0.247  -0.197
AzTo(g/dia) -0.170 0096  -0.081  -0.286  -0.057  -0.286  -0.233
Prot (g/dia) -0.214  -0.248  -0.484* -0.051 -0.438* -0.380"  -0.139
Lip (g/dia)  -0.107 -0.034  -0.039 -0.515* 0.162  -0.334  0.005
GS(g/dia)  -0.119  -0.084  -0.099 -0.418"  0.240  -0.334  0.040
GMI (g/dia)  0.032 -.031 0.056 -0.371° 0.096 -0.376~  -0.131
GPl (g/dia) -0.318  -0.073  -0.016 -0.440* -0.105  -0.246  -0.080
GT(g/dia)  -0.302  0.117  -0.238 -0.176  0.030  0.021  -0.288

Q6 (g/dia) -0.153 -0.016 0.113 -0.274 0.034 -0.179 -0.072

Q3 (g/dia) -0.053 -0.008 0.067 -0.313 .002 0.296 -0.047
Relacion
06/03 .023 0.102 0.208 0.040 0.162 0.003 -0.117

Analisis de correlacién de Spearman (rs). ” Tendencia estadistica: < 0.1 P > 0.05; * significancia estadistica:
p<0.05. Abreviaturas: HC= hidratos de carbono; Az S: azUcares simples; Prot= proteina; Lip= lipidos; GS= grasa
saturada; GMlI=grasa monoinsaturada; GPI= grasa poliinsaturada; GT= grasa trans; Q6= omega-6;
Q3= 0Omega- 3.

De manera preliminar se realizd un anadlisis bivariado entre las ceramidas
plasmaticas y en tejido muscular contra el valor M del Clamp HE, con la finalidad de
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identificar las ceramidas que pudieran tener un efecto potencial sobre la sensibilidad a la
insulina para después ajustar por covariables en el andlisis de regresion lineal. Las ceramidas
plasmadticas C18:0 y C20:0 y las ceramidas de tejido muscular C18:1 y C20:0, mostraron una
asociacién inversa y significativa con la sensibilidad a la insulina. Sélo la ceramida muscular
C18:0 tuvo una correlacion positiva contra el valor M del Clamp (Tabla 10).

Cuadro 11. Asociacion entre la sensibilidad a la insulina y las concentraciones de

ceramidas plasmaticas y en tejido muscular.

Ceramidas plasmaticas (ng/ml)

Cer C14:0 CerC16:0 Cer(C18:1 CerC18:0 Cer C20:0 Cer(C24:1 CerC24:0

Valor M (mg/kg ‘'min)  0.049 -0.230 -0.327 -0.424* -0.410* -0.311 -0.184

Ceramidas en tejido muscular (ng/mg tejido)

Cer C14:0 CerC16:0 Cer(C18:1 CerC18:0 Cer C20:0 Cer(C24:1 CerC24:0

Valor M (mg/kg ‘min) -0.011 -0.138 -0.474* 0.416° -0.487* 0.384 0.155

Analisis de correlacién de Spearman (rs). ~ tendencia estadistica: < 0.1 P > 0.05; * significancia estadistica:

p<0.05

En los cuadros 11 y 12 se muestran los resultados mas relevantes que obtuvimos
después de ensayar varios modelos de regresién lineal considerando como variable
dependiente el valor M del Clamp HE (mg/kg - min). En un inicio se habia considerado el
indice de masa corporal y la edad como variables de ajuste importante. Dado el pequefio
rango de variacién observado en ambas variables (desviacién estandar IMC= + 1.9 y edad
[P25-P75]= 25 — 32 afios), consideramos conveniente ajustar solamente por actividad fisica.
El cuadro 11 muestra el resumen de resultados de los modelos correspondientes a las

ceramidas plasmaticas. El valor global de P para el modelo de la ceramida C18:0 fue de
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0.034. La actividad fisica reportdé un coeficiente beta significativo de -0.986 y la ceramida
C18:0 de -0.034. El modelo correspondiente a la ceramida C20:0 alcanzé tendencia
estadistica al igual que el coeficiente beta para esta ceramida (-0.013). Considerando que
la variable dependiente en estos modelos de regresidn es el valor M del Clamp, los signos
de los coeficientes beta obtenidos fueron en la direccidn esperada de acuerdo a las
hipodtesis planteadas.

Cuadro 12. Efecto de las ceramidas plasmaticas sobre la sensibilidad a la insulina. Modelo

de regresion lineal multiple.

Variable Dependiente: valor M del Clamp HE (mg/kg - min)

| Cer C18:0 Cer C20:0 |
Plasma Plasma
| R’ 0.245 0.171
Sig. 0.034 0.087
xz:::::ﬁen tes Beta Sig. Beta Sig.
Ceramida (ng/ml) -0.034 0.062 -0.013 0.077
Actividad Fisica® -0.986 0.033 0.559 0.229

Actividad Fisica: O=sedentario (referencia), 1=leve, 2=moderado, 3=intenso.

El resumen de los modelos para las ceramidas de tejido muscular se muestra en el
cuadro 12. Los modelos correspondientes a las ceramidas C18:1 y C20:0 alcanzaron un valor
global de P menor a 0.1 con coeficientes de determinacién de 0.255 y 0.273,
respectivamente. El modelo de la ceramida C20:0 reportd niveles de tendencia estadistica

para esta ceramida, con un coeficiente beta de -0.334. El modelo de la ceramida C18:1 no
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alcanzd significancia estadistica para este compuesto, no obstante que el valor del
coeficiente beta es de una magnitud aritmética importante: -1.091.

Cuadro 13. Efecto de las ceramidas plasmaticas sobre la sensibilidad a la insulina. Modelo

de regresion lineal multiple.

Variable Dependiente: valor M del Clamp HE (mg/kg . min)

Cer C18:0 Musculo Cer C18:1 Musculo Cer C20:0 Musculo
R’ 0.235 0.255 0.273
Sig. 0.118 0.095 0.078
Independientes Beta Sig. Beta Sig. Beta Sig.
Ceramida
0.025 0.162 -1.091 0.123 -0.334 0.097
(ng/mg tejido)
Actividad Fl'sica§ 0.578 0.195 0.521 0.241 0.343 0.463

SActividad Fisica: O=sedentario (referencia), 1=leve, 2=moderado, 3=intenso.

En el cuadro 13 se muestran las correlaciones observadas entre las concentraciones
de ceramidas plasmaticas y otras variables bioquimicas relacionadas al metabolismo
lipidico. De manera interesante se obtuvieron correlaciones de moderadas a fuertes entre
diversas ceramidas y otras de las variables estudiadas. A excepcién de la ceramida C14:0,
todas la demas correlacionaron significativamente con la concentracién de triacilgliceroles
y las lipoproteinas de muy baja densidad. Contra esta ultima se observaron los coeficientes
de mayor magnitud que en algunos casos fueron superiores al 0.7. El colesterol total

correlaciond positivamente con las ceramidas C16:0, C20:0, C24:1 y C24:0 y el colesterol
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HDL de manera inversa con las ceramidas C18:1 y C18:0. Ninguna de las ceramidas
correlacioné con las concentraciones de glucosa en ayuno.

Cuadro 14. Correlaciéon entre las concentraciones de ceramidas plasmaticas y otras

variables bioquimicas.

Ceramidas plasmaticas (ng/ml)

C14:0 Cl6:0 (C18:1 C18:0 C20:0 C24:1 C24:.0

Glucosa (mg/dl) -0.122 -0.129 -0.337 -0.291 -0.026 -0.040 -0.042
TAG (mg/dl) 0.151 0.436* 0.474>  0.629** 0.596**  0.467* 0.394*
Colesterol (mg/dl)  -0.094  0.601** 0.384 0.234 0.368* 0.383°  0.501**
HDL (mg/dl) -0.162 0.080 -0.570*  -0.309" -0.150 -0.258 -0.077

VLDL (mg/dl) 0.213 0.553**  0.745** 0.752** 0.671** 0.581** 0.487**

Andlisis de correlacion de Spearman (rs). Abreviaturas: TAG= triacilgliceroles; C-HDL: colesterol de alta
densidad; C-VLDL= colesterol del muy baja densidad.” tendencia estadistica: < 0.1 P > 0.05; * significancia
estadistica: P<0.05; ** significancia estadistica: P<0.01.

Finalmente, en el cuadro 14 se muestran las correlaciones obtenidas en las
ceramidas de tejido muscular contra las mismas variables bioquimicas examinadas en el
cuadro anterior. En este caso se obtuvieron algunas correlaciones aisladas. Las ceramidas
C18:0 se asocio directamente con los niveles de TAG y VLDL. Las concentraciones de HDL se
asociaron positivamente con la ceramida C14:0 y C24:0. Sélo se observd una asociacion
inversa entre la ceramida C16:0 y el colesterol total. Cabe mencionar que no se observo

ninguna correlacion significativa entre las ceramidas de un mismo tipo cuantificadas en

tejido plasmatico y muscular (tabla no mostrada).
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Cuadro 15. Correlacion entre las concentraciones de ceramidas en tejido muscular y otras

variables bioquimicas.

Ceramidas en tejido muscular (ng/mg)

C14:0 Cl6:0 (C18:1 (C18:0 C20:0 C24:1 cC24:0

Glucosa (mg/dl) -.0185 -0.047 0.134 0.174 0.115 -0.029 0.017
TAG (mg/dl) -0.141 -0.009 0.474* -0.090 -0.008 -0.239 -0.197
Colesterol (mg/dl) 0.054 -0.3797 0.193 0.018 0.016 -0.253 -0.270
HDL (mg/dI) 0.410° -0.050 0.064 0.238 0.261 -0.018 0.528*
VLDL (mg/dl) -0.137 0.029 0.450* 0.019 0.040 -0.131 -0.173

Analisis de correlacion de Spearman (rs). Abreviaturas: TAG= triacilgliceroles; C-HDL: colesterol de alta

densidad; C-VLDL= colesterol del muy baja densidad.” tendencia estadistica: < 0.1 P > 0.05; * significancia

estadistica: P<0.05; ** significancia estadistica: P<0.01.
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9. DISCUSION.

El objetivo principal de este proyecto de investigacion fue el de establecer la asociacién
entre el tipo de los lipidos ingeridos en la dieta y el perfil de ceramidas presentes en tejido
plasmatico y muscular. No obstante, no encontramos asociacién entre las ceramidas
plasmaticas y la ingesta de grasa saturada y monoinsaturada. Un fendmeno similar se
observé en las ceramidas de tejido muscular; sélo la ceramida C18:0 mostré una correlacion
inversa con la ingesta de lipidos totales y otras familias lipidicas (cuadro 9). Sin embargo, si
se obtuvieron correlaciones entre diversas ceramidas plasmadticas y la ingesta de grasa
poliinsaturada, particularmente con la ingesta de acidos grasos omega-3 y de forma mas
consistente, con la relacion omega-6/omega-3.

Debido a que la primera reaccion en la biosintesis de novo de las ceramidas es
sustrato dependiente y altamente especifica para dcidos grasos de 16 + 1 carbonos,
esperabamos una asociacion directa con la ingesta lipidica de grasa saturada y/o
monoinsaturada. Ademads, los acidos, palmitico (C16:0), estedrico (C18:0) y oleico (C18:1)
son los constituyentes lipidicos mayoritarios de los alimentos consumidos en México [16].
Hemos considerado que probablemente la ingesta ponderal de grasa saturada y
monoinsaturada consumida por nuestros sujetos de estudio, no haya sido suficiente para
denotar una asociacidn con las ceramidas estudiadas. Por ejemplo, la mediana de ingesta
de grasa saturada fue de 24.1 g/dia. Considerado el nivel de adecuacién para este tipo de
grasa (<10% ITE), el valor limitrofe corresponderia a una ingesta maxima de 27 gramos al
dia. No obstante que el 45.7 % de los sujetos consumieron mas grasa saturada de la que

deberian (figura 7), la mediana de ingesta se situé por debajo del limite establecido. Una
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situacion similar se observé con la grasa monoinsaturada que tuvo una mediana de ingesta
de 25 g/dia y un valor limitrofe de 27. De manera interesante, el estudio de Kien et a/ [18]
que suministro dos tipos de dieta, una alta en acido palmitico (16% ITE) y otra alta en acido
oleico (28.8% ITE) durante tres semanas, reportd diferencias significativas en la
concentracion de ceramidas totales en musculo al término de la intervencidn. Este régimen
dietario utilizado por Klein, equivaldria a una ingesta minima de 43.2 g/dia de grasa
saturada o de 77.7 g/dia de grasa monoinsaturada. Es decir, 44.2 y 67.8% por arriba de la
mediana de ingesta reportada por nuestros pacientes, respectivamente. La ausencia de
asociacion observada en nuestros resultados podria estar explicada por esta diferencia
ponderal en la ingesta de grasa que fue insuficiente para generar un efecto sobre las
concentraciones de ceramidas plasmaticas y de tejido muscular.

Resultan aun mas dificiles de explicar las asociaciones observadas entre las
ceramidas plasmaticas y la ingesta de acidos grasos omega-3 y la relacion omega-6/omega-
3. Estructuralmente, estos acidos grasos no son componentes de las ceramidas estudiadas.
De igual manera, en términos de ingesta, sélo el acido linoleico (C18:2 n-6) tendria una
importancia cuantitativa; los acidos grasos de la familia omega-3 (linolénico y DHA) se
ingieren de manera insuficiente en la poblacién (1.33 g/dia). No obstante, parece ser que
esta cantidad es suficiente para mostrar una asociacion sobre las ceramidas estudiadas.

Esta bien documentado que la ingesta de acidos omega-3 tiene un efecto favorable
sobre el metabolismo lipidico. Su ingesta se ha relacionado con una disminucién de
triacilgliceroles y lipoproteinas de baja densidad y un aumento en las concentraciones de

HDL [37]. De manera interesante, la ingesta de omega-3 y la relacién de omega-6/omega-3
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en nuestros sujetos de estudio, también correlacioné con los niveles de VLDL (rs= -0.302,
P=0.087 y rs= 0.398, P=0.022, respectivamente). A su vez, los niveles de VLDL
correlacionaron de manera contundente (en algunos casos con un coeficiente de
correlacién mayor a 0.7, cuadro 13) con las concentraciones de ceramidas plasmaticas. Esta
informacién en su conjunto, sugiere una interaccion entre la ingesta de omega-3, las
concentraciones de VLDL y de las ceramidas plasmaticas. Debido a que el metabolismo de
las lipoproteinas y las ceramidas tiene un lugar preponderante en higado, una posible
explicacion a estos resultados podria estar en algin mecanismo regulatorio del
metabolismo hepatico. Se sabe en este tejido, las ceramidas incrementan la generacién
mitocondrial de especies reactivas de oxigeno que favorecen los procesos de apoptosis e
inflamacidn. El flujo de acidos grasos libres hacia el higado puede superar en un momento
dado la capacidad oxidativa de éstos en el hepatocito, e incrementar la biosintesis de
ceramidas. Se ha propuesto un mecanismo interesante que sugiere que la exportacion de
ceramidas a través de las lipoproteinas de baja densidad podria ser una estrategia de este
tejido para disminuir el efecto hepatotéxico de éstas [2]. En un estudio previo publicado por
nuestro grupo de trabajo, demostramos la estrecha relacién entre el higado graso no
alcohdlico y los niveles circulantes de diversas ceramidas, que también correlacionaron con
las lipoproteinas de muy baja densidad [33].

No obstante, la evidencia ampliamente difundida sobre el efecto benéfico de los
acidos grasos omega-3 en el metabolismo lipidico, consideramos que una contribucion
importante de este trabajo es el hallazgo descrito entorno a la ingesta de omega-3 y las

concentraciones de ceramidas circulantes. Debido a los numerosos procesos fisiolégicos y
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trastornos metabdlicos en los que las ceramidas se han visto implicadas, pareceria que es
deseable mantener sus concentraciones disminuidas.

Con respecto a otros de los macronutrimentos estudiados, se observaron
correlaciones significativas entre algunas ceramidas y la ingesta de hidratos de carbono y/o
azucares simples (Cuadro 8). Esta bien descrito que el consumo elevado de estos
nutrimentos favorece los procesos de lipogénesis que incrementan la biosintesis de acidos
grasos saturados de cadena media y de triacilgliceroles. La correlacién observada entre la
ingesta de azlcares simples y las ceramidas estudiadas, podria estar explicada
parcialmente, por este mecanismo. Aas et al reportd recientemente que la hiperglucemia
cronica favorece los procesos de lipogénesis en musculo. En células miofibrilares incubadas
durante cuatro dias en un medio a 20 mM de glucosa y libre de acidos grasos, se observo
que la sintesis de triacilgliceroles se incrementd en un 25% al igual que la actividad de la
enzima diacilglicerol-aciltransferasa (34%). Asimismo, la conversién de **C-glucosa a acidos
grasos libres, triacilgliceroles y ésteres de colesterol se elevaron en un 88, 44 y 89%,
respectivamente [38]. De manera interesante, es notable el nivel de correlacién observado
entre todas las ceramidas plasmaticas (a excepcion de la ceramida C14:0) y las
concentraciones de triacilgliceroles (cuadro 13). Asimismo, se observd una asociacion
positiva entre la ingesta de azucares simples y las concentraciones plasmaticas de TAG
(r=0.335, P=0.056), lo que pudiera ser un indicio de una lipogénesis aumentada en nuestros
sujetos de estudio.

Desde la génesis de este trabajo, nuestra aproximacién al fendmeno que

pretendiamos esclarecer, es decir, si la dieta desempefiaba o no un papel importante sobre
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el perfil de las ceramidas presentes en el organismo humano, tuvo un enfoque
primordialmente cuantitativo. Sin embargo, si observamos las concentraciones de las
ceramidas analizadas en tejido plasmdtico y muscular con detenimiento, podremos
observar que las subespecies constituidas por el acido lignocérico (C24:0) y el acido
nervonico (C24:1) son muy abundantes en comparacién con las ceramidas C14:0 y C18:1
(figura 8). Por ejemplo, las concentraciones promedio de la ceramida C24:1 es casi 400
veces mas grande que la ceramida C14:0 del plasma y casi 140 veces mayor en el caso del
tejido muscular. Paraddjicamente, la cantidad de acido lignocérico y nervénico en los
alimentos, es practicamente inexistente. A este respecto podriamos comentar, que, por
ejemplo, el acido oleico (C18:1) puede ser elongado en el organismo para formar acido
nervonico. De hecho, éste ultimo conserva su doble enlace en la posicién nimero nueve
con respecto al grupo metilo terminal y sélo requeriria de la incorporacién de 3 pares de
atomos de carbono para su biosintesis. Dado que el acido oleico, representa casi la totalidad
de la grasa monoinsaturada, la ingesta de este dcido graso podria tener algun efecto sobre
sus productos finales de elongacién. Sin embargo, este fendmeno no estaria estrictamente
relacionado con la dieta, sino mas bien con los mecanismos de biosintesis que participan en
el organismo. Tal vez el hecho de que la primera reaccion en la sintesis de las ceramidas es
sustrato dependiente, y que es la grasa saturada la que podria tener un mayor efecto sobre
la activacién de esta via, ha contribuido a fomentar una visiéon reduccionista de este
fenédmeno. El Unico estudio previo que relaciona la ingesta lipidica y la biosintesis de
ceramidas realizado en seres humanos, consistié en el suministro controlado de una dieta

alta en grasa saturada (C16:0) y otro grupo con una ingesta elevada de grasa
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monoinsaturada (C18:1) [28]. Si bien, se observa un incremento en las ceramidas totales de
tejido muscular en el grupo que ingirié por tres semanas la grasa saturada, no se comenta
mas sobre sobre el efecto que pudiera haberse observado sobre las distintas variedades o
subespecies de ceramidas musculares. Incluso, para la reglamentacién de nuestro pais
pudiera ser inaceptable suministrar una dieta alta en grasa saturada debido a las
implicaciones nocivas que pudiera tener en la salud de los participantes. Otro trabajo
realizado en ratas, a las que también se suministré una dieta alta en grasa saturada y una
dieta elevada en grasa poliinsaturada, demostré algunos efectos sobre las ceramidas y otros
esfingolipidos en este mismo sentido. Pareceria que un enfoque cuantitativo de la ingesta
lipidica no esclarece mecanismos mas finos relacionados a la biosintesis de las ceramidas.
Por ejemplo, se ha descrito que la enzima ceramida sintasa (32 reaccién de la biosintesis de
novo), de la cual se han reportado seis isoformas, se expresa en diferentes tejidos de
acuerdo con las necesidades de funcidn y estructura de cada uno de ellos. Esta enzima es la
responsable de la gran diversidad de ceramidas presentes en el organismo. Su actividad no
estd no estd supeditada a la cantidad de sustrato disponible sino mas bien a un subtipo de
acido graso en particular que sea el adecuado para satisfacer necesidades especificas de
funcidn y/o estructura de algun tejido en particular.

Probablemente, una aproximacion mas minuciosa al estudio de la biosintesis de las
ceramidas y los mecanismos que la regulan, podria complementarse con un analisis
detallado del perfil de acidos grasos presentes en suero sanguineo y la determinacién de la
actividad de la enzima ceramida sintasa mediante un radio producto/sustrato

(dihidroceramida/dihidroesfingosina, figura 2). Estos dos intermediarios metabdlicos
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podrian cuantificarse en plasma sanguineo por cromatografia de liquidos acoplada a masas
con ligeras variaciones a las técnicas analiticas descritas previamente en la metodologia de
este trabajo. Si bien, el perfil de acidos grasos en suero es un reflejo de la ingesta reciente
de grasas en el organismo, también representa la composicidon de las reservas lipidicas
almacenadas en el tejido adiposo que realiza un intercambio dindmico y constante con el
higado y otros tejidos de importancia como musculo, cerebro y corazén. Parece ser que
aislar el efecto de los diversos componentes de la dieta sobre algunos mecanismos que
tienen lugar en el organismo sigue siendo un reto. Seria interesante reflexionar sobre la
validez de este aislamiento para dilucidar los fendmenos que suceden en un organismo vivo,

producto de un sin nimero de reacciones e interacciones bioquimicas.

Con respecto al apartado de la sensibilidad a la insulina, los niveles de asociacién
observados en nuestro estudio son similares a los obtenidos por otros autores. Los
coeficientes beta obtenidos de los analisis de regresion lineal sugieren un efecto importante
sobre la sensibilidad a la insulina. Con rangos de concentracidon de 75.4 ng/ml para la
ceramida C18:0 y de 243.6 ng/ml para la ceramida C20, un incremento de 1 ng/ml de estas
ceramidas en plasma, representaria un decremento de 0.034 y 0.013 unidades del valor M
del Clamp, respectivamente. En el caso de la ceramida C20:0 de tejido muscular, por un
incremento de un 1 ng/mg se tendria una disminucion de 0.334 unidades del Clamp, con un
rango de concentracion de 8.8 ng/mg de tejido para esta ceramida. Dado los rangos de
concentracion observados para las ceramidas estudiadas, las variaciones maximas en el

valor M del Clamp podrian ser mayores a 2.5 puntos para las ceramidas plasmaticas y hasta
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de 3 puntos para las ceramidas musculares. Estos datos sugieren un efecto importante de
las ceramidas sobre la sensibilidad a la insulina, incluso en sujetos eutroficos y
metabdlicamente sanos, en los que, por esta condicion, podrian esperarse efectos de
menor magnitud.

Probablemente, el estudio publicado por Straczkowski et al (2004) en 27 varones
polacos metabdlicamente sanos, sea el trabajo mas parecido al realizado por nuestro grupo
de investigacion en lo que respecta al apartado de la sensibilidad insulina. De hecho, se
obtuvieron resultados similares en cuanto a la magnitud de asociacion reportada entre
algunas ceramidas musculares y la sensibilidad la insulina determinada por el Clamp HE:
ceramidas totales (r= -0.49) y ceramidas C14:0, C16:0, C16:1 y C24:1 (r= -0.42, r= -0.48,
r=-0.45y r=-0.39). Asimismo, en el estudio de Francesca Amati et al realizado en adultos
mayores estratificados en tres grupos: atletas (n=14), sujetos eutréficos (n=7) y sujetos con
obesidad (n=21), también se observaron niveles de asociacién similares a los reportados
por nosotros entre diversas ceramidas agrupadas en diferentes factores (eigenvalores)
versus la sensibilidad a la insulina: factor 1= ceramidas C24:0, C24:1, C18:0y C20:9 (r=-0.46);
factor 2= dihidroceramida C16:0 y ceramida C18:1 (r=-0.47); y factor 4= ceramida C14:0
(r=0.38). Finalmente, Kasumov et al reportaron una disminucién en las concentraciones de
ceramidas totales y la ceramida C14:0 en sujetos con obesidad y diabetes tipo 2 al término
de una intervencién de actividad fisica por doce semanas. La disminucién de las ceramidas
totales y la ceramida C14:0 se relacionaron inversamente con un aumento en la sensibilidad
a la insulina (valor M del Clamp HE) con coeficientes de correlaciéon de -0.51 y -0.56,

respectivamente. Toda esta informacidon en su conjunto sugiere que las ceramidas
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desempeiian un rol trascendental en los mecanismos de captacién celular de glucosa en los
tejidos insulino-dependientes. En todos los trabajos realizados (incluido el nuestro), se
observan niveles de correlacidn similares, no obstante que existen algunas variantes en las
poblaciones de estudio. Por ejemplo, los participantes del trabajo de Amati y Kasumov
fueron adultos mayores con medias de edad de 66.2 + 1.5y 63.5 + 2 afios, respectivamente.
En el caso Straczkowski, la muestra estuvo conformada Unicamente por varones. Asimismo,
el estudio de intervencién de ingesta lipidica antes mencionado (Kien et al), mostré un
efecto adverso sobre la sensibilidad a la insulina en el grupo que recibié una dieta alta en
palmitato. Los resultados de esta investigaciéon son concordantes con los reportados por
diversos autores en poblaciones diversas.

Las fortalezas de este trabajo de investigacion podrian estar explicadas en parte por
aspectos metodoldgicos relacionados a las técnicas e instrumentos utilizados durante su
desarrollo. Para determinar la sensibilidad a la insulina se utilizé el Clamp HE, asi como la
cromatografia de liquidos acoplada a masas (UPLC-MS/MS) para el analisis de ceramidas,
considerada también el método de referencia para esta determinacion. Adicionalmente, si
bien ya se discutieron las limitaciones inherentes al estudio de la dieta, el diario de registro
de alimentos de tres dias podria ser la mejor alternativa para estimar la ingesta de
nutrimentos bajo circunstancias de vida normales [19]. Ademas, el software con el que se
realizé el analisis dietario fue complementado y actualizado con la informacién del libro
“Grasas, dieta y salud” publicado por Salvador Villalpando et al. En este libro se describe la

composicion lipidica detallada de 261 alimentos que contribuyeron con el 80% de la
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ingestion de grasa en la dieta de la poblacion mexicana, segun la informacion recabada de
la Encuesta Nacional de Nutricion de 1999 [16].

Por otro lado, consideramos que la limitacion mds importante de este trabajo es el
tamafio de muestra resultante. De los 37 sujetos requeridos, segun el cdlculo inicial, se
lograron reclutar 34 participantes (92%). De estos 34 se obtuvieron biopsias de tejido
muscular en 21 de ellos (57% con respecto al calculo original). El poder estadistico (error
tipo Il) alcanzado con la submuestra del tejido muscular de acuerdo con el calculo de
tamafio de muestra original corresponde a un valor aproximado de 60%. A pesar de esta
limitante, se observaron resultados estadisticamente significativos en muchos de los
eventos analizados con niveles de asociacién similares a lo reportado por diversos autores.
Consideramos util mostrar los datos con tendencia estadistica (0.05> P <0.1) como una
forma de compensar la dificultad que se tuvo para reunir la totalidad de la muestra.

Otro aspecto relevante que podria ser considerado una limitacion de esta
investigacion podria ser lo concerniente al tipo de disefio utilizado. En sus inicios
consideramos la posibilidad de realizar un estudio longitudinal de intervencién con
diferentes familias lipidicas (grasa saturada, monoinsaturada y poliinsaturada). Sin
embargo, dado los efectos metabdlicos adversos generados por el consumo elevado de
grasa saturada hubiera sido controversial asignar este régimen alimenticio a un
determinado grupo de personas. En todo caso, se podria haber utilizado un disefio con dos
grupos de estudio, uno con una dieta alta en grasa monoinsaturada y otro con una ingesta
elevada de grasa polinsaturada. No obstante, este disefio hubiera requerido la realizacién

de dos Clamp HE y dos tomas de biopsias en cada paciente, por lo que factibilidad de

68| Pagina



reclutar la muestra requerida se hubiera visto aun mas comprometida. Asimismo, la
manipulacion de la ingesta lipidica no nos hubiera permitido conocer el efecto de una dieta
convencional sobre las ceramidas estudiadas y describir su relacién con la sensibilidad a la
insulina en un escenario habitual. Esta fue una inquietud que tuvimos desde el principio;
desedbamos conocer las implicaciones metabdlicas que tiene la alimentacion de las
personas en el contexto de su vida cotidiana y el nivel de riesgo al que podrian estar
expuestos por via de las ceramidas; moléculas implicadas de manera adversa en multiples

procesos fisiolégicos.
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10. CONCLUSIONES.

La ingesta de grasa saturada y monoinsaturada no correlaciond con los niveles de ceramidas
plasmaticas ni de tejido muscular, a excepcion de la ceramida C18:0 de musculo que mostré
una correlacién inversa con la ingesta de grasa total y las grasas saturada, monoinsaturada
y poliinsaturada. No obstante, la ingesta de acidos grasos omega-3 mostrd una asociacion
inversa con diversas ceramidas plasmaticas (Cer C14:0, C18:1 y C18:0), asi como una
asociacion directa con la relacion de ingesta omega-6/omega-3 con las ceramidas C14:0,
C16:0, C18:1, C18:0 y C20. Por otra parte, las ceramidas plasmaticas C18:1 y C20:0 y la
ceramida C20:0 de tejido muscular, estan fuertemente relacionadas con una disminucién
en la sensibilidad a la insulina incluso en sujetos eutrdéficos y metabdlicamente sanos en los
gue, por esta condicion, podrian esperarse efectos de menor magnitud. Adecuaciones en la
ingesta lipidica, orientada sobre todo hacia un mayor consumo de acidos grasos omega-3y
un consumo equilibarado de acidos grasos omega-6 en la dieta, podria tener un efecto

favorable sobre la sensibilidad a la insulina por via de las ceramidas.
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